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RESUMEN

TITULO: Estrategia de gestién del virus del mosaico del pepino y sus vectores en cultivos horticolas
por medio de productos naturales.

RESUMEN: Los virus vegetales causan considerables dafios y pérdidas econdmicas en los cultivos de
todo el mundo. El virus del mosaico del pepino (Cucumber mosaic virus, CMV) es el miembro tipo del
género Cucumovirus, de la familia Bromoviridae. El CMV es el virus con mayor rango de huéspedes y
uno de los virus de plantas con distribuciéon geografica mas amplia, siendo el primer causante de
pérdidas econdmicas en horticolas y ornamentales al aire libre. En Espafa ha sido citado
practicamente en todas las provincias. Los pulgones son una de las principales plagas de los cultivos
horticolas, produciendo dafos directos en la planta debido a su alimentacidn y ademas son vectores
de importantes virosis. La mayoria de virus vegetales transmitidos por pulgones, incluido el CMV, se
inoculan de forma no persistente. El control directo de las enfermedades virales no es posible y los
insecticidas sintéticos no suelen ser eficaces en estos casos, ademas de que tienen un impacto
negativo en la salud humana y en el medio ambiente. En vista de esta situacidn se considera de gran
importancia utilizar los recursos naturales incluso para la gestién de virus y sus vectores en cultivos
horticolas. Con la intencién de avanzar en el disefio de estrategias para el control de estos problemas,
en el presente trabajo de fin de grado se ha realizado, en una primera fase, una evaluacion de la
incidencia de virus vegetales en los cultivos horticolas de tomate, berenjena, pepino, calabacin y
pimiento en la finca ecoldgica de la empresa SAIFRESC ubicada en el municipio de Alcasser. Los
resultados de los analisis determinaron la presencia Unicamente del virus del mosaico del tomate
(ToMV) en 3 de las 8 muestras de tomate con sintomatologia de posibles infecciones viricas recogidas
en campo. También se ha determinado la eficacia del pulgdn Macrosiphum euphorbiae como
transmisor del CMV, siendo esta del 10 %. En una segunda fase, se ha ensayado la eficacia del
producto natural tierra de diatomeas para el control de la transmisién del CMV de modo no
persistente por el pulgdn Macrosiphum euphorbiae. Para ella se ha empleado la tierra de diatomeas
en aplicacién directa sobre los pulgones a una dosis del 2%, no mostrando diferencias significativas
en comparacioén con el control en cuanto a su comportamiento téxico, ni tampoco al incrementar la
dosis del producto, ya que no intensificaba su eficacia como insecticida. La tierra de diatomeas, a una

dosis del 2% tampoco mostré ningun tipo de repelencia sobre los pulgones.
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RESUM

TiTOL: Estratégia de gesti6 del virus del mosaic del cogombre i els seus vectors en cultius horticoles
per mitja de productes naturals.

RESUM!: Els virus vegetals causen considerables danys i pérdues economiques en els cultius de tot el
mon. El virus del mosaic del cogombre (Cucumber mosaic virus, CMV) és el membre tipus de genere
Cucumovirus, de la familia Bromoviridae. El CMV és el virus amb major rang d'hostes i un dels virus
de plantes amb distribucidé geografica més amplia, sent el primer causant de perdues economiques
en horticoles i ornamentals a l'aire lliure. A Espanya ha sigut citat practicament en totes les provincies.
Els pulgons sén una de les principals plagues dels cultius horticoles, produint danys directes en la
planta degut a la seua alimentacid i a més sén vectors d'importants virosis. La majoria de virus
vegetals transmesos per pulgons, inclos el CMV, s'inoculen de forma no persistent. El control directe
de les malalties virals no és possible i els insecticides sintéetics no solen ser eficacos en estos casos, a
més que tenen un impacte negatiu en la salut humana i en el medi ambient. En vista d'aquesta
situacio es considera de gran importancia utilitzar els recursos naturals inclis per a la gestié de virus
i els seus vectors en cultius horticoles. Amb la intencié d'avancar en el disseny d'estrategies per al
control d'aquests problemes, en el present treball de fi de grau s'ha realitzat, en una primera fase,
una avaluacié de la incidéncia de virus vegetals en els cultius horticoles de tomaca, albergina,
cogombre, carabasseta i pimenté en la finca ecologica de I'empresa SAIFRESC ubicada en el municipi
d'Alcasser. Els resultats dels analisis van determinar la preséncia Unicament del virus del mosaic de la
tomaca (ToMV) en 3 de les 8 mostres de tomaca amb simptomatologia de possibles infeccions
viriques arreplegades en camp. També s'ha determinat I'eficacia del pulgd Macrosiphum euphorbiae,
com a transmissor del CMV, siguent aquesta del 10 %. En una segona fase, s'ha assajat I'eficacia del
producte natural terra de diatomees per al control de la transmissié del CMV de manera no persistent
pel pulgd Macrosiphum euphorbiae. Per a aix0 s'ha empleat la terra de diatomees en aplicacio directa
sobre els pulgons a una dosi del 2%, no mostrant diferencies significatives en comparacié amb el
control en quant al seu comportament toxic, ni tampoc a l'incrementar la dosi del producte, ja que
no intensificava la seua eficacia com a insecticida. La terra de diatomees, a una dosi del 2% tampoc

va mostrar cap tipus de repel-léncia sobre els pulgons.

PARAULES CLAU: Pulgons, virosi, productes naturales, horticoles



ABSTRACT

TITLE: Management strategy of cucumber mosaic virus and its vectors in horticultural crops through

natural products.

ABSTRACT: Plant viruses cause significant damage and economic losses to crops throughout the
world. Cucumber mosaic virus (CMV) is the type member of the genus Cucumovirus, of the
Bromoviridae family. CMV is the virus with highest host range and one of the plant viruses with the
broadest geographical distribution, being the first cause of losses in vegetables and outdoor
ornamentals. In Spain it has been cited practically in all the provinces. Aphids are one of the main
pests of horticultural crops, producing direct damages in the plant due to their feeding and are also
important viral vectors. Most plant viruses transmitted by aphids, including CMV, are inoculated in a
not persistent way. Direct control of viral diseases is not possible and synthetic insecticides are usually
not effective in these cases, in addition to that they have a negative impact on human health and the
environment. In view of this situation, it is considered of great importance to use natural resources
even for the management of viruses and their vectors in horticultural crops. With the intention of
advancing in the design of strategies for the control of these problems, in the present work of end of
degree, in a first phase, an evaluation was made of the incidence of plant viruses in tomato, eggplant,
cucumber, zucchini and pepper horticultural crops in the ecological farm of the SAIFRESC company
located in the municipality of Alcasser. The results of the analyses determined the presence only of
the tomato mosaic virus (ToMV) in 3 of the 8 tomato samples with symptoms of possible viral
infections collected in the field. The effectiveness of the aphid Macrosiphum euphorbiae as a CMV
vector has been also determined, being 10%. In a second phase, the effectiveness of the natural
product diatomaceous earth has been tested for the control of CMV transmission in a non-persistent
way by the Macrosiphum euphorbiae aphid. For it the diatomaceous earth has been used in direct
application on the aphids at a dose of 2%, showing no significant differences compared to the control
in terms of its toxic behaviour, nor when increasing the dose of the product, since it did not intensify
its effectiveness as an insecticide. The diatomaceous earth, at a dose of 2%, did not show any kind of

repellence on the aphids either.

KEY WORDS: Aphids, virus diseases, natural products, horticulture
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1. INTRODUCCION

El sector hortofruticola se sitia como el mds importante en el conjunto del sector agrario
espafiol con una produccion cuyo valor alcanza los 10. 000 millones de euros (MAGRAMA, 2018). La
superficie total de produccién de hortalizas en Espana en 2017 fue de 387.767 hectareas, con una
produccién aproximadamente de 15.581.210 toneladas (MAGRAMA, 2018). Aunque el sector
horticola se encuentra presente en la mayoria de las Comunidades Auténomas, destaca sobre todo
en Andalucia, la Regidn de Murcia, Castilla-La Mancha, Extremadura y la Comunidad Valenciana
(MAGRAMA, 2018).

Entre el 30% y el 40% de la produccion espafiola de hortalizas (media de 2010-2012) se dedica
a la exportacion. De hecho, nuestro pais es el primer exportador de frutas y hortalizas de la Unidn
Europeay es uno de los tres primeros paises exportadores mundiales, junto a China y EE. UU. En los
ultimos afios y a diferencia de las importaciones, las exportaciones han seguido una evolucién
creciente, habiendo alcanzado en el afio 2012 el volumen de 12.109.400 toneladas con un valor de
10.829 millones de euros. Los principales cultivos horticolas que se exportan son aquellos cultivados

en el invernadero, tales como el tomate, el pimiento y el pepino (MAGRAMA, 2018).

Sin embargo, hay aproximadamente 70.000 especies diferentes de plagas en el mundo que
pueden daiar los cultivos. Se estima que entre el 35% y el 42% de la produccién potencial mundial
de los cultivos es destruida por plagas. Aproximadamente el 14% de las pérdidas son causadas por
plagas de insectos, y tanto los patégenos de las plantas como las malas hierbas causan pérdidas del
13%, respectivamente. El valor de esta pérdida de cosecha se estima en 2.000 millones de ddlares
por afio (Pimentel, 2009).

1.1 VIRUS VEGETALES Y SU TRANSMISION

Los virus vegetales, como parasitos intracelulares obligados, requieren de diversas estrategias
para moverse de una planta infectada a otro huésped sano para sobrevivir (Moreno, 2005).

Por una parte, el virus se puede transmitir de manera vertical, lo que significa que el patégeno
pasa de un progenitor infectado directamente a la siguiente generacion. La transmisidon puede ser
también horizontal, en este caso el virus se transmite de un huésped a otro de la misma especie o
incluso a uno que potencialmente no esté relacionado. La transmisidn por contacto directo o
indirecto, por ejemplo, a través de heridas abiertas, también pertenece a este tipo de transmisién.
En la transmisidn aérea, los virus usan soportes inertes para alcanzar e infectar nuevos huéspedes.
Aunque es sin duda, la transmisién mediante insectos vectores la mas empleada por los virus
vegetales para dispararse de un huésped a otro (Dader, 2017).

En cuanto al éxito de la transmisidn vectorial, se debe en parte a que, a diferencia de la
distribucién pasiva, un vector es capaz de moverse y buscar de manera activa nuevos huéspedes.
Ademas, muchos insectos vectores son pardsitos que se alimentan de savia o sangre, pudiendo
subministrar el virus directamente a las células y vasos del nuevo huésped. Las partes bucales
parecidas a agujas de los insectos chupadores provocan un dafio minimo a los huéspedes, dejando
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intactas las células y tejidos perforados, y, por tanto, compatibles con la infeccidén y propagacion del
virus (Dader, 2017).

La transmisién de virus mediante cualquier vector requiere de la transferencia de virones de
las plantas infectadas a aquellas sanas. En este proceso se pueden distinguir cuatro fases diferentes:
adquisicion, retencién, latencia e inoculacién. En un primer momento el vector se alimenta a partir
de una planta infecta adquiriendo la suficiente carga viral como para poder transmitir el virus. Sin
embargo, el vector no es capaz de inocular el virus inmediatamente después de la fase de adquisicion,
para ello, ha de pasar un periodo de latencia. Una vez pasado el tiempo de latencia, destacamos un
intervalo de tiempo en el que el virus es capaz de transmitir dicho virus a otra planta huésped, siendo
este el periodo de retenciéon. Por ultimo, en el proceso de inoculacidn el virus el vector libera los
virones retenidos en los tejidos de una planta susceptible de tal manera que se establezca una nueva
infeccidn (Katis et al, 2007).

En base al tiempo que tarda el vector en adquirir y luego transmitir el virus y al tiempo que
sigue el vector siendo capaz de transmitir el virus se ha clasificado la transmisidon en dos grandes
categorias: transmisidn no persistente y transmisién persistente o circulativa. La transmisién de un
virus por insectos es un proceso bioldgico muy especifico. Un virus solo puede ser transmitido por el
vector de manera persistente o no persistente. (Persley y Gambley, 2010).

En cuanto a la transmisidn no persistente, la adquisicién y lainoculacidn requieren un periodo
de tiempo relativamente corto de penetracién del estilete (menor a 1 minuto), ademas, el vector
Unicamente retiene el virus en sus partes bucales durante unas pocas horas, perdiendo la capacidad
de transmision tras la muda. Cuando un vector, una vez se haya alimentado, pierde la carga viral, para
ser capaz de infectar otras plantas tiene que alimentarse otra vez de una planta infectada (Katis et al,
2007). En el caso de la transmision persistente, los periodos de adquisicién e inoculacidon pueden
durar desde varias horas hasta dias. Para que el vector sea capaz de transmitir el virus a cualquier
otra planta huésped, en este caso si que es necesario que pase un periodo de latencia de diversas
horas, y una vez ha pasado, el vector puede seguir infectivo de por vida (Katis et al, 2007).
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Figura 1. Tansmisén no persistente (A): El insecto necesita alimentarse Unicamente un periodo de tiempo corto,
y generalmente de tejidos cercanos a la superficie de la hoja, para adquirir el virus. Transmisidn persistente (B):
El insecto necesita alimentarse durante varias horas, a menudo de tejidos conductores de las plantas, para

obtener el virus ( Persley y Gambley, 2010).
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Como los virus vegetales necesitan pasar de plantas infectadas a plantas sanas con el fin de
sobrevivir, estos aprovechan el cardcter altamente invasivo de algunas especies vectores para
propagarse, causando brotes de enfermedades virales en cultivos de hortalizas cada afio, dafiando
los suministros de alimentos y fuentes de biocombustibles del mundo y causando graves pérdidas
econdmicas en todo el mundo. Por ejemplo, solo en los EE. UU., las enfermedades de los cultivos
causan pérdidas de miles de millones de dodlares cada afio, atribuidas principalmente a
microorganismos invasores (Viteri y Gordillo, 2009).

En Espafia, en los ultimos afios, los principales cultivos horticolas se han visto afectados por
diversas virosis transmitidas por insectos vectores. Destacan las siguientes: el virus del mosaico del
pepino (Cucumber mosaic virus, CMV, Cucumovirus); el virus del amarilleo de las cucurbitaceas
transmitido por pulgones (Cucurbit aphid-borne yellows virus, CABYV, Polerovirus); el virus del rizado
amarillo del tomate (Tomato yellow leaf curl virus, TYLCV, Begomovirus), el virus del bronceado del
tomate (Tomato spotted wilt virus, TSWV, Tospovirus), el virus del torrado del tomate (Tomato
torrado virus, ToTV, Torradovirus) y entre otros virus emergentes de reciente aparicion como por
ejemplo el virus del rizado amarillo del tomate de Nueva Delhi (Tomato leaf curl New Delhi virus,
ToLCNDV, Begomovirus) ( Michele Do Cormo, 2015).

De los 700 o mas virus vegetales, se conoce, o se sospecha, que alrededor del 70% pueden
ser transmitidos por artrépodos, nematodos o vectores fungicos. El 95% de las mds de 380 especies
de animales citadas como vectores de virosis vegetales son artrépodos. Entre estos mas del 75%
corresponden a insectos del orden Hemiptera destacando las familias Aphididae (pulgones) y
Aleyrodidae (moscas blancas), Delphacidae (delfacidos) y Cicadellidae (cicadélidos). Dado que estos
grupos tienen partes bucales chupadoras que penetran las células y los tejidos de las hojas, son
ideales para transmitir virus de plantas enfermas a plantas sanas. Aproximadamente el 50% de los
virus transmitidos por artropodos son transmitidos por afidos y aproximadamente el 30% por moscas
blancas (Katis et al, 2007).

Entre estos vectores, los pulgones son el grupo mds importantes, transmitiendo muchos mas
virus que las moscas blancas, los delfacidos y los cicadélidos (Figura 1). Se sabe con certeza que, de
las mas de 4700 especies de pulgones descritas, 190 son capaces de transmitir virus vegetales, con
muchas especies capaces de transmitir mas de un virus. La mayoria de los pulgones vectores de virus
vegetales pertenecen a los géneros Myzus, Aphis, Acyrthosiphon, y Macrosiphum, dentro de la
subfamilia Aphidinae. Sin embargo, hay que tener en cuenta que el potencial nimero de pulgones
vectores de virus vegetales es probablemente mucho mas grande ya que, solo una pequefia porcion
de especies de pulgones ha sido probada como vectores de virus (aproximadamente 300) (Katis et al,
2007).

El 50 % de los virus de plantas pueden ser transmitidas por insectos. Muchos de estos virus
causan enfermedades de mayor importancia econémica en cultivos como los cereales, patatas y
remolacha azucarera (Katis et al, 2007).
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Figura 2. Cantidad de virus transmitido por las cuatro principales familias de vectores homdpteros, dividido en

las cuatro categorias de transmision (Nault, 1997).

1.2 LOS PULGONES Y SU PAPEL COMO TRANSMISORES DE VIRUS

“Pulgdn” o “afido” son los nombres comunes empleados para denominar aquellos insectos que
pertenecen a la superfamilia Aphidoidea, dentro del orden Hemiptera. Practicamente no hay ninguna
parte de las plantas terrestres que este insecto no pueda atacar, ya se encuentre ésta por encima, o
por debajo de la tierra. Estos, incluso pueden alimentarse de la corteza. La razdn radica en las
sorprendentes caracteristicas biolégicas que estos diminutos insectos han desarrollado para
maximizar su rendimiento como insectos fitéfagos. La combinacién entre la alimentacion especifica
y hdbitos reproductivos hacen de los pulgones uno de los grupos de plagas econdémicamente mas
importantes en la agricultura (Guerrieri y Digilio, 2008). Su ciclo vital tiene una alternancia de fases
anfigdnicas y partenogenéticas. La elevada tasa de crecimiento poblacional de estas ultimas fases,
junto con la eficaz ingestién de saliva, son los principales factores que los convierten en plaga (Pineda,
2008)

En climas templados se consideran la plaga de insectos mas importante, especialmente en
aquellos casos en que su ataque esta asociado con la transmision de virus fitopatdgenos (Guerrieri y
Digilio, 2008). También hay ciertas caracteristicas de los afidos que los predisponen a ser vectores de
virus efectivos. La seleccion del huésped y el comportamiento de alimentacion son factores
particularmente importantes en la epidemiologia del virus, y el rango de huéspedes y las

caracteristicas del ciclo de vida de las especies de afidos también son clave (Katis et al, 2007).

Los pulgones son, en general, insectos de cuerpo globoso con un tamafio comprendido entre
1 y 5 milimetros. No obstante, suelen presentar polimorfismo intraespecifico (diferentes formas
dentro de una misma especie) (Lorenzo, 2008). Normalmente los pulgones no poseen alas, sin
embargo, cuando el alimento escasea, pueden desarrollarlas para desplazarse a nuevas areas. Asi,
distinguimos entre pulgones alados y apteros (Jiménez, 2015). En las formas apteras, en el cuerpo
de los insectos se pueden diferenciar claramente tres regiones: cabera, térax y abdomen. Por otro

lado, en los pulgones con alas, las regiones de la cabeza y el térax estan fusionadas (Lorenzo, 2008).

En la cabeza del pulgdn se encuentran las antenas, insertadas directamente en la frente o sobre

tubérculos antenales. Dichas antenas se componen de entre 3 y 6 artejos (Jiménez, 2015). Ademas
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de los dos ojos compuestos que se observan en la cabeza de los pulgones apteros, las formas aladas

poseen 3 ocelos (Lorenzo, 2008).

Los pulgones son insectos fitdfagos que se alimentan de la savia de las plantas. Tiene un tipo
de alimentacién muy especializada gracias a que poseen un aparato bucal en forma de estilete. La
funcién del estilete es perforar la epidermis vegetal permitiendo asi el acceso a la savia y
posteriormente absorber los jugos celulares (Figura 3). Por lo tanto, los pulgones poseen un aparato

bucal picador-succionador (Lorenzo, 2008).

st

Figura 3. Representacidon esquematica de un pulgdn alimentandose: (e): epidermis vegetal; (p): parénquima
vegetal; (se): jugos celulares; (ss): estilete; (st): punta del estilete (Guerrieri y Digilio, 2008).

Tienen 6 patas alargadas insertadas en el térax que les confiere la capacidad de desplazarse y
en algunos casos, hasta de saltar. Cabe destacar que dichas patas son funcionales durante todo el
ciclo bioldgico del insecto. En el caso de los pulgones alados, en el térax encontramos ademas 2 pares

de alas membranosas y transparentes (Llorens Climent, 1990).

En el abdomen de los pulgones sobresalen dos tubos llamados sifones o corniculos. Su funcion
es la emisién de hemolinfa, una sustancia volatil de defensa. En caso de peligro, el pulgdn emite, a
través de los sifones, un liquido que se solidifica rapidamente en contacto con el aire, recubriendo y
paralizando al enemigo, y avisando de su presencia a los demas miembros de la colonia. En la parte
terminal de esta region también encontramos la vulva y el ano, ademds de una prolongacién conocida

como cauda (Llorens Climent, 1990).

Por lo comun, los pulgones se alimentan del contenido de los tejidos vasculares (generalmente

del floema) de los drganos tiernos de la planta, y suelen situarse en el envés de la hoja. Segun si el
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pulgdn se puede alimentar de una sola especie vegetal o de varias, se clasifican en mondfagos y

polifagos, respectivamente (Llorens Climent, 1990).

Las formas aladas de los pulgones son capaces de desplazarse extensas distancias por el aire.
A parte de estos vuelos migratorios, también se trasladan a cortas distancias sobre el cultivo o entre
planta y planta (Lorenzo, 2008). Los pulgones migratorios seleccionan la planta a hospedar
atendiendo a una gran variedad de estimulos sensoriales. Antes de aterrizar, los pulgones localizan
el material vegetal respondiendo principalmente a estimulos de color. En esta primera etapa de

seleccidon también juegan un papel importante los estimulos quimicos (Katis et al, 2007).

Pero el reconocimiento del huésped sigue incluso después de que el pulgdn se haya posado
sobre la planta. Antes de la insercidn del estilete, y justo después del aterrizaje, el pulgdn procede a
realizar un reconocimiento mecanico y olfativo de la superficie de la planta. Sin embargo, e
independientemente de si existen o no sefales repelentes o disuasorias los pulgones, como respuesta
al contacto con cualquier superficie sélida, tienen el reflejo de realizar pruebas cortas y superficiales
sobre las células de la epidermis de la planta con el estilete (Katis et al, 2007).

Esta propensidn de los pulgones a aterrizar sobre superficies verde e iniciar un
comportamiento de sondeo explica la extraordinaria capacidad de estos insectos de transmitir virus
vegetales.

La gran importancia como plaga de los afididos recae, en parte, en su gran potencial biético.
Esta caracteristica viene definida por su capacidad de reproduccidn mediante viviparidad y
partenogénesis. (Lorenzo, 2016). En la reproduccion mediante partenogénesis, todos los individuos
de la colonia son capaces de procrear sin la necesidad de machos debido a que las larvas poseen
huevos en formacién desde su nacimiento. En la viviparidad las pulgonas adultas paren larvas sin que

el huevo maduro fuera de la madre (Jiménez, 2015).

De esta especie es destacable su polimorfismo. En caso de producirse una superpoblacién o
una escasez de alimento, los pulgones desarrollan una hormona especifica que les proporciona la
capacidad de desarrollar alas para trasladarse a nuevas dreas y asi aumentar su calidad de vida
(Jiménez, 2015).

Ambas cualidades definen a los pulgones como comunidades con estrategias reproductivas
tipo “r”, lo que se manifiesta con un gran incremento de las poblaciones cuando le son propicias las

condiciones del medio (Lorenzo, 2016).

Los pulgones presentan diferentes tipos de ciclos biolégicos determinados por la vinculacién
con las plantas hospedadoras y por la alternancia entre generaciones sexuales y partenogenéticas.
Las especies monoicas completan todo su ciclo vital sin cambiar de planta hospedadora. Aunque si
gue pueden producirse dispersiones ninguna generacién de esa especie se ve obligada a migrar a otra
especie vegetal. Cuando la migracidén es necesaria para que se complete el ciclo se habla de ciclo
dioico. Por otro lado, dependiendo de si existe o no generacion anfigdnica, podemos hablar de ciclos
holociclos y anholociclos. En los ciclos holociclos existe generacidn anfigdnica, tratdndose por tanto
de ciclos completos. Por el contrario, los ciclos anholociclos carecen de generacién afigdnica (Lorenzo,
2016).
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1.3. EL VIRUS DEL MOSAICO DEL PEPINO (Cucumber mosaic virus, CMV)

El CMV (Cucumber mosaic virus), también llamado virus del mosaico del pepino es el miembro
tipo del género Cucumovirus, de la familia Bromoviridae (Mufioz, 2008).

La familia Bromoviridae es una de las familias mas importantes de virus vegetales, con
miembros distribuidos por todo el mundo (Guiu, 2014). Dentro de la familia Bromoviridae se
distinguen seis géneros (Tabla 1).

Tabla 1. Géneros de la familia Bromoviridae con su especie tipo (Guiu, 2014).

Género Especie tipo

Alfamovirus Alfalfa mosaic virus (AMV)
Anulavirus Pelargonium zonale spot virus (PZSV)
Bromovirus Brome mosaic virus (BMV)
Cucumovirus Cucumber mosaic virus (CMV)
llarvirus Tobacco streak virus (TSV)

Oleavirus Olive latent virus 2 (OLV-2)

El género Cucumovirus se desglosa en cuatro especies: Cucumber mosaic virus (CMV), Peanut
stunt virus (PSV) Tomato aspermy virus (TAV) y el recientemente descrito Gayfeather mild mottle
virus (GMMV). El miembro tipo del género es el CMV. A diferencia de este, la resta de miembros del
grupo de los cucumovirus presenta un rango de hospedadores bastante reducido. CMV tiene un
rango de huéspedes extremadamente amplio, que infecta 85 familias de plantas distintas y hasta
1000 especies experimentalmente. Las otras especies de cucumovirus tienen rangos de
hospedadores mds estrechos; El PSV se limita en gran medida a leguminosas y hospedadores
solanaceos, y el TAV infecta predominantemente compuestos y plantas solanaceas. Todas las
especies son transmitidas por los afidos de manera no persistente (Guiu, 2014)

El CMV fue detectado por primera vez en 1916 en cultivos de pepino y melén en Estados Unidos
(Guiu, 2014). Desde entonces se ha reportado su presencia en numerosos paises de todo el mundo,
tanto en zonas templadas como tropicales, convirtiéndose en uno de los virus de plantas con
distribucién geografica mas amplia (El-Borollosy, 2015). Particularmente en Espafia, el virus ha sido
citado en practicamente todas las provincias. Es el virus con mayor rango de huéspedes infectando a
mas de 1300 especies vegetales pertenecientes a mas de 100 familias botanicas distintas
(monocotileddneas y dicotiledéneas), lista a la que se afiaden nuevas especies cada afio (Buitrony
Morillo, 2017). Afecta principalmente a Cruciferas, Solandceas, Compuestas, Papilionaceas vy
Cucurbitaceas, convirtiéndose asi en el primer causante de pérdidas econdmicas en horticolas y
ornamentales cultivadas al aire libre (De Blas, 1993).

El sintoma mas comun inducido por el CMV es el cambio cromatico en hojas y frutos (mosaico
amarillo y verde). La infecciéon por CMV también causa deformaciéon en las hojas, enanismo en
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plantas, y en algunos casos, hasta necrosis (Figura 4). En general, la sintomatologia depende las
condiciones climaticas, la presencia o no de ARN satélite, del aislado viral de la planta huésped y de
las coinfecciones con otros virus. Es por esto, que la enfermedad puede no mostrar sintomas en
algunos cultivos o puede causar la muerte de la planta huésped (Mufioz, 2008).

Figura 4. Hojas de tomate con filiformismo (A) y mosaico foliar (B), sintomas caracteristicos de CMV en tomate
(fotos propias).

Entre los mecanismos de transmision del CMV destacan la infeccidn a través de polen, por
contacto, mediante plantas parasitas y, en algunas especies de plantas, por medio de semilla. En
condiciones experimentales, la transmision mecanica del virus resulta eficaz (Mufioz, 2008).

Ademas de los mecanismos citados anteriormente, cabe destacar que, en condiciones
naturales, el CMV también es transmitido por varias especies de pulgones. Aunque hay mas de 80
especies de pulgones vectores de CMV, Aphis gossypii y Myzus persicae son las dos especies mas
eficientes (Mufioz, 2008).

La transmisién vectorial de CMV tiene lugar de forma no persistente. A causa de ello, el vector
solo puede transmitir el virus a corta distancia. En este caso, y a diferencia de lo que ocurren en la
transmision persistente, el virus Unicamente se mantiene viable en las partes bucales del afido por
unas pocas horas (Mufioz, 2008).

La eficiencia de la transmisidn se ve afectada por varios factores, tales como la cepa del virus,
la especie de pulgdn, la acumulacion de particulas virales en la hoja de origen y la presencia de
satélites de ARN (Pinto, 2008).

1.4 CONTROL DEL CMV

La mayoria de los virus vegetales transmitidos por pulgones se inoculan de forma no
persistente y entre ellos el CMV. Los virus transmitidos de esta manera son muy dificiles de manejar
por varias razones. Por un lado, el elevado nimero de especies de pulgones que pueden transmitir
virus de forma no persistente dificultan las medidas de control. Por otra parte, una significativa
cantidad de virus se propaga cuando los pulgones se mueven a través de los cultivos, buscando
hospedadores atractivos. Durante este proceso, el pulgdn tiene a realizar pruebas cortas con el
estilete. Aunque el pulgdn no se asiente o colonice el cultivo en cuestidn, si que lo infecta. De esta
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manera, y a pesar de su eficiencia como portadores de virus, su presencia permanece generalmente
sin detectar (Persley y Gambley, 2010).

Ademas, a pesar de la amplia gama de insecticidas disponible, no suelen ser eficaces en estos
casos. Esto es debido a que el virus puede propagarse de una planta a otra en menos de un minuto,
tiempo mucho menor al que requiere el insecticida para actuar. Por lo que, y aunque el pulgdn sea
eliminado por el insecticida, este seguramente ya habra propagado una considerable cantidad de
virus. Lo que es mas, las presencia de insecticida en las hojas pueden inducir inquietud en los insectos,
acelerando el movimiento de una planta a otra, lo que aumenta la transmision del virus (Fereres,
2015)

El control directo de las enfermedades virales no es posible y una vez infectadas por un virus,
las plantas ya no pueden ser curadas. Por tanto, el control de la enfermedad se basa en prevenir o
retrasar la infeccién y minimizar las pérdidas econdmicas en la medida de lo posible. En general, la
adopcidn de un unico método de control suele ser insuficiente, por lo que para un control efectivo es
necesaria la integracion de diferentes estrategias (Persley y Gambley, 2010).

Una manera de combatir las enfermedades virales, sobre todo aquellas causadas por virus no
persistentes, es mediante de uso de cultivares resistentes o tolerantes al virus y/o a los vectores. Por
ejemplo, se ha incorporado en los cultivares comerciales de meldn la resistencia al CMV y al PRSV
(Katis et al, 2007). Sin embargo, solo se dispone de fuentes de resistencia y de variedades resistentes
de virus en unos pocos cultivos, y en muchos casos la resistencia se limita a determinadas cepas
virales (Mufioz, 2008). Por otro lado, la resistencia a una o pocas especies de afidos puede no impedir
la transmisidn de virus no persistentes, ya que los afidos no colonizadores también los transmiten.
Asi genotipos de meldn (Cucurbita pepo) resistentes a A. gossypii, siendo este un vector eficiente de
PRSV, WMV y ZYMV, muestran resistencia a estos virus si A. gossypii es su vector principal pero no
estan protegidos contra ellos si otros pulgones vectores estan involucrados (Katis et al, 2007).

Es importante evitar focos tempranos de infeccidn, ya que, a partir de estos la diseminacidn
secundaria a través de pulgones también ocurre en una etapa muy temprana del crecimiento de los
cultivos, justo cuando las plantas estan mas susceptibles a la infeccidn. Para ello es imprescindible el
uso de semillas y drganos de propagacidn libres de virus. Los programas de certificacion de semillas
son una herramienta de gestién fundamental para el control de los virus (Persley y Gambley, 2010).

En esta fase inicial en la que el cultivo esta especialmente susceptible, evitar las poblaciones
altas de pulgones, puede disminuir considerablemente la incidencia del virus. Esto se puede conseguir
mediante la manipulacién de las fechas de siembra. Por ejemplo, la infeccidn por BYDY de cultivos de
cereales sembrados en otoflo se puede evitar retrasando la siembra. También se podria conseguir
esta reduccion cultivando en zonas aisladas, rodeadas de campos desnudos y con condiciones
climaticas desfavorables para los cultivos. Sin embargo, estas practicas no son posibles en el caso de
todos los cultivos (Katis et al, 2007).

La erradicacion de malas hierbas puede contribuir a la prevencidon o eliminacién de la
infeccidon ya que sirven tanto como reservorios de virus vegetales como de huéspedes para sus
insectos vectores. Sin embargo, el control de malezas puede ser costosos y solo detendra la
propagacion a corto plazo (Katis et al, 2007).
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En algunos cultivos herbaceos anuales, la eliminacién de plantas tan pronto como aparezcan
los sintomas de infeccidn, y a ser posible, antes de que lleguen los pulgones, ha conseguido controlar
la propagacién de algunas enfermedades viricas. No obstante, este enfoque se ha aplicado mas
ampliamente y con mas éxito en cultivos lefiosos perennes (Katis et al, 2007).

Ademas de la eliminacién de fuentes de infeccion en y alrededor del cultivo y de los restos de
plantas de una campafia anterior, es necesario el aislamiento de cultivos en el tiempo y / o en el
espacio de fuentes de virus para una reduccién util de su incidencia. Estas operaciones reduciran el
numero de insectos viruliferos que llegan al cultivo.

La propagacién de virus vegetales también puede verse afectada por la densidad de las
plantas. Hay evidencias de que poblaciones mads densas en los cultivos disminuyen la incidencia de
algunas enfermedades virales, asi como las poblaciones de pulgones. Sin embargo, conseguir una
elevada densidad de plantas es costosa y ademads disminuye el rendimiento del cultivo. Se
recomienda que la tasa de siembra alcance la cobertura del suelo completa lo antes posible sin
reducir el rendimiento debido a la competencia (Katis et al, 2007).

Aungue el control bioldgico se ha empleado como estrategia alternativa para el control de
pulgones, su efecto sobre la propagacién de virus no estd aun del todo claro. En un principio, se cree
gue los parasitoides tienen poco efecto sobre la transmisidon y propagacion del virus. Por otro lado,
en algunos casos concretos los pulgones parasitados fueron incluso mas eficientes en la transmision
del virus. Ademas, el parasitismo, al igual que la presencia de insecticidas, también puede causar un
aumento en el movimiento del pulgdn y tal vez exacerbar la propagacién del virus en el campo (Katis
et al, 2007).

Existe la posibilidad de utilizar diferentes coberturas para disuadir a los pulgones de aterrizar
en cultivos susceptibles a virus. Los insectos, y, por lo tanto, los pulgones, son repelidos por las
superficies reflectantes. Para ello, se han usado superficies reflectantes metdlicas, cubiertas de paja
o peliculas formadas por particulas de caolin. Otra forma de interferir con el aterrizaje vectorial es
usando barreras fisicas. Las redes a prueba de insectos o las de camuflaje reducen en gran medida el
aterrizaje de insectos y también la infeccion por virus. Una de las formas mas efectivas de interferir
con el aterrizaje y la navegacién de vectores es el uso de plasticos y redes que absorben los rayos UV.
Las ldaminas y redes de polietileno que absorben la luz ultravioleta interfieren con la visién del insecto
y, en consecuencia, reducen en gran medida la incidencia del virus. A pesar de ello, el uso de
coberturas coloreadas o reflectantes tiene limitaciones. Su efectividad se reduce a medida que las
plantas de cultivo crecen y cubren las coberturas. La colocacién y la eliminacion aumentan el coste
del cultivo, y las coberturas no son efectivas en tiempo nublado. Por lo tanto, la practica solo es
econdmicamente justificable en cultivos de alto valor o en colecciones de germoplasma, e incluso en
estos casos, solo como parte de un programa de control integrado (Katis et al, 2007).

Entre las practicas culturales empleada para reducir o eliminar la propagacién de virus no
persistentes destaca el uso de cultivos como barreras. Son plantas secundarias que crecen dentro o
gue limitan con un cultivo comercial primario con el fin de protegerlo de enfermedades virales
transmitidas por insectos. Con la mayoria de virus no persistentes, los pulgones empiezan a perder
su capacidad de infectar inmediatamente después de adquirir el virus y se volveran no infectivos en
cuestion de minutos mientras se alimentan. Ademas, cuando los afidos buscan una planta huésped,
generalmente pierden su capacidad de transmitir un virus después de realizar unas breves pruebas
en una planta protectora sana o no susceptible. Si posteriormente, los pulgones se alimentan de un
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cultivo comercial susceptible, no habra oportunidad para la transmision del virus, ya que las particulas
del virus se habran eliminado de la boca mientras se sondea la planta protectora. Estas plantas
protectoras también actian como barreras fisicas reduciendo el nimero total de pulgones que entran
en el cultivo. Usar plantas protectoras o cultivos de barrera es una técnica cultural que se integra
perfectamente en la filosofia de la agricultura sostenible (Hooks, 2007).

En vista del impacto negativo de los insecticidas sintéticos en la salud humana y en el medio
ambiente, y a que el control bioldgico, aunque mas deseable, no es capaz de controlar muchas de las
plagas debido a su alta tasa reproductiva y otros factores, ha surgido la necesidad de incorporar
nuevas técnicas de control. Asi han aparecido estudios que implicaban la posibilidad del uso de
sustancias oleosas en la proteccidn contra virus vegetales.

Se ha demostrado que la aplicacién de aceites minerales o vegetales puede ser una forma
muy efectiva de proteccién contra virus no persistentes. Actualmente, los aceites minerales se
aplican comunmente para la proteccién de cultivos de patata en muchos paises europeos, incluso en
Polonia, donde se usa cada vez mds en el caso de cultivares susceptibles a PVY (Wrdbel, 2014).

Los aceites tienen diferentes afectos sobre los insectos. Por una parte, su repelencia evita
que los pulgones se asienten sobre el cultivo. Pueden bloquear los espirdculos a través de los cuales
respiran, provocando su muerte por asfixia. En algunos casos los aceites también pueden actuar como
sustancias toéxicas, interactuando con los acidos grasos de los insectos e interfiriendo con su
metabolismo normal. Pero la caracteristica mas importante y particularmente relacionada con la
transmisidon no persistente de virus es que pueden alterar la forma en la que se alimentan los
pulgones, ya que pueden cubrir las partes de la boca que impiden la alimentacién o transmision de
virus (El-Borollosy, 2015).

Estas sustancias tienen la ventaja de tener menos efecto fitotdxico tanto para las personas
como para los enemigos naturales de las plagas de insectos. Ademas, dejan poco residuo ya que se
disipan rapidamente a través de la evaporacién. Esto permite que los aceites se integren bien con
los métodos empleados en el control bilégico. Por otra parte, los aceites minerales son faciles de
aplicar con los equipos de pulverizacion ya existentes y para ampliar su rendimiento, se pueden
mezclar con otros productos (Cranshaw y Baxendale, 2005).

Otro insecticida natural con efectos similares es la tierra de diatomeas (Figura 5), que hasta
ahora se ha utilizado principalmente contra plagas de productos almacenados. La tierra de diatomeas
es un depdsito de algas fosilizadas, sedimentadas en mares y lagos desde hace mas de 40 millones de
afios y que hoy en dia se encuentran como minusculas particulas siliceas en minas a campo abierto
(Vargas y Salazar, 2013). La tierra de diatomeas actla destruyendo la cuticula a través de la absorcion
de grasa (Ulrichs et al., 2001). Los diminutos fragmentos, que son huecos y portadores de carga
eléctrica negativa, taladran los cuerpos de los insectos de sangre fria provocandoles la muerte por
deshidratacién. Por lo tanto, su accidn insecticida es estrictamente fisico-mecanica, factor que no
presenta el problema de resistencia que con el uso continuo se expresa en los pesticidas quimicos.
(Vargas y Salazar, 2013). En conclusion, es un polvo inerte, libre de residuos con efectos a largo plazo
y es selectivo contra los artrépodos. También se ha demostrado la posibilidad de usar tierra de
diatomeas contra pulgones (Ulrichs et al., 2001). Otro aspecto importante a destacar es que la tierra
de diatomeas, ademas de su accidn insecticida, aporta nutrientes (Vargas y Salazar, 20).
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Figura 5. Tierra de diatomeas (foto propia).



2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Los virus transmitidos por pulgones de manera no persistente representan una de las
amenazas mas peligrosas y dificiles de controlar causando grandes pérdidas en muchos cultivos por
todo el mundo. EI CMV es el virus con mayor rango de huéspedes y uno de los virus de plantas con
distribucién geografica mds amplia, siendo el primer causante de pérdidas econdmicas en horticolas
y ornamentales al aire libre. El control directo de las enfermedades virales no es posible y los
insecticidas sintéticos no evitan esta transmision rdpida (no persistente) del virus, aunque puedan

matar los pulgones y ademads tienen un impacto negativo en la salud humanay en el medio ambiente.

Con laintencidon de avanzar en el disefio de estrategias basadas en el uso de recursos naturales
para la gestion de virus y sus vectores en cultivos horticolas se han establecido en el presente trabajo

final de grado los siguientes objetivos

1. Detectar virus vegetales que podemos encontrar en determinados cultivos horticolas en una
finca dedicada a la horticultura ecoldgica en el municipio de Alcasser, Valencia.

2. Determinar la eficacia de Macrosiphum euphorbiae como transmisor de CMV.

3. Comprobar la eficacia del producto natural “tierra de diatomeas” para el control del virus del
mosaico del pepino (Cucumber mosaic virus, CMV) transmitido por el pulgdén Macrosiphum
euphorbiae de modo no persistente en plantas de berenjena (Solanum melongena).



3. MATERIAL Y METODOS

3.1 TRABAJO DE CAMPO

Los diferentes muestreos para detectar virus vegetales en cultivos horticolas y la presencia
de pulgones, tuvieron lugar en la finca dedicada a la horticultura ecolégica de la empresa SAIFRESC.
Dicha finca se sitla al norte del municipio de Alcasser, en la Comarca de I'Horta Sud, a 13 Km
aproximadamente del sur de Valencia.

La finca consta de una superficie total de 13,48 hectdreas, repartidas en 24 parcelas,
ocupadas en su mayoria por cultivos horticolas destinados al comercio local de verduras y hortalizas.
En dicha finca se aplica una agricultura tradicional, recuperando variedades locales, empleando
fertilizacion organica, asi como productos fitosanitarios autorizados en agricultura ecoldgica.

A lo largo del afio se realizan rotaciones en una misma parcela. Asi mismo, para evitar
desequilibrios en el suelo, dichas rotaciones se llevan a cabo con cultivos con requerimientos del
suelo diferentes (humedad, cantidad de nutrientes, etc.)

Una vez situados en el plano de la finca y conocidos los diferentes cultivos existentes en cada
parcela se procede a realizar los muestreos. De la totalidad de la plantacion existente en la finca se
toma la decisién de centrar los analisis en 5 cultivos concretos: tomate (Solanum lycopersicum),
berenjena (Solanum melongena), pepino (Cucumis sativus), calabacin (Cucurbita pepo) y pimiento
(Capsicum annum) (Figura 6).

Pepl no |

‘ | Calabacin

?

Figura 6. Plano de las 24 parcelas que componen la finca dedicada a la horticultura ecoldgica de la empresa
SAIFRESC y localizacion de las parcelas muestreadas.
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Se hicieron dos muestreos con un mes de diferencia entre cada uno. El primer muestreo se
hizo en la primera semana de Abril y el segundo en la primera de Mayo de 2018, ya que los pulgones
presentan su mayor actividad en primavera. Cada muestreo se llevé a cabo en campo, observando
particularmente cada una de las plantas de los cultivos seleccionados, buscando la presencia de
pulgones o de sintomas que indicaran la accién del vector. Durante el analisis individual de cada
planta, también se buscaron sintomas de posibles infecciones viricas. Si al examinar una planta se
identificaba la presencia de sintomas indicadores de algun virus, se procedia a tomar una muestra
para su posterior analisis en laboratorio. Para ello se recolecta con cuidado una porcidn del material
vegetal, depositdndolo en una bolsa de plastico. Sintomas diferentes de plantas distintas se ubicaron
en bolsas distintas, rotulando cada una para su correcta identificacion. Se evitd dar golpes a la
muestra, asi como su exposicion directa y por un tiempo prolongado de los rayos solares. Es
importante no recolectar en estado avanzado de descomposicién o secas (muestras no
representativas) (Figura 7). Se tomaron 8 muestras de tomate y 8 de pepino con sintomas causados
de posiblemente por algun virus vegetales.

Figura 7. Recoleccién e identificacion de una muestra en una planta de tomate con aparentes sintomas de
ToMV (virus del mosaico del tomate).

En cuanto al cultivo de tomate, existen en la finca tres variedades distintas: tomate Pera,
tomate “Cherry” y tomate Valenciano. Se distribuyen en la parcela en 5 dobles filas, con un total de
273 plantas en cada hilera, tal y como se muestra en la figura 8. Respecto al cultivo de pepino, se
reparte en 4 filas en total, con 100 plantas en cada linea.

273 plantas en una
Unica fila X

ANAAAN

T. Pera T. Valenciano T. Cherry

Figura 8. Orden en la parcela de las diferentes variedades de tomate de la finca SAIFRESC.
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3.2 ANALISIS DE LAS MUESTRAS

Una vez recogidas las muestras vegetales en campo, se trasladaron en una nevera portatil al
laboratorio de Virologia del Instituto Agroforestal Mediterrdneo de la Universitat Politécnica de
Valéncia para su posterior analisis (Figura 9).

Figura 9. Muestras de los cultivos de tomate (A) y pepino (B) preparadas para su procesado en laboratorio y
analisis.

El analisis se llevd a cabo a través de pruebas seroldgicas de inmunocromatografia de flujo
lateral, basadas en la reaccidn antigeno anticuerpo comercializadas por Agdia Inc. USA Biogenetic
(Agdia ImmunoStrip®) y Bioreba AG, Suiza (Agri Strip). Es un ensayo rapido que sirve para confirmar,
en unos 10 minutos, la presencia o no de determinados patdégenos en muestras vegetales
sospechosas (Figura 10).

El procedimiento consiste en tomar una parte de la muestra de planta sintomatica y colocarla
en una bolsa de extraccion. Es recomendable tomar las muestras, en caso de ser posible, de dreas de
la planta jévenes y que presenten claros sintomas de la enfermedad. A continuacién, se afiade
tampon de extraccion con una pipeta desechable. En algunos casos el tampdn viene ya directamente
en las bolsas de extraccion (Agdia ImmunoStrip®). Sobre una superficie plana, y utilizando un
homogeneizador manual, se homogeneiza la muestra. De dicho extracto se transfieren un total de 4
gotas a una cubeta desechable. Finalmente se inserta la tira con el extremo marcado para identificar
la muestra en el extracto y se observa la formacién de bandas de colores.

Por ultimo, se procede a retirar las tiras reactivas del extracto y a interpretar los resultados.
Con muestras que contienen una alta concentracién de patdgenos se obtienen tanto una linea de
prueba fuerte como una linea de control fuerte. Una linea de prueba que parece mas débil que la
linea de control es tipica para muestras con baja concentracidon de antigeno (patdgeno). Si solo
aparece la linea de control, no hay antigeno detectable presente en la muestra. Una linea de prueba
muy débil observada ocasionalmente después de 10-15 minutos debe interpretarse como una
reaccion negativa. Si nila linea de prueba ni la linea de control se hacen visibles, la prueba no es valida
y debe repetirse con una tira nueva (Figura 11).
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Figura 10. Prueba seroldgica de inmunocromatografia de flujo lateral Agri Strip (Bioreba AG, Suiza)
Agdia ImmunoStrip® (Agdia, Inc. USA Biogenetic).

Linea control Linea control
( +) Linea de prueba (- ) Linea de prueba
Resultado positivo Resultado negativo

Figura 11. Interpretacién de los resultados de la prueba serolégica de inmunocromatografia de flujo lateral
(BIOREBA AG, Suiza).

Atendiendo a los sintomas observados en el material vegetal recolectado en campo, se
sospecha de la presencia de ciertos virus vegetales concretos. En cuanto al cultivo de tomate, los
andlisis se centraron en los siguientes virus: virus del mosaico del tomate (ToMV), virus del grabado
del tabaco (TEV) y virus del mosaico del pepino (CMV). Por lo que corresponde al cultivo de pepino,
los ensayos se dirigieron especificamente hacia estos virus: virus del mosaico amarillo del calabacin
(2YMV), virus del mosaico verde jaspeado del pepino (CGMMYV), virus del mosaico de la calabaza
(SgMV) y el virus del mosaico del pepino dulce en tomate (PepMV).
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3.3 CRIA Y MANEJO DE PULGONES.

Los ensayos se realizaron con el pulgdn verde de las solandceas (Macrosiphum euphorbiae)
procedente de los invernaderos de la Universidad Politécnica de Valencia (UPV) (Figura 12). La
presencia de pulgones de esta misma especie, Macrosiphum euphorbiae, fue detectada en campo
durante los muestreos. Las poblaciones recogidas se criaron en laboratorio y sobre estas crias se
llevaron a cabo los distintos ensayos. La cria se mantuvo sobre plantas de berenjena (Solanum
melongena) (Figura 13). Dichas plantas se dispusieron en el interior de unos “recipientes de cria” de
confeccién propia. Los recipientes consistian en cajas de plastico transparente que permitian la
entrada de luz con tapa de malla antitrips para facilitar la ventilacion (Figura 14). Los recipientes de
cria se mantuvieron en laboratorio en condiciones ambientales constantes.

Figura 12. Hoja de berenjena (Solanum melongena) con pulgones de la especie Macrosiphum euphorbiae.

Figura 13. Flor de berenjena (Solanum melongena) infestada con pulgones de la especie Macrosiphum
euphorbiae.
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Figura 14. Recipiente de cria de pulgones (Macrosiphum euphorbiae) en condiciones de laboratorio.

Para el mantenimiento de la cria de pulgones, las plantas se regaban dos o tres veces a la
semana, segln correspondiera. Si se observaba que la planta estaba en mal estado, a causa de una
elevada poblacién de pulgones, o por otras causas, se llevaba a cabo el traslado de dichos pulgones
sobre una planta sana, y se eliminaba la planta enferma. El manejo de pulgones se hacia
cuidadosamente y con ayuda de un pincel. Con el pelo del pincel se golpeaba ligeramente la cabeza
del insecto provocando asi que el pulgdn, en caso de estar alimentandose, retirara el estilete
insertado en los tejidos vegetales. El pulgdn estd quieto mientras se alimenta. Cuando el pulgén
empezaba a moverse libremente sobre la planta, se consideraba seguro recogerlo y moverlo.

Aunque los recipientes de cria se mantuvieron en condiciones de laboratorio, la presencia de
parasitoides fue inevitable. Los parasitoides adultos ponen los huevos dentro o sobre el cuerpo de
los pulgones, de modo que sus larvas se alimentan a expensas de estos. Un pulgdn parasitado recibe
el nombre de momia (Figura 15). Aunque normalmente los parasitoides se emplean como método
de control bioldgico en contra de las plagas de pulgones, en este caso, no eran deseados. Por eso,
cada dos o tres dias se inspeccionaban a fondo las plantas, eliminando todas las momias y
parasitoides encontrados.



20 Material y Métodos

Figura 15. Hoja de berenjena (Solanum melongena) con parasitoides de pulgones, pulgones de la especie
Macrosiphum euphorbiae sin parasitar y parasitados (momias).

3.4 ENSAYO: Eficacia de Macrosiphum euphorbiae como transmisor del CMV.

Para obtener individuos de Macrosiphum euphorbiae viruliferos (portadores del virus CMV)
se seleccionaron pulgones de la cria disponible en el laboratorio y, ayudados, probaron libremente
una planta fuente de virus.

La planta fuente de virus se consiguié a través de un proceso de Inoculacion Mecanica
Artificial (IMA) con CMV en laboratorio. La Inoculacién Mecanica Artificial (IMA) consiste en poner en
contacto el virus con células vegetales en las que se han producido microheridas en su pared celular
con algun abrasivo para dejar la membrana plasmatica accesible al virus en algunos puntos. El indculo
del virus puede ser obtenido de varias partes de la planta infectada, aunque preferiblemente tejido
foliar ya que generalmente presenta un titulo viral, es decir, una mayor concentracion de particulas
virales que otros tejidos (Agrios, 1996).

El primer paso consiste en preparar la soluciéon de indculo y almacenar el preparado en nevera
a4 9C. La solucién de inoculacidn se elaboré con Fosfato sédico-potasico pH a 7-7,2 (0,01 M), Bisulfito
sédico (0, 2 %), Dietilcarbamato sédico (DIECA) (0,2 %) y agua destilada. El tampdn fosfato sédico-
potasico, a su vez se desarrollé6 mezclando 40 partes del Tampdn | con 60 partes del Tampédn I,
ajustando el PH a 7-7,2 con los Tampones | (acido) y Il (bdsico). El tampdn | respectivamente, se
prepard disolviendo 13,61 g de KH,PO4 en 90 ml de agua destilada, manteniendo en agitacion a una
temperatura de 50 2 para evitar que precipite. Seguidamente se ajusté el pH a 4,9, con KOH y H3PO,
y se enraso hasta un volumen final de 100 ml con agua destilada. Un procedimiento similar se siguio
para preparar el Tampodn Il, solo que, en este caso, la disolucidn se hizo con 14,2 g de Na2HPO4 y el
PH se ajustd a 9,6.
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Posteriormente se homogeneizd en un mortero estéril material vegetal infectado con CMV
(cedido por la Dra. Font) y se inocularon 10 plantas del cultivar tomate valenciano. Una vez
homogeneizado se afiadié solucién de inéculo anteriormente preparada, fria en proporcién 1:10 (g
de material infectado/ml solucién indculo) (Figura 16). Para causar las microheridas en la pared
celular se afadié una pequefia cantidad del abrasivo carborundo (carburo de silicio). Una vez bien
homogeneizado el inéculo se moja una torula en el jugo homogeneizado y se frota la |lamina foliar de
las plantas a inocular (Figura 17).

Figura 16. Material vegetal con el virus a inocular (CMV) sin homogeneizar (A) y una vez homogeneizado en un
mortero estéril, con soluciéon inéculo y carborundo afiadido (B).

Figura 17. Inoculacién mecanica artificial de una planta de tomate cv. valenciano (Solanum lycopersicum) con
CMV en laboratorio.
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Las plantas infectadas se mantuvieron en una cdmara de cultivo o fitotron del Laboratorio de
Virologia de IAM-UPV, con unas condiciones de temperatura de 252C/ 18°C (dia/noche), un
fotoperiodo de 12 h y una humedad relativa del 60 %. Con el fin de asegurar la infeccion de CMV en
las plantas que habian sido inoculadas se analizaron todas las plantas mediante la técnica DAS-ELISA.
Para ello, transcurridos 30 dias desde la inoculacidn, se procedié a la recogida de muestras tomando
el foliolo terminal de la segunda hoja recién formada de cada planta en particular, guardandolas en
bolsitas de plastico debidamente identificadas y almacenadas a 42C hasta su posterior analisis (Figura
18).

Figura 18. Recogida de muestras tomando el foliolo terminal de la segunda hoja recién formada de cada planta
de tomate (Solanum lycopersicum) infectada, guardandola en una bolsa de plastico debidamente identificada.

La técnica seroldgica DAS-ELISA (Double Antibody Sandwich-Enzime Linked Inmuno Sorbent
Assay o ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas) se basa en la reaccién antigeno-anticuerpo,
donde se detecta el antigeno, en este caso el virus a analizar, utilizando un anticuerpo especifico de
éste conjugado con el enzima fosfatasa alcalina (FA). Al afadir el sustrato especifico (p-
nitrofenilfosfato), se genera color en caso de producirse reaccién enzima-sustrato, siendo
cuantificable mediante un espectrofotémetro o colorimetro (Cambra et al., 1996).

Los tampones de inoculacién empleados para el E.L.I.S.A directo en la deteccién fueron los
siguientes:

e Tampdn de recubrimiento (coating buffer) pH 9,6: 0,186 g de Na,COH,0, 0,296 g de NaHCO3
y 100 ml de agua destilada.

e Tampodn de lavado (wash buffer) pH 7,2-7,4: 8 g de NaCl, 0,2 g de Na,HPO4, 0,2 g de KCl, 0,5
ml de Tween 20y 11 ml de agua destilada.

e Tampodn de extraccion (sample extraction buffer) pH 7,4: 5 g de PVP, 0,5 g de BSA, 0,025 g de
NaN3 y 250 ml de Tampdn de lavado.

e Tampdn conjugado (conjugate buffer) pH 7,4: 2 g de PVP, 0,2 g de BSA, 0,01 g de NaN; y 100
ml de Tampdn de lavado.

e Tampodn sustrato (substrate buffer) pH 9,8: 9,7 ml de Dietanolamina, 0,02 g de MgCl¢H.0 y
90,3 ml de agua destilada.
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El primer paso consistié en diluir en antisuero (Ig) en tampdn coating (recubrimiento) a la
dilucion que requiere el antisuero y mezclar bien. Seguidamente se tapizo la placa pipeteando 100
ul/pocillo de la dilucién anteriormente preparada. Para evitar el efecto borde durante la incubacion
de la placa, se pipeted el mismo volumen de agua en los bordes de esta.

Poniendo dos placas usadas encima y debajo de la placa a analizar se incubd en nevera a 37
2 durante 3 horas. Una vez transcurrida la incubacién con un golpe seco se vacio la placa en la pilay
se llevaron a cabo 4 lavados con tampdn de lavado, siendo los dos primeros lavados rapidos, es decir,
sin tiempo de espera entre los mismo. En cambio, en los dos ultimos lavados se dejé actuar el tampdn
durante 3 minutos.

Previamente se machacaron las muestras por separado en el interior de una bolsa de plastico
ELISA, cada una con su correspondiente etiqueta identificativa, afadiéndole tampdn de extraccion
en una proporcion 1:20 (peso/volumen) (Figura 19). De dicho extracto se afiadieron 100 pl por pocillo,
aplicando la misma muestra en dos pocillos. Se afadieron también el positivo (material vegetal
infectado por el virus a analizar), el negativo (material vegetal sano) y el blanco (tampén de lavado).
Al igual que en el caso anterior, en los bordes de la placa se pipetearon el mismo volumen de agua
para evitar el efecto borde. La placa a analizar se incubé durante 12 h en nevera a 4 2C, recubriéndola
por abajo y por arriba por dos placas usada. Transcurrido el periodo de incubacién se vacio la placa
con un golpe seco en la pila y se lavé 5 veces con tampdn de lavado, dos rapidos y dejando actuar el
tampdn durante 3 minutos en los Ultimos lavados. Después de estos lavados, aun quedaron restos de
extracto vegetal en los pocillos, por ello, se llevaron a cabo tantos lavados como fueron necesarios
para para que queden completamente transparentes.

Figura 19. Muestras de material vegetal en bolsas de plastico ELISA (A) y duramente el proceso de
homogeneizado (B).
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Posteriormente se prosigue a diluir el antisuero conjugado (lg-AP) en tampdn conjugado
(conjugate) a la dilucion que requiere el antisuero mezclando bien. Con dicha disolucién se tapiza la
placa (100 pl/pocillo) y en los bordes se pipetea el mismo volumen de agua. La incubacion se realiza
a 37 °Cdurante 3 h. Luego se vacia la placa y se realizan 5 lavados (dos rapidos y dos dejando actuar
el tampdn de lavado durante 3 minutos). Una vez realizados los lavados se prepard una solucion de
p-nitrofenil fosfato a la concentracion de 1 mg/ ml de tampdn substrato. Para ello se calculé cuanto
volumen se necesitaba para tapizar la placa y se peso en la balanza de precisién la cantidad necesaria
de p-nitrofenil fosfato. Una vez tapizada la placa con la solucién, se tapd con una bandeja para
protegerla de la luz y se mantuvo a temperatura ambiente.

Finalmente, trascurrido 1 hora se llevd a cabo la lectura de los resultados. La lectura se realizo
en un espectrofotémetro Titertek Multiskan MCC/340 a una longitud de onda de 405 nm. Se
consideran resultados positivos aquellos cuyo valor de absorbancia sea igual o superior al doble del
valor de la muestra control negativa. El espectrofotémetro estd conectado a un ordenador que
proporcionarad los resultados gracias al software Ascent Software for Multiskan.

Una vez obtenidos los resultados, se seleccionaron las plantas positivas que servirian como
fuente de virus para la obtencion de Macrosiphum Euphorbiae viruliferos (portadores del virus CMV).
Para ello, los pulgones obtenidos de la cria disponible en laboratorio se guardaron en placas Petri que
posteriormente se sellaron con cinta Parafilm (Figura 20). Dichas placas se conservaron en nevera (sin
congelar, a unos 8-10 2) durante 1 hora aproximadamente. Después de sacarlos de la nevera, con
ayuda de un pincel, se colocaron cuidadosamente los pulgones sobre una hoja de la planta virosada.
Gracias al aturdimiento provocado por las bajas temperaturas y a que los insectos estaban
hambrientos por no haber comido durante tanto tiempo, las posibilidades de que se alimentasen y
adquiriesen el virus eran mayores. Para evitar su desplazamiento, se sellaron tanto la hoja como los
pulgones que sobre ella se alimentaban con ayuda de una placa Petri anteriormente modificada. La
modificacion consistia en un pequeno orificio que permitia el paso del peciolo de la hoja (pero no de
los pulgones), evitando asi su separaciéon de la planta madre mientras duraba el proceso de
alimentacion (Figura 21). Los pulgones se alimentaron libremente durante 5 minutos de la planta
fuente de virus.

Figura 20. Placa Petri sellada con cinta Parafilm conteniendo en su interior ejemplares de Macrosiphum
euphorbiae obtenidos de la cria disponible en laboratorio.
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Figura 21. Ejemplares de Macrosiphum euphorbiae alimentandose libremente de una hoja de planta virosada
con CMV, contenidos dentro de una placa Petri modificada.

A continuacién, los pulgones viruliferos, con ayuda de un pincel, eran transferidos a plantas
test y se les permitia probarlas durante 24 horas (Figura 21). Se emplearon 50 plantas test en estado
de 2-4 hojas verdaderas y 3 pulgones viruliferos por planta. Finalmente fueron eliminados, a mano y
con ayuda de un pincel. Dichas plantas se mantuvieron en el fitotrén del Laboratorio de Virologia de
IAM-UPV, en las mismas condiciones anteriormente explicadas.

Figura 22. Transferencia de ejemplares de Macrosiphum euphorbiae viruliferos desde la planta virosada (A) a
las plantas test (B).
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Por ultimo, para conocer el nimero total de plantas infectadas con CMV se analizaron
mediante la técnica DAS-ELISA. Para la realizacion de la técnica DAS-ELISA se siguié el mismo
protocolo anteriormente detallado.

La eficacia (%) de Macrosiphum euphorbiae como transmisor del CMV se calculé empleando
la siguiente férmula:

(N 2plantas infectadas

N2plantas totales )x 100
(NQ pulgones

planta )

3.5 ENSAYOS CON TIERRA DE DIATOMEAS.

En el presente estudio se evalud el efecto del producto natural conocido como tierra de
diatomeas contra el pulgdn verde de las solanaceas (Macrosiphum euphorbiae). El pulgdn polifago
Macrosiphum euphorbiae es un importante vector del virus CMV. Transmite el virus de manera no
persistente. Los experimentos se llevaron a cabo en uno de los laboratorios de la Unidad de Patologia
Vegetal en la Escuela Técnica Superior de Ingenieria Agrondmica y del Medio Rural (UPV).

Se efectuaron un total de tres ensayos para finalmente determinar la actividad de repelencia
o mortalidad que el producto causa sobre los pulgones.

3.5.1 Ensayo 1: Toxicidad de la tierra de diatomeas en aplicaciéon directa sobre
Macrosiphum euphorbiae.

La evaluacion se llevd a cabo comparando la eficacia de la tierra de diatomeas con un
producto insecticida comercial de efectividad ya comprobada. Para ello se seleccionaron pulgones
de la cria en laboratorio y se colocaron sobre una serie de portaobjetos modificados de tal manera
qgue los insectos se quedaran fijos sobre él y no pudieran desplazarse. En cada portaobjetos se
disponia de 4 individuos (Figura 23).
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Figura 23. Portaobjetos modificado con cuatro pulgones de la especie Macrosiphum euphorbiae adheridos.

La sustancia objeto de evaluacion se prepard en agua con la dosis requerida (2%). Una vez
agitada la mezcla, se depositd en el interior de un frasco estéril. De igual manera se preparé el
insecticida comercial, depositdndolo en un segundo frasco. Un tercer frasco se llend de agua. A
continuacioén, los portaobjetos (4 por cada tratamiento), junto con los 4 pulgones adheridos a cada
uno, fueron sumergidos en dichos frascos rellenos de sustancia durante unos segundos. Como
resultado se obtuvieron tres grupos de cuatro placas cada uno: un grupo testigo o control sin ningin
tratamiento insecticida, un grupo tratado con producto comercial de accidn insecticida de eficacia
comprobada y un grupo tratado con tierra de diatomeas. Las placas fueron depositadas sobre una
grada y se mantuvieron en condiciones de laboratorio.

La supervivencia por tratamiento se determind contando en cada portaobjeto el nimero de
pulgones vivos y muertos pasada 1, 24, 48 y 72 horas. El recuento se llevd a cabo con ayuda de una
lupa.

3.5.2 Ensayo 2: Eficacia de distintas dosis de tierra de diatomeas sobre Macrosiphum
euphorbiae.

Se trataba de determinar si al incrementar la dosis el producto en prueba intensificaba su
eficacia como insecticida. En el presente ensayo se usaron 3 dosis crecientes de tierra de diatomeas
con un factor de 1/10 entre cada dosis. Concretamente las dosis evaluadas fueron las siguientes: 0,1%
-1%y 10 %.

El procedimiento empleado es similar al aplicado en el ensayo 1. La aplicacidn del producto
se realizd mediante la inmersidn de los portaobjetos modificados, ya con los cuatro pulgones fijados,
en solucidn de producto en agua de concentracién conocida durante unos segundos. Se realizaron 4
repeticiones por dosis. Al igual que en los anteriores ensayos, los insectos se extrajeron de la cria de
pulgones en laboratorio. Tras el tratamiento, los portaobjetos se dejaron secar al aire libre sobre una
grada, en condiciones de laboratorio (Figura 24).
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Figura 24. Portaobjetos modificados con cuatro pulgones de la especie Macrosiphum euphorbiae fijados a cada
uno, sobre una grada, una vez han sido sumergidos en solucion de producto en agua de concentracion conocida
(cuatro repeticiones por dosis).

En cuanto a la evaluacidn, se efectué mediante un recuento en cada portaobjetos y con ayuda
de un microscopio del numero de pulgones vivos y muertos pasadas 1, 24, 48 y 72 horas.

3.5.3 Ensayo 3: Repelencia de la tierra de diatomeas sobre Macrosiphum euphorbiae.

Se evalué la respuesta de los pulgones expuestos simultdneamente a hojas tratadas con tierra
de diatomeas y hojas no tratadas. Con ese fin, plantas de berenjena fueron pulverizadas hasta el
punto de goteo con la sustancia de prueba ya preparada (con una dosis del 2 %) mojando bien tanto
el haz como el envés de las hojas (Figura 25). Una vez secas fueron transferidas a unas cajas de plastico
transparentes.

Figura 25. Pulverizacién de una planta de berenjena con una solucién de tierra de diatomeas preparada al 2%.
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En cada caja de pléstico, ademas de la planta tratada también se colocaron una planta de
berenjena infestada de pulgones y otra sin tratar (control), procurando que las hojas de las tres
plantas se tocaran entre si (Figura 26). De esta manera los pulgones podian moverse libremente entre
las tres plantas. La planta plagada de pulgones se extrajo de la cria en laboratorio, ya que esta también
se mantenia sobre plantas de berenjena. Se efectuaron un total de cinco repeticiones conservadas
en condiciones de laboratorio.

Figura 26. Caja de plastico con tres plantas de berenjena: planta tratada con una solucién de tierra de diatomeas
preparada al 2 %; planta sin tratamiento (control) y una planta plagada de pulgones.

La evaluacion se efectud contando tanto en la planta tratada como en la planta testigo el
numero de pulgones que se habian desplazado desde la planta infestada. Cada recuento tuvo lugar
pasadas 1, 24, 48 y 72 horas.

3.6 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS.

El analisis estadistico de los datos obtenidos se llevd a cabo mediante el programa
Statgraphics Centurion XVII (StatPoint Technologies, Inc., Warrenton, VA, USA). Se realizé un andlisis
de varianza (ANOVA Simple) para cada variable, considerando como factor el tratamiento utilizado o
la dosis empleada, segun corresponda. Se siguié el siguiente modelo:

Yij= pi+ai+ &ij

Siendo Yij = variable independiente; pi = media general; ai = tendencia de la concentracion
de AA al desviarse de la media global, segun el factor al que pertenezca; €ij = error residual.



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 ANALISIS DE LAS MUESTRAS TOMADAS EN CAMPO.

Los resultados del analisis de las 16 muestras de material vegetal recogidas en el municipio
de Alcasser, concretamente en la finca dedicada a la horticultura ecoldgica de la empresa SAIFRESC,
8 de ellas pertenecientes a cultivos de tomate y el resto a cultivos de pepino, mediante la técnica
seroldgicas de inmunocromatografia de flujo lateral se recogen en la tabla 3 y la tabla 4. Las muestras
de tomate nimero 4, nUmero 5 y nimero 6 resultaron positivas a la infeccion con ToMV (Figura 27).
Los sintomas observados en las muestras positivas a TOMV fueron alteraciones de la forma y color de
los foliolos, alternandose areas clordticas con otras de color verde normal y verde oscuro (mosaicos).
La presencia de los restantes virus, TEV y CMV, no fue detectada (Figura 28). Por otra parte, no se
encontro presencia de virus en ninguna de las muestras de pepino (Figura 29).

Figura 28. Resultados negativos a la infeccidon con TEV y CMV en las muestras de tomate.
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Figura 29. Resultados negativos a la infeccidon con ZYMV, CGMMV y SgMV en las muestras de pepino.
y PepMV en las muestras de tomate.

Tabla 2. Resultados obtenidos al analizar las muestras de tomate mediante la técnica seroldgica de
inmunocromatografia de flujo lateral (BIOREBA AG, Suiza) para TEV, CMV, ToMV y PepMV.
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Tabla 3. Resultados obtenidos al analizar las muestras de pepino mediante la técnica seroldgica de
inmunocromatografia de flujo lateral (BIOREBA AG, Suiza) para ZYMV, CGMMV y SgMV.

RESULTADOS PRUEBA SEROLOGICA DE INMUNOCROMATOGRAFIA DE FLUJO
MUESTRA
PEPINO LATERAL
ZYMV CGMMV SqMV
1 - - -
2 - - -
3 - - -
4 - - -
5 - - -
6 - - -
7 - - -
8 - - -

La razon por la que en esta finca de la empresa SaiFresc en particular dedicada a la produccién
ecoldgica y ubicada en el término municipal de Alcasser no se ha detectado presencia de virus, a
excepcion del ToMV, es debido principalmente a las practicas de manejo que se llevan a cabo, tanto
en el campo de cultivo como en el paisaje en el que se encuentra inmerso. Se ha conseguido de esta
manera crear un entorno de relaciones estables entre cultivo, plaga y enemigos naturales.

En la finca objeto de estudio podemos encontrar una gran diversidad de cultivos horticolas
en agricultura ecoldgica. Aunque la cantidad puede variar segln las exigencias de demanda del
mercado, en abril de 2017 se alcanzd el nimero maximo de cultivos, siendo este de 41. En los bordes
o laterales de las parcelas, junto los cultivos horticolas, también se cultivan frutales (Punica granatum,
Eriobotrya japonica (Thunb.) Lindl. y Cydonia oblonga Mill) (Benlloc, 2018). A lo largo del afio, se
realizan rotaciones de cultivos en una misma parcela, y se van alternado las diferentes plantas.
También se hacen coincidir en una misma parcela y al mismo tiempo varios cultivos. Esta practica se
denomina asociacién de cultivos (Jiménez, 2015).

La diversidad de vegetacion adventicia alrededor de las parcelas y en los bordes de caminos
de la finca también constituye un factor a destacar. Se han llegado a identificar hasta 31 adventicias
pertenecientes a 16 familias diferentes (Benlloc, 2018).

Este policultivo, es decir, las rotaciones, alternativas y asociaciones de cultivos, junto con la
presencia de adventicias especificas, limitan tanto en el suelo, como en la parte aérea, los problemas
de plagas y enfermedades favoreciendo el mantenimiento de poblaciones de insectos beneficiosos
para el control de plagas (Benlloc, 2018)

Aun asi, aunque en un porcentaje mas reducido, en la explotacién aun se manifiesta la
incidencia de ciertas plagas. En cuanto a los pulgones, de las seis especies que Lorenzo (2016) hallé
en las parcelas experimentales, cuatro (Aphis fabae, Aphis gossypii, Macrosiphum euphorbiae y
Myzus persicae) son consideradas polifagas y vectores de virus de plantas (Blackman y Eastop 2006).
En los cultivos donde se encontraron estas especies, se hallaron también parasitoides (Lorenzo,
2016).

Por lo tanto, gracias al tipo de manejo agroecolégico que se lleva a cabo en la explotacidn,
basado en rotaciones de cultivo con ciclos de produccion cortos en parcelas de dimensiones mas
pequefias que en agricultura convencional, no se permite el establecimiento de las especies de
pulgones especificas de los cultivos, pero si la proliferacion de especies polifagas que si se pueden
mantener en el tiempo debido a que se pueden alimentar de distintos cultivos.



Resultados y discusion 33

A pesar de la presencia de estos insectos vectores de virus, como se ha comprobado, la
incidencia de virus en la explotacién es minima. Ello es debido a que, en un policultivo, al estar
formado tanto por especies susceptibles como resistentes al virus, la dispersién del virus por la
parcela es mucho mds lenta que en un monocultivo. En un monocultivo, cuando aterrizan en la
parcela los afidos que transportan el virus, van infectando a las plantas conforme se van alimentando
sobre ellas. De esta forma, cada planta infectada se convierte en fuente de virus incluso para aquellos
afidos que habian llegado “limpios” a la parcela, que comienzan a transmitirlos a otras plantas sanas
conforme se alimentan de ellas. En cambio, en un policultivo, la dispersidn es mas lenta debido a que
los afidos adquieren el virus si se alimentan de alguna planta infectada del cultivo hospedero y lo
pierden cuando se alimentan del otro cultivo, en el cual no es capaz de prosperar el virus. Es decir,
sblo se produce transmisién de la enfermedad de una planta a otra, si las dos son hospederas del
virus, y la primera en proporcionar alimento al afido estuviera infectada. Si el afido es
preferencialmente atraido por el cultivo no hospedero del virus, esta segunda especie puede actuar
como cultivo trampa tanto del vector como del patdgeno. El cultivo barrero estd basado en este
principio (ECOagricultor, 2018).

Ademads de todo esto, la finca se encuentra en una zona bastante asilada, rodeada de citricos
principalmente, donde no hay positivos virales de los cuales los pulgones puedan alimentarse y
adquirir virus que puedan transmitir posteriormente.

Finalmente, en cuanto al Unico virus detectado, el ToMV (virus del mosaico del tomate), hay
gue tener en cuenta que es uno de los principales virus que se transmiten por semilla en el cultivo de
tomate. Las variedades autéctonas, como en este caso el tomate valenciano, son apreciadas por el
consumidor local y son producidas por grupos de pequefios agricultores que ellos mismos se encargan
de realizar una seleccién masal a partir de sus frutos, extrayendo las semillas para posteriores cultivos
(El Huerto, 2018). Como medida de gestién se recomienda para el proximo afio eliminar los restos de
cultivo infectado y utilizar semilla desinfectada previamente con un tratamiento de termoterapia a
82-85 9C durante 24 horas.

4.2 EFICACIA DE MACROSIPHUM EUPHORBIAE COMO TRANSMISOR DE CMV.

De las 50 plantas analizadas mediante la técnica DAS-ELISA, 15 resultaron positivas a CMV.
Teniendo en cuanta que se emplearon un total de 3 pulgones viruliferos por planta, la eficacia de
Macrosiphum euphorbiae como transmisor del CMV es del 10 %.

(N‘—’ plantas infectadas) x 100 (E) x 100
N° plantas totales _ \50 -10%
(NQ pulgones) = (3) - °
planta

Efectivamente, el pulgdn Macrosiphum euphorbiae si que transmite el CMV de manera no
persistente, aunque su eficiencia como transmisor es relativamente baja. Gildow y col. en 2008
determinaron que los cuatro vectores mas eficientes (p> 0,05), en cuanto a la transmision de CMV en
plantas de frijol son Aphis gossypii, A. glycines, Acyrthosiphon pisumy Therioaphis trifolii. Los vectores
moderadamente eficientes (0.01 <p <0.04) fueron A. spiraecola, A. craccivora, Rhopalosiphum maidis
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y el pulgdn empleado en el presente estudio, Macrosiphum euphorbiae. Los vectores pobres (p <0.01)
incluyeron A. fabae, Nearctaphis bakeri y Myzus persicae.

4.3 ENSAYO 1: TOXICIDAD DE LA TIERRA DE DIATOMEAS EN APLICACION DIRECTA SOBRE
MACROSIPHUM EUPHORBIAE.

En aplicacién directa sobre los pulgones, como era de esperar, el producto insecticida
comercial mostré un comportamiento tdéxico significativamente superior al de la resta de
tratamientos a corto plazo. Después de 24 horas de su aplicacidon la totalidad de individuos fueron
eliminados. En cambio, entre el tratamiento con tierra de diatomeas y el control (agua) no se
detectaron diferencias significativas con referencia a la cantidad de pulgones muertos
independientemente del tiempo de exposicidn. Por lo tanto, la tierra de diatomeas, en comparacién
con el insecticida empleado como patrén de comparacién, presenta una menor eficiencia y una
menor toxicidad sobre el pulgdn Macrosiphum euphorbiae (Figura 30).
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Figura 30. Numero de pulgones (Macrosiphum euphorbiae) vivos a distintos tiempos desde la
aplicacién de los diferentes tratamientos: control (agua); tierra de diatomeas (dosis del 2%);
producto insecticida comercial de efectividad ya comprobada. Letras distintas indican diferencias
significativas a nivel estadistico. Diferencias significativas segiin ANOVA (P < 0,05).

4.4 ENSAYO 2: EFICACIA DE DISTINTAS DOSIS DE TIERRA DE DIATOMEAS SOBRE
MACROSIPHUM EUPHORBIAE.

En este ensayo, los andlisis estadisticos muestran claramente que no se registraron
diferencias significativas entre las dosis de producto ensayadas. Todas produjeron un bajo y similar
control sobre el pulgdn, con independencia del tiempo de exposicion (Figura 31).
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Figura 31. Numero de pulgones (Macrosiphum euphorbiae) vivos a distintos tiempos después de
un tratamiento con tierras de diatomea a distintas dosis. Dosis evaluadas (%): 0,1- 1- 10. Prueba
ANOVA (nivel de significacién de P < 0,05).

4.5 ENSAYO 3: REPELENCIA DE LA TIERRA DE DIATOMEAS SOBRE MACROSIPHUM EUPHORBIAE.

Los analisis estadisticos muestran que no se registraron diferencias significativas con respecto
a la presencia de Macrosiphum euphorbiae entre las plantas testigo, pulverizadas Unicamente con
agua y las plantas tratadas con tierra de diatomeas con una dosis del 2% en ninguno de las pruebas
realizados. En la figura 28 se observa como la tierra de diatomeas no ejerce ningun tipo de repelencia
sobre los pulgones, ya que estos no mostraron ninguna preferencia en cuanto a situarse y alimentarse
sobre plantas no tratadas y plantas tratadas (Figura 32).
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Figura 32. Numero de pulgones (Macrosiphum euphorbiae) que eligen situarse sobre plantas de
berenjena (Solanum melongena) tratadas con el producto de prueba (tierra de diatomeas
pulverizada con una dosis del 2%) y sobre plantas control (pulverizacidon con agua) a distintos
tiempos desde su aplicacion. Prueba ANOVA (nivel de significacién de P < 0,05).
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En nuestro caso, la tierra de diatomeas no ha demostrado poseer eficacia de control o
repelencia sobre el pulgdn Macrosiphum euphorbiae. Sin embargo, estos resultados no estdn en
concordancia con los obtenidos por otros autores como Vargas y Salazar en 2013, que observaron
una incidencia favorable del producto en cuanto a la presencia de plagas y enfermedades, dando
resultados positivos como insecticida y fungicida. En este caso los ensayos se llevaron a cabo en un
vivero (Vivero de ASOHECA vereda Itarka del Municipio de la Montafiita Departamento del Caqueta)
sobre plantas de Caucho Natural (Hevea bresiliensis).

Resultados similares fueron obtenidos en otro estudio, en el que se evaluaron los efectos del
insecticida bioldgico del neem (Azadirachta indica) y de la tierra de diatomeas solos o0 en combinacién
contra el pulgén Myzus persicae y sobre los depredadores asociados. También se estudiaron los
efectos indirectos de los compuestos ensayados sobre los pardmetros de crecimiento y rendimiento
de la alcachofa (Cynara scolymus). El neem en combinacién con la tierra de diatomeas se clasifico
primero para aliviar los efectos adversos de los afidos en las plantas de alcachofa y para mejorar el
crecimiento vegetativo y el rendimiento del brote, seguido del aceite solo, mientras que la tierra de
diatomea aplicada sola dio los peores resultados. Este experimento se realizd en campo,
concretamente, en un campo de la Estaciéon de Produccién e Investigacion del Centro Nacional de
Investigacion, EI-Nobaria, El-Behira (EI-Wakeil et al, 2009). Ademas, en una evaluacion del efecto de
la tierra de diatomeas sobre poblacion de insectos en semillas de maiz almacenado, la tierra de
diatomeas tuvo efecto positivo para control de insectos a partir de la dosis probada de 4 kg/t, aunque
la mayor dosis presento efectos similares (Faggi y Titievsky, 2012).

La diferencia entre las conclusiones obtenidas en el presente ensayo y los obtenidos por los
otros autores pueden ser debidas a que los resultados alcanzados pueden variar en gran medida
segun la metodologia empleada. Los ensayos realizados en laboratorio con colonias procedentes de
capturas en campo pueden no ser representativos de la forma de actuar de los pulgones en su habitat
natural. Parece evidente que hay un nimero de factores que influyen de manera importante en el
éxito del control de insectos, que van desde las condiciones ambientales hasta las condiciones del
material vegetal. Es muy dificil reproducir estas mismas condiciones en el laboratorio.

Es por esta misma razdn que se piensa que las tierras de diatomeas podrian tener cierto
efecto sobre la transmisién no persistente de virus, tanto en el proceso de adquisicion como en el de
inoculacidn. En el ensayo de repelencia de la tierra de diatomeas sobre Macrosiphum euphorbiae, los
pulgones estan aislados en cajas y obligados a alimentarse de la dos Unicas plantas disponibles, la
planta tratada y la planta control. Aunque el analisis estadistico no muestra diferencias significativas
con respecto a la presencia de Macrosiphum euphorbiae entre las dos plantas, testigo y tratada, esto
puede ser causado por dichas condiciones restringidas. Es mas, a simple vista, a las 24 horas, parece
gue los pulgones preferian situarse y alimentarse sobre plantas no tratadas, ya que se registraron casi
la mitad del nimero de pulgones sobre las plantas tratadas que sobre plantas control. En campo,
donde el pulgdn seria libre de elegir de qué planta preferiria alimentarse y pudiendo elegir entre
muchas mas plantas, existe la posibilidad de que el insecto prefiera a las plantas no tratadas. Por lo
tanto, en dichas condiciones naturales habria un mayor porcentaje de plantas virosadas sin tratar que
plantas tratadas con tierra de diatomeas, pudiendo este producto reducir sensiblemente la incidencia
de virus.

Por lo tanto, los ensayos en laboratorio constituyen un método rapido y muy orientativo,
pero que, sin embargo, debes ser corroborado con otros ensayos en campo.



5. CONCLUSIONES

A continuacidn, se presentan las conclusiones obtenidas a partir de los resultados obtenidos
en el presente Trabajo Fin de Grado.

1. De las 16 muestras de material vegetal recogidas en la finca horticola de la empresa de
productos ecoldgicos SAIFRESC ubicada en al municipio de Alcasser, 8 de ellas
pertenecientes a cultivos de tomate y el resto a cultivos de pepino, se detectd
Unicamente la presencia de ToMV en 3 muestras de tomate. La ausencia de positivos
virales se atribuye al tipo de manejo agroecoldgico que se lleva a cabo en la explotacién,
basado en rotaciones, alternativas y asociaciones de cultivos y a la elevada diversidad de
vegetacién. Se recomienda, para la gestion del Unico virus detectado (ToMV) el uso de
semilla desinfectada previamente con un tratamiento de termoterapia para el préximo

ano.

2. La especie de pulgdn Macrosiphum euphorbiae tiene una eficacia en la transmisidn del
CMV del 10%.

3. Los ensayos realizados con “Tierra de diatomeas” determinaron que este producto
natural no es eficiente para el control Macrosiphum euphorbiae para evitar la transmision
de modo no persistente del virus del mosaico del pepino (Cucumber mosaic virus, CMV)
en plantas de berenjena (Solanum melongena). Sin embargo, estos resultados deben ser
corroborados con otros ensayos en campo.
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