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“ESTUDIO DE LA GAMA DE HUESPEDES DEL VIRUS DEL RIZADO DEL TOMATE DE
NUEVA DELHI (Tomato leaf curl New Delhi virus, TOLCNDV) EN CULTIVOS Y FLORA
ARVENSE DEL SURESTE ESPANOL”

Desde la deteccién por primera vez del virus, Tomato leaf curl New Delhi virus
(TOLCNDV) en 2013, se ha venido observando un paulatino incremento de los dafios
ocasionados por este virus en especies de cucurbitiaceas cultivadas. El conocimiento de la
epidemiologia de esta enfermedad es necesaria para el disefio de estrategias de prevencién y
control; para contribuir a ello, en este trabajo se ha planteado ampliar el conocimiento sobre
la gama de huéspedes de ToLCNDV, centrando nuestra prospeccion en la flora arvense,
cultivos horticolas y en especies utilizadas en setos refugio de fauna auxiliar beneficiosa. El
estudio se ha desarrollado durante la campaiia 2014 muestreando parcelas de cultivos en
donde la enfermedad se ha establecido. Las muestras se analizaron empleando la técnica ELISA
y la Hibridacidn Molecular. En las plantas espontaneas analizadas se encontraron 3 nuevas
especies reservorios de TolLCNDV, Datura stramonium, Sonchus oleraceus y Ecballium
elaterium.

Palabras clave: ToLCNDV, tomate, cucurbitaceas, virus, flora arvense.

"THE HOST RANGE VIRUS TOMATO LEAF CURL NEW DELHI (Tomato leaf curl New
Delhi virus, TOLCNDV) STUDY IN CROPS AND WEEDS IN THE SOUTHEAST OF SPAIN"

Since the virus first time detection, Tomato leaf curl New Delhi virus (TOLCNDV) in
2013, a gradual increase in the damage caused by this virus in cucurbit species cultivated has
been observed. The epidemiology knowledge of this disease is required for the design of
prevention and control strategies; in order to contribute to this objective, the presented work
aims to increase the knowledge of the range of TOLCNDV, focusing our prospecting on weeds,
vegetable crops and species used in hedges auxiliary beneficial wildlife. The study has been
developed during the 2014 campaign sampling plots of crops where the disease has been
established. The samples were analyzed using the ELISA and the Molecular Hybridization. In
the weeds analyzed were found 3 new species reservoirs of TOLCNDV, Datura stramonium,
Sonchus oleraceus and Ecballium elaterium.

Keywords: ToLCNDV, tomato, cucurbit, virus, weeds.
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1. INTRODUCCION

1.1 ANTECEDENTES

La horticultura intensiva genera una gran actividad econdmica en nuestro pais.
Entre las hortalizas mas importantes destacan las que pertenecen a la familia de las
Cucurbitaceas (meldn, calabacin, sandia, pepino, calabaza), tanto por la superficie
dedicada a su cultivo como por el valor econémico de su produccion. Solo en Andalucia
y Murcia, la superficie cultivada es de 37.202 ha (MAGRAMA, 2012) y la produccién
total es de casi dos millones de toneladas (1.990.781 t) (MAGRAMA, 2012).

La produccién intensiva de hortalizas afronta constantemente nuevos
problemas, siendo uno de los principales las enfermedades producidas por virus. Las
virosis inciden de forma cada vez mas grave en el valor final de la produccién y en la
rentabilidad de los cultivos; asi, en algunas zonas geograficas han llegado a convertirse
en el principal factor limitante del cultivo. De particular importancia son los problemas
causados por virosis emergentes. En estos casos, la identificacién del patégeno supone
el primer reto, la evaluacién del riesgo potencial el segundo, y la puesta a punto de
medidas de control de emergencia el tercero. Un ejemplo reciente de la mayor
importancia se ha desarrollado en las ultimas dos campafias en cultivos de
cucurbitaceas del Sureste espafiol con la introduccién del virus del rizado de la hoja del

tomate de Nueva Delhi, Tomato leaf curl New Delhi virus, TOLCNDV.

Asi, durante el afio 2012, empezaron a observarse sintomas de una nueva
enfermedad viral en calabacin, al aire libre y en invernadero, en la comarca de Campo
de Cartagena. Estos sintomas incluian el rizado de las hojas jovenes, la aparicion de
amarilleo muy intenso, detencion del crecimiento de las plantas afectadas y rizadura
suave en la piel del fruto joven. Durante el verano de 2013 este sindrome se extendid

a otras parcelas, afectando también a cultivos tardios de melén, causando problemas

BRYAN PACHECO VINAROZ 11
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de la mayor gravedad y generando una enorme inquietud en el sector productor de
meldn, agravadas por la falta de informacion respecto a la posible epidemiologia de
este virus, y el posible riesgo de ataque a otros cultivos de la familia de las solanaceas

como pimiento, tomate, etc.

El grupo de Patologia Vegetal del CEBAS-CSIC/UMH identificéd y caracterizd
parcialmente el nuevo geminivirus responsable del sindrome descrito. Se trataba de
una cepa de Tomato leaf curl New Delhi virus (TOLCNDV), un virus estrechamente
relacionado con el bien conocido virus del rizado amarillo del tomate (o virus de la
cuchara) (Tomato yellow leaf curl virus, TYLCV). Entre el grupo de Patologia Vegetal
CEBAS-CSIC/UMH vy técnicos del laboratorio de producciéon y sanidad vegetal de
Almeria, ToLCNDV se ha detectado en muestras de distintas especies de hortalizas,
como pepino, calabaza, meldn, y pimiento, ademas de calabacin. Desde su primera
deteccién, la incidencia del virus se ha incrementado de forma aparentemente
exponencial, llegando a afectar durante el mes de noviembre de 2013, a todos los
términos municipales del poniente Almeriense, de la Comarca del Campo de Cartagena
de Murcia y sur de la provincia de Alicante. La incidencia fue cercana al 100 % en las
plantaciones de calabacin que estaban iniciando el cultivo y la recoleccién, y algo
menos en plantaciones que estan en plena recoleccién. En esas mismas fechas la
situacidon no fue tan grave en cultivos en invernadero en Almeria, donde el porcentaje
de invernaderos con infeccion fue de aproximadamente el 20% (JUNTA DE

ANDALUCIA, 2013).

La situacidn actual ya se puede describir como muy grave, y las previsiones no
hacen sino reforzar esta vision. Atendiendo a un conjunto de parametros que pueden
servir para evaluar el riesgo epidemiolégico de un patégeno, ToLCNDV deberia

incluirse entre los de alto o muy alto riesgo para algunos de los cultivos horticolas.

BRYAN PACHECO VINAROZ 12
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1.2 ToLCNDV

(A

1.2.1 ORIGEN, DISTRIBUCION GEOGRAFICA E IMPORTANCIA

Tomato leaf curl New Delhi virus (TOLCNDV) es el principal patégeno de tomate
en la India (Varma y Malathi, 2003; Varma et al., 2011). Se describié por primera vez en
1995 en aquel pais como una variante del complejo de virus causante del rizado

amarillo de la hoja (Hussain et al., 2004).

Es un virus de la familia Geminiviridae y del género Begomovirus, en principio
geograficamente confinado al subcontinente indio, pero que ha ido expandiéndose
hacia otras zonas de Asia, como Pakistan (Hussein., 2004), Tailandia (Ito et al., 2008),
Bangladesh (Maruthi et al.,, 2005; Fauquet et al., 2008), Indonesia (Mizutani et al.,
2011) y China (Chang et al., 2010).

Figura I: Distribucion mundial de ToLCNDV.

BRYAN PACHECO VINAROZ 13
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No solamente se ha encontrado en los principales cultivos de Solanaceas, como
tomate (Padidam et al., 1995), pimiento (Hussain et al., 2004), y patata (Usharani et
al., 2004), y en especies adventicias de la familia, como Solanum nigrum, sino también,
mas recientemente, en algunos cultivos de la familia de las Cucurbitaceas, como
Momordica charantia, (Tahir et al., 2005), cultivos de los géneros Cucumis, como
pepino o meldn, Citrullus y Cucurbita, sandia y calabazas, y otros géneros Sechium,
Luffa, Lagenaria y Cucurbita (Muniyappa et al., 2003; Mandal et al., 2004; Ito et al.,
2008; Saha et al., 2013).

1.2.2 TAXONOMIA

La familia Geminiviridae es un caso singular entre los virus vegetales. El genoma
de la mayoria de los virus que afectan a nuestros cultivos esta formado por ARN (3cido
ribonucleico), pero sin embargo los viriones icosaédricos geminados de los geminivirus
encierran un genoma compuesto por una hebra circular de ADN (3cido
desoxiribonucleico) de cadena simple. Debido a este hecho muestran caracteristicas
Unicas entre los virus vegetales, pues el ADN viral ha de migrar hasta los nucleos
celulares para poder trascribirse y replicarse. Dentro de la familia se engloban 4
géneros (Topocuvirus, Curtovirus, Mastrevirus y Begomovirus), pero es el género
Begomovirus el que engloba la mayoria de los virus fitopatdégenos que afectan a los
cultivos horticolas.

TIPOS DE BEGOMOVIRU
Viejo Mundo (Europa, Asia, Africa) Nuevo Mundo

(América)

Monopartitos Monopartitos. P del

el
a Botasatélites a Alfa y Betasatélites Viejo Mundo
. .

Bipartitos del
Nuevo Mundo

P

| ADN-A :p"|

\Reo s
o

Betasatelite

Figura ll: Tipos de Begomovirus. Fuente: (Homo Agricola, 2013)

BRYAN PACHECO VINAROZ 14
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Algunos begomovirus tienen un genoma compuesto de una sola hebra de ADN,
que codifica todas las proteinas necesarias para que el virus infecte a la planta y
muestre sintomas; estos begomovirus "autosuficientes" se denominan begomovirus
monopartitos (los que teniamos en Espafia son de este tipo). Sin embargo, otros
begomovirus no son tan autosuficientes y para infectar a su huésped requieren la
presencie de un betasatélite, que no es otra cosa que otra pequefia cadena de ADN
gue se encapsula por separado y es, por tanto, exterior al genoma viral; a éstos se les
denomina begomovirus monopartitos asociados a betasatélites. En otros aparecen
ademas del betasatélite, otras pequeiias hebras de ADN denominadas alfasatélites
(también encapsuladas aparte en pequefios viriones) de las que aun no se tiene clara
su funcién; son los denominados begomovirus monopartitos asociados a alfa y

betasatelites (Figura Il).

Organizacion

genomica
Rep
DNA-A: DNA-B:
-Rep (replication-associated protein) -NSP (nuclear shuttle protein)
- Ren ( replication enhancer protein) - MP (movement protein)

- TrAP (transactivator protein) :
- CP (coat protein) '

CR (common region)
Contains motifs required for the control of gene expression and initiation of replication

Figura Ill: Organizacidon gendmica de ToOLCNDV. Fuente: (Dirk Jannsen, 2015).

ToLCNDV tiene un genoma de DNA circular de cadena sencilla que consta de
dos componentes, el DNA A y el DNA B, cada uno de 2,5 a 2,8 kb de tamafio. Los dos
componentes gendmicos comparten una regién conservada denominada regién

comun o region intergénica, y codifican las proteinas virales (Padidam et al., 1995).

BRYAN PACHECO VINAROZ 15
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Ademas de estos dos componentes gendmicos, se ha demostrado que al menos
algunos aislados de ToLCNDV tienen asociados DNAs satélites de cadena sencilla,
circulares, de aproximadamente 1,3 kb, denominados DNAB o betasatélites. Los
betasatélites dependen de los DNAs A y B para su replicacién y contienen una
secuencia conservada, pero por lo demas son distintos de los DNAs A y B y codifican
una Unica proteina. Es destacable que estos betasatélites tienen propiedades
importantes relacionadas con la determinacién de la gravedad de sintomas y, quiza, de
la gama de huéspedes (Jyothsna et al., 2013). Aparte de su relevancia epidemioldgica,
ToLCNDV ha sido utilizado el algunas ocasiones como modelo experimental para
analizar ciertos aspectos clave de la biologia de begomovirus, destacando estudios
sobre la respuesta del huésped a la infeccién por el virus y analisis sobre la triple

interaccion entre DNAs A, B y beta-satélites (Jyothsna et al., 2013).

En una colaboracion realizada entre el grupo de Patologia Vegetal del CEBAS-
CSIC/UMH y los investigadores de la Estacion Experimental “La Mayora”-CSIC (Malaga),
se extrajo DNA a partir de muestras de calabacin infectadas recogidas en Murcia y en
Almeria, que se utilizaron para la amplificacién por circulo rodante del genoma
completo del virus. Se seleccionaron dos muestras de Murcia (MU-8.1, MU-11.1) y una
de Almeria (AL-661) para clonar los DNAs A y B. Los genomas clonados exhibieron la
organizacidn tipica de begomovirus bipartitos del Viejo Mundo. Las secuencias fueron
alineadas con secuencias de begomovirus disponibles en las bases de datos. Las
secuencias del DNA A obtenidas a partir de muestras de Murcia (2.738 nucledtidos) y
de Almeria (2.738 nucledtidos también) eran prdacticamente iguales (> 99 % de
identidad), con el mayor parecido (91,3 a 91,5 % de identidad) con un aislado indio de
ToLCNDV. Las secuencias del DNA B obtenidas a partir de muestras de Murcia y
Almeria también eran practicamente iguales (> 99 % de identidad de nucledtidos), y
mostraron la identidad de nucledtidos mas alta (83,1 a 83,3 %) con un aislado
paquistani de ToLCNDV. Por el momento, no se han detectado la presencia de
betasatélites en muestras espanolas, aunque este es un aspecto que todavia se ha

estudiado con poca profundidad.

BRYAN PACHECO VINAROZ 16
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1.2.3 TRANSMISION

Al igual que los demas begomovirus, TOLCNDV es trasmitido en condiciones
naturales a través de la mosca blanca del tabaco, Bemisia tabaco, y dicha transmisién
ocurre de manera persistente y circulativa (Hull, 2004); (Navas-Castillo et al., 2011).
Esto es: los estados inmaduros y adultos de Bemisia tabaci, cuando se alimentan de
plantas enfermas pueden succionar begomovirus; asi el insecto adquiere el patégeno y
tras un periodo de latencia se da una circulacion efectiva del virus hasta las glandulas
salivares de la boca del insecto, desde donde puede transmitirlo a una planta sana en
procesos de alimentacién de 15 minutos. Ademas, el virus puede tener tiempos de
persistencia en el insecto muy largos, de mas de 20 dias, coincidiendo con
aproximadamente la duracién de vida de un adulto de Bemisia tabaci. La eficiencia de
trasmision de ToLCNDV por un adulto de Bemisia tabaci parece ser muy alta:
recientemente se han descrito ratios de 90% de infeccién en Luffa utilizando 1 adulto
de mosca blanca (Sohrab, et al, 2013), mientras que estudios realizados en IFAPA (La
Mojonera) encontraron ratios de 95% de infeccién en calabacin (1 mosca por planta).
Estos ratios son bastante mayores a los encontrados para el virus de cuchara en
tomate, que van de un 40 a un 50 % (Lapidot et al., 2001). Respecto al vector Bemisia
tabaci, conviene recordar que actualmente es considerado un complejo de especies
entre las cuales hay algunas consideradas invasoras, ya que tienen un amplio rango de
plantas huésped, una alta capacidad de adaptarse a cambios y pesticidas. Entre ellas
estan las conocidas actualmente como MEAM1 (anteriormente Biotipo B) y MED
(biotipo Q). Es esta ultima la que ha sido asociada mds con la distribucién de virus tales
como Tomato yellow leaf curl sardinia virus (TYLCSV), Tomato yellow leaf curl virus
(TYLCV) o Tomato clorosis virus (ToCV) en tomate, Bean yellow disorder virus (BYDV) en
judia, y Cucurbit yellow stunting disorder virus (CYSDV) y Cucumber vein yellowing virus

(CVYV) en cucurbitaceas.
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Figura IV: Organos de Bemisia tabaci donde se detecta el virus y el
movimiento de los begomovirus en el interior del vector.

Fuente: (Hunter et al., 1998)

Los begomovirus no se transmiten por contacto o por rozamiento entre
plantas. Para evaluar el riesgo de infeccidon durante labores de manejo del cultivo, se
ha intentado trasmitir el virus en plantulas de pimiento mediante rozamiento con
hojas de calabacin infectado. Pero éstos y otros experimentos en este sentido no han
permitido reproducir la enfermedad en las plantas inoculadas, y por tanto no se tienen
indicios de que esto pudiera ocurrir en el campo. Tampoco esta descrita su transmisién
por semilla. Asi, las fuentes de in6culo y reservorios seran las plantas infectadas, asi

como algunas plantas silvestres, otros cultivos y los restos de cultivo abandonados.

1.2.4 SINTOMATOLOGIA

1.2.4.1 CALABACIN

El calabacin, cultivo donde parece que la incidencia es mayor, parece también
que es el cultivo donde muestra mayor virulencia. En ellos si la infeccién es temprana
(entre 1 y 2 semanas de edad), aparece un fuerte rizado y amarilleo en las hojas

jovenes, lo cual puede parecer una infestacion incipiente por pulgones. En este
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estadio, las plantas detienen su crecimiento y la infeccion no deja a las plantas

evolucionar, asi que es imposible que la planta pueda llegar a dar frutos.

llustracién 1: Planta de calabacin con infeccion temprana y sintomas de rizado y amarilleo en hojas jovenes.

llustracién 2: Planta de calabacin con detencidn del crecimiento debido a una infeccién de TOLCNDV.

19
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En plantas que ya pasan a tener entre 2 y 3 semanas de edad, se producen unas
clorosis y deformaciones en brotes y hojas, ademas de una clorosis internervial que a

veces pueden evolucionar a un mosaico con abullonado.

llustracidon 3: Planta de calabacin con sintomas de clorosis internervial.

En plantas ya totalmente desarrolladas, vuelven a aparecer en una fase inicial
de la infeccién una clorosis internervial, pasando a ser un mosaico con suave

abullonado en una fase mas avanzada de la infeccién.

llustracidn 4: Hoja de planta de calabacin totalmente desarrollada con clorosis internervial.

BRYAN PACHECO VINAROZ 20
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llustracion 5: Hoja de planta de calabacin totalmente desarrollada con un mosaico suave y abullonamientos.

En plantas desarrolladas en invernadero, se suele dar una deformacién foliar
hacia el haz o “acucharamiento”. Mientras que en las plantas desarrolladas en cultivo
al aire libre, la deformacién foliar suele ser hacia el envés, acompafiada de

deformaciones varias.

llustracién 6: Planta de calabacin desarrollada en invernadero con deformacion foliar hacia el haz.
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llustracién 7: Planta de calabacin desarrollada en campo al aire libre con deformacion foliar hacia el envés.

Y en los frutos de plantas desarrolladas, se produce un rizado suave de la piel,

los frutos mas desarrollados, o incluso

con unas suaves protuberancias en

deformaciones o rajados.

Fruto de calabacin con protuberancias.

llustracion 8:

22
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1.2.4.2 MELON

En melones de tipo Galia, los sintomas son unas clorosis y deformaciones de las
hojas, ademds de que los entrenudos de los tallos se forman mas cortos de lo normal.
También se produce una reduccién del rendimiento de la planta, en mayor o menor

medida dependiendo del grado de infestacién.

llustracién 9: Planta de meldn tipo Galia con sintomas de ToLCNDV.

En los melones del tipo piel de sapo, los sintomas son similares, con la aparicién
de mosaicos con cierto abullonado en las hojas, ademas de clorosis y deformaciones
en estas. Se producen también entrenudos cortos de los tallos y una disminucién del
rendimiento. Ademas, es posible la aparicién en el fruto de unas pequefias brechas o

un pequeiio rajado.
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llustracién 10: Planta de meldn tipo piel de sapo con sintomas de mosaico en hojas.

llustracién 11: Planta de meldn con entrenudos cortos de los tallos.

BRYAN PACHECO VINAROZ 24
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llustracién 12: Fruto de meldn con brechas producidas por ToLCNDV.

1.2.4.3 CALABAZA TIPO CACAHUETE

En las calabazas de tipo cacahuete se producen sintomas en forma de clorosis y
mosaicos jaspeados en las hojas, teniendo también el sintoma de entrenudos cortos de

tallos.

llustracién 13: Planta de calabaza tipo cacahuete con sintomas en hojas.
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llustracién 14: Planta de calabaza tipo cacahuete con entrenudos cortos de tallos.

1.2.4.4 PEPINO

En pepino, los sintomas parecen mas leves, y estos son mosaicos vy

deformaciones en hojas, acompaiiados de una parada del crecimiento.

llustracién 15: Planta de pepino con sintomas de mosaico en hojas.
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llustracién 16: Planta de pepino infestada con parada de crecimiento.

1.2.5 TECNICAS DE DIAGNOSTICO

Existen diversas herramientas para el diagndstico de este virus. Como la
proteina de la cdpsida de los begomovirus estd muy conservada, los antisueros
generados contra otros begomovirus suelen reconocer a este. Asi, los antisueros
comerciales para detectar el virus de la cuchara, para Squash leaf curl virus (SLCV) y
para Watermelon chlorotic stunt virus (\WmCSV) detectan bien a este grupo, aunque no
permiten discriminar entre TOLCNDV vy otras especies de begomovirus. Recientemente
la casa comercial DSMZ, comercializa un antisuero policlonal obtenido a partir de un

aislado de ToLCNDV obtenido en calabacin y de origen espafiol.

Una PCR seguida por el corte del fragmento de DNA por un enzima de
restriccion especifico fue el primer método que dio el mejor resultado en nuestros
laboratorios. Partiendo de plantas de campo con sintomas como los descritos mas

arriba, se prepararon unos extractos de DNA que se emplearon para hacer PCRs
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utilizando cebadores genéricos para amplificar un fragmento del gen de la proteina de
la capsida de geminivirus. Se obtuvieron productos de amplificacién por PCR en todos
los casos, indicando que las muestras estaban infectadas por un geminivirus. Los
fragmentos de DNA amplificados fueron secuenciados, y las secuencias que se
obtuvieron tenian una similitud nucleotidica del 97% con secuencias de un aislado de
ToLCNDV de la India que, aparentemente, esta causando alli una enfermedad grave en
pepino que denominan yellow leaf crumple (rizado amarillo de la hoja). La similitud
nucleotidica de nuestro aislado de ToLCNDV es menor con otros aislados del virus,
todos procedentes y caracterizados en India o en el oriente lejano, pero se sitla entre

el 90% y el 95%. Esta deteccion fue la primera que se hizo de TOLCNDV en Espaiia.

También se disponen en varios laboratorios de investigaciéon de nuestro Pais de
sondas frias especificas que permiten determinar la presencia de este virus mediante

hibridacion molecular.

1.2.6 MEDIDAS DE CONTROL

En la actualidad, el TOLCNDV supone un factor limitante del cultivo de muchas
cucurbitaceas, calabacin, meldn, pepino y calabazas en distintos paises asiaticos (Ito et
al., 2008). La reciente deteccion del ToLCNDV en nuestro pais en cultivos de
cucurbitdceas ha disparado la alerta y la necesidad de desarrollar rdpidamente
estrategias eficientes de control. Un mejor conocimiento de la epidemiologia, rango de
plantas huésped y la transmisién, proporcionara informaciéon importante para orientar

a los productores sobre las practicas culturales a utilizar.

Ya que la presencia de ToLCNDV en Espafa es muy reciente, todavia no hay
mucha experiencia en el control de este virus. Sin embargo, existe un historial extenso
de virus transmitidos por mosca blanca en cultivos de invernadero, y hay mucha

experiencia acumulada con diferentes estrategias de control de estos virus, de la cual
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se deduce que sin duda la mejor opcidn para el control es mediante estrategias de

control integrado del vector, Bemisia tabaci, y asi minimizar la incidencia del virus.

Métodos Unicamente basados en quimicos de sintesis para el control de virus e
insectos vectores eran habituales en el pasado pero llevaron a la apariciéon de
poblaciones de vectores resistentes, y por tanto, hicieron ineficaz esta estrategia. Ha
sido la creciente exigencia del mercado para horticolas libres de residuos y la entrada
en el afio 2000 en el sur de Espana del virus de la venas amarillas del pepino,
Cucumber vein yellowing virus (CVYV) también transmitido por mosca blanca, lo que ha
puesto en evidencia la absoluta necesidad de un cambio radical en la forma de hacer

proteccion de cultivos.

Como primera medida se establecié la obligacién de instalar mallas anti-
insectos en las ventanas laterales y cenitales para excluir la entrada del vector, asi
como la instalacién de dobles puertas de entrada. Ya en los 90, los productores de
tomate consiguieron un mejor control del virus del rizado amarillo del tomate, el virus

de la cuchara, tras hermetizar sus invernaderos.

Ahora que estamos ante un virus similar al de la cuchara, pero transmitido con
aun mas eficiencia por la mosca blanca, evitar que los vectores entren en los
invernaderos y se acerquen a los cultivos, a través de una buena hermeticidad del
invernadero, se considera un factor primordial y un condicionante muy a tener en
cuenta, especialmente en las plantaciones venideras de cucurbitaceas donde las
condiciones climaticas incidiran en un aumento de la presencia y actividad del vector y

por consiguiente, de los riesgos de transmision de virus.

Otra de las medidas tomadas tras la dispersién del virus de las venas amarillas
del pepino, redundo en aspectos de higiene en toda la actividad agricola, tanto dentro
como fuera de los invernaderos, desde antes de iniciar la siembra hasta después de

finalizar los cultivos. La eliminacién de potenciales focos de insectos vectores y de
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virus era igualmente fundamental para conseguir un mejor control. Finalmente, la
aplicacion de control integrado utilizando el control biolégico, a partir de 2007,
significd un antes y después en el control de insectos vectores de virus en horticolas de
Almeria. El uso de organismos como Eretmocerus mundus, Nesidiocoris tenuis y
Amblyseius swirskii, y de fitosanitarios respetuosos con la fauna auxiliar, produjo un

cambio radical en la incidencia de virus en la mayoria de los cultivos.

Por tanto, también en el caso de un virus como el ToLCNDV, transmitido con
tanta eficiencia por la mosca blanca, el control tiene que ser efectivo y sostenible. Y sin
duda se conseguirda mediante un control integrado haciendo uso de medidas

fitosanitarias, estructurales e higiénicas (JUNTA DE ANDALUCIA, 2014).

1.2.6.1 MEDIDAS DE CARACTER FITOSANITARIO

e Hace falta controlar las poblaciones de mosca blanca de manera que se
minimice en todo momento la presencia del insecto, bien mediante un control
biolégico continuo eficaz, bien mediante tratamientos quimicos respetuosos
con auxiliares, conjuntamente con el uso de todas aquellas practicas culturales
qgue ayuden a reducir el vector, como el uso de trampas cromotrdpicas. En caso
de tratamientos quimicos, hay que alternar las aplicaciones con productos de

distintos grupos quimicos.

e Utilizar de manera masiva las trampas cromotrdpicas para seguimiento vy

captura del insecto vector, previo incluso, al momento de la plantacién.

e Todo material vegetal procedente de semillero, ha de estar sano y libre del

vector, y estar provisto de su correspondiente pasaporte fitosanitario.
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1.2.6.2 MEDIDAS DE CARACTER ESTRUCTURAL

e La estructura del invernadero debe mantener una hermeticidad completa que

impida el paso de insectos vectores.

e Las mallas instaladas en las bandas laterales y cenitales del invernadero deben
tener una densidad minima que impida la entrada del insecto vector (preferible
10 x 20 hilos/cm? o superior). Los faldones tienen que ser enterrados en bandas
para evitar corrientes de aire. Es aconsejable instalar una manta térmica por el
perimetro o por todo el invernadero, bien sellada al suelo y encima del tejido

de alambre.

e Es imprescindible y obligatoria la colocacién de una doble puerta, o puerta y
malla en las entradas del invernadero y un uso correcto de las mismas.
e Se debe colocar una manta térmica sobre el cultivo libre del vector, desde el

inicio hasta que agrondmicamente sea recomendable retirarla.

1.2.6.3 MEDIDAS DE CARACTER HIGIENICO

e Antes de la siembra hay que eliminar todos los restos del cultivo anterior asi

como de las malas hierbas.

e Cuando el cultivo precedente haya tenido problemas por virus, hay que tratar
la estructura, sobre todo en estructuras de palos e invernaderos viejos, y donde
se cultivan repetidamente cultivos de las mismas familias botanicas. En este

caso podria ser importante utilizar insecticidas especificos.

e También antes de la siembra y continuando después de la siembra, se deben
colocar trampas cromotrdpicas (200-300 trampas/ha). Se recomienda colocar

rollos amarillos adhesivos en el perimetro y bajo los puntos de ventilacion.
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Se deberia vigilar directamente la presencia de mosca blanca, y vigilar por si
ocurren efectos colaterales sobre organismos auxiliares como Nesidiocoris o

Eretmocerus.

Es importante proteger bien la planta durante su transporte desde el semillero.
Si hay riesgo de contaminacién, se debe aplicar un tratamiento sobre la

bandeja con productos sistémicos y autorizados.

La malla térmica colocada sobre las plantulas después de la siembra debe tener
un ancho minimo de 1 metro, lo que permite mantener la planta aislada
durante al menos tres semanas. Lo ideal seria que fuese en forma de tunelillo,
procurando enterrar bien la manta en sus bordes. Esto permite mantener el
cultivo aislado durante mas tiempo, de manera que la planta vegeta mejor y se

producen menos riesgos fitosanitarios.

La manta también puede entrafar algunos riesgos: puede causar una
deformacion de las hojas, aumentar la condensacién de humedad sobre las
mismas, y provocar mas enfermedades. En caso de que sea necesario, hay que
dar un tratamiento via riego con productos autorizados. También se puede
aplicar azufre (25-30 kg/ha) como repelente fuera del tunel, lo que genera un

ambiente hostil para las plagas.

Al retirar la manta térmica es el momento de realizar sueltas de organismos de
control bioldgico, pero antes hay que hacer una valoracion de la presencia de
Bemisia tabaci, y/o si hay indicios (sintomas) de ToLCNDV. En caso afirmativo
hay que aplicar un tratamiento especifico. Se condiciona a la suelta de
auxiliares el plazo de seguridad para los organismos de control biolégico. Como
organismos se puede utilizar Amblyseius swirskii en sobres (100-125 ind/cm?), a
un ratio de 1 sobre/2 plantas, incluyendo refuerzos en las zonas mas expuestas

(ventanas, bandas, puertas, etc.)
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Una vez instalado el cultivo, si aparece el virus en forma de plantas
sintomaticas, se deben arrancar y eliminar inmediatamente las que han sido
afectadas por el virus desde el inicio del cultivo, mediante un embolsado vy
deshidratacion, con entrega a un gestor autorizado de residuos vegetales.
Posteriormente, segun criterio técnico, y en funcién del virus especifico y su
presencia, se debe proceder a la eliminacién de las plantas mediante
transporte en camiones o contenedores cerrados, a los centros de tratamiento
de residuos vegetales. En caso de plantas afectadas por virus transmitidos por

insectos vectores se tratardn con insecticidas antes de su retirada de la parcela.

En general, se tienen que intensificar las medidas de limpieza de restos
vegetales y malas hierbas en el invernadero y alrededores, dejando mas de 1

metro de perimetro limpio de malas hierbas.

Si al finalizar el cultivo, éste esta limpio, se podra eliminar conforme a la
normativa. Si esta afectado por virus, hay que aplicar un tratamiento con
productos respetuosos para controlar el vector y eliminar los restos vegetales

correctamente.

1.2.6.1 MEDIDAS DE CONTROL MEDIANTE OBTENCION DE
CULTIVARES RESISTENTES

virus

Una de las herramientas principales de cualquier estrategia de control frente

la constituyen los cultivares resistentes. La disponibilidad de herramientas

genéticas y gendmicas para llevar a cabo una mejora moderna y eficiente en

Cucurbitaceas se ha incrementado enormemente en los ultimos afios.

Dado que el calabacin ha resultado ser el cultivo que mas ha sufrido por

ToLCNDV, sera este cultivo el que mas requiera de dicha herramienta. Hasta el

momento los principales problemas de virus en los cultivos de esta familia eran debido

a especies de Tobamovirus, Cucumovirus y Potyvirus (Ferriol y Pico, 2008; Pitrat, 2008),
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contra los cuales se ha identificado resistencia en distintos taxones de cada una de las
especies. Por ejemplo en meldn, las fuentes de resistencia fundamentalmente se
encuentran en tipos exéticos de la India o Lejano oriente, pertenecientes a la
subespecie agrestis, en calabacin (C. pepo) se han identificado resistencias en otras
especies, cultivadas y silvestres, como C. moschata o C. ecuadorensis, y en sandia, las
especies relacionadas Citrullus colocynthis o la variedad citroides de C. lannatus son
también fuentes de genes de resistencia. Es necesario el cribado de grandes
colecciones de germoplasma, incluyendo esta variabilidad que ha proporcionado
resistencias a otras virosis para identificar las variantes naturales que confieren

resistencia a esta nueva virosis.

Por otro lado, el calabacin también es huésped de otros virus transmitidos por
la mosca blanca Bemisia tabaci, como el virus del amarilleo y enanismo de las
cucurbitaceas, (CYSDV) o el virus de las venas amarillas del pepino (CVYV). Sin
embargo, nunca se han valorado adecuadamente las pérdidas por estos virus, y quizas
por esto no se han desarrollado y comercializado cultivares de calabacin resistentes a
virus transmitidos por mosca blanca. Ahora, con la entrada de ToLCNDV en el sureste
de Espaia, cabe esperar que se inviertan recursos en la busqueda de fuentes de

resistencia y el desarrollo de nuevos cultivares resistentes a este begomovirus.
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2. OBJETIVOS

Debido a la reciente aparicion del virus del rizado del tomate de Nueva Delhi
(Tomato leaf curl New Delhi virus, TOLCNDV) transmitido por Bemisia tabaci, y
motivado por la incipiente actividad de este y la falta de conocimiento de su
comportamiento epidemiolégico en las parcelas de cultivos de cucurbitdceas en
Espafia, se ha planteado en el presente trabajo ampliar el conocimiento sobre la gama
de huéspedes de ToLCNDV. Se ha centrado nuestra prospeccion en la flora arvense y
otros cultivos horticolas que pueden actuar como reservorios en la zona del Sureste
peninsular; ademds, se van a estudiar otras especies de plantas herbaceas y
aromaticas que presentan interés para su utilizacién en la formacién de setos refugio
de fauna auxiliar beneficiosa para el control bioldgico de plagas. Esto nos permitird
conocer si algunas de estas especies presentan riesgo de actuar como reservorios de

ToLCNDV.

Para contribuir a ello, en este trabajo hemos planteado los siguientes objetivos:

1) Estudio de la presencia de ToLCNDV en especies arvenses y cultivadas
presentes en las zonas de cultivo de cucurbitaceas y en zonas colindantes o cercanas a

estas.

2) Estudio de la presencia de ToLCNDV en especies herbaceas y aromaticas de

setos establecidos en parcelas de meldn situadas en tres zonas de cultivo.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 MUESTREOS DE CAMPO

La toma de muestras en campo se realizaba al azar en las parcelas
seleccionadas para el muestreo, y de cada especie se elegian plantas con algun tipo de
sintomatologia tipo virosis (clorosis, amarilleo, mosaico, falta de desarrollo, etc.) y
otras asintomaticas. Las especies de calabacin, meldn, calabaza y pepino se tomaron
de aquellas plantas que presentaban la sintomatologia caracteristica conocida

(descrita en la introduccién).

Las muestras se recogian teniendo la precaucion de que posteriormente en
laboratorio permitiese la correcta identificacidn. Se guardaban en bolsas etiquetadas y
se introducian en neveras portatiles, conservandose a 42C durante el transporte y

hasta su procesado final en el laboratorio.

3.1.1 MUESTREOS DE ESPECIES ARVENSES Y CULTIVADAS
PRESENTES EN LAS ZONAS DE CULTIVO DE CUCURBITACEAS Y EN
ZONAS COLINDANTES O CERCANAS A ESTAS

El estudio de las especies arvenses se ha desarrollado muestreando durante la
campana verano-otono de 2014 en tres parcelas de cultivo de calabacin con incidencia
de ToLCNDV. Estas parcelas se eligieron al azar en tres zonas de la Comarca de Campo

de Cartagena (Fuente Alamo, Pozo Estrecho y Balsicas).
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Tabla 1: Especies arvenses muestreadas Campo de Cartagena

Abutilon theophrasti Medicus Malvaceae Malvisco de la India

“

Amaranthus blitoides S. Wats. Amaranthaceae Taramayo

Datura stramonium L. Solanaceae Estramonio

Chenopodium album L. Chenopodiaceae Cenizo

Chenopodium murale L. Chenopodiaceae Salado

Ecballium elaterium (L.) A. Rich. Cucurbitaceae Pepinillo del diablo

Erodium chium (L.) Willd. Geraniaceae Alfilerillo

Nicotiana glauca Graham Solanaceae Gandul

Portulaca oleracea L. Portulacaeae Verdolaga

Sinapis arvensis L. Brassicaceae Mostaza silvestre

Sonchus oleraceus L. Asteraceae Cerraja

Urtica urens L. Urticaceae Ortiga

El muestreo de las especies cultivadas se ha desarrollado durante la campaia
de 2014 en 36 parcelas ubicadas en 23 localidades distribuidas a lo largo de la Comarca
de Campo de Cartagena. En estos cultivos se detectd la presencia de Bemisia tabaci, y
estaban situadas en dreas cercanas a cultivos sensibles a TOLCNDV (Calabacin, Melén y
Calabaza) en donde se habia determinado una incidencia (entre 10-80 %) de infeccién
debida a ToLCNDV. Estas parcelas se eligieron al azar. Todas las muestras se han

analizado mediante sondas de hibridacion molecular en la modalidad de Tissue-Print.
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Tabla 2: Especies cultivadas muestreadas Campo de Cartagena

Apium graveolens L. Apiaceae Apio
Cucurbita pepo L Cucurbitaceae Calabacin
Cucumis melo L. Cucurbitaceae Meldén
Cucumis sativus L. Cucurbitaceae Pepino

Phaseolus vulgare L. Leguminosae Judia

Solanum melongena L. Solanaceae Berenjena

Vicia faba L. Fabaceae Haba 12

3.1.2 MUESTREOS EN ESPECIES HERBACEAS Y AROMATICAS DE
SETOS ESTABLECIDOS COMO RESERVORIO DE FAUNA AUXILIAR EN EL
CONTROL BIOLOGICO DE PLAGAS.

Aprovechando nuestra colaboracién en un experimento desarrollado en un
Proyecto de Investigacion INIA, titulado “Estrategias para el control biolégico de plagas
en los cultivos de meldn en el sur de Espafia” dirigido por el Dr. Juan Antonio Sanchez
Sanchez en el IMIDA (Murcia), se realizaron muestreos de especies de plantas
utilizadas en setos de refugio para la fauna auxiliar beneficiosa en el control de plagas
de meldn, y asi poder averiguar si estas especies pueden comportarse como

reservorios de ToLCNDV.

Estos setos estaban situados en un margen de distintas parcelas, y ubicadas en
3 zonas: en la finca de la estacion experimental de Torreblanca (IMIDA) en Torre
Pacheco, en la finca experimental de CIFEA (Torre Pacheco) y en la finca experimental
del IMIDA en La Alberca (Murcia). En cada finca se muestrearon dos setos, uno

formado por especies herbdceas y otro de especies aromaticas. Se recogieron dos
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muestras por especie de planta, en cada uno de los setos. En este caso, las plantas

fueron analizadas frente a TOLCNDV con antisueros comerciales de la casa DSMZ.

llustracién 17: Finca con presencia de setos al fondo de la imagen.

A continuacién se muestran en una serie de tablas las muestras recogidas.

Tabla 3: Especies herbaceas muestredas Torreblanca (IMIDA) Torre Pacheco

Salvia verbenaca L. Lamiaceae Salvia 2
Borago officinalis L. Boraginaceae Borraja 2

Vicia sativa L. Leguminosae Veza 2

Echium vulgare L. Boraginaceae Viborera

Malva spp. Malvaceae Malva 2
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Tabla 4: Especies aromaticas muestreadas Torreblanca (IMIDA) Torre Pacheco

Lavandula dentata L. Lamiaceae Lavanda 2
Phlomis purpurea L. Lamiaceae Matagallo 2
Dorycnium pentaphyllum Scop. Fabaceae Bocha 2

Thymus mastichina L. Lamiaceae Tomillo blanco

Ballota hirsuta Benth. Lamiaceae Manrubio 2

Tabla 5: Especies herbaceas muestreadas CIFEA (Torre Pacheco)

Salvia verbenaca L. Lamiaceae Salvia

Borago officinalis L. Boraginaceae Borraja 2
Vicia sativa L. Leguminosae Veza 2
Echium vulgare L. Boraginaceae Viborera 2

Melilotus sulcatus Desf. Leguminosae Trébol de olor 2

Tabla 6: Especies aromaticas muestreadas CIFEA (Torre Pacheco)

Lavandula dentata L Lamiaceae Lavanda

. 2
Phlomis purpurea L. Lamiaceae Matagallo 2
2

Dorycnium pentaphyllum Scop. Fabaceae Bocha

Thymus mastichina L. Lamiaceae Tomillo blanco

Ballota hirsuta Benth. Lamiaceae Manrubio 2
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Tabla 7: Especies herbaceas muestreadas IMIDA La Alberca (Murcia)

Vicia sativa L. Leguminosae Veza 2

Borago officinalis L. Boraginaceae Borraja

Echium vulgare L. Boraginaceae Viborera 2

Malva spp. Malvaceae Malva 2

Tabla 8: Especies aromaticas muestreadas IMIDA La Alberca (Murcia)

Lavandula dentata L. Lamiaceae Lavanda 2
Phlomis purpurea L. Lamiaceae Matagallo 2

Dorycnium pentaphyllum Scop. Fabaceae Bocha 2

Thymus mastichina L. Lamiaceae Tomillo blanco

3.2 ANALISIS DE LAS MUESTRAS

3.2.1 DIAGNOSTICO MEDIANTE HIBRIDACION MOLECULAR (HM)

Después de cada muestreo, las plantas recogidas se procesaban en el
laboratorio de Produccion Vegetal, en la EPSO de la Universidad Miguel Hernandez de
Elche, lo mds rapidamente posible. Dado que los agentes virales de ToLCNDV se
encuentran con elevada concentracion en el floema, la variante en el procesado de las
muestras fue la modalidad de Tissue-Print y posteriormente se sometieron a la prueba
de la Hibridaciéon Molecular. Los virus que se encuentran en una concentraciéon elevada
en la savia permiten el uso de este sistema que es mas sencillo y rdpido, y no requiere
una extraccion compleja y laboriosa de los acidos ribonucleicos totales como sucede

para otros usos.
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Preparacion de las muestras para HM en la modalidad Tissue-Print:

Partiendo de cada muestra con sintomas, se prepararon improntas de
secciones de tejidos efectuando un corte limpio sobre el tallo de la planta. Las cuchillas
utilizadas se limpiaban con alcohol de 962 entre cada muestra, evitando asi posibles
contaminaciones entre ellas. Posteriormente las secciones resultantes del tallo se
apoyaron en cuatro membranas de nylon independientes, quedando sobre las

membranas las gotas de savia (Foto 17).

Una vez realizadas estas aplicaciones, se mantuvieron las membranas a
temperatura ambiente hasta que se secaron, y posteriormente, se fijaron exponiendo
las membranas a luz UV en un Cross Linker X100 pJ/ cm?. Siendo este paso el ultimo

antes de someterlas a la hibridacion.

llustracidn 18: Tissue-Print, y resultado de la membrana tras el revelado.

Procesado de la membrana de nylon (HM):

La Hibridacion Molecular se realizd de acuerdo al protocolo indicado por

Marco et al. (2003) (Figura V):

1. Parala prehibridacion se empled la solucién para sondas de RNA (5XSSC, 2%

Blocking reagent, 0,1% N-laurylsarcosine, 0,02% SDS, H,O y 50%
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formamida). Las membranas se prehibridaron durante 2 horas en un horno

de hibridacion a 689C.

Pasado este tiempo, se afiadid la sonda con RNA complementario a diversas
regiones del genoma del virus que se pretende determinar, previamente
desnaturalizada a 85-90°C durante 2-3 minutos, y se hibridaron durante

toda la noche las membranas con la sonda marcada con digoxigenina (DIG).

Terminada la hibridacién se realizaron sucesivos lavados, dos veces con una
solucién que contenia 2XSSC, 0,1% SDS a temperatura ambiente, durante 5
minutos cada vez, y dos veces con 0,1XSSC, 0,1% SDS a 682C, durante 15

minutos cada vez.

Tras esto, las membranas se lavaron dos veces con el tampdn lavado (0,1 M
Acido malico, 0,15 M NaCl, pH = 7,5 (ajustado con NaOH), 3% Tween 20)
durante 5 minutos cada vez y después se incubaron 30 minutos en tampdn
de bloqueo (0,1 M Acido malico, 0,15 M NaCl, pH = 7,5 (ajustado con
NaOH), 1% Blocking reagent).

El antisuero Anti-DIG-AP, se diluyé 1:10000 en tampdn de bloqueo y se

incubaron las membranas en esta solucion durante 30 minutos.

Pasado este tiempo se lavaron dos veces con el tampon de lavado durante

15 minutos cada vez.

Y finalmente, se equilibraron con el tampdén de deteccion (0,1 M Tris-HCl,

0,1 M NaCl, pH =9,5) durante 5 minutos.

La deteccidn se realizé por quimioluminiscencia, para ello se incubaron las

membranas durante 5 minutos en el sustrato CSPD a la dilucion 1:100 en
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tampdn deteccidn. El exceso de liquido se elimind tanto como fue posible y

las membranas se sellaron en una bolsa de plastico.

9. Finalmente, las membranas se expusieron a peliculas de autorradiografia
durante distintos intervalos de tiempo. Las peliculas se revelaron, se lavaron

con agua, se fijaron, se volvieron a lavar y se dejaron secar a temperatura

ambiente.
Seifial
Anticuerpo ligado luminosa
Sonda ada a la fosfatasa alcalina ¥
con DIG
N ;
#_) # i
RNAviral Secuencia objetivo de RNA
(a) (b) (<) (d)

* 5S¢ gplicael jugo de RNA viral en la membrana de nylon mediante Tissue-Print o Dot-Blot (2).

®  lna vez fijo el RNA a la membrana (mediante la prehibridacion), esta se cierra junto con la sonda fria
marcada con digoxigening (DIG) (1, 2 = b)*.

® Al fingl de la reaccion de hibridacian la DIG es detectada mediante un anticuerpo ligado a la fosfatasa
alcalina (5 = c).

®  Finalmente, tras incubar la membrana en el sustrato CSPD, éste sufre una defosforilecion v produce

una sefial luminosa capaz de impresionar el film de auto-radiografia (8, 9 = d).

Figura V: Esquema general de la Hibridacion Molecular
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3.2.2 DIAGNOSTICO MEDIANTE ELISA

Las muestras obtenidas en campo para detectar TOLCNDV procedentes de los
setos refugio de fauna auxiliar se analizaron mediante serologia, con el método ELISA-

DAS (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay-Double Antibody Sandwich).

La técnica ELISA-DAS se basa en el uso de anticuerpos marcados con una
enzima, de forma que los conjugados resultantes tienen actividad tanto inmunoldgica
como enzimatica. Al estar el anticuerpo marcado con una enzima e insolubilizado
sobre un soporte inmuno-absorbente, la reaccién antigeno-anticuerpo queda
inmovilizada. Tras la adicién de un substrato especifico, la enzima actua y produce un

color cuantificable mediante el uso de un espectrofotémetro.

Preparacion de las muestras:

Para evaluar las muestras en la prueba ELISA se preparaba un extracto de cada

una de ellas, y de las plantas utilizadas como testigos positivos y negativos.

De cada una de las muestras se pesaba 0,5 g de material vegetal y se trituraban
en 5 ml de tampdn de extraccion compuesto por PBS-tween +2 % polivinilpirrolidona.
La trituracidon de la muestra se realizaba en bolsitas de plastico especiales mediante un

politrén.
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llustracion 19: Politron, triturador de muestras.

En la realizacién de todos los andlisis se colocaban junto a las muestras tres
tipos de testigos: El primer testigo, que actuaba como control positivo, era un extracto
de planta infectada por el virus a analizar (TOLCNDV), el segundo testigo se trataba de
extracto de planta sana que se empleaba como control negativo y, por ultimo, se
utilizé tampdn de extraccidén (T.ext.= PBS-tween + 2% de polivinilpirrolidona) como

tercer testigo.

Protocolo de la técnica ELISA:

Se siguid basicamente el método descrito por Clark y Adams (1977):

e Fijacion al soporte insoluble de anticuerpos especificos del agente patdgeno a

detectar.

0 Como soporte sdélido al que se inmovilizaran los anticuerpos de captura

se emplean pocillos de poliestireno MaxiSorp con 96 pocillos de NUNC®.
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O Se afiaden 200 ul de “y-globulina” purificada, diluida en tampdn
carbonato 0,2 M, pH=9.6 llamado “buffer coating” o “tampdén de
tapizado”, en cada pocillo y se dejan incubar 3-4 horas a 372C. en

estufa.

e Lavado para eliminar los anticuerpos fijados deficientemente o no fijados.

O Se extraey se elimina la “y-globulina” no fijada o deficientemente fijada
mediante tres lavados de los pocillos con tampén PBS pH=7,4, al que se

le afiade 0,05% de tween-20 (PBS-tween).

e Adicién de la muestra problema, de tal forma que si estd presente el agente
patégeno de diagndstico (antigeno), reaccionara especificamente con los

anticuerpos fijados al soporte.

O Se afaden 200 pl del extracto de la muestra a analizar, y se deja la placa

durante 18 horas a 4°C.

llustracién 20: Pocillos con la muestra problema.
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e lLavado para eliminar los antigenos que no hayan reaccionado y los restos de la

muestra no fijados.

O Se extraen de los pocillos las muestras y se lavan éstos tres veces con

tampon de lavado (PBS-tween).

e Adicién de anticuerpos especificos del antigeno a detectar (deben tener un
epitopo diferente de los anticuerpos con los que se han tapizado el soporte)
conjugados con una enzima, los cuales reaccionan con los antigenos anadidos

con la muestra problema y que se encuentran fijados a los anticuerpos.

O Para la deteccidén de cada virus se utilizd su respectivo antisuero, cuya

casa comercial se indica en la Tabla (V).
= Se afiaden 200 pl por pocillo del conjugado “y-globulina-
enzima”, diluido en PBS-tween mas 2% de polivinilpirrolidona

(tampdn conjugado), y se incuba durante 3-4 horas en estufa a

37°C.

e lLavado para eliminar los anticuerpos marcados que no hayan reaccionado.

O Se extrae el conjugado y se procede a realizar tres lavados como en

apartados anteriores.

e Adicidn de un substrato sobre el que sea capaz de actuar la enzima marcadora.

O Se afiaden 200 pl por pocillo de substrato, constituido por una solucién

de 0,5 mg/ml de p-nitrofenil fosfato en tampdn sustrato (pH=9,8).
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e Lectura del producto final coloreado.

O Las reacciones obtenidas en la placa se analizaron midiendo Ila
absorbancia en un espectrofotémetro Titertek Multiskan MCC/340 a
una longitud de onda de 405 nm. Esto se realiz6 a diferentes tiempos
(15', 30' y 60'). Los resultados de cada muestra se consideraron como
positivos cuando las medidas de la absorbancia tras su reaccién con el
substrato eran superiores o iguales al doble de la absorbancia medida

para los testigos sanos.

llustracién 21: Placa ELISA con pocillos con muestra positiva coloreada y espectrofotometro Titertek Multiskan
MCC/340.

Composicion de los tampones utilizados:

Tampon Recubrimiento.

e 1,59 gNa,COs+ 2,93 g NaHCOs.

e Disolver en agua destilada y diluir a 1 I. Controlar pH (9,6).
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Tampdn Lavado.

8 g NaCl + 2,9 g Na,HPO4 x 12 H,0 + 1,15 Anhidrido + 0,2 g KH,PO,4 + 0,2 g KCl +

0,5 ml Tween 20.

e Disolver en agua destilada y diluir a 1l. Controlar pH (7,2 — 7,4).

Tampdn Extraccion.

e 20 g Polyvinil Pirrolidona (viscosidad K10-K40), 2 g Albumina de suero bovino,

0,1 g NaNs + 1 | Tampdn Lavado.

e Disolver en agua destilada y diluir a 1 litro. Controlar pH (7,4).

Tampon Conjugado.

20 g Polyvinil Pirrolidona (viscosidad K10—K40), 2 g Aloumina de suero bovino,

0,1 g NaN3 + 1 I. Tampodn Lavado.

e Disolver en agua destilada y diluir a 1 |. Controlar pH (7,4).

Tampdn Sustrato.

97 ml Diethanoloamino + 0,2 g MgCl, x 6 H,0.

Solucion Sustrato.

e 1 mg/ml 4- nitrofenil-fosfato en Tampdn Sustrato.

52
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

BRYAN PACHECO VINAROZ

53



RESULTADOS Y DISCUSION

&
LOPR

%,

[
 Heor®

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 RESULTADOS DE LOS ANALISIS DE PLANTAS ARVENSES

A continuacién se muestran los resultados de los andlisis de las especies
arvenses mediante la técnica de la Hibridacién Molecular, muestreadas en campo

(Tabla 9).

Tabla 9: Especies arvenses analizadas Campo de Cartagena

Abutilon theophrasti Medicus Malvaceae Malvisco de la India
Amaranthus blitoides S. Wats. Amaranthaceae Taramayo

Datura stramonium L. Solanaceae Estramonio
Chenopodium album L. Chenopodiaceae Cenizo

Chenopodium murale L. Chenopodiaceae Salado

=
(o]

Ecballium elaterium (L.) A. Rich. Cucurbitaceae Pepinillo del diablo

Erodium chium (L.) Willd. Geraniaceae Alfilerillo

14

Nicotiana glauca Graham Solanaceae Gandul

Portulaca oleracea L. Portulacaeae Verdolaga

Sinapis arvensis L. Brassicaceae Mostaza silvestre

=
[«)]

Sonchus oleraceus L. Asteraceae Cerraja

Urtica urens L. Urticaceae Ortiga
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Entre las especies arvenses muestreadas en campo y que resultaron positivas
se encuentran: Ecballium elaterium (Foto 22), Solanum nigrum (Foto 23), Datura
estramonio (Foto 24) y Sonchus oleraceus (Foto 25). De estas cuatro especies sélo
Solanum nigrum ha sido citada como huésped de ToLCNDV en la India (Usharani et al,
2004). Las otras tres especies son muy frecuentes entre los cultivos horticolas, al igual

que el resto de especies analizadas, de ahi el interés de su estudio.

llustracién 22: Ecballium elaterium con sintomas de clorosis.

Ecballium elaterium pertenece a la familia de las cucurbitdceas y por tanto
cercana botanicamente a la mayoria de las especies cultivadas y sensibles a ToLCNDV.
Es una planta arvense, perenne, muy vivaz y ampliamente establecida en nuestro
entorno, y que probablemente puede desempefiar un papel importante como

reservorio y fuente de inoculo del virus.
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llustracién 24: Datura stramonium con sintomas de clorosis y abullonamientos.

Solanum nigrum 'y Datura stramonium son dos especies pertenecientes a la
familia de las solandceas, y estas plantas suelen colonizarse con facilidad por
individuos de Bemisia tabaci. Esta preferencia o disposicion para albergar tanto
ToLCNDV y su vector Bemisia tabaci hace que sean plantas a ayuden a preservar y

dispersar en los cultivos sensibles.
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llustracién 25: Sonchus oleraceus con sintomas de clorosis y reduccion del crecimiento.

Otra especie que hemos encontrado como hospedante de ToLCNDV en
condiciones naturales ha sido Sonchus oleraceus, 2 plantas entre 16 muestreadas. Dirk
Janssen (2015) consigue transmitir Sonchus oleraceus ToLCNDV mediante Bemisia
tabaci en experimentos realizados en condiciones controladas; también en los mismos
experimentos consigue transmitir TOLCNDV a Chenopodium murale, Sonchus oleraceus
y Chenopodium murale son dos especies de “malas hierbas” muy frecuentes vy
abundantes entre los cultivos horticolas del entorno mediterrdneo. Ambas especies,
una asteracea y una quenopodiacea, respectivamente, estan botanicamente alejadas a
las especies hasta ahora conocidas y sensibles a ToLCNDV, las solanaceas y las
cucurbitaceas. Esto pone de manifiesto que presenta capacidad infectar a huéspedes
filogenéticamente distantes, y también nos pone en alerta del de la gran influencia que

la flora arvense puede jugar en la epidemiologia de TOLCNDV.
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4.2 RESULTADOS DE LOS ANALISIS DE PLANTAS
CULTIVADAS

A continuacién se presentan los resultados de los analisis mediante la
mediante la técnica de la Hibridacién Molecular muestreadas en diversas parcelas de

cultivo de la Comarca de Campo de Cartagena (Tabla 10).

Tabla 10: Especies cultivadas analizadas Campo de Cartagena

Apium graveolens L. Apiaceae Apio
Cucurbita pepo L Cucurbitaceae Calabacin
Cucumis melo L. Cucurbitaceae Meldén
Cucumis sativus L. Cucurbitaceae Pepino

Phaseolus vulgare L. Leguminosae Judia

Solanum melongena L. Solanaceae Berenjena

Vicia faba L. Fabaceae Haba 0 12

De las especies calabacin (48), meldn (96), calabaza (28) y pepino (24) casi el
100% resultaron estar infectadas por TOLCNDV. De las 43 muestras de sandia tomadas
ninguna de ellas resulté estar infectada; en este caso, determinamos que 8 muestras
de plantas de sandia eran procedentes de plantas injertadas en pie de calabaza, en
donde este estaba infectado por el virus. Parece ser que en nuestras condiciones de
cultivo ToLCNDV no es capaz de infectar a los cultivos de sandia. En otros
experimentos y en condiciones controlas y mediante clones infecciosos de ToLCNDV

se ha podido infectar plantas de sandia (Comunicacién personal, Dirk Janssen).
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De las especies cultivadas pertenecientes a la familia solanaceas, a excepcién
de la especie de tomate en ninguna de ellas se encontré ToLCNDV, a pesar de que en
otras zonas de cultivo del ambito mundial se ha encontrado en pimiento (Hussain et al,
2004), en berenjena (Pratap et al, 2011) y patata (Usharani et al, 2004). En nuestro
caso las plantas de tomate que resultaron positivas (9 de 46), en 6 de ellas las plantas

se comportaban como asintomaticas, y en los otros 3 casos se encontraron en
infeccion mixta con TYLCV, presentando la sintomatologia caracteristica de esta virosis,

enanismo, rizado con amarilleo de hojay deformacién de la hoja en “cuchara”.

En el resto de especies cultivadas analizadas como apio, judia y lechuga no se
encontrd ningun caso de infecciéon a TOLCNDV.

4.3 RESULTADOS DE LOS ANALISIS DE PLANTAS HERBACEAS

Y AROMATICAS UTILIZADAS EN SETOS REFUGIO DE
FAUNA AUXILIAR.

A continuacion se muestran los resultados de los analisis mediante la técnica

ELISA- DAS, de las especies herbaceas y aromaticas (Tablas 11-16).

Tabla 11: Especies herbaceas analizadas Torreblanca (IMIDA) Torre Pacheco

Salvia verbenaca L.

Lamiaceae Salvia

Borago officinalis L.

Boraginaceae Borraja
Vicia sativa L. Leguminosae Veza
Echium vulgare L.

Boraginaceae Viborera

Malva spp.

Malvaceae Malva
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Tabla 12: Especies aromaticas analizadas Torreblanca (IMIDA) Torre Pacheco

Lavandula dentata L. Lamiaceae Lavanda
Phlomis purpurea L. Lamiaceae Matagallo
Dorycnium pentaphyllum Scop.  Fabaceae Bocha

Thymus mastichina L. Lamiaceae Tomillo blanco

Salvia verbenaca L. Lamiaceae Salvia
Borago officinalis L. Boraginaceae Borraja

Vicia sativa L. Leguminosae Veza

Echium vulgare L. Boraginaceae Viborera

Melilotus sulcatus Desf. Leguminosae Trébol de olor 0 2

Tabla 14: Especies aromaticas analizadas CIFEA (Torre Pacheco)

Lavandula dentata L. Lamiaceae Lavanda 0 2
Phlomis purpurea L. Lamiaceae Matagallo 0 2
Dorycnium pentaphyllum Scop.  Fabaceae Bocha 0 2
Thymus mastichina L. Lamiaceae Tomillo blanco 0 2
Ballota hirsuta Benth. Lamiaceae Manrubio 0 2
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Tabla 15: Especies herbaceas analizadas IMIDA La Alberca (Murcia)

Vicia sativa L. Leguminosae Veza 0 2
Borago officinalis L. Boraginaceae Borraja 0 2
Echium vulgare L. Boraginaceae Viborera 0 2
Malva spp. Malvaceae Malva 0 2

Tabla 16: Especies aromaticas analizadas IMIDA La Alberca (Murcia)

Lavandula dentata L. Lamiaceae Lavanda
Phlomis purpurea L. Lamiaceae Matagallo

Dorycnium pentaphyllum Scop.  Fabaceae

Thymus mastichina L. Lamiaceae Tomillo blanco

Como se observa en las tablas anteriores, en las especies de plantas
procedentes de setos, tanto en las especies de herbaceas como en aromaticas, en
ningun caso se detectaron plantas con infecciéon a ToLCNDV. La utilizacién de estas
especies en setos refugio de fauna auxiliar beneficiosa para controlar las plagas en los
cultivos de meldn, no presentan riesgo de crear reservorios y de favorecer a la
dispersién de ToLCNDV. Del mismo modo seria interesante ser analizadas frente a
otras virosis que pueden afectar a los cultivos de meldn y otras cucurbitaceas como el
virus del mosaico del pepino (CMV), virus del mosaico de la sandia (WMV), virus del
mosaico amarillo del calabacin (ZYMV), virus del amarilleo de las cucurbitdceas

transmitido por pulgén (CABYV), etc.
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4.4 DISCUSION GENERAL

Como ya hemos descrito en la introduccién, ToLCNDV pertenece al género
Begomovirus de la familia Geminiviridae, y tiene un genoma de DNA circular de
cadena sencilla que consta de dos componentes, el DNA A y el DNA B, cada uno de
aproximadamente 2,7 kp de tamafio. Ademas de estos dos componentes gendmicos,
se ha demostrado que al menos algunos aislados de ToLCNDV tienen asociados DNAs
satélites de cadena sencilla, circulares, de aproximadamente 1,3 kb, denominados
DNAB o betasatélites. En investigaciones acerca de estos betasatélites se ha visto que
tienen propiedades importantes relacionadas con la determinacion de la gravedad de
sintomas y, quiza, de la gama de huéspedes (Jyothsna et al. 2013). La mutacién y la
recombinacion se sabe que son mecanismos de generacion de diversidad
frecuentemente usados por geminivirus. Asi, en el caso de ToLCNDV, la diversificacion
de cepas puede venir conferida por la mutacidn y recombinacidon de sus componentes
gendmicos pero, también, por la presencia o ausencia de beta-satélites y su mutacion.
Asi pues, de este virus también es esperable una notable plasticidad genética que
podria contribuir a incrementar su gama de huéspedes, o superar resistencias en otros

nuevos huéspedes.

En las observaciones sobre este virus fuera de Espana, su gama de huéspedes
parecia al principio esencialmente limitada a solanaceas, incluyendo tomate, pimiento
(tipo chile), patata y berenjena, en donde causaba la enfermedad que nosotros
conocemos como “cuchara”. Mas adelante se observé que este virus también causaba
una enfermedad responsable de graves pérdidas en cultivos de cucurbitaceas. Del
mismo modo, a la gama de huéspedes inicialmente determinada hubo que anadir
pepino, meldn, calabaza, Luffa, y calabacin. En una publicacion reciente, un grupo de
investigacion indio ha identificado una diferenciacion de cepas segun el huésped
(solanaceas frente a cucurbitdceas) y también parece identificar una asociacién

prioritaria de tipos de betasatélites con las especies huéspedes (Jyothsna et al, 2013).
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Con los estudios preliminares por parte de nuestro equipo se sugiere que los
aislados espafioles de ToLCNDV afectan esencialmente cucurbitdceas (calabacin,
meldn, pepino y calabaza). Sin embargo, con nuestro muestreo de plantas silvestres
hemos determinado que otras familias pueden estar infectadas por el virus. Por tanto,
la gama de huéspedes de ToLCNDV es supuestamente muy amplia, implicando la

potencial existencia de fuente de inéculo abundante en el campo durante todo el afio.

Las especies arvenses reservorios del virus encontradas en nuestro estudio han
sido 4 entre 24 exploradas, una de ellas ya conocida en otras zonas de cultivo, Solanum
nigrum. Sin embargo, cabe sefialar el importante papel que pueden jugar estas
especies reservorio como fuentes de indculo al estar ampliamente extendidas entre la
flora espontanea de nuestro entorno, solapando sus ciclos con los diferentes ciclos de
cultivo de cucurbitdceas. También hemos observado, que aunque el rango de
huéspedes determinado hasta ahora no es muy amplio en nimero de especies, si que
es muy diverso en cuanto a la distancia filogenética extendida entre las 4 familias

botdnicas (cucurbitaceas, solandceas, asteraceas y quenopodidceas.

Por consiguiente, los cultivos de cucurbitaceas en la actualidad y en el entorno
mediterraneo se enfrentan a una situacidn de riesgo, un tanto incierta debido a esta
nueva virosis, a la que de momento tenemos que enfrentarnos con los métodos
clasicos de prevencidn y control, disefiando estrategias de control integrado en el que
se compatibilicen las medidas culturales, las de control biolégico y control quimico.
Otra via de prevencidén y control que todavia esta por desarrollar, incluye el manejo de
cultivares genéticamente resistentes, aunque todavia no tenemos constancia de que

existan variedades comerciales con estas caracteristicas.

Claramente es oportuno sefialar que es necesario continuar los estudios
relativos a esta enfermedad inducida por ToLCNDV, con nuevos estudios de caracter
epidemioldgico en los que se incluyan ademas de la identificacion de posibles nuevos

hospedantes, la determinacion de la posible variabilidad genética del virus en campo.
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En este sentido nuestro equipo lleva iniciada una linea de investigaciéon que partiendo
de una coleccién de aislados que se ha obtenido en los muestreos de campo, se estan
analizando mediante la secuenciacidon completa de los DNAs A, B y beta-satélites de un
conjunto representativo de aislados del virus. Se elegird un subconjunto de muestras
gue se considere representativo de la potencial variabilidad presente en el conjunto
total, conteniendo numeros equilibrados de muestras procedentes de distintas
especies de huéspedes (incluyendo huéspedes de especies arvenses) y de distintos

origenes geograficos.
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5. CONCLUSIONES

Con el desarrollo de nuestros trabajos en muestreos en campo y analisis de la
presencia de TOLCNDV en diversas especies de plantas, hemos obtenido las siguientes

conclusiones:

= Se han encontrado 4 hospedantes de ToLCNDV en plantas arvenses en las
zonas de cultivo de Campo de Cartagena Ecballium elaterium, Datura

stramonium, Sonchus oleraceus y Solanun nigrum.

= Ecballium elaterium, una planta arvense, perenne, muy vivaz y ampliamente
establecida en nuestro entorno, probablemente esté desempefiando un papel

predominante como reservorio y fuente de inoculo del virus.

= Datura stramonium, Sonchus oleraceus y Solanun nigrum, son especies que se
encuentran frecuentemente colonizadas por poblaciones de Bemisia tabaci y
pueden estar implicadas de forma importante en la persistencia y difusion de

ToLCNDV en las zonas de cultivo.

= Las especies reservorios del virus encontradas, 4 de entre 24, no han sido
muchas, pero su distancia filogenética es diversa distribuyéndose entre 3
familias botanicas: Cucurbitdceas, Solanaceas y Asteraceas. Esto indica que la
plasticidad y el grado de adaptacion de ToLCNDV a nuevos huéspedes puede

ser elevado.

= Entre las especies estudiadas procedentes de setos, tanto en las especies de
herbaceas como en aromaticas, en ningun caso se detectaron plantas con

infeccion a ToLCNDV. La utilizacidon de estas especies en setos refugio de fauna
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auxiliar beneficiosa para controlar las plagas pueden contribuir a evitar la

dispersion de ToLCNDV.

= Como conclusidn final, consideramos que es oportuno y necesario continuar los
estudios relativos a la enfermedad de las cucurbitaceas inducida por ToLCNDV,
con nuevos estudios de caracter epidemioldgico en los que se incluyan analisis
acerca de nuevos posibles hospedantes y la posible variabilidad genética del

virus.
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