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RESUMEN

Espafa es el principal productor de frutales de hueso y citricos de la Unidn
Europea. Las enfermedades virales mas importantes asociadas a estos cultivos son la
sharka en frutales de hueso, causada por Plum pox virus (PPV; Potyvirus), y la
tristeza de los citricos, causada por Citrus tristeza virus (CTV; Closterovirus), ambas
transmitidas mediante pulgones de forma no persistente y semipersistente,
respectivamente. Actualmente existe un amplio conocimiento de la epidemiologia de
ambos virus en plantaciones adultas, sin embargo no existen estudios sobre su
epidemiologia en bloques vivero. Ademas, las caracteristicas especiales de éstos,
como un marco de plantacion mas reducido y la presencia de plantas con caracteres
juveniles y con brotaciones suculentas, hace que el control de la dispersion natural de
ambos virus sea mas dificil.

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral fue el estudio de los distintos
factores que determinan la epidemiologia de PPV y de CTV en vivero, con el fin de
establecer posibles estrategias de control. Ademas, considerando que toda estrategia
de control requiere en algiin momento de la aplicacion de métodos de deteccidn
fiables, se han validado métodos serolégicos y moleculares para una deteccion viral
precoz y precisa de las plantas infectadas en vivero antes de la comercializacion del
material vegetal.

Se establecieron tres parcelas experimentales de vivero durante el afio 2006
en diferentes localidades de la provincia de Valencia. Un vivero experimental se
establecio en la localidad de Lliria junto a una parcela de ciruelos japoneses con un
90% de incidencia de PPV y otro en Carlet en una area con un 5% de incidencia de
PPV. Ademas, se establecié una parcela experimental del patrén de citricos Citrus
macrophylla en Moncada en una zona con una incidencia del 85% de CTV. Las
parcelas se muestrearon para conocer la incidencia viral en diferentes periodos y se
analizaron mediante ELISA-DASI y “Spot” RT-PCR a tiempo real en el caso de PPV
y mediante Inmunoimpresion-ELISA en el caso de CTV.

Los patrones de frutales de hueso mas susceptibles a la infeccion natural por
PPV en condiciones de alta densidad de inéculo fueron los ciruelos Adesoto 101 y
Mariana GF8-1. Los patrones Nemaguard y Mirobolan 29C presentaron una
susceptibilidad media, mientras los patrones Cadaman y Garnem resultaron
resistentes a PPV-D detectdndose Unicamente el virus mediante RT-PCR a tiempo
real. S6lo los patrones Adesoto 101, Mariana GF8-1 y Nemaguard, resultaron
infectados en la parcela sometida a baja presion de indculo. Ademas, se confirmé la
alta susceptibilidad a la infeccién natural a CTV del patron C. macrophylla.

La dindmica poblacional de los pulgones se establecid con base en las
capturas de trampas amarillas de Moericke y plantas pegajosas. Tanto en los viveros



de frutales de hueso como en la parcela de C. macrophylla, mayo resulté el mes con
mayor numero de capturas. EI nimero medio estimado de pulgones visitantes por
planta en la parcela de Lliria durante el mes de mayo de dos afios consecutivos fue de
38,1, mientras en la parcela de Carlet fue de 36,7. Mientras, en la parcela de C.
macrophylla el nimero de pulgones visitantes por planta durante el mes de mayo fue
de 387,9. La especie predominante durante todo el afio fue Aphis spiraecola por
ambos métodos de muestreo (mas del 90% en trampas Moericke y aproximadamente
el 55% en plantas pegajosas), otras especies encontradas frecuentemente fueron A.
gossypii 'y Hyalopterus pruni. El porcentaje de pulgones PPV-viruliferos,
determinado por “Squash” RT-PCR a tiempo real, que sobrevol6 y/o aterrizaron
sobre las plantas de vivero de frutales en una zona con una alta densidad de in6culo
durante el mes de mayo (30,32%), fue mas del triple que el determinado en una zona
con una baja densidad de inoculo (7,98%). Se determind que las visitas de los
pulgones a las plantas de vivero y a las distintas especies de patrones de frutales se
realizaron al azar. Ademas, no se han encontrado diferencias significativas en el
namero de pulgones PPV-viruliferos que visitaron las distintas especies de patrones
de frutales ensayados en ambas parcelas. Se determind la inexistencia de una relacién
directa entre el nimero de pulgones visitantes en una planta de vivero y su superficie
foliar. El 17,50% de los individuos que aterrizaron en C. macrophylla y/o
sobrevolaron la parcela experimental resultaron CTV-viruliferos.

En Lliria, se utilizaron los patrones Nemaguard y Mariana GF8-1 para evaluar
el efecto de la aplicacion de aceites minerales en la incidencia viral. El tratamiento
consistio en la aplicacion de aceite mineral horticola (Sunspray Ultrafine 85 % [EC]
P/V) al 1% cada 10-12 dias durante el primer afio (2006), desde la brotacion de las
plantas hasta la caida de las hojas. Durante el segundo afio (2007), los tratamientos se
efectuaron con el mismo aceite cada siete dias durante los meses de primavera de
maximo vuelo de pulgones. En la parcela situada en Carlet se evalu6 el tratamiento
con aceites minerales en los seis patrones de frutales de hueso. Los tratamientos no
impidieron la presencia viral en los viveros experimentales, pero redujeron
significativamente la incidencia de PPV en el patron Mariana GF8-1 en una zona con
una alta presion de indculo. La aplicacion reiterada de aceites minerales no solo no
supuso un perjuicio para el desarrollo vegetativo de las plantas tratadas sino que
puede sustituir a otros tratamientos fitosanitarios. En la parcela de C. macrophylla el
uso de aceite no supuso reduccion de la incidencia de CTV.

Se validaron las técnicas “Spot” y “Tissue-print” RT-PCR a tiempo real, en
comparacion con ELISA-DASI e Inmunoimpresion-ELISA, respectivamente, para su
uso rutinario en deteccion. La coincidencia en resultados entre “Spot” RT-PCR a
tiempo real y ELISA-DASI fue casi perfecta para deteccion de PPV y la coincidencia
entre “Tissue-print” RT-PCR a tiempo real e Inmunoimpresion-ELISA fue
substancial para deteccion de CTV, segun el indice kappa de Cohen. Los diferentes
parametros de diagnostico calculados indican que las técnicas moleculares



presentaron mayor sensibilidad y por tanto son recomendables cuando se requiera
una muy buena precision en los individuos negativos (plantas madre, material base y
plantas para exportacion). Sin embargo, las técnicas seroldgicas utilizadas mostraron
mayor especificidad y son recomendables para inspeccion rutinaria. La combinacién
de técnicas seroldgicas y moleculares es recomendable para una precision casi total
de los analisis.

Se ha demostrado como la técnica “Spot” RT-PCR a tiempo real puede ser
utilizada con éxito en muestras compuestas de hasta diez plantas sin perder precisién
en deteccion de PPV en cualquier época del afio. Por el contrario, la técnica ELISA-
DASI mostré diferencias significativas en la precision de la deteccion segun la época
del afio y el nimero de plantas analizadas, siendo las mejores épocas para la
deteccion de PPV primavera y verano seguidos de otofio y no se aconseja el uso de
mezclas compuestas en invierno.

Se han aplicado, por primera vez en fitopatologia, modelos latentes para la
estimacion de los diferentes parametros de diagnéstico de las técnicas “Spot” RT-
PCR a tiempo real y ELISA-DASI. Se ha demostrado que éstos pueden ser aplicados
en la estimacion de los parametros de diagndstico de nuevas o ya validadas técnicas
de deteccion de agentes fitopatogenos.

Como conclusidn general, esta Tesis Doctoral aporta conocimientos basicos
sobre la epidemiologia de los virus de la sharka y de la tristeza en bloques de vivero,
que podran ser aplicados para el disefio de estrategias de control. Ademas, se sugiere
el uso de métodos de control respetuosos con el medio ambiente, como son el empleo
de patrones poco susceptibles o resistentes a PPV y el uso de aceites minerales con
residuo cero. También se han validado las técnicas moleculares “Spot” y “Tissue-
print” RT-PCR a tiempo real para la deteccion fiable y precisa de PPV y CTV en
plantas de vivero. El uso de ambas técnicas ofrece una mayor garantia de la sanidad
del material vegetal analizado que otras técnicas hasta ahora empleadas.






SUMMARY

Spain is the leading producer of stone fruit and citrus of the European Union.
The most important viral diseases associated with these crops are sharka in stone fruit,
caused by Plum pox virus (PPV; Potyvirus) and citrus tristeza, caused by Citrus tristeza
virus (CTV; Closterovirus); both are transmitted by aphids in a non-persistent and semi-
persistent manner, respectively. Nowadays there is a vast amount of information about
the epidemiology of both viruses in adult orchards, however, there are no studies on
their epidemiology in nursery blocks. In addition, nurseries’ specific features such as a
small planting pattern and the presence of plants with juvenile characters and succulent
shoots make controlling the natural spread of both these viruses more difficult.

The main objective of this Thesis is to study the factors involved in determining
the epidemiology of PPV and CTV in nursery blocks, in order to design viable control
strategies. Moreover, bearing in mind that any control strategy requires reliable
detection methods, serological and molecular methods have been validated for an early
and accurate viral detection of infected plants in the nursery prior to the
commercialization of plant material.

Three experimental nursery plots were established in 2006 in different locations
across the province of Valencia. The first nursery plot was laid out in the village of
Lliria close to an adult Japanese plum orchard with a PPV-incidence of 90%; another
one in Carlet in an area with a PPV-incidence of 5% and a third experimental nursery
plot was done with the Citrus macrophylla citrus rootstock in Moncada, an area with an
incidence of 85% of CTV. All three plots were sampled to determine the viral incidence
in time intervals and analyzed by ELISA-DASI and Spot real-time RT-PCR for PPV
and by Tissue print-ELISA in the case of CTV.

The most susceptible Prunus rootstocks to natural infection by PPV in an
environment of high inoculum pressure were Adesoto 101 and Mariana GF8-1.
Nemaguard and Mirobolan 29C rootstocks showed a medium susceptibility, while
Cadaman and Garnem were resistant to PPV-D having the virus detected only by real-
time RT-PCR. Just Adesoto 101, Mariana GF8-1 and Nemaguard rootstocks were
infected in the plot under low inoculum pressure. Furthermore, there was confirmation
of the C. macrophylla rootstock’s high susceptibility to natural infection with CTV.

The dynamics of aphid populations were established based on samples captured
with Moericke yellow traps and the sticky plants method. May turned out to be the
month with the highest number of captures of aphid population in Prunus nurseries and
in the C. macrophylla plot. The estimated average number of visitant aphids per plant in
Lliria during May for two consecutive years was 38.1 while in the plot of Carlet was
36.7. Meanwhile, in the C. macrophylla plot, the number of visitant aphids per plant
during May was 387.9. The dominant aphid species throughout the year by both
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sampling methods was Aphis spiraecola (over 90% in traps Moericke and
approximately 55% in sticky plants), A. gossypii and Hyalopterus pruni were other
species often found too. Percentage-wise, the number of PPV-viruliferous aphids
determined by squash real-time RT-PCR which flew over and/or landed on the Prunus
nursery plants in an area with a high inoculum pressure during May (30.32%) was over
three times higher than those determined in an area with low inoculum pressure
(7.98%). It was determined that the visits of the aphids to nursery plants and to the
different Prunus rootstocks followed no pattern. In addition, no significant differences
were found in the number of PPV-viruliferous aphids that visited the different Prunus
rootstocks tested in both plots. It was concluded that there is no link between the
number of aphid visitants and the leaf area of a nursery plant. 17.50% of the aphids
which landed and/or flew over the experimental C. macrophylla plot were CTV-
viruliferous.

In Lliria’s plot Nemaguard and Mariana GF8-1 rootstocks were used to evaluate
the effects of the application of mineral oil to the viral incidence. The treatment
consisted of the application of horticultural mineral oil (85% Ultrafine Sunspray [EC]
P/V) at a rate of 1% every 10-12 days during the first year (2006) from the sprouting of
plants to leaf fall. During the second year (2007), the treatments were made with the
same oil every seven days during the spring’s peak flight time of aphids. In the plot
located in Carlet the treatments were evaluated with mineral oil in the six Prunus
rootstocks studied. The treatments did not stop the viral presence in the experimental
nurseries, but reduced significantly the PPV-incidence in the Mariana GF8-1 rootstock
in an area with high inoculum pressure. The repeated application of mineral oil not only
did not damage the vegetative development of the treated plants but it could also replace
other pesticide treatments. In C. macrophylla plot the use of mineral oil did not reduce
the incidence of CTV.

The Spot and Tissue-print real-time RT-PCR techniques were validated and
compared with ELISA-DASI and Tissue print-ELISA, respectively, for routinely use in
detection. The coincidence in results between Spot real-time RT-PCR and ELISA-DASI
was almost perfect for PPV detection and the coincidence between Tissue-print real-
time RT-PCR and Tissue print-ELISA was, according to Cohen's kappa index,
substantial for CTV detection. The diagnostic parameters calculated indicate that
molecular techniques were more sensitive and are therefore recommended when very
precise results in negative individuals (mother plants, material base and material for
export) are required. However, serological techniques used showed greater specificity
and are recommended for routinely inspection. The combination of serological and
molecular techniques is recommended for almost total analysis accuracy.

It has been proved that the Spot real-time RT- PCR technique can be
successfully used in compound samples of up to ten plants without losing accuracy in
detection of PPV throughout the year. By contrast, the ELISA-DASI showed significant
differences in detection accuracy depending on the time of year and the number of
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plants analyzed being spring and summer the best times for detection of PPV followed
by autumn and it is not recommended use of compounds in winter.

Latent models have been applied for first time in plant pathology for estimating
the different diagnostic parameters of Spot real-time RT-PCR and ELISA-DASI
techniques. It has been shown that they can be applied to the estimation of the
parameters for the diagnosis of new and existing validated techniques for detection of
plant pathogens.

As a general conclusion, this Thesis provides a basic understanding of the
epidemiology of sharka and tristeza diseases in nursery blocks, which may be applied to
the design of control strategies. Furthermore, it suggests the use of environmentally
friendly control methods with zero residues such as the employment of less susceptible
or resistant PPV Prunus rootstocks and the use of mineral oils. Also, the molecular
techniques Spot real-time and Tissue-print RT-PCR have been validated for a reliable
and accurate detection of PPV and CTV in nursery plants. The use of both these
techniques provides a better guarantee for the virus-free status of analyzed plant
material than other techniques employed so far.






RESUM

Espanya és el principal productor de fruiters d’os i citrics de la Uni6 Europea.
Les enfermetast virals més importants associades a aquests cultius sén la sharka en
fruiters d’os, causada per Plum pox virus (PPV; Potyvirus), i la tristesa dels citrics,
causada per Citrus tristesa virus (CTV; Closterovirus), ambdues transmeses
mitjangant pugons de forma no persistent i Semipersistent, respectivament.
Actualment hi ha un ampli coneixement de I'epidemiologia dels dos virus en
plantacions adultes, perd no existeixen estudis sobre la seua epidemiologia en blocs
de viver. A més, les caracteristiques especials d'aquests, com un marc de plantacié
més reduit i la preséncia de plantes amb caracters juvenils i amb brotades suculentes,
fa que el control de la dispersi6 natural d'ambdds virus sigui més dificil.

L'objectiu principal d'aquesta Tesis Doctoral va ser I'estudi dels diferents
factors que determinen I'epidemiologia de PPV i de CTV en viver, per tal d'establir
possibles estratégies de control. A més, considerant que tota estrategia de control
requereix en algun moment de l'aplicaci6 de métodes de deteccié fiables, s'han
validat métodes serologics i moleculars per a una deteccié viral precog i precisa de
les plantes infectades en viver abans de la comercialitzacié del material vegetal.

Es van establir tres parcel experimentals de viver durant l'any 2006 en
diferents localitats de la provincia de Valéncia. Un viver experimental es va establir a
la localitat de Lliria al costat d'una parcel de pruneres japonesos amb un 90%
d'incidéncia de PPV i un altre a Carlet en una area amb un 5% d'incidencia de PPV.
A més, es va establir una parcela experimental del patré de citrics Citrus
macrophylla a Moncada en una zona amb una incidéncia del 85% de CTV. Les
parcel es van mostrejar per conéixer la incidencia viral en diferents periodes i es van
analitzar per ELISA-DASI i "Spot" RT-PCR a temps real en el cas de PPV i
mitjangant Inmunoimpresion-ELISA en el cas de CTV.

Els patrons de fruiters d'os més susceptibles a la infeccié natural per PPV en
condicions d'alta densitat de inocul van ser les pruneres Adesoto 101 i Mariana GF8-
1. Els patrons Nemaguard i Mirobolan 29C presentar una susceptibilitat mitjana,
mentre els patrons Cadaman i Garnem resultar resistents a PPV-D detectant
Unicament el virus mitjangcant RT-PCR a temps real. Només els patrons Adesoto 101,
Mariana GF8-1 i Nemaguard, van resultar infectats a la parcel sotmesa a baixa
pressio de inocul. A més, es va confirmar l'alta susceptibilitat a la infeccié natural a
CTV del patré C. macrophylla.

La dinamica poblacional dels pugons es va establir amb base en les captures
de trampes grogues de Moericke i plantes enganxoses. Tant en els vivers de fruiters
d'os com a la parcel de C. macrophylla, maig resultar el mes amb major nombre de
captures. EI nombre mitja estimat de pugons visitants per planta a la parcel de Lliria
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durant el mes de maig de dos anys consecutius va ser de 38,1, mentre a la parcel de
Carlet va ser de 36,7. Mentre, a la parcela de C. macrophylla el nombre de pugons
visitants per planta durant el mes de maig va ser de 387,9. L'especie predominant
durant tot I'any va ser Aphis spiraecola per ambdos metodes de mostreig (més del
90% en trampes Moericke i aproximadament el 55% en plantes enganxoses), altres
especies trobades frequentment van ser A. gossypii i Hyalopterus pruni. El
percentatge de pugons PPV-viruliferos, determinat per "Squash" RT-PCR a temps
real, que va sobrevolar i/o aterrar sobre les plantes de viver de fruiters en una zona
amb una alta densitat de inocul durant el mes de maig (30, 32%), va ser més del
triple que el determinat en una zona amb una baixa densitat de inocul (7,98%). Es va
determinar que les visites dels pugons a les plantes de viver ia les diferents espécies
de patrons de fruiters es van realitzar a l'atzar. A més, no s'han trobat diferéncies
significatives en el nombre de pugons PPV-viruliferos que van visitar les diferents
espécies de patrons de fruiters assajats en les dues parceles. Es va determinar la
inexisténcia d'una relaci6 directa entre el nombre de pugons visitants en una planta
de viver i la seva superficie foliar. EI 17,50% dels individus que van aterrar a C.
macrophylla i/o sobrevolar la parcel experimental resultar CTV-viruliferos.

A Lliria, es van utilitzar els patrons Nemaguard i Mariana GF8-1 per avaluar
I'efecte de I'aplicacio d'olis minerals en la incidencia viral. El tractament va consistir
en l'aplicacié d'oli mineral horticola (Sunspray ultrafina 85% [EC] P / V) a I'1% cada
10-12 dies durant el primer any (2006), des de la brotacié de les plantes fins a la
caiguda de les fulles. Durant el segon any (2007), els tractaments es van efectuar
amb el mateix oli cada set dies durant els mesos de primavera de maxim vol de
pugons. A la parcel situada a Carlet es va avaluar el tractament amb olis minerals en
els sis patrons de fruiters d'os. Els tractaments no van impedir la preséncia viral en
els vivers experimentals, pero van reduir significativament la incidencia de PPV en el
patr6 Mariana GF8-1 en una zona amb una alta pressi6 de inocul. L'aplicacio
reiterada d'olis minerals no només no va suposar un perjudici per al desenvolupament
vegetatiu de les plantes tractades sind que pot substituir a altres tractaments
fitosanitaris. A la parcel de C. macrophylla I'is d'oli no va suposar reduccié de la
incidencia de CTV.

Es van validar les técniques "Spot™ i "Tissue-print" RT-PCR a temps real, en
comparaci6 amb ELISA-DASI i Inmunoimpresion-ELISA, respectivament, per al
seu Us rutinari en deteccié. La coincidencia en resultats entre "Spot" RT-PCR a
temps real i ELISA-DASI va ser gairebé perfecta per a detecci6 de PPV i la
coincidencia entre "Tissue-print" RT-PCR a temps real i Inmunoimpresion-ELISA
va ser substancial per a detecci6 de CTV, segons l'index kappa de Cohen. Els
diferents parametres de diagnostic calculats indiquen que les técniques moleculars
van presentar major sensibilitat i per tant son recomanables quan es requereixi una
molt bona precisio en els individus negatius (plantes mare, material base i plantes per
a exportacio). No obstant aix0, les técniques serologiques utilitzades van mostrar
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major especificitat i sdn recomanables per a inspeccié rutinaria. La combinacio de
tecniques serologiques i moleculars és recomanable per a una precisié gairebé total
de les analisis.

S'ha demostrat com la técnica "Spot" RT-PCR a temps real pot ser utilitzada
amb exit en mostres compostes de fins a deu plantes sense perdre precisié en
deteccid de PPV durant tot I'any. Per contra, la técnica ELISA-DASI va mostrar
diferéncies significatives en la precisio de la deteccidé segons I'época de l'any i el
nombre de plantes analitzades, a les millors epoques per a la deteccié de PPV
primavera i estiu seguides de tardor i no s'aconsella I' is de mescles compostes a
I'hivern.

S'han aplicat, per primera vegada en fitopatologia, models latents per
I'estimacié dels diferents parametres de diagnostic de les tecniques "Spot" RT-PCR a
temps real i ELISA-DASI. S'ha demostrat que aquests poden ser aplicats en
I'estimacié dels parametres de diagnostic de noves o ja validades técniques de
detecciod d'agents fitopatogens.

Com a conclusié general, aquesta Tesis Doctoral aporta coneixements basics
sobre I'epidemiologia dels virus de la sharka i de la tristesa en blocs de viver, que
podran ser aplicats per al disseny d'estratégies de control. A més, es suggereix I'is de
metodes de control respectuosos amb el medi ambient, com son I's de patrons poc
susceptibles o resistents a PPV i I'Gs d'olis minerals amb residu zero. També s'han
validat les técniques moleculars "Spot™ i "Tissue-print" RT-PCR a temps real per a la
deteccio fiable i precisa de PPV i CTV en plantes de viver. L'Us d'ambdues tecniques
ofereix una major garantia de la sanitat del material vegetal analitzat que altres
técniques fins ara emprades.
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CAPITULO 1.
INTRODUCCION GENERAL

1.1 IMPORTANCIA DEL CULTIVO DE FRUTALES DE HUESO Y DE LA
CITRICULTURA EN ESPANA

Espafia es uno de los principales productores de frutales de hueso y citricos
de la Unién Europea. Segun datos del Ministerio de Medio Ambiente y Medio Rural
y Marino las producciones totales de frutales de hueso (incluyendo Unicamente,
albaricoquero (Prunus armeniaca), ciruelo (ciruelo europeo (P. domestica) y ciruelo
japonés (P. salicina)) y melocotonero (P. persica)) y citricos se cifran en 1.511.488 y
5.303.490 t en el afio 2007, respectivamente (Andnimo, 2009). Segun cifras del
mismo afio, ambos cultivos frutales ocupan el cuarto y tercer lugar, respectivamente,
en produccion en Espafia, tras el olivo (6.140.300 t) y la vid (5.962.600 t) (Anénimo,
2009).

La superficie total cultivada de frutales de hueso en Espafa se cifra en
119.026 ha en el afio 2007. De éstas, el 68% corresponde a melocotonero, un 18% a
ciruelo y un 15% a albaricoquero. EIl 81% de la produccion total corresponde a
melocotonero, el 13% a ciruelo y el 6% a albaricoquero (Anénimo, 2009). Hay que
citar que Espafia es el tercer productor de melocotén del mundo tras China
(8.028.435 t) e Italia (1.630.436 t) (FAOSTAT, 2007). Esto indica la gran
importancia del cultivo del melocotonero en la produccién total de frutales de hueso
en Espafia. El 42% de la produccion total de frutales de hueso se destina a
exportacion siendo los principales destinos Alemania y Francia. Las principales
Comunidades Autonomas (CCAA) productoras varian segun la especie. Asi para
albaricoquero la principal zona productora es la Regién de Murcia (58.301 t); para
ciruelo la Region de Murcia (44.493 t) y Andalucia (41.045 t) y para melocoton
Catalufia (319.912 t), Aragon (307.812 t) y Andalucia (153.408 t) (An6nimo, 2009).

En cuanto a los citricos, la superficie total cultivada en Espafia se cifra en
315.580 ha en el afio 2007 (Andnimo, 2009). De éstas el 46% corresponde a naranjo
dulce (Citrus sinensis), el 39% a mandarino (C. reticulata) y 13% a limonero (C.
limon). La produccién se reparte de la siguiente forma: el 52% se destina a naranjo
dulce, el 37% a mandarino y el 10% a limonero. La citricultura espafiola es una
citricultura enfocada a la exportancion de fruta fresca puesto que el 51% de la
produccion se exporta a diferentes paises, principalmente de la Unién Europea (UE),
siendo Alemania y Francia los principales clientes. El 33% de la produccion se
dedica a consumo interno y sélo un 16% se dedica a transformacion. Espafia ocupa
un lugar importante en la produccion citricola mundial siendo el primer productor de
la UE y séptimo mundial en produccion de naranja dulce, tras paises como Brasil
(18.685.000 t), EEUU (7.357.000 t) o México (4.244.715) (FAOSTAT, 2007), y el
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segundo productor mas importante de mandarina tras China (15.184.608 t)
(FAOSTAT, 2007). Las principales zonas de cultivo de citricos en Espafia son la
Comunidad Valenciana (3.107.942 t) y Andalucia (1.436.854 t), destacando también
el cultivo del limonero en la Regién de Murcia (249.203 t) (Anénimo, 2009).

Estas cifras indican el peso especifico de ambos cultivos dentro de la agricultura
espafiola. Por tanto, es muy importante mejorar en su competitividad para que sigan
manteniendo su estatus tanto en la agricultura espafiola como en la internacional.
Esta mejora tiene varios puntos de vista: mejora de variedades y patrones, mejora en
las técnicas de cultivo (riego, fertilizacion) y por supuesto, mejora en la proteccion
de los mismos contra plagas y enfermedades. En este Gltimo aspecto se centra esta
Tesis Doctoral.

1.2 PATRONES UTILIZADOS EN EL CULTIVO DE FRUTALES DE HUESO
Y CITRICOS. CULTIVO EN VIVERO

La propagacion de arboles frutales mediante semilla tiene dos grandes
inconvenientes. Los arboles frutales procedentes de semilla (francos) deben de
cumplir un periodo de juvenilidad que normalmente oscila de entre 5-8 afios hasta
que llegan a la fase adulta. Durante este periodo presentan unas caracteristicas no
deseables como espinas, alto vigor, incapacidad de producir flores etc... que son
incompatibles con la explotacion comercial. Ademas, la composicion genética de la
mayoria de los arboles frutales es muy heterocigota y por tanto, sus caracteristicas se
pierden al ser propagados mediante semilla. Debido a esto surge el concepto de clon
0 material genéticamente uniforme procedente de un solo individuo. El clon es el
material que se propagara vegetativamente. Asi, la mayoria de los arboles frutales
estan compuestos por dos partes, una parte aérea compuesta por la variedad cultivada
(clon de una variedad de interés) y una parte subterranea compuesta por el patron o
portainjerto.

El patron juega un papel muy importante en el desarrollo del arbol y por tanto
en su produccion, puesto que se trata de la parte subterranea la cual proporciona agua
y nutrientes al resto de la planta. Mas de 20 caracteristicas horticolas de una variedad
se ven influenciadas por el patrén seleccionado, incluyendo el vigor y el tamafio del
arbol, desarrollo y profundidad de las raices, la cosecha, tamafio, textura, calidad
intrinseca y época de maduracion del fruto, tolerancia al frio, adaptacion de las
condiciones del suelo, tales como salinidad, pH, excesos y defectos de agua,
comportamiento frente a nematodos, hongos, tolerancia a virus etc.... (Agusti, 2000).
Por lo tanto, una correcta eleccion del patron es fundamental para lograr una
produccion de calidad.
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A continuacion, se exponen algunas de las caracteristicas de los principales
patrones de frutales de hueso y citricos empleados en Espafia, muchos de los cuales
han sido empleados en esta Tesis Doctoral.

A) Patrones de frutales de hueso
A.1) Patrones francos

Nemaguard (Prunus persica x P. davidiana): Patron franco seleccionado en
1949 por el Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA) en California.
Se puede emplear como patron de melocotonero, almendro, ciruelo y albaricoque.
Produce arboles de muy buen vigor, con rapida entrada en produccion, productividad
mediana y con homogeneidad aceptable (Felipe, 1989). En zonas calidas sale del
reposo antes que otros francos por lo que adelanta algo la maduracion y el calibre de
las variedades precoces (Felipe, 1989). Es sensible a la clorosis férrica en suelos con
un elevado pH o calizos (Felipe, 1989) y a la asfixia radicular (Reighard y Loreti,
2008). Reduce los posibles dafios causados por frio en el cultivar injertado. Es
resistente a los nematodos Meloidogyne javanica, M. arenaria y M. incognita
(Felipe, 1989; Reighard y Loreti, 2008), pudiéndose desarrollar en sus raices la
especie de neméatodo agallador M. floridensis (Nyczepir y Beckman, 2000). Sin
embargo, es sensible al nematodo Pratylenchus vulnus y muy sensible al nematodo
Mexocriconema xenoplax el cual induce heridas en la planta, por las cuales es facil la
entrada de la bacteria Pseudomonas syringae pv syringae produciendo la muerte de
la planta. Este fendmeno es habitual en zonas de California y del sureste de Estados
Unidos de América, fendmeno conocido como “Peach Tree Short Life” (PTSL)
(Nyczepir et al., 1983). Es poco sensible a Agrobacterium tumefaciens pero sensible
a Armillaria mellea, Verticilium dahliae y Phytophtora spp. Es el patrén de frutales
de hueso mas extendido en California y Sudamérica (Reighard y Loreti, 2008).

A.2) Ciruelos
A.2.1) Ciruelos de crecimiento lento:

Adesoto 101 (P. insititia): Patron seleccionado en la estacion experimental de
Aula Dei (CSIC) en Zaragoza. La seleccion se realiz6 a partir de una poblacion de
“Pollizos de Murcia” (Cambra, 1970; 1979). Es el patrén mas empleado en la regién
murciana (Moreno, 2003). Se puede emplear como patrén de melocotonero,
almendro, ciruelo y albaricoquero (Reighard y Loreti, 2008). Se adapta bien a suelos
calcareos y compactos, siendo resistente a la asfixia radicular y a la clorosis férrica
(Moreno et al., 1995). En melocotonero adelanta la produccion con respecto a otros
patrones como pueden ser los francos o los hibridos y produce arboles de menor
tamafio (Moreno et al., 1995). Su propagacion por estaquilla lefiosa es dificil, aunque
actualmente se propaga mediante cultivo in vitro. Es resistente a M. arenaria, M.
incognita y M. javanica y moderadamente tolerante a P. vulnus (Pinochet et al.,
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1999). Presenta gran afinidad a la colonizacion por hongos micorrizantes (Calvet et.,
2004).

A.2.2) Ciruelos de crecimiento rapido

Este grupo de patrones se caracteriza por su crecimiento vigoroso durante los
primeros afios de su vida, una generalizada facilidad de propagacion y una reducida
polivalencia de compatibilidad de injerto comparada con los ciruelos de crecimiento
lento (Felipe, 1989).

Mirobolan 29C (P. cerasifera): Introducido en el mercado por Gregory
Brothers Nursery Co. (California, EEUU) (1920) y seleccionado por la Universidad
de California (Davis) (Herrero, 1970). Se utiliza como patron en ciruelo y
albaricoquero. Es tolerante a la clorosis férrica y a la asfixia radicular. Es resistente a
los nematodos del grupo de Meloidogyne, aunque sensible a P. vulnus (Felipe, 1989).
Es moderadamente resistente a A. mellea y A. tumefaciens (Felipe, 1989).

Mariana GF8-1 (P. cerasifera x P. munsoniana): Seleccionado en la
Estacion Experimental de “La Grande Ferrade” del INRA en Burdeos (Francia). Se
utiliza como patron en ciruelo y albaricoquero, aunque no es compatible con algunas
variedades de ciruelo europeo del grupo “Reina Claudia” y tampoco es compatible
con algunas variedades de albaricoquero como “Canino”, “Moniqui”, “Bulida” y
“Rouge du Roussillon” (Felipe, 1989). Produce arboles grandes, se adapta a todo tipo
de suelos e induce una alta productividad y una buena calidad de los frutos. Es
resistente a los nematodos del grupo de Meloidogyne, al hongo A. mellea y a la
asfixia radicular. Es moderadamente resistente a V. dahliae y A. tumefaciens. Sin
embargo, es sensible al mal del plomo en vivero (producido por Stereum
purpureum). Se propaga facilmente por estaquilla lefiosa (Felipe, 1989).

A.3) Hibridos interespecificos de melocotonero
A.3.1) Melocotonero x Prunus davidiana

Cadaman (P. persica x P. davidiana): Fue seleccionado en Hungria y de alli
introducido en Francia por el INRA (Edin y Garcin, 1996). Se utiliza como patrén en
melocotonero y almendro. Puede ser propagado por estaquilla o por propagacion in
vitro. El vigor inducido a la variedad injertada es alto pero tiende a desaparecer a los
4 6 5 afios. Ademas induce precocidad, productividad y un alto calibre (Reighard y
Loreti, 2008). Es mas tolerante a la asfixia radicular que otros melocotoneros e
hibridos, es tolerante a la clorosis férrica y al replante. Es también resistente a los
nematodos M. incognita y M. javanica.
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A.3.2) Hibridos de almendro x melocotonero

GF677 (P. dulcis x P. persica): Hibrido de almendro por melocotonero,
seleccionado en la estacion francesa de “La Grande Ferrade” del INRA de Burdeos a
partir de hibridos naturales reunidos entre 1944 y 1950 (Felipe, 1989). Patron muy
vigoroso, induce a la variedad hasta una 15% mas de vigor, ademas proporciona un
buen sistema radicular lo que le proporciona un buen anclaje (Reighard y Loreti,
2008). Compatible con variedades de melocotonero y almendro, asi como con
bastantes de ciruelo japonés y algunas de ciruelo europeo “d’Ente” y “Stanley” y de
albaricoquero (Felipe, 1989). Retarda la maduracion y se adapta a suelos pobres y
con alta caliza activa (Reighard y Loreti, 2008). Debido a su alta vigorosidad no esta
recomendado en suelos fértiles o con altas densidades de plantacion. Es sensible a la
asfixia radicular y no se adapta a suelos arcillosos y facilmente encharcables
(Reighard y Loreti, 2008). Es sensible A. mellea, A. tumefaciens, Phytophtora
cactorum y S. purpureum (Loreti y Massai, 1995). Se propaga con dificultad
mediante estaquillado clasico, pero muy bien in vitro (Cambra, 1979; Felipe, 1989).

Garnem o GxN 15 (P. dulcis x ((P. persica x P. davidiana) x P. persica)):
Hibrido entre almendro Garfi y el patréon franco de melocotonero de hoja roja
Nemared (Felipe, 2009), que a su vez es procede de una Fs del cruzamiento entre
Nemaguard y el melocotonero de hoja roja “Bound Brook” (Ramming y Tammer,
1983). Garnem es un patrén de hoja roja desarrollado por el Centro de Investigacion
y Tecnologia Agroalimentaria de Aragon (CITA). Se utiliza como patréon de
melocotonero y almendro, aunque también es compatible con ciruelos japoneses
como las variedades “Santa Rosa” y “Golden Japan” y con variedades de
albaricoquero como la “Paviot”. Los patrones sin injertar son vigorosos y el vigor
que transmiten a la variedad injertada, asi como la produccion, es similar al logrado
por otros patrones como GF677 o Hansen 536 (Felipe, 2009). Tiene un buen
prendimiento de los injertos. Es poco exigente en horas frio y por eso se recomienda
en zonas de produccion precoz. Es tolerante a la clorosis férrica (De la Guardia et al.,
1995). Se adapta bien a suelos pobres si éstos estan bien drenados (Felipe, 2009).
Como los almendros y los hibridos de almendro x melocotonero, presenta una baja
tolerancia a la asfixia radicular y es resistente a la sequia. Es resistente a los
nematodos agalladores del grupo Meloidogyne (Pinochet et al., 1999) por lo que es
atil en situaciones de replante (Pinochet, 1997). Es sensible a A. tumefaciens y al
nematodo lesionador P. vulnus (Pinochet et al., 1996). Se propaga muy bien por
estaquilla y por cultivo in vitro.

2) Patrones de citricos.

Naranjo amargo (Citrus aurantium): Patrdn mas utilizado en la citricultura
espafiola desde principios del siglo XX hasta la década de 1970. Con la introduccion
y dispersion del virus de la tristeza de los citricos (Citrus tristeza virus, CTV;
Closterovirus) en nuestro pais, se restringié su uso como patron debido a la alta
susceptibilidad de su combinacion (Roman et al., 2004). Posteriormente se prohibio
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su uso en 1968 exceptuandose su combinacion con el limonero, al ser tolerante esta
combinacion a los sintomas de tristeza (Agusti, 2000; Cambra et al., 2000a). Induce
buena productividad y calidad de fruta en todas las variedades de naranjo y
mandarino. En limonero induce mirifiaque, un notable abultamiento en la zona
superior del injerto que puede reducir la vida util del arbol, siendo frecuente en
variedades como “Verna” y “Eureka” (Agusti, 2000). Es tolerante a los viroides de la
exocortis (Citrus exocortis viroid, CEVd; Pospiviroide) y de la cachexia (Hop stunt
viroide, HSVd; Hostuviroid) y al virus de la psoriasis (Citrus psorosis virus, CPsV
Ophiovirus). Es resistente a la asfixia radicular, salinidad, clorosis férrica y sequia, y
a los hongos A. mellea y Phytophthora spp. (Agusti, 2000).

Citrange Troyer (C. sinensis x Poncirus trifoliata): Hibrido entre naranjo
dulce y P. trifoliata. Se caracteriza por ser patron vigoroso y en general productivo.
Las variedades sobre él injertadas entran pronto en produccion, dando fruta de
calidad y adelanto en la maduracion. Es sensible a la caliza activa y a la salinidad. Es
tolerante a tristeza, psoriasis y cachexia y moderadamente resistente a Phytophthora
spp., aunque sensible a exocortis y a A. mellea.

Citrange Carrizo (C. sinensis x P. trifoliata): Hibrido entre naranjo dulce y
P. trifoliata. Es el patron de citricos méas utilizado en la citricultura espafiola. En la
Comunidad Valenciana el 70% de la produccion de plantones producidos durante la
campafia 2006-07 fueron sobre este patron (ISAV, 2007). Es tolerante a CTV e
induce combinaciones tolerantes al sindrome de tristeza, también tolera psoriasis y
cachexia, pero es sensible a exocortis como citrange Troyer, aungue presenta mejores
cualidades que éste. Es mas resistente a la caliza activa, a la salinidad y a
Phytophthora spp. e induce una mayor productividad y calidad (Agusti, 2000).

Citrus macrophylla: Es un hibrido probablemente de C. celebica x C.
grandis, originario de Filipinas y morfolégicamente y genéticamente es muy similar
a limoneros y limas (Agusti, 2000). Es el segundo patron mas utilizado en la
citricultura valenciana. Asi, durante la campafia 2006-07, el 13% de los plantones
comercializados fueron de este patron (ISAV, 2007), siendo el mas utilizado en
limonero. Confiere una répida entrada en produccién y una productividad muy
buena. En limonero no induce mirifiaque. Posee buena resistencia a la salinidad y a la
caliza activa, pero es muy sensible al frio y a la asfixia radicular. Es muy resistente a
Phytophthora spp. pero muy sensible a neméatodos. Es sensible a CTV (Cambra y
Moreno, 2000) pero induce una combinacion tolerante a los sintomas de tristeza Es
tolerante a exocortis pero no a la cachexia.

Citrus volkameriana: Hibrido natural de limonero. Induce una buena
produccion pero menor a otros patrones. Resistente a la caliza activa y a la asfixia
radicular. Presenta una resistencia media a la salinidad. Sin embargo, es sensible al
frio, induce baja calidad de la fruta, fuerte heterogeneidad de plantas y sensible a
Phytophtora spp. Es tolerante a CTV e induce combinaciones tolerantes al sindrome
de tristeza.



1. Introduccién

Mandarino Cleopatra (C. reshni Hort ex Tanaka): Induce una produccion
de buena calidad aunque con un tamafio menor. Es resistente a la salinidad y a la
caliza activa. Su comportamiento en vivero es malo, necesitando méas de dos afios de
semillero para su produccion, lo que alarga enormemente el periodo de formacion de
la planta. Da un vigor reducido a la planta y por lo tanto la entrada en produccion es
algo mas tardia que con otros patrones (Agusti, 2000). Tolerante a tristeza, exocortis,
psoriasis y cachexia. Menos resistente a Phytophthora spp. que los citranges. Es
tolerante a CTV e induce combinaciones tolerantes al sindrome de tristeza.

Debido a que la comercializacién de las plantas empieza en vivero, la
eleccion de la combinacion variedad/patron, asi como el estado sanitario de la planta
es fundamental para el agricultor, ya que de ello dependera la posterior produccion.

Generalmente, el periodo que permanece un planton en vivero en condiciones
de campo es de 2 § 3 afios. Con la produccion en invernadero este periodo se puede
rebajar hasta los 12-18 meses (Agusti, 2000).

El buen estado sanitario de las plantas de vivero es fundamental para impedir
la comercializacién de plantas infectadas con alguna enfermedad que pueda
repercutir en la produccién y ocasionar pérdidas econémicas. La gran densidad de
plantacién (aproximadamente de 50.000-100.000 planta/ha) hace que este control
sanitario sea sumamente dificultoso y brotes de cualquier enfermedad sean dificiles
de atajar. Tradicionalmente se ha estudiado la epidemiologia y el control de las
enfermedades que afectan a frutales en parcelas de arboles adultos, pero hay una falta
de conocimientos sobre estos temas en el ambito viveristico. Por ello, el principal
objetivo de esta Tesis Doctoral es proporcionar conocimientos sobre la
epidemiologia de los virus estudiados en vivero, para desarrollar estrategias de
control de dos de las enfermedades virales transmitidas por pulgones mas
importantes que afectan a los frutales de hueso (sharka) y a los citricos (tristeza).

1.3  VIROSIS TRANSMITIDAS POR PULGONES. MECANISMOS DE
TRANSMISION

Los virus vegetales son parasitos intracelulares obligados, que requieren ser
transmitidos de una planta hospedadora a otra. Debido a su incapacidad de atravesar
la pared celular de las plantas los virus han disefiado diferentes procedimientos entre
los que incluyen transmision por polen, semilla, o propagacion vegetativa. No
obstante, la mayor parte de los virus vegetales requieren de un insecto vector para ser
transmitidos (Fereres y Moreno, 2009). El impacto econémico producido por las
virosis vegetales trasmitidas por insectos es muy grande, ocupando el segundo lugar



1. Introduccién

tras los hongos, en cuanto a dafio econdémico producido sobre las cosechas por
agentes fitopatégenos (Hull, 2002).

Los insectos capaces de trasmitir virus vegetales pertenecen a diferentes
6rdenes (Hemiptera, Coleoptera, Thysanoptera, Orthoptera, Dermaptera,
Lepidoptera, Diptera), siendo el orden Hemiptera el orden con mayor nimero de
especies vectoras, y mas concretamente los subordenes Auchenorrthyncha
(cicadélidos) y Sternorrhyncha (pulgones, moscas blancas, cochinillas y psilidos).
Los insectos pertenecientes a estos subdrdenes se les conoce con el nombre genérico
de hemipteros (Fereres y Moreno, 2009).

Los hemipteros son responsables de la transmision del 55% de los virus
vegetales conocidos, siendo las familias Aphididae (pulgones) y Aleyrodidae
(moscas blancas) las familias con un mayor nimeros de especies vectoras (Nault,
1997; Hull, 2002; Jones, 2003).

La efectividad de los hemipteros como vectores virales radica en las
caracteristicas de su biologia y alimentacion, asi como en la morfologia de su aparato
bucal, de tipo picador-chupador que minimiza los dafios en la planta. Ademas la alta
tasa de crecimiento de la poblacion, el corto ciclo de vida y el alto potencial de
dispersion hacen que los pulgones (junto con las moscas blancas) sean el principal
grupo de insectos vectores de plantas (Fereres y Moreno, 2009).

El proceso de transmision de virus mediante vectores implica una interaccion
directa entre los tres principales factores involucrados: el hospedador, el virus y el
vector. Este proceso estd compuesto por varias fases:

Fase de adquisicion: durante esta fase el vector se alimenta o prueba sobre la
planta infectada adquiriendo el virus.

Periodo de latencia: tiempo que transcurre entre que el vector adquiere el
virus y es capaz de transmitirlo. No todos los virus requieren de esta fase para ser
transmitidos.

Periodo de retencion: periodo durante el cual el vector es capaz de transmitir
el virus.

Fase de inoculacién: proceso por el cual el virus es inoculado en la planta
receptora durante el proceso de alimentacién o prueba del vector.

En funcion de la duracion de estas fases y del lugar donde queda retenido el
virus en el vector, los virus vegetales se clasifican en dos grupos: virus no
circulativos y virus circulativos o persistentes.

Recientemente, Fereres y Moreno (2009), basandose en el lugar de retencién
del virus en el cuerpo del vector, propusieron la denominacion de virus transmitidos
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a través de la cuticula (“cuticula borne™) para referirse a los virus no circulativos y
virus transmitidos a través de las glandulas salivales (“salivary gland-borne”) para
referirse a los virus circulativos.

Entre los virus circulativos o persistentes, podemos diferenciar entre
propagativos 0 no propagativos, segun su capacidad para replicarse en el vector.
Estos virus suelen estar confinados a floema por lo que su adquisicién se realiza
cuando el pulgon se alimenta en éste. Una vez que el virus llega al intestino del
pulgén se produce una endocitosis mediada por receptor por la que el virus es
transportado al hemocele del insecto. Alli viaja hasta las glandulas salivares
accesorias siendo inoculado a la planta receptora mediante salivacion (Gray, 1996;
Gray y Barnejee, 1999).

Los virus no circulativos son aquellos que no logran traspasar las paredes de
tracto digestivo y alcanzar el hemocele del insecto, quedando retenidos en la cuticula
del insecto (Syller, 2006; Fereres, 2007). Dentro de los virus no circulativos se
distinguen entre virus no persistentes y semipersistentes (Watson y Roberts, 1939;
Sylvester, 1956). Los virus no persistentes se caracterizan por ser adquiridos e
inoculados tras breves pruebas en la epidermis y meséfilo de la planta (= 1 min). Las
particulas virales son retenidas en la parte distal del estilete del pulgén, por lo que
también se denominan virus transmitidos a través del estilete (“stylet-borne”)
(Kennedy, 1962), transmitiéndose mediante un mecanismo de ingestién-salivacion
(Martin et al., 1997, Powell, 2005b). Los géneros Alfamovirus, Carlamovirus,
Cucumovirus, Fabavirus y Potyvirus se transmiten de manera no persistente. Los
pulgones son los Unicos insectos vectores capaces de transmitir virus no persistentes
(Ng y Falk, 2006).

Los virus semipersistentes tienen un fase de adquisicién y un periodo de
retencién mas largo que los virus no persistentes. Aunque en la mayoria de los casos
tanto la adquisicién como la inoculacion viral se realiza en el floema de la planta (Ng
y Falk, 2006), en el caso del Virus del mosaico de la coliflor (Cauliflower mosaic
virus, CaMV; Caulimovirus) la adquisicion y la inoculacién también pueden
producirse en tejidos no floematicos (Palacios et al., 2002; Moreno et al., 2005).
Recientemente se ha demostrado, como en el caso del CaMV, que la retencién de las
particulas se produce en la region distal del estilete, como en el caso de los virus no
persistentes (Uzest et al., 2007), sin poder descartar un segundo receptor en el tracto
digestivo del pulgdn. Son transmitidos de manera semipersistente los géneros
Carlavirus, Caulimovirus, Closterovirus, Sesquimovirus y Vitivirus. Ademas de los
pulgones, las moscas blancas y los cicadélidos son capaces de transmitir virus
vegetales de forma semipersistente (Ng y Falk, 2006).

Una caracteristica que diferencia a los virus no circulativos y circulativos es
la especificidad virus-vector. Los virus no circulativos tienen una baja especificidad
lo que hace que un mismo virus no circulativo pueda ser transmitido por distintas
especies de pulgones vectores y que una misma especie de pulgén pueda transmitir
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distintas especies de virus. Lo contrario ocurre con los virus circulativos o
persistentes, puesto que la especificidad virus-vector es alta. Esta especificidad viene
dada principalmente por la interaccién entre la proteina de la capsida viral y los
receptores situados en las glandulas salivares accesorias del vector (Brault et al.,
2001).

En la Tabla 1.1, tomada de Moreno (2005), se exponen las caracteristicas
principales de los diferentes virus de vegetales transmitidos por insectos.

Tabla 1.1: Principales caracteristicas de los virus de vegetales
transmitidos por insectos

No circulativos Circulativos
Caracteristicas No persistente Semipersistente  No propagativo Propagativos
Fase Adquisicion Segundos, minutos Minutos, horas Horas a dias Horas a dias
Periodo Retencién Minutos Horas Dias a semanas Semanas a meses
Periodo de Latencia No No Dias a semanas Semanas a meses
Multiplicacion en el vector No No No Si
Transmision transovarial No No No A veces
Insecto virulifero tras muda No No Si Si
El virus atraviesa las No No Si Si
membranas del vector
Tejidos vegetales donde tiene Epidermis Epidermis/Mes6filo Floema Floema
lugar la transmision Floema
Mecanismo transmision Ingestion-Salivacion Ingestion-Salivacion o Ingestion-Salivacién  Ingestién-Salivacion
Egestion
Lugar de retencion del virus Estilete Superficie stomodeum Hemocele Hemocele
Lugar de salida del virus Canal alimenticio ~ Canal alimenticio Canal salival Canal salival

1.4 LA ENFERMEDAD DE LA SHARKA DE FRUTALES DE HUESO

La sharka es la principal enfermedad viral que afecta a los frutales de hueso.
La enfermedad fue descrita por primera vez por Atanassov (1932) en Bulgaria,
aunque habia sido observada entre 1917-1918 en Prunus domestica “Kjustendil”.
Desde entonces se ha extendido por toda Europa y a lo largo de la costa
mediterranea, alcanzando incluso el Oriente Medio (Roy y Smith, 1994). La
enfermedad también ha sido descrita en Sudamérica (Chile y Argentina) vy
Norteamérica (EEUU y Canada) (Roy y Smith, 1994; Levy et al., 2000; Thompson et
al., 2001; Dal Zotto et al., 2006) y en Asia (Kazakhstan, China y Pakistan) (Spiegel
et al., 2004; Navrétil et al., 2005; Kollerova et al., 2006), llegando a las mas
importantes zonas productoras de frutales de hueso, exceptuando Australia, Nueva
Zelanda, Sudéfrica y California (EEUU) (Cambra et al., 2006c; Garcia y Cambra,
2007). La répida dispersion de PPV a lo largo de la geografia mundial se debe,
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principalmente, al trafico de material infectado, a la facil transmision por injerto y a
la eficiencia en la dispersién natural producida por sus vectores naturales, los
pulgones (Cambra et al., 2006c).

El agente causal de la sharka es Plum pox virus (PPV), perteneciente al
género Potyvirus (L6pez Moya et al., 2000; Garcia y Cambra, 2007). Su transmisién
natural es mediante pulgones de forma no persistente (Ng y Falk, 2006) siendo sus
principales especies vectoras (Myzus persicae Sulzer, Aphis spiraecola Pagenstecher,
A. gossypii Glover, A. fabae Scopoli y A. craccivora Koch (Labonne et al., 1995).

En la actualidad se dispone de abundante informacién molecular del virus
(Olmos et al., 2006; James y Glasa 2006), de la funcion de genes de su genoma
(Garcia y Cambra, 2007) y se ha usado como vector en biotecnologia (Garcia et al.,
2006). Existen varios tipos de aislados de este virus, que varian en su sintomatologia,
epidemiologia y agresividad. Estas diferencias han sido serolégica y molecularmente
descritas (Candresse y Cambra, 2006; Cambra et al., 2006a). Se han descrito 7 tipos:
PPV-D (Dideron), PPV-M (Marcus), PPV-EA (EI Amar), PPV-C (Cherry), PPV-W
(Winona), PPV-Rec (recombinante entre D y M) y PPV-T (Turquia, recombinante)
(Candresse y Cambra, 2006; James y Glasa, 2006; Ulubas Serce et al., 2009).

De todos ellos, los tipos mas predominantes son PPV-D y PPV-M. El tipo
PPV-D, unico dispersado ampliamente en Espafia, causa dafios en albaricoquero y en
ciruelo europeo, produciendo graves pérdidas en variedades tempranas de los
mismos, pero afecta poco a ciruelo japonés, y no se dispersa naturalmente entre
cultivares de melocotonero o lo hace con poca eficacia. No infecta a almendros (P.
dulcis) y cerezos (P. cerasus). Los sintomas originados por PPV-D son la aparicién
de manchas clordticas en las proximidades de las nerviaduras foliares y en los frutos.
En algunos casos el virus origina en los frutos deformaciones y “acorchados” que
deprecian su consumo en fresco e incluso impiden su utilizacion en la industria por
su mal sabor.

El tipo M se caracteriza por su mayor agresividad y su mas rapida dispersion,
afectando mas gravemente a todos los tipos de melocotoneros, ello ha sido
considerada una de las enfermedades mas graves de dicho cultivo.
Consecuentemente, su introduccién en las zonas de cultivo de melocotonero
espafiolas seria devastadora.

Las pérdidas producidas por la sharka a lo largo de los Gltimos 30 afios en
todo el mundo se han evaluado en unos 10.000 millones de euros (Cambra et al.,
2006c). En Espafia se detectd por primera vez PPV-D en 1984 en Sevilla,
concretamente en ciruelo japonés “Red Beaut”, y fundamentalmente con dicha
especie se extendid por las zonas templadas de cultivo de Murcia y Valencia. En las
condiciones espafiolas mediterraneas, A. spiraecola, y A. gossypii son los principales
vectores responsables de la dispersion natural de la enfermedad (Cambra et al., 2004,
2006b). La enfermedad se extendi6 rapidamente entre ciruelos japoneses vy
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albaricoqueros, no ocasionando dafios en la produccién de melocotonero. Desde
1989 mas de 2,3 millones de arboles han sido arrancados en Aragdén, Murcia y
Valencia, con un coste total de 63 millones de euros, incluyendo los costes de
renovacion de plantacion y pérdidas de la produccién (Cambra, et al., 2006d).

PPV-M fue detectado en Espafia en julio de 2002 en Aragdn y rapidamente
fue erradicado de la zona (Cambra, et al., 2006d; Capote et al., 2010), impidiendo su
dispersion y las cuantiosas pérdidas econémicas que se podian producir en la
industria del melocotonero. Actualmente existe un foco en Catalufia y se esta
procediendo a su erradicacién (comunicacion personal Dr. Mariano Cambra, 2010).

Figura 1.1: Sintomatologia tipica producida por la enfermedad de la
sharka (A: fruto de albaricoque; B: hojas del patrén Nemaguard)

1.5 LA ENFERMEDAD DE LA TRISTEZA DE LOS CITRICOS

La enfermedad de la tristeza de los citricos es la enfermedad viral méas
importante que ha afectado a la citricultura mundial y que ha producido un mayor
namero de pérdidas econdémicas (Bar-Joseph et al., 1989; Moreno et al., 2008). Se
estima que mas de 100 millones de arboles de naranjo dulce, mandarino y pomelo
injertados sobre naranjo amargo han muerto desde 1930 por tristeza en todo el
mundo (Roman et al., 2004).

El agente causal de la tristeza es Citrus tristeza virus, miembro del género
Closterovirus (Karasev et al., 1995). Los huéspedes naturales del virus de la tristeza
se encuentran dentro de los géneros Citrus y Fortunella de la familia Rutaceae
(Cambra y Moreno, 2000). Dependiendo de los aislados virales y de las
combinaciones variedad/patrén, CTV puede causar tres distintos sindromes (Moreno
et al., 2008).
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Tristeza: Es el sindrome mas conocido producido por CTV. Se caracteriza
por un decaimiento o marchitez del naranjo dulce, mandarino, pomelo, kumkuat o
lima cuando estan injertados sobre naranjo amargo o limonero. Este decaimiento se
caracteriza por clorosis y posterior defoliacion del arbol. EI decaimiento se puede
producir de forma progresiva o de forma subita produciéndose el fendmeno conocido
como decaimiento rapido (“quick decline”) (Roman et al., 2004). Este sindrome
puede ser impedido si se emplean patrones tolerantes al sindrome, en lugar del
naranjo amargo o el limonero (Cambra y Moreno, 2000; Moreno et al., 2008).

Acanaladuras en la madera (“stem pitting”): A este sindrome se asocia el
sintoma de clorosis nervial y la infeccion con los aislados mas agresivos de CTV.
Este sindrome se produce tanto en plantas francas como en plantas injertadas sobre
cualquier patron de citricos (Cambra y Moreno, 2000). Se caracteriza por la
formacion de depresiones en ciertas zonas del cambium, estas depresiones pueden
ser mas acentuadas impidiendo el crecimiento en grosor de la planta lo que puede
producir enanismo, hojas tiernas y amarillas, frutos pequefios con poco zumo no
comerciales, y por tanto pérdida en produccion (Rocha-Pefia et al., 1995; Broadbent
et al., 1996).

Amarillez de plantas francas de pie (“seedling yellows”): es un sindrome
asociado al virus de la tristeza (Rocha-Pefia et al., 1995) que se utiliza para
caracterizar biol6gicamente aislados en invernadero (Cambra y Moreno, 2000). Se
caracteriza por enanismo, produccion de hojas pequefias palidas o amarillas, una
reduccion del sistema radicular y en ocasiones un cese completo del crecimiento de
plantas francas de naranjo amargo, pomelo o limonero (Fraser, 1952; Mc Clean,
1960).

CTV es transmitido mediante propagacion vegetativa de material infectado y
por pulgones de forma semipersistente; no se transmite por semilla. La densidad
poblacional y habitos de los vectores, la densidad de indculo, las especies de citricos
predominantes y la intensidad y duracion de brotacion, son factores que determinan
la velocidad de dispersion de CTV en cada zona (Roistacher y Bar-Joseph, 1984;
Hermoso de Mendoza et al., 1988; Marroquin et al., 2004). Su vector méas eficaz en
campo es el pulgdn Toxoptera citricida Kirkaldy, capaz de dispersar las razas mas
agresivas del virus (Yokomi et al., 1994). T. citricida se encuentra actualmente
dispersado por Asia, Australia, Africa subsahariana, Sudamérica, Centroamérica,
diferentes paises del Caribe y Florida (EEUU) (Costa y Grant, 1951; Mc Clean,
1975; Yokomi et al., 1994; Rocha-Pefia et al., 1995; Halbert et al., 2004).
Actualmente también se ha detectado su presencia en Madeira (Portugal) y diferentes
zonas del norte de Portugal y Espafia (Hermoso de Mendoza et al., 2008), poniendo
en peligro la citricultura de nuestro pais. A. gossypii ha resultado ser el vector mas
eficaz de CTV cuando T. citricida no esta presente, siendo el vector principal en
regiones como Espafia, Israel o California (EEUU) (Raccah et al., 1976; Hermoso de
Mendoza, 1984; Cambra et al., 2000a; Yokomi y DeBorde, 2005). Yokomi et al.
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(1994), demostraron como T. citricida era de 6-25 veces mas eficaz a la hora de
transmitir el virus de la tristeza que A. gossypii. Otras especies de pulgones capaces
de transmitir el virus, pero con eficacias menores, son: A. spiraecola y T. aurantii
Boyer de Fonscolombe (Hermoso de Mendoza et al., 1984), M. persicae (Varma et
al., 1960), A. craccivora y Ureleucon jaceae Linneaus (Varma et al., 1965).

El virus de la tristeza fue probablemente introducido en Espafia entre 1930-35
con plantas de vivero de Washington navel importadas de California (EEUU). Sin
embargo, la enfermedad no se citd hasta 1959 (Planes et al., 1965) después de un
brote en 1957 en La Ribera Alta (Valencia) (Cambra et al., 2000a). Desde su
introduccion, Espafia ha sido el area citricola mundial con el mayor nimero de
arboles muertos por tristeza, mas de 40 millones (Cambra et al., 2000a) y
evaludndose en més de 50 en la actualidad (M. Cambra, comunicacion personal,
2010). La sustitucién del naranjo amargo por patrones tolerantes a la tristeza ha sido
la estrategia seguida en Espafia para el control de la enfermedad; actualmente el 97%
de la citricultura espafiola esta plantada sobre patrones que inducen tolerancia al
sindrome de tristeza. Para ello, se inici6 en 1975 el Programa de Saneamiento,
Cuarentena y Certificacion (Navarro et al., 2002), el cual proporciona a los viveristas
material libre, no sélo de CTV, sino de todos los patdgenos transmisibles por injerto,
dando al control de enfermedades en vivero un papel fundamental en la produccion
citricola.

1.6 METODOS DE DETECCION DE Plum pox virus Y Citrus tristeza virus
A) Plum pox virus

A.1) Métodos bioldgicos: Se recomiendan como plantas indicadoras para la
deteccion de PPV mediante métodos bioldgicos los melocotoneros de semilla GF305
(Prunus persica) y Nemaguard ademas de P. tomentosa (OEPP/EPPO, 2004b;
Gentit, 2006). En GF305 los sintomas de PPV-D, -M y —EA son parecidos: clorosis
internervial en las hojas de las brotaciones jovenes y deformacion y curvatura de las
hojas si los sintomas son fuertes. Se ha observado como en GF305 los sintomas
producidos por el aislado PPV-C son mas debiles. En P. tomentosa se puede
distinguir entre aislados D y M, puesto que estos Ultimos aparte de las clorosis tipicas
desarrollan necrosis en las hojas (Damsteegt et al., 1997).

A.2) Métodos serologicos: El protocolo OEPP/EPPO (2004b) recomienda el
anticuerpo monoclonal para la deteccion universal de PPV, 5B-1VIA (Cambra et al.,
1994). Este anticuerpo es el Gnico que puede detectar todos los aislados de PPV
citados hasta la fecha (Cambra et al., 2006a). En cuanto a la caracterizacion de los
aislados, el mismo protocolo indica que para la caracterizacién de los aislados PPV-
D recomienda los anticuerpos monoclonales 4DG5 y 4DG11 (Cambra et al., 1994) y
para la caracterizacion de aislados PPV-M recomienda el anticuerpo monoclonal AL
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(Boscia et al., 1997). Este anticuerpo también reconoce a aislados del tipo Rec
(Cambra et al., 2006a). Otros anticuerpos monoclonales Utiles en la caracterizacién
de aislados de PPV son: EA24 (Myrta et al., 1998) que detecta aislados del tipo El
Amar y los anticuerpos AC y TUV (Myrta et al., 2000), que detectan aislados del
tipo PPV-C. El uso de anticuerpos policlonales no esta recomendado debido a su
pobre especificidad, baja homogeneidad entre las partidas y que s6lo del 10-15% de
los anticuerpos obtenidos reaccionan contra el antigeno diana, ademas se pueden dar
fendmenos de reaccion cruzada entre el anticuerpo policlonal y otros virus o
huéspedes (Cambra et al, 2006a).

A.3) Métodos moleculares: El protocolo OEPP/EPPO (2004b) recomienda
el uso de las técnicas moleculares de Inmunocaptura RT-PCR (IC-RT-PCR) (Wetzel
1991, 1992; Olmos et al., 1997) y la PCR cooperativa (Co-PCR) (Olmos et al.,
2002). Por ambas técnicas se puede caracterizar un aislado como PPV-D o -M. A
parte de las técnicas moleculares anteriormente descritas, para la deteccion de PPV
tanto en material vegetal como en pulgones se pueden emplear otras técnicas como
“squash capture”-PCR (Olmos et al., 1997), Nested-PCR en un solo tubo cerrado
(Olmos et al. 1999), RT-PCR a tiempo real (Scheider et al., 2004, Olmos et al., 2005,
Varga y James 2005, 2006a; Capote et al., 2006) o “Spot” RT-PCR a tiempo real
(Capote et al., 2009). Actualmente esta Ultima técnica ha sido evaluada y se ha
incluido en el nuevo protocolo de diagndstico de PPV realizado por la IPPC
(International Plant Protection Convention) de FAO. Otras técnicas moleculares sin
necesidad de termociclador han sido desarrolladas para la deteccién de PPV, como la
RT-LAMP (“Reverse Transcription Loop-Mediated Isothermal Amplification™)
(Varga y James 2006b) y NASBA (“Nucleic Acid Sequence-Based Amplification”)
(Olmos et al., 2007).

B) Citrus tristeza virus

B.1) Métodos bioldgicos: EI protocolo OEPP/EPPO (2004a) recomienda
como planta indicadora la lima mejicana (Citrus aurantifolia). La prueba biologica
de la lima mejicana es muy sensible, aungue se han descrito aislados como el K, que
no induce reaccion (Albertini et al., 1988; Bové et al., 1988). Patotipos débiles sobre
la propia lima son detectados con dificultad. La prueba biolégica utilizando lima
mejicana presenta el inconveniente de la lentitud en el diagndstico, el alto coste y la
imposibilidad de ser usada a gran escala (Cambra, 1983). Garnsey et al. (2005)
disefiaron un protocolo para caracterizar biolégicamente aislados de CTV, utilizando
cinco tipos de plantas indicadoras (lima mejicana, pomelo Duncan, naranjo dulce
Madame Vicious y naranjo amargo), ademas de la combinaciéon de naranjo dulce
sobre naranjo amargo. Segun este protocolo se han citado 11 tipos de CTV o
patotipos, tras analizar 266 aislados de 30 paises (Garnsey et al., 2005). Ademas,
Pina et al. (2005) recomiendan el uso de la combinacién naranjo amargo sobre
naranjo dulce para evaluar la capacidad de inducir decaimiento.
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B.2) Métodos seroldgicos: El protocolo OEPP/EPPO (2004a) recomienda la
utilizacion para la deteccion general o universal de CTV la utilizacion de las técnicas
Inmunoimpresion-ELISA (Garnsey et al., 1993; Cambra et al., 2000b) o de ELISA-
DAS (Garnsey y Cambra, 1991) empleando la mezcla de los anticuerpos
monoclonales 3DF1 + 3CA5 especificos de CTV (Cambra et al., 1990). Estos
anticuerpos monoclonales detectan todos los aislados de CTV analizados (Cambra et
al., 2000a). Para la caracterizacion de aislados de CTV se han utilizado varios
anticuerpos monoclonales (Vela et al., 1986; Gumpf et al., 1987; Tsai y Su, 1991;
Nikolaeva et al., 1998), aunque el mas utilizado y el Unico que puede diferenciar
aislados con diferente comportamiento bioldgico es MCA13 (Permar et al., 1990), ya
que reconoce un epitopo muy conservado en aislados agresivos y capaces de causar
decaimiento de arboles injertados sobre naranjo amargo, pero poco conservado en
aislados suaves de Florida (Pappu et al., 1993). Se ha utilizado extensivamente para
caracterizar serologicamente aislados de CTV (Cambra et al., 2000a)

B.3) Métodos moleculares: El protocolo OEPP/EPPO (2004a) recomienda
para deteccion universal de CTV las técnicas moleculares Inmunocaptura-RT-PCR
(IC-RT-PCR) (Wetzel et al., 1992; Nolasco et al., 1993; Rosner et al., 1998) y la
técnica Inmunocaptura-Nested RT-PCR en un solo tubo (Olmos et al., 1999). Aparte
de estas dos técnicas moleculares también se han desarrollado otras técnicas para la
deteccion de CTV como Co-PCR utilizando una sonda universal de hibridacion sobre
los productos de PCR (Olmos et al., 2002). También se han desarrollado diversos
procedimientos utilizando RT-PCR cuantitativa a tiempo real para deteccion de CTV
en material vegetal y pulgones (Ruiz-Ruiz et al., 2007; Bertolini et al., 2008;
Saponari et al., 2008). Bertolini et al. (2008) desarrollaron la técnica “Tissue-print”
RT-PCR a tiempo real para la deteccion universal de CTV en material vegetal sin
necesidad de extraccion de acidos nucleicos. Esta técnica esta siendo evaluada para
ser incorporada al nuevo protocolo internacional IPPC- FAO para la deteccion de
CTV, siendo éste uno de los objetivos de esta Tesis Doctoral. Para la caracterizacion
molecular de aislados de CTV se han utilizado varios procedimientos entre ellos: 1)
el patron de los dsSRNA (Dodds et al., 1987; Moreno et al., 1990; Guerri et al., 1991;
Moreno et al., 1993), 2) hibridacién tomando como patron ADNc o ARNc de varias
regiones del ARNg de CTV (Rosner y Bar-Joseph, 1984; Rosner et al., 1986;
Albiach-Marti et al., 2000; Narvéez et al., 2000), 3) utilizacion de la técnica RFLP
(“Restriction Fragment Length Polymorphism™) para el analisis del gen que codifica
la proteina de la capsida (Gillings et al., 1993; Roy et al., 2003), 4) utilizacion de
patrones de amplificacién mediante RT-PCR con iniciadores de PCR especificos de
diferentes genotipos de CTV (Hilf et al., 1999, 2005). Mas recientemente se han
publicado trabajos que proponen la técnica RT-PCR a tiempo real para distinguir
aislados de CTV suaves de agresivos (Ruiz-Ruiz et al., 2009; Yokomi et al., 2010).
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1.7. PARAMETROS DE VALIDACION DE TECNICAS DE DIAGNOSTICO
Y MEDIDA DE LA COINCIDENCIA ENTRE DOS TECNICAS DE
DIAGNOSTICO (INDICE KAPPA DE COHEN)

El control en vivero de cualquier agente fitopatdgeno (virus, bacteria,
fitoplasma o viroide) es fundamental. La comercializacion de material vegetal
infectado puede acarrear graves consecuencias econdémicas, asociadas a la dispersion
de la enfermedad en la zona de cultivo. Para ello, junto al control de la enfermedad
en vivero, un aspecto de suma importancia es la pronta y correcta deteccion del
agente fitopatogeno. El desarrollo de técnicas de diagndstico precisas es basico para
lograr este objetivo.

Para validar cualquier técnica de diagnostico es necesario conocer los
diferentes parametros de diagndstico que la caracterizan. Estos son: sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo y negativo, razones de verosimilitud
“likelihood ratio” positivo y negativo y precision. Para ello, generalmente se
compara la técnica a validar con una técnica de referencia o “gold standard”, la cual
determinaré el verdadero estado sanitario de los individuos analizados (Kraemer,
1992; Altman y Brand, 1994a; Enge et al., 2000). Los resultados obtenidos se
clasifican como se describe en la Tabla 1.2.

Tabla 1.2: Tabla de contingencia para el célculo de los diferentes
parametros de una técnica de diagnéstico

Técnica de referencia

Positivo Negativo
(Infectado) (No infectado) Total
Técnica a Positivo A B A+B
validar Negativo C D C+D
Total A+C B+D N

A=Verdaderos positivos; B=Falsos positivos; C=Falsos negativos; D=Verdaderos
negativos; A+C=Total enfermos; B+D=Total sanos; A+B=Total positivos detectados por la
técnica a validar; C+D=Total negativos detectados por la técnica a validar; N=Total
individuos analizados

Los parametros de diagnéstico mas comunmente utilizados son la sensibilidad
y la especificidad (Drobatz, 2009).

Sensibilidad: es la proporcion de verdaderos positivos (plantas infectadas)
que han sido correctamente identificados por la técnica a evaluar (Altman y Brand,
1994a).

Sensibilidad (SE) = A/ (A+C) (Férmula 1.1)
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Especificidad: es la proporcion de verdaderos negativos (plantas sanas) que
han sido correctamente identificados por la técncia a evaluar (Altman y Brand,
1994a)

Especificidad (SP) = B / (B+D) (Férmula 1.2)

Sin embargo, aunque se conozca la sensibilidad y la especificidad de la
prueba a evaluar, es necesario establecer la probabilidad de que ésta ofrezca un
diagndstico verdadero (Altman y Brand, 1994b). Esto se consigue mediante los
valores predictivos.

El valor predictivo positivo responde a la pregunta de si todos los positivos
detectados por la técnica son verdaderos positivos. Se define como la proporcion de
individuos identificados como positivos por la técnica a evaluar y que son
correctamente diagnosticados (Altman y Brand, 1994b). Se puede definir también,
como la proporcién entre el nimero de verdaderos positivos detectados por la técnica
y el total de positivos detectados (Staquet et al., 1981).

Valor predictivo positivo (VPP) = A/ (A+B) (Férmula 1.3)

El valor predictivo negativo responde a la pregunta de si todos los negativos
detectados por la técnica son verdaderos negativos. Se define como la proporcion de
individuos identificados como negativos por la técnica a evaluar y que son
correctamente diagnosticados (Altman y Brand, 1994b). Se puede definir también,
como la proporcion entre el nimero de verdaderos negativos detectados por la
técnica y el total de negativos detectados (Staquet et al., 1981).

Valor predictivo negativo (VPN) = D/ (C+D) (Férmula 1.4)

Otro aspecto importante a definir es el término prevalencia (PR). Asi, la
prevalencia se define como el nimero de casos de una enfermedad (0o nimero de
plantas infectadas) que se presenta en una poblacion determinada en un tiempo dado
(Martin, 1984).

La sensibilidad y la especificidad no dependen de la prevalencia, ni la tienen
en cuenta, mientras que los valores predictivos si se ven influenciados por ella
(Martin, 1984; Altman y Brand, 1994b). Al aumentar la prevalencia el valor
predictivo positivo aumenta mientras el valor predictivo negativo disminuye, y
viceversa (Drobatz, 2009). La relacidn entre los valores predictivos y la prevalencia
se exponen a continuacion, extraidos de Altman y Brand (1994b).

VPP=SE x PR/ (SE x PR) + [(1-SP) x (1-PR)] (Formula 1.5)

VNP= SP x (1-PR) / [(1-SE) XPR] + [SP X (1-PR)] (Formula 1.6)
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Sin embargo, pocas pruebas de diagndstico tienen la suficiente precision
como para admitir o descartar la enfermedad por si solos segun su resultado. Para
interpretar los resultados se debe tener informacién no solo de la prueba sino del
individuo evaluado, en su caso de la poblacién de procedencia (Bianchi y Alexander,
2006). Esto requiere la estimacion de la probabilidad pre-test (prevalencia) que sera
ajustada segun el resultado de la prueba. El factor que convierte la probabilidad pre-
test en probabiliad post-test (probabilidad real de estar sano o enfermo/infectado) a
partir del resultado del test, es la razon de verosimilitud o “likelihood ratio”
(Bianchi y Alexander, 2006) (ver Anejo A.1l). Asi, la razon de verosimilitud nos
indica la magnitud por la cual la probabilidad de un diagnostico en un individuo es
modificada por el resultado de una prueba (Halkin et al., 1998; Deeks y Altman,
2004). Se define como la probabilidad de obtener un determinado resultado (positivo
0 negativo) por un test particular de diagnostico en una poblacién de individuos
enfermos partido por la probabilidad de obtener ese mismo resultado en una
poblacién de individuos sanos (Dujardin et al., 1994; Giard y Hermans, 1996). La
razén de verosimilitud tiene dos valores: uno positivo y otro negativo.

La razon de verosimilitud positiva (“positive likelihood ratio”) se define
como la probabilidad que un individuo enfermo (infectado) obtenga un resultado
positivo dividido por la probabilidad que un individuo sano obtenga un resultado
positivo (Drobatz, 2009). También, puede ser definida como la proporcion de
verdaderos positivos dividido por la proporcion de falsos positivos (Lopez et al.,
2008; Drobatz, 2009). Su relacion con la sensibilidad y la especificidad se expone a
continuacion:

Razon de verosimilitud positiva (LR+) = SE / (1-SP) (Férmula 1.7)

La razon de verosimilitud negativa (“negative likelihood ratio”) se define
como la probabilidad de que un individuo enfermo (infectado) obtenga un resultado
negativo dividido por la probabilidad de que un individuo sano obtenga un resultado
negativo (Drobatz, 2009). También puede ser definida como la proporcion de falsos
negativos dividido por la proporcion de verdaderos negativos (L6pez et al., 2008;
Drobatz, 2009). Su relacién con la sensibilidad y la especificidad se expone a
continuacion:

Razdn de verosimilitud negativa (LR-) = (1-SE) / SP (Férmula 1.8)

La razon de verosimilitud positiva se utilizara si el resultado de la prueba es
positivo y la razén de verosimilitud negativa se empleara cuando el resultado de la
prueba sea negativo (L6pez et al., 2008).

El uso de las razones de verosimilitud ofrece varias ventajas con respecto a
otros parametros de diagndstico. No dependen de la prevalencia como los valores
predictivos, ya que como se ha comentado anteriormente se obtienen a partir de la
sensibilidad y de la especificidad, que son constantes para un test determinado
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(Deeks y Altman, 2004; Lopez et al., 2008). Ademas, para la obtencion de las
razones de verosimilitud se emplean conjuntamente la sensibilidad y la especificidad
y por tanto, la informacién estraida es méas robusta y con menos posibilidad de error
en la interpretacion del valor de la prueba (Chien y Khan, 2001; Bianchi y
Alexander, 2006).

Razones de verosimilitud >10 y < 0,1 indican pruebas de diagndstico con una
muy buena precisién (nimero de verdaderos positivos mas verdaderos negativos
dividido por el nimero total de muestras analizadas) con respecto a los valores
positivos 0 negativos, respectivamente. Razones de verosimilitud entre 5-10 y 0,1-
0,2 indican moderada confianza para sus valores positivos 0 negativos
respectivamente. Valores entre 2-5 y 0,2-0,5 indican bajos valores de precision de la
técnica y con valores entre 2-0,5 la técnica no aporta cambios en la probabilidad pre-
test de la enfermedad (Sackett et al., 2000; Jaeschke et al., 2002).

Al comparar dos técnicas, es habitual que algunas de las coincidencias
puedan ser debidas al azar. EI método mas utilizado para medir la coincidencia entre
dos técnicas de diagnostico dicotémicas es el indice kappa de Cohen (Cohen, 1960).
Dicho indice mide las coincidencias entre ambas técnicas no producidas por el mero
azar, es decir las coincidencias mas allad del azar (Abraira, 2001). Asi, cuando se
comparan entre si dos técnicas se obtiene la siguiente tabla (Tabla 1.3).

Tabla 1.3: Tabla de contingencia para la comparacién entre dos técnicas

Técnica 2
Positivo  Negativo | Total
Positivo a b a+b
Técnica 1 ]
Negativo c d c+d
Total a+c b+d n

La proporcion de coincidencias entre ambas técnicas se mide mediante:

Po=(a+d)/n (Férmula 1.9)

Para calcular la proporcion de coincidencias debida al azar (Pg), el
razonamiento es el siguiente: la probabilidad de que la Técnica 1 clasifique a un
individuo como positivo se puede estimar como (a + b) / n, mientras que la
correspondiente probabilidad de la Técnica 2 se estima como (a + ¢) / n. Al
considerar que existe independencia en el resultado entre ambas técnicas, la
probabilidad de coincidencia clasificando al mismo individuo como positivo seré
entonces el producto de las dos probabilidades [(a + c) (a + b)] / n?). Aplicando el
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mismo razonamiento, se puede calcular la probabilidad de que se produzca acuerdo
entre las dos técnicas al clasificar a un individuo como negativo, y entonces la
probabilidad de acuerdo en cualquiera de las dos clasificaciones serd la suma de
ambos valores (Fleiss, 1981). Asi P, se calcularia como se expone en la Formula
1.10.

Pe=[(a+c) (a+b)+ (b+d)(c+d)]/n’ (Formula 1.10)
El indice kappa de Cohen se calcularia segin la Formula 1.11:
k= (Po—Pe) / (1-Pg) (Formula 1.11)

El indice kappa de Cohen puede oscilar entre -1 y 1. Si existe una total
coincidencia entre las dos técnicas k=1, si la coincidencia entre las dos técnicas es
mayor que la producida por el mero azar k > 0, si la coincidencia entre las técnicas es
menor que la producida por el azar k < 0 (Fleiss, 1981).

Landis y Koch (1977) propusieron una clasificacion para la coincidencia
entre dos técnicas segln su indice kappa de Cohen (Tabla 1.4).

Tabla 1.4: Clasificacion en la coincidencia entre dos técnicas de
diagndstico segun su indice kappa de Cohen (Landis y Koch, 1977)

indice kappa  Coincidencia

de Cohen

0,81-1,00 Casi perfecta
0,61-0,80 Substancial
0,41-0,60 Moderada
0,21-0,40 Justa
0,00-0,20 Ligera

k <0,00 Pobre

Feinstein y Cichetti (1990) identificaron dos paradojas en relacion con la
interpretacion del indice kappa de Cohen. La primera dice que con un alto grado de
coincidencia entre los dos técnicas y a su vez con una prevalencia alta o baja el
indice de Cohen es mas bajo de lo esperado. Esto es debido a la propia naturaleza del
indice de Cohen, si la prevalencia es alta o baja, la probabilidad de coincidencia entre
ambas técnicas debido al azar es mas alta y por tanto el indice de Cohen lo detecta,
haciendo que éste sea mas bajo. Dohoo et al. (2003) indican que prevalencias
menores al 20% o superiores al 80% afectan al indice de Cohen.

La segunda paradoja ocurre cuando los valores marginales de la tabla de
contingencia son muy diferentes, es decir el valor de a + b es muy diferente al de a +
c y al mismo tiempo el valor de b + ¢ es muy diferente al de b + d. Esto se traduce en
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un indice kappa de Cohen mayor al esperado, y es debido a que las dos técnicas
difieren en el namero de resultados positivos obtenidos (Hoehler, 2000). Existen
numerosas técnicas estadisticas para detectar este sesgo, para revisiones exhaustivas
con respecto a este tema se puede consultar a Ludbrook (2004) y Benavente et al.
(2006). La prueba de Mc Nemar (1947) la mas utilizada habitualmente, es aplicada
para detectar diferencias en valores marginales en una tabla de contingencia y sera la
aplicada en esta Tesis Doctoral.

La prueba de Mc Nemar se expone en la Formula 1.12.
2 ) ,
X =({b-c)/(b+c) (Férmula 1.12)

. ) 2 . - .
Si la prueba no se ajusta a una )~ con un grado de libertad, indica que existen

diferencias significativas entre los valores marginales de la tabla de contingencia, y
por tanto sesgo.

Byrt et al. (1993) proponen dos indices de Cohen modificados para resolver
las paradojas de Feinstein y Cichetti. EI primero para resolver la segunda paradoja,
“Bias-adjusted kappa” (BAK) y el indice PABAK “Prevalence-adjusted bias-
adjusted kappa” (PABAK) para resolver las dos paradojas conjuntamente.

A modo de resumen, el indice kappa de Cohen ha sido el indice de
coincidencia entre técnicas mas utilizado, debido en gran parte a su facilidad de
calculo, sin embargo, para su correcto uso se deben de indicar los posibles efectos de
la prevalencia o de sesgo sobre él (Cichetii y Feinstein, 1990; Byrt et al., 1993; Lantz
y Nebenzahl, 1996).

1.8 METODOS DE CONTROL DE ENFERMEDADES VIRALES EN
VEGETALES

La estrategia de control de enfermedades virales basada en la aplicacion
reiterada de plaguicidas dirigidos a eliminar sus vectores no es adecuada en el caso
de virus no persistentes (Perring et al., 1999; Thackray et al., 2000) como PPV. Esto
es debido a los cortos periodos necesarios para la adquisicién e inoculacion del virus
por parte del vector que es capaz de inocular el virus, mediante picaduras de prueba,
antes de que haga efecto el insecticida. Por tanto, las estrategias para el control de
virus no persistentes deben ir mayoritariamente orientadas a la reduccion del nimero
de pruebas que efectla el vector en el cultivo (Irwin, 1999).

Esta dificultad no se encuentra a la hora de controlar la mayoria de los virus
semipersistentes y persistentes, donde el vector necesita mayores periodos de tiempo
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para adquirir e inocular el virus. En este caso, el uso de insecticidas sistémicos ha
sido eficaz en el control de algunas enfermedades (Perring et al., 1999). Sin embargo,
la reiterada aplicacion de insecticidas puede conllevar varios problemas: 1) pueden
incrementar la dispersién del virus al modificar el comportamiento del vector y
eliminar del cultivo especies depredadoras y parasitoides de los vectores (Gibson y
Rice, 1989; Budnick et al., 1996), 2) pueden producir efectos no deseables por la
acumulacioén de residuos (Perring et al., 1999), y 3) pueden aparecer resistencias en
el vector (Robert et al., 2000; Parker et al., 2006). Por ello se hace imprescindible
investigar sobre métodos alternativos de control tanto de los insectos plaga como de
las enfermedades transmitidas por éstos. En este contexto es donde surge el concepto
de Control Integrado de Plagas.

El concepto de Control Integrado de Plagas se comienza a utilizar a principios
de los afios 1950, sentandose las bases vigentes actualmente y surgiendo el concepto
de nivel de dafio econdmico, definido como la densidad minima de plaga capaz de
producir un dafio econémico a la cosecha y que no es capaz de ser controlada sino es
por la utilizacion de medios quimicos (Stern et al., 1954). En este sentido la Uni6n
Europea, en su nueva Directiva 2009/128/CE sobre ‘Uso sostenible de plaguicidas’,
fomenta firmemente los programas de control integrado de plagas anteponiendo el
uso de metodos bioldgicos, biotecnoldgicos, culturales, fisicos y genéticos a los
métodos quimicos (DOUE, 2009).

Es importante destacar también que la legislacién vigente en Espafia, en el
marco de la Ley de Sanidad Vegetal y los distintos Reales Decretos que regulan la
actividad agraria (Ley 43/2002, Real Decreto 1201/2002), ampara dichas actividades
recomendando firmemente los programas de control integrado de plagas.

Concretamente, en relacion a los virus no persistentes, los cuales son
transmitidos por pulgones no colonizadores, el concepto de nivel de dafio econémico
no es usado en la practica, puesto que muy bajas densidades de poblacion del vector
son suficientes para ocasionar dafios. Por ello, su control radica en el empleo de
medidas preventivas para evitar la presencia de los vectores en el cultivo y con ello la
enfermedad.

Entre estas medidas preventivas cabe destacar: 1) el empleo de diversas
medidas culturales empleadas regularmente por ejemplo en cultivos horticolas, como
retrasar la siembra para que la germinacién de las plantulas no coincida con la época
de maximo numero de vectores, (Fereres, 2000; Hooks y Fereres, 2006), 2) el uso de
variedades tardias, aplicada por ejemplo en el cultivo del albaricoquero para evitar
los dafios producidos por PPV-D. De esta forma el fruto es recogido a finales de
junio, produciéndose su desarrollo con menores titulos de PPV debido al calor y por
tanto, los sintomas de sharka no son tan evidentes, 3) el uso de cultivos barrera, otra
medida cultural empleada en horticultura, basado en utilizar otros cultivos que sirven
como atrayentes de los insectos vectores y que impiden o reducen su llegada al
cultivo principal (Fereres, 2000), 4) la eliminacion de la flora adventicia colindante
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al cultivo, eliminando posibles reservorios tanto de virus como de sus insectos
vectores (Fereres, 1996), 5) el uso de barreras fisicas como la cubiertas flotantes con
agrotextiles, los plasticos absorbentes de luz UV y las mallas impregnadas con
insecticidas o fotoselectivas, permite no s6lo aumentar la precocidad de los cultivos y
aumentar las cosechas, sino ademas proteger frente a plagas y enfermedades (Boiteau
y Vernon 2001; Weintraub y Berlinger 2004; Diaz y Fereres, 2007), 6) el uso de
enemigos naturales (parasitos y depredadores) para combatir insectos fitofagos
produce una reduccidn de las poblaciones de éstos tanto en campo abierto (Chapman
et al., 2009; Ohnesorg et al., 2009) como en invernadero (Cloyd, 2006) y con ello, se
puede lograr una disminucion de la dispersion de algunos virus que éstos puedan
transmitir. EI Control Biolégico es hoy en dia una de las herramientas més utilizadas
en el Manejo Integrado o IPM., y 7) tratamientos con aceites minerales para el
control de virus, sobre todo los transmitidos de forma no persistente. Una revision
bibliografica sobre las caracteristicas y uso de los aceites minerales se realiza en el
Capitulo 7 de esta Tesis Doctoral.

A parte de las medidas anteriormente descritas, la obtencion de plantas
resistentes ha sido una estrategia comdn de control de enfermedades virales de
vegetales. Esta Tesis Doctoral se centrara en los casos particulares de PPV y CTV.

Se han realizado busquedas de genes de resistencia a PPV entre variedades de
melocotonero, ciruelo y albaricoquero. Aunque, no se han encontrado estos genes en
variedades de melocotonero (Garcia y Cambra, 2007), si que se ha logrado este
objetivo en variedades de albaricoquero y ciruelo (Badenes y Llacer 2006; Decroocq
et al., 2006; Hartmann y Neumuller 2006). También se han utilizado procedimientos
de silenciamiento génico para lo obtencién de plantas transgénicas en el género
Prunus (Ravelonandro et al, 1997; Scorza y Ravelonandro, 2006). Otro
procedimiento que se ha desarrollado, pero que todavia no se ha aplicado a
variedades del género Prunus es la inmunomodulacion entre el patdgeno, en este
caso PPV, y el huésped (Esteban et al., 2003).

En el caso de CTV, se ha detectado resistencia en especies del género Citrus
(Asins et al., 2004), aunque la mayoria de especies resistentes se encuentran en otros
géneros de la subfamilia Aurantioideae (Moreno et al., 2008). La compleja biologia
reproductiva de los citricos, su elevada heterocigosis y los largos periodos juveniles
de las plantas de semilla ha hecho imposible la incorporacion de genes de resistencia
a CTV en variedades comerciales mediante cruzamientos convencionales (Mestre et
al., 1997a, b; Fang y Roose, 1999; Rai, 2006). Hasta el momento no se han obtenido
resultados consistentes al incorporar resistencia derivada del patdgeno mediante la
transformacion genética, debido a factores desconocidos que afectan el fenotipo de
resistencia de las distintas propagaciones obtenidas (Moreno et al., 2008). Sin
embargo, la técnica de la inmunomodulacién ha sido aplicada con éxito en lineas de
limas mejicanas transgénicas recientemente (Cervera et al., 2010). Al mismo tiempo,
la mejora en la calidad de los patrones es fundamental, por eso, en Espafia, se esta
buscando patrones tolerantes a CTV, con tolerancia ademas a suelos calizos,
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salinidad, Phytophthora spp., y nematodos. De un estudio de 508 hibridos, cuatro de
éstos ya estan comercializados (Forner-Alcaide (FA) -5, -13, -418, -517), resistentes
a CTV (Forner y Forner, 2003).

Otra estrategia usada para el caso de CTV ha sido la proteccion cruzada.
Aislados de CTV suaves son inoculados en el arbol a proteger y son capaces de
protegerlo de aislados mas agresivos. Este método llamado pre-inmunizacion es
utilizado en la citricultura brasilefia, ya que el 100% de las plantas comercializadas
en esta region estan pre-inmunizadas. Esta ha sido la Gnica herramienta efectiva para
controlar aislados agresivos en regiones como Sudafrica y Florida (Lee et al., 1987;
van Vuuren et al., 1993; Powell et al., 1999).

Para evitar en primer lugar la introduccion y posteriormente la dispersion de
enfermedades virales como la sharka o la tristeza en una zona determinada, aparte de
las estrategias y medidas anteriormente descritas, se deben de aplicar medidas
preventivas como: 1) aplicacion de programas de cuarentena para evitar la
introduccién de la enfermedad, 2) aplicacién de programas de erradicacion si la
enfermedad ha penetrado en la zona y por supuesto 3) uso exclusivo de material
vegetal sano procedente de viveros con garantia de estar libres de virosis.

En esta Tesis Doctoral se han evaluado distintas estrategias de control de
virus transmitidos por pulgones como la aplicacién de aceites minerales sobre la
transmision de PPV (no persistente) y CTV (semipersistente) en vivero y la
susceptibilidad a la infeccion natural por PPV-D de diferentes patrones de frutales de
hueso.
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El objetivo general de esta Tesis Doctoral es estudiar los distintos factores que
determinan las epidemias de los virus de la sharka en frutales de hueso (PPV) y de la
tristeza de los citricos (CTV) en vivero, para establecer posibles estrategias de control y
asi reducir la infeccion natural. Ademas, se pretende validar métodos seroldgicos y
moleculares avanzados para la deteccion viral fiable y precoz en plantas de vivero, antes
de la comercializacién del material vegetal, para contribuir a la eliminacién de la
infeccion a larga distancia.

Este objetivo general se puede descomponer en los siguientes objetivos
particulares 0 més concretos:

1) Evaluacién de diferentes factores que afectan a la epidemiologia de PPV
y CTV en bloques de vivero.

e Evaluacién de la susceptibilidad a la infeccion natural por PPV-D, en
condiciones de vivero, de los principales patrones empleados en la
fruticultura espafola de hueso.

e Confirmacion de la alta susceptibilidad a la infeccion natural por CTV, en
condiciones de vivero, del patron Citrus macrophylla.

e Estudio de la relacion de algunos de los factores que condicionan la
sensibilidad natural a la infeccién natural por PPV y/o CTV: superficie foliar
de aterrizaje disponible para los pulgones, especies de pulgones vectores
presentes y visitantes de los cultivos y relacion entre la tasa o porcentaje de
pulgones viruliferos visitantes y la tasa de infeccién viral real.

2) Evaluacion de diferentes técnicas de deteccion seroldgicas y moleculares
en condiciones de vivero.

e Determinacion del nimero de plantas de vivero que se pueden mezclar en un
extracto para tener una adecuada precision en el muestreo de PPV a lo largo
del afio (analisis de muestras compuestas).

e Validacion y comparacion de las técnicas ELISA-DASI y “Spot” RT-PCR a
tiempo real para la deteccién de PPV en condiciones de vivero. Estimacion
de los parametros de diagndstico en primavera.
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Validacion y comparacién de las técnicas Inmunoimpresion-ELISA y
“Tissue-print” RT-PCR a tiempo real para la deteccion de CTV en
condiciones de vivero y arboles adultos. Estimacion de los pardmetros de
diagndstico en vivero.

3) Evaluacion del efecto de la aplicaciéon de aceites minerales para reducir la
infeccion natural en bloques de vivero.

Evaluacion de la eficacia de la aplicacion de tratamientos con aceites
minerales en la reduccién de la transmision natural de PPV y CTV en
blogues de vivero cultivados al aire libre.

Evaluacion del efecto de la aplicacion de aceites en el desarrollo vegetativo
de los plantones.
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3.1 MATERIAL VEGETAL: PARCELAS EXPERIMENTALES,
LOCALIZACION Y DISENO EXPERIMENTAL

Los ensayos de campo llevados a cabo durante el desarrollo de la presente
Tesis Doctoral se realizaron en distintas localizaciones dentro de la provincia de
Valencia. En el caso de los estudios realizados con el virus de la sharka, se dispuso
de dos situaciones ambientales muy distintas: una zona con una alta presion de
indculo (parcela situada en la localidad de Lliria) y otra con baja presion de in6culo
(parcela situada en la localidad de Carlet). Los estudios realizados con el virus de la
tristeza de los citricos se realizaron en una parcela situada en la localidad de
Moncada con una alta presion de inéculo.

3.1.1 Parcela situada en Lliria

La parcela experimental estaba situada en una finca de la Conselleria de
Agricultura, Pesca y Alimentacion, regentada por la Cooperativa Vinicola de Lliria,
en Lliria (Valencia). La fecha de plantacion fue el 15 de marzo de 2006 y el ensayo
se mantuvo hasta abril 2008. La superficie de la parcela era aproximadamente de 750
m? (Figura 3.1).

Figura 3.1: Vista cenital de la parcela situada en Lliria (Fuente: Sistema
de Informacion Geogréafica de Parcelas Agricolas (SIGPAC) del Ministerio de
Medio Ambiente y Medio Rural y Marino)
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La parcela se dividié en dos subparcelas: subparcela N°1 destinada a estudiar
la susceptibilidad natural de diferentes patrones de frutales de hueso a la infeccion
por PPV y la subparcela N°2, destinada a evaluar el efecto de la aplicacion de aceite
mineral sobre la infeccidn natural por PPV (Figura 3.2). La parcela de ensayo era
colindante en orientacion noreste a una parcela de ciruelo japonés con un 90% de
infeccién por PPV tipo D, dicha parcela actu6 como fuente de in6culo viral para los
ensayos realizados.

La parcela de ensayo se dividi6 en dos bloques estadisticos imaginarios,
bloque 1 y bloque 2, cada uno de los cuales estuvo formado por dos bloques de
plantas.

En la subparcela N°1, los patrones seleccionados para el estudio fueron:
Garnem o GxN 15, Adesoto 101, Mirobolan 29C y Cadaman. Estos patrones fueron
elegidos por representar los mas frecuentemente utilizados en la fruticultura
espafiola. La plantacion tipo vivero de la subparcela N°1, estuvo constituida por dos
filas separadas entre si por 1,5 m. Cada una de estas filas se dividi6 a su vez, en 4
grupos. Cada uno de los 4 grupos en los que se dividié cada fila estuvo separado por
1 m del grupo adyacente. Dentro de cada grupo de plantas, la plantacion de los
distintos patrones se realiz6 con 20 cm de separacion entre cada planta. Cada uno de
los grupos cont6 con 40 plantas, y en cada bloque estadistico se repitié una sola vez
cada patrdn, teniendo en total dos repeticiones (un total de 80 plantas) por cada uno
de los patrones evaluados. Por tanto, el nimero total de plantas utilizadas en este
estudio fueron 320.

En la subparcela N°2, se plantaron dos patrones diferentes: Mariana GF8-1 y
Nemaguard. Para la evaluacion de los tratamientos con aceite mineral como método
de control de la dispersion viral en el cultivo, la mitad de las plantas de cada patron
fue tratada con aceites minerales, dejandose la otra mitad como testigo sin tratar. En
total se plantaron 6 grupos de plantas de longitud variable, segln se detalla en la
Figura 3.2, separados por 5 m. Cada uno de los grupos en los que se dividio la
subparcela consistio en 2 filas de plantas separadas entre si por 1,5 m. Cada fila se
dividi6 en 4 grupos de los dos patrones sefialados anteriormente con una separacion
de 1 m entre ellos y en los que las plantas se colocaron con una distancia de 20 cm
entre si. Para el disefio experimental de la subparcela N°2, dentro de cada bloque
estadistico y en grupos de dos filas consecutivas se fue aleatorizando, primero los
patrones (“main plot”), y dentro de éstos los tratamientos con aceites (“sub-plot™)
obteniéndose un tipico disefio en “split-plot”. Segun el disefio experimental anterior
el niamero total de plantas en el estudio fue de 1040 plantas: 520 plantas del patron
Mariana GF8-1 y 520 plantas del patrdn Nemaguard.

La parcela fue podada en dos ocasiones durante la realizacion del ensayo,
segun se realiza en viveros comerciales (13/3/2007 y 5/3/2008). A diferencia de lo
que normalmente ocurre en un vivero comercial, las plantas del ensayo no fueron
injertadas.
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Figura 3.2: Disefio experimental de la parcela situada en Lliria
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El aspecto general de la parcela en diferentes épocas del afio se puede
observar en la Figura 3.3.
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Figura 3.3: Aspecto de la parcela situada en Lliria en periodo vegetativo
(mayo, 2006) y en periodo de dormancia (enero, 2007)

Mayo 2006

Enero 2007
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3.1.2 Parcela situada en Carlet

La parcela estuvo situada en el campo de experiencias de la Cooperativa San
Bernardo de Carlet, en Carlet (Valencia). La fecha de plantacion fue el 28/4/2006 y
el ensayo se mantuvo hasta noviembre de 2007.

A pesar de que en las proximidades de esta parcela no se tuvo conocimiento
de la existencia de una posible fuente de indculo concreta, existen datos histéricos
que avalan la presencia del virus en la zona. Por ello, se decidi6 considerar la finca
perteneciente a la Cooperativa San Bernardo de Carlet, como emplazamiento de un
ensayo en el que evaluar la epidemia viral y los factores que la determinan bajo unas
condiciones de baja presién de indculo viral.

La parcela se dividi6 en dos subparcelas (Figura 3.4). En una primera
subparcela (N°1), con una superficie aproximada de 950 m? se estudié la
susceptibilidad a la infeccién natural por PPV de los mismos patrones utilizados en la
parcela situada en Lliria, descrita anteriormente, y se evalud la aplicacion de aceite
mineral como método de control de la infeccion natural por PPV (Figura 3.5). En la
segunda subparcela (N°2), con una superficie aproximada de 170 m? se estimé la
dindmica poblacional de las especies de pulgones presentes en la zona (Figura 3.6).

Figura 3.4: Vista cenital de la parcela situada en Carlet (Fuente: Sigpac)

La subparcela N°1 (Figura 3.5) estuvo constituida segun disefio estadistico en
“split-plot”, por 6 grupos de plantas, separados entre si por 2 m. Cada grupo estuvo
formado por 2 filas separadas entre si por 2 m y cada fila estuvo formada por 6
bloques. Cada bloque estuvo separado por 1 m, y las plantas separadas entre si por 20
cm. EI nimero total de plantas por blogue fue de 45, siendo el nimero de plantas
totales en el ensayo de 3240. Para la evaluacion del efecto de la aplicacion de aceites
sobre la dispersion viral en el cultivo se trataron la mitad de las plantas (1620),
dejandose la otra mitad como control no tratado. Dentro de cada grupo, en primer
lugar se sorted la posicion que ocuparia cada patron (“main-plot™), para después se
sorted la fila que se trataria con aceites (“sub-plot™).
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Figura 3.5: Disefio experimental de la parcela situada en Carlet, primera
subparcela (N°1)
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La subparcela N°2 (Figura 3.6) estuvo constituida por 6 filas de plantas con 2
m de separacién entre cada una de ellas. Cada fila estuvo compuesta por 6 bloques,
separados entre si por 1 metro. Cada bloque estuvo formado por 20 plantas a una
distancia de 20 cm entre ellas, siendo el nimero total de plantas en esta segunda
subparcela de 720. La posicion relativa de cada uno de los patrones dentro de la
subparcela fue la misma que la dispuesta en la primera subparcela.
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Figura 3.6: Parcela situada en Carlet, segunda subparcela (N°2)
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Al igual que en la parcela de ensayo situada en la localidad de Lliria, la
parcela fue podada el 26/02/2007, segun se realiza en viveros comerciales aunque en
ningiin momento se realizaron injertos.

El aspecto general de la parcela en diferentes periodos vegetativos se puede
apreciar en la Figura 3.7.
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Figura 3.7: Aspecto de la parcela situada en Carlet en diferentes periodos
vegetativos

Julio 2006

Noviembre 2006
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3.1.3 Parcela situada en Moncada

La parcela experimental estuvo situada dentro de las instalaciones del
Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA), en Moncada (Valencia). La
parcela se plant6 el 24/2/2006 y el ensayo se mantuvo hasta noviembre 2007.

La parcela se dividié en dos subparcelas (Figura 3.8). La primera subparcela
(N°1), con una superficie aproximada de 200 m?. En ella se estudié la susceptibilidad
natural del patron Citrus macrophylla a la infeccion natural por CTV vy se evalué la
aplicacion de aceite mineral como método de control de su dispersién natural. En la
segunda subparcela (N°2) con una superficie aproximada de 170 m? se evalué la
dinamica poblacional de las especies de pulgones presentes en la zona. Datos previos
de incidencia viral en los alrededores de la parcela (Cambra et al., 2000a) indicaron
que las plantas se sometian a una alta densidad de in6culo (aproximadamente 85% en
los arboles proximos).

Figura 3.8: Vista cenital de la parcela situada en Moncada

La subparcela N°1 (Figura 3.9) estuvo formada por 5 filas separadas entre si
por 1,5 m. Cada fila estuvo formada por 140 plantas separadas entre si por 20 cm,
teniendo un total de 700 plantas. Para la evaluacion de la aplicacion de los aceites
minerales como posible método de control de la dispersion viral, se tratd con aceite
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mineral la mitad de las plantas del ensayo (700 plantas), dejandose la otra mitad
como control no tratado.

Figura 3.9: Disefio experimental de la subparcela (N°1) localizada
en Moncada

140 plantas por fila
| NT T |
1.5m

| T NT |
| NT T |
| T NT |
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Blogue No Tratado

Bloque Tratado

La subparcela N°2 estuvo formada por 3 filas separadas entre si por 1.5 m
(Figura 3.10). En cada fila se plantaron 100 plantas separadas por 20 cm, teniendo un
total de 300 plantas.

Figura 3.10: Disefio experimental de la subparcela N°2 localizada en
Moncada

l 1,5m
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Al igual que en los casos anteriores, la parcela fue podada como si se tratara
de un vivero comercial el 2/3/2007 y el 10/9/2007, pero no se injerto.

En la Figura 3.11 se puede apreciar el estado de la parcela en
diferentes épocas del afo.

Figura 3.11: Aspecto de la parcela situada en Moncada en diferentes
épocas del afio
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3.2 MUESTRO VEGETAL Y EVALUACION DE LA INCIDENCIA VIRAL
EN EL CULTIVO

3.2.1 Parcelas de Lliria y Carlet

El muestreo de las parcelas para determinar la incidencia viral se realizd en
distintos periodos a lo largo del estudio. EI primer muestreo se realizo justo tras la
plantacion de las parcelas para corroborar que los patrones estaban libres de PPV.
(Esta comprobacién se realiz6 a pesar de que los patrones poseian el certificado
fitosanitario correspondiente).

En Lliria, el primer muestreo de la subparcela N°2 (Figura 3.2) se realiz6 el
mismo dia de su plantacion (15/3/2006). Se muestrearon las 4 primeras filas de la
parcela. Las plantas eran estaquillas, por tanto se tom6 material lefioso. EI muestreo
de la subparcela N° 1 se realiz6 el 5/4/2006 y en este caso se muestred Unicamente
una de las filas. Al haber brotado ya las plantas, se cogieron 4 hojas por planton. En
ambos casos, para la obtencion de extractos, se agruparon de 5 en 5 las muestras
recogidas. La parcela se muestre6 en tres ocasiones mas: 2% otofio 2006
(23/10/2006); 3% primavera 2007 (16/5/2007) y 4% primavera 2008 (8/4/2008); en
este caso solo se muestrearon las plantas que no fueron tratadas con aceites. En las
tres ocasiones el muestreo se realiz6 individualmente por planta, cogiendo 4 hojas al
azar por planta procedentes de distintas partes de la planta. Las muestras se trataron
como se indica en el apartado 3.3.1.1 y se analizaron mediante ELISA-DASI, en el
caso del primer muestreo, y mediante ELISA-DASI y “Spot” RT-PCR a tiempo real,
en los muestreos sucesivos, tal como se especifica en los apartados 3.3.1.1.1 y
3.3.1.1.2, respectivamente.

En Carlet la subparcela N°1 (Figura 3.5) se muestred por primera vez justo
después de su plantacion. (8/5/2006). En esta ocasion se tomaron 5 plantas tomadas
al azar de cada uno de los 72 bloques, se agruparon de 5 en 5 y se analizaron por
ELISA-DASI. La parcela se muestre6 en sucesivas ocasiones: 2% otofio 2006
(31/10/2006 y 6/11/2006) y 3?%) otoiio 2007 (29/10/2007 y 12/11/2007). Se recogieron
4 hojas al azar por planta de diferentes partes de la misma. Se agruparon las muestras
de dos en dos y se trataron como se indica en el apartado 3.3.1.1. Las muestras se
analizaron mediante ELISA-DASI en octubre del 2006 y mediante ELISA-DASI y
“Spot” RT-PCR a tiempo real en octubre 2007, como se detalla en los apartados
3.3.1.1.1y 3.3.1.1.2, respectivamente.

3.2.2 Parcela de Moncada

El muestreo para determinar la incidencia viral en la subparcela N°1 (Figura
3.9) se realizd en distintos periodos a lo largo del estudio, utilizando la técnica
Inmunoimpresion-ELISA, explicada en el apartado 3.3.1.2.1. El primer muestreo se
realizo justo tras la plantacion de la parcela para corroborar que los patrones estaban
libres de CTV. Esta comprobacion se realizd a pesar de que los patrones poseian el
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certificado fitosanitario correspondiente. En este primer muestreo se tomaron 2 hojas
por planta, debido al pequefio tamafio de las plantas. La parcela se muestred en dos
ocasiones mas: 22) otofio 2006 (12/12/2006); 3?) primavera 2007 (7/5/2007). En estas
dos ocasiones el muestreo se realizd cogiendo 2 brotes por planta procedentes de
distintas partes de la planta, segun protocolo OEPP/EPPO (2004a).

3.3 TECNICAS DE DETECCION DE VIRUS

3.3.1 Técnicas de deteccidn de virus en material vegetal
3.3.1.1 Deteccion de PPV en material vegetal

La deteccion de PPV en material vegetal se realizd mediante técnicas
seroldgicas y moleculares: ELISA y RT-PCR a tiempo real.

Los extractos del material vegetal muestreado empleados en el andlisis se
obtuvieron mediante dos procedimientos, aplicados segun el tipo de material
disponible. Para material lefioso, se cortaron yemas y tiras de corteza, se introdujeron
en bolsas de malla gruesa (Plant Print Diagnostics) y se homogeneizaron con ayuda
de rodillos manuales o de martillo. Para analisis de hojas, se introdujeron en bolsas
de plastico de malla fina (Bioreba) y se homogeneizaron con ayuda de un extractor
de rodillos HOMEX 6 (Bioreba) (Figura 3.12). En ambos casos se utilizd una
dilucién aproximada 1:10 (peso: volumen) en tampdn de extraccion de frutales (agua
fisiolégica tamponada pH 7.2-7.4 (AFT) (8 g NaCl, 0,2 g KCI, 2,9 g Na;HPO,4 x
12H,0, 0,2 g KH,PO4en un litro de agua destilada), 2% Polyvynilpyrrolidona (PVP-
10), 0,2% dietil ditiocarbamato sodico (DIECA)), segun Cambra et al. (1994) y
OEPP/EPPO (2004b). EI mismo extracto se emple6 en la deteccion del virus por los
dos métodos descritos a continuacion: ELISA-DASI y “Spot” RT-PCR a tiempo real.

Figura 3.12: Extractor de rodillos HOMEX 6 (Bioreba)

41



3. Materiales y métodos generales

3.3.1.1.1 ELISA-DASI (*“Double Antibody Sandwich Indirect Enzyme Linked
Immunosorbent Assay”)

Para la deteccion de PPV mediante ELISA se empled el anticuerpo
monoclonal 5B-1VIA (Cambra et al., 1994), utilizando el kit comercial de AMR Lab
/ Real-Durviz, segun protocolo OEPP/EPPO (2004b). Para ello se tapizaron placas de
poliestireno Polysorp, (Nunc) de 96 pocillos con una solucién de 1 pg/ml de
anticuerpos policlonales (PAbs) especificos de PPV en tampén carbonato (1,59 ¢
Na,COs, 2,93 g NaHCO3 en un litro de agua destilada pH 9,6) (200 ul por pocillo) y
se incubaron durante 4 horas a 37°C. A continuacion se lavaron tres veces con
tampon lavador pH 7,2-7,4 (AFT con 0,05% Tween 20). Se afiadieron 200 pl por
pocillo de los extractos vegetales con dos repeticiones por muestra. Se incubaron las
muestras 16 horas a 4°C. Se lavaron las placas como anteriormente se ha descrito. Se
afiadieron 200 ul por pocillo de una solucion de 0,1 pg/ml del anticuerpo monoclonal
(MADb) universal para PPV, 5B-IVIA en AFT pH 7,2-7,4 con 0,5% albdmina de
suero bovino (BSA) (Sigma). Las muestras se incubaron durante 2 h a 37°C. Se
lavaron las placas como anteriormente se ha descrito. Se afiadieron 200 pl por pocillo
de una solucion de 0,1 pg/ml de anticuerpos de cabra anti-conejo (GAM) conjugado
con fosfatasa alcalina en AFT pH 7,2-7,4 con 0,5% BSA. Las muestras se incubaron
durante 2 h a 37°C. Se lavaron las placas como anteriormente se ha descrito. Para la
obtencion de la reaccion colorimétrica caracteristica se afiadieron 200 pl de una
solucion de 1 mg/ml de p-nitrofenilfosfato en tampdn substrato (97 ml de
dietanolamina en 1 L de agua destilada, pH 9,8). Las muestras se incubaron a
temperatura ambiente y se realizaron lecturas de las densidades Opticas a 405 nm,
dos horas después de la adicion del substrato. Se consideraron valores positivos
aquellos que al menos doblaron el valor de densidad 6ptica obtenido por el control
negativo (extracto de melocotonero de semilla GF305, libre de PPV).

3.3.1.1.2 ““Spot” RT-PCR a tiempo real

Para la inmovilizacién del extracto analizado mediante “Spot” RT-PCR a
tiempo real (Capote et al., 2009) se dispensaron Sul de extracto de muestra sobre un
cuadrado aproximado de 0,45 pm® de membrana de Nylon (Roche) o papel de filtro
Whatman 3mm que previamente se habia introducido en un tubo Eppendorf (1,5ml).
Tras afiadir 100ul de tampén de extraccion (0,5% Tritdn X-100), la muestra se agitd
con la ayuda de un agitador vortex y se mantuvo en incubacion a temperatura
ambiente durante 2-3 min, antes de ser aplicada en el coctel de la reaccion. Para la
reaccion de RT-PCR a tiempo real se siguid el protocolo descrito por Olmos et al.
(2005), empleando los mismos iniciadores y sonda TagMan: P241 (5’-CGT TTA
TTT GGC TTG GAT GGA A-3’), P316D (5’-GAT TAA CAT CAC CAG CGG
TGT G-3’), P316M (5’-GAT TCA CGT CAC CAG CGG TGT G-3’) y sonda
TagMan universal PPV-U (5’-CGT CGG AAC ACA AGA AGA GGA CAC AGA-
3%). El céctel de reaccion contenia 1x TagMan Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems), 1x MultiScribe y RNase Inhibitor Mix (Applied Biosystems), 1 uM
iniciador P241, 0,5 uM iniciador P316D, 0,5 uM iniciador P316M, 150 nM sonda
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TagMan PPV-U y 5 ul de muestra. El protocolo consistié en un ciclo de 48°C
durante 30 min y 95°C durante 10 min seguido por 45 ciclos de amplificacion (95°C
durante 15 s y 60°C durante 1 min).

La deteccion se realizé en termocicladores ABI Prism 7000 y One Step Plus
(Applied Biosystems). La adquisicion y analisis de datos se realizaron mediante los
programas ABI Prism 7000 y One Step Plus (Applied Biosystems). EI umbral limite
de deteccién fue establecido de acuerdo a las especificaciones establecidas por
dichos programas.

3.3.1.2 Deteccién de CTV en material vegetal

Para la deteccion de CTV en material vegetal se emplearon las técnicas
Inmuno impresion-ELISA (Garnsey et al., 1993; Cambra et al., 2000b) y “tissue
print” RT-PCR a tiempo real (Bertolini et al., 2008).

3.3.1.2.1 Inmunoimpresion-ELISA o “Tissue print”’-ELISA

Para la deteccion de CTV, se empled una mezcla de los anticuerpos
monoclonales 3CA5 y 3DF1 (Cambra et al., 1990), utilizando el kit comercial de
Plant Print Diagndstics S.L. segun protocolo OEPP/EPPO (2004a).

El material vegetal utilizado para el muestreo fueron brotes de arboles adultos
0 de patrones de citricos, segun el caso. Por cada brote muestreado se realizaron dos
impresiones en membranas de nitrocelulosa (Millipore). Después de dejar secar las
improntas se alojaron en contenedores plasticos, se cubrieron con una solucion al 1%
de BSA en AFT pH 7,2-7,4 y se incubaron toda la noche a 4°C. Tras el periodo de
incubacion, se desechd la solucién de BSA, afiadiendo la mezcla los anticuerpos
monoclonales especificos para CTV, 3DF1 y 3CA5, conjugados con fosfatasa
alcalina diluidos en AFT (1/100), segun especificaciones del fabricante. Tras un
periodo de incubacion de 2-3 h a temperatura ambiente, se desecho la solucion de los
anticuerpos y las membranas se lavaron con tampén lavador (apartado 3.3.1.1.1)
durante 5 minutos (dos veces). Las membranas fueron depositadas en otro recipiente
y se afiadid6 tampdn sustrato (apartado 3.3.1.1.1) en el que se habia diluido
previamente el sustrato (5-bromo-4-cloro-3-indolfosfato (BCIP) y cloruro de
tetrazolio nitro-azul (NBT) (1 pastilla BCIP-NBT Sigma Fast por 10 ml de agua
destilada). Las membranas se incubaron a temperatura ambiente de 10-15 minutos
hasta que aparecié una tonalidad parpura, caracteristica de la reaccion, en los
controles positivos. La reaccion colorimétrica se detuvo afiadiendo agua destilada.
Las membranas se dejaron secar sobre papel de filtro y se observaron las impresiones
con ayuda de una lupa Leica modelo MZ7.5. La presencia de precipitados pdrpuras
en la regién vascular del material vegetal indicaba la presencia de CTV.
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3.3.1.2.2 “Tissue-print” RT-PCR a tiempo real

Dos hojas recogidas a mano por cada brote muestreado en los ensayos de
campo, fueron impresas por su pedunculo en membranas de nylon (Roche),
superponiendo las impresiones. Posteriormente en el laboratorio, se recortaron las
membranas y se pusieron en tubos Eppendorf (1,5ml). Se afiadieron 100 ul de
tampon de extraccion (0,1 M glicina, 0,05 M NaCl, 1 mM EDTA) (Osman y Rowani,
2006), los tubos se incubaron a 95°C durante 10 minutos y posteriormente se agitaron
mediante vortex, antes de aplicar la muestra en el céctel de reaccion. Para la reaccién
de RT-PCR a tiempo real se siguid el protocolo descrito por Bertolini et al. (2008),
empleando los mismos iniciadores y sonda TagMan: 3'UTR1 (5 CGTATC CTC
TCG TTG GTC TAA GC 3'), 3'UTR2 (5" ACA ACA CAC ACT CTA AGG AGA
ACT TCT T 3'), y la sonda TagMan 181T (5’ TGG TTC ACG CAT ACG TTA AGC
CTC ACT TG 3). El coctel de reaccion contenia 1x TagMan Universal PCR Master
Mix (Applied Biosystems), 1x MultiScribe and RNase Inhibitor Mix (Applied
Biosystems), 1 uM iniciador 3’'UTR1, 1 uM iniciador 3’UTR2, 150 nM sonda
TagMan 181T y 5 ul de muestra. El protocolo consistio en un ciclo de 48°C durante
30 min y 95°C durante 10 min seguido por 45 ciclos de amplificacion (95°C durante
15 s y 60°C durante 1 min).

La deteccion se realizd6 en termocicladores One Step Plus (Applied
Biosystems) e iQ5 (Biorad). La adquisicion y andlisis de datos se realizaron mediante
los programas One Step Plus (Applied Biosystems) y iQ5 Optical System Software
(Biorad). ElI umbral limite de deteccion fue establecido de acuerdo a las
especificaciones establecidas por dichos programas.

Un ejemplo de las membranas utilizadas tanto en Tissue print-ELISA como
Tissue print RT-PCR a tiempo real puede verse en la Figura 3.13

Figura 3.13: Membranas utilizadas en las técnicas: Inmunoimpresién-
ELISA (izquierda) y “Tissue-print” RT-PCR a tiempo real (derecha)
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3.3.2 Técnicas empleadas en la deteccion de ambos virus en pulgones

Los pulgones recogidos en las parcelas experimentales fueron escachados
“Squash” sobre membranas de nylon con ayuda de la parte final de un tubo
Eppendorf e introducidos en un tubo Eppendorf (1,5 ml). Se afiadieron 100 ul de
tampon de extraccion (Osman y Rowani, 2006), se incubaron los tubos a 95° C
durante 10 min y se agitaron mediante vortex, antes de aplicar la muestra en el céctel
de reaccion. Los iniciadores, sondas y protocolos empleados en la reaccion fueron
los especificos del virus que se pretendia detectar: para PPV ver apartado 3.3.1.1.2 y
para CTV ver apartado 3.3.1.2.2. Los termocicladores y software empleados fueron
los mismos explicados anteriormente.

34 CARACTERIZACION SEROLOGICA Y MOLECULAR DE LOS
AISLADOS DE PPV

Se caracterizd el aislado de PPV presente en once plantas elegidas al azar
procedentes de las parcelas de Lliria y Carlet, mediante serologia y RT-PCR a
tiempo real. Para la caracterizacion seroldgica se empled la técnica ELISA-DASI con
los siguientes anticuerpos monoclonales: 4DG5 especifico para PPV-D (Cambra et
al., 1994), AL especifico para PPV-M (Boscia et al., 1997), EA24 especifico para
PPV-EA (Myrta et al, 1998) y AC y TUC especificos para PPV-C (Myrta et al.,
2000).

El mismo material fue analizado mediante RT-PCR a tiempo real utilizando
los iniciadores universales, sonda TagMan universal y protocolo (Olmos et al., 2005)
descritos en el apartado 3.3.1.1.2. y los iniciadores y sondas MGB especificas para
PPV-D y PPV- M (Capote et al., 2006) descritos a continuacién. Iniciadores: PPV-
MGB-F (5-CAG ACT ACA GCC TCG CCA GA-3) y PPV-MGB-R (5- CTC AAT
GCT GCT GCC TTC AT-3'); sondas: MGB-D (5'-TTC AAC GAC ACC CGT A-3)
especifica para PPV-D y la sonda MGB-M (5'-TTC AAC AAC GCC TGT G-3')
especifica para PPV-M. Las extracciones de ARN se realizaron con el kit de
extraccion de la casa comercial Mobio. EI cActel de reaccion contenia 1x TagMan
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), 1x MultiScribe y RNase Inhibitor
Mix (Applied Biosystems), 1 uM iniciador PPV-MGB-F, 1 puM iniciador PPV-
MGB-R, 150 nM sonda MGB-D 6 MGB-M, segun el aislado que queriamos detectar
y Sul de muestra. El protocolo consistid en un ciclo de 48°C durante 30 min y 95°C
durante 10 min seguido por 45 ciclos de amplificacion (95°C durante 15 s y 60°C
durante 1 min).
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3.5 METODOS DE MUESTREO DE PULGONES

Para estimar el nimero de pulgones que visitaron las parcelas experimentales
a lo largo del periodo experimental se utilizaron dos tipos diferentes de trampas:
trampas Moericke y trampas de tipo pegajoso.

3.5.1 Trampa de Moericke

Se utilizaron trampas Moericke amarillas (Moericke, 1955) (Figura 3.14a).
Para su confeccidn se dispuso de una cubeta de plastico pintada de amarillo (Titanlux
no. 568) con un espectro de absorcion luminosa de entre 500 y 600 nm y diametro 20
cm y con una capacidad aproximada de 5 litros. El recipiente se llen6 con agua, se
suspendi6 en un soporte de metal y se clavo en tierra, a 1,50 m de altura. La colecta
de los individuos capturados se realizd con una periodicidad de 7-10 dias,
rellendndose el recipiente de nuevo con agua. Las muestras recogidas fueron filtradas
con la ayuda de un embudo y los insectos obtenidos se depositaron en un bote con
alcohol etilico del 70% hasta su identificacion. Este tipo de trampa es la mas
utilizada en estudios faunisticos de pulgones, estando indicada para determinar las
especies de pulgones que sobrevuelan el cultivo.

3.5.2 Planta pegajosa

Es una variacion del método utilizado por Avinent et al. (1993) y Marroquin
et al. (2004). Las plantas completas fueron rociadas con cola pegajosa
SOUVERODE (Scots), dejandose en el campo los ltimos diez dias de cada mes.
Pasado este periodo, las plantas pegajosas eran retiradas del cultivo. En el
laboratorio, las plantas recogidas fueron troceadas y depositadas en botes de vidrio
(Figura 3.14b), donde se les afiadié esencia de trementina (aguarras), para separar la
fauna que habia quedado pegada en ellos. Las muestras fueron mantenidas en
aguarras durante un tiempo aproximado de 1h. Posteriormente el liquido contenido
en los botes de vidrio era filtrado con ayuda de un colador. Los insectos obtenidos
fueron lavados en agua jabonosa para eliminar cualquier resto de aguarras y
mantenido en alcohol etilico al 70% hasta su identificacion.
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Figura 3.14: Trampa de Moericke y botes de planta pegajosa

a) Trampa de Moericke b) Botes de trampa pegajosa

Tronco Ramas

El método de la planta pegajosa permite estimar con precision el nimero de
pulgones que aterrizan o visitan un patrén durante los diez dias que éste estd
disponible para los pulgones en la parcela del ensayo. Para el cdlculo del nimero de
pulgones que visitan el cultivo en un mes, se multiplicé el numero de pulgones
visitantes en cada trampa pegajosa en el periodo de diez dias por tres.

Al mismo tiempo, para evaluar el nimero de pulgones visitantes por area de
aterrizaje en la planta, se contaron los insectos que aterrizaron en la zona foliar o
zona lefiosa. Para dicha evaluacion se consideraron las siguiente localizaciones: 1)
Hoja: superficie foliar + superficie de brotes no lignificada, 2) Madera secundaria:
superficie lignificada de las ramas (este concepto se introdujo, a partir del mes de
agosto, al observar que ya habian desarrollado auténticas ramas lefiosas), y 3)
Madera primaria: superficie del tronco hasta la primera ramificacion.

36 CALCULO DE LA SUPERFICIE FOLIAR DE ATERRIZAJE
DISPONIBLE PARA LOS PULGONES

Para estimar la superficie foliar de aterrizaje disponible para los pulgones a lo
largo del afio en un patron, y asi poderla relacionar con el nimero de capturas
mensuales, se midieron mensualmente, diferentes variables: nimero de brotes,
ndmero de hojas en los brotes, numero de ramas, etc... El nimero evaluado de
plantas vario en las distintas parcelas experimentales (véase apartado correspondiente
en los Capitulo 4, 5y 7). Los parametros tuvieron que ser modificados en funcién del
estado de los patrones, en diferentes periodos vegetativos de los mismos.
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3.6.1. Método de determinacion de la superficie foliar aplicado durante el
periodo de brotacién

Se utilizo6 este procedimiento cuando las plantas estaban brotando y no habian
formado aln verdaderas ramas (s6lo se disponia de brotes). Por cada una de las
plantas se contd el nimero de brotes y el nimero de hojas presentes en tres de estos
brotes (los brotes en los que se cont6é el nUmero de hojas fueron seleccionados al
azar). Se tomaron un total de 10 hojas (3 hojas de cada uno de los brotes contados,
mas una hoja al azar de la totalidad de la planta) para determinar la superficie foliar.
Para ello se emple6 un medidor de superficie foliar LICOR-3100 (Figura3.15),
obteniéndose un valor medio por cada 10 hojas seleccionadas.

Figura 3. 15: Medidor de &rea foliar LICOR-3100

Este valor fue tomado como valor medio de la superficie de una hoja de la
planta analizada. El valor de la superficie foliar (area de aterrizaje) para cada planta
fue estimado con el procedimiento siguiente:

1) Estima del nimero total de hojas en cada planta:
C=(A*B)/ 3 (Férmula 3.1)

C = namero total de hojas
A = niimero de hojas contadas en 3 brotes
B = nimero de brotes totales contados a ese planta

2) Estima de la superficie foliar de cada planta:
Se=C*S,  (Férmula 3.2)
Sk (%)= Superficie foliar

C = namero total de hojas
Sh(m?)= Superficie media de una hoja
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3.6.2 Método de determinacion de la superficie foliar aplicado en los meses
posteriores al periodo de brotacion

En los meses en los que las plantas ya habian desarrollado ramas, se vario el
procedimiento de estimacion de la superficie foliar. Se cont6 el nimero de ramas de
cada planta, desechando los posibles chupones (vastago que brota de las ramas
principales del tronco y aln de las raices de los &rboles). Se seleccionaron tres ramas
de cada planta e individualmente se conté el nimero total de brotes de cada una. De
estas tres ramas seleccionadas, se eligieron dos brotes por rama y se cont6 el nimero
de hojas secundarias (hojas ya diferenciadas que se encuentran en los brotes) de cada
uno. A su vez, se cont6 el nimero de hojas primarias, hojas que se encuentran en el
eje principal de cada rama (Figura 3.16). Al mismo tiempo se recogieron 10 hojas
por planton: una hoja primaria y dos hojas secundarias por rama, mas otra hoja del
resto de la planta seleccionada al azar.

La superficie foliar de esas 10 hojas se estimd con el mismo procedimiento
que el detallado anteriormente.

Figura 3.16: Esquema de la posicion de las hojas primarias y secundarias

en un patrén

l

Altura Altura
tronco patron

| |

Los parametros evaluados en este caso fueron:

A = Numero total de ramas

B = NUmero total de brotes en tres ramas

C = Media de hojas secundarias en dos brotes de tres ramas
D = Numero de hojas primarias de tres ramas
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Con estos datos se calcul6 el area foliar:
1) Célculo del nimero total de hojas en tres ramas
E=[(B*C)+D] (Férmula 3.3)
2) Célculo del namero total de hojas
F=[E*A]/3 (Férmula 3.4)
3) Estima de la superficie foliar de cada planta
Se=F* S (Férmula 5)

Sk (%)= Superficie foliar
Sh(m?)= Superficie media de una hoja

3.7 PROCEDIMIENTOS ESTADISTICOS

Los analisis estadisticos de los resultados obtenidos en los ensayos se
analizaron con los programas SAS 9.2, Winbugs 1.4 o TAGS para PC, segun el caso.
Los detalles de los procedimientos estadisticos se detallaran en los apartados de
Materiales y métodos de los capitulos correspondientes.
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CAPITULO 4.

SUSCEPTIBILIDAD APPV-D DE DIFERENTES
PATRONES DE FRUTALES DE HUESO CULTIVADOS
EN VIVERO Y ESTUDIO DE FACTORES QUE
CONDICIONAN LA INFECCION NATURAL

4.1 INTRODUCCION

La mejora de los patrones de arboles frutales se ha centrado en varios criterios
de seleccion: compatibilidad del injerto, facil propagacion, resistencia a estreses
abidticos (caliza activa, asfixia radicular y temperaturas invernales), resistencia a
nematodos y a hongos del suelo (Armillaria, Phytophtora) y, por supuesto, a la
induccién del aumento de cosecha y calidad del fruto (Reighard y Loreti, 2008).

Desde la aparicion de la enfermedad de la sharka, la resistencia o
susceptibilidad a la misma se consider6 como un nuevo criterio en la evaluacién de
los patrones de frutales de hueso (Kegler et al., 1998). En este sentido diversos
trabajos han evaluado la susceptibilidad de diferentes patrones de frutales de hueso a
la infeccion por PPV, mayoritariamente mediante desafios con inoculacion por
injerto (Minoiu et al., 1998; Pascal et al., 2002; Rubio et al., 2005; Boeglin et al.,
2006). En estos estudios se describieron diferentes patrones como resistentes: BN
4Kr (Prunus cerasifera) (Minoiu et al., 1998), GF677, Mirobolan 29C y L2 (P.
lannesiana) (Rubio et al., 2005).

Diversos trabajos han abordado la epidemiologia de PPV en plantaciones de
arboles adultos en Espafa desde la deteccion del virus en 1985 (LI4cer et al., 1992;
Avinent et al., 1994; Gottwald et al., 1995; Cambra et al., 2004, Cambra et al.,
2006b; Malinowski et al., 2006). Sin embargo, hasta el momento no se ha estudiado
la epidemiologia de PPV en bloques de vivero en condiciones de campo, donde la
infeccion es consecuencia de la actividad de los pulgones viruliferos visitantes del
cultivo. El conocimiento de la susceptibilidad a la infeccién natural es fundamental
para el disefio de estrategias de control contra la enfermedad en vivero, evitando la
dispersion viral a las nuevas plantaciones. Ademas, el empleo de patrones resistentes
0 poco susceptibles al virus de la sharka, puede ser una estrategia de control de la
enfermedad respetuosa con el medio ambiente. Por tanto, la evaluacion de los
principales patrones de frutales de hueso utilizados en la fruticultura espafiola es
esencial.
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4.2 OBJETIVOS

e Evaluacion de la susceptibilidad a la infeccién natural por PPV-D, en
condiciones de vivero, de los principales patrones empleados en frutales de
hueso en la fruticultura espafiola.

e Estudio de la relacion de algunos de los factores que condicionan la infeccién
natural: superficie foliar de aterrizaje disponible para los pulgones, especies
de pulgones visitantes del cultivo, época en la que mayoritariamente aparecen
y relacion del porcentaje de pulgones viruliferos con la tasa de infeccion
viral.

4.3 MATERIALES Y METODOS
4.3.1 Localizacion de las parcelas

Los estudios planteados se realizaron en dos parcelas experimentales situadas
en las localidades valencianas de Lliria y Carlet. Sus caracteristicas se describen en
el Capitulo 3, apartados 3.1.1y 3.1.2.

4.3.2 Patrones empleados

Los patrones de frutales de hueso elegidos en este estudio, por ser de los mas
empleados en la fruticultura espafola, fueron: Nemaguard, Mariana GF8-1, Adesoto
101, Cadaman, Mirobolan 29C y Garnem. Las caracteristicas especificas de cada
uno de ellos se exponen en el Capitulo 1, apartado 1.2 de esta Tesis Doctoral.

4.3.3 Muestro vegetal y evaluacién de la incidencia viral en el cultivo

El muestreo de las parcelas para determinar la incidencia viral se realizé en
distintos periodos a lo largo del estudio. Los diferentes periodos y procedimientos
empleados, segun el caso, se describen en el Capitulo 3, en el apartado 3.2 de esta
Tesis Doctoral.

4.3.4 Caracterizacion serolégica y molecular de los aislados de PPV

Para conocer el aislado de PPV presente en las parcelas se caracterizd
mediante métodos serolégicos y moleculares. Los procedimientos empleados se
describen en el Capitulo 3, en el apartado 3.4 de esta Tesis Doctoral.

4.3.5 Muestreo de pulgones y deteccion de pulgones viruliferos

El muestreo de la fauna afidica se realizé6 mediante dos tipos de trampas, las
trampas amarillas tipo Moericke y las trampas de tipo pegajoso (Capitulo 3, apartado
3.5).
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Trampas Moericke: En Lliria se recogieron las capturas de las trampas
desde el 5/4/2006 hasta el 29/10/2007. En Carlet las capturas de las trampas se
recogieron desde el 28/4/2006 hasta el 29/10/2007, cada 7-10 dias.

Planta pegajosa: Se rociaron con cola Souverode (véase apartado 3.5 del
Capitulo 3) cinco plantas del patrdn Nemaguard y cinco plantas del patron Mariana
GF8-1 en Lliria y cinco plantas de cada uno de los seis patrones estudiados en Carlet.
En Lliria las plantas pegajosas se utilizaron desde abril 2006 hasta febrero 2007, y en
mayo 2007. En Carlet las trampas se colocaron en mayo, julio, agosto, septiembre, y
noviembre de 2006 y en enero y mayo de 2007.

Los pulgones capturados se conservaron en alcohol del 70% hasta su
identificacion. Estos se clasificaron en tres grupos: Aphis spiraecola, A. gossypii y
otros. Esta clasificacion se realiz6 debido al hecho de que en las condiciones
espafiolas mediterraneas, ambas especies constituyen los principales responsables de
la dispersion natural de la PPV (Cambra et al., 2004, 2006b). En el caso de Mayo
2006 y 2007, al observar que era el mes con mayor nimero de capturas, se
identificaron los pulgones segin las especies mas abundantes en las condiciones
mediterraneas (Cambra et al., 2004; Capote et al., 2008).

La estimacion del porcentaje de pulgones viruliferos en las dos localidades de
estudio se realiz6 en las especies mayoritarias A. spiraecola y A. gossypii (apartado
3.3.2 del Capitulo 3).

4.3.6 Estima de la superficie foliar de aterrizaje para los pulgones

En la parcela situada en Lliria se tomaron cinco plantas del patron
Nemaguard y otras tantas del patron Mariana GF8-1 cada mes del cultivo en vivero,
con la finalidad de estimar la superficie foliar de aterrizaje para los pulgones tal y
como se detalla en al apartado 3.6 del Capitulo 3. Las mediciones se efectuaron entre
los meses de abril a noviembre del 2006 y el mes de mayo del 2007, ya que se
observo que este mes fue el de mayor nimero de capturas de pulgones durante el afio
2006. Durante el mes de abril de 2006 la medicion del area foliar se realiz6 como se
detalla en el apartado 3.6.1 del Capitulo 3, debido a la brotacién de las plantas. En el
resto de meses las mediciones se realizaron como se detalla en el apartado 3.6.2 del
Capitulo 3. En Carlet se tomaron cinco plantas por patron estudiado, en total 30
plantas por mes, para medir la superficie foliar de aterrizaje para los pulgones, tal y
como se detalla en el apartado 3.6 del Capitulo 3. Las mediciones se efectuaron los
meses de mayo, junio, julio, agosto, septiembre y noviembre del 2006 y mayo del
2007. Durante el mes de mayo del 2006 la medicion del area foliar se realiz6 como
se detalla en el apartado 3.6.1 del Capitulo 3, ya que las plantas estaban brotando. En
el resto de meses las mediciones se realizaron como se detalla en el apartado 3.6.2
del Capitulo 3.
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4.3.7 Analisis estadisticos

En el estudio de la susceptibilidad a la infeccion natural por PPV-D de los
patrones ensayados, se aplicé un modelo lineal mixto generalizado (Molenberghs y
Verbeke, 2005) con dos factores: Bloque y Patron, asumiendo que la variable de
interés (infeccion por PPV) sigue una distribucion binomial. Para este tipo de analisis
sOlo se tuvieron en cuenta los datos de las plantas no tratadas con aceite en ambas
parcelas. Al comparar las variedades entre si se utiliz6 la correccion de Bonferroni
(Bonferroni, 1936) para proteger los resultados del error de Tipo-I. Los resultados
obtenidos en la parcela de Carlet fueron tan evidentes que no se realiz6 un analisis
estadistico.

En el estudio de la dindmica poblacional (nimero de pulgones capturados en
cada uno de los patrones ensayados) se definieron como variables de interés el
nimero total de pulgones capturados por planta y el ndimero de pulgones
pertenecientes a las especies vectoras Aphis spiraecola y A. gossypii capturadas por
planta. Se aplicd un modelo lineal generalizado (Molenberghs y Verbeke, 2005) con
dos factores: Mes y Patrdn, asumiendo que las variables de interés siguen una
distribucion binomial negativa. En los datos obtenidos en la parcela de Carlet se
compararon todas las variedades entre si aplicando la correccion de Bonferroni
(Bonferroni, 1936) para proteger los resultados del error de Tipo-I.

Para estudiar las diferencias en el nimero de pulgones PPV-viruliferos
capturados mediante trampa de Moericke o mediante planta pegajosa y las
diferencias en el namero de pulgones PPV-viruliferos presentes en ambas parcelas,
se aplicd un modelo lineal generalizado (Molenberghs y Verbeke, 2005) con tres
factores: Parcela, Trampa, Afio y la interaccion Afio x Parcela, asumiendo que la
variable de interés (nimero de pulgones viruliferos) sigue una distribucion binomial.

Ademas, se compar6 el nimero de pulgones PPV-viruliferos visitantes entre
los dos patrones estudiados en la parcela de Lliria mediante test de hipétesis nula,
admitiendo que la variable estudiada (porcentaje de pulgones viruliferos) sigue una
distribucion binomial.

En el estudio de la superficie de foliar de aterrizaje disponible para los
pulgones en cada uno de los patrones empleados se utilizo la técnica ANOVA con un
modelo mixto con dos factores (Patrén y Mes) junto con su interaccion permitiendo
que las varianzas de cada combinacidn Patrén x Mes puedan ser diferentes. Se utiliz6
el método de Kenward y Roger (1997) para la estimacion de los grados de libertad.
Si la interaccién Mes x Patrdn fue significativa, los datos se analizaron mes a mes
aplicando un andlisis de la varianza (ANOVA) clasico con homogeneidad de
varianzas. En el caso de los datos de la parcela de Carlet se aplicd la correccion de
Bonferroni (Bonferroni, 1936) al comparar las variedades entre si para protegernos
del error de Tipo-I.
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Todos los analisis se realizaron con el programa para PC, SAS 9.2.
4.4 RESULTADOS
4.4.1 Incidencia viral

No se detectdé PPV en los analisis realizados tras la plantacién de ambas
parcelas. En las Tabla 4.1 y 4.2 se pueden observar los resultados obtenidos mediante
ELISA-DASI y “Spot” RT-PCR a tiempo real en ambas parcelas estudiadas.

En abril de 2008, después de dos afios de cultivo, se encontraron diferencias
significativas en la incidencia viral de PPV entre los diferentes patrones de frutales
de hueso ensayados en la parcela situada en Lliria con una alta densidad de inéculo
(Tabla 4.1). Tras los analisis mediante ELISA-DASI y “Spot” RT-PCR a tiempo real
(se dan la proporcién de plantas infectadas con su respectivo error estandar de ambos
datos entre paréntesis, respectivamente) los patrones Mariana GF8-1 (0,960 + 0,020
y 0,982 + 0,009) y Adesoto 101 (0,969 + 0,025 y 0,969 + 0,022) fueron los mas
susceptible a la infeccion natural por PPV. La alta susceptibilidad de estos patrones
fue seguida por Nemaguard (0,612 + 0,103; 0,637 + 0,052) y Mirobolan 29C (0,313
+0,102; 0,384 + 0,068). Cadaman y Garnem presentaron el menor nimero de plantas
infectadas por PPV, s6lo detectables mediante “Spot” RT-PCR a tiempo real. En
mayo de 2007 esta tendencia en la susceptibilidad de los distintos patrones ya era
patente (Tabla 4.1), encontrandose diferencias significativas entre ellos. Sin
embargo, en octubre 2006 sdlo se encontraron diferencias significativas en la
incidencia viral entre los patrones Cadaman y Garnem con el resto de patrones
evaluados cuando el analisis se realizé mediante ELISA-DASI.

No se encontraron diferencias en la susceptibilidad a PPV-D entre los
patrones de frutales de hueso ensayados después de un afio y medio de cultivo en la
parcela situada en Carlet, con una baja densidad de indculo (Tabla 4.2). PPV fue
Unicamente detectado en dos plantas de Adesoto 101 por ELISA-DASI después de
seis meses de cultivo. Esta incidencia aumentd al final de la experiencia en
noviembre de 2007 cuando se analiz6 tanto por ELISA-DASI como por “Spot” RT-
PCR a tiempo real. PPV sélo fue detectado en plantas de los patrones Adesoto 101 y
Nemaguard (Tabla 4.2).
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Tabla 4.2: Susceptibilidad de diferentes patrones de frutales de hueso a
la infeccién natural por Plum pox virus tipo D bajo una baja densidad de
indculo (parcela situada en Carlet)?, determinada mediante anélisis por ELISA-
DASI y “Spot” RT-PCR a tiempo real

Noviembre 2006 Noviembre 2007

Patron ELISA-DASI® “Spot” r-t°  ELISA-DASI “Spot” r-t
Mariana GF8-1 0/222° n.d’ 0/240 0/240
Adesoto 101 2/231 n.d 3/216 41216
Nemaguard 0/174 n.d 1/159 1/159
Mirobolan 29C 0/225 n.d 0/205 0/205
Cadaman 0/261 n.d 0/260 0/260
Garnem 0/228 n.d 0/169 0/169
Total 2/1366 n.d 411249 5/1249

®Parcela localizada en Carlet, Valencia, en una zona con aproximadamente un 5% de
incidencia de PPV

PELISA-DASI y ““Spot” RT-PCR a tiempo real

“Ntmero de plantas infectadas por PPV / Nimero de plantas analizadas

9No determinado

4.4.2 Caracterizacion de los aislados de PPV presentes en la parcela

Los 11 aislados recogidos de los patrones infectados de ambas parcelas,
reaccionaron con el anticuerpo monoclonal universal 5B-1VIA, pero no reaccionaron
con los anticuerpos monoclonales especificos para caracterizacion de tipos M, Rec,
EA y C: AL, EA24, TUV y AC. Ocho de los once aislados reaccionaron contra el
anticuerpo monocloanal 4DG5. Los once aislados fueron amplificados al analizarlos
por RT-PCR a tiempo real usando la sonda universal PPV-U y la especifica para
PPV-D (MGB-D), mientras que no se produjo amplificacién con la sonda especifica
para PPV-M (MGB-M).
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4.4.3 Estudio de la relacion de algunos de los factores que condicionan la
incidencia de la infeccién viral

4.4.3.1 Estima de la poblacion de pulgones visitantes y porcentaje de
individuos viruliferos

4.4.3.1.1 Capturas mediante trampas Moericke

El nimero de pulgones capturados en las parcelas de Lliria y Carlet durante el
periodo que dur6 el muestro mediante trampas amarillas de Moericke se indica en la
Tabla 4.3. El nimero de pulgones en ambas parcelas fue similar: 5.582 en Lliria y
5.265 en Carlet.

La especie méas capturada en ambas parcelas mediante el método de trampa
de Moericke fue Aphis spiraecola. El 97% de los pulgones capturados
correspondieron a esta especie en la parcela situada en Lliria y el 93% en la situada
en Carlet.

El mes de mayo resultdé ser el mes con un mayor nimero de capturas en
ambas localidades y en ambos afios muestreados. Sin embargo, el porcentaje de
capturas vario segun la parcela y el afio (Tabla 4.3). En Lliria el 76% de las capturas
mediante trampa Moericke se produjeron en mayo de 2006, el 17% en mayo de
2007, siendo inferiores al 1,2% el resto de meses. En Carlet el 69% de las capturas
mediante trampa Moericke se produjeron en mayo de 2007, el 10% en mayo el 2006,
el 8% en el mes de enero 2007, el 7% en abril 2007 y el resto de meses el nimero de
capturas representd porcentajes muy inferiores.
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4.4.3.1.2 Capturas mediante el método de la planta pegajosa

En la Tabla 4.4 se muestran el nimero y porcentaje de pulgones por especie
capturados mediante el método de la planta pegajosa durante los meses de mayo de
2006 y 2007 en ambas parcelas.

Tabla 4.4: Numero y porcentaje de pulgones capturados mediante el
método de la planta pegajosa en las parcelas de Lliria y Carlet durante los
altimos 10 dias de los meses de mayo de 2006 y 2007

Alta densidad de indculo®  Baja densidad de inéculo®

Especie Mayo 2006 Mayo 2007 Mayo 2006 Mayo 2007
Aphis spiraecola 108 (53,20%) 34 (66,67%) 19 (40,43%) 394 (57,35%)
A. gossypii 3 (1,48%) 4 (7,84%) 7 (14,89%) 83 (12,08%)
Hyalopterus pruni 46 (22,66%) 1 (1,96%) 8 (17,02%) 78 (11,35%)
A.fabae 9 (4,43%) 0 (0%) 2 (4,26%) 3 (0,44%)
Myzus persicae 8 (3,94%) 0 (0%) 3 (6,38%) 2 (0,29%)
Brachycaudus helichrysi 2 (0,98%) 0 (0%) 2 (4,26%) 32 (4,66%)
A.craccivora 1 (0,49% 1 (1,96%) 3 (6,38%) 3 (0,44%)
Otros 26 (12,81%) 11 (21,57%) 3(6,38%) 92 (13,39%)
Total 203 51 47 687

# parcela situada en Lliria (Valencia) en un zona con aproximadamente un 90% de
incidencia de PPV. Se colocaron cinco plantas pegajosas de los patrones Nemaguard y
Mariana GF8-1, respectivamente (10 plantas)

b Parcela situada en Carlet (Valencia), en una zona con aproximadamente un 5% de
incidencia de PPV. Se colocaron cinco plantas pegajosas por cada patron estudiado (30
plantas)

El nimero y porcentaje de individuos capturados mediante el método de la
planta pegajosa en las parcelas de Lliria y Carlet durante un periodo vegetativo
(2006) y mayo de 2007, clasificandose en las especies vectoras Aphis spiraecola, A.
gossypii y “otros pulgones” se muestra en la Tabla 4.5. En Lliria el nimero total de
pulgones capturados en un total de 10 plantas durante el periodo muestreado, fue de
412. En Carlet, los pulgones recogidos en un total de 30 plantas fueron 871.

La especie mas abundante en la parcela de Lliria y de Carlet, con unos
porcentaje muy similares, fue A. spiraecola con el 58% y el 57% del total de las
capturas mediante el método de la planta pegajosa, respectivamente. A. gossypii
representd el 4% y el 12% de las capturas totales en las parcelas de Lliria y Carlet,
respectivamente. Otra especie abundante en ambas parcelas, fue Hyalopterus pruni
(Geoffroy) (Tabla 4.4).
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En las Tablas 4.6a, 4.6b, 4.7a y 4.7b se muestra el nimero y porcentaje de
pulgones totales y de las especies vectoras A. spiraecola y A. gossypii,
respectivamente, que aterrizan sobre 5 plantas de cada uno de los diferentes patrones
ensayados en ambas parcelas.

En la parcela situada en Lliria el 58% de los pulgones totales visitantes lo
hacen sobre Mariana GF8-1 y el 42% sobre Nemaguard (Tabla 4.6a). El 60% de los
pulgones pertenecientes a las especies vectoras A. spiraecola y A. gossypii
aterrizaron sobre plantas del patrén Mariana GF8-1, mientras el 40% lo hicieron
sobre plantas del patron Nemaguard (Tabla 4.6b). No se encontraron diferencias
significativas en el nimero total de pulgones, ni en el nimero de pulgones de las
especies vectoras A. spiraecola y A. gossypii que visitaron una planta de cualquiera
de los dos patrones estudiados en los meses muestreados (Tablas 4.6a y 4.6b).

En la parcela situada en Carlet el patron mas visitado fue Mariana GF8-1
(26,75% de las capturas), mientras que el menos visitado fue Adesoto 101 (7% de las
capturas) (Tabla 4.7a). En Carlet, el patron con mas pulgones visitantes de las
especies A. spiraecola y A. gossypii fue Mariana GF8-1 (31,85%) siendo el patron
menos visitado Adesoto 101 (6,77%). No se obtuvieron diferencias significativas
entre el nimero de pulgones totales visitantes que aterrizan en cada patrén en
ninguno de los meses muestreados (Tabla 4.7a). Sin embargo, si que se obtuvieron
diferencias significativas en el nimero de pulgones visitantes de las especies A.
spiraecola y A. gossypii entre los patrones Mariana GF8-1 y Cadaman en el mes de
mayo 2007 (Tabla 4.7b).
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En las Tablas 4.8 y 4.9, se presentan las estimas del nimero total de pulgones
y del nimero de pulgones de las especies vectoras A. spiraecola y A. gossypii que
visitaron cada uno de los patrones ensayados a lo largo de un periodo vegetativo.

En Lliria se estimé que una planta de Mariana GF8-1 fue visitada por un total
129,6 pulgones y 87 pulgones visitaron una de Nemaguard durante el mismo periodo
vegetativo (Tabla 4.8).

En Carlet los patrones mas visitados durante el mismo periodo fueron
Cadaman y Garnem con 34,2 y 30,6 pulgones visitantes por planta, respectivamente
(Tabla 4.8). Los patrones que recibieron un nimero menor de visitas fueron Adesoto
101 con 3,6 y Mirobolan 29C con 2,4 pulgones por planta, respectivamente.

Con los datos expuestos en las Tablas 4.8 y 4.9 se ha estimado que el nimero
de pulgones totales que visitaron una planta de vivero en la parcela de Lliria durante
el mes mayo de dos afios consecutivos (2006-07) fue de 38,1 pulgones, mientras que
en la parcela situada en Carlet fue de 36,7. De la misma forma, el nimero de
pulgones pertenecientes a las especies vectoras A. spiraecola y A. gossypii que
visitaron cualquier patrén en el mes de mayo fue de 22,35 pulgones en Llira, y de
25,15 en Carlet.
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En la Tabla 4.10 se puede observar el nimero de pulgones totales clasificados
por la zona de la planta donde aterrizan. Se observa que en los primeros meses de
plantacion los pulgones pueden aterrizar en las partes lefiosas de la planta, pero a
partir del mes de mayo los pulgones muestran una clara predileccion por las parte
foliar de la planta, asi el 83,50% Yy el 95,87% de los pulgones capturados aterrizaron
sobre la parte foliar de la planta en las parcelas de Lliria y Carlet, respectivamente.

Tabla 4.10: Namero y porcentaje de pulgones capturados durante los
altimos diez dias de cada mes en las parcelad de Lliria y Carlet, clasificados
segun la parte de la planta donde aterrizaron

Alta densidad de inéculoa Baja densidad de inc')culob
Mes Hojasc Madera zod Madera 1oe Total Hojas Madera2® Maderal® Total
Abril 2006 3 n_df 39 42 nd nd nd nd
Mayo 2006 182 nd 21 203 36 n.d 11 47
Junio 2006 9 nd 0 9 nd n.d nd n.d
Julio 2006 29 nd 0 29 18 n.d 0 18
Agosto 2006 18 1 0 19 48 0 6 54
Septiembre 2006 27 2 0 29 50 2 0 52
Octubre 2006 11 0 0 11 nd n.d n.d n.d
Noviembre 2006 19 0 0 19 0 7 1 8
Diciembre 2006 0 0 0 0 nd nd nd n.d
Enero 2007 0 0 0 0 0 5 0 5
Febrero 2007 0 0 0 0 nd n.d nd n.d
Mayo 2007 46 5 0 51 683 4 0 687
Total 344 8 60 412 835 18 18 871
% Capturas / Zona 83,50% 1,94% 14,56% 9587%  2,07% 2,07%

®Parcela situada en Lliria (Valencia), en un area con un 90% de incidencia de PPV
aproximadamente. Se colocaron 5 plantas pegajosas en los patrones Nemaguard y Mariana
GF8-1, respectivamente (10 plantas)

bparcela situada en Carlet (Valencia), en un area con un 5% de incidencia de PPV
aproximadamente. Se colocaron 5 plantas pegajosas por cada patrén estudiado (30 plantas)
¢ Hojas + superficie de brotes no lignificada

d Superficie lignificada (concepto aplicado a partir del mes de agosto)

® Tronco hasta la primera ramificacion

f .

No determinado
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4.4.3.1.3 Estima del numero de pulgones viruliferos en las parcelas
experimentales

En la Tabla 4.11 se indica el nimero de pulgones analizados mediante
“Squash” RT-PCR a tiempo real y el nimero de pulgones PPV-viruliferos obtenidos
en ambas parcelas.

Tabla 4.11: Numero de pulgones viruliferos y nimero de pulgones totales
analizados mediante “Squash” RT-PCR a tiempo real capturados mediante
trampas de Moericke o planta pegajosa en las parcelas localizadas en Lliria y
Carlet

Lliria (Alta densidad de indculo)

Mayo 2006 Mayo 2007
Moericke Planta pegajosa Moericke Planta pegajosa
Aphis spiraecola  2/126%(1,59%) 56/108 (51,85%) 22/128 (17,19%) 4/34 (11,76%)
A.gossypii 0/0 (0,00%) 2/3 (66,66) 0/0 (0,00%) 0/4 (0,00%)
Total 2/126 (1,59%) 58/111 (52,25%) 22/128 (17,19%) 4/38 (10,53%)
Total parcela 58/111 (52,25%) 26/166 (15,66%)
Media 84/277 (30,32%)

Carlet (Baja densidad de inoculo)

Mayo 2006 Mayo 2007
Moericke Planta pegajosa Moericke Planta pegajosa
A.spiraecola 11/129 (8,52%)  1/16 (6,25%) 2/41 (4,88%) 8/89 (8,99%)
A.gossypii 2/10 (20%) 1/10 (10%) 0/0 (0,00%) 1/31 (3,22%)
Total 13/139 (9,35%)  2/26 (7,69%) 2/41 (4,88%) 9/120 (7,50%)
Total parcela 15/165 (9,09%) 11/161 (6,83%)
Media 26/326 (7,98%)

& Ntimero total de pulgones PPV-viruliferos / NGmero total de pulgones analizados

El porcentaje de pulgones PPV-viruliferos capturados en la parcela de Lliria
en mayo de 2006 mediante trampa de Moericke fue muy inferior (1,59%) al
porcentaje obtenido en la misma parcela mediante planta pegajosa (52,25%). Este
bajo porcentaje de pulgones viruliferos no se corresponde con la alta incidencia viral
observada en el cultivo y no es consistente con la proximidad de una parcela con una
alta densidad de indculo. Por ello, se considerd que el bajo porcentaje de deteccion
de PPV en pulgones capturados en la zona en mayo 2006 con trampa Moericke se
debié a algun tipo de problema en los procesos de conservacion o deteccion y se
decidié tener Gnicamente en cuenta el valor obtenido con los pulgones capturados en
la planta pegajosa.

En la zona con una alta densidad de in6culo el porcentaje medio de
individuos viruliferos que sobrevuelan y aterrizan sobre un bloque de plantas de
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vivero es superior (30,32%) al obtenido en una zona con baja densidad de in6culo
(7,98%).

La existencia de diferencias significativas en el numero de pulgones
viruliferos detectados mediante trampa de Moericke o planta pegajosa y entre el
porcentaje de individuos PPV-viruliferos presentes en ambas parcelas se estudio
mediante un modelo lineal generalizado admitiendo que la variable estudiada
(porcentaje de individuos viruliferos) se distribuia como una distribucién binomial
(Tabla 4.12).

Tabla 4.12: Resumen salida del programa SAS en el andlisis del nimero
de pulgones PPV-viruliferos presentes en ambas parcelas en el mes de mayo de
dos afios consecutivos (2006-07). Comparacién del nimero de pulgones PPV-
viruliferos segun el método de muestreo.

Efecto g.l. numerador g.l. denominador F-Valor Pr>F?
Parcela 1 2 42,55 0,0227
Trampa 1 2 0,30 0,6387

Ao 1 2 17,40  0,0529
Parcela x Afio 1 2 594  0,1351

& (Pr > F) < 0,05 indica diferencias significativas de acuerdo a un modelo lineal
generalizado siguiendo una distribucion binomial.

No se encontraron diferencias significativas entre el nimero de pulgones
PPV-viruliferos detectados segln el método de captura. Sin embargo, se observaron
diferencias en el numero de pulgones PPV-viruliferos presentes entre ambas
parcelas.

En la Tabla 4.13 se muestra el nimero de pulgones capturados mediante el
método de la planta pegajosa, analizados mediante “Squash” RT-PCR a tiempo real y
el patron donde fueron capturados.

Se realiz6 una comparacién del ndmero de pulgones PPV-viruliferos
visitantes entre los patrones Nemaguard y Mariana GF8-1 en la parcela de Lliria
mediante el test de hipotesis nula, admitiendo que la variable estudiada (porcentaje
de pulgones PPV-viruliferos) sigue una distribucion binomial. No se obtuvieron
diferencias significativas entre el nimero de pulgones viruliferos que aterrizaron en
un patron o en otro. En la parcela de Carlet no se pudo realizar ningin analisis
estadistico debido al bajo nimero de pulgones viruliferos encontrados, pero se puede
observar como en todos los patrones estudiados, exceptuando Mirobolan 29C,
aterrizaron pulgones viruliferos.
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Tabla 4.13. Numero de pulgones capturados mediante el método de la
planta pegajosa, clasificados segin el patron donde fueron capturados y
analizados mediante “Squash” RT-PCR a tiempo real en las parcelas
localizadas en Lliria y Carlet. Comparacion del nidmero de pulgones PPV-
viruliferos que visitaron una planta de Nemaguard o de Mariana GF8-1 en
Lliria

Lliria (Alta densidad de indculo)
Mayo 2006 Mayo 2007

Nemaguard 18/42° (42,86%) a°  3/26 (11,54%) a
Mariana GF8-1  40/69 (57,97%)a  1/12 (8,33%) a

Carlet (Baja densidad de in6culo)

Mayo 2006 Mayo 2007
Nemaguard 0/0 (0,00%) 3/20 (15,00%)
Mariana GF8-1 0/24 (0,00%) 1/20 (5,00%)
Adesoto 101 0/0 (0,00%) 2/20 (10,00%)
Cadaman 2/2 (100%) 1/20 (5,00%)
Mirobolan 29C 0/0 (0,00%) 0/20 (0,00%)
Garnem 0/0 (0,00%) 2/20 (10,00%)

& Ntmero de pulgones PPV-viruliferos / N(imero total de pulgones analizados
b etras diferentes en la misma columna muestran diferencias significativas (p < 0.05) de
acuerdo con test de hip6tesis nula (la variable de estudio sigue una distribucion binomial)
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4.4.3.2 Estima de la superficie foliar de aterrizaje para los pulgones
4.4.3.2.1 Parcela situada en Lliria

La estima de la superficie foliar disponible para los pulgones en los patrones
Nemaguard y Mariana GF8-1 en la parcela situada en Lliria, durante un ciclo
vegetativo (2006) y mayo de 2007 se puede ver en la Figura 4.1.

Figura 4.1: Estima de la superficie foliar (m?) de una planta de vivero de
los patrones Nemaguard y Mariana GF8-1 a lo largo de un ciclo vegetativo
(2006) y mayo 2007
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La superficie foliar fue aumentando en ambos patrones desde la brotacion
apreciandose un ligero descenso en agosto. En el mes de septiembre siguidé su
progresion hasta el otofio donde la caida de hojas motivo un claro descenso de la
superficie foliar por planta. Se observa que el patrdn Mariana GF8-1 desarrollé una
superficie foliar superior al patron Nemaguard a lo largo de todo un ciclo vegetativo
(2006), exceptuando los primeros meses. La maxima superficie foliar para ambos
patrones se dio en septiembre. En ambos patrones a partir del mes de septiembre la
superficie foliar disminuyo, aunque de forma distinta. La superficie foliar media en
un patrén Mariana GF8-1 fue superior en octubre que la de un patrén Nemaguard.
De la misma forma, la estima de la superficie foliar para el patron Mariana GF8-1 en
mayo 2007 fue superior a la estimacion correspondiente al patrén Nemaguard en el
mismo periodo de tiempo. En ambos patrones la superficie foliar estimada en mayo
2007 fue superior a la estimada en cualquiera de los anteriores meses muestreados en
el primer afo de cultivo (Figura 4.1).
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Se realiz6 un analisis de la varianza (ANOVA) con los datos de superficie
foliar del afio 2006 y de mayo de 2007 de ambos patrones, mediante un modelo
mixto, con dos factores (Mes y Patron), permitiendo que las varianzas de cada
combinacion Patrén x Mes fueran diferentes. Los factores estudiados (Mes y Patrén)
y su interaccion presentaron diferencias significativas (Tabla 4.14).

Tabla 4.14: Resumen de la salida del programa SAS, para el analisis (ANOVA
modelo mixto) de la superficie foliar de aterrizaje en los patrones Nemaguard y
Mariana GF81 cultivados en Lliria durante un ciclo vegetativo (2006) y mayo de
2007

Efecto g.l. numerador g.l. denominador F-Valor Pr>F?

Patron 1 72 2298 <.0001
Mes 8 72 4575 <.0001
Mes x Patrén 8 72 6,18 <.0001

& (Pr > F) < 0,05 indica diferencias significativas con la técnica ANOVA (n=5) mediante un
modelo mixto

Al detectarse la interaccion como significativa se realizd un andlisis mes a
mes (Tabla 4.15). En este caso, un analisis ANOVA clésico, ya que la variabilidad
aumenta con el paso del tiempo pero dentro de un mes las varianzas son mas
homogéneas. Como se puede apreciar en la Tabla 4.14 existen diferencias
significativas entre ambos patrones en su superficie foliar en los meses de abril,
octubre y noviembre del 2006 y mayo de 2007.
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4.4.3.2.2 Parcela situada en Carlet

La estima de la superficie foliar disponible para el aterrizaje de los pulgones
en una planta de vivero de los patrones ensayados en Carlet, durante un ciclo
vegetativo (2006) y mayo 2007 se indica en la Figura 4.2.

Figura 4.2: Estima de la superficie foliar de aterrizaje (m?) de una planta
de vivero de los patrones estudiados en la parcela de Carlet a lo largo de un
ciclo vegetativo (2006) y mayo 2007.
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En la Figura 4.2 se puede observar que los patrones Garnem y Nemaguard
alcanzaron su maxima superficie foliar en septiembre de 2006. Las superficies
foliares del resto de los patrones descendieron a partir del mes de agosto. Hay que
destacar que el patron Cadaman es el que brot6 antes. También hay que destacar que
el patron Adesoto 101 fue el patron con un crecimiento mas lento.

Los patrones Cadaman y Garnem presentaron las superficies foliares mayores
en las mediciones realizadas en mayo del segundo afio de cultivo (2007). La
superficie foliar del patron Adesoto 101 no se pudo medir en mayo de 2007 por
presentarse infestacién de pulgdn en la parcela que provocé severas distorsiones en
las hojas de las plantas de este patrén que impidieron su medida.

Se realiz6 el mismo tipo de analisis detallado anteriormente para la parcela de
Lliria, detectandose diferencias significativas entre los factores Patron y Mes, asi
como en su interaccion (Tabla 4.16).
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Tabla 4.16: Resumen salida programa SAS, para el analisis (ANOVA

modelo mixto) de la superficie foliar de aterrizaje en Carlet durante un ciclo
venetativn

Efecto g.l. numerador g.l. denominador F-Valor pr>F?

Patrén 5 73,4 9,27  <.0001
Mes 6 124 43,98 <.0001
Mes x Patron 29 108 481  <.0001

4(Pr > F) < 0,05 indica diferencias significativas con la técnica ANOVA (n=5) mediante un
modelo mixto

Con estos resultados, al igual que en la parcela de Lliria, se realiz6 de nuevo
un ANOVA clésico pero tomando los datos mes a mes y aplicando la correccion de
Bonferroni al comparar las variedades entre si. Los resultados se exponen en la
Tabla 4.17. Se encontraron diferencias significativas en la superficie foliar entre los
patrones Cadaman y Adesoto 101 en los meses de mayo y junio. Ademas se
encontraron diferencias significativas entre los patrones Garnem y Nemaguard y el
resto en el mes de septiembre. En el resto de meses no se detectaron diferencias
significativas en la superficie foliar entre los patrones.
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4.4.3.3 Relacion entre la superficie de aterrizaje disponible para los pulgones y el
namero de pulgones visitantes

Si se relaciona el nimero estimado de pulgones que mensualmente visitan
una planta de vivero con la superficie foliar o de aterrizaje estimada se obtiene una
estima del nimero de pulgones que visitan o aterrizan en una planta de vivero
mensualmente (n° pulgones/m?) (Tabla 4.18).

En los meses de abril y mayo del primer afio de estudio (2006) en Lliria se
obtuvo el mayor nimero de pulgones estimados por unidad de superficie en ambos
patrones (Nemaguard y Mariana GF8-1). En la parcela de Carlet el mayor nimero
de visitas de pulgones por unidad de superficie se produjo en el patron Mariana GF8-
1y en el mes de mayo, contabilizandose 74.827 y 41.895 pulgones/m? de superficie
foliar, respectivamente para los afios 2006 y 2007.
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4.5 DISCUSION

La epidemiologia de un virus fitopatdgeno depende, junto con otros factores,
de las caracteristicas del aislado viral presente en el cultivo. En la caracterizacion
serolégica y molecular realizada con material infectado recogido en las parcelas de
ensayo, todas las muestras analizadas reaccionaron con la sonda universal TagMan y
la especifica MGB-D, pero no se produjo reaccién con la especifica MGB-M. Sin
embargo, y de forma coincidente con lo publicado por Candresse et al. (1998),
algunas de ellas no reaccionaron contra el anticuerpo monoclonal 4DG5 (especifico
del aislado D). A la vista de estos resultados se puede concluir que el aislado viral
presente en las dos parcelas experimentales empleadas en los estudios realizados fue
PPV-D, Unico tipo que se dispersa en la actualidad en Espafia (Cambra et al., 2006a).

La evaluacién de la susceptibilidad natural de diferentes patrones de frutales
de hueso frente a la infeccidn natural por PPV fue realizada en dos areas climaticas
diferentes, continental moderada y mediterranea, ambas localizadas en areas tipicas
de cultivo de frutales de hueso. Para ello, se seleccionaron los patrones de hueso
comerciales mas utilizados y se sometieron experimentalmente a diferentes presiones
de indculo de PPV.

En la parcela situada en una zona con una alta presién de in6culo (Lliria) fue
posible la clasificacion de los patrones ensayados segln su susceptibilidad natural a
la infeccion por PPV. Mariana GF8-1 y Adesoto 101 fueron los mas susceptibles,
seguidos por Nemaguard y Mirobolan 29C. Cadaman y Garnem presentaron un alto
grado de resistencia en las condiciones ecolédgicas ensayadas.

La alta susceptibilidad de los ciruelos frente a PPV es bien conocida y ha
sido descrita desde las primeras citas de la enfermedad (Garcia y Cambra, 2007). Los
datos obtenidos en condiciones naturales de inoculacion por pulgones muestran una
alta susceptibilidad de los ciruelos Mariana GF8-1 y Adesoto 101. Estos resultados
estan de acuerdo con los obtenidos por Rubio et al., (2005) que citaron la alta
susceptibilidad de ambos patrones mediante injerto de inoculacion. Nemaguard
resulté también un patron muy susceptible, aunque menos que Mariana GF8-1 o
Adesoto 101. La gran susceptibilidad de este patron era conocida, ya que se emplea
como planta indicadora para deteccion de PPV (OEPP/EPPO, 2004b).

Bajo las condiciones naturales de los ensayos realizados, Mirobolan 29C
resultd susceptible a la infeccion por PPV con mas del 30% de infeccidn después de
dos afios de ensayo. Aungue es conocido que Prunus cerasifera es susceptible a la
infeccion por PPV (James y Thompson, 2006), diferentes clones de este patron,
como BN 4Kr y Mirobolan 29C, han sido descritos como resistentes a PPV-D
(Minoiu, 1998; Rubio et al., 2005).
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Por otra parte, Cadaman, a pesar de compartir el mismo genotipo que
Nemaguard (P. persica x P. davidiana), mostré un alto grado de resistencia frente a
la infeccion natural de PPV. La resistencia contra PPV de varios clones de P.
davidiana ha sido descrita por Pascal et al. (1998). Sin embargo, Boeglin et al.
(2006) describi6 al patron Cadaman como susceptible después de desafio mediante
injerto de inoculacion con material infectado con PPV-D y PPV-M. En las
condiciones naturales de nuestra experiencia PPV fue detectado en el patron
Cadaman en algunas plantas por “Spot” RT-PCR a tiempo real pero no por ELISA-
DASI, y ademas estas plantas nunca mostraron sintomas. Las discrepancias en los
resultados entre ELISA-DASI y “Spot” RT-PCR a tiempo real podrian ser debidas a
diferentes mecanismos de resistencia natural de la planta frente a PPV-D como:
restriccion del virus en el punto u 6rgano de inoculacion impidiéndose el movimiento
a corta 0 a larga distancia y con ello la infeccion sistémica de la planta o produccion
de una infeccién sistémica con bajo titulo viral (Bruening, 2006). Por lo tanto, se
clasifica a Cadaman como un patrén con una alta resistencia a los aislados de PPV-D
presentes en el rea experimental.

El comportamiento variable del patron Cadaman en la susceptibilidad frente a
PPV cuando es inoculado por injerto o por pulgones viruliferos puede ser debido al
diferente titulo o carga viral inoculada por ambos métodos. La alta carga viral
inoculada por injerto y el continuo aporte de viriones desde el injerto puede
contribuir a romper la posible resistencia frente a PPV del patrén Cadaman. Esta
resistencia podria ser efectiva contra el menor nimero de viriones o titulo viral
inoculado mediante la transmisién por pulgén (Moreno et al., 2009).

Las mismas consideraciones podrian argumentarse con el patron Garnem, en
el que sOlo se detectaron plantas infectadas por PPV mediante “Spot” RT-PCR a
tiempo real y que en ningin momento mostro sintomas. Todo ello pone de
manifiesto la alta resistencia de este patron frente a PPV-D bajo las condiciones
ensayadas de campo. Estos resultados coinciden con la resistencia a PPV de distintos
cultivares de almendro descrita por Rubio et al., (2003).

Con una baja densidad de indculo, condicion presente en la parcela situada en
Carlet, no fue posible encontrar diferencias en la susceptibilidad de los distintos
patrones analizados frente a PPV. Debido al bajo nivel de indculo presente en la
zona, muy probablemente se hubiera requerido de un disefio estadistico con un
mayor nimero de plantas para detectar diferencias significativas entre los patrones.
Sélo algunas plantas de los patrones mas susceptibles, Adesoto 101 y Nemaguard,
resultaron infectadas.

Los factores que determinan la incidencia viral en el cultivo estan
relacionados, junto con las caracteristicas del aislado viral y la susceptibilidad de la
especie vegetal, con la intensidad vectorial de las especies de pulgones presentes en
el cultivo (Irwin y Ruesink, 1986). La intensidad vectorial, o verdadero riesgo de
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transmision de un virus al cultivo, estd a su vez determinada por dos factores: la
actividad vectorial o nimero de pulgones que visita el cultivo y la propension
vectorial o capacidad de transmision que tiene una especie para transmitir un virus
(que viene también condicionada por el nimero de pulgones viruliferos). Asi, la
determinacion de las especies vectoras presentes en el cultivo es fundamental para
conocer el riesgo de epidemia por parte de un determinado virus.

En este estudio se han evaluado dos métodos diferentes de muestreo para
estimar la poblacién de pulgones en viveros de frutales de hueso (las trampas
amarillas de Moericke y el método de la planta pegajosa). Las capturas realizadas por
ambos métodos muestran que la especie de pulgéon méas abundante en el cultivo en
los dos afios muestreados fue Aphis spiraecola. Esta especie fue descrita
previamente por Cambra et al. (2004, 2006a) como la principal especie vectora de
PPV en condiciones mediterraneas. El periodo con una mayor poblacion de pulgones
en ambas parcelas fue mayo, con distinto nimero de capturas, pero coincidiendo en
el porcentaje relativo de capturas por ambos métodos de muestreo.

El porcentaje de individuos de A. spiraecola, principal especie vectora de
PPV encontrada, capturados por ambos métodos fue muy diferente. La proporcién de
individuos de A. spiraecola capturados por el método de la planta pegajosa durante el
periodo muestreado supuso el 57,77% de las especies capturadas en la parcela con
alta densidad de indculo, situada en Lliria y del 56,83% en la parcela con una baja
densidad de in6culo, situada en Carlet. Por otro lado, el porcentaje de individuos de
esta especie capturados por la trampa de Moericke fue el 96,72% del total de
capturas en la parcela de Lliria y del 93,42% en la parcela de Carlet. Estas
diferencias podrian ser debidas al color amarillo de las trampas de Moericke que
atraen ciertas especies de pulgones como A. spiraecola (Labonne et al., 1989;
Hermoso de Mendoza et al., 1998) o Myzus persicae (Boiteau, 1990; Fereres et al.,
1999). Esto podria sobreestimar la presencia de estas especies de pulgones. No
obstante, este método de muestreo es muy Util para estimar la dindmica de la
poblacion de los pulgones en una cierta zona, habiendo sido empleado en numerosos
trabajos sobre dinamica poblacional de pulgones (Alvarez et al., 2004; Marroquin et
al., 2004; Nebreda et al., 2004). Las especies encontradas en vivero coinciden con los
previamente determinadas en plantaciones comerciales (Cambra et al., 2004; Capote
et al., 2008), aunque no su frecuencia relativa ya que en vivero se capturaron
poblaciones menores de A. gossypii, esto puede ser debido diferentes circunstancias
del cultivo como presencia de enemigos naturales, cambio en los insecticidas
utilizados (Hermoso de Mendoza et al., 1997) o fluctuaciones estacionales de las
poblaciones de pulgones.

El método de la planta pegajosa ha sido usado con éxito para estimar la
poblacién de pulgones visitantes en arboles adultos, tanto de citricos (Cambra et al.,
2000a; Marroquin et at., 2004) como de frutales de hueso (Cambra et al., 2004;
Capote et al., 2008), y ahora por primera vez en plantas de vivero.
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Mediante el método de la planta pegajosa se ha podido estimar el nimero de
pulgones que visitan o aterrizan en una planta de vivero. Una planta de vivero situada
en Lliria durante un periodo vegetativo (abril 2006-febrero 2007) fue visitada como
media por 108,3 pulgones. Asi, una hectéarea de vivero de arboles frutales situada en
la zona de Lliria seria visitada por un numero de pulgones que oscilaria entre
4.332.000 y 7.581.000 dependiendo de la densidad de plantacién (40.000-70.000
plantas/ha, comunicacion personal Teresa Orero, Viveros Orero). Mientras en la
parcela situada en Carlet se estimaron 18,4 pulgones/planta (736.000-1.288.000
pulgones/ha). A priori, podria pensarse que existe gran diferencia en el nimero de
pulgones que visita una planta de vivero en ambas parcelas. Estas diferencias podrian
deberse a dos motivos: la ausencia de algunos datos en la parcela de Carlet debido a
la no recoleccion de muestras en esos meses y, en mayor medida, a las diferencias en
el nimero de pulgones capturados entre ambas parcelas en mayo de 2006. Asi, el
namero de pulgones estimados que aterrizan en una planta de vivero en la parcela de
Lliria en mayo de 2006 fue mas de 10 veces superior a los estimados en la parcela de
Carlet (60,9 pulgones/planta en Lliria y 4,7 pulgones/planta en Carlet). Por ello, si se
comparan los datos medios de la estima de pulgones que visitan una planta de vivero
en mayo de los afios 2006 y 2007 entre ambas parcelas, se obtiene que el valor medio
estimado en la parcela de Lliria fue de 38,1 pulgones/planta y en Carlet 36,7
pulgones/planta, valores muy similares en ambas parcelas. Esto nos indica que el
namero de pulgones visitantes en ambas parcelas a lo largo del periodo muestreado
fue muy similar. Este Gltimo dato es corroborado por las capturas obtenidas mediante
la trampa de Moericke en ambas parcelas durante el periodo muestreado (5.582
pulgones capturados en la parcela de Lliria, y 5.265 en la parcela de Carlet).

Las especies y el nimero de pulgones visitantes en ambas parcelas fueron
muy similares. Por tanto, la diferencia en la incidencia viral final entre ambas
parcelas puede deberse en primer lugar a las distintas presiones de indculo presentes
en las distintas zonas Yy, en segundo lugar, al nimero de plantas infectadas dentro del
cultivo, que actuarian también como fuente secundaria de inéculo facilitando la
dispersion secundaria del virus. Esto se refleja en el nimero de pulgones viruliferos
que visitan una planta de vivero y/o sobrevuelan la zona.

Las epidemias de virus no persistentes se caracterizan por lo general por
corresponderse con epidemias policiclicas, el patégeno puede multiplicarse durante
varias generaciones en el curso de una misma epidemia y siguen un modelo de
dispersion logistico o de Gompetz. Se caracterizan por un aporte inicial de in6culo
(infeccion primaria) seguido por una dispersion secundaria del virus mediante
vectores (Thresh, 1976).

El aterrizaje o visita de especies no colonizadoras del cultivo es la principal
causa de dispersion de los virus no persistentes (Raccah et al., 1985; Pérez et al.,
1995). La migracion de pulgones procedentes de otras zonas de cultivo o “transient
vectors” (Irwin et al., 2007; Fereres y Moreno, 2009) es un factor importante a
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considerar en la dispersion de virus no persistentes. La presencia de una parcela de
ciruelo japonés con un 90% de infeccion por PPV, explicaria la diferencia en el
porcentaje de individuos viruliferos entre ambas parcelas.

El namero medio de pulgones PPV-viruliferos de las principales especies
vectoras A. spiraecola y A. gossypii, en la parcela de Lliria (alta densidad de indculo)
en el mes de mayo fue del 30,32% (muy similar al obtenido por Capote et al. (2008)
en la misma zona en mayo de 2005 (27,50%). En la parcela de Carlet (con una baja
de densidad de indculo) esta estima supuso el 7,98%. Conociendo estos valores y
conociendo también el namero medio de pulgones estimado de estas especies que
visitan una planta de vivero durante el mes de mayo (de los dos afios muestreados)
(22,35 pulgones/planta en Lliria y 25,15 pulgones/planta en Carlet), se puede estimar
el porcentaje de pulgones PPV-viruliferos que visitan una hectérea de vivero de
frutales de hueso. Asi se estima que la media de pulgones PPV-viruliferos que
aterrizarian en una hectarea de vivero de frutales de hueso en la zona de Lliria
durante mayo oscilaria entre 271.060-474.356 pulgones/ha, dependiendo de la
densidad de plantacion. En la zona de Carlet este nimero oscilaria entre 80.279-
140.488 pulgones/ha. En las condiciones de este estudio el nimero de pulgones PPV-
viruliferos estimados en una parcela con una alta densidad de indculo triplica al
namero de pulgones PPV-viruliferos estimados en una parcela con una baja densidad
de indculo.

Se puede observar que en la parcela situada en Lliria el nimero de individuos
PPV-viruliferos descendid notablemente entre mayo 2006 y mayo 2007. Esto puede
ser debido a la disminucion de la poblacion de pulgones, en especial de A.
spiraecola, presente en la zona. Esto queda reflejado en la reduccion de capturas
mediante la trampa de Moericke. Ademas, esto coincide con una reduccion de la
actividad vectorial corroborada por la reduccion en el numero de pulgones
capturados mediante el método de la planta pegajosa. Todo ello estaria de acuerdo
con los modelos de prediccion de enfermedad para virus no persistentes (Marcus y
Raccah, 1986; Madden et al., 1990; Madden et al., 2000), que proponen que el
nimero de pulgones infecciosos (viruliferos) por planta, es directamente
proporcional a la densidad vectorial por planta y se relaciona con el namero de
plantas infectadas. Ademas, en nuestro caso particular, una disminucion de la
actividad vectorial puede traducirse en un menor transito de pulgones procedentes de
la parcela vecina con una alta infeccion por PPV que implicaria un menor porcentaje
de individuos viruliferos visitantes del vivero experimental.

Los resultados obtenidos no permitieron detectar diferencias significativas en
el nimero de pulgones que aterrizaron entre los diferentes patrones estudiados,
excepto en mayo 2007 en Carlet, entre los patrones Cadaman y Mariana GF8-1 y
solamente en las especies A. spiraecola y A. gossypii. La no obtencion de diferencias
significativas a lo largo del afo entre los patrones estudiados, puede ser debida al
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pequefio nmero de capturas obtenidas en ambas parcelas, exceptuando los meses de
mayo de 2006 en Lliria y mayo 2007 en Carlet.

Las diferencias significativas en el nimero de capturas de las principales
especies vectoras, entre el patron Mariana GF8-1 (muy susceptible a PPV) y el
patron Cadaman (con alto grado de resistencia a PPV) en mayo 2007, podrian sugerir
que el primero atrae a un mayor nimero de pulgones que el segundo. Este hecho
podria influir en su susceptibilidad natural en campo. Sin embargo, se puede
observar que el nimero de pulgones totales estimados que visitan una planta de los
patrones Garnem y Cadaman (ambos con alto grado de resistencia a PPV) en el afio
2006 en la parcela de Carlet fue mayor que en el resto de patrones. Por otra parte,
Adesoto 101, patron muy susceptible a PPV, fue el menos visitado por los pulgones
en Carlet en 2006.

La no existencia de diferencias significativas en el namero de visitas entre los
patrones estudiados, podria explicarse por el hecho de que los pulgones responden a
los estimulos visuales durante el vuelo (Kring, 1972) y localizan las plantas
huéspedes gracias al contraste entre el suelo y el color verde de las hojas (Kennedy
et al., 1961; Doring et al., 2004). Sin embargo, estas indicaciones visuales no les
permiten distinguir entre plantas huéspedes y no huéspedes (Kennedy et al., 1959;
Compton, 2002). La aceptacion de la planta se realizaria después de aterrizar
mediante estimulos téctiles, olfatorios y gustativos (Fereres y Moreno, 2009).

También se ha observado que no existen diferencias significativas en el
ndamero de pulgones viruliferos que visitan los diferentes patrones de frutales de
hueso ensayados en ambas parcelas. Se han encontrado pulgones viruliferos en todos
los patrones estudiados sin importar su susceptibilidad natural, excepto en Mirobolan
29C. Resultados similares fueron obtenidos por Marroquin et al. (2004) y Capote et
al. (2008) al comparar el nimero de pulgones CTV o PPV-viruliferos, que aterrizan
en arboles adultos de diferentes especies de citricos y de frutales de hueso,
respectivamente.

Con los datos disponibles se puede afirmar que los pulgones visitan al azar
las plantas en un vivero, no existiendo una relacién directa con el tipo de patrén de
frutal de hueso visitado.

Durante mayo de 2007, la poblacién de A. spiraecola en Carlet aumento
desproporcionalmente. Se aprecié como las plantas de Adesoto 101 fueron las mas
afectadas. Esto podria indicar una mayor tendencia de la especie A. spiraecola a
formar colonias en este patron. Este hecho, no implica que Adesoto 101 sea méas o
menos visitado de forma esporéadica por los pulgones, sino que puede ser mejor
huésped que el resto para el establecimiento de colonias. En el proceso de seleccion
de la planta hospedadora, los estimulos gustativos recibidos por el pulgén son
determinantes. Tras la aceptacion de otros estimulos como el color o los volatiles
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emitidos por la planta, los pulgones insertan el estilete “probando” la calidad de la
planta. (Fereres et al., 1999; Fereres y Moreno, 2009). Esta condicion facilita la
dispersion de virus no persistentes, los cuales se adquieren e inoculan en pruebas
cortas superficiales en el tejido epidérmico y mesoéfilo de las plantas (Ng y Falk,
2006; Powell et al., 2006). Una vez seleccionada la planta hospedadora, y si las
condiciones son las favorables como una baja densidad de pulgones y una alta
calidad del huésped, muchas especies de pulgones aumentan la tasa de reproduccion
de la progenie aptera haciendo que la densidad de la colonia aumente (Powell et al.,
2006).

Al principio del ciclo vegetativo de las plantas de vivero, cuando las plantas
son practicamente estaquillas, los pulgones visitan o aterrizan en la parte lefiosa de la
planta debido a la no disponibilidad de tejido foliar. Sin embargo, conforme la planta
crece, los pulgones muestran predileccion por la parte foliar, concentrandose la
totalidad de las capturas en ella. Se puede observar que, cuando la planta carece de
hojas, los pulgones no visitan las plantas de vivero o lo hacen en muy escaso
porcentaje, incluso cuando la presencia de los pulgones en la zona es abundante
como indican las capturas con la trampa de Moericke (enero de 2007 en Carlet).
Enlazado con lo anteriormente comentado sobre preferencia de pulgones y seleccion
de hospedador, esto podria explicarse por el hecho que los pulgones responden a
estimulos visuales, siendo atraidos por objetos de color verde-amarillo (Fereres y
Moreno, 2009). Esto les permite distinguir entre el suelo y el verde las hojas. Cuando
las plantas estdn brotando y aparecen los primeros brotes verdes, los pulgones
podrian distinguir el tejido foliar de la superficie del suelo, siendo atraidos por la
hojas y brotes jovenes. Durante este periodo, la superficie foliar de aterrizaje
disponible para los pulgones en la planta es menor, siendo la densidad de pulgones
por m? de 4rea foliar muy alta. Esto, unido a que la madera adn no esté totalmente
lignificada, hace que la superficie lefiosa sea una buena superficie alternativa para su
aterrizaje durante los primeros estadios del ciclo vegetativo. Por el contrario, en el
periodo previo a la brotacion en la que no hay hojas disponibles, los pulgones no
pueden distinguir entre la planta de vivero y el suelo y no son atraidos por ésta. Todo
ello podria explicar por qué el nimero de capturas de la trampa Moericke, con un
color distinguible por los pulgones, es superior a las de las plantas pegajosas en el
mismo periodo.

Se ha estimado la superficie foliar de aterrizaje disponible para los pulgones a
lo largo de un ciclo vegetativo en una planta de vivero. Se han detectado diferencias
significativas entre los diferentes patrones estudiados segin el mes del afio.
Relacionando la estima del nimero de pulgones visitantes con la estima de la
superficie foliar de aterrizaje (m®) se obtiene la estima de la densidad de pulgones
por m? que visitan una planta de vivero.

En la parcela situada en Lliria la superficie foliar de aterrizaje para los
pulgones siempre fue mayor en el patrén Mariana GF8-1 que en el patron
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Nemaguard, existiendo diferencias significativas entre ambos en los meses de abril,
octubre y noviembre de 2006. Sin embargo, el nimero de pulgones totales visitantes
entre ambos patrones no resulté significativamente diferente. Del mismo modo, en la
parcela situada en Carlet en mayo de 2007, se obtuvieron diferencias significativas
en la superficie foliar entre los patrones Cadaman y Mariana GF8-1, mientras el
namero de pulgones visitantes de las principales especies vectoras fue inversamente
proporcional a la superficie foliar estimada. Por lo tanto, no se ha obtenido una
relacion directa entre el nGmero de pulgones visitantes en una planta de vivero con la
superficie foliar disponible para éstos.

Como era previsible el nimero de pulgones/m® varié entre los diferentes
patrones estudiados, siendo mayor en los meses dénde la actividad vectorial de los
pulgones es mayor, coincidiendo con los meses de menor superficie foliar disponible
para los pulgones (abril y mayo). Por el contrario, en los meses con menor actividad
vectorial disminuy6, ya que coincide con los meses con mayor superficie foliar
disponible.

En resumen, en este capitulo se ha podido evaluar la susceptibilidad natural
de los patrones de frutales de hueso mas utilizados en las condiciones espafiolas
clasificandolos segun su grado de susceptibilidad. EI uso de patrones resistentes o
parcialmente resistentes a PPV-D como Cadaman o Garnem podria ser una estrategia
respetuosa con el medio ambiente, de control del virus del sharka en vivero, en
combinacion con otros métodos como el control fisico o biolégico.

Una estrategia de control, derivada de los resultados obtenidos, seria la
combinacion dentro de un mismo bloque de vivero de patrones susceptibles y
patrones resistentes a la sharka, siempre que las condiciones agrondmicas lo
permitan. De esta forma se disminuiria la probabilidad de que un pulgén virulifero
aterrizase y probase en una planta susceptible y su infectividad se veria reducida al
probar en plantas resistentes en las que liberarian el virus sin consecuencias para el
cultivo (Irwin et al., 1999). Este concepto es el mismo que se utiliza en los cultivos
barrera (Fereres, 2000; Hooks y Fereres, 2006; Cook et al., 2007).

En este Capitulo también se ha estimado el porcentaje y numero de
individuos PPV-viruliferos que sobrevuelan una parcela de vivero en condiciones de
alta y baja densidad de in6culo mediante la técnica “Squash” RT-PCR a tiempo real.
Esta técnica puede ser empleada para la creacién de modelos de prediccion de la
enfermedad como los generados por Irwin y Ruesink (1986), Fereres y Sanchez-Ponz
(2002) o Thackray et al. (2004). En este sentido, ya otras técnicas moleculares como
Nested RT-PCR ya ha sido utilizada con el Virus del mosaico de la lechuga (Lettuce
mosaic virus, LMV; Potyvirus) (Moreno et al., 2007), para el disefio de modelos de
prediccién. Esta técnica también puede ser empleada para la eleccion del
emplazamiento de un vivero. Ninguna planta infectada con PPV puede ser
comercializada (Real Decreto 929/1995) y como se ha observado, con un 8% de
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pulgones PPV- viruliferos en un afio y medio, la probabilidad de infeccion es real.
Por tanto, una parcela de vivero de frutales de hueso, no podria ser localizada en una
zona donde se haya detectado anteriormente la presencia de pulgones PPV-
viruliferos ya que existe la probabilidad de infeccion debido a la existencia de
Prunus infectados que serviran de fuente de indculo.

Todos estos conocimientos sobre la epidemiologia de PPV en bloques de
vivero son fundamentales para el establecimiento de estrategias de control de la
enfermedad eficaces y compatibles con el medio ambiente.
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CAPITULOS5

INCIDENCIA DEL VIRUS DE LATRISTEZA DE LOS
CITRICOS EN BLOQUES DE VIVERO DE Citrus
macrophylla CULTIVADO EN CAMPO

5.1 INTRODUCCION

El virus de la tristeza de los citricos (CTV) produce varios sindromes
dependiendo de la agresividad de los aislados presentes, previamente descritos en el
Capitulo 1 de esta Tesis Doctoral. El sindrome que ha tenido y tiene una mayor
repercusién, producido por todos los aislados, especialmente por los méas agresivos,
es el que le da nombre de “tristeza” caracterizado por un marchitamiento y
decaimiento de la variedad injertada (naranjo dulce, mandarino, pomelo, kumquat o
lima) sobre naranjo amargo o sobre limonero. La consecuencia méas grave es la
muerte del arbol. Por tanto, se trata de una incompatibilidad inducida entre el naranjo
amargo o limonero y la variedad de citrico infectada por CTV injertada sobre ellos.

Las unicas medidas eficaces para evitar la introduccion de CTV en zonas
libres del mismo es la aplicacion de adecuados programas de cuarentena y
certificacion (Navarro et al., 2002). Para ello los métodos de deteccion rapida del
virus son esenciales (Cambra, et al., 2000a). Sin embargo, cuando se ha producido la
introduccién del virus en una zona donde el patron principal de cultivo en citricos es
el naranjo amargo, la Unica solucion es la utilizacion de combinaciones patrén/injerto
resistentes o tolerantes al sindrome de la “tristeza” (Cambra y Moreno, 2000;
Moreno et al., 2008).

La utilizacién de patrones tolerantes o resistentes al sindrome de la tristeza ha
sido fundamental para el control de la enfermedad en Espafia desde su aparicion.
Desde 1975, fecha en la que se inici6 el programa de certificacion, se ha logrado la
reconversion del 95% de la citricultura espafiola, sustituyendo el naranjo amargo
como patrén principal en la citricultura espafiola por combinaciones patrén/injerto
tolerantes a la tristeza.

Los patrones de citricos que inducen combinaciones tolerantes a la tristeza
mas cominmente empleados en Espafia son: los citranges Troyer y Carrizo, el
mandarino Cleopatra, Citrus volkameriana y C. macrophylla. Ademas el naranjo
amargo es utilizado como patrén de limonero puesto que su combinacién es tolerante
a la tristeza. Las caracteristicas de estos patrones fueron previamente descritas en el
Capitulo 1 de esta Tesis Doctoral.
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La utilizacion de estos patrones ha supuesto la continuacion del cultivo de
citricos en nuestro pais. Sin embargo, la posible introduccién de aislados agresivos
de CTV en nuestro territorio pondria en peligro la citricultura espafiola. Este hecho
hace que en vivero, lugar donde se multiplica el material vegetal y principal puerta
de dispersion de enfermedades a larga distancia, la tolerancia al virus de la tristeza
sea cero. Por tanto, no se puede comercializar ningin planton infectado por CTV,
segun regula el Real Decreto 929/1995 y sus posteriores modificaciones.

En este sentido, aunque la epidemiologia del virus de la tristeza de los citricos
en arboles adultos ha sido bien estudiada en diferentes trabajos (Cambra et al.,
2000a; Marroquin et al., 2004), hasta el momento no ha habido trabajos en los que se
estudie la epidemiologia del virus de la tristeza en bloques de vivero en campo.

El patron C. macrophylla es un patrdn susceptible a CTV (Yokomi vy
Garnsey, 1988; Roistacher, 1991; Ballester-Olmos et al., 1993; Cambra et al.,
2000a), aunque las combinaciones sobre €l son tolerantes al sindrome de la tristeza.
Actualmente es el principal patrén utilizado en limonero en la Comunidad
Valenciana y su uso se esta generalizando como patrdn para naranjos y mandarinos,
siendo el segundo patrén de citricos mas comercializado con aproximadamente el
13% de las ventas en la campafia 2006-07 (ISAV, 2007). Este aumento en la
produccion es debido a sus caracteristicas agronémicas, como son buena tolerancia a
la salinidad y a la clorosis e induce una mayor produccién y adelanto de la misma en
la variedad injertada. Sin embargo, si es infectado prematuramente por un aislado
moderado o severo de CTV puede producir enanismo en la planta (Piquer et al.,
2005). Su uso se recomienda en zonas con baja incidencia de CTV, con problemas de
salinidad y para variedades con escasa produccion (Levy y Lifshitz, 1995; Piquer et
al., 2005; Bruessow et al., 2010). Debido a su susceptibilidad, su produccion en
vivero al aire libre es muy probleméatica al ser facilmente infectable mediante
pulgones (Rodriguez et al., 2005). Por ello, conocer la epidemiologia de CTV en
blogues de vivero de C. macrophylla es importante para desarrollar estrategias de
control del virus en vivero e impedir la comercializacion de plantones infectados.

5.2 OBJETIVOS

e Evaluacion de la susceptibilidad a la infeccion natural por CTV en
condiciones de vivero del patron Citus macrophylla en una zona con alta
densidad de inéculo.

e Estudio de la relacion de algunos de los factores que condicionan la
sensibilidad natural a la infeccion: superficie foliar de aterrizaje disponible
para los pulgones, especies de pulgones vectores presentes en el cultivo y
relacion entre la tasa o porcentaje de pulgones viruliferos con la tasa de
infeccion viral.
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5.3 MATERIALES Y METODOS

5.3.1 Localizacion de la parcela

Los estudios planteados se realizaron en una parcela experimental localizada
en el IVIA de Moncada (Valencia). Sus caracteristicas se describen en el Capitulo 3,
Materiales y métodos generales en el apartado 3.1.3.

5.3.2 Muestreo vegetal y evaluacion de la incidencia viral en el cultivo

El muestreo de la parcela para determinar la incidencia viral se realizé en distintos
periodos a lo largo del estudio como se detalla en el apartado 3.2.2 del Capitulo 3,
utilizando la técnica Inmunoimpresion-ELISA, detallada en el apartado 3.3.1.2.1 del
mismo capitulo.

5.3.3 Muestreo de pulgones y deteccion de individuos viruliferos

El muestro de la fauna afidica se realiz6 mediante dos tipos de trampas, las
amarillas de Moericke y de tipo pegajoso (Capitulo 3, apartado 3.5).

Trampa Moericke: Se recogieron las capturas de las trampas desde el
29/3/2006 hasta el 31/5/2007.

Trampa pegajosa: Se rociaron 10 plantas con goma Souverode y se
mantuvieron en el cultivo durante los 10 Gltimos dias de cada mes tal como se detalla
en el Capitulo 3, apartado 3.5.2. Las trampas de tipo pegajoso se pusieron desde abril
2006 hasta febrero 2007.

Los pulgones capturados se conservaron en alcohol etilico al 70% hasta su
identificacion. Estos se clasificaron en tres grupos: Aphis spiraecola, A. gossypii y
otros. Esta clasificacion se debe al hecho que estas dos especies de pulgones sean las
mas abundantes en los citricos valencianos (Hermoso de Mendoza et al., 1997;
Marroquin et al., 2004) y ambas especies son las principales responsables de la
dispersion natural de CTV en Espafia (Cambra et al., 2000a). En mayo 2006, al
observar que era el mes con mayor nimero de capturas, se identificaron los pulgones
segun las especies presentes en los citricos valencianos (Hermoso de Mendoza et al.,
1997), se incluydé la especie Hyalopterus pruni en el estudio al confirmarse su
presencia en la parcela.

La estima del porcentaje de pulgones viruliferos se realiz6 con las especies A.
spiraecola y A. gossypii (Capitulo 3, apartado 3.3.2).
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5.3.4 Medicion de la superficie foliar de aterrizaje para los pulgones

Se tomaron cinco plantas cada mes para medir la superficie foliar o de
aterrizaje para los pulgones, tal y como se detalla en al apartado 3.6 del Capitulo 3.
Las mediciones se efectuaron entre los meses de abril de 2006 a febrero de 2007.
Durante los meses de abril a julio de 2006 la medida del area foliar se realiz6 como
se detalla en el apartado 3.6.1, ya que las plantas estaban poco desarrolladas y no
habian desarrollado ramas. En el resto de meses las mediciones se realizaron como se
detalla en el apartado 3.6.2 (ambos apartados dentro del Capitulo 3 de Materiales y
meétodos generales).

5.3.5. Métodos estadisticos

En el estudio de la superficie foliar o de aterrizaje disponible para los
pulgones en Citrus macrophylla, se utilizé la técnica ANOVA con un modelo mixto
con un factor (Mes), permitiendo la heterogeneidad de varianzas. Se utilizo el
método de Kenward y Roger (1997) para la estima de los grados de libertad. En la
comparacion de todos los meses entre si se utilizd la correccion de Bonferroni
(Bonferroni, 1936) para proteger al andlisis del error de Tipo I. Se utiliz6 el
programa para PC, SAS.9.2.
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5.4 RESULTADOS
5.4.1 Incidencia viral

No se detectd la presencia de CTV en la parcela después de su plantacion
mediante Inmunoimpresién-ELISA. En la Tabla 5.1 se presenta la incidencia de
CTV alcanzada en la parcela entre las plantas que no fueron tratadas con aceites
(véase Capitulo 3, apartado 3.1.3). Esta incidencia aument6 desde 0% en marzo de
2006 hasta 24,37% en poco mas de un afio de cultivo (mayo 2007).

Tabla 5.1: Incidencia de CTV alcanzada en la parcela de Moncada
determinada mediante Inmunoimpresion-ELISA.

Mes Incidencia CTV?
Marzo 2006 0/350° (0,00%)°
Diciembre 2006 8 /314 (2,55%)

Mayo 2007 77 1 316 (24,37%)

® Incidencia calculada entre las plantas no tratadas con aceites minerales (Capitulo 3,

apartado 3.1.3)
® Namero de plantas positivas / Namero total de plantas analizadas
¢ Porcentaje de plantas infectadas respecto a las muestreadas (incidencia)

5.4.2 Estudio de la relacién de algunos de los factores que condicionan la
incidencia viral

5.4.2.1 Estima de la poblacion de pulgones visitantes y porcentaje de
individuos viruliferos

5.4.2.1.1 Capturas mediante trampa Moericke

El nimero de pulgones capturados en la parcela durante el periodo que dur6
el muestreo mediante trampa amarilla de Moericke se indica en la Tabla 5.2. El
namero total de pulgones capturados fue de 7.164, de los cuales el 91,82% fueron de
la especie Aphis spiraecola.

El mes con un mayor nimero de capturas mediante trampa de Moericke fue el
de mayo de 2006 con el 60,89% de las capturas totales del periodo estudiado. Le
sigui6 el mes de mayo de 2007 con el 18,90%, y a continuacion los meses de abril de
2007 y 2006 con el 10,15% y el 4,66% de las capturas totales, respectivamente. Otro
mes destacable por el nimero de capturas fue noviembre de 2006 con el 2,78% de las
capturas totales. El resto de meses muestreados el porcentaje de capturas fue inferior
al 1% aunque en todos ellos se produjeron capturas.
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Tabla 5.1: Numero de pulgones capturados durante el periodo 2006-2007
mediante trampa amarilla de Moericke en la parcela de Moncada (Valencia)

Mes Aphis spiraecola A. gossypii Otros  Total %Capturas/Mes

Abril 2006 119 1 214 334 4,66%
Mayo 2006 4.099 2 261 4.362 60,89%
Junio 2006 26 0 0 26 0,36%
Julio 2006 6 0 0 6 0,08%
Agosto 2006 17 0 1 18 0,25%
Septiembre 2006 7 0 0 7 0,10%
Octubre 2006 61 1 7 69 0,96%
Noviembre 2006 152 0 47 199 2,78%
Diciembre 2006 15 2 2 19 0,27%
Enero 2007 20 0 26 0,36%
Febrero 2007 0 1 1 2 0,03%
Marzo 2007 4 3 8 15 0,21%
Abril 2007 702 0 25 727 10,15%
Mayo 2007 1.350 0 4 1.354 18,90%

Total 6.578 10 576 7.164 100,00%

%Capturas/Especie 91,82% 0,14%  8,04% 100,00%

5.4.2.1.2 Capturas mediante el método de la planta pegajosa

El nimero de pulgones capturados mediante el método de la planta pegajosa
en 10 plantas de Citrus macrophylla en los ultimos 10 dias de cada mes durante un
afio de cultivo y clasificados en las especies vectoras Aphis spiraecola y A. gossypii y
“otros pulgones”, se puede observar en la Tabla 5.3.
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Tabla 5.3: NUumero y porcentaje de pulgones capturados mediante el
método de la planta pegajosa en la parcela de Moncada durante los ultimos 10
dias de cada mes durante un afio de cultivo clasificados en Aphis spiraecola, A.
gossypii y otros

Mes Aphis spiraecola A. gossypii Otros  Total % Capturas/Mes
Abril 2006 86 8 64 158 8,57%
Mayo 2006 704 226 363 1.293 70,16%
Junio 2006 7 1 11 19 1,03%
Julio 2006 9 4 1 14 0,76%
Agosto 2006 79 80 29 188 10,20%
Septiembre 2006 37 0 2 39 2,12%
Octubre 2006 34 10 0 44 2,39%
Noviembre 2006 65 6 6 77 4,18%
Diciembre 2006 4 28 1 7 0,38%
Enero 2007 2 0 0 2 0,11%
Febrero 2007 0 0 2 2 0,11%
Total 1.027 337 479 1.843 100,00%
% Capturas/Especie 55,72% 18,29%  25,99% 100,00%

El nimero total de pulgones capturados durante un afio mediante el método
de la planta pegajosa fue de 1.843. La especie de pulgdbn mas abundante fue A.
spiraecola con el 55,72% de las capturas. EI 18,29% de las capturas fueron de la
especie A. gossypii y el 25,99% de otros pulgones. EI mes con mayor nimero de
capturas fue el mes de mayo con el 70,16% de las capturas totales.

En la Tabla 5.4 se puede observar el nimero y porcentaje de pulgones
capturados durante el mes de mayo de 2006, mes con mayor nimero de capturas,
mediante el método de la planta pegajosa clasificados por especies. Las especies A.
spiraecola y A. gossypii, anteriormente citadas, son las especies mas abundantes
junto con Hyalopterus pruni (17,79% de las capturas durante el mes de mayo de
2006).
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Tabla 5.4: Numero y porcentaje de pulgones capturados mediante el
método de la planta pegajosa en la parcela de Moncada durante los ultimos 10
dias del mes de mayo de 2006.

Especie Mayo 2006
Aphis spiraecola 704 (54,45%)
A. gossypii 226 (17,48%)
Hyalopterus pruni 230 (17,79%)
Brachycaudus helicrhysi 42 (3,25%)
Macrosiphum euphorbiae 15 (1,16%
Myzus persicae 7 (0,54%)
A. craccivora 0 (0,00%)
A.fabae 0 (0,00%)
Toxoptera aurantii 0 (0,00%)
Otros 69 (5,34%)
Total 1.293

Se puede observar en la Tabla 5.5 que una planta de vivero del patron C.
macrophylla recibid la visita estimada de 552,9 pulgones durante un afio de cultivo.
El mes con mayor nimero de visitas fue el de mayo con una estima de 387,9
pulgones por planta.

Tabla 5.5: Estima del nUmero de pulgones totales que aterrizan en una
planta de C. macrophylla en la parcela de Moncada durante un afio

Mes Aphis spiraecola A. gossypii Otros Total
Abril 2006 25,8 2,4 19,2 474
Mayo 2006 211,2 67,8 108,9 387,9
Junio 2006 2,1 0,3 33 57
Julio 2006 2,7 1,2 03 42
Agosto 2006 23,7 24,0 8,7 564
Septiembre 2006 11,1 0,0 0,6 11,7
Octubre 2006 10,2 3,0 00 132
Noviembre 2006 19,5 1,8 1,8 231
Diciembre 2006 1,2 0,6 03 21
Enero 2007 0,6 0,0 0,0 0,6
Febrero 2007 0,0 0,0 06 0,6
Total 308,1 101,1 143,7 552,9
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En la Tabla 5.6 se muestra el nimero y porcentaje de pulgones capturados
durante los Ultimos diez dias de cada mes en la parcela de Moncada, clasificados
segun la parte de la planta donde aterrizaban.

Tabla 5.6: Numero y porcentaje de pulgones capturados durante los
altimos diez dias de cada mes en las parcela de Moncada, clasificados segun la
parte de la planta donde aterrizaban

Mes Brote® Madera2® Madera1® Total
Abril 2006 55 n.d’ 103 158
Mayo 2006 809 n.d 484 1.293
Junio 2006 17 n.d 2 19
Julio 2006 14 n.d 0 14
Agosto 2006 188 0 0 188
Septiembre 2006 37 2 0 39
Octubre 2006 44 0 0 44
Noviembre 2006 77 0 0 77
Diciembre 2006 6 0 1 7
Enero 2007 2 0 0 2
Febrero 2007 2 0 0 2
Total 1.263 2 590 1.855
% 68,09%  0,11% 31,80%  100,00%

a Hojas + superficie de brotes no lignificada

b Superficie lignificada (concepto aplicado a partir del mes de agosto)
“Tronco hasta la primera ramificacion

9 No determinado

Se puede observar que al principio de la plantacion los pulgones también
aterrizaron sobre el tronco de la planta. Sin embargo, conforme la planta crecid y se
desarrolld su parte foliar, y la parte del tronco se fue lignificando, los pulgones
mostraron predileccién por la parte foliar.

5.4.2.1.3 Estima del nimero de pulgones viruliferos que visitaron las plantas
de la parcela experimental.

En la Tabla 5.7 se puede observar el porcentaje estimado de pulgones CTV-
viruliferos que aterrizaron en plantas de la parcela de Moncada durante mayo de
2006.
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Tabla 5.7: Namero de pulgones CTV-viruliferos respecto al nUmero de

pulgones totales analizados mediante “Squash” RT-PCR a tiempo real en la
parcela localizada en Moncada

Mayo 2006
Trampa / Especie Aphis spiraecola A. gossypii
Moericke 8/ 40% (20,00%) 0/0(0,00%)
Planta pegajosa 7140 (17,50%) 6 /40 (15,00%)
Total 21/120 (17,50%)

& Ntimero total de pulgones PPV-viruliferos / NGmero total de pulgones analizados
5.4.2.2 Estima de la superficie foliar de aterrizaje para los pulgones
La superficie foliar estimada para el patron Citrus macrophylla durante un

afio de cultivo al aire libre en la parcela de Moncada, se puede observar en la Figura
5.1.

Figura 5.1: Estima de la superficie foliar (m?) de una planta de vivero de
Citrus macrophylla a lo largo de un afio
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Tabla 5.8: Estima de la superficie foliar (m? en una planta de Citrus
macrophylla durante un afio de cultivo en la parcela de Moncada. Resumen
salida del programa SAS

Efecto g.l. numerador g.l. denominador F-Valor Pr>F?
Mes 10 13,3 187,07 <.0001
Mes Superficie foliar (m?)

Abril 2006 0,005 + 0,003 a°

Mayo 2006 0,003+0,001 a

Junio 2006 0,105+0,073ab

Julio 2006 0,079+0,017b

Agosto 2006 0,351+0,042 ¢

Septiembre 2006 0,628 £0,208 cd

Octubre 2006 0,745+0,140d

Noviembre 2006 0,677 £ 0,058 d

Diciembre 2006 0,693+0,060d

Enero 2007 0,614 £0,072d

Febrero 2007 0,726 £ 0,100 d

a(Pr > F) < 0,05 indica diferencias significativas mediante la técnica ANOVA (n=5)
aplicando un modelo mixto
b Media + Desviacion tipica
¢ Letras diferentes en la misma columna representan diferencias significativas mediante
ANOVA (n=5) aplicando un modelo mixto (p total<0,05 usando la correccién de Bonferroni)

Se puede observar en la Figura 5.1 y Tabla 5.8 que la superficie foliar
estimada aument a lo largo del afio, siendo los meses de octubre de 2006 (0,745 m?)
y febrero de 2007 (0,726 m?) aquellos en los que una planta de vivero de C.
macrophylla presenté una mayor superficie foliar.

Al realizar un analisis ANOVA utilizando un modelo mixto (Tabla 5.8) se
observa que existieron diferencias significativas en la superficie foliar estimada en
los diferentes meses estudiados. Ademas, al aplicar la correccion de Bonferroni, se
puede apreciar entre qué meses existen diferencias significativas en la superficie
foliar estimada en una planta de C. macrophylla a lo largo de un afio. Se observa que
a partir del mes de septiembre no existen diferencias significativas en la superficie
foliar entre los meses de estudio, ademas durante los primeros meses de estudio
(abril, mayo, junio) no existieron diferencias significativas en la superficie foliar
estimada en cada uno de ellos.
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5.4.2.3 Relacion entre la superficie de aterrizaje disponible para los
pulgones y el nimero de pulgones visitantes

Al relacionar los datos de las Tablas 5.5 y 5.8 en las que se indica el namero
estimado de pulgones que aterrizaron en una planta de vivero de Citrus macrophylla
(nGmero de pulgones) y la superficie foliar estimada por planta (m?),
respectivamente, se obtiene el nimero estimado de pulgones que aterrizaron y/o
visitaron una planta de C. macrophylla por m? a lo largo del afio (n° pulgones/m?).

Tabla 5.9. Estima del nimero de pulgones que aterrizan en una planta de
vivero de Citrus macrophylla por m? de superficie foliar en la parcela de
Moncada durante un afio de cultivo

N° pulgones /m?

Mes Aphis spiraecola  A. gossypii Otros Total
Abril 2006 5.599,8 520,9 4.167,3 10.288,0
Mayo 2006 64.803,7 20.803,5 33.414,4 119.021,6
Junio 2006 20,0 2,9 314 54,3
Julio 2006 34,2 15,2 3,8 53,2

Agosto 2006 67,6 68,5 24,8 160,9
Septiembre 2006 17,7 0,0 1,0 18,6
Octubre 2006 13,7 4,0 0,0 17,7
Noviembre 2006 28,8 2,7 2,7 34,1
Diciembre 2006 1,7 0,9 0,4 3,0
Enero 2007 1,0 0,0 0,0 1,0
Febrero 2007 0,0 0,0 0,8 0,8

Se puede observar que el mayor nimero de pulgones/m® se capturé en mayo
(aproximadamente 120.000 pulgones/m?), seguido por abril (10.300 pulgones/m?).
Esto contrasta con la estima registrada para los meses invernales de diciembre, enero
y febrero en los cuales Gnicamente se capturaron 3,0, 1,0 y 0,8 pulgones/m?,
respectivamente. Las especies vectoras se capturaron en todos los meses excepto en
el mes de febrero de 2007.
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5.5 DISCUSION

En el presente Capitulo de esta Tesis Doctoral se ha estudiado la
epidemiologia de CTV en bloques de vivero, y mas concretamente en bloques de
vivero del patron Citrus macrophylla, durante un afio de cultivo. En poco mas de una
afio la incidencia de CTV en la parcela experimental aumenté de un 0% en marzo de
2006 a 24,37% en mayo de 2007. Esta rapida dispersion del virus en la parcela puede
deberse a varios factores, pero principalmente a la susceptibilidad del patron C.
macrophylla frente a CTV, ya comentada anteriormente, y a la existencia de una
fuente de indculo abundante en la proximidades de la parcela experimental.

Otro de los factores que influyen en la dispersion del virus es la intensidad
vectorial de los pulgones presentes en la zona (Irwin y Ruesink, 1986). Como se
explico en el Capitulo 4, la intensidad vectorial se define como la verdadera
probabilidad de transmision del virus al cultivo por parte de los pulgones presentes
en la zona. Por tanto, el conocimiento de las especies de pulgones, su dinamica
poblacional y la tasa de individuos viruliferos presentes en la parcela son factores
que determinan la dispersion viral en una zona determinada.

Los resultados obtenidos con los dos tipos de trampas empleadas muestran
que la especie de pulgdn mas abundante fue Aphis spiraecola, aunque con diferentes
porcentajes. Asi, el 91,82% de los pulgones capturados mediante trampas de
Moericke fueron de la especie A. spiraecola, mientras por el método de la planta
pegajosa fueron 55,72%. Esta diferencia en el porcentaje de capturas de A.
spiraecola entre ambas trampas ya se aprecid en los resultados obtenidos en blogques
de vivero de frutales de hueso (Capitulo 4). La diferencia en el porcentaje de las
capturas puede deberse a las diferentes caracteristicas de ambas trampas: el color
amarillo de las trampas de Moericke atrae a ciertas especies de pulgones como A.
spiraecola (Labonne et al., 1989; Hermoso de Mendoza et al., 1998), produciendo
una sobreestimacion de ciertas especies de pulgones. No obstante este método ha
sido empleado frecuentemente en estudios de dinamica poblacional en cultivo de
citricos (Hermoso de Mendoza et al., 1997; Cambra et al., 2000a; Marroquin et al.,
2004).

A. gossypii constituyd otra especie importante hallada en la parcela, ya que
representd el 18,29% de las capturas obtenidas mediante el método de la planta
pegajosa a lo largo de un afio. En total, el 74,01% de las capturas obtenidas mediante
el método de la planta pegajosa durante un afio de cultivo, correspondieron a
individuos pertenecientes a A. spiraecola y A. gossypii.

Los resultados obtenidos en la parcela de estudio coinciden con los resultados
obtenidos en plantaciones de citricos adultos por Hermoso de Mendoza et al. (1997)
y Marroquin et al. (2004), ya que citaron a estas dos especies como las mas
abundantes de la fauna afidica valenciana de citricos.
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Ambas especies de pulgones son vectoras de CTV, aunque con diferentes
eficacias de transmision (Hermoso de Mendoza et al., 1984; Yokomi y Garnsey
1987). En todos ellos A. gossypii ha resultado ser un vector mucho mas eficiente en
la transmision de CTV que A. spiraecola. A pesar de esta diferencia en la eficiencia
en la transmision la gran abundancia de A. spiraecola en la zona contribuyo
seguramente a la rapida dispersion del virus en la parcela, junto con la presencia de
un eficiente vector como A. gossypii. Este importante papel jugado por A. spiraecola,
debido a su abundancia, en la dispersion de CTV a pesar de su baja tasa de
transmision, fue previamente descrito en Espafia (Hermoso de Mendoza et al., 1984;
Cambra et al., 2000a), Florida (Yokomi y Garnsey, 1987) y California (Yokomi y
Oldfield, 1991).

Otra especie abundante en la parcela fue Hyalopterus pruni, especie habitual
en frutales de hueso, aunque no habitual en citricos. El método de la planta pegajosa
captura aquellas especies que aterrizan o visitan el cultivo, lo cual no quiere decir
que el cultivo sea hospedador de la especie de pulgon capturada. Por tanto, la
presencia de H. pruni en la parcela de estudio puede deberse a la presencia de
frutales de hueso en las proximidades. Hermoso de Mendoza et al. (1984)
demostraron que H. pruni no era capaz de transmitir CTV, aunque era capaz de
adquirir el virus (Cambra et al., 1982). Por tanto su relativa abundancia en la parcela
no influye en la dispersion de CTV.

La alta actividad vectorial registrada parece influir notablemente en la rapida
dispersion del virus en la parcela experimental. Se ha estimado en 552,9 el nimero
de pulgones que visitaron una planta de vivero de C. macrophylla a lo largo del afio.
Si esta estimacion se extrapolara a una parcela de vivero comercial, una hectarea de
vivero situada en la misma zona recibiria la visita de 34.556.250 pulgones/ha durante
un afio (tomando como marco de plantacion 0,2 x 0,8 m = 62.500 plantas/ha
(Agusti, 2000)).

El alto porcentaje de individuos CTV-viruliferos presentes en la parcela,
también fue fundamental para alcanzar la alta incidencia viral calculada. Se estimo
un porcentaje del 17,5% de individuos viruliferos durante el mes mayo, mes donde se
registro el mayor nimero de las principales especies vectoras de CTV (A. spiraecola
y A. gossypii). Por tanto, con esta tasa de individuos viruliferos y una estimacion de
la actividad vectorial en 279 pulgones/planta (17.437.500 pulgones / ha) durante el
mes de mayo, el nimero de individuos viruliferos de las especies A. spiraecola y A.
gossypii que aterrizaron en una planta de vivero de C. macrophylla durante el mes de
mayo fue de 48,8 pulgones/planta, lo que representaria 3.050.000 pulgones/ha.

En resumen, la alta susceptibilidad de C. macrophylla a la infeccion natural
por CTV, la abundante presencia de especies vectoras en el cultivo, la alta actividad
vectorial estimada y la alta tasa de pulgones CTV-viruliferos parecen ser los factores
responsables de la alta incidencia de CTV alcanzada en el cultivo en tan poco
espacio de tiempo.
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Ademas se estimd la superficie foliar de una planta de C. macrophylla
durante un afio, observandose que a lo largo del afio la superficie foliar aumentd
hasta septiembre; a partir de este mes no existieron diferencias significativas entre
los diferentes meses muestreados (hasta febrero). Esto puede ser debido a la
finalizacion de las brotaciones de la planta debido a la entrada en los meses de otofio,
aunque las yemas en los citricos brotan en cualquier época del afio cuando la
temperatura del suelo supera los 12°C, con independencia de la del aire (Agusti,
2000), o la sensibilidad de este patron a las bajas temperaturas (Agusti, 2000) que
impidié un mayor crecimiento de la planta.

Como sucedié en bloques de vivero de frutales de hueso (Capitulo 4), se
observo un importante nimero de pulgones que aterriz6 en el tronco de las plantas de
vivero al principio de la plantacién. Esto puede deberse a dos motivos: 1) En ese
momento la superficie foliar disponible para los pulgones es muy pequefia y la
actividad vectorial es muy alta, esto hace que todos los pulgones no puedan aterrizar
en la parte foliar de las plantas y 2) el tronco de la planta no esta totalmente
lignificado, por tanto puede ser apetecible para los pulgones. Estas circunstancias
hacen que el tronco sea un area alternativa para el aterrizaje/visita de los pulgones en
los primeros estadios del cultivo. Conforme se completa el desarrollo de la planta, la
predileccion de los pulgones se centra en la parte foliar.

Se observé también que las mayores densidades de pulgones por m? se dieron
en los primeros estadios de crecimiento de la planta (abril y mayo), puesto que la
superficie foliar de la planta era muy pequefia mientras el nimero de pulgones que
las visitaron/aterrizaron era muy grande. En los meses de invierno sucedié lo
contrario, disminuyendo el nimero de pulgones mientras la superficie foliar fue
mayor, lo que se tradujo en unas bajas capturas de pulgones por m?.

A modo de resumen, en este Capitulo se ha confirmado la susceptibilidad
natural del patron C. macrophylla en una zona con una alta densidad de inéculo.
Ademas, se ha podido estimar la actividad vectorial de los pulgones presentes en la
zona a lo largo de un afio de cultivo en un bloque de vivero y la tasa de pulgones
CTV-viruliferos de las principales especies vectoras presentes en la zona durante el
mes de mayo.

Con estos resultados se puede asegurar que en zonas con una alta actividad
vectorial y abundancia de especies vectoras de CTV, se hace necesario la aplicacion
de medidas de control en el cultivo de plantas de C. macrophylla en campo abierto.
Asi, en una parcela de vivero de C. macrophylla, la sola presencia de una tasa de
0,1% de individuos CTV-viruliferos y con una actividad vectorial similar a la
observada en la parcela experimental de estudio, significaria la presencia
aproximada de 17.400 pulgones CTV-viruliferos/ha durante el mes de mayo,
suficientes sin duda para infectar un cierto porcentaje de plantas. Estas medidas
podrian ser: produccion de los plantones bajo malla anti-pulgén, utilizacién de
aceites minerales (evaluacion realizada en esta Tesis Doctoral) y combinacion en
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campo de patrones de citricos con diferente susceptibilidad. Los métodos biolégicos
(utilizacion de enemigos naturales de los pulgones vectores) y quimicos son menos
eficaces en disminuir la incidencia de CTV (Powell et al., 1997, 2005a) al tratarse de
un virus semipersistente. No obstante, la combinacion de varias estrategias podria
contribuir a disminuir drasticamente el nimero de vectores y por tanto la incidencia
final del virus en el bloque de vivero.

Los resultados obtenidos en este Capitulo aportan conocimientos de la
epidemiologia de CTV en bloques de vivero dtiles para disefiar sistemas de
proteccion contra el virus. Utiles sobre todo en aquellos patrones susceptibles al virus
como C. macrophylla, aunque también aplicables a otros tipo de patrones.
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CAPITULO 6

VALIDACION DE “SPOT” Y “TISSUE-PRINT” RT-
PCR ATIEMPO REAL. COMPARACION CON
TECNICAS SEROLOGICAS Y CALCULO DE
PARAMETROS DE DIAGNOSTICO

6.1 INTRODUCCION

La utilizacion de técnicas de deteccion precisas es fundamental para
garantizar un correcto estado fitosanitario de las plantas en vivero, y de esta forma
impedir la comercializacién de material vegetal infectado, principal causa de la
dispersion de enfermedades vegetales a grandes distancias y su introduccion en
parcelas de nueva plantacion.

La creciente utilizacion de técnicas moleculares en la deteccion y diagnostico
de patdgenos vegetales hace necesaria su validacion para conocer sus caracteristicas
y precisién, y de esta forma orientar su uso.

Al mismo tiempo, un aspecto importante en la utilizacion de una técnica de
deteccion cuando se utilizan extractos de material vegetal es conocer el nimero
maximo de muestras (en este caso plantas de vivero) que se pueden mezclar (en un
extracto) para tener un adecuada precision de la técnica. Esto es fundamental cuando
se analizan una gran cantidad de muestras para ahorrar tiempo de recoleccion,
procesamiento y posterior andlisis, lo que se traduce en menor coste econdmico. Por
eso en este Capitulo se determinaron también el nimero maximo de plantas de vivero
que se pueden mezclar en un extracto utilizando las técnicas ELISA-DASI y “Spot”
RT-PCR a tiempo real para la deteccion de PPV en diferentes periodos del cultivo a
lo largo de un afio.

Los parametros de diagnostico de una técnica se obtienen al compararlos con
otra técnica que se toma como referencia o “gold-standard”. En ocasiones, para
determinadas enfermedades este “gold-standard” no existe, 0 su uso es muy caro y
por tanto no puede ser utilizada en procesos de validacion (Hui y Walter, 1980; Hui y
Zhou, 1998; Singer et al., 1998; Hadgu et al., 2005; Reitsma et al., 2009). Por ello,
dentro de las ciencias médica y veterinaria se han desarrollados diversas métodos
para poder estimar los parametros de diagndstico sin necesidad de una “gold
standard” (Hui y Zhou, 1998; Enge et al., 2000; Reitsma et al., 2009).

Uno de estos métodos es el andlisis discrepante o resolucion discrepante
(“discrepant analysis”). Este método ha sido el mas utilizado en la validacién de
metodos de diagndstico en medicina (Hadgu, 1996; Lipman y Astles, 1998; Alonzo y
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Pepe, 1999). El método a validar se compara en un primer momento con un metodo
de deteccion con una alta especificidad (método de referencia, “reference”). Los
individuos que han resultado positivos o negativos por ambos métodos se clasifican
como verdaderos positivos o verdaderos negativos, respectivamente. A continuacion,
los individuos discrepantes se analizan de nuevo mediante una prueba molecular muy
sensible (método resolutivo, “resolver”). Los individuos positivos por este método se
vuelven a clasificar como verdaderos positivos y los individuos negativos como
verdaderos negativos. Este método ha sido criticado porque estima unos valores de
sensibilidad y especificidad superiores a los reales para la técnica a validar.
Unicamente los individuos discrepantes son analizados por el método resolutivo. De
esta forma, muchos de los individuos clasificados como verdaderos negativos, en
realidad no lo son ya que Unicamente son analizados por la técnica evaluada y el
método de referencia (Hadgu, 1997; Lipman y Astles, 1998; Miller, 1998). Green et
al. (1998) evaluaron los sesgos producidos por este método.

Alonzo y Pepe (1999) propusieron el método de composicion de pruebas de
referencia (“composite reference standards”). La técnica evaluada se compara con
una técnica de referencia con una alta especificidad, clasificandose como verdaderos
positivos los individuos positivos por ambas. A continuacién, se vuelven a analizar
no sélo los individuos discrepantes sino también los individuos negativos por ambas
técnicas por una técnica resolutiva con una alta sensibilidad. Un individuo se
clasificara definitivamente como positivo si resulta positivo por la técnica resolutiva
y verdadero negativo si es clasificado como negativo por ésta. Con este método todos
los individuos son analizados por una técnica con una alta especificidad y la mayoria
por una técnica con una alta sensibilidad (Hawkings et al., 2001; Baughman et al.,
2008).

Otro procedimiento utilizado son los modelos latentes (“latent models™).
Greenberg y Jekel (1969) sugirieron que el indice de falsos positivos estimados por
una nueva técnica podia ser estimado al evaluarla en una poblacién con una baja
prevalencia, y lo mismo ocurria con el indice de falsos negativos al evaluarla en una
poblacién con una alta prevalencia. Posteriormente, Hui y Walter (1980) (Anejo
A.2) demostraron estadistica y empiricamente que es posible estimar la sensibilidad
y la especificidad de dos métodos diferentes de deteccion cuando eran aplicados
simultaneamente a individuos pertenecientes a dos poblaciones con distinta
prevalencia de la enfermedad mediante funciones de maxima verosimilitud
(“maximum likelihood”). Para ello asumieron dos premisas: 1) los dos métodos son
condicionalmente independientes entre si. Dos pruebas son condicionalmente
independientes, cuando la sensibilidad (o especificidad) de la segunda prueba (T2)
no depende de si los resultados de la primera prueba (T1) son positivos 0 negativos
entre los individuos infectados (o no infectados) (Gardner et al., 2000). Es decir, los
resultados del primer ensayo no condicionan los resultados del segundo y viceversa.
Esto se debe a que ambas pruebas miden diferentes procesos biolégicos. Por
ejemplo, una prueba serolégica que detecta anticuerpos producidos por un animal
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ante la infeccion de un virus determinado y una prueba molecular que detecta el
acido nucleico de ese mismo virus; y 2) la sensibilidad y la especificidad de ambos
ensayos se mantienen constantes en ambas poblaciones. Los valores estimados por
las funciones de maxima verosimilitud se pueden obtener mediante el algoritmo de
Newton-Raphson (NR) (Tanner, 1996) y el algoritmo Esperanza-Maximizacion
“Expectation-Maximization” (EM) (Dempster et al, 1977), actualmente
implementados en varios paquetes estadisticos.

Joseph et al. (1995) y Johnson et al. (2001) aplicaron el modelo de Hui y
Walter al analisis bayesiano. En el analisis bayesiano los parametros de interés son
estimados a partir de combinar las funciones de méaxima verosimilitud con
distribuciones de probabilidad beta (caracterizadas por los parametros a y b),
obtenidas a partir de informacion previa, distribuciones previas (“prior
distributions”) y recogida de varias fuentes (opinion expertos, otros trabajos
realizados, etc...). Esto se logra mediante el algoritmo del muestreo de Gibbs
(“Gibbs sampling”) (Gelfand y Smith, 1990). Se trata de un proceso iterativo (basado
en cadenas de Markov), por el cual a partir de un valor inicial se genera el siguiente y
asi sucesivamente. De esta forma se generan las distribuciones de probabilidad beta
posteriores (“posterior distribution”) que estimaran los valores para cada parametro.
El valor obtenido como mediana en la distribucion de probabilidad beta posterior
sera el valor estimado mediante métodos bayesianos del pardmetro estudiado. Asi se
obtiene un 95% de probabilidad de que el valor del parametro estudiado se encuentre
entre los valores situados entre los puntos 2,5% y 97,5% de la posterior distribucion
beta generada (Brascum et al., 2005). Por tanto, cuanto menor sea este intervalo
mayor serd la precision de nuestra estimacion.

Sin embargo, en ocasiones ocurre que los ensayos evaluados son
condicionalmente dependientes. Dos pruebas de diagndstico son condicionalmente
dependientes cuando la sensibilidad o la especificidad de la segunda prueba (T2)
varia al analizar individuos previamente analizados por la primera prueba (T1) y
viceversa (Gardner et al., 2000). Esto puede ocurrir cuando los ensayos evaluados
miden los mismos procesos biolégicos. A modo de ejemplo, si analizamos 100
individuos positivos con una prueba de diagnostico con una sensibilidad del 80%,
tedricamente 20 de esos individuos serdn clasificados como negativos cuando en
realidad no lo son. Si a continuacién esos 20 individuos son evaluados por un técnica
de diagnostico con wuna sensibilidad del 90%, si las dos técnicas son
condicionalmente independientes el segundo test tendria que identificar como
positivos 18 individuos. Por el contrario, si los dos test son condicionalmente
dependientes, el segundo test identificaria un nimero inferior a 18 individuos
positivos, ya que su sensibilidad se ve alterada por los resultados del primer test.
Cuanto menor sea el nimero de individuos identificados por la segunda prueba
mayor serd la dependencia entre los dos ensayos, si la segunda prueba no identifica
ningun individuo la dependencia serd total (Gardner et al., 2000).
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Cuando se estima la sensibilidad y la especificad entre pruebas de diagndstico
condicionalmente dependientes con un modelo que asume que las pruebas son
condicionalmente independientes, ambos parametros pueden ser sobreestimados
(Vacek, 1985; Torrance-Rynard y Walter, 1997). Por lo tanto, a la hora de aplicar un
modelo latente para estimar las sensibilidades y especificidades entre diferentes
pruebas de diagndstico es importante conocer el grado de dependencia o
independencia entre las pruebas. Dendukuri y Joseph (2001) y Georgiadis et al.
(2003) desarrollaron dos modelos latentes mediante métodos bayesianos para estimar
la sensibilidad y especificidad entre dos pruebas de diagndstico condicionalmente
dependientes para el caso de una poblacion y de dos poblaciones, respectivamente.
En ellos se mide la covarianza entre las dos pruebas en su sensibilidad (resultados
positivos; rhoD) y en su especificidad (resultados negativos; rhoDc).

A su vez, las razones de verosimilitud al ser funciones de la sensibilidad y de
la especificidad se pueden calcular al estimar éstas en cada iteracién mediante el
muestreo de Gibbs, dando lugar también a distribuciones beta posteriores,
pudiéndose obtener su mediana y su intervalo de probabilidad (Joseph y Giorkos,
1996).

Los modelos latentes son utilizados en medicina y veterinaria para estimar la
sensibilidad y la especificidad de diferentes pruebas de diagndstico utilizando:
funciones de méaxima verosimilitud (Bruce et al., 1987; Claes et al., 2005; Nérette et
al., 2005; Chu et al., 2009), métodos bayesianos (Orr et al., 2003; Sanford et al.,
2006; Frey et al., 2009; de Clare Blonsvoort et al., 2010; Rose et al., 2010; van der
Goot et al., 2010) o ambos (Enge et al., 2001; Delaney et al., 2003; Monti et al.,
2005; Engel et al., 2006; Mainar-Jaime y Barberan, 2007; Gari et al., 2008; Drewe et
al., 2009).

La aplicacion de modelos latentes en la estimacion de pardmetros de
diagndstico en ausencia de “gold standard” ha sido revisada por Enge et al. (2000) y
mas especificamente en la utilizacién de modelos bayesianos Brascum et al. (2005).

En este Capitulo se determinaron los diferentes parametros de diagndstico de
las pruebas moleculares “Spot” RT-PCR a tiempo real para la deteccién de PPV y
“tissue-print” RT-PCR a tiempo real para la deteccion de CTV, mediante diferentes
métodos. Al mismo tiempo se compararon estas dos técnicas moleculares con las
técnicas serolégicas ELISA-DASI utilizando el anticuerpo monoclonal especifico
para PPV 5B-IVIA e Inmunoimpresion-ELISA utilizando la mezcla de los
anticuerpos monoclonales especificos para CTV 3DF1 y 3CAS.
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6.2 OBJETIVOS

e Determinar el nimero maximo de plantas de vivero que se pueden mezclar en
un extracto para tener una adecuada precisién en el muestreo de PPV a lo
largo del afio (periodo vegetativo y dormancia invernal).

e Validar y comparar las técnicas ELISA-DASI y “Spot” RT-PCR a tiempo real
para la deteccion de PPV en condiciones de vivero. Estimacion de los
parametros de diagndstico en primavera.

e Validar y comparar las técnicas Inmunoimpresion-ELISA y “Tissue-print”
RT-PCR a tiempo real para la deteccion de CTV en plantas de vivero y en
arboles adultos. Estimacion de los parametros de diagndstico en vivero.

6.3 MATERIALES Y METODOS

6.3.1 Determinacion del nimero maximo de plantas de vivero que se pueden
mezclar en un extracto para tener una adecuada precision de deteccion de PPV

Para la toma de muestras de deteccion, se seleccionaron tres plantas del
patron Nemaguard y tres plantas del patrdn Mariana GF8-1 positivas a PPV en los
analisis realizados en octubre de 2006 (Capitulo 3, apartado 3.2), de la parcela de
estudio localizada en la localidad de Lliria (\Valencia) (Capitulo 3, apartado 3.1.1). El
material muestreado dependi6 de la época del afio en el que se realizaron los
muestreos: hojas en primavera, verano y otofio y yemas latentes en invierno.

Por cada planta se tomaron mas de 40 hojas 0 yemas latentes de cada planta.
Se prepararon grupos de tres hojas o yemas positivas (unidad basica de la
experiencia=una planta) procedentes del patrén infectado a las que se iban
afiadiendo, en grupos de tres hasta un numero de 27, hojas 0 yemas negativas
(procedentes de plantas libres de PPV) de la misma variedad (Tabla 6.1). A su vez,
también se formaron un grupo de hojas o yemas por variedad y por nimero de
plantas mezcladas en los que todas las hojas procedian de plantas sanas.
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Tabla 6.1: Numero de grupos formados mezclando plantas positivas
(infectadas por PPV) con plantas negativas (sanas) por época del afio para
determinar el nUmero méaximo de plantas de vivero que pueden mezclarse

Mezcla de plantas positivas
N° plantas N° plantas
positivas negativas

1&

Total plantas  Repeticiones

P R R R R R R RE R
© O NOO U WNRE O

© O NOOUAWN R
OO O

=
o

% Cada grupo de plantas estaba compuesto por tres hojas o yemas segin la época del afio

Todos los grupos formados se analizaron mediante ELISA-DASI y “Spot”
RT-PCR a tiempo real segln se detalla en los apartados 3.3.1.1.1 y 3.3.1.1.2 del
Capitulo 3, respectivamente.

6.3.1.1 Métodos estadisticos

Para determinar el nUmero maximo de plantas de vivero que se pueden
mezclar en un extracto, se empled un modelo lineal generalizado (Molenberghs y
Verbeke, 2005) suponiendo que la variable de interés (grupos que resultaron
positivos) sigue una distribucion binomial. Se utilizaron cuatro factores: Patron,
Técnica, Estacion del afio y Numero de plantas por muestra con sus interacciones.
Cuando existieron diferencias significativas en un factor, para apreciar entre que
niveles dentro de cada factor habia diferencias, se aplicaron los intervalos LSD
“Least Significant Difference”. Se utiliz6 el programa para PC, SAS 9.2.
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6.3.2 Validaciéon de “Spot” RT-PCR a tiempo real para la deteccion de PPV.
Comparacién con la técnica ELISA-DASI y calculo de los parametros de
diagnostico en condiciones de vivero

6.3.2.1 Material vegetal: parcelas experimentales

Se utilizaron los resultados obtenidos en los diferentes muestreos efectuados
en las distintas parcelas experimentales situadas en Lliria y Carlet (Capitulo 3,
apartado 3.2). A su vez, se establecié una nueva parcela plantada en la zona de Lliria
en diciembre de 2007. Esta estaba formada por 500 plantas de vivero procedentes de
la parcela de Carlet que resultaron negativas por ambas técnicas en el Gltimo
muestreo realizado en noviembre de 2007. En abril de 2008, cuando las plantas
brotaron, se analizaron tanto por ELISA-DASI como por “Spot” RT-PCR a tiempo
real. Por tanto, se utilizaron un total de 5.047 muestras.

6.3.2.2 Célculo de la concordancia entre técnicas

Para medir la concordancia entre técnicas se utilizo el indice de kappa (k) de
Cohen (1960). Se utilizé la prueba de Mc Nemar (1947) para detectar diferencias
entre los valores marginales de la tabla de contingencia. Si la prueba de Mc Nemar
fue significativa se calcul6 el indice BAK (Byrt et al., 1993). En aquellos casos en
los que la prevalencia de la poblacion era mayor de 80% 6 menor de 20% se calculd
el indice PABAK (Byrt et al., 1993).

6.3.2.3 Calculo de los parametros de diagnostico de las técnicas ELISA-
DASI y “Spot” RT-PCR a tiempo real en condiciones de vivero

El calculo de los parametros de diagnostico de las dos técnicas evaluadas se
realiz6 por dos procedimientos diferentes en primavera, época del afio dénde
normalmente se inspeccionan los viveros para detectar plantas infectadas por PPV:

1) Se compararon los resultados obtenidos en 729 plantas de vivero que se
analizaron en la parcela de Lliria en dos primaveras consecutivas (mayo de 2007 y
abril de 2008). Para esta comparacion se tom6 como verdadera positiva a toda planta
que habia resultado positiva por ambos métodos en mayo de 2007. De la misma
forma se tomé como verdadera negativa toda planta que habia sido negativa por
ambos métodos en mayo de 2007. Para resolver las discrepancias entre ambas
técnicas se utilizaron los resultados obtenidos en mayo de 2008. Se siguio el
protocolo OEPP/EPPO (2004b), considerandose que eran verdaderos positivos
aquellas plantas positivas por ambos métodos en mayo de 2008 y verdaderos
negativos si fueron negativas por ambas técnicas o al menos por una de ellas.

La sensibilidad (proporcion de verdaderos positivos detectados por la técnica)
y la especificidad (proporcion de verdaderos negativos detectados por la técnica) y
sus intervalos de confianza (95%) fueron calculados segun Altman y Brand (1994a).
La razon de verosimilitud positiva (proporcion de verdaderos positivos detectados
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por la técnica dividido por la proporcion de falsos positivos detectados por la
técnica) y la razon de verosimilitud negativa (proporcion de verdaderos negativos
detectados por la técnica dividido por la proporcion de falsos negativos detectados
por la técnica) fueron calculadas segiin Deeks y Altmand (2004). Los intervalos de
confianza (95%) fueron calculados segun Simel et al. (1991). La combinacion de
varias razones de verosimilitud se realizd segin Neves et al. (2004).

2) Mediante modelos latentes. Se emplearon tanto las funciones de méaxima
verosimilitud como métodos bayesianos. Para ello se utilizaron tres poblaciones. La
primera poblacion (P;) fue la correspondiente al analisis de mayo de 2007 en la
parcela de Lliria; la segunda poblacién (P,) fue la correspondiente al andlisis de la
misma parcela en abril de 2008 y la tercera poblacion (P3) la correspondiente a la
parcela plantada en Lliria en diciembre de 2007 y formada por plantas procedentes
de Carlet y analizada en abril de 2008.

Para estimar la sensibilidad y la especificidad mediante funciones de maxima
verosimilitud implementando los algoritmos NR y EM, se empled el programa
“TAGS” “Test in Absense of a Gold Standard” (Pouillot et al., 2002), dentro de la
plataforma estadistica R (http://www.R-project.org). Para estimar los intervalos de
confianza se utilizaron los intervalos “bootstrap” con 1.000 muestras (Shao y Tu,
1995). El programa TAGS asume las mismas asunciones que el modelo de Hui y
Walter, es decir los test son condicionalmente independientes y la sensibilidad y
especificidad no varia entre las poblaciones.

Para estimar la sensibilidad y especificidad mediante métodos bayesianos, se
utiliz6 el programa Winbugs 1.4 (Spiegelhalter et al., 2003), el cual implementa la
herramienta del algoritmo del muestreo de Gibbs. Para comprobar la independencia o
dependencia entre las pruebas diagnosticas, se utilizé el modelo de Johnson et al.
(2001) para pruebas condicionalmente independientes (dos pruebas independientes
en dos poblaciones (Brascum et al., 2005)) y el modelo de Georgiadis et al. (2003)
para pruebas condicionalmente dependientes (dos pruebas dependientes en dos
poblaciones (Brascum et al., 2005)). Ambos modelos se adaptaron para tres
poblaciones. Las razones de verosimilitud se introdujeron dentro de los modelos para
poder ser calculadas (Joseph y Gyorkos, 1996). Se implementaron tres cadenas por
modelo para comprobar la convergencia mediante el método de Gelman-Rubin
(Brooks y Gelman, 1998). Se desecharon las 10.000 primeras iteraciones al
comprobar que la convergencia se lograba antes de estas iteraciones y posteriormente
se aplicaron 100.000 iteraciones mas para estimar los parametros.

Para caracterizar las distribuciones beta de probabilidad previas, es decir,
obtener sus parametros a y b (beta (a; b)) se utilizaron los datos de sensibilidad y
especificidad de ELISA-DASI y “Spot” RT-PCR a tiempo real obtenidos por Capote
et al. (2009) (sensibilidad=0,86 y especificidad=0,99 para ELISA-DASI vy
sensibilidad=0,93 y especificidad=0,98 para “Spot” RT-PCR a tiempo real). Asi, se
asumid que el valor de la sensibilidad de ELISA-DASI, con un 95% de probabilidad,
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era > 0,80 partiendo de un valor de 0,86; esto dio lugar a una distribucion beta
(108,41; 18,49). Se asumid que la especificidad de ELISA-DASI, con un 95% de
probabilidad, era > 0,90 partiendo de un valor de 0,99; esto dio lugar a una
distribucion beta (34,17; 1,34). En el caso de “Spot” RT-PCR se asumio que el valor
de la sensibilidad, con un 95% de probabilidad, era > 0,90 partiendo de un valor de
0,93; esto dio lugar a una distribucion beta (262,96; 20,72). Ademas, se asumio que
la especificidad de “Spot” RT-PCR a tiempo real, con un 95% de probabilidad, era >
0,90 partiendo de un valor de 0,98; esto dio lugar a una distribucién beta (42,11;
1,84). La obtencion de las distribuciones beta se realiz6 mediante el programa
Betabuster (http://www.epi.ucdavis.edu/diagnostictests/). Al mismo tiempo las
prevalencias de las tres poblaciones también se caracterizaron (P;= beta (79,55;
146,88); P,= beta (50.69; 35,53); Ps= beta (1,84; 42,11). Para comprobar la robustez
de los modelos aplicados se desarrollaron modelos con distribuciones uniformes
(0;1) (beta (1,1)), para los parametros de sensibilidad y especificidad de ambas
pruebas. Esto quiere decir que no se asumi6é ninguna distribucién previa de estos
parametros al aplicar estos modelos.

Para determinar el ajuste del modelo a los datos experimentales se aplico el
criterio de informacion de la deviance “Deviance Information Criterion” (DIC)
(Spiegelhalter et al., 2002). Cuanto menor sea éste, mayor sera el ajuste del modelo
(Menten et al., 2008).

Para comprobar que la sensibilidad y especificidad era la misma en todas las
poblaciones se aplicd el mismo modelo individualmente a cada una de las
poblaciones estudiadas (P1, P2, P3) con las mismas distribuciones previas.
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6.3.3 Validacion de “Tissue-print” RT-PCR a tiempo real para la deteccion de
CTV. Comparacion con Inmunoimpresion-ELISA y célculo de los pardmetros
de diagnostico en condiciones de vivero

6.3.3.1 Material vegetal: parcelas experimentales

Se analizaron dos parcelas de naranjos dulces adultos situadas en el condado
de Tulare (California, EEUU). La primera parcela de 11 afios de edad estaba
constituida por 288 plantas de Powell Navel sobre citrange Carrizo. La segunda
parcela de la misma edad estaba formada por 300 plantas de Lanelate sobre citrange
Carrizo. Ambas parcelas se muestrearon en junio de 2008, por ambas técnicas de
deteccion, segun se explica en los apartados 3.3.1.2.1 y 3.3.1.2.2 del Capitulo 3.
Ademas, plantas procedentes de ambas parcelas se injertaron sobre plantas
indicadoras de lima mejicana (tres limas con tres indculos por planta analizada). A
los cuatro meses se observaron sintomas y ademdas se analizaron por
Inmunoimpresion-ELISA. Las plantas seleccionadas para este analisis fueron: siete
plantas positivas Unicamente por Inmunoimpresion y negativas por “Tissue-print”
RT-PCR a tiempo real, 12 plantas negativas por Inmunoimpresion y positivas por
“Tissue-print” RT-PCR a tiempo real, cuatro plantas positivas por ambos métodos y
cuatro plantas negativas por ambos métodos.

A su vez también se muestre6 la parcela situada en Moncada en las
instalaciones del IVIA (Capitulo 3, apartado 3.1.3) en diciembre de 2008 por ambas
técnicas.

En total se analizaron 1.246 plantas por ambas técnicas de deteccion de CTV.

6.3.3.2 Célculo de la concordancia entre técnicas

Se realizaron los mismos procedimientos que en la comparacién de ELISA-
DASI y “Spot” RT-PCR atiempo real (apartado 6.3.2.2).

6.3.3.3 Calculo de los parametros de diagnostico de las técnicas
Inmunoimpresion-ELISA y “Tissue-print” RT-PCR a tiempo real en condiciones
de vivero

El célculo de los parametros de diagnostico se realiz6 en invierno, época del
afio en la que se comercializa gran parte del material vegetal.

Se analiz6 en primer lugar la parcela situada en las instalaciones del IVIA en
Moncada en diciembre de 2008 por ambas técnicas. Aquellas plantas que dieron
positivo por ambas técnicas se consideraron verdaderos positivos, de la misma forma
si dieron negativo por ambas técnicas se consideraron verdaderos negativos.
Posteriormente las plantas se podaron como se hace en un vivero comercial y se
cubrieron con malla anti-pulgén para impedir la posible inoculacion de CTV por
pulgones visitantes. Cuando las plantas ya habian brotado (julio 2009), se retiré la
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malla y se volvieron a muestrear aquellas que con resultados diagndsticos
discrepantes en el anterior andlisis (diciembre 2008) mediante Inmunoimpresion-
ELISA y “Tissue-print” RT-PCR a tiempo real. Ademas, se injert6 en lima mexicana
material procedente de las mismas (una lima mexicana con cuatro in6culos por
planta). A los cuatro meses de la inoculacién se comprobd la infeccion de las limas
mediante observacién de sintomas e Inmunoimpresion-ELISA. Con estos resultados,
siguiendo las recomendaciones del protocolo EPPO (2004a), se tomO como
verdadera positiva aquella planta que habia producido reaccion positiva al menos por
dos de las tres técnicas empleadas.

La sensibilidad y la especificidad se calcularon segiin Altman y Brand
(1994a) y las razones de verosimilitud segin Deeks y Altman (2004). La
combinacion de varias razones de verosimilitud se realiz6 segin Neves et al. (2004).

Figura 6.1: Parcela situada en Moncada (Citrus macrophylla) tras su
poda y cubierta con malla
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6.4 RESULTADOS

6.4.1 Determinacion del nimero maximo de plantas de vivero que se pueden
mezclar en un extracto para tener una adecuada precision de deteccion de PPV

hojas procedentes de plantas infectadas con plantas sanas

En la Tabla 6.2 y Tabla 6.2 bis se exponen los resultados correspondientes a
los grupos formados por combinacién de plantas positivas y negativas.

Tabla 6.2: Resultados obtenidos en primavera y verano al combinar

Primavera
Mariana GF8-1 Nemaguard TOTAL

Muestras ELISA? Spotb ELISA Spot ELISA Spot
1/0° 33 (100,0%) 3/3 (100,0%) 3/3 (100,0%) 3/3 (100,0%) | 6/6 (100,0%)  6/6 (100,0%)
1/1 2/3 (66,7%)  3/3(100,0%) 3/3 (100,0%) 3/3 (100,0%) | 5/6 (83,3%)  6/6 (100,0%)
1/2 1/3 (33,3%)  3/3(100,0%) 1/3(33,3%)  3/3(100,0%) | 2/6 (33,3%)  6/6 (100,0%)
1/3 2/3 (66,7%)  3/3 (100,0%)  2/3 (66,7%) 2/3 (66,7%) 4/6(66,7%) 5/6 (83,3%)
1/4 3/3 (100,0%) 3/3 (100,0%)  1/3 (33,3%) 2/3 (66,7%) 4/6(66,7%) 5/6 (83,3%)
1/5 3/3 (100,0%) 3/3 (100,0%)  1/3 (33,3%) 2/3 (66,7%) 4/6(66,7%) 5/6 (83,3%)
1/6 3/3 (100,0%) 3/3 (100,0%)  2/3 (66,7%) 2/3 (66,7%) | 5/6 (83,3%) 5/6 (83,3%)
1/7 2/3 (66,7%)  3/3 (100,0%) 0/3 (0,0%) 1/3 (33,3%) 2/6 (33,3%) 4/6 (66,7%)
1/8 3/3 (100,0%) 3/3 (100,0%)  1/3 (33,3%) 2/3 (66,7%) 4/6(66,7%) 5/6 (83,3%)
1/9 3/3 (100,0%)  3/3 (100,0%) 0/3 (0,0%) 2/3 (66,7%) 3/6 (50,0%) 5/6 (83,3%)

TOTAL 25/30 (83,3%) 30/30 (100%) 14/30 (46,6%) 22/30 (73,3%) ] 39/60 (65,0%) 52/60 (86,7%0)

Verano
Mariana GF8-1 Nemaguard TOTAL

Muestras ELISA Spot ELISA Spot ELISA Spot
1/0 3/3 (100,0%) 3/3 (100,0%) 2/3 (100,0%) 3/3 (100,0%) | 5/6 (83,3%)  6/6 (100,0%)
1/1 3/3 (100,09%) 3/3 (100,0%) 3/3(100,0%) 3/3 (100,0%) | 6/6 (100,0%) 6/6 (100,0%)
1/2 3/3 (100,0%) 3/3 (100,0%) 3/3(100,0%) 3/3 (100,0%) | 6/6 (100,0%)  6/6 (100,0%)
1/3 2/3 (66,7%)  3/3(100,0%) 2/3 (66,7%)  3/3(100,0%) | 4/6 (66,7%)  6/6 (100,0%)
1/4 2/3 (66,7%)  3/3(100,0%) 2/3 (66,7%)  3/3(100,0%) | 4/6 (66,7%)  6/6 (100,0%)
1/5 2/3 (66,7%) 2/3 (66,7%) 2/3 (66,7%)  3/3 (100,0%) | 4/6 (66,7%) 5/6 (83,3%)
1/6 3/3 (100,09%) 3/3 (100,0%) 3/3 (100,0%) 3/3 (100,0%) | 6/6 (100,0%) 6/6 (100,0%)
1/7 2/3 (66,7%)  3/3 (100,0%)  2/3 (66,7%) 2/3 (66,7%) 4/6 (66,7%) 5/6 (83,3%)
1/8 1/3 (33,3%) 2/3 (66,7%) 1/3 (33,3%) 2/3 (66,7%) 2/6 (33,3%) 4/6 (66,7%)
1/9 2/3 (66,7%) 2/3 (66,7%) 1/3 (33,3%) 2/3 (66,7%) 3/6 (50,0%) 4/6 (66,7%)

TOTAL 23/30 (76,7%) 27/30 (90,0%) 21/30 (70,0%) 27/30 (90,0%)

44160 (73,3%) 54/60 (90,0%)

2ELISA-DASI

b”Spot” RT-PCR a tiempo real
“Ntmero de plantas positivas/Nimero de plantas negativas (tres hojas por planta)

¢ Ntimero de grupos positivos / Namero de grupos totales
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Tabla 6.2 bis: Resultados obtenidos en otofio e invierno al combinar
hojas o yemas (invierno) procedentes de plantas infectadas con hojas o yemas de
plantas negativa

Otorio
Mariana GF8-1 Nemaguard TOTAL
Muestras ELISA? Spotb ELISA Spot ELISA Spot
1/0° 2/3¢ (66,7%)  2/3 (66,7%) 3/3 (100,0%) 3/3 (100,0%) | 5/6 (83,3%)  5/6 (83,3%)
1/1 2/3 (66,7%)  3/3 (100,0%) 3/3 (100,0%) 3/3 (100,0%) | 5/6 (83,3%)  6/6 (100,0%)
1/2 2/3 (66,7%)  3/3 (100,0%)  0/3 (0,0%) 1/3 (33,3%) 2/6 (33,3%) 4/6(66,7%)
1/3 3/3 (100,09%) 3/3 (100,0%) 2/3 (66,7%) 3/3 (100,0%) | 5/6 (83,3%)  6/6 (100,0%)
1/4 1/3(33,3%)  3/3(100,0%) 1/3(33,3%) 3/3(100,0%) | 2/6 (33,3%)  6/6 (100,0%)
1/5 2/3 (66,7%)  3/3 (100,0%) 0/3(0,0%)  3/3(100,0%) | 2/6 (33,3%)  6/6 (100,0%)
1/6 3/3 (100,09%) 3/3(100,0%)  0/3 (0,0%)  3/3(100,0%) | 3/6 (50,0%)  6/6 (100,0%)
1/7 3/3 (100,09%) 3/3(100,0%)  0/3 (0,0%)  3/3(100,0%) | 3/6 (50,0%)  6/6 (100,0%)
1/8 2/3 (66,7%)  3/3 (100,0%)  0/3 (0,0%) 2/3 (66,7%) 2/6 (33,3%) 5/6 (83,3%)
1/9 1/3(33,3%)  3/3 (100,0%)  0/3 (0,0%) 2/3 (66,7%) 1/6 (16,7%) 5/6 (83,3%)

TOTAL 21/30 (70,0%) 29/30 (96,7%) 9/30 (30,0%) 26/30 (86,7%)

30/60 (50,0%) 55/60 (91,7%)

Invierno
Mariana GF8-1 Nemaguard TOTAL
Muestras ELISA Spot ELISA Spot ELISA Spot
1/0 1/3 (33,3%)  3/3 (100,0%) 1/3 (33,3%) 2/3 (66,7%) 2/6 (33,3%) 5/6 (83,3%)
1/1 2/3 (66,7%) 2/3 (66,7%) 3/3 (100,0%) 3/3 (100,0%) | 5/6 (83,3%) 5/6 (83,3%)
1/2 2/3 (66,7%)  3/3 (100,0%) 2/3 (66,7%) 3/3 (100,0%) | 4/6(66,7%) 6/6 (100,0%)
1/3 1/3 (33,3%)  3/3 (100,0%) 2/3 (66,7%) 3/3 (100,0%) | 3/6 (50,0%)  6/6 (100,0%)
1/4 0/3 (0,0%) 3/3 (100,0%) 1/3(33,3%) 2/3 (66,7%) 1/6 (16,7%) 5/6 (83,3%)
1/5 0/3 (0,0%) 3/3(100,0%)  0/3 (0,0%)  3/3 (100,0%) 0/6 (0,0%) 6/6 (100,0%)
1/6 0/3 (0,0%) 3/3 (100,0%)  0/3 (0,0%)  3/3 (100,0%) 0/6 (0,0%) 6/6 (100,0%)
1/7 0/3 (0,0%) 3/3(100,0%)  0/3 (0,0%)  3/3 (100,0%) 0/6 (0,0%) 6/6 (100,0%)
1/8 0/3 (0,0%) 3/3 (100,0%)  0/3 (0,0%) 2/3 (66,7%) 0/6 (0,0%) 5/6 (83,3%)
1/9 0/3 (0,0%) 2/3 (66,7%) 0/3 (0,0%)  3/3 (100,0%) 0/6 (0,0%) 5/6 (83,3%)
TOTAL 6/30(20,09%) 28/30(93,3%) 9/30 (30,09%) 27/30 (90,0%) | 15/60 (25,0%0) 55/60 (91,7%0)
4ELISA-DASI

b”Spot” RT-PCR a tiempo real

° NUimero de plantas positivas / Nimero de plantas negativas (tres hojas o tres yemas por

planta)

 Ntimero de grupos positivos / Namero de grupos totales
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Se puede observar que en todas las estaciones del afio se obtuvieron grupos
positivos por ambas técnicas, aunque con diferentes porcentajes de éxito en la
deteccion. Unicamente en el caso de ELISA-DASI no se detectaron grupos positivos
a partir de la combinaciéon de una planta positiva con cinco plantas negativas en
invierno. Ademas, todos los grupos compuestos Gnicamente por plantas sanas 0 no
infectadas por PPV resultaron negativos por ambas técnicas.

En la Tabla 6.3 se puede observar el resultado del analisis estadistico
empleando un modelo lineal generalizado.

Tabla 6.3: Resumen de la salida del programa SAS (modelo lineal
generalizado) para la determinacion del nUmero maximo de plantas de vivero
que se pueden mezclar para tener una adecuada precision en la deteccion de
PPV mediante ELISA-DASI y “Spot” RT-PCR a tiempo real, en muestreos
realizados en diferentes épocas del afio

Efecto g.l. numerador  g.l. denominador F-Valor Pr>F?
Estacion 3 139 3,27 0,0231
Técnica 1 139 71,03 <,0001

Patrén 1 139 15,32 0,0001
Muestra 9 139 4,36 <,0001

Técnica x Estacion 3 139 4,87 0,0030
Estacion x Patron 3 139 541 0,0015

4Pr > F) < 0,05 indica diferencias significativas mediante un modelo lineal generalizado
asumiendo que la variable estudiada sigue una distribucion binomial

Existen diferencias entre los factores Estacion, Técnica, Patron y Muestra, y
las interacciones Técnica x Estacién y Estacion x Patrén. Al analizar estos
resultados, y observar diferencias significativas entre las dos técnicas, se optd por
realizar un andlisis de cada técnica por separado para estudiar como influyeron el
resto de los factores en la técnica de diagnostico empleada.

En las Tablas 6.4 y 6.5 se presentan los resultados obtenidos en estos analisis.
En el caso de “Spot” RT-PCR a tiempo real, no se obtuvieron diferencias
significativas para los factores Muestra y Estacion, aunque si para el factor Patrén.
También se puede observar que el 90,0% de los grupos analizados por esta técnica
resultaron positivos. Para la técnica ELISA-DASI, se obtuvieron diferencias
significativas en los tres factores estudiados, aparte de la interaccion Patron x
Estacion. EI 53,3% de los grupos analizados por esta técnica resultaron positivos.
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Tabla 6.4: Resumen de la salida del programa SAS (modelo lineal

generalizado) para la determinacion del nimero maximo de plantas de vivero
que se pueden mezclar para tener una adecuada precision en la deteccion de
PPV mediante “Spot” RT-PCR a tiempo real, en muestreos realizados en
diferentes épocas del afio

Efecto g,l, numerador g,l, denominador F-Valor Pr>F?
Estacion 3 66 0,39 0,7573
Patrén 1 66 6,37 0,0140
Muestra 9 66 0,96 0,4817
Muestras PRIMAVERA  VERANO OTORO INVIERNO TOTAL
1/0°  6/6(100,0%) 66 (100,0%) 5/6 (83,3%) 5/6 (83,3%) | 22/24 (91,7%) a
1/1  6/6(100,0%)  6/6(100,0%) 6/6 (100,0%)  5/6 (83.3%) | 23/24 (95,8%)a
1/2  6/6(100,0%)  6/6(100,0%) 406 (66,7%)  6/6 (100,0%) | 21/24 (87,5%) a
1/3  5/6(833%) 6/6 (100,0%) 6/6 (100,0%)  6/6 (100,0%) | 23/24 (95,8%) a
1/4  5/6(833%) 6/6 (100,0%) 6/6 (100,0%)  5/6 (83.3%) | 22124 (91,7%)a
1/5  5/6(833%) 5/6 (83,3%) 6/6 (100,0%)  6/6 (100,0%) | 22124 (91,7%) a
1/6  5/6(83,3%) 6/6 (100,0%) 6/6 (100,0%)  6/6 (100,0%) | 23/24 (95,8%) a
117 416(66,7%) 5/6 (83,3%) 6/6 (100,0%)  6/6 (100,0%) | 21/24 (87,5%)a
1/8  5/6(833%) 416 (66,7%) 5/6 (83,3%) 5/6 (83,3%) | 19/24 (79.2%) a
1/9  5/6(833%) 416 (66,7%) 5/6 (83,3%) 5/6 (83,3%) | 19/24 (79.2%) a
TOTAL 52/60 (86,7%)a  54/60 (90,0%)a  55/60 91,7%)a /%0 (:1’7%) 216/240 (90,0%)

4Pr > F) < 0,05 indica diferencias significativas mediante un modelo lineal generalizado
siguiendo una distribucién binomial

PNamero de plantas positivas / Nimero de plantas negativas (de cada planta se recogieron
tres hojas o tres yemas)

“Ntmero de grupos positivos / Nimero de grupos totales

9\ etras diferentes en la misma fila o columna representan diferencias significativas mediante
un modelo lineal generalizado siguiendo una distribucién binomial (p< 0,05), la
comparacién de medias se realizd mediante intervalos LSD
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Tabla 6.5: Resumen de la salida del programa SAS (modelo lineal

generalizado) para la determinacion del nimero maximo de plantas de vivero
que se pueden mezclar para tener una adecuada precision en la deteccion de
PPV mediante ELISA-DASI, en muestreos realizados en diferentes épocas del

ano
Efecto g.l. numerador g.l. denominador F-Valor Pr>fF*
Estacion 3 63 11,14 <,0001
Patron 1 63 8,86 0,0041
Muestra 9 63 3,7 0,0009
Patron x Estacion 3 63 4,14 0,0097
Muestras PRIMAVERA VERANO OTONO INVIERNO TOTAL
1/0° 6/6° (100,0%) 5/6 (83,3%) 5/6 (83,3%) 2/6 (33,3%) 18/24 (75%) ad, b
1/1 5/6 (83,3%) 6/6 (100,0%) 5/6 (83,3%) 5/6 (83,3%) 21/24 (87,5%) a
1/2 2/6 (33,3%) 6/6 (100,0%) 2/6 (33,3%) 4/6(66,7%) 14/24 (58,3%) b, ¢
1/3 4/6(66,7%) 4/6(66,7%) 5/6 (83,3%) 3/6 (50,0%) 16/24 (66,7%) a, b, d
1/4 4/6(66,7%) 4/6(66,7%) 2/6 (33,3%) 1/6 (16,7%) 11/24 (45,8%) c, d
1/5 4/6(66,7%) 4/6(66,7%) 2/6 (33,3%) 0/6 (0,0%) 10/24 (41,7%) c, e, f
1/6 5/6 (83,3%) 6/6 (100,0%) 3/6 (50,0%) 0/6 (0,0%) 14/24 (58,3%) b, c, e
1/7 2/6 (33,3%) 4/6(66,7%) 3/6 (50,0%) 0/6 (0,0%) 9/24 (37,5%) c, e, f
1/8 4/6(66,7%) 2/6 (33,3%) 2/6 (33,3%) 0/6 (0,0%) 8/24 (33,3%) f
1/9 3/6 (50,0%) 3/6 (50,0%) 1/6 (16,7%) 0/6 (0,0%) 7124 (29,2%) f
TOTAL 39/60 (65,0%) a 44/60 (73,3%) a 30/60 (50,0%) b 15/60 (25,0%0) c| 128/240 (53,3%)

4Pr > F) < 0,05 indica diferencias significativas mediante un modelo lineal generalizado
siguiendo una distribucién binomial

PNamero de plantas positivas / Nimero de plantas negativas (de cada planta se recogieron 3
hojas 0 3 yemas)

“Ntmero de grupos positivos / Nimero de grupos totales

9\ etras diferentes en la misma fila o columna representan diferencias significativas mediante

un modelo lineal generalizado siguiendo una distribucién binomial (p< 0.05), la
comparacién de medias se realizd mediante intervalos LSD
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6. Validacion de “Spot” y “Tissue-print” RT-PCR a tiempo real. Comparacion con técnicas
seroldgicas y calculo de parametros de diagnostico

6.4.2 Validacién de “Spot” RT-PCR a tiempo real para la deteccién de PPV.
Comparacién con la técnica ELISA-DASI y calculo de los parametros de
diagnostico en condiciones de vivero

6.4.2.1 Resultados obtenidos en las diferentes parcelas y concordancia entre
técnicas

En la Tabla 6.6 se pueden observar los diferentes resultados obtenidos en
cada uno de los analisis realizados a las plantas de las diferentes parcelas, ademas de
un resumen con la suma de todos ellos. La suma total de muestras analizadas fue de
5.047.

Tabla 6.6: Resultados obtenidos al comparar ELISA-DASI y “Spot” RT-
PCR a tiempo real en las diferentes parcelas muestreadas y sumatorio de todos
ellos

Parcela Lliria octubre 2006 (Al) Parcela Lliria mayo 2007 (A2)
ELISA -DASI ELISA -DASI
+ - + -
“Spot” RT-PCR  +| 66 | 31 “Spot” RT-PCR  +[ 449 | 118
a tiempo real -1 8 | 1164 a tiempo real 1] 72
1.269 1.289
Parcela Lliria abril 2008 (A3) Parcela Carlet noviembre 2007 (A4)
ELISA -DASI ELISA -DASI
+ - + -
“Spot” RT-PCR  +| 433 | 26 “Spot” RT-PCR  +| 8 1
a tiempo real -1 0 270 a tiempo real -1 0 1.296
729 1.305
Nueva parcela en Lliria abril 2008 (A5) Suma de todos los analisis (AT)
ELISA -DASI ELISA -DASI 5B
+ - + -
“Spot” RT-PCR  +| 11 8 “Spot” RT-PCR  +| 967 | 184
a tiempo real -1 1 435 a tiempo real -| 10 | 3.886
455 5.047
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A su vez, en la parcela situada en Lliria, al analizar las plantas en varios afios
consecutivos, se pudo comprobar el estado sanitario de las plantas que
proporcionaron resultados discrepantes en los analisis mediante las dos técnicas. Los
resultados obtenidos se presentan en la Tabla 6.7.

Tabla 6.7: Estado sanitario en un segundo anélisis de diferentes plantas
de vivero de la parcela de Lliria con resultados discrepantes en un primer
analisis

Plantas anicamente positivas por ELISA-DASI

a Andlisis  Analisis No ELISA PCR® d ELISA PCR®
Muestreo 1 2 muestreadas ) ELISA (-) PCR (+) )
1 8 8 0 1 0 7
2 1 1 0 1 0 0
Total 9 9 0 2 0 7

Plantas Unicamente positivas "'Spot™ RT-PCR a tiempo real

Andlisis  Analisis No ELISA PCR ELISA PCR
Muestreo 1 5 muestreadas +) ELISA (-) PCR (+) )
1 31 30 1 15 3 12
2 65 61 4 38 5 18
Total 96 91 5 53 8 30

& Muestro 1: Analisis 1 (octubre 2006); Analisis 2 (mayo 2007)

Muestreo 2: Analisis 1 (mayo 2007); Andlisis 2 (abril 2008)

® Plantas que no se pudieron muestrear por estar muertas o no disponer de material para

recoger

‘Plantas con resultado positivo mediante ELISA-DASI y “Spor” RT-PCR a tiempo real

¢ Plantas con resultado negativo mediante ELISA-DASI y positivo mediante “Spot” RT-PCR
a tiempo real

¢ Plantas con resultado negativo mediante ELISA-DASI y “‘Spor”” RT-PCR a tiempo real

Asi, de nueve plantas discrepantes por ELISA-DASI con respecto a la técnica
molecular, al analizarse al afio siguiente, dos plantas resultaron positivas por ambas
técnicas, por tanto, se consideran como verdaderos positivos. Sin embargo siete
resultaron negativas por ambas técnicas considerandose como falsos positivos de la
técnica serolégica. Por el contrario, en el caso de “Spot” RT-PCR a tiempo real de 91
plantas discrepantes que se analizaron, 53 resultaron positivas por ambas técnicas,
por tanto se considerarian como verdaderos positivos. Ocho Unicamente fueron
positivas mediante “Spot” RT-PCR a tiempo real y 30 fueron negativas por ambas
técnicas, por tanto, estas Ultimas 38 plantas se considerarian como falsos positivos de
la técnica molecular.
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En la Tabla 6.8 se muestra la coincidencia entre las dos pruebas de
diagndstico medidas mediante el indice kappa de Cohen y los indices BAK vy
PABAK segun el caso en las diferentes parcelas muestreadas y el porcentaje de
coincidencia obtenido con todas las muestras analizadas durante esta Tesis Doctoral.

Tabla 6.8: Medicion de la coincidencia entre ELISA-DASI y “Spot” RT-
PCR a tiempo real

AL? A2 A3 Ad A5 AT
prP 5,20% 34,83% 59,40% 0,61% 2,42% 19,16%
ct 96,93% 90,77% 96,43%  99,92%  98,02%  96,16%
K |076+0,03" 081+0,03 0,93+0,04 0,94+0,03 0,70+ 0,05 0,88 + 0,01
MINE 13,56; . 115,03; 26,00; 1,00; 5,44; 156,06;
< 0,001 < 0,001 < 0,001 0,3727 0,019 < 0,001
BAK - 0,81+0,03" 0,93+0,04 - - -
PABAK | 0,94 + 0,03¢ - - 1,00+ 0,03 0,96+0,05 0,92 +0,01

®Poblacion a la que hace referencia (véase Tabla 6.6)

bprevalencia estimada en la poblacion: nimero de plantas con deteccion positiva de PPV
coincidentes por ambas técnicas dividido por el nimero total de plantas analizadas
CPorcentaje de coincidencias entre las dos técnicas en la poblacién: nimero de plantas con
resultado coincidente en el diagndstico (positivo y negativo) mediante ambas técnicas
dividido por el nimero total de plantas analizadas

Yindice kappa de Cohen + desviacion tipica

®Prueba de Mc Nemar; p-value (p-value < 0,05 indica diferencias significativas entre los
valores marginales de la tabla de contingencia)

findice BAK + desviacion tipica

9 indice PABAK = desviacion tipica

Se puede observar que el porcentaje de coincidencia no bajo del 90% en
ninguna de las poblaciones estudiadas, siendo la coincidencia total de 96,16%. El
indice kappa de Cohen total de todos los andlisis realizados es 0,88 + 0,01 con un
indice PABAK de 0,92 + 0,01.
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6.4.2.2 Calculo de la sensibilidad y especificidad de las técnicas ELISA-
DASI y “Spot” RT-PCR a tiempo real en primavera

La determinacion de los parametros de diagndstico se realizd mediante dos métodos
diferentes.

6.4.2.2.1 Calculo de la sensibilidad y la especificidad de las técnicas ELISA-
DASI y “Spot” RT-PCR a tiempo real en primavera mediante analisis de las
plantas con resultados analiticos discrepantes

En la Tabla 6.9 se presentan los resultados obtenidos tras analizar 729 plantas
de la parcela de Lliria en mayo de 2007.

Tabla 6.9: Resultado del andlisis de 729 plantas del vivero situado en la
parcela de Lliria efectuado en mayo de 2007 mediante ELISA-DASI y “Spot”
RT-PCR a tiempo real

Andlisis Lliria mayo 2007 (A3)

ELISA -DASI

-

“Spot” RT-PCR +|234] 61
atiemporeal -] 1 |433

729

En abril de 2008 esas mismas plantas se muestrearon y de esta forma se pudo
conocer el estado sanitario real de las plantas con resultados discrepantes (Tabla
6.10).
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parcela de Lliria efectuado en abril

Tabla 6.10: Resultado del analisis de 62 plantas del vivero situado en la
de 2008 que resultaron discrepantes

mediante ELISA-DASI y “Spot” RT-PCR a tiempo real en mayo de 2007

5 d
Dlantas ELIS,(A;)PCR ELISA () PCR () ELIS,?_)PCR

Elisa (+) PCR ()% 1 1 0 0

Elisa(-) PCR (+) 61 38 5 18

& Resultado obtenido en el analisis realizado en mayo 2007

PPlantas con resultado positivo mediante ELISA-DASI y “Spor”” RT-PCR a tiempo real en el
analisis efectuado en abril 2008

‘Plantas con resultado negativo mediante ELISA-DASI y positivo mediante “Spot” RT-PCR
a tiempo real en el analisis efectuado en abril 2008

“Plantas con resultado negativo mediante ELISA-DASI y “Spor” RT-PCR a tiempo real en el
analisis efectuado en abril 2008

De las 61 plantas positivas Unicamente por “Spot” RT-PCR a tiempo real, se

consideraron como verdaderas positivas 38, el resto se consideraron falsos positivos.
A su vez la Unica planta positiva inicamente por ELISA-DASI en mayo de 2007 se
consider6 como verdadera positiva. Asi se construyeron las tablas de contingencia
expuestas en la Tabla 6.11.

Tabla 6.11: Tablas de contingencia para el calculo de los parametros de

diagnostico de ELISA-DASI y “Spot” RT-PCR a tiempo real en condiciones de
vivero mediante analisis de plantas discrepantes en primavera

Andlisis
mayo 2007

Andlisis abril 2008

No
Inf .
nfectados infectados
Andlisis Verdaderos Falsos
Positivos Positivos
Falsos Verdaderos
2007 . .
mayo 200 Negativos Negativos
Total plantas
analizadas
ELISA-DASI "Spot" RT-PCR a tiempo real
Andlisis abril 2008 Andlisis abril 2008
No No
Infectados infectados Infectados Infectados
+ 235 0 Andlisis + 272 23
- 38 456 mayo 2007 - 1 433
729 729

Con estos resultados obtenemos los siguientes pardmetros de diagnostico para

las dos técnicas de deteccion evaluadas (Tabla 6.12).
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Tabla 6.12: Estima de la sensibilidad y especificidad de ELISA-DASI y
“Spot” RT-PCR a tiempo real determinados mediante analisis de plantas con
resultados analiticos discrepantes

Sensibilidad Especificidad
ELISA-DASI? | 0.861 (0.820-0.902)b 1.000
"Spot"” RT-PCR®| 0.996 (0.989-1.000)  0.948 (0.929-0.970)

2 ELISA-DASI
b Media (Intervalos de confianza (95%))
““Spot” RT-PCR a tiempo real

En la Tabla 6.12 se puede observar que la técnica méas sensible resultd ser
“Spot” RT-PCR a tiempo real con una sensibilidad de 0,996 (0,989-1,000), frente a
0,8608 (0,8197-0,9019) de ELISA-DASI. Sin embargo la técnica mas especifica
resulté ELISA-DASI, con una especificidad de 1,000 frente a 0,9483 (0,9295-
0,9696) de “Spot” RT-PCR a tiempo real.
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6.4.2.2.2 Determinacion de la sensibilidad y de la especificidad de las
técnicas ELISA-DASI y “Spot” RT-PCR a tiempo real en primavera mediante
modelos latentes

Para el analisis mediante modelo latentes se emplearon los resultados
obtenidos en muestreos producidos en primavera. Por tanto las poblaciones incluidas
en este estudio fueron las expuestas en la Tabla 6.13.

Tabla 6.13: Poblaciones utilizadas para el calculo de la sensibilidad y la
especificidad de ELISA-DASI y “Spot” RT-PCR mediante métodos latentes

Parcela situada en Lliria muestreada en mayo Parcela situada en Lliria muestreada en abril
2007 (P1) 2008 (P2)
ELISA -DASI ELISA -DASI
+ - + -
“Spot” RT-PCR + | 449 ] 118 “Spot” RT-PCR +] 4331 26
a tiempo real -1 ]2 a tiempo real -1 0 [270
1.289 729

Nueva parcela situada en Lliria muestreada en abril
2008 (P3)

ELISA -DASI

+ -

“Spot” RT-PCR + 11| 8

a tiempo real -] 1] 43

455

Los resultados obtenidos aplicando los diferentes modelos latentes se pueden
observar en la Tabla 6.14.
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No hubo grandes diferencias entre los valores estimados de sensibilidad y
especificidad de ambas técnicas empleando los diferentes modelos. Unicamente se
observa que aplicando el Modelo 7, la estimacién de la sensibilidad en ambas
pruebas de diagnostico fue menor que con los otros modelos.

El programa TAGS (Modelo 1) tiene la cualidad de poder indicar si las dos
asunciones que asumen las razones de verosimilitud de Hui y Walter (1980)
(independencia entre los test y sensibilidad y especificidad entre las poblaciones son
constantes) se cumplen. Para ello se aplica un test XZ de la Deviance (Pouillot et al.,
2002). En nuestro caso el test fue significativo, por tanto alguna de las dos
asunciones puede no estar justificada.

Asi, en la Tabla 6.15 se exponen los resultados al analizar las tres poblaciones
independientemente. Se empleé un modelo asumiendo independencia condicional
entre las pruebas y asumiendo distribuciones previas (mismas aplicadas en el Modelo
2).

Tabla 6.15: Estima de la sensibilidad y especificidad de ELISA-DASI y
“Spot” RT-PCR a tiempo real en cada una de las tres poblaciones mediante
métodos bayesianos

a

b

c

P P, P,
se,Y 0,858 (0,807-0,907)" 0,928 (0,903-0,950) 0,856 (0,789-0,910)
sp° 0,999 (0,994-1.000) 0,997 (0,986-1.000) 0,997 (0,998-1.000)
Se,,  0,971(0,957-0,982) 0,971 (0,957-0,982) 0,930 (0,897-0,955)
sp,Y  0,942(0,902-0,982) 0,987 (0,960-0,998) 0,984 (0,970-0,994)

Poblacion 1: Parcela situada en Lliria muestreada en abril de 2007
®Poblacién 2: Parcela situada en Lliria muestreada en mayo de 2008
“Poblacion 3: Nueva parcela situada en Lliria muestreada en abril de 2008
“Sensibilidad de ELISA-DASI
*Especificidad de ELISA-DASI
'Sensibilidad de ““Spot” RT-PCR a tiempo real
9Especificidad de ““Spot™ RT-PCR a tiempo real

"Mediana e intervalo de probabilidad (95%) estimado mediante métodos bayesianos
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Se puede observar en la Tabla 6.15 que la variacion en la sensibilidad y en la
especificidad de las dos técnicas comparadas en las tres poblaciones por separado
vari6 de 0,00 a 0,07. Debido a esta baja variacion se puede admitir que la
sensibilidad y la especificidad permanecieron constantes en las tres poblaciones
estudiadas.

Las dos pruebas evaluadas han resultado ser condicionalmente dependientes,
ya que se puede observar en los modelos 6 y 7 (Tabla 6.14) que el intervalo de
probabilidad (95%) de la correlacion tanto de los resultados positivos (rhoD) como
de los resultados negativos (rhoDc) no incluye el valor 0. Por tanto, existio
correlacion y se acepta la hipotesis de dependencia condicional entre pruebas de
Gardner et al. (2000).

Sin embargo, se puede observar en la Tabla 6.15 que no hubo diferencias en
el ajuste entre los modelos bayesianos, que asumen independencia condicional o
dependencia condicional entre las pruebas, puesto que ambos tipos de modelos se
ajustan de la misma forma a los datos puesto que sus valores DIC son practicamente
iguales (Modelo 2,4 y 5 con distribuciones previas y modelos 3,6 y 7 sin
distribuciones previas).

De la misma forma se puede observar que los modelos bayesianos que mejor
se ajustan a los datos son aquellos que no asumen distribuciones previas en todos sus
parametros (Modelos 3,6 y 7), puesto que sus valores DIC son menores.

6.4.2.3 Calculo de las razones de verosimilitud y de las probabilidades post-
test de ELISA-DASI y “Spot” RT-PCR a tiempo real

En la Tabla 6.16 se pueden observar las diferentes razones de verosimilitud
calculadas mediante los diferentes métodos utilizados en esta Tesis Doctoral (analisis
de las plantas con resultados diagndsticos discrepantes y modelos latentes), obtenidas
tanto al aplicar una sola prueba de diagndstico como dos. Aungue las dos pruebas de
diagndstico han resultado ser condicionalmente dependientes para este estudio en el
caso de modelos latentes se utilizaron los modelos 3, 6, 7 (véase Tabla 6.14), puesto
que fueron aquellos con un menor valor DIC.
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Tabla 6.16: Razones de verosimilitud obtenidas mediante analisis de
plantas discrepantes y modelos latentes bayesianos para ELISA-DASI y “Spot”

RT-PCR a tiempo real

Plantas con
diagnésticos
discrepantes”

Modelo 3° Modelo 6° Modelo 7°

LR+ 0

LR; - 0,139 (0,104-0,187)°
LR+ 19,28 (12,95-28,7)
LR,- 0,004 (0,000-0,027)
LR++ o0

LR+ - o0

LR-+  2,68(1,34-5,37)
LR-- 0,001 (0,000-0,005)

567,90 (189,40-3.937)' 103,90 (30,23-911)
0,092 (0,048-0,129) 0,125 (0,089-0,170) 0,156 (0,111-0,197)
2378 (13,83-53,63) 19,83 (11,61-41,40) 18,83 (11,42-39,44)
0,001 (0,000-0,006) 0,030 (0,003-0,090) 0,064 (0,040-0,094)

14.130 (3.947-107.900)  2.173 (409-24.430) 339,60 (11,65-1.276)

0,66 (0,02-10,27) 3,06 (0,23-35,07) 4,190 (1,53-27,19)
2,20 (0,687-6,56) 2,48 (1,26-5,76) 2,94 (1,41-6,90)
0,000 (0,000-0,001) 0,004 (0,000-0,014) 0,001 (0,005-0,017)

T 65,37 (25,82-425,10)

(LRy+: Razén de verosimilitud positiva para ELISA-DASI; LR;- : Razén de verosimilitud
negativa para ELISA-DASI; LR,+: Razon de verosimilitud positiva para “Spot” RT-PCR a
tiempo real; LR,-: Razén de verosimilitud negativa para ““Spot” RT-PCR a tiempo real ;
LR++: Razon de verosimilitud de un planta con resultado positivo mediante ambas técnicas;
LR+-: Razon de verosimilitud de una planta con resultado positivo mediante ELISA-DASI y
negativo mediante “Spot” RT-PCR a tiempo real; LR-+: Razon de verosimilitud de una
planta con resultado negativo mediante ELISA-DASI y positivo mediante “Spot” RT-PCR a
tiempo real; LR--: Razén de verosimilitud de un planta con resultado negativo mediante

ambas técnicas)

& Analisis mediante plantas con diagndsticos discrepantes

b Anélisis mediante Modelo 3 (véase Tabla 6.14)

¢ Anélisis mediante Modelo 6 (véase Tabla 6.14)

d Analisis mediante Modelo 7 (véase Tabla 6.14)

® Razon de verosimilitud e intervalo de confianza (95%)

" Mediana e intervalo de probabilidad (95%) estimado mediante métodos bayesianos

Una vez obtenidas las razones de verosimilitud se puede estimar la
probabilidad post-test de que una planta esté infectada por PPV segun el resultado
del test y en funcién de la prevalencia de la enfermedad (probabilidad pre-test). La
representacion grafica se muestra en la Figuras 6.2, 6.3, 6.4, 6.5.
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Figura 6.2: Probabilidad post-test de infeccion por PPV de una planta en
funcién de la prevalencia de la enfermedad utilizando razones de verosimilitud
estimadas mediante analisis de plantas con resultados diagndésticos discrepantes.

Representacion grafica
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ELISA-DASI

bResultado de la prueba
““Spot” RT-PCR a tiempo real
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Figura 6.3: Probabilidad post-test de infeccion por PPV de una planta en
funcién de la prevalencia de la enfermedad utilizando razones de verosimilitud
estimadas mediante modelos bayesianos (Modelo 3). Representacion grafica
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ELISA-DASI
bResultado de la prueba
““Spot” RT-PCR a tiempo real
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con técnicas

Figura 6.4: Probabilidad post-test de infeccion por PPV de una planta en
funcién de la prevalencia de la enfermedad utilizando razones de verosimilitud
estimadas mediante modelos bayesianos (Modelo 6). Representacion grafica
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bResultado de la prueba
““Spot” RT-PCR a tiempo real
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Figura 6.5: Probabilidad post-test de infeccion por PPV de una planta en
funcién de la prevalencia de la enfermedad utilizando razones de verosimilitud
estimadas mediante modelos bayesianos (Modelo 7). Representacion grafica

100,00% 7
2 8000% / // /
= ' /! [ / 7 = ELISA+
g 60,00% / ELISA -
8 50,00% - / PR+
S 40,00%
3 30.00% I /l / / / =—PCR-
8 o /
& 20,00% - // ELISA+ PCR-
X 10,00% - j e E| [SA+ PCR+
0,00% - : —_—
SSSSSRSSERSLLE S ELISA-PCR-
835888888888888 ELI
SCocodrocoSoSog o SA-PCR+
AN M T IO O© M~ 00 O,
% Probabilidad pre-test (Prevalencia)

Probabilidad de infecciéon por PPV

Prevalencia 0,01% 0,10% 0,550% 1,00 5,000 10,0000 20,00% 30,0006 60,00% 90,00%
ab

ELISA™ + 0,65% 6,14% 24,73% 39,77% 77,48% 87,90% 9423% 96,55% 98,99% 99,83%
ELISA - 0,00% 0,02% 008% 016% 081% 170% 3,74% 6,25% 18,92% 58,34%
PCRC + 0,19% 1,85% 8,64% 1598% 49,78% 67,66% 82,48% 8897% 96,58% 99,41%

PCR - 0,00% 001% 0,03% 006% 034% 070% 157% 2,66% 8,74% 36,50%

ELISA+PCR- 0,04% 042% 206% 4,06% 1806% 31,76% 51,15% 64,23% 86,27% 97,42%
ELISA+ PCR+ 11,32% 56,09% 8651% 92,80% 9853% 99,30% 99,69% 99,82% 99,95% 99,99%
ELISA-PCR- 0,00 0,00% 0,00% 001% 005% 011% 025% 042% 145% 8,13%

ELISA-PCR+ 0,03% 0,29% 146% 2,89% 13,41% 24,64% 4238% 5577% 8153% 96,36%

ELISA-DASI
bResultado de la prueba
““Spot” RT-PCR a tiempo real
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6.4.3 Validacion de “Tissue-print” RT-PCR a tiempo real para la deteccion de
CTV. Comparacion con la técnica Inmunoimpresion-ELISA y célculo de los
parametros de diagnostico en condiciones de vivero

6.4.3.1 Resultados obtenidos en las diferentes parcelas y concordancia
entre técnicas

En la Tabla 6.17 se pueden observar los diferentes analisis obtenidos
en las dos parcelas experimentales muestreadas en Tulare (California, EEUU) y en
las instalaciones del IVIA (Moncada). El total de plantas analizadas fue de 1.246.

Tabla 6.17: Resultados obtenidos al comparar Inmunoimpresion-ELISA
y “Tissue-print” RT-PCR a tiempo real en las diferentes parcelas muestreadas y
sumatorio de todos ellos

Tulare (California, EEUU) Moncada (Valencia, Espafia)
Junio 2008 Diciembre 2008
Inmunoimpresion-ELISA Inmunoimpresion-ELISA
+ - + -
"Tissue-print" RT- "Tissue-print" RT-

PCR + 251 22 PCR + 304 117

a tiempo real - 7 308 a tiempo real - 8 229
588 658

Total plantas analizadas
Inmunoimpresion-ELISA

+ -
"Tissue-print"” RT-
PCR +| 555 139
a tiempo real - 15 537
1.246

En la Tabla 6.18 se muestra la coincidencia entre Inmunoimpresion-ELISA y
“Tissue-print” RT-PCR a tiempo real en las diferentes parcelas muestreadas (parte
superior), ademas se muestra la coincidencia obtenida al considerar todas las
muestras como una Unica poblacion (parte inferior).
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Tabla 6.18: Medicion de la coincidencia entre Inmunoimpresion-ELISA
y “Tissue-print” RT-PCR a tiempo real

Tulare® Moncada Total
PrP 42,69% 46,20% 44,54%
c* 95,07% 81,00% 87,64%
K 090+0,04° 063+004 | 0762003
MN 7.76: <0,001° 95,05; < 0,001 | 99,84; < 0,001
BAK 090+0,04"  062+004 | 0,75+0,03

®Poblacion a la que hace referencia (Tulare, California, EEUU; Moncada, Valencia,

Espafia)

"Prevalencia estimada en la poblacién: nimero de plantas con deteccion positiva de PPV
coincidentes por ambas técnicas dividido por el nimero total de plantas analizadas
CPorcentaje de coincidencias entre las dos técnicas en la poblacién: nimero de plantas con
resultado coincidente en el diagndstico (positivo y negativo) mediante ambas técnicas
dividido por el nimero total de plantas analizadas
Yindice kappa de Cohen + desviacion tipica

®Prueba de Mc Nemar; p-value (p-value < 0,05 indica diferencias significativas entre los
valores marginales de la tabla de contingencia)
findice BAK + desviacion tipica

La coincidencia entre todos los analisis realizados fue de un 87,64%, con un
indice de kappa de Cohen de 0,76 y un indice BAK de 0,75, lo que nos indica una
coincidencia substancial entre la técnica Inmunoimpresion-ELISA, técnica valida
(OEPP/EPPO, 2004a) y “Tissue-print” RT-PCR a tiempo real. Ello indica la
idoneidad de la técnica molecular ensayada.
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6.4.3.2 Resultados obtenidos mediante injerto en lima mejicana de material
de las parcelas situadas en Tulare (EEUU)

Los resultados obtenidos al injertar sobre lima mejicana material procedente
de arboles de la parcela de Tulare en junio de 2008 se pueden observar en la Tabla
6.19.

Tabla 6.19: Resultados de las pruebas bioldgicas en lima mejicana
(parcela de Tulare (EEUU) en Junio de 2008

Resultado sobre lima

Material® N°e Arboles  Positivo Negativo
IP-ELISA” (+) “TP” RT-PCR® (+) 4 4 0
IP-ELISA (-) “TP” RT-PCR (-) 4 0 4
IP-ELISA (+) “TP” RT-PCR (-) 7 7 0
IP-ELISA (-) “TP” RT-PCR (+) 12 2 10
Total 27 13 14

®Resultados obtenidos al analizar los arboles mediante Inmunoimpresion-ELISA y “Tissue-
print” RT-PCR a tiempo real en junio 2008

bInmunoimpresic')n-ELISA

““Tissue-print” RT-PCR a tiempo real

Como se puede deducir de los resultados de la Tabla 6.19, de los 12 arboles
que resultaron Gnicamente positivos por “Tissue-print” RT-PCR a tiempo real en
junio de 2008, dos de ellos resultaron positivos al test biolégico mediante lima
mejicana. De los 7 é&rboles que resultaron Gnicamente positivos por
Inmunoimpresion-ELISA los 7 resultaron positivos al bioldgico. Los ocho arboles
coincidentes por ambos métodos en el analisis de junio de 2008 coincidieron también
en el resultado mediante el test en lima mejicana. Por tanto, tomando como
referencia el protocolo OEPP/EPPO (2004a), Inmunoimpresion-ELISA proporciond
dos falsos negativos, mientras que “Tissue-print” RT-PCR proporcioné siete falsos
positivos.
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6.4.3.3 Determinacién de la sensibilidad y especificidad de las técnicas
Inmunoimpresion-ELISA y “Tissue-print” RT-PCR en condiciones de vivero

En la Tabla 6.20 se pueden observar los resultados obtenidos al
analizar en diciembre de 2008 la parcela situada en las instalaciones del 1VIA en

Moncada (Capitulo 3, apartado 3.1.3).

Tabla 6.20 Resultados al analizar la parcela situada en el IVIA
(Moncada) en diciembre de 2008

Inmunoimpresion-ELISA
+ -

"Tissue-print" RT-
PCR

a tiempo real - 8 229

+ 304 117

658

Al analizar de nuevo las 125 plantas discrepantes en julio de 2009 mediante
Inmunoimpresion-ELISA, “Tissue-print” RT-PCR a tiempo real y test bioldgico
mediante lima mejicana se obtuvieron los resultados expuestos en las Tablas 6.21 y
6.22.

Tabla 6.21: Resultados obtenidos en julio de 2009 al reanalizar 8 plantas
solo positivas por Inmunoimpresién-ELISA en diciembre de 2008

“TP”RT-
IP-ELISA? PCR" Lima mejicana®  N° plantas
+) +) (+) 7
) ) ) 1
Total 8

% Inmunoimpresion-ELISA

b “Tissue-print” RT-PCR a tiempo real

“Test biologico en lima mejicana evaluado 4 meses después de la inoculacion mediante
visualizacion de sintomas e Inmunoimpresién-ELISA
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Tabla 6.22: Resultados obtenidos en julio de 2009 al reanalizar 117
plantas s6lo positivas por “Tissue-print” RT-PCR a tiempo real en diciembre de
2008

“TP” RT-

IP-ELISA® pcRP Lima mejicana®  Ne plantas
*+) *+) *+) 72
*+) ) ) 3
) ) ) 2
) ) ) 2
) (+) ) 4
() () () 34

Total 117

# Inmunoimpresion-ELISA

b«Tissue-print”” RT-PCR a tiempo real

“Test bioldgico en lima mejicana evaluado 4 meses después de la inoculacion mediante
visualizacion de sintomas e Inmunoimpresién-ELISA

De las 8 plantas Unicamente positivas por Inmunoimpresion-ELISA en
diciembre de 2008, resultaron verdaderas positivas 7 (Tabla 6.21). De las 117 plantas
Unicamente positivas mediante “Tissue-print” RT-PCR a tiempo real en diciembre de
2008, resultaron verdaderas positivas 77, ya que resultaron positivas al menos por
dos técnicas de las utilizadas (Tabla 6.22). Posteriormente, se construyeron las tablas
de contingencia que se pueden observar en la Tabla 6.23 para determinar la
sensibilidad y especificidad de ambas técnicas.
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Tabla 6.23: Tablas de contingencia para el calculo de los parametros de
diagndstico de Inmunoimpresién-ELISA y “Tissue-print” RT-PCR a tiempo
real en condiciones de vivero

Anélisis julio 2009

No
Infectados infectados
.. Verdaderos Falsos
: + .. .
Andlisis Positivos Positivos
diciembre ) Falsos Verdaderos
2008 Negativos Negativos
Total plantas
Analizadas
"Tissue-print"
Inmunoimpresion- RT-PCR
ELISA a tiempo real
Analisis julio Analisis julio
2009 2009
No No
Infectados infectados Infectados infectados
Analisis + 311 1 Analisis N 381 40
diciembre diciembre
77 2 7 2
2008 - 69 2008 - 30
658 658

Con estos resultados obtenemos los siguientes parametros de diagndstico par
las dos técnicas de deteccion evaluadas (Tabla 6.24).

Tabla 6.24: Estima de la sensibilidad y de la especificidad d
Inmunoimpresion-ELISA y “Tissue-print” RT-PCR a tiempo real

Sensibilidad Especificidad
IP-ELISA? 0,802 (0,762-0,842)" 0,996 (0,989-1,000)
"TP" RT-PCR® 0,982 (0,969-0,995) 0,852 (0,810-0,894)

#Inmunoimpresion-ELISA
®Media e intervalos de confianza (95%)
““Tissue-print”” RT-PCR a tiempo real
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6.4.3.4 Calculo de las razones de verosimilitud y de las probabilidades post-
test de Inmunoimpresion-ELISA 'y “Tissue-print” RT-PCR a tiempo real

En la Tabla 6.25 se pueden observar las diferentes razones de verosimilitud
calculadas para Inmunoimpresién-ELISA y “Tissue-print” RT-PCR a tiempo real
tanto al aplicar una sola prueba de diagnéstico como dos.

Tabla 6.25: Razones de verosimilitud obtenidas para Inmunoimpresion-
ELISAy “Tissue-print” RT-PCR a tiempo real

LR+ 216,42 (30,58-1.521) *
LR, - 0,199 (0,163-0,243)
LR+ 6,63 (4,98-8,83)
LR,- 0,021 (0,010-0,044)
LR++ 1.434 (152,29-13.437)
LR+ - 4,59 (0,31-67,26)
LR- + 1,32 (0,81-2,14)
LR- - 0,004 (0,002-0,011)

(LRy+: Razén de verosimilitud positiva para Inmunoimpresion-ELISA; LR;- : Razon de
verosimilitud negativa para Inmunoimpresion-ELISA; LR,+: Razon de verosimilitud positiva
para “Tissue-print” RT-PCR a tiempo real; LR,-: Razén de verosimilitud negativa para
“Tissue-print” RT-PCR a tiempo real ; LR++: Razon de verosimilitud de un planta con
resultado positivo mediante ambas técnicas; LR+-: Razon de verosimilitud de una planta con
resultado positivo mediante Inmunoimpresion-ELISA y negativo mediante ““Tissue-print”
RT-PCR a tiempo real; LR-+: Razon de verosimilitud de una planta con resultado negativo
mediante Inmunoimpresion-ELISA y positivo mediante “Tissue-print” RT-PCR a tiempo
real; LR--: Razén de verosimilitud de un planta con resultado negativo mediante ambas
técnicas)

4Razdn de verosimilitud e intervalo de confianza (95%)

Con las razones de verosimilitud estimadas se pueden calcular las
probabilidades post-test de que una planta esté infectada por CTV segin la
prevalencia. Esto se puede observar en la Figura 6.6.
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Figura 6.6: Probabilidad post-test de infeccion por CTV de una planta en

funcion de la prevalencia de la enfermedad. Representacion grafica

100% _
O /[ / /7 ——IP-ELISA +
B I A A/ 4
2 60% / IP-ELISA -
SRR I Y A /4 /
S a1 // J TR
3 40%
-l I Y B/ 4 ——PCR-
eI /4 J/
o 20% IP-ELISA + PCR-
/ — s |[P-ELISA+ PCR+
0% - _—
SSSSSSSRSEELLRE S IP-ELISA- PCR-
O 1 O O O O O O O O o o o o o
SodSsdaaascagag IP-ELISA- PCR+
— N O T IO O© M~ 0 O
% Probabilidad pre-test (Prevalencia)
Probabilidad de infeccion por CTV
Prevalencia 001% 00% 050% 100% 500% 10,00% 20,00% 30,00% 60,00% 90,00%
IP-ELISA 4D 21206 17.81% 52,10% 6861% 9193% 9601% 98,10% 9893% 99,.69%  99,95%
IP-ELISA - 0,00% 002% 010% 020% 1,04% 2,17%  4,74% 7.87% 2301% 64,19%
pcrR® + 007% 066% 322% 6,28% 2587% 42,42% 6237% 7397% 90,86%  98,35%
PCR - 0,00% 000% 001% 002% 011% 024% 053% 090%  308%  16,02%
IP-ELISA+PCR- 0,05% 046% 225% 443% 1945% 3377% 53,42% 66,29% 87,31% 97,64%
IP-ELISA+PCR+ 12,55% 58,95% 87,82% 93,55% 98,69% 99,38% 99,72% 99,84% 99,95%  99,99%
IP-ELISA-PCR-  0,00% 000% 0,00% 000% 002% 004% 010% 017% 060%  347%
IP-ELISA-PCR+ 0,01% 0,13% 0,66% 132% 650% 1279% 24,81% 36,13% 66,44% 92,24%

#Inmunoimpresion-ELISA
bResultado de la prueba
““Tissue-print” RT-PCR a tiempo real
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6.5 DISCUSION

Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral demuestran que la precision
de la técnica “Spot” RT-PCR a tiempo real para la deteccién de PPV no varian a lo
largo del afio, al menos al mezclar diez plantas en la misma muestra. Sin embargo, si
que se observaron diferencias significativas en la precision de la técnica entre los
patrones estudiados (Mariana GF8-1 y Nemaguard).

Es conocido que las infecciones producidas por PPV se distribuyen por el
arbol de forma irregular (Hadidi y Candresse, 2001). Por ello, el mayor nimero de
grupos positivos detectados compuestos por mezcla de hojas positivas y negativas
procedentes del patron Mariana GF8-1 mediante “Spot” RT-PCR puede ser debido a
la mejor distribucion del virus en este patrén. Este hecho podria estar también
relacionado con la mayor susceptibilidad del patrén Mariana GF8-1 frente a PPV ya
descrita en el Capitulo 4.

Sin embargo, con la técnica de deteccion ELISA-DASI se observaron
diferencias significativas en el nUmero de grupos detectados segun la época del afio
en las que se realizd el muestreo. Asi, las épocas méas favorables para el analisis
resultaron ser primavera y verano con un 65% y un 73,3% de los grupos muestreados
detectados como positivos, respectivamente, seguida de otofio (50%) siendo la
menos favorable invierno (25%). ELISA-DASI fue capaz de detectar algin grupo
positivo en todos las épocas del afio, excepto en invierno que a partir de la mezcla de
5 plantas (1 planta positiva y 4 negativas) no fue capaz de detectar el virus. Este
hecho puede deberse a que en invierno el titulo del virus es menor y su deteccién
fiable Unicamente es posible con técnicas mas sensibles como “Spot” RT-PCR a
tiempo real.

Ademas, se observaron diferencias significativas en la precisién en la
deteccion mediante ELISA-DASI entre una planta positiva y la mezcla de varias
plantas a partir de la mezcla de 4 plantas (1 positiva y 3 negativas). Se observo que la
precision descendia del 50%, exceptuando el caso puntual de la mezcla de 7 plantas
(1 positiva y 6 negativas) con una precision del 58,3%. Por tanto, siendo muy
conservador no seria recomendable mezclar méas de 4 plantas de vivero en una misma
muestra. También se detectaron diferencias significativas en el nimero de grupos
positivos detectados entre los dos patrones muestreados, las mismas consideraciones
utilizadas para el caso de “Spot” RT-PCR a tiempo real serian validas.

Ademas, en esta Tesis Doctoral se ha demostrado que “Spot” RT-PCR a
tiempo real es capaz de detectar PPV en la mezcla de diez plantas, nueve de las
cuales sean negativas, este hecho permite la mezcla de varias plantas sin perder
precision en la deteccion, esto implica la posibilidad de analizar un mayor nimero de
plantas en un menor nimero de analisis y por tanto, un ahorro economico.
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Con respecto a la validacion de “Spot” RT-PCR a tiempo real para la
deteccion de PPV, se ha observado que la coincidencia con ELISA-DASI (técnica
validada, OEPP/EPPO (2004b)) no fue menor del 90% en todas las poblaciones,
oscilando el indice kappa de Cohen entre 0,70 y 0,94 en las diferentes poblaciones.

En dos de las poblaciones analizadas (Al y A5) el indice kappa de Cohen fue
menor (0,70) que en las demas. Estas dos mismas poblaciones fueron aquellas con
una menor prevalencia, lo que coincide con la primera paradoja de Feinstein y
Cichetti (1990), segun la cual aunque la coincidencia entre las técnicas evaluadas sea
alta, con bajas prevalencias cabe esperar un indice kappa de Cohen mas bajo de lo
esperado. Al resolver esta paradoja empleando el indice PABAK, se puede observar
que éste aumentdé en ambas poblaciones a méas del 0,81. Esto indica que la
coincidencia entre ambas técnicas es casi perfecta, puesto que los indices kappa de
Cohen y PABAK utilizados, segun el caso, son superiores a 0,81 en todas las
poblaciones. Todo esto se corrobora con los valores estimados para el indice kappa
de Cohen total e indice PABAK total de 0,88 y 0,92, respectivamente.

La prueba de Mc Nemar fue significativa en todas las poblaciones
muestreadas, exceptuando la poblacion A4. Esto indicaria la existencia de diferencias
significativas en el nimero de positivos detectados entre ambas técnicas y por lo
tanto, en su sensibilidad o en su especificidad (Zhou, 1998). No obstante ello puede
ocurrir aungue la concordancia entre ambas técnicas sea casi perfecta (Mainar-Jaime
y Barberéan, 2007; Gari et al., 2008). También se observd que aunque exista un efecto
de sesgo, éste no influye en el indice de Cohen puesto que no hubo diferencias entre
los indices de Cohen y BAK calculados. Esto es debido a que el efecto de sesgo en el
indice de Cohen sélo es apreciable cuando existe una baja coincidencia entre las
técnicas (Byrth et al., 1993; Hoehler, 2000).

La sensibilidad y la especificidad de ELISA-DASI y “Spot” RT-PCR a
tiempo real han sido estimadas mediante dos procedimientos diferentes. Mediante el
analisis de plantas con resultados discrepantes y mediante modelos latentes. Por
ambos procedimientos se ha estimado que la sensibilidad de “Spot” RT-PCR a
tiempo real fue mayor que la de ELISA-DASI. Lo contrario ocurre con la
especificidad de ambas técnicas. También se puede observar que los valores
estimados por ambos métodos no difieren. Los valores estimados mediante analisis
de plantas con resultados discrepantes y sus intervalos de confianza (95%) se solapan
o difieren en apenas un 0,02 con los valores calculados y sus intervalos “bootstrap”
o0 de probabilidad, segun el caso, estimados mediante modelos latentes.

Hay que resaltar que es la primera vez que se emplean en fitopatologia
modelos latentes para calcular la sensibilidad y especificidad de una técnica de
diagndstico, aunque sean habitualmente utilizados en medicina y en veterinaria. La
principal ventaja de la utilizacién de modelos latentes es que ninguna de las técnicas
evaluadas es considerada como “gold-standard” evitando los problemas de sesgo que
se pudieran producir. Si el test a evaluar es mas sensible que el “gold-standard”, se
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reducira la especificidad de éste. Por otra parte si el test a evaluar es méas especifico
que el “gold-standard” se reducira la sensibilidad de éste (Conraths y Schares, 2006).
Por tanto, este procedimiento parece muy objetivo, tal y como indican Reitsma et al.
2009.

La principal desventaja de la utilizacion de modelos latentes es que se tienen
que cumplir las diferentes premisas que se toman al aplicarlos. Entre éstas, se debe
de comprobar la independencia o dependencia entre las pruebas evaluadas para evitar
una sobredimension de la sensibilidad o especificidad estimadas (Georgiadis et al.,
2003; Brascum et al., 2005). Ademas, es recomendable comprobar si la sensibilidad
y la especificidad son constantes en todas las poblaciones utilizadas en el estudio
para evitar sesgos en la estimacion de los parametros (Toft et el., 2005). Por ultimo,
resulta muy importante comprobar la robustez de los modelos utilizando modelos sin
distribuciones previas cuando se utilizan modelos bayesianos (Georgiadis et al.,
2003; Brascum et al., 2005).

En nuestro caso, se comprobd la posible dependencia condicional entre las
dos pruebas diagndsticas aplicando modelos bayesianos que asumian esta premisa,
junto con modelos bayesianos que asumian la independencia condicional entre las
pruebas. Ademdas se utilizaron modelos latentes con funciones de méaxima
verosimilitud que asumen la independencia condicional entre las dos pruebas. Las
dos pruebas de diagnostico han resultado ser condicionalmente dependientes, esto
podria llevar a sobreestimar algunos de los parametros estudiados si se emplean
modelos latentes con la asuncion de condicional independencia entre las pruebas
(Vacek, 1985; Gardner et al., 2000; Georgiadis et al., 2003). Sin embargo, en nuestro
caso, se puede observar que en la mayoria de los modelos los intervalos “bootstrap”
o los intervalos de probabilidad (95%), segun el caso, se solaparon. Exceptuando, el
Modelo 1 (condicionalmente independiente) que estim6 un valor superior para la
sensibilidad de “Spot” RT-PCR a tiempo real y el Modelo 7 (condicionalmente
dependiente) que estimé unos valores menores para la sensibilidad de ambas
pruebas. Los resultados obtenidos estarian de acuerdo con lo expuesto por
Geordiadis et al. (2003), que describieron que al estimar la sensibilidad y la
especificidad de dos pruebas de diagnostico con altas precisiones (en torno a 1) no
habria diferencias en la precision entre modelos condicionalmente independientes y
dependientes. También se ha observado que al aplicar modelos sin distribuciones
previas los pardmetros estimados no variaron e incluso se ajustaron mejor, dando
robustez a las estimaciones logradas.

La dependencia condicional entre dos pruebas de diagndstico puede deberse a
que ambas pruebas evaltian un mismo fendémeno bioldgico (Gardner et al., 2000). En
nuestro caso, la presencia del virus fue detectada mediante dos metodos, seroldgico
en el caso de ELISA-DASI y molecular en el caso de “Spot” RT-PCR. Cabria
esperar que la mayoria de las pruebas diagnostica usadas en fitopatologia tuvieran un
cierto grado de condicional dependencia, puesto que en todas se evalla la presencia
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del patdgeno, no como en medicina o veterinaria donde se puede evaluar aparte de la
presencia del patdgeno (antigeno) la presencia de anticuerpos producidos por el
individuo, produciéndose de este forma pruebas condicionalmente independientes.
Sin embargo, puede ocurrir que dos pruebas que miden el mismo proceso biolégico
muestren condicional independencia entre ellas cuando existe una gran diferencia en
la sensibilidad de ambas (Brascum et al., 2005). Por esta razén, si se emplean
modelos latentes para la estimacion de los parametros de diagnostico de pruebas
diagndsticas usadas en fitopatologia, es interesante la utilizacion de ambos tipos de
modelos (condicionalmente independientes y dependientes) para comprobar esta
independencia o dependencia. Ademas, los modelos independientes son mas
sencillos al carecer de pardmetros de covarianza entre las técnicas (Gardner et al.,
2000; Georgiadis et al., 2003; Brascum et al., 2005) y como detallan Geordiadis et al.
2003 es preferible su utilizacion en el caso de comparacion de técnicas con una alta
precision o baja dependencia.

Con respecto a las razones de verosimilitud, se puede observar que se
encontraron diferencias entre los diferentes métodos estudiados (mediante plantas
con resultados analiticos discrepantes y modelos latentes), sobre todo entre las
razones de verosimilitud positivas. Esto es debido a las caracteristicas del parametro,
debido a que las razones de verosimilitud no son valores lineales sino valores
logaritmicos (Dujardin et al., 1994; Grimes y Schulz, 2005). Por tanto, una razon de
verosimilitud positiva de 100 no aumenta la probabilidad de post-test de la prueba en
10 veces frente a una razén de verosimilitud de 10. Asi, las diferencias encontradas
entre las razones de verosimilitud de los diferentes modelos estudiados no se reflejan
en la probabilidad post-test estimadas como se discutira a continuacion.

Se ha observado que mediante los diferentes modelos estudiados las razones
de verosimilitud positivas de ambas pruebas resultaron >10, lo que muestran una
muy buena precision en la estimacion de los individuos positivos (Sackett et al.,
2000; Jaeschke et al., 2002) en ambas técnicas. También se puede observar que la
razon de verosimilitud positiva de ELISA-DASI fue siempre superior a la de “Spot”
RT-PCR a tiempo real, lo que indica la mayor precision de esta técnica en los
resultados positivos. Por lo contrario, en la misma tabla se puede observar que las
razones de verosimilitud negativas de “Spot” RT-PCR son muy inferiores a 0,1, lo
que indica muy buena precision en la estimacion de los individuos negativos (Sackett
et al., 2000; Jaeschke et al., 2002), mejor que cuando se utiliza ELISA-DASI.

Se ha observado que la probabilidad post-test de infeccion en funcion de la
prevalencia cumple el mismo patron en los cuatro modelos estudiados. Con
prevalencias muy bajas, en torno al 0,01% y 0,1%, la probabilidad post-test de
infeccion tras obtener un resultado positivo siempre fue mas alta en el caso de
ELISA-DASI que en el caso de “Spot” RT-PCR, debido al mayor valor de su razon
de verosimilitud positiva en todos los modelos. Sin embargo, la probabilidad post-
test de infeccion tras un resultado negativo es practicamente igual entre ambas
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técnicas. No obstante, a partir de prevalencias superiores al 0,5%, se puede observar
que la probabilidad post-test de infeccion (tras obtener un resultado negativo) es
menor en el caso de “Spot” RT-PCR debido a su menor razon de verosimilitud
negativa. Esta diferencia aumenta conforme se incrementa la prevalencia en la
poblacién, siendo aproximadamente del 0,5% con una prevalencia del 5% y llegando
hasta el 1% con una prevalencia del 10% vy asi sucesivamente. También se puede
destacar que a partir de una prevalencia de un 5% la probabilidad post-test de
infeccion (tras un resultado positivo por “Spot” RT-PCR a tiempo real) resulto
aproximadamente de un 50% o mas, segun el modelo.

En condiciones de vivero, la prevalencia de la enfermedad es baja debido a la
no presencia de huéspedes infectados en las cercanias, siendo la tolerancia a PPV
cero segun Real Decreto 929/1995. En estas condiciones, con una baja prevalencia,
la técnica ELISA-DASI fue la que ofrecid6 mayor probabilidad post-test de infeccion
tras un resultado positivo. Por tanto, seria la idonea para el muestreo rutinario de los
plantones a comercializar, sin necesidad de comprobacion de los resultados positivos
por otra técnica. Sin embargo, la probabilidad post-test de infeccion tras un resultado
negativo fue mayor para ELISA-DASI (incluso con prevalencias bajas > 0,01%). Por
tanto, cuando se requiera una muy buena precision en cuanto a la fiabilidad de sus
individuos negativos sera necesario analizar ademas por “Spot” RT-PCR a tiempo
real. Ademas, se puede observar que cuando se utilizan las dos pruebas de
diagnéstico conjuntamente aumentan la precision y la fiabilidad de los resultados.
Asi, la probabilidad de que una planta positiva por ambos métodos esté
verdaderamente infectada es mucho mayor, que la probabilidad de estarlo en una
planta que sélo ha sido analizada por un solo método, incluso con prevalencias bajas.
Esto es debido a que el valor de la curva de probabilidades post-test alcanza un valor
cercano al 100%, en todos los modelos, con prevalencias no mayores al 1%. Lo
mismo ocurriria con un resultado negativo, pero a la inversa. Al mismo tiempo, se
puede observar que cuando existen resultados de diagnostico discrepantes entre
ambas técnicas, existe una alta probabilidad de estar la planta verdaderamente
infectada. Por todo ello, con los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral, en
condiciones de vivero, se recomienda el analisis por ambas técnicas de las plantas
madres, el material vegetal de multiplicacion y material vegetal (plantas de vivero)
para exportacion.

Los resultados obtenidos gracias a las razones de verosimilitud estimadas en
este trabajo también se pueden extrapolar a otros ambitos que no sea el viveristico.
Asi, en el caso de programas de erradicacion de PPV seria interesante utilizar en un
primer momento la técnica “Spot” RT-PCR a tiempo real, puesto que su fiabilidad en
los resultados negativos es mayor que la de ELISA-DASI. Es la técnica que produce
un menor nimero de escapes de plantas verdaderamente positivas, que son las
causantes de nuevas inoculaciones del virus. Sin embargo, cuando la prevalencia de
la enfermedad es menor al 5%, como se ha detallado anteriormente, ELISA-DASI
ofrece mejor confianza en los resultados positivos y seria mas adecuada para
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mantener los niveles de infeccion por debajo de este nivel hasta su completa
erradicacion.

En el caso de la comparacion entre Inmunoimpresion-ELISA 'y “Tissue-print”
RT-PCR a tiempo real para la deteccion de CTV se puede observar que el
comportamiento de ambas técnicas es diferente segln la poblacion estudiada. Asi la
concordancia en los andlisis de arboles adultos en Tulare (EEUU) muestra una
concordancia perfecta, con un indice kappa de Cohen de 0,90, mientras en el caso de
la parcela de vivero situada en Moncada (IVIA), la concordancia es substancial, con
un indice kappa de Cohen de 0,63. Cuando se calcula el indice kappa de Cohen
global se obtiene un indice de 0,76 que indica una concordancia substancial entre
ambas técnicas. La menor concordancia entre ELISA-DASI y “Tissue-print” RT-
PCR durante diciembre de 2008 (81%), se podria deber a varios factores: al
hospedador, la época del afio en la que se realizd el analisis o la conjuncién de
ambos. Es conocido la sensibilidad al frio del patron Citrus macrophylla (Agusti,
2000). Debido a las bajas temperaturas registradas en la zona durante la época en que
se analiz6 la parcela (se registraron 273 horas frio (< 7°C) en Moncada durante el
mes de diciembre de 2008) puede que el estado fisiologico de las plantas
condicionase la replicacion viral, haciendo que su titulo fuese bajo y s6lo fuese
detectable por una técnica muy sensible como “Tissue-print” RT-PCR.

En cuanto a la prueba de Mc Nemar, se puede observar que resulto
significativa en ambas poblaciones. Por tanto, se extraerian las mismas conclusiones
que se extrajeron en la comparacion de ELISA-DASI y “Spot” RT-PCR a tiempo
real. Es decir, se dieron diferencias en la sensibilidad y en la susceptibilidad de las
técnicas, ademas el sesgo en ambas poblaciones no es apreciable como indica la
coincidencia entre los indices de Cohen y BAK.

Al calcular la sensibilidad y la especificad de ambas técnicas, se observé que
Inmunoimpresion-ELISA fue la técnica mas especifica con una especificidad de
0,996 frente a 0,852 de “Tissue-print” RT-PCR. Por el contrario, “Tissue-print” RT-
PCR fue la técnica méas sensible con una sensibilidad de 0,982, superior a la de
Inmunoimpresion-ELISA (0,802).

La alta especificidad estimada para Inmunoimpresion-ELISA se debi6 a que
de las 8 plantas Unicamente positivas por ELISA-DASI en diciembre de 2008, 7
resultaron ser verdaderas positivas cuando se analizaron en julio de 2009 mediante
Inmunoimpresion-ELISA, “Tissue-print”-RT-PCR a tiempo real y test biolégico en
lima mejicana. Este hecho, estaria de acuerdo con los resultados obtenidos con las
plantas que dieron diagnosticos discrepantes por Inmunoimpresion-ELISA en la
parcela de Tulare (EEUU) que fueron positivas mediante el test biol6gico en planta
indicadora lima mejicana.

La alta sensibilidad de la técnica “Tissue-print” RT-PCR a tiempo real fue
debido a que de las 117 plantas Unicamente positivas por “Tissue-print” RT-PCR a
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tiempo real en diciembre de 2008, 77 resultaron ser positivas al menos por dos
técnicas de las evaluadas cuando se analizaron en julio de 2009, lo que indica que
esta técnica es capaz de detectar un mayor nimero de verdaderos positivos que
Inmunoimpresion-ELISA. Al mismo, tiempo 40 plantas positivas en diciembre de
2008 no resultaron ser verdaderos positivos. Esta discrepancia entre los resultados
obtenidos en diciembre de 2008 y julio de 2009 en estas plantas pudiera ser debida al
tratarse de infecciones recientes y por tanto, con un bajo titulo viral, s6lo detectable
por “Tissue-print” RT-PCR a tiempo real o a infecciones que fueron controladas
posteriormente por diferentes mecanismos de defensa natural de la planta (Bruening,
2006).

Estos resultados también confirman la mejor precision de “Tissue-print” RT-
PCR frente a otras técnicas de deteccion moleculares ya validadas (OEPP/EPPO,
2004a) como Inmunocaptura-Nested RT-PCR en un solo tubo (Olmos et al., 1999).
Asi, Cambra et al. (2002) compararon Inmunoimpresion-ELISA con Inmunocaptura-
Nested RT-PCR en 111 clementinas de reciente infeccion, se produjeron 12 plantas
con analisis discrepantes, 6 por técnica. Ninguna planta positiva mediante
Inmunocaptura-Nested RT-PCR fue confirmada en anlisis posteriores mediante test
biol6gico en lima mejicana, esto nos muestra la mayor precision de “Tissue-print”
RT-PCR a tiempo real. Ademas, Bertolini et al. (2008), ya demostraron la mayor
sensibilidad en la deteccion de CTV mediante “Tissue-print” RT-PCR a tiempo real
frente a Inmunocaptura-Nested RT-PCR en material vegetal.

Con los valores de sensibilidad se lograron calcular las razones de
verosimilitud. En este caso se observd que la razon de verosimilitud positiva para
Inmunoimpresion-ELISA fue de 216,42 (>10) lo que indica una alta fiabilidad de los
resultados positivos de la técnica. Mientras, la razén de verosimilitud negativa para
ELISA-DASI fue de 0,199(>0,1) lo que indica una modera confianza para los
resultados negativos de la técnica. Para el caso de “Tissue-print” RT-PCR a tiempo
real los resultados son los inversos, la razon de verosimilitud positiva fue de 6,63
indicando una moderada confianza para los resultados positivos. Sin embargo, la
razon de verosimilitud negativa resulté del 0,021, indicando una alta confianza para
los resultados negativos. Con estas razones de verosimilitud se puede concluir que la
técnica Inmunoimpresion-ELISA es la que ofreci6 mayor fiabilidad para los
resultados positivos a bajas prevalencias, pero la técnica “Tissue-print” RT-PCR a
tiempo real es la que ofrece mayor confianza para los resultados negativos a bajas
prevalencias.

Como se ha comentado anteriormente la prevalencia en un vivero
normalmente serd muy baja y por tanto la técnica Inmunoimpresion-ELISA es la
idénea para un muestreo rutinario. Sin embargo, la técnica “Tissue-print” RT-PCR a
tiempo real sera la mas adecuada para cuando interese cerciorarse o garantizar la
ausencia del virus en material de vital importancia como: plantas madre, material de
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multiplicacion y material de exportacion. Asi, una combinacién de ambas técnicas
dara una mayor confianza y fiabilidad practicamente total en los resultados.

A modo de resumen de este Capitulo se han comparado dos tipos de técnicas
de deteccion: seroldgicas y moleculares. Se han podido estimar los parametros de
diagndstico de las cuatro técnicas evaluadas y por diferentes métodos. En este
sentido, en nuestro conocimiento, es la primera vez que en fitopatologia se emplean
modelos latentes para estimar los parametros de diagnostico de una técnica de
deteccion, demostrandose que pueden ser empleados en la estimacién de estos
parametros en otras técnicas de deteccion utilizadas en fitopatologia. Ademas, se ha
validado “Tissue-print” RT-PCR a tiempo real como técnica de deteccion para CTV
al haberse comparado, con éxito, frente a Inmunoimpresion-ELISA con anticuerpos
monoclonales especificos.
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EVALUACION DEL EFECTO DE TRATAMIENTOS
CON ACEITES MINERALES SOBRE LA INCIDENCIA
VIRALY SOBRE EL DESARROLLO VEGETATIVO DE
LAS PLANTAS EN BLOQUES DE VIVERO

7.1 INTRODUCCION

Los aceites minerales son plaguicidas organicos obtenidos del refinamiento
del petréleo (Barbera, 1989). Se han aplicado en muchos ambitos de la proteccién
vegetal, utilizandose en el control de plagas, hongos y virosis.

Las propiedades insecticidas de los aceites minerales son conocidas desde
hace mas de cien afios. El uso de los aceites derivados del petréleo se remonta a
mediados del siglo X1X. EI primer aceite mineral que se utilizé fue el queroseno en
citricos contra coccidos y pulgones (Chapman, 1967; Agnello, 2002; Rae, 2002), el
cual producia grandes problemas por su fitotoxicidad en tratamientos estivales.
Desde ese momento se ha intentado reducir el dafio producido a las plantas por los
aceites, pero sin perder su eficacia contra los insectos.

La aparicion de los plaguicidas de sintesis después de la Il Guerra Mundial
redujo el interés por los aceites minerales. EI DDT (1,1,1-tricloro-2,2-bis (4 -
clorofenil)-etano) y sus derivados ofrecian un amplio espectro de accién, eran
persistentes y no eran fitotoxicos. La aparicion de resistencias en los insectos y de
problemas relacionados con la salud pablica provocé un nuevo interés por los aceites
minerales (Rae, 2002).

Los aceites minerales se han empleado en proteccion vegetal solos o
mezclados con diferentes insecticidas, acaricidas o fungicidas, segun el caso, dando
diferentes resultados. Una amplia revision sobre el tema ha sido publicada por Rae
(2002).

Los aceites minerales han sido utilizados frente a un gran nimero de plagas
como coccidos (Beattie et al., 2002; Grafton-Cardwell y Reagan, 2002; Chueca et al.,
2009), pulgones (Karagounis et al., 2006; Najar-Rodriguez et al., 2007), trips (Liu et
al., 2002; Clift et al., 2002), el minador de los citricos Phyllocnistis citrella (Beattie
et al., 1995; Liu et al., 2001, 2006), el cicadélido Diaphorina citri (Rae et al., 1997),
moscas blancas (Liang y Liu, 2002; Stansly et al., 2002, Schuster et al., 2009) y
acaros (Scott Lawson y Weires, 1991; Herron et al., 1998; Urbaneja et al., 2008).
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El motivo de este amplio espectro de usos es el modo fisico de accién frente a
las plagas de artrépodos. La accion plaguicida se produce mediante asfixia o anoxia
(Davidson et al., 1991; Taverner, 2002) debido a que los aceites taponan las traqueas
de los insectos impidiendo su respiracion. Otro modo de accidn aceptado, expone
que la muerte del insecto se produce por penetracion del aceite a través de su cuticula
y acumulacion en el cuerpo del mismo (Najar-Rodriguez et al., 2008; Stadler y
Buteler, 2009). Ademas, se ha citado su accién ovicida al penetrar en los huevos
(Scott Lawson y Weires, 1991; Riedl et al., 1995), ademas de cambios en el
comportamiento alimenticio y en el de oviposicidn de algunos insectos como
Helicoperva armigera (Mensha et al., 1995) y P. citrella (Beattie et al., 1995; Liu et
al., 2006). Una de las ventajas del uso de aceites minerales en el control de plagas es
la no aparicion de resistencias, derivada de su modo fisico de accion (Davidson et al
1991, Chueca et al., 2009).

También se ha reportado la accion fungida de los aceites minerales
principalmente frente a oidios (Northover y Scheider, 1996; Pasini et al., 1997;
Grove y Boal, 2002; Hernandez Riesco et al., 2002, Nicetic et al., 2002).

El empleo de los aceites minerales para el control de virus vegetales se ha
centrado en virus no persistentes. Bradley (1963) probd la inhibicion de la
transmision del Virus Y de la patata (Potato virus Y, PVY; Potyvirus) mediante el
uso de aceites. Desde entonces, se ha probado con éxito el uso de aceites minerales
en el control de virus no persistentes (Simons y Zitter, 1980; Lowery et al., 1990;
Webb y Linda, 1993; Umesh et al., 1995, Asjes, 2000; Asjes y Blom-Barnhoorn,
2002) o combinandolos con cultivos barrera (Boiteau et al., 2009).

El modo de accion de los aceites minerales en la prevencion de la transmisién
de virus vegetales todavia no estd completamente determinado, pero se ha
comprobado que los aceites tienen efecto en los procesos de adquisicién e
inoculacion de virus no persistentes (Martin et al., 2004). Para virus no persistentes
Wang y Pirone (1996) demostraron que los aceites minerales alteran la estructura de
la superficie del estilete del pulgén, interfiriendo con la habilidad de éste para su
unién con la particula viral y por tanto, reduciendo la capacidad de transmision.

En diferentes estudios también se ha observado una reduccién en la
transmision de virus semipersistentes y persistentes (Allen et al., 1993; Powell et al.,
1997; Asjes y Blom-Barnhoorn, 2001; Clift et al., 2002; Schuster et al., 2009). El
efecto de los aceites frente a virus semipersistentes y persistentes se puede deber a la
reduccion de la poblacion de insectos vectores (Perring et al., 1999), implicando una
reduccion en la tasa de transmision.

Sin embargo, el uso de aceites minerales como método de control también
tiene algunas desventajas. No se recomienda su uso a temperaturas superiores a 35°C,
especialmente con vientos secos o con humedades superiores a 90% puesto que
pueden producir estrés a la planta, ni en situaciones de sequia o estrés hidrico ya que
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puede producir desarreglos en la planta, produciendo caida de hojas en citricos
(Johnson et al., 2002; Beattie, 2005).

Ademas, debido a su modo de fisico de accién es necesario un correcto y total
recubrimiento de la planta para lograr el efecto deseado y para ello es imprescindible
utilizar la maquinaria adecuada (Furness y Combellack, 2002). EI momento vy las
condiciones en las que se produce la aplicacion también es determinante en el efecto
conseguido. Asi, por ejemplo, la lluvia excesiva puede quitar la pelicula de aceite, y
en cultivos horticolas donde el crecimiento es muy rapido los tejidos jovenes que han
crecido después de la aplicacion del aceite quedarian desprovistos de él, y por tanto
de proteccion (Hooks y Fereres, 2006).

Con todo ello, las caracteristicas de los aceites minerales hacen que estén
permitidos o autorizados para una gran cantidad de programas de control integrado
de plagas y enfermedades en todo tipo de cultivos (Furness y Combellack, 2002;
Northover y Timmer, 2002; Thwaite et al, 2002; Beattie et al, 2002). No obstante, en
relacion a ello, se ha observado que algunos aceites tienen efecto sobre la fauna util,
aungue mucho menor que el de los insecticidas convencionales (Davidson et al.,
1991; Stansly et al., 2002; Urbaneja et al., 2008) evitando algunas de la
consecuencias del control quimico como la aparicion de brotes de las plagas tras su
uso.

Las caracteristicas anteriormente descritas vienen dadas por la composicion
de los aceites minerales empleados en proteccion vegetal. Los aceites minerales estan
compuestos principalmente por la mezcla de cuatro tipos de hidrocarburos:
parafinicos, nafténicos, olefinicos y aromaticos (Primo y Carrasco, 1990) (Tabla 7.1).

Tabla 7.1: Tipos de hidrocarburos presentes en la composicion de los
aceites minerales

| Saturados Insaturados
Lineales Parafinicos Olefinicos
Ciclicos Nafténicos Aromaticos

El porcentaje relativo de estos hidrocarburos determina las caracteristicas del
aceite. Gray y de Ong (1926) demostraron que la fraccion insaturada (hidrocarburos
olefinicos y aromaéticos) estaba relacionada con la fitotoxicidad causada por los
aceites minerales. Asi, los compuestos insaturados reaccionan con el oxigeno del
aire pudiendo desarrollar compuestos nocivos para las plantas. Mientras, los
compuestos saturados (parafinicos y nafténicos) son muy estables y se alteran poco
cuando se exponen al aire, al calor ambiental 0 a la luz, presentando poca
fitotoxicidad (Barberd, 1989; Sanchez y Pina, 1996).

Segln las estructuras de sus atomos de carbono los aceites se pueden
clasificar en: aceites parafinicos (> 60% de sus estructuras son parafinicas),
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nafténicos (> 35% son nafténicas) y aromaticos (> 35% son aromaticas) (Agnello,
2002). Se ha demostrado que la fraccion parafinica ofrece mayor eficacia contra los
insectos (Pearce et al., 1942; Riehl y LaDue, 1952), de ahi las recomendaciones de
empleo de aceites parafinicos para el control de plagas (Agnello, 2002).

Agnello (2002) describe ampliamente las diferentes caracteristicas de los
aceites minerales empleados en proteccion vegetal. Aqui s6lo vamos a nombrar
algunas de ellas.

Numero equivalente de carbonos parafinicos (nCy): se refiere al namero
de carbonos parafinicos (alcanos) que ebullen a la temperatura a la que destila el
50% de un volumen de aceite determinado mediante destilacién simulada por
cromatografia de gases segln la norma ASTM D 2887 (ASTM American Society for
Testing and Materials). Asi, si los alcanos que ebullen a la temperatura de destilacion
a la cual ebulle el 50% del volumen de aceite tratado son C21 (cadenas con 21
atomos de carbono) el aceite mineral se caracterizard& como nC21. Con la norma
ASTM D 2887 se puede caracterizar también toda la curva de destilacion del aceite
mineral, se puede calcular el rango de destilacion del aceite, es decir los nCy para el
10% y el 90% del volumen de aceite destilado. Actualmente es la forma mas comdn
de caracterizar a los aceites minerales (Kuhlmann y Jacques, 2002). Esta
caracteristica puede ser utilizada para caracterizar la respuesta de los aceites frente a
las plagas y a las plantas (Jacques y Kuhlmann, 2002) (Figura 7.1).

Figura 7.1: Efecto del nCy de los aceites minerales sobre la eficacia y
riesgo en las plantas. Fuente: Jacques y Kuhlmann (2002)

nC8 nCl2 nC16 nC20 nC25 nC28 nC32

Zona de riesgo :
Zonassin efecto .
agudo paralas . Zona 6ptima
pesticida
plantas

Peso molecular o tamafio

Zona de riesgo
crénico para las
plantas

Para comprender mejor la respuesta de los aceites frente a las plantas hay que
comentar que la fitotoxicidad producida en la plantas por los aceites minerales se
puede clasificar en: 1) fitotoxicidad aguda, producida por los compuestos insaturados
presentes en el aceite y se refleja en manchas o “quemaduras” en las hojas y frutos e
incluso en la caida de los mismos y 2) fitotoxicidad crénica, producida por
compuestos mas pesados que provocan sintomas como pérdida de vigor en la planta,
reduccion de la cosecha o alternancia de la misma. Estos ultimos efectos son
observables a mas largo plazo (Hodgkinson et al., 2002).
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Residuo insulfonable: es una estimacién del grado de refinamiento del aceite
y de la cantidad de compuestos insaturados, potencialmente fitotdxicos, que estan
presentes en el aceite después del proceso de refinamiento. Se hace reaccionar el
aceite mineral con &cido sulfurico concentrado (segin norma ASTM D 483), los
compuestos insaturados mas volatiles e inestables reaccionan con el acido, mientras
los compuestos saturados (parafinicos y nafténicos) mas estables permanecen al no
reaccionar. El porcentaje en volumen de aceite que no reacciona con el acido
sulfarico se llama residuo insulfonable. Se aconseja la utilizacion de aceites
minerales con residuos insulfonables >92%; por debajo de este porcentaje el aceite es
potencialmente fitotoxico (Agnello, 2002).

Kuhlmann y Jacques (2002) proponen una clasificacion de los aceites
minerales, actualmente la mas aceptada, atendiendo a sus caracteristicas. Asi
clasifica a los aceites minerales de menor a mayor nivel de refinado en: aceites
minerales, aceites minerales agricolas y aceites minerales horticolas.

Aceites minerales: procedentes de la destilacion de petréleo virgen, con un
punto minimo de destilacién inicial de 232°C (1,33kPa), con un indice de color <5.5
segin ATSM D 1500 y deben de cumplir con los limites de absorbancia (UV) para
excluir los compuestos aromaticos cancerigenos. Dentro de este grupo estarian los
aceites de invierno, cuyo uso se ha prohibido recientemente.

Aceites minerales agricolas: no hay especificaciones referentes a la
destilacion pero para que un aceite mineral pueda ser considerado como aceite
mineral agricola tiene que cumplir unas especificaciones mas estrictas. Se requiere
que se trate de un aceite mineral parafinico, es decir con un 60% o més de estructuras
parafinicas (norma ASTM D 2140) y debe de tener un residuo insulfonable >92%
(norma ASTM D 483), esto implica que debe ser un aceite mineral parafinico con
muy baja concentracion en compuestos olefinicos y aromaticos.

Aceites minerales horticolas: son aceites mas refinados. Por tanto, junto con
los requisitos anteriores (aceites parafinicos y residuo insulfonable >92%), deben de
cumplir otras especificaciones: Nimero medio de nCy de 21, 23 y 25 determinado
con la norma ASTM D 2887 y entre el 10% y 90% de volumen de aceite destilado un
rango de nCy entre 5y 6 carbonos usando la misma norma.

El control de virosis en el caso de los viveros es mas complicado debido a su
marco de plantacion mas reducido. Sin embargo, dicho control es fundamental para
impedir la comercializacion de plantones infectados y asi evitar las pérdidas
economicas derivadas por la dispersion del virus en la zona de cultivo. Por ello, en
este Capitulo se evalla el efecto de la aplicacion de aceites minerales en la incidencia
de PPV y CTV en bloques de vivero, como posible medida integrada de control en
los mismos. Ademas, se evalla su posible efecto sobre el desarrollo vegetativo del
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cultivo, por si la aplicacion de aceites llevara consigo un detrimento en el desarrollo
de las plantas.

7.2 OBJETIVOS

e Evaluacion del efecto de la aplicacion de tratamientos con aceites minerales
en la transmision de PPV y CTV en bloques de vivero.

e Evaluacion del efecto de la aplicacion de aceites en el desarrollo vegetativo
de los plantones, concretamente en la superficie foliar y en la altura.

7.3 MATERIALES Y METODOS
7.3.1 Localizacion de las parcelas

Los estudios planteados se realizaron en tres parcelas experimentales
localizadas en las localidades valencianas de Lliria y Carlet para el caso de frutales
de hueso y Moncada para el caso de citricos. Sus caracteristicas se describen en el
Capitulo 3, apartados 3.1.1, 3.1.2.y 3.1.3, respectivamente.

7.3.2 Tratamiento con aceites minerales

El producto empleado para los tratamientos fue el aceite mineral horticola
(nC21) Sunspray Ultrafine, 85% (EC) P/V con n° registro 19.422.

En el afio 2006, las aplicaciones de los tratamientos empezaron a partir de las
primeras brotaciones en las tres parcelas, hasta la caida total de las hojas en el caso
de frutales de hueso y hasta el mes de diciembre en el caso del bloque de citricos.
Con esto se pretendia mantener durante todo el afio las parcelas protegidas con el
aceite, ademas de observar el comportamiento a lo largo del afio de los patrones
frente a la aplicacion reiterada de aceites minerales. Los tratamientos se efectuaron
cada 10-12 dias, a una concentracion del 1%. En el afio 2007 se optd por tratar las
parcelas semanalmente, a la misma concentracion y Gnicamente durante los meses de
primavera (abril, mayo, junio), por ser los de mayor incidencia de pulgones segun los
datos obtenidos en el afio 2006. Ademas, en la parcela de Carlet los tratamientos se
continuaron en septiembre y octubre de 2007. La periodicidad de tratamientos fue
disminuida debido a la volatilidad y poca persistencia del aceite observada en el afio
2006. Todas las aplicaciones se realizaron mediante la misma pistola, a la cual iba
unido un manémetro para controlar la presion de trabajo, y asi evitar las pérdidas de
carga. La pistola y su tubo de conexién estaban unidos a la toma de fuerza de un
tractor. La presion de trabajo elegida fue de 10 bares. Se selecciond un angulo de
apertura de 40°, ya que la plaga contra la cual iba destinado el tratamiento (pulgones)
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es exterior, y por tanto, se considerd necesario mojar muy bien toda la planta. Este
angulo permitié aplicar el caldo perfectamente por toda la superficie de la planta. Se
emplearon boquillas de disco de cerdmica de 1 mm de didmetro. Los tanques
utilizados fueron tanques suspendidos con una capacidad de 600 litros con dos
agitadores, uno superior y otro inferior. Antes de realizar cada tratamiento se midio6
el volumen de caldo que pulverizaba la pistola durante un minuto (aproximadamente
1,8 I/min). Después del tratamiento se realizd la misma operacion. De esta forma se
comprobd que la pistola pulverizaba la misma cantidad de caldo fitosanitario a lo
largo del tratamiento. Al finalizar el tratamiento se midié el volumen de caldo
sobrante en el tanque. De esta forma, sabiendo el volumen inicial y final, se pudo
calcular el volumen de caldo real pulverizado en cada aplicacion.

En la Figura 7.2 se puede observar el tractor utilizado en los tratamientos con
tanque suspendido y los diferentes materiales utilizados en los tratamientos, como
cubo y matraces graduados, cronémetro y pistola con manémetro.

Figura 7.2: Materiales utilizados para la pulverizacion con aceites

7.3.3 Muestreo vegetal y evaluacion de la incidencia viral en el cultivo

Los muestreos de las parcelas experimentales se realizaron en diferentes
épocas del afio a lo largo del estudio segin se describe en el apartado 3.2 del
Capitulo 3.

7.3.4 Medicion de parametros relacionados con el desarrollo vegetativo
(superficie foliar y altura de la planta)

En las tres parcelas objeto de estudio se tomaron al azar cinco plantas del
grupo de no tratadas y cinco plantas del grupo de tratadas por cada patrén estudiado
y mes muestreado, para medir su superficie foliar y su altura. Por tanto, en la parcela
de Lliria se muestrearon 20, en Carlet 60 y en Moncada 10 plantas por mes,
respectivamente.

Las mediciones de la superficie foliar en la parcela de Lliria se efectuaron
entre los meses de abril a noviembre del 2006 y el mes de mayo del 2007. Durante el
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mes de abril de 2006 la medicién de la superficie foliar se realiz6 como se detalla en
el apartado 3.6.1. Debido a la brotacion de las plantas, en el resto de meses las
mediciones se realizaron como se detalla en el apartado 3.6.2 (ambos apartados
dentro del Capitulo 3). En la parcela de Carlet las mediciones de la superficie foliar
se efectuaron los meses de mayo, junio, julio, agosto, septiembre y noviembre del
2006 y mayo del 2007. Durante el mes de mayo del 2006 la medicién de la superficie
foliar se realiz6 como se detalla en el apartado 3.6.1, ya que las plantas estaban
brotando. En el resto de meses las mediciones se realizaron como se detalla en el
apartado 3.6.2 del Capitulo 3. En la parcela de Moncada, las mediciones se
efectuaron entre los meses de abril de 2006 a febrero de 2007. Durante los meses de
abril a julio de 2006 la medicion de la superficie foliar se realizé6 como se detalla en
el apartado 3.6.1, ya que las plantas estaban poco desarrolladas y no habian formado
ramas. Debido al desarrollo de las plantas, en el resto de meses las mediciones se
realizaron como se detalla en el apartado 3.6.2 (ambos apartados dentro del Capitulo
3). La altura de las plantas muestreadas se midi6 con una cinta métrica.

7.3.5 Andlisis estadisticos

En el estudio del efecto de la aplicacion de tratamientos con aceites en la
incidencia viral de PPV y CTV en las parcelas de Lliria y Moncada, respectivamente,
se aplicaron modelos lineales mixtos generalizados 0 modelo lineales generalizados
(Molenberghs y Verbeke, 2005), segun el caso. En la parcela de Lliria se aplicé un
modelo lineal mixto generalizado con cuatro factores: Blogue como factor aleatorio y
Fila, Patrén y Tratamiento como fijos. En la parcela de Moncada se aplic6 un modelo
lineal generalizado con un solo factor fijo: Tratamiento. Se asumié que la variable de
interés (infeccion viral por PPV o CTV segln el caso) sigue una distribucion
binomial. No se realizé ningun procedimiento estadistico en la parcela de Carlet por
la muy baja infeccion detectada.

En el estudio del efecto de la aplicacion de aceites en la superficie foliar y en
la altura de los patrones, se utilizé la técnica ANOVA con un modelo mixto,
permitiendo heterogeneidad de varianzas en las interacciones segun el caso. En las
parcelas de Lliria y de Carlet con tres factores: Patron, Mes y Tratamiento y sus
interacciones. En el caso de la parcela de Moncada los factores fueron: Mes y
Tratamiento y su interaccion. Se utilizo el método de Kenward y Roger (1997) para
la estimacion de los grados de libertad. Si la interaccion Mes x Tratamiento fue
significativa, los datos se analizaron mes a mes aplicando un anélisis de la varianza
(ANOVA) clésico con homogeneidad de varianzas. En el caso de los datos de la
parcela de Carlet se aplicd la correccion de Bonferroni (Bonferroni, 1936) al
comparar las variedades entre si para protegernos del error de Tipo-I.

Para todos los andlisis se utiliz6 el programa para PC, SAS.9.2.
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7.4 RESULTADOS

7.4.1 Estudio del efecto del tratamiento con aceites minerales en la incidencia
viral en las parcelas experimentales

7.4.1.1 Parcela de Lliria (PPV, alta densidad de in6culo)

En la Tabla 7.2 se muestran los resultados obtenidos en la parcela de Lliria
durante los dos periodos de muestreo. Se puede observar que en ambos afios se
produjo un menor porcentaje de plantas infectadas entre las plantas tratadas con
aceites que entre las plantas control. Solo se detectaron diferencias significativas
entre las plantas del patrén Mariana GF8-1 en el muestro realizado en mayo de 2007.
Ademas, hay resaltar que se obtuvieron los mismos resultados con los dos métodos
de deteccion utilizados.

Tabla 7.2: Efecto del tratamiento con aceites en la incidencia viral de
Plum pox virus en los patrones Mariana GF8-1 y Nemaguard, bajo una alta
densidad de in6culo, determinado mediante ELISA-DASI y “Spot” RT-PCR a
tiempo real

ELISA-DASI

Octubre 2006 Mayo 2007

Tratamientos Mariana GF8-1 Nemaguard Mariana GF8-1 Nemaguard

Plantas no tratadas 24 /222% (10,8 %) a° 13/225(5,8%)a  148/233(63,5%)a 63/ 236 (26,7%) a
Plantas tratadas 20/255(7,8%)a 9/257(3,5%)a 123/252(48,8%)b 66/258 (25,6%)a

“Spot” RT-PCR a tiempo real

Octubre 2006 Mayo 2007

Tratamientos Mariana GF8-1 Nemaguard Mariana GF8-1 Nemaguard

Plantas no tratadas ~ 30/222 (13,5%)a 13/225(5,8%)a 170/233(73,0%)a 94/236 (39,8%) a
Plantas tratadas 33/255(12,9%)a 7/257(27%)a 145/252 (57,5%)b 98 /258 (38,0%) a

®Numero de plantas infectadas por PPV / Nimero total de plantas analizadas
PLetras diferentes en la misma columna representan diferencias significativas de acuerdo
con un modelo lineal mixto generalizado siguiendo una distribucién binomial (p< 0,05)

7.4.1.2 Parcela de Carlet (PPV, baja densidad de in6culo)

La incidencia viral alcanzada en la parcela de Carlet fue muy baja como se
puede observar en la Tabla 7.3. Durante el primer afio se detectaron s6lo dos plantas
infectadas entre las plantas no tratadas. En el segundo afio se detectaron cuatro
plantas infectadas entre las plantas no tratadas y cuatro mas entre las plantas tratadas
en los andlisis efectuados mediante ELISA-DASI, mientras que en el anélisis
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realizado mediante “Spot” RT-PCR a tiempo real una planta mas fue detectada entre
las plantas no tratadas.

Tabla 7.3: Efecto de los tratamientos con aceite en la incidencia viral de Plum
pox virus en diferentes patrones de frutales de hueso bajo una baja densidad de
indculo determinado mediante ELISA-DASI y “Spot” RT-PCR a tiempo real

Noviembre 2006

Plantas no tratadas Plantas tratadas

Patrones ELISA-DASI®  Spot r-t? ELISA-DASI  Spot r-t
Mariana GF8-1 0/222° (0,0%) n.d 0/ 255 (0,0%) n.d
Adesoto 101 2 /231 (0,9%) nd 0/ 229 (0,0%) nd
Nemaguard 0/174 (0,0%) n.d 0/ 187 (0,0%) n.d
Mirobolan 29C 0/ 225 (0,0%) n.d 0/ 238 (0,0%) n.d
Cadaman 0/261 (0,0%) n.d 0/270 (0,0%) n.d
Garnem 0/ 228 (0,0%) n.d 0/ 211 (0,0%) n.d
Total 211366 (0,1%) n.d 0 /1390 (0,0%) n.d
Noviembre 2007
Plantas no tratadas Plantas tratadas
Patrones ELISA-DASI Spot r-t ELISA-DASI Spot r-t
Mariana GF8-1 0/240(0,0%) 0/ 240 (0,0%) 1/247 (0,4%)  1/247 (0,4%)
Adesoto 101 3/216(1,4%) 4/216(1,8%)  3/231(L3%)  3/231(1,3%)
Nemaguard 1/159 (0,6%) 1/ 159 (0,6%) 0/167(0,0%) 0/ 167 (0,0%)
Mirobolan 29C 0/205(0,0%) 0/ 205 (0,0%) 0/218(0,0%) 0/ 218 (0,0%)
Cadaman 0/260(0,0%) 0/ 260 (0,0%) 0/269(0,0%)  0/269 (0,0%)
Garnem 0/169(0,0%) 0/169 (0,0%) 0/180(0,0%)  0/180 (0,0%)
Total 411249 (0,3%) 5/1249 (0,4%) 4/1312(0,3%) 4/1312 (0,3%)

& ELISA-DASI y “Spot” RT-PCR a tiempo real
b Ndmero de plantas infectadas por PPV / Nimero total de plantas analizadas

® No determinado

7.4.1.3 Parcela de Moncada (CTV, alta densidad de inéculo)

El tratamiento con aceites minerales no produjo un claro efecto en la
incidencia viral de CTV en el cultivo como se puede observar en la Tabla 7.4. En el
primer muestreo en diciembre de 2006 el namero de plantas infectadas por CTV fue
mayor entre las plantas tratadas que entre las no tratadas, mientras en el siguiente
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muestreo realizado en mayo de 2007 ocurrié lo contrario. No se aprecid diferencias
significativas entre el namero de plantas infectadas entre los diferentes tratamientos
en ambas ocasiones.

Tabla 7.4: Efecto de los tratamientos con aceite en la incidencia viral de
Citrus tristeza virus en Citrus macrophylla bajo una alta densidad de in6culo
determinado mediante Inmunoimpresion-ELISA

Tratamientos Diciembre 2006 Mayo 2007
Plantas no tratadas ~ 8/314°%(255%) a°  77/316 (24.37%) a
Plantas tratadas 17/ 317 (5,36%) a 71 /319 (22,26%) a

4 NUmero de plantas infectadas por CTV / el nimero total de plantas analizadas
® Letras diferentes en la misma columna representan diferencias significativas de acuerdo
con un modelo lineal generalizado siguiendo una distribucion binomial (p< 0,05)

7.4.2 Estudio del efecto del tratamiento con aceites minerales en el desarrollo
vegetativo de los patrones.

7.4.2.1 Estudio del efecto del tratamiento con aceites minerales en la altura
de los patrones

7.4.2.1.1 Parcela de Lliria

En la Figura 7.3 y en la Tabla 7.5 se observa el valor medio de la altura
alcanzada por cinco plantas tratadas con aceites y cinco plantas no tratadas con
aceites en los patrones Mariana GF8-1 y Nemaguard, respectivamente.

Figura 7.3: Altura media alcanzada (cm) por plantas tratadas y plantas
no tratadas de los patrones Mariana GF8-1 y Nemaguard en la parcela de Lliria
a lo largo de un periodo vegetativo (2006) y mayo 2007
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Tabla 7.5: Media y desviacidn tipica (cm) de la altura alcanzada por los
patrones Mariana GF8-1 y Nemaguard en la parcela de Lliria durante un
periodo vegetativo (2006) y mayo 2007

Mariana GF8-1 Nemaguard
Fecha medida No tratado  Tratado No tratado  Tratado
Abril 2006 39,2+ 0,8° 388%35 37,7+£2,8 36,4+4,7
Mayo 2006 86,8+1,9 89,4+232 78,6 +£85 76,6+14,2
Junio 2006 120,0+22,4 121,0+24,2 112,4+10,0 106,8+17,0
Julio 2006 1458+274 1466 +44,1 127,6+14,4 138,4+12,6

Agosto 2006 152,6 £239 169,8+17,1 148,6+27,0 153,4+279
Septiembre 2006 174,8+16,5 171,8+27,4 162,4+12,8 169,6 +24,2
Octubre 2006 175,0+6,8 1794+118 1654+13,8 157,6+334
Noviembre 2006 149,0+128 171,2+24,1 152,2+254 159,2+10,5
Mayo 2007 172,670 1728+75 1258+257 127,8+135

#Media + Desviacion tipica (cm) (n=5)

En la Tabla 7.6 se muestran un resumen de los resultados obtenidos por el
programa SAS al analizar los datos mediante un ANOVA empleando un modelo
mixto. No hay efecto del Tratamiento, ni de sus interacciones, por tanto se puede
decir que el empleo de aceites minerales no tiene ningln efecto en la altura alcanzada
por los patrones. Los factores Mes y Variedad si que son significativos junto con su
interaccion.

Tabla 7.6: Resumen salida programa SAS, para el anélisis (ANOVA
modelo mixto) del efecto de la aplicacion de aceites minerales en la altura
alcanzada por los patrones Mariana GF8-1 y Nemaguard en la parcela de Lliria
durante un ciclo vegetativo (2006) y mayo 2007

a

Efecto g.l. numerador g.l. denominador F-Valor Pr>F
Mes 8 93,5 22,56 <,0001
Patrén 1 42,4 467,05 <,0001
Tratamiento 1 97,1 2,56  0,1132
Mes x Patron 8 42,4 526 <,0001
Mes x Tratamiento 8 42,6 0,67 0,7178
Patrén x Tratamiento 1 22 0,31 0,5836

a(Pr > F) < 0,05 indica diferencias significativas mediante la técnica ANOVA (n=5)
aplicando un modelo mixto
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7.4.2.1.2 Parcela de Carlet

El valor medio de la altura alcanzada por cinco plantas tratadas con aceites y
cinco plantas no tratadas con aceites por patron estudiado en la parcela de Carlet se
muestra en la Figura 7.4.

Figura 7.4: Altura alcanzada (cm) por plantas tratadas y plantas no
tratadas de diferentes patrones de frutales de hueso en la parcela de Carlet a lo
largo de un periodo vegetativo (2006) y mayo 2007
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En la Tabla 7.7 se exponen los resultados obtenidos al analizar los datos
mediante el programa SAS.

Tabla 7.7: Resumen salida programa SAS, para el andlisis (ANOVA
modelo mixto) del efecto de la aplicacion de aceites minerales en la altura
alcanzada por diferentes patrones de frutales de hueso en la parcela de Carlet
durante un ciclo vegetativo (2006) y mayo 2007

a

Efecto g.l. numerador g.l. denominador F-Valor Pr>F

Mes 5 73,6 804,37 <,0001

Patron 6 72,6 43,31 <,0001
Tratamiento 1 153 6,57 0,0113
Mes x Patron 30 71,4 11,05 <,0001
Mes x Tratamiento 6 76,3 2,03 0,0712
Patrén x Tratamiento 5 26,7 1,77  0,1543

a(Pr > F) < 0,05 indica diferencias significativas mediante la técnica ANOVA (n=5)
aplicando un modelo mixto

Los factores Mes, Patrén y Tratamiento y la interaccion Mes X Patron
resultaron ser significativos. Ademas la interaccion Mes x Tratamiento es
significativa a un nivel de significacion del 10%. Se realiz6 un analisis mes a mes y
se aplico la correccion de Bonferroni para las comparaciones entre las variedades
(Tabla 7.8). Se observaron diferencias significativas en la altura entre los diferentes
patrones de frutales de hueso a lo largo del periodo muestreado. En el caso del
tratamiento con aceites minerales, s6lo se encontraron diferencias significativas entre
las plantas tratadas y no tratadas en septiembre de 2006 y Unicamente en el patron
Cadaman, siendo mayor la altura en las plantas tratadas que en las no tratadas.
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7.4.2.1.3 Parcela de Moncada

En la Figura 7.5 y Tabla 7.9 se observa la evolucion de la altura media
alcanzada por cinco plantas tratadas con aceites y cinco plantas no tratadas con
aceites del patron de citricos Citrus macrophylla.

Figura 7.5: Altura alcanzada (cm) por plantas tratadas y plantas no
tratadas de Citrus macrophylla en la parcela de Moncada desde abril 2006 a

febrero 2007
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Tabla 7.9: Media y desviacion tipica (cm) de la altura alcanzada por
plantas tratadas y plantas no tratadas de Citrus macrophylla en la parcela de
Moncada desde abril 2006 a febrero 2007

Mes No tratado Tratado
Abril 2006 39,794 373+28
Mayo 2006 357+£2,1 37,6 +6,6
Junio 2006 47,6 +8,8 51,1+3,0
Julio 2006 47074 484 +3

Agosto 2006 77,0+228 92,0+9,7
Septiembre 2006 122,0+15,9 135,2+6,8
Octubre 2006 145,4+10,9 152,4+11,7
Noviembre 2006 159,6 £11,6 170,6+4,9
Diciembre 2006  164,4+23,9 156,8+ 13,2
Enero 2007 157,8 +13,7 1608 +9,7
Febrero 2007 159,4+9,7 151.0%9,1

#Media + Desviacion tipica (cm) (n=5)
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En la Tabla 7.10 se muestra un resumen del analisis realizado con el
programa SAS. Se puede observar que no hay efecto del factor Tratamiento en la
altura alcanzada por las plantas, mientras que la altura de éstas depende del Mes. Por
lo tanto, se puede decir, que el tratamiento con aceites minerales no ha afectado a la
altura alcanzada por las plantas tratadas.

Tabla 7.10: Resumen salida programa SAS, para el analisis (ANOVA
modelo mixto) del efecto de la aplicacion de aceites minerales en la altura

alcanzada por Citrus macrophylla en la parcela de Moncada desde abril 2006 a
febrero 2007

Efecto g.l. numerador g.l. denominador F-Valor Pr>F?

Mes 10 17,9 336,71 <,0001
Tratamiento 1 38,3 2,50  0,1222
Mes x Tratamiento 10 17,9 0,88  0,5711

& (Pr > F) < 0,05 indica diferencias significativas con la técnica ANOVA (n=5) mediante un
modelo mixto

7.4.2.2 Estudio del efecto del tratamiento con aceites minerales en la
superficie foliar de los patrones

7.4.2.2.1 Parcela de Lliria

En la Figura 7.6 se muestra el valor medio de la superficie foliar alcanzado
por cinco plantas tratadas y cinco plantas no tratadas de los patrones de frutales de
hueso Mariana GF8-1 y Nemaguard en la parcela de Lliria.

Figura 7.6: Media de la superficie foliar alcanzada (m?) por plantas
tratadas y plantas no tratadas de los patrones Mariana GF8-1 y Nemaguard en
la parcela de Lliria a lo largo de un periodo vegetativo (2006) y mayo 2007
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En la Tabla 7.11 se muestran los resultados obtenidos al analizar los datos
con el programa SAS. El factor Tratamiento no resulto significativo. Sin embargo, se
puede observar que los factores Mes y Patrdn y las interacciones Mes x Patrén y Mes
X Tratamiento si lo fueron.

Tabla 7.11: Resumen salida programa SAS, para el analisis (ANOVA
modelo mixto) de la superficie foliar alcanzada por diferentes patrones de
frutales de hueso en la parcela de Lliria durante un ciclo vegetativo (2006) y
mayo 2007

Efecto g.l. numerador g.I. denominador F-Valor Pr>F?

Mes 8 31,5 37,01 <,0001

Patrén 1 37 60,28 <,0001
Tratamiento 1 53,6 0,17  0,6787
Mes x Patron 8 36,4 7,20 <,0001
Mes x Tratamiento 8 34,2 2,75  0,0186
Patrén x Tratamiento 1 152 0,00 0,9972

4(Pr > F) < 0,05 indica diferencias significativas con la técnica ANOVA (n=5) mediante un
modelo mixto

Debido a la significacion de la interaccion Mes x Tratamiento, se analizaron
los datos mes a mes (Tabla 7.12). Existieron diferencias significativas en la
superficie foliar entre las plantas tratadas y no tratadas en los meses de octubre y
noviembre, la plantas tratadas siempre presentaron una mayor superficie foliar.

Tabla 7.12: Media y desviacién tipica (m?) de la superficie foliar
alcanzada por los patrones Mariana GF8-1 y Nemaguard en la parcela de Lliria
durante un periodo vegetativo (2006) y mayo 2007

Mariana GF8-1 Nemaguard
No tratado Tratado No tratado Tratado

Abril 2006 0,040 + 0,207""ab 0,048 £0,016a 0,015+ 0,006b 0,0249 £0,0097b
Mayo 2006 0,152 +£0,067a 0,183 +0,045a 0,101 +0,432a 0,1496 + 0,0587a
Junio 2006 0,418 £0,156a 0,413+0,234a 0,431+0,118a 0,2735+0,1011a
Julio 2006 0,792+0,316a 0,878+0,178a 0,746 +£0,379a 0,4365+0,1517a
Agosto 2006 0,629 +£0,278a 0,873+0,327a 0,440+0,317a 0,4850 + 0,2345b
Septiembre 2006  1,235+0,314a 0,855+0,262a 0,802 +0,449a 0,8322 + 0,6220a
Octubre 2006 1,181 +0,319a 1,554+0,481b 0,365+ 0,225¢ 0,6375 +0,1982d
Noviembre 2006 0,714 +0,300a 1,135+0,497b 0,062 +0,053c 0,2431 +0,1457d
Mayo 2007 2,428 +1,275a 1,645+0,904a 1,057 +0,364b 0,8662 + 0,2999b

& Media + Desviacion tipica (m?) (n=5)

Y| etras diferentes en la misma fila representan diferencias significativas mediante ANOVA

(n=5)
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Se puede apreciar en las Figuras 7.7 y 7.8 que la diferencia estadisticamente
demostrada en la superficie foliar entre las plantas tratadas y no tratadas en los meses
de octubre y noviembre se observo a simple vista en campo. Se observo un retraso en
la caida de las hojas en las plantas tratadas, sobretodo de la variedad Mariana GF8-1.

Figura 7.7: Aspecto de bloque no tratado (izquierda) y bloque tratado
(derecha) de Mariana GF8-1 en la parcela de Lliria en noviembre de 2006

Figura 7.8: Foto de bloque no tratado (izquierda) y bloque tratado
(derecha) de Mariana GF8-1 en la parcela de Lliria en diciembre de 2006
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7.4.2.2.2 Parcela de Carlet

En la Figura 7.9 se muestra el valor medio de la superficie foliar alcanzado
por cinco plantas tratadas y cinco plantas no tratadas de los patrones de frutales de
hueso estudiados en la parcela de Carlet.

Figura 7.9: Media de la superficie foliar alcanzada (m?) por plantas
tratadas y plantas no tratadas de diferentes patrones de frutales de hueso
estudiados en la parcela de Carlet a lo largo de un periodo vegetativo (2006) y
mayo 2007
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En la Tabla 7.13 se puede observar un resumen de los resultados obtenidos
por el programa SAS al analizar los datos. Se observa que los factores Tratamiento,
Patrén y Mes son significativos. Ademas las interacciones Tratamiento x Mes y Mes
x Variedad son significativas también. Debido a la significacion de la interaccion
Tratamiento x Mes se analizo los datos mes a mes.

Tabla 7.13: Resumen salida programa SAS, para el analisis (ANOVA
modelo mixto) del efecto de la aplicacion de aceites minerales en la superficie
foliar alcanzada por diferentes patrones de frutales de hueso en la parcela de
Carlet durante un ciclo vegetativo (2006) y mayo 2007

a

Efecto g.l. numerador g.l. denominador F-Valor Pr>F
Mes 5 146 35,58 <,0001
Patrén 6 212 70,17 <,0001
Tratamiento 1 221 532  0,0220
Mes x Patron 30 241 9,81 <,0001
Mes x Tratamiento 6 172 7,68  <,0001
Patron x Tratamiento 5 146 2,05 0,0753

& (Pr > F) < 0,05 indica diferencias significativas con la técnica ANOVA (n=5) mediante un
modelo mixto

Al analizar los datos mes a mes mediante ANOVA y aplicando la correccién
de Bonferroni (Tabla 7.14), se observo que existian diferencias significativas entre
los diferentes patrones segin el mes. Unicamente se detectaron diferencias
significativas en la superficie foliar entre las plantas tratadas y no tratadas del patron
Garnem en noviembre de 2006 y en el patrdn Cadaman en mayo de 2007. En ambas
ocasiones la superficie foliar fue mayor en las plantas tratadas que en las no tratadas
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7.4.2.2.3 Parcela de Moncada

En la Figura 7.10 y en la Tabla 7.15 se puede observar el valor medio de la
superficie foliar estimada en cinco plantas no tratadas y cinco plantas tratadas del
patron de citricos Citrus macrophylla en la parcela de Moncada desde abril de 2006 a
febrero de 2007.

Figura 7.10: Media de la superficie foliar alcanzada (m?) por plantas
tratadas y plantas no tratadas de Citrus macrophylla en la parcela de Moncada
desde abril 2006 a febrero 2007

Efecto de la aplicacion de aceites minerarales en la
superficie foliar de C. macrophylla
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Tabla 7.15: Media y desviacién tipica (m®) de la superficie foliar
estimada en plantas tratadas y plantas no tratadas de Citrus macrophylla en la
parcela de Moncada desde abril 2006 a febrero 2007

Mes No tratado Tratado

Abril 2006 0,005 + 0,003" 0,005 + 0,001
Mayo 2006 0,003 + 0,001 0,003 + 0,001
Junio 2006 0,105+ 0,073 0,134 + 0,050
Julio 2006 0,079 +£0,017 0,109 + 0,016
Agosto 2006 0,351 + 0,042 0,409 £ 0,071
Septiembre 2006 0,628 + 0,208 0,535 + 0,063
Octubre 2006 0,745+ 0,141 0,748 £ 0,126
Noviembre 2006 0,677 + 0,058 0,605 + 0,078
Diciembre 2006 0,693 £ 0,060 0,744 £ 0,248
Enero 2007 0,614 + 0,073 0,573 + 0,063
Febrero 2007 0,726 + 0,100 0,658 + 0,196

a Media + Desviacién tipica (m®) (n=>5)
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Tabla 7.16: Resumen salida programa SAS, para el anélisis (ANOVA
modelo mixto) del efecto de la aplicacion de aceites minerales en la superficie
foliar estimada para Citrus macrophylla en la parcela de Moncada desde abril
2006 a febrero 2007

Efecto g.l. numerador g.l. denominador F-Valor Pr>F?

Mes 10 88 87,90 <,0001
Tratamiento 1 88 0,23  0,6317
Mes x Tratamiento 10 88 0,88 0,7766

a (Pr > F) < 0,05 indica diferencias significativas con la técnica ANOVA (n=5) mediante un
modelo mixto

Los resultados mostraron que no existen diferencias significativas en la
superficie foliar estimada entre las plantas tratadas y no tratadas. Por tanto, se puede
decir que el tratamiento con aceites minerales no ha afectado a la superficie foliar
desarrollada por las plantas.

7.4.3 Otros efectos producidos por el tratamiento con aceites minerales en las
plantas

A parte de los efectos evaluados, altura y superficie foliar, se observaron
otros efectos provocados por la reiterada aplicacion de aceites minerales en las
plantas.

En la parcela de Lliria se observo en los meses de octubre y noviembre de
2006 que en algunas plantas de Mariana GF8-1 de los bloques tratados aparecieron
quemaduras en la punta de sus hojas, en la zona donde se acumula el aceite (Figura
7.11).

Figura 7.11: Bloque de Mariana GF8-1 tratado con aceites minerales en
octubre 2006
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En la parcela de Carlet se produjo un ataque muy importante de Aphis
spiraecola en mayo de 2007. El patrén més afectado fue Adesoto 101, en el cual se
apreciaron dafios masivos en las plantas no tratadas (Figuras 7.12 y 7.13). En los
bloques tratados de todos los patrones, no se aprecid la formacion de colonias del
pulgdn ni dafios (Figuras 7.13 y 7.14).

Figura 7.12: Plantas de Adesoto 101 atacadas por el pulgon A. spiraecola
en mayo 2007 en la parcela de Carlet

Figura 7.13: Bloques de Adesoto 101 no tratado (izquierda) y tratado
(derecha) en mayo de 2007 en la parcela de Carlet
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Figura 7.14: Bloque de Mirobolan 29C no tratado (izquierda) y tratado
(derecha) en mayo de 2007 en la parcela de Carlet

Ademas se observo una reduccion en la incidencia de oidio en los veranos de
2006 y 2007 en las plantas tratadas en ambas parcelas en los patrones Nemaguard y
Garnem (Unicos patrones afectados por dicha enfermedad) (Figura 7.15).

Figura 7.15: Bloques de Nemaguard no tratado (izquierda) y tratado
(derecha) en julio de 2007 en la parcela de Lliria
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7.5 DISCUSION

En el presente Capitulo se ha evaluado el efecto de los tratamientos con
aceites minerales sobre la incidencia viral de dos virus con dos modos de transmisién
distintos, PPV (no persistente) y CTV (semipersistente). En ambos casos el
tratamiento con aceites minerales no ha logrado impedir la infeccién, aunque pueden
extraerse diferentes conclusiones en cada uno de ellos.

En el caso de PPV se estudio la respuesta de los aceites minerales en dos
escenarios totalmente diferentes, uno con alta densidad de indculo viral y otro con
baja densidad. Con una alta densidad de indculo no se logré impedir la infeccion,
pero si que se redujo significativamente la infeccion en el patron Mariana GF8-1,
después de un afio de cultivo. Estos resultados animarian al uso de aceites minerales
para la reduccién de la dispersién viral en zonas donde la presion de indculo fuera
menor, como el caso de los viveros. Sin embargo, los resultados obtenidos bajo una
baja densidad de inoculo, no mostraron diferencias significativas entre las plantas
tratadas y las no tratadas.

El efecto de la aplicacion de aceites minerales en el control de la dispersion
de virus vegetales depende de varios factores (Vanderveken, 1977; Simons, 1982).
Uno de estos factores es la presién de indculo presente en la zona. Cuando el in6culo
viral aumenta, la efectividad del tratamiento con aceites minerales para el control del
virus disminuye (Simons y Zitter, 1980; Umesh et al., 1995). Por tanto, la alta
presion de indculo presente en la parcela de vivero experimental de Lliria podria
explicar el fracaso en el control de PPV en las condiciones ensayadas. Simons y
Zitter (1980), citaron que bajo las condiciones de Florida (EEUU), los tratamientos
con aceites minerales llegan a ser inefectivos contra virus no persistentes en cultivos
horticolas cuando el nivel de infeccidn oscila entre el 10-20%. Sin embargo, uno de
los factores mas importantes a la hora de instalar un vivero de frutales de hueso es la
ausencia de huéspedes infectados por PPV en la vecindad del mismo.

En la actualidad, hay pocos estudios epidemioldgicos dedicados a evaluar el
efecto de una zona de seguridad (“buffer”) entre una planta huésped infectada y una
parcela de vivero. El consenso general es que 500 metros es una distancia prudente
para minimizar el riesgo de contaminacién. Sin embargo, segun la legislacion vigente
(Real Decreto 929/1995), “las parcelas de produccién de plantas de vivero
certificadas tendran un aislamiento minimo de 3 metros con cualquier plantacion
comercial o plantas aisladas del mismo género. Dicha distancia de aislamiento se
mantendrd en barbecho total. Las plantas madre de planta certificada estaran
separadas al menos 100 metros de cualquier otra planta del mismo género no
certificada. En el caso de patrones ésta distancia podréa ser de 50 metros”.

Estas distancias de seguridad quizads no sean suficientes para asegurar un
riesgo minimo de contaminacion. Por lo tanto, solamente la ausencia de huéspedes
infectados de PPV dentro de las instalaciones del vivero puede garantizar la
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produccion de plantas libres de PPV. Asi, la combinacion de una baja densidad de
indculo, lograda con un adecuado aislamiento de las zonas de cultivo y/o de Prunus
aislados, junto a la aplicacion de tratamientos con aceites minerales podria ayudar a
reducir la dispersion de PPV en los bloques de vivero.

En la parcela situada en Carlet, con baja densidad de indculo, durante los
primeros 6 meses de cultivo no se produjo dispersién de PPV entre las plantas
tratadas, ya que sélo hubo infecciones entre las plantas situadas en los bloques
control. En noviembre de 2007 un namero similar de infecciones ocurrieron entre las
plantas tratadas y control. Las plantas tratadas infectadas estuvieron localizadas muy
cerca de las primeras plantas infectadas en noviembre de 2006 (Anejos, Figura A.2).
Este fendmeno podria ser explicado por la cercania de los bloques tratados y los
blogues control (Simons y Zitter, 1980; Web y Linda, 1993). Los bloques de plantas
tratadas con aceites fueron constantemente expuestos a pulgones que podrian haber
adquirido el virus de los bloques control (Web y Linda, 1993). Otro hecho que apoya
esta hipdtesis, fue la deteccion de un nuevo foco de infeccion, relativamente alejado
del primero entre las plantas no tratadas, carentes de proteccion frente a los pulgones
viruliferos (Anejos, Figura A.2).

La lluvia influye en la efectividad de los tratamientos con aceites, ya que
puede eliminar la capa de aceite que recubre la planta (Hooks y Fereres, 2006). La
mayor cantidad de agua caida en abril de 2007 en comparacion con abril de 2006 (64
mm en abril 2006 y 135 mm en abril de 2007, Anejos, Figura A.1) pudo haber
influido también negativamente en la efectividad lograda por el aceite en la parcela
de Lliria.

Otro factor importante involucrado en la efectividad de la aplicacion de
aceites minerales es la cobertura de las plantas (Vanderveken, 1977; Simons, 1982).
Bradley (1963) y Vanderveken (1968), observaron que las caracteristicas de las
plantas tratadas no tienen influencia en el efecto de los tratamientos con aceites
minerales contra virus no persistentes en cultivos horticolas (tabaco, patata, pimiento,
colza, guisantes). Sin embargo, en nuestras condiciones experimentales en la parcela
de Lliria, se observd que la persistencia del aceite mineral era mayor en el patron
Mariana GF8-1 que en Nemaguard. Este hecho podria explicar las diferencias en el
efecto de los aceites minerales en ambos patrones ensayados. La orientacién, tamafio,
forma y caracteristicas de la superficie de las hojas, ademas de la flexibilidad de las
ramas pueden influir en la uniformidad de la deposicién del aceite (Furness y
Combellack, 2002). Asjes y Blom-Barnhoorn (2002) observaron diferencias en la
efectividad de la aplicacion de aceites minerales contra el virus asintomatico del lirio
(Lily symptomless virus, Carlavirus) y el virus del moteado del lirio (Lily mottle
virus, Potyvirus) entre dos variedades de lirio debido a la estructura y caracteristicas
foliares, siendo el control superior en la variedad “Vivaldi” que tenia un mayor
nimero de hojas superiores que impedian el acceso de pulgones a las hojas
inferiores, donde la pulverizacion fue menos efectiva.
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La gran densidad de plantas presentes en un vivero de frutales de hueso hace
dificil la aplicacion de aceites minerales. Por esta razon, es fundamental utilizar
correctos sistemas de aplicacion para cubrir toda la superficie de la planta. Hay una
gran variedad de tecnologia disponible para la aplicacién de aceites minerales
(Furness y Combellack, 2002). Esta tecnologia debe ser evaluada y ensayada para
mejorar la eficiencia del tratamiento en explotaciones comerciales de viveros de
frutales de hueso.

Con CTV, se ha observado que el tratamiento con aceites minerales, no ha
evitado ni reducido la incidencia viral entre las plantas tratadas y no tratadas, en las
condiciones ensayadas, con alta presion de in6culo. Por tanto, las mismas
consideraciones expuestas para PPV se harian para el caso de CTV. La alta presion
de inéculo en la zona, hizo que la aplicacion de aceites minerales no pudiera
controlar la dispersion del virus. El efecto de aceites minerales en la dispersién de
CTV fue probado por Powell et al. (1997) en éarboles adultos, junto con otros
productos. Se observo que el aceite no logré impedir la infeccion tras cinco afios,
aunque el niamero de arboles infectados en los bloques tratados con aceites era menor
que en los bloques control o en bloques tratados con Aldicarb (Temik). Estas
diferencias se observaron para aislados suaves del virus pero no para los virulentos.
Por lo tanto, la aplicacion de tratamientos con aceites minerales para impedir la
dispersion de CTV en bloques de vivero deberia ser evaluado en condiciones de
indculo menos intensas.

No se observaron colonias de pulgones en las plantas tratadas con aceites
minerales en mayo 2007 en la parcela de Carlet, sugiriendo una reduccion de las
poblaciones de pulgones debido a los tratamientos con aceites minerales. Este
fendmeno también fue observado por Najar-Rodriguez et al. (2007) con Aphis
gossypii en algodon, tanto en condiciones de invernadero como de campo. Este
hecho podria ser determinante en el caso de virus semipersistentes, como el caso de
CTV, o persistentes. Segun Perring et al. (1999) la reduccién lograda en la
transmision de virus semipersistentes o persistentes mediante aceites minerales, se
produce por la reduccién en la poblacién de insectos vectores.

La aplicacion reiterada de aceites minerales puede desarrollar efectos no
deseados en las plantas tratadas. Asi se ha citado que el uso de aceites minerales
puede disminuir la tasa fotosintética (Gudin et al., 1976; Feree y Hall, 1975; Feree,
1976). Esta reduccion en la tasa fotosintética se traduce en una pérdida de cosecha
(Spotts et al., 1975; Web y Linda, 1993). Ademas el empleo de aceites mineral puede
retrasar la concentracion de sélidos solubles en las uvas de vides tratadas con aceites
contra el oidio o reducir la transpiracién de las plantas (Northover y Scheider, 1996;
Finger et al., 2002, Hodkinson, 2002a).

En este estudio se ha observado que la aplicacion reiterada de aceites
minerales no redujo la altura de las plantas tratadas frente a las plantas control tanto
en patrones de frutales de hueso como en Citrus macrophylla como patrén de
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citricos. La superficie foliar de las plantas tratadas no se vio afectada por los
tratamientos con aceites minerales en el caso de C. macrophylla. Sin embargo, se
observo que la aplicacion de aceites minerales produce un retraso de la caida de la
hoja en algunos de los patrones estudiados de frutales de hueso. Este ultimo hecho no
habia sido citado hasta el momento.

La abscision y la senescencia estan determinadas por los equilibrios entre las
hormonas reguladoras del crecimiento: etileno, auxinas, acido abscisico y
citoquininas. La aplicacion de aceites minerales puede variar los equilibrios entre
ellas (Johnson et al., 2002). En citricos, la aplicacion de aceites minerales en
situaciones de estrés para la planta (como estrés hidrico), puede estimular la
segregacion de etileno y provocar la senescencia de las hojas (Johnson et al., 2002).
Del mismo modo una falta de transpiracion, producida por la aplicacion de aceites
minerales, produce que el aporte de citoquininas (responsables de la division celular)
a las hojas se vea disminuido. Si en las hojas, los procesos de degradacion de las
citoquininas son dominantes a los procesos de aporte se iniciard la senescencia
(Johnson et al., 2002). En nuestro caso sucede lo contrario. Los factores que pueden
determinar la respuesta de las plantas a los aceites son variables y depende de las
caracteristicas de la propia planta, del aceite empleado, de la dosis usada y de las
condiciones ambientales (Hodgkinson et al., 2002).

Como citamos en la introduccion, los aceites minerales se usan en el control
de hongos como oidios (Northover y Scheider, 1996; Hernandez Riesco et al., 2002,
Nicetic et al., 2002). Esto explicaria la reduccion de los efectos del oidio entre los
blogues tratados con aceite en los patrones Nemaguard y Garnem.

En conclusién, el tratamiento con aceites minerales es un método de
proteccion de cultivos “limpio” y que no implica ningln tipo de perjuicio para las
plantas de vivero. Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral muestran que
junto con otras medidas de control como adecuadas distancias de separacion entre el
vivero y los blogues de otras parcelas, cultivo bajo malla, utilizacion de patrones
resistentes etc..., podria aplicarse en bloques de vivero, al menos de frutales de
hueso contra PPV. En el caso de CTV se tendria que evaluar su eficiencia con otras
condiciones experimentales.

Para aplicarse a gran escala los tratamientos con aceites minerales, deben de
ensayarse con otro tipo de patrones y con otras condiciones meteoroldgicas. Al
mismo tiempo, la optimizacién de la maquinaria y de las condiciones de trabajo son
esenciales para lograr el éxito en los tratamientos. No obstante, en un futuro, muy
probablemente pueden llegar a ser de los pocos tratamientos autorizados, ya que no
implican la aparicion de residuos.
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1) Los patrones Adesoto 101 y Mariana GF8-1 resultaron los méas susceptibles a la
infeccion natural por PPV-D, seguidos por Nemaguard y Mirobolan 29C que
presentaron una susceptibilidad media. Los patrones Cadaman y Garnem se
comportaron como resistentes frente a los aislados de PPV-D presentes en el area
experimental. Esta evaluacion es la primera que se efectlia en condiciones naturales
en patrones de Prunus cultivados en vivero. Los datos obtenidos confirman la alta
sensibilidad de los ciruelos previamente determinada por inoculacién por injerto y
muestra la susceptibilidad de Mirobolan 29C, no reportada previamente. También se
puso de manifiesto el interés del uso de los patrones hibridos Cadaman y Garnem
debido a su resistencia a PPV-D.

2) EIl pico poblacional de pulgones, estimado tanto con trampas amarillas de
Moericke como por el método de la planta pegajosa, se produjo en el mes de mayo,
en los dos viveros experimentales de frutales de hueso establecidos. ElI nimero
medio de pulgones totales que visitaron una planta de vivero en la parcela de Lliria
durante el mes de mayo de dos afios consecutivos fue de 38,1 mientras en el caso de
la parcela de Carlet fue de 36,7.

3) Aphis spiraecola Pagenstecher resultd la especie de pulgon predominante en la
zona de establecimiento de los viveros experimentales de frutales de hueso,
(estimada mediante trampas de Moericke) y fue la especie que mas aterriz6 o Visito
los patrones establecidos en vivero (estimada mediante plantas pegajosas). Otras
especies abundantes fueron A. gossypii Glover y Hyalopterus pruni Geoffroy. Las
especies encontradas en vivero coinciden con los previamente determinadas en
plantaciones comerciales, aunque no su frecuencia relativa ya que en vivero se
capturaron poblaciones menores de A. gossypii.

4) El porcentaje de pulgones PPV-viruliferos que sobrevolaron el vivero de frutales
de hueso y/o aterrizaron en plantas, fue tres veces superior en la zona con una alta
densidad de in6culo (30,32%) que en la zona con una baja densidad de inéculo
(7,98%). ElI método de “Squash” RT-PCR a tiempo real ha sido efectivo en la
determinacion indirecta de la densidad de in6culo y pudiera ser utilizado como
sistema de alerta en viveros para deteccion temprana de la visita de pulgones
viruliferos.

5) No se ha demostrado preferencia de los pulgones visitantes por ningun tipo de
patron de frutal de hueso. Los pulgones parecen aterrizar sobre las plantas en un
vivero de frutales de forma aleatoria. Del mismo modo, la proporcién de pulgones
PPV-viruliferos capturada en los diferentes patrones de hueso analizados en las dos
localidades de muestreo, no fue significativamente distinta.
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6) No se ha encontrado una relacion directa entre el nimero de pulgones que
aterrizan en una planta de vivero y la superficie foliar de los patrones de Prunus
estudiados, a pesar de observarse diferencias significativas entre la superficie foliar
de los mismos.

7) Se confirmé la alta susceptibilidad de Citrus macrophylla a la infeccion natural
por CTV. Esto implica que en zonas con indculo, por escaso que sea, y alta
intensidad vectorial sea necesario establecer medidas de control para evitar la
infeccion de esta especie muy utilizada como patron de citricos.

8) Las capturas realizada en el mes de mayo mediante trampas amarillas de Moericke
y el método de la planta pegajosa registraron el mayor pico poblacional de pulgones
en el vivero experimental de C. macrophylla. Siendo el nimero medio de pulgones
totales que visitaron una planta de vivero durante ese mes de 387,9.

9) La especie de pulgon predominante en el vivero experimental de C. macrophylla
fue A. spiraecola tanto en trampas de Moericke como en plantas pegajosas. Otras
especies predominantes mediante plantas pegajosas fueron A. gossypii y H. pruni.

10) La técnica molecular “Spot” RT-PCR a tiempo real se ha validado, en
comparacion con la técnica seroldgica ELISA-DASI, para su uso en la deteccion de
PPV en plantas de vivero. Se ha obtenido una coincidencia casi perfecta entre ambas,
calculada mediante el indice kappa de Cohen. La técnica molecular ha resultado ser
mas sensible mientras que la técnica seroldgica ha resultado mas especifica. Por ello,
se recomienda el uso de ELISA-DASI en inspeccion rutinaria para la deteccion de
PPV y el anélisis por ambas técnicas en muestras donde se requiera precision casi
total en los individuos negativos (plantas madre, material base y plantas para
exportacion).

11) La técnica ELISA-DASI permite la mezcla en muestras compuestas de cuatro
plantas sin pérdida de precision en la deteccion de PPV. Existen diferencias
significativas en la precision en la deteccidbn de muestras compuestas mediante
ELISA-DASI a lo largo del afio. Las mejores épocas para deteccidn son primavera y
verano, seguida de otofio. En invierno no se aconseja el empleo de muestras
compuestas debiendo analizarse las plantas individualmente.

12) La técnica de deteccién molecular “Spot” RT-PCR a tiempo real fue capaz de
detectar PPV en muestras compuestas de hasta 10 plantas independientemente del
nimero de plantas negativas presentes sin perder precision. No se encontraron
diferencias en la precision de la deteccion de PPV al utilizar muestras compuestas a
lo largo del periodo vegetativo incluido el periodo de dormancia.

184



8. Conclusiones

13) Se han aplicado con éxito los modelos latentes en la estimacion de los
pardmetros de diagndstico de PPV de ambas técnicas de deteccion de PPV. Este
sistema puede aplicarse a cualquier método de deteccion y de diagnéstico de agentes
fitopatdgenos.

14) La técnica molecular “Tissue-print” RT-PCR a tiempo real se ha validado para
deteccion de CTV en plantas de vivero y en arboles adultos y se ha comparado con
Inmunoimpresion-ELISA. La coincidencia en los resultados de ambas técnicas,
medida mediante el indice kappa de Cohen, es substancial (0,76). La técnica
molecular ha resultado ser mas sensible, mientras que la técnica serolégica ha
resultado ser mas especifica. Se recomienda el uso de Inmunoimpresién-ELISA para
la deteccidn rutinaria de CTV y el anlisis por ambas técnicas en muestras donde se
requiera precision casi total de los individuos negativos.

15) La aplicacion de aceites minerales ha logrado reducir significativamente la
infeccion natural de PPV en el patron Mariana GF8-1 en condiciones de alta
densidad de indculo, aunque no logré impedirla.

16) El uso de aceites minerales en condiciones de alta presion de indculo de CTV no
ha logrado reducir la infeccion natural en el patron C. macrophylla. No obstante,
antes de descartar el uso de aceites minerales en el control de CTV se deberian
ensayar otras condiciones experimentales con menor nivel de indculo.

17) La aplicacion reiterada de aceites minerales como medida de control no ha
perjudicado al desarrollo vegetativo de los patrones cultivados. Se ha observado un
retraso en la caida de las hojas en plantas tratadas en algunos patrones de frutales de
hueso como Mariana GF8-1 y Nemaguard. Ademas, no se han observado colonias
establecidas de pulgones en las plantas tratadas y se ha observado una reduccion de
sintomas causados por oidio en los patrones Nemaguard y Garnem.

18) El conocimiento basico generado en esta Tesis Doctoral podréa servir para disefiar
estrategias de control con base epidemioldgica que con la aplicacion de las técnicas
de deteccion validadas, contribuira decisivamente en el control integrado de PPV y
CTV en plantas de vivero. El uso de aceites minerales en los momentos de visita de
pulgones viruliferos, conjuntamente con otras medidas (utilizacion de mallas anti-
pulgdn, uso de patrones poco susceptibles o resistentes, intercalado de patrones
resistentes entre bloques de susceptibles, emplazamiento del vivero en zonas sin
huéspedes infectados), puede ser aplicado en la reduccién y/o control de PPV y CTV
en vivero, como una estrategia mas de control integrado de plagas con residuo cero
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A.1 Célculo de la probabilidad post-test a partir de las razones de verosimilitud
y de la probabilidad pre-test

Segun Deeks y Altman (2004):

Probabilidad pre-test (prevalencia) = P,
Razon de probabilidades pre-test “pretest odds” (O1) = Py / (1-Py)
Razén de probabilidades post-test “posttest odds” (O,) = O; x LR?
Probabilidad post-test = O,/ (1+0O,)

®Razdn de verosimilitud o “likelihood ratio™

Si se combinan las razones de verosimilitud de i métodos segun Neves et al.
2004

Razon de probabilidades post-test “posttest odds” (O;) = 01X LR; X LRz X ...LR;

A.2 Modelo de Hui y Walter (1980) para la estimacion de la sensibilidad y de la
especificidad de dos pruebas de diagnéstico ante la ausencia de “gold standard”

El modelo de Hui y Walter estima la sensibilidad y la especificidad de dos
pruebas de diagnostico ante la ausencia de una técnica de referencia o “gold
standard”, al aplicarlos simultaneamente a individuos pertenecientes a dos
poblaciones con distinta prevalencia. Este modelo tiene dos premisas: 1) las dos
pruebas deben de ser condicionalmente independientes; 2) la sensibilidad y la
especificidad de las dos pruebas son las mismas en ambas poblaciones.

Los resultados obtenidos en cada poblacion pueden expresarse en una tabla de
contingencia 2x2 (Tabla A.1), cada tabla de contingencia tiene 3 grados de libertad.
En general, para R pruebas aplicadas a S poblaciones, hay (2R-1) S grados de
libertad para estimar (2R+1) S parametros (Hui y Walter, 1980). Por tanto, cuando
tenemos 2 poblaciones se dispone de 6 grados de libertad. A su vez, se dispone de
seis incognitas; la sensibilidad (Se;) y especificidad (Spi) de la prueba 1 y la
sensibilidad (Se,) y especificidad (Sp,) de la prueba 2, junto las dos prevalencias de
las dos poblaciones muestreadas (Pry y Pry). Asi se tiene seis ecuaciones con seis
incognitas y por tanto el sistema de ecuaciones tiene solucion (Enge et al., 2000)
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Tabla A.1: Tabla 2x2 que relaciona el estatus de cada individuo segun el
resultado del test (positivo, negativo) para una poblacion (i=1,2)

Técnica 2

Positivo  Negativo | Total

Positivo |a; b; Oi
Técnica 1

Negativo | ¢; d; h;

Total € f; n;

Las funciones de verosimilitud propuestas por Hui y Walter (1980), extraidas
de Enge et al. (2000) para estimar los diferentes parametros se exponen a
continuacion:

Se1= [((g1€2-€192)/n1ny) + ax/ny - ai/ng + F] / 2[ezn; - eyny]

Ses= [((g2e1-€2091)/n1ny) + ax/ny - ai/ny + F] / 2[g2/n2 - gani]

Sp1= [((frhz-hif2)/ning) + di/ng - da/ng + F] 1 2[ezn; - eyng]

Sp2= [((f2h1-haf1)/ning) + di/ng - do/ng + F] 7/ 2[g2n; - guna]

Pri= 0,5-{[(g1/n1 (e - €2n2)) (e1/n1 (QuN1 - gaiNz)) + ax/ny - a1/ng] 1 2F}

Pro= 0,5-{[(g2/n2 (€N - €2n2)) (e2/Nz (QuN1 - G2iNz)) + @x/nz - a1/ng] 1 2F}

Donde F es igual:

F= + {[(g1€2 - gze1)/ninz + ayn; - a2/nz)? — 4[(guns - Gainz)((a1e2 — aze1)/mnz)]3°°

Se obtendran dos sets de soluciones segun se considere F como positiva o
como negativa, solo uno sera el correcto asumiendo que Se + Sp > 1 (Enge et al.,
2000). Para mas detalles se puede consultar Hui y Walter (1980) o Enge et al. (2000).
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Figura A.1: Climogramas de las parcelas experimentales durante los

2006-2007
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Tabla A.2: Volumen de caldo fitosanitario (al 1% de aceite) aplicado por
planta y por hectarea en las diferentes parcelas experimentales

Lliria
Mes Tratamientos I/ plantaa I/ hab
Abril 2006 2 0,068 3.389
Mayo 2006 3 0,067 3.333
Junio 2006 2 0,118 5.913
Julio 2006 3 0,126 6.282
Agosto 2006 2 0,178 8.894
Septiembre 2006 3 0,165 8.237
Octubre 2006 2 0,234 11.683
Noviembre 2006 3 0,211 10.545
Diciembre 2006 2 0,134 6.683
Abril 2007 3 0,059 2.965
Mayo 2007 4 0,105 5.256
Junio 2007 4 0,108 5.385
Carlet
Mes Tratamientos I/planta 1/ha
Mayo 2006 2 0,062 3.117
Junio 2006 3 0,075 3.735
Julio 2006 2 0,114 5.679
Agosto 2006 3 0,123 6.173
Septiembre 2006 3 0,114 5.700
Octubre 2006 3 0,127 6.358
Noviembre 2006 2 0,103 5.154
Diciembre 2006 1 0,059 2.963
Abril 2007 3 0,035 1.770
Mayo 2007 5 0,068 3.420
Junio 2007 4 0,088 4.375
Septiembre 2007 3 0,075 3.735
Octubre 2007 3 0,073 3.652

@ Media del volumen de caldo fitosanitario (litros) aplicado por planta durante ese mes
® Media del volumen de caldo fitosanitario (litros) aplicado por hectarea (50.000 plantas /
ha) durante ese mes
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Tabla A.2 bis: Volumen de caldo fitosanitario (al 1% de aceite) aplicado
por planta y por hectarea en las diferentes parcelas experimentales

Moncada

Mes Tratamientos I/ plantaa I/ hab
Marzo 2006 3 0,091 4.548
Abril 2006 3 0,110 5.524
Mayo 2006 2 0,127 6.357
Junio 2006 2 0,146 7.286
Julio 2006 3 0,220 11.000
Agosto 2006 3 0,166 8.286
Septiembre 2006 2 0,169 8.429
Octubre 2006 4 0,208 10.381
Noviembre 2006 3 0,343 17.143
Diciembre 2006 2 0,350 17.500
Abril 2007 4 0,049 2.429
Mayo 2007 5 0,051 2.571

®Media del volumen de caldo fitosanitario (litros) aplicado por planta durante ese mes
Media del volumen de caldo fitosanitario (litros) aplicado por hectarea (50.000 plantas /
ha) durante ese mes
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Figura A.2: Posicion de las plantas PPV-positivas detectadas en la
parcela de Carlet durante el periodo estudiado
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2t
Grupo Nemaguard Grupo Cadaman
Grupo Mariana GF8-1 Grupo Mirobolan 29C
Grupo Adesoto 101 [ 6 ]

Grupo No tratado

Grupo Garnem

Grupo Tratado

Planta detectada en Noviembre 2006 por ELISA-DASI

. Planta detectada en Noviembre 2007 por ELISA-DASI y “Spot” RT-PCR a tiempo real

. Planta detectada en Noviembre 2007 por “Spot” RT-PCR a tiempo real
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