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MODELIZACION DE LA PERDIDA DE PRODUCCION DE GARBANZO CAUSADA
POR EPIDEMIAS DE LA FUSARIOSIS VASCULAR

Navas Cortés, J.A. y Jiménez Diaz, R.M.

Departamento de Proteccion de Cultivos. Instituto de Agricultura Sostenible. CSIC.
Alameda del Obispo s/n, Apdo. 4084, 14080 Cérdoba.

El garbanzo es una leguminosa de grano de interés para los ambientes
agricolas mediterraneos de secano, cuyo cultivo extenso en Espafa y la Cuenca
Mediterranea es limitado por los bajos rendimientos originados por los ataques de
diversas enfermedades. La Fusariosis Vascular causada por Fusarium oxysporum
f.sp. ciceris afecta severamente a los cultivos de garbanzo en Espafia y la Cuenca
Mediterranea. Investigaciones realizadas en nuestro laboratorio han demostrado
gue, en el sur de Espafia el adelanto de la fecha de siembra de principio de
primavera al comienzo del invierno retrasa el desarrollo de las epidemias de la
Fusariosis Vascular y reduce el nivel final de enfermedad.

En este trabajo se han analizado 108 epidemias de la Fusariosis Vascular
del garbanzo desarrolladas en microparcelas en ambiente natural, resultantes de
experimentos realizados durante tres ciclos de cultivo consecutivos entre 1986 y
1989. En dichos experimentos se investigd la influencia de la fecha de siembra, el
cultivar de garbanzo y la raza del patdgeno prevalente en el suelo, en el desarrollo
de la Fusariosis Vascular y la produccién del cultivo. La Fusariosis Vascular redujo el
rendimiento del garbanzo, disminuyendo significativamente la produccion total de la
semilla y el peso de 100 semillas. Este efecto estuvo determinado por la fecha de
siembra, susceptibilidad del cultivar de garbanzo y la virulencia de la raza de
F.oxysporum f.sp. ciceris. Por otra parte, se han disefiado modelos de regresion que
relacionan la produccion de garbanzo con el desarrollo de las epidemias de la
Fusariosis Vascular caracterizado por cinco elementos de la curva de incremento del
indice de intensidad de enfermedad (lIE) en el tiempo: el tiempo hasta la aparicion
de sintomas iniciales (tsi); el tiempo hasta el punto de inflexién (tpi) de la curva de
incremento del IIE; el valor final del lIE; el area bajo la curva de incremento del IIE
estandarizada (ABCIIIEE); y la tasa de incremento del IIE (rho) estimada para el
modelo de Richards. Independientemente de la combinacidon experimental de cultivar
de garbanzo y raza del patégeno, la produccion absoluta o relativa de garbanzo
disminuyo en primer lugar con el retraso de la fecha de siembra. Por otra parte, los
modelos de regresion indican que la produccion relativa se incremento con el retraso
en el tsi y tpi, y disminuyé con el incremento del IIE final, el ABCIIEE y rho.
Asimismo, para cada combinacion cultivar de garbanzo y raza de F.oxysporum f.sp.
ciceris se han desarrollado modelos de superficie de respuesta en los que la pérdida
de produccidon de garbanzo disminuye linealmente con el retraso en el tsi y aumenta
asintotica y negativamente con el incremento en rho.

Investigaciones subvencionadas por el proyecto AGF97-1479.
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IDENTIFICACION DE GENES DE Erwinia chrysanthemi INDUCIDOS “IN
PLANTA”: UNA APROXIMACION GENOMICA A LA INTERACCION PLANTA-
BACTERIA

Aquilar, 1., Poza-Carrion, C., Loépez-Solanilla, E., LLama-Palacios, A., Guio, A.,
Garcia-Olmedo, F. y Rodriguez-Palenzuela, P.

Departamento de Biotecnologia, E.T.S.Ingenieros Agrénomos, Universidad
Politécnica de Madrid. Ciudad Universitaria s/n, 28040 Madrid.

Erwinia chrysanthemi pertenece al grupo de bacterias pectoliticas causantes
de podredumbres blandas y responsables de importantes pérdidas econémicas. El
éxito o fracaso de esta bacteria como agente fitopatdbgeno depende de su habilidad
para adaptarse al huésped y vencer barreras y mecanismos de resistencia. Con el
fin de estudiar la interaccidn planta-bacteria en este contexto se estan realizando
distintas aproximaciones: (1) Una de las barreras de que dispone la planta al ataque
bacteriano son los péptidos antimicrobianos. La identificacibn en Erwinia
chrysanthemi de un sistema de resistencia a péptidos antimicrobianos ha permitido
analizar su importancia relativa en virulencia asi como el papel de los péptidos en
mecanismos de defensa frente a esta bacteria. (2) Durante el proceso de infeccion
por E. chrysanthemi tiene lugar la produccion de un choque oxidativo. Mediante la
construccion del mutante oxyR se ha podido estudiar el papel que juega el perdxido
de hidrégeno en este proceso y su efecto en virulencia. (3) Ademas de los descritos
en (1) y (2) la bacteria dispone de numerosos factores de patogenicidad que
permiten su supervivencia en el huésped y el desarrollo de la enfermedad. Con el fin
de aislar y caracterizar genes bacterianos inducidos “in planta” se estd empleando
un meétodo basado en la mutagénesis al azar del genoma de E. chrysanthemi con un
mini transposén que a su vez contiene un gen delator GUS sin promotor. De 5000
mutantes analizados se han obtenido 30 “inducidos” en discos de endivia. Estos
mutantes estan siendo analizados mediante secuenciacién parcial y analisis de
fenotipo. Con esta aproximacion se pretenden identificar nuevos componentes que
contribuyan a la virulencia de erwinias pectoliticas y estudiar la regulacién en planta
de los nuevos factores de patogenicidad.
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PREDICCIONES SOBRE LA EVOLUCION DE LA VIRULENCIA EN
POBLACIONES NATURALES DE UN VIRUS DE PLANTAS.

Escriu, F., Fraile, A. y Garcia-Arenal, F.

Dpto. de Biotecnologia, E.T.S. de Ingenieros Agronomos, 28040 Madrid.

La virulencia es una de las caracteristicas mas importantes de los patégenos
y su capacidad de evolucidn tiene importantes consecuencias practicas en cuanto a
la prevencion de las enfermedades y al disefio de estrategias eficaces para su
control. Entre 1986 y 1992 se produjo la aparicibn, expansion y posterior
desaparicion de un sindrome de necrosis sistémica en los cultivos de tomate de la
costa mediterrdnea espafiola causado por el Virus del mosaico del pepino (CMV) y
su RNA satélite (RNAsat). La desaparicion del sindrome de necrosis se debid a la
evolucion de la poblacion de CMV y su RNAsat hacia una menor virulencia. La
evolucion de la virulencia en condiciones naturales se ha analizado solo en algunos
patdgenos de animales y, que nosotros sepamos, no existen trabajos similares
realizados con virus de plantas.

Mediante el analisis de los factores de la eficacia biologica de CMV y
su RNAsat se ha encontrado una relacion experimental entre su virulencia y su
transmision, que se ha utilizado para aplicar modelos de coevolucion huésped-
patogeno. Las predicciones de estos modelos indican que la evolucion de la
virulencia de CMV y su RNAsat depende del nimero de pulgones presentes en una
planta (i) y de la posibilidad de que existan acontecimientos de sobreinfeccion de
aislados de CMV por aisaldos de CMV con RNAsat. Asi, los valores pequefios de i
explican la evolucion de CMV y su RNAsat hacia una menor virulencia, y los valores
mayores de i 0 las posibilidades de sobreinfeccién explican la expansion epidémica
de los RNAsat sobre la poblacion de CMV. La variacidén con el tiempo del tamafio de
las poblaciones de pulgones en la regién afectada por la epidemia de necrosis de
tomate, que podria afectar tanto al niamero de pulgones por planta como la
posibilidad de sobreinfeccién, apoya las predicciones de los modelos y explica la
evolucion de la virulencia de CMV y su RNAsat en el campo.

La aplicacion de los modelos de coevolucién huésped-patdégeno al caso
de CMV y su RNAsat ha permitido tener en cuenta factores de dificil analisis
experimental relacionados con la interacciéon entre un patégeno, su huésped y sus
vectores. Este tipo de factores ecologicos pueden tener un papel fundamental en la
evolucion de la poblacién de un patégeno en la naturaleza.
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PRODUCCION Y FORMULACION DE Penicillium oxalicum Y SU APLICACION
AL CONTROL DE Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici

Larena, I., De Cal, A. y Melgarejo, P.

Departamento de Proteccion Vegetal. SGIT-INIA. Carretera de La Coruia km7.
28040. Madrid.

Penicillium oxalicum es un agente de biocontrol que induce resistencia en
plantas de tomate infectadas con Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici, reduciendo
hasta en un 80% la gravedad de la enfermedad provocada por este hongo patégeno.
P. oxalicum evita la pérdida del cambium provocada por Fusarium, favoreciendo un
mayor desarrollo de vasos del xilema en las plantas inducidas, y reduciendo ademas
la colonizacion de los mismos por el patégeno.

Se ha iniciado el proceso de desarrollo del agente de biocontrol, con el fin de
poder aplicarlo en condiciones reales. Para ello se ha comenzado por la
optimizacién del proceso de produccién de conidias de P. oxalicum ya que, en
estudios previos, se demostro que eran éstas y no el micelio las que reducian la
enfermedad en plantas de tomate. La produccion de conidias se ha realizado en
cultivo liquido y solido. Los ensayos de fermentacién sélida se han realizado en
bolsas de plastico microporosas para la industria (VALMIC®) en las que se introducia
turba:vermiculita como soporte, y al que se afladian diferentes nutrientes. Las bolsas
se incubaban en la estufa durante 30 dias a 20-25°C. Se ensayaron diferentes tipos
y cantidades de nutrientes, asi como porcentajes de humedad. La produccion de
conidias en cultivo sumergido se hizo en matraces de 250 ml con 50 ml de medio
Morton. Los matraces se incubaban en un agitador orbital a 150 rpm durante 30
dias. Para ambos tipos de produccion, se estima la cantidad de conidias producidas
a los 5, 10, 20, y 30 dias de incubacion. Se estudid la viabilidad de las conidias en
cada combinacién mediante bioensayo.

La cantidad de conidias de P. oxalicum obtenida mediante fermentacion
sélida es 1000 veces mayor que en cultivo sumergido. La incorporacion de cereales
o leguminosas al soporte solido de turba y vermiculita multiplica por 100 la
produccion de conidias de P. oxalicum. En estas bolsas se obtienen 102 conidias de
P. oxalicum/g de sustrato seco a los 5 dias de incubacion, manteniéndose esta
cantidad a lo largo del ensayo. El tipo de nutrientes, la mezcla de éstos o el tamafio
de particula de los mismos, no afecta a la concentracion final. El contenido inicial de
humedad en las bolsas era del 40%, porcentajes mayores no mejoran la produccion
de conidias de P. oxalicum. En este proceso de fermentacion solida se obtiene una
elevada masa microbiana con una viabilidad superior al 80%.

Se ha ensayado la eficacia de estas conidias sobre plantas de tomate en
cultivo hidroponico, infectadas con F. oxysporum f.sp. lycopersici.
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CARACTERIZACION MOLECULAR DE UN AISLADO ESPANOL DEL VIRUS DEL
MOTEADO DEL CLAVEL (CarMV) Y ANALISIS DE LA VARIABILIDAD DE LAS
PROTEINAS DE CUBIERTA Y MOVIMIENTO EN AISLADOS DE ORIGENES
GEOGRAFICOS MUY DISTINTOS

Cafiizares®, M.C., Marcos?, J.F. y Pallas*?, V.

(1) Depto. de Mejora y Patologia Vegetal, CEBAS-CSIC, Campus Universitario de
Espinardo. A. Correos 4195, 30071 Murcia. (2) Depto. De Ciencia de los Alimentos,
IATA-CSIC. Apdo. de Correos 73, 46100 Valencia. (3) Nueva direccion: Instituto de
Biologia Molecular y Celular de Plantas, UPV-CSIC, Av. De los Naranjos s/n, 46022
Valencia.

El virus del moteado del clavel (CarMV) es, desde el punto de vista sanitario,
el virus mas importante de entre los que afectan a la produccion de esquejes de esta
planta, debido fundamentalmente a que es el virus mas dificil de eliminar mediante
cultivo de apices caulinares. EI CarMV es el miembro tipo del género de los
Carmovirus, dentro de la familla Tombusviridae, cuyo genoma consiste en un RNA
monopartito de cadena simple de aproximadamente 4 kb de longitud que codificaria
para al menos 5 proteinas. La ORF del extremo 5” codifica para una proteina de 27
kDa (p27). Esta p27 acaba en un codon dmbar, cuya lectura a través daria lugar a
una proteina de 86 kDa (p86), que contiene el motivo GDD caracteristico de las RNA
polimerasas dependientes de RNA. Estas 2 proteinas son necesarias para la
replicacion viral. La secuencia que codifica para la proteina de cubierta de 38 kDa es
la ORF situada mas cerca del extremo 3". En la region central del genoma estan
localizadas 2 pequefias ORFs (de 7 y 9 kDa), que codificarian para los polipéptidos
p7 y p9, implicados en el movimiento del virus por la planta.

En el presente trabajo presentamos la secuencia nucleotidica completa de
un nuevo aislado de origen espafol del CarMV. Este aislado posee porcentajes de
identidad con los genomas de los otros 2 aislados caracterizados del mismo virus
superiores al 94%, y porcentajes de identidad en secuencia de aminoacidos entre
los 3 aislados superiores al 97%, considerando cualquiera de las 5 posibles ORFs.
Estudios filogenéticos llevados a cabo con todos los virus de la familia
Tombusviridae y virus relacionados, ponen de manifiesto que en los casos de las
proteinas p86 y proteina de cubierta el agrupamiento se ajusta bastante bien a la
clasificacion en géneros dada hasta el momento para esta familia, mientras que las
filogenias obtenidas con la proteina p7 no se correlacionan con dicha clasificacion.
Andlisis comparado entre los distintos miembros del género Carmovirus ha puesto
de manifiesto la existencia de elementos de estructura secundaria muy conservados
entre ellos tanto en las regiones 5 y 3’ no traducibles como en los promotores
subgendmicos, lo que sugiere un papel relevante para estas estructuras en el ciclo
vital del virus. Por otra parte, se esta llevando a cabo un estudio de la variabilidad
molecular de las proteinas de cubierta y de movimiento entre aislados del virus de
origenes geograficos muy distintos, un tipo de estudio que no se ha abordado en los
Carmovirus.

Trabajo financiado por la DIGICYT, proyecto BIO99-0854.
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ANALISIS POR MUTAGENESIS DIRIGIDA DEL DETERMINANTE DE
PATOGENICIDAD DEL VIROIDE DEL MOTEADO CLOROTICO DEL
CRISANTEMO

De la Pefia, M. y Flores, R.

Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas (UPV-CSIC). Universidad
Politécnica. Avenida de los Naranjos s/n. 46022 Valencia.

El agente causal del moteado clorético del crisantemo es un RNA viroidal de
unos 400 nucledtidos (chrysanthemum chlorotic mottle viroid, CChMVd) con
ribozimas de cabeza de martillo en sus cadenas de ambas polaridades (Navarro y
Flores, PNAS USA 94, 11262-11267, 1997). Recientemente hemos demostrado que
su determinante de patogenicidad reside en un tetrabucle de secuencia *UUUC? y
*GAAA? en las cepas sintomatica y asintomatica respectivamente, pues la
substitucion por mutagénesis dirigida del primer tetrabucle por el segundo conduce
al cambio de fenotipo permaneciendo estable el tetrabucle en la progenie (De la
Pefa et al., PNAS USA 96, 9960-9965, 1999). El tetrabucle GAAA pertenece a la
familia GNRA, cuyos miembros son muy estables y abundantes en RNAs naturales.

Con el fin de diseccionar con mas detalle este determinante se estudio el
efecto de tetrabucles del tipo UNCG, que poseen una estructura interna similar a los
GNRA y son funcionalmente intercambiables con éstos en algunos RNAs (Selinger
et al., PNAS USA 90, 5409-5413, 1993). CChMVd RNAs con tetrabucles del tipo
UNCG fueron infecciosos, pero la progenie presenté una alta heterogeneidad en el
tetrabucle apareciendo la secuencia UUUC caracteristica de la cepa sintomética.
Ademas, aunque las plantas fueron inicialmente asintomaticas, al cabo de dos o mas
meses mostraron los sintomas de la enfermedad. Asimismo, infecciones con un
CChMVd RNA con un tetrabucle de secuencia "hibrida" (UUAA) presentaron un
considerable retraso en la aparicion de los sintomas, observandose en la progenie
una reversion a la secuencia UUUC. Estos datos indican que: i) tetrabucles UNCG
no suplen al GAAA, y ii) las mutaciones ensayadas en la secuencia UUUC anulan
temporalmente el fenotipo sintomatico pero las poblaciones resultantes son
inestables y con el tiempo se impone la secuencia UUUC y su fenotipo sintoméatico
asociado. Asi pues los CChMVd RNAs sintomaticos parecen ser biolégicamente mas
eficaces tener que los asintométicos. Para confirmar este punto se coinocularon
transcritos infecciosos representativos de ambas cepas en distintas proporciones,
encontrdndose que solo inoculaciones con mil veces mas del RNA asintomatico que
del sintomatico indujeron infecciones asintomaticas. Cuando las proporciones fueron
de 100:1, 10:1 o 1:1, las plantas fueron sintomaticas en distinto grado, pudiéndose
correlacionar este grado con la proporcion de ambos RNAs en la progenie. Las
implicaciones de estos resultados en el fendmeno de proteccion cruzada descrito
para el CChMVd seran discutidos.
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VARIABILIDAD GENETICA DE CEPAS ESPANOLAS DE Erwinia amylovora y
Brenneria quercina MEDIANTE ELECTROFORESIS EN CAMPO PULSANTE
(PFGE)

Biosca, E. G., Donat, V., Gonzalez, R., Pefalver, J. y Lopez, M.M.

Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA), Apartado Oficial, 46113,
Moncada, Valencia.

Erwinia amylovora, el agente causal del fuego bacteriano, es una bacteria de
cuarentena en Europa que afecta a diversas especies de rosaceas de gran
importancia econémica y a plantas ornamentales. E. amylovora esta presente en la
mayoria de paises del centro y norte de Europa, y en los ultimos afios se ha
extendido por paises del mediterrdneo. En Espafia, se han detectado distintos focos
que han sido erradicados en la mayoria de Comunidades Autonomas (CCAA).

Brenneria quercina, el agente etiologico del chancro bacteriano de las

guercineas, se describid por primera vez en California en 1965. El decaimiento y
muerte de bosques de quercineas se ha descrito en varias zonas de Europa y Norte
de Africa, pero el aislamiento de B. quercina sélo se ha publicado en Espafia. Esta
bacteria se ha aislado de tronco, chancros, yemas y exudados de bellotas de
distinas especies del género Quercus en ocho CCAA.
Se han analizado los fragmentos de restriccion de ADN gendmico de E. amylovora y
B. quercina digerido con Xba | y Spe | mediante electroforesis en campo pulsante
(PFGE). Se han examinado treinta y cuatro cepas espafiolas de E. amylovora
procedentes de Alava, Guipuzcoa, Navarra, Segovia, Guadalajara, Huesca y Girona
y cincuenta y tres cepas espafolas de B. quercina de Q. ilex, Q. pyrenaica y Q.
suber procedentes de Andalucia, Aragon, Baleares, C. La Mancha, C. Ledn, C.
Madrid, C. Valenciana y Extremadura, comparandolos con sus respectivas cepas de
referencia. La tipificacion molecular de E. amylovora mediante PFGE ha revelado
una elevada homogeneidad genética entre las cepas espariolas, observandose solo
dos patrones de restriccion: Pt3 y Pt4. La mayoria de cepas presentaron el patron
Pt4, previamente detectado en cepas de Francia e Inglaterra, mientras que sélo las
cepas procedentes de viveros de Guadalajara y Segovia presentaron el patron Pt3,
descrito en cepas de otros paises europeos. El analisis de los RFLPs de DNA
gendmico de cincuenta y tres cepas de B. quercina ha revelado una elevada
variabilidad genética entre los aislados espafioles y entre éstos y las cepas
californianas. Entre los aislados espafioles no se ha podido asociar un patron
determinado ni con el origen ni con el tipo de muestra. Estos resultados muestran la
utilidad de la PFGE para mostrar diferencias entre cepas de distintos origenes, no
observables mediante otras técnicas.
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EFECTOS DE DISTINTOS TRATAMIENTOS DE SUELO EN EL CONTROL DE
Fusarium oxysporum f. sp. dianthi Y EN LAS EPIDEMIAS DE FUSARIOSIS
VASCULAR DEL CLAVEL

Lépez, C.J.}, Basallote, M.J.2, Lépez, M.3, Navas, J.A.3, Zea, T.%, Vela, D.® y Melero,
Jm!

! Instituto de Agricultura Sostenible, C.S.I.C. Apdo. 4084, 14080 Cérdoba.
2 CIFA - Las Torres y Tomejil Apdo. 41200 Alcala de Rio (Sevilla)

3 CIFA - Camino de Esparragosa, s/n 11550 Chipiona (Cadiz)

“ CIFA - Cortijo la Cruz, s/n 29140 Churriana (Méalaga)

En un invernadero de clavel de Chipiona (Cadiz), gravemente afectado por la Fusariosis
vascular (FVC), se arrancaron las plantas y se preparo6 el suelo para realizar tratamientos
erradicativos del patégeno F. oxysporum f. sp. dianthi (FOD) antes de iniciar un nuevo ciclo de
cultivo con la variedad Erika de clavel, muy susceptible a aquel. Las cuantificaciones de FOD
antes de realizar los tratamientos promediaron 230, 6.3 y 9.5 ufc/g de suelo en las capas de 0-15,
15-30 y 30-45 cm de profundidad, respectivamente. Todos los tratamientos de suelo ensayados
resultaron en una reduccién de la densidad de in6culo (DI) a niveles indetectables en el momento
de la plantacién (Julio, 1998), mientras que la DI en parcelas no tratadas promedi6 valores de 382
y 146 ufc/g en las dos capas mas superficiales del suelo.

El comienzo de la epidemia de FVC ocurrio a finales del verano de 1998,
llegando a incidencias de plantas muertas de 35% en las parcelas testigo a los 70
dias después de la plantacion. Las parcelas tratadas con vapor de agua alcanzaron
el 30% de plantas muertas a finales de marzo de 1999, mientras que los distintos
tratamientos quimicos estuvieron por debajo del 17% de incidencia de FVC. El
progreso epidémico se aceler6 en primavera - verano de 1999, llegando a
sobrepasarse el 25 y 35% de incidencia en las parcelas tratadas con bromuro de
metilo (BM) (100 g/m? y metham-Na + aldicarb (MA) (80ml/m? + 10g),
respectivamente, a primeros de 2000. La incidencia de FVC en parcelas tratadas
con DD + cloropicrina (Telone C35 a 40 ml/m?) o con BM (20 g/m?) bajo cubierta del
suelo con plastico VIF, fue intermedia entre las de los dos tratamientos anteriores y
la de vapor de agua alcanzé el 85% a comienzos de 2000, cuando el testigo sin
tratar tenia el 100% de las plantas muertas por la FVC.

Los valores del area bajo la curva de progreso epidémico estandarizada
fueron significativamente (P=0.05) superiores en el testigo, mientras que fueron
menores los correspondientes a los tratamientos de BM 100g/m? y MA. La
produccion de flor acumulada durante todo el cultivo (19 meses) fue més alta en
estos dos tratamientos, y se relacionaron con las tasas de progreso epidémico y las
incidencias finales de FVC.

El uso de plastico VIF en combinacién con la reduccién de dosis de BM al
20% de la habitual, no constituyé una alternativa véalida al tratamiento estandar con
BM. Sin embargo, la combinacion de metham-Na con aldicarb proporcioné niveles
de control de la FVC y de rendimiento de clavel similares a los obtenidos con BM,
sugiriendo el tratamiento MA como alternativa al BM en el patosistema estudiado.
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DURABILIDAD DE LA RESISTENCIA A Tylenchulus semipenetrans EN
HIBRIDOS DE MANDARINO CLEOPATRA X Poncirus trifoliata SOMETIDOS A
PRESION INICIAL DE INOCULO CRECIENTE

Verdejo Lucas, S.}, Sorribas, F.J. 2, Ornat C.2, Galeano, M.%, Forner, J.B.2, Alcaide,
A2y Pastor, J .

! IRTA. Crta. de Cabrils s/n. 08348 Cabrils. Barcelona. > ESAB. Comte d’'Urgell 187.
08036 Barcelona. ® IVIA. Apartado oficial. 46113 Moncada. Valencia. EEE-IRTA.
Apartado de correos 203. 43870 Amposta. Tarragona.

El nematodo fitoparasito mas frecuente y abundante en las areas citricolas
espafiolas es Tylenchulus semipenetrans. Los patrones de citricos resistentes al
nematodo ofrecen una alternativa de control econémica, segura y no agresiva con el
medio ambiente. Recientemente, se ha identificado resistencia a T. semipenetrans
en nuevos patrones hibridos de citricos procedentes del Programa de Mejora
Genética de Agrios del IVIA. En este trabajo se determina la durabilidad de la
resistencia mostrada por dos selecciones del cruzamiento Mandarino Cleopatra x
Poncirus trifoliata 03.01.5 y 03.01.42 bajo presion inicial de inéculo creciente del
nematodo. El patron Citrange Carrizo se incluyéo en los ensayos como control
susceptible a T. semipenetrans. El ensayo se llevd a cabo en microparcelas
localizadas en la provincia de Tarragona y Valencia. Arboles de un afio de edad se
inocularon con 0, 1, 5, y 10 x 10* huevos por planta y se determiné el nimero de
nematodos por 250 cm® de suelo y el de huevos y hembras por gramo de raiz 18
meses después de la inoculacion. Los parametros de crecimiento del arbol que se
determinaron fueron el diametro del tronco a los 0, 12, y 18 meses, Yy el peso fresco
de la parte aérea y sistema radical a los 18 meses.

La expresion de la resistencia a T. semipenetrans no se vio afectada por la
presion inicial de indculo creciente en las condiciones experimentales ensayadas. El
patrén experimental 03.01.42 se comporté como altamente resistente y el 03.01.5
como resistente para todos los niveles de inéculo ensayados y en ambas
localidades, lo cual confirma la resistencia mostrada por estos patrones en
condiciones de invernadero. El nematodo se reprodujo en el patrén susceptible
Citrange Carrizo en todas las condiciones experimentales ensayadas. Sin embargo,
la localizacion del ensayo (ubicacion geografica) afectd significativamente al
desarrollo del arbol y del nematodo. Asi, el incremento de poblacion de T.
semipenetrans fue superior y el desarrollo de los arboles menor en las microparcelas
ubicadas en Tarragona que en aquellas en Valencia. Los resultados de este estudio
ponen de manifiesto la importancia de las condiciones medioambientales y del
manejo del cultivo en la interaccion nematodo - planta.
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HIPOTESIS SOBRE LA HERENCIA Y EL MECANISMO DE RESISTENCIA AL
VIRUS DE LA SHARKA EN ALBARICOQUERO

Moustafa, T.A., Badenes, M.L., Martinez-Calvo, J. y Llacer, G.

Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA), Apartado Oficial, 46113
Moncada (Valencia).

Durante el transcurso de nuestro programa de mejora genética del
albaricoquero, cuyo objetivo principal es la obtencion de variedades resistentes al
virus de la sharka (PPV) y bien adaptadas a las condiciones de cultivo de la
Comunidad Valenciana, se ha estudiado el comportamiento de 167 hibridos
procedentes de cruzamientos, realizados entre 1993 y 1996, de variedades
norteamericanas resistentes (Goldrich, Harcot y Stark Early Orange) con variedades
autoctonas valencianas (Currot, Ginesta, Palau y Mitger). La proporciéon de hibridos
resistentes/hibridos susceptibles (41/126) se ajusta con una alta significacion a una
segregacion 1:3, lo que permite establecer la hipo6tesis de dos genes independientes
y dominantes para explicar este tipo de herencia, de modo que sélo los hibridos
heterocigotos para ambos genes serian resistentes. Estos resultados confirman los

obtenidos por Dosba et al. (1991).
Varios ensayos y observaciones realizadas durante el estudio de los hibridos han puesto de

manifiesto que la dominancia de los dos genes antes citados es probablemente una dominancia

incompleta ("gene dosage dependence"), ligada a una interaccién cuantitativa entre un inhibidor

constitutivo de la planta y una funcién viral, y no con una induccion de la resistencia del tipo "todo

0 nada", ya que esta hipdtesis es la que mejor explica la existencia de variedades e hibridos con

distinto grado de resistencia a PPV en albaricoquero.

La variedad Goldrich, aunque no es la que presenta el mayor grado de

resistencia a PPV de las estudiadas internacionalmente, conserva su valor como
genitor resistente a sharka en los programas de mejora genética de albaricoquero en

los paises mediterraneos, donde los inviernos suaves no permiten la utilizacion de
variedades con altas necesidades de frio invernal.
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ENSAYOS COMERCIALES PARA EL CONTROL DE Penicillium expansum EN
MANZANAS CON EL ANTAGONISTA Candida sake

Usall, J.}, Teixidd, N.%, Torres, R.}, Ochoa de Eribe, X.?y Vifias, 1.1

1 Unitat de Postcollita. CeRTA. Centro UdL-IRTA. Avenida Rovira Roure, 177,
25198-Lleida.
2 SIPCAM INAGRA SA. Prof. Baguena, 5, 46009-Valencia.

El desarrollo de resistencias a los fungicidas por parte de muchos patégenos
y el creciente interés social sobre los peligros medioambientales y de salud
asociados a los pesticidas,, ha generado la busqueda de sistemas alternativos a los
productos quimicos de sintesis. La utilizacion de levaduras y bacterias como agentes
de biocontrol es la alternativa mas estudiada en la postcosecha de fruta de pepita.
En el laboratorio de postcosecha del centro UdL-IRTA llevamos mas de 10 afios
desarrollando una cepa de levadura para su aplicacion comercial. El objetivo de este
estudio es demostrar la aplicabilidad practica de la cepa de levadura Candida sake
(CPA-1) en el control de las podredumbres de postcosecha en manzanas.

Durante tres campafas se realizaron ensayos con C. sake en condiciones
comerciales, en centrales fruticolas de la zona de Lleida y utilizando las técnicas
usuales en éstas. El agente de biocontrol fue aplicado mediante drencher y se
comparé su efectividad con los fungicidas de postcosecha mas utilizados
actualmente; imazalil (375 ppm) y la mezcla tiabendazol(425 ppm) + folpet (1000
ppm). Estos ensayos se guardaron en las camaras frigorificas de las centrales a 1°C
y 3% 0,-3% CO, y se evalu6 el porcentaje de podredumbre a la salida de camara.
También se llevaron a cabo estudios de poblacién del antagonista sobre manzanas
a temperatura de almacenaje (1°C).

El tratamiento de C. sake a una concentracién de 10’ufc/ml consigui6 el
mismo nivel de efectividad que el fungicida imazalil y estadisticamente superior al de
la mezcla tiabendazol+folpet.

La poblacion del agente de biocontrol crecié en la superficie de manzanas
con dafos artificiales después de 60 dias en condiciones de conservacion, hecho
gue no se produjo en manzanas sin dafnos.

En conclusion, en este estudio se ha visto que la concentracion necesaria de
C. sake para obtener el control de los principales patdgenos de postcosecha en
manzana es suficientemente baja para ser utilizada en condiciones comerciales. La
efectividad conseguida con el citado agente de biocontrol es satisfactoria y
totalmente comparable a la obtenida con los fungicidas actualmente utilizados.
Ademas el microorganismo se ha mostrado totalmente compatible con las practicas
y técnicas utilizadas de forma comun en las centrales hortofruticolas. Todo ello
demuestra la aplicabilidad real de C. sake como agente de biocontrol con el fin de
sustituir los productos quimicos de sintesis, haciendo asi realidad la posibilidad de
comer fruta sana y sin residuos.
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ACTIVIDAD DE ANTIMICROBIANOS QUIMICOS EN EL CONTROL PREVENTIVO
DEL FUEGO BACTERIANO EN PERAL

Moragrega, C., Ruz, L., Montesinos, E.

Institut de Tecnologia Agroalimentaria-CeRTA, Universitat de Girona. Avgda. Lluis
Santal6 s/n, 17071, Girona. Fax: 972-418399. E-mail: intea@intea.udg.es

El fuego bacteriano, causado por Erwinia amylovora es la enfermedad
bacteriana mas grave que afecta a los frutales de pepita y la que tiene mayor
incidencia negativa en la produccion de manzana y pera en determinadas zonas
fruticolas. Es una enfermedad altamente contagiosa, de dificil control una vez
introducida en una zona, y que ocasiona la muerte progresiva de los arboles de
variedades sensibles. Hasta el momento, los métodos de control han sido ineficaces
para evitar la introducciéon de la enfermedad y erradicarla en los paises en que es
epidémica. Los productos utilizados en control quimico son en general poco eficaces
ya que solo se dispone de derivados cupricos y en algunos paises antibioticos,
flumequina o fosetil-Al.

El objetivo del trabajo que se presenta ha sido evaluar, en condiciones de
ambiente controlado, la eficacia en el control de la enfermedad de productos
guimicos como fosfonatos (fosetil-Al, etefén) y de estimuladores de mecanismos de
defensa en la planta (benzotiadiazol) en comparacién con la de derivados cupricos y
antibidticos, utilizando plantas de peral de la variedad Conference.

Para cada uno de los productos ensayados (fosetil-Al, eteféon vy
benzotiadiazol) se determiné la cadencia, momento y nimero de aplicaciones que
permitiese una mayor reduccion de los niveles de enfermedad. Adicionalmente, para
el benzotiadiazol se determiné el efecto de la dosis de producto en el control de la
enfermedad.

Todos los productos ensayados aplicados a la dosis y cadencia estandar
redujeron significativamente los niveles de enfermedad con respecto a las plantas no
tratadas. El etefon y el benzotiadiazol redujeron la severidad de la enfermedad a los
mismos niveles que la estreptomicina o el sulfato de cobre, mientras que con el
fosetil-Al se obtuvieron niveles de severidad superiores. Para el fosetil-Al y el etefén
se observd una mayor reduccion de la severidad de la enfermedad al aumentar el
namero de dias entre el tratamiento con los productos y la inoculacion de las plantas
con el patégeno.

Por otro lado, la aplicacion de benzotiadiazol mostré un efecto significativo
en la reduccion de la severidad de la enfermedad. El grado de reduccién dependia
de la dosis de producto aplicada. Se determind la dosis Optima de producto entre
100 y 200 mg i.a./l obteniendo una reduccion de la enfermedad del 60% respecto al
control no tratado. En cuanto a la cadencia, las aplicaciones mas efectivas en la
reduccion de la enfermedad fueron las realizadas entre 6 y 7 dias antes de la
inoculacion del patégeno.

Los resultados obtenidos con los nuevos productos ensayados para el
control de E. amylovora en peral, especialmente el benzotiadiazol, abren nuevas
perspectivas para el control quimico de la enfermedad.
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AISLAMIENTO, CARACTERIZACION Y SELECCION DE BACTERIAS
BENEFICIOSAS EN PRODUCCION Y POSTCOSECHA DE FRUTA

Bonaterra, A., Badosa, E., Cabrefiga, J., Ruz, L. y Montesinos, E.

Instituto de Tecnologia Agroalimentaria, Universidad de Girona. Avda. Lluis Santal6 s/n, 17071,
Girona. Fax: 972-418399. E-mail: intea@intea.udg.es

Las principales pérdidas en produccion y postcosecha de fruta y
principalmente en manzana y pera son causadas por enfermedades flungicas y
bacterianas, entre las que cabe destacar el fuego bacteriano (Erwinia amylovora), la
necrosis de yemas de flor (Pseudomonas syringae), el moteado del manzano y peral
(Venturia spp.) y la mancha marron del peral (Stemphylium vesicarium) en
produccion; y la podredumbre azul (Penicillium expansum) en postcosecha. Ademas,
se producen importantes pérdidas en la produccién de portainjertos y plantulas, en
vivero a lo largo de todo el proceso de produccion y transplante. Tradicionalmente,
el control de las enfermedades en produccion y postcosecha de fruta se realiza
mediante el uso de tratamientos quimicos (bactericidas y fungicidas); y en el caso de
produccion de plantulas con el uso de fitohormonas o reguladores quimicos del
crecimiento. Actualmente, debido a las fuertes restricciones en el uso de ciertos
productos quimicos, se estan desarrollando métodos alternativos como el uso de
bacterias beneficiosas para las plantas (BBPs) entre los que se encuentran los
agentes de biocontrol (BCAs) y las rizobacterias promotoras del crecimiento
(PGPRSs).

Los BBPs se encuentran de forma natural en las plantas, pero se aislan con
baja frecuencia. A fin de obtener aislados que fueran representativos de una gran
diversidad de ambientes, se realizd una prospeccion de microorganismos de
distintos 6rganos, especies de plantas, origen geografico, afio y condiciones
climatologicas. Se constituyé una coleccion de 1.000 aislados, realizandose pruebas
bioquimicas y microbiolégicas para la determinacion de la especie, asi como las
pruebas de hipersensibilidad en tabaco (HR) y de actividad nucleadora de hielo
(INA), para descartar los aislados fitopatogenos o nucleadores de hielo. Las
especies mayoritarias de la coleccion pertenecen a Pseudomonas fluorescens y
Erwinia herbicola. Estas se caracterizaron fenotipicamente mediante los sistemas
APl y Biolog, y la produccion de metabolitos (acido indolacético, cianhidrico,
sideroéfors, quitinasas y/o compuestos antimicrobianos como el floroglucinol, &cido
fenil carboxilico y pirrolnitrina). Se determind tambien el espectro de antagonismo “in
vitro” frente a E. amylovora, S. vesicarium, P. syringae y P. expansum en distintos
medios de cultivo; asi como la eficacia de biocontrol de la infeccion por E. amylovora
en frutos inmaduros, por P. expansum en frutos maduros y por S. vesicarium en
hoja. También se ha realizado la determinacion de su actividad como PGPRs en
invernadero sobre distintos portainjertos (el hibrido de melocotonero x almendro
GF677 y el ciruelo MARIANNA2624). Paralelamente, se esta realizando una
caracterizacion genotipica de las cepas de P. fluorescens y E. herbicola, mediante el
analisis de los polimorfismos en la longitud de macrofragmentos de restriccion
gendmica (MRFLPs) separados per electroforesis de campo pulsante (PFGE) y el
andlisis de restriccion de amplificados del 16S rDNA junto con el espacio transcrito
interno (ARDRA).
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MODELOS DE COMPARTIMENTOS EN EPIDEMIOLOGIA VEGETAL

Segarra, J.'?, Jeger, M.J.? y Van den Bosch, F.?

! Dpto de Produccién Vegetal y Ciencia Forestal. Universitat de Lleida. Av. Alcalde
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Uno de los objetivos de los modelos epidemiolégicos es la comprension del
progreso de la enfermedad. En este sentido son especialmente Utiles los modelos
relacionados con ecologia de poblaciones. Generalmente, para la modelizacion de
enfermedades se utilizan modelos de compartimentos. La poblacién se divide en una
serie de compartimentos y los individuos pasan de uno a otro segun los supuestos
del modelo. Los compartimentos utilizados méas frecuentemente son: susceptibles
(H), latentes (L), infecciosos (S) y post-infecciosos (R).

El primer modelo introducido en epidemiologia vegetal fue de hecho el modelo
de Vanderplank (1) que incluia los periodos latente e infeccioso. En este modelo,
todos los individuos infectados permanecen un intervalo constante de tiempo como
latentes y como infecciosos. Sin embargo, en dinamica de poblaciones se asume
generalmente que la duracién de ambos periodos esta distribuida exponencialmente
(2). En el presente trabajo se comparan ambos modelos entre si y se relacionan con
la ecuacion logistica (3).

Ambos modelos (1) y (2) coinciden en la tasa reproductiva basica R,, en el
umbral epidémico y en la severidad final (y.) y difieren en la tasa de infeccién inicial
(r). Cuando la duracién epidémica no interrumpe el progreso de la enfermedad la
severidad final (y.) esta directamente relacionada con el valor de R,. Sin embargo,
cuando se interrumpe la trayectoria de la enfermedad, la severidad final depende del
valor de r. La tasa de infeccion inicial r del modelo de Vanderplank (1) es mayor que
la del modelo (2) para velocidades de desarrollo epidémico bajas, mientras que es
menor para velocidades superiores. La forma de la curva epidémica es sigmoidal y
asimétrica en ambos modelos. La tasa maxima de incremento de la enfermedad se
produce alrededor del 50-60% de la severidad final.

Una buena aproximacion a las curvas epidémicas (1) y (2) se obtiene con la
ecuacion logistica (3) cuando se sustituyen los parametros de ésta por los valores
epidémicos Y, Iy Y., obtenidos en (1) y (2).
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SUPERVIVENCIA DE Botrytis cinerea EN LOS INVERNADEROS DE ALMERIA Y
SU VALOR ADAPTATIVO ASOCIADO A LA RESISTENCIA A DICARBOXIMIDAS

Raposo, R.*, Gémez, V. ? y Melgarejo, P.

! Dept. de Proteccion Vegetal. Instituto Nacional de Investigacién y Tecnologia
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Sanidad Vegetal, La Mojonera, 04004 Almeria.

Se ha estudiado la importancia relativa de los esclerocios y del micelio de
Botrytis cinerea como estructuras de supervivencia en los invernaderos de Almeria y
Su asociacion con la resistencia a Dicarboximidas.

La supervivencia de esclerocios obtenidos en PDA y de micelio en tallos de
tomate infectados artificialmente se ha cuantificado como el porcentaje de los que se
recuperan cuando se colocan en el exterior e interior de los invernaderos desde
Junio a Octubre. Los resultados indican que el micelio situado en el exterior del
invernadero sobrevivid después de 110 dias un 33% y un 5% en 1995 y 1997,
respectivamente, mientras que en el interior del invernadero no hubo supervivencia
en 1995y en 1997 fue de un 7%. La supervivencia del micelio en el exterior y en el
interior del invernadero fue significativamente diferente en 1995, pero no en 1997.
Sin embargo, la supervivencia de los esclerocios fue siempre significativamente
mayor en el exterior del invernadero. Después de 110 dias, sobrevivieron en el
exterior un 91% y un 39% en 1995 y 1997, mientras que en el interior fue del 1% y
del 15%, respectivamente.

El porcentaje de supervivencia de los esclerocios y del micelio, medido a los
47, 83 y 110 dias se ha correlacionado con la resistencia a iprodiona (fungicida del
grupo de las dicarboximidas) segun los coeficientes de correlaciéon de rangos de
Spearman y estandar de Pearson. Los resultados indican que los esclerocios de los
aislados resistentes a iprodiona sobrevivieron menos que los sensibles en varias de
las fechas en que se cuantifico.

Sin embargo, cuando se ha investigado la importancia relativa de los
esclerocios y del micelio como estructuras de supervivencia de B. cinerea en las
condiciones estivales de Almeria, los resultados indican que los esclerocios tienen
un papel secundario en el desarrollo de las epidemias, ya que no se han encontrado
ni en restos vegetales ni en material vegetal vivo.
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INFLUENCIA DEL RIEGO DEL OLIVO EN LA DENSIDAD DE INOCULO DE
Verticillium dahliae EN EL SUELO

Lépez-Escudero, F.J. y Blanco-Lépez, M.A.

Dpto. de Agronomia. ETSIAM. Universidad de Cordoba. Apdo. 3048. 14080.
Cordoba.

Aunqgue no existen referencias especificas en la literatura, el desarrollo de la
Verticilosis del Olivo (VO), causada por V. dahliae, parece estar favorecida por el
riego. De tal modo que en plantaciones jévenes regadas especialmente por goteo, 0
en plantaciones reconvertidas de secano a regadio hemos apreciado un incremento
de la enfermedad. Aunque los factores implicados no son bien conocidos, podrian
estar relacionados con modificaciones en la susceptibilidad de la planta o el aumento
de las infecciones favorecidas en la zona humeda del riego por: 1) aumento de la
densidad de raices absorbentes junto a los goteros; 2) acumulacion de
microesclerocios (MS) liberados mas rapidamente a partir de las hojas y tejidos
infectados; 3) mayor poblacion de malas hierbas que mantienen y aumentan la
densidad de inoculo (DI) en el suelo. Estos factores en conjunto, podrian estar
propiciando un desarrollo epidémico de la VO mas rapido y severo.

En este trabajo se presentan los primeros resultados obtenidos sobre el efecto
de la humedad producida por el riego sobre la DI del patdgeno en el suelo.

Para ello se han realizado analisis de suelo en 4 plantaciones de olivar
afectadas por Verticilosis y regadas por goteo, en las provincias de Cordoba y Madrid.
Las muestras de suelo se recogieron en la misma linea de riego (muestra gotero) a
ambos lados de cada arbol a 40 y 100 cm del tronco y en la perpendicular a la linea
de union de los goteros a la misma distancia del tronco (muestra testigo). En algunas
parcelas los goteros se marcaron y fijaron al suelo para analizar la evolucion de la DI
en el tiempo.

Los andlisis iniciales sefalan incrementos del 63,9% al 87,5% de la DI en la
muestra gotero con relaciéon a la testigo. Por otra parte, en otro experimento cuyas
parcelas solo difieren en la aplicacion o no de riego, las DI fueron superiores en los
suelos regados (1,2 vs. 0,4 MS/g de suelo).

Nuestros resultados indican una poblacién del patdégeno superior en la zona
de influencia del gotero, lo que representa una importante consecuencia
epidemiologica. Ademas, en algunas parcelas no se detecté el hongo en el suelo, a
pesar de presentar niveles considerables de enfermedad, lo que indica que bajos
potenciales de inéculo pueden causar incidencias elevadas de enfermedad favorecido
por el riego entre otros posibles factores.
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BASES E,PIDEMIOLOGICAS PARA LA DETERMINACION DE LOS RIESGOS DE
INFECCION POR Spilocaea oleagina EN EL OLIVAR

Viruega, J.R. y Trapero, A.

Dpto. de Agronomia, ETSIAM, Universidad de Cordoba. Apdo. 3048, 14080
Cordoba.

Diversas razones han motivado que el repilo del olivo, causado por S.
oleagina, se caracterice por la falta de estudios fitopatolégicos modernos, en
contraste, por ejemplo, con otro patosistema similar muy bien conocido como es la
rofia del manzano, producida por Venturia inaequalis (anamorfo Spilocaea pomi).
Las investigaciones que se vienen realizando desde 1994 en el Departamento de
Agronomia de la Universidad de Cdérdoba han permitido caracterizar la
epidemiologia del repilo y establecer las bases para el desarrollo de un sistema
predictivo de los riesgos de infeccion por S. oleagina en las principales comarcas
olivareras andaluzas.

El caracter biotrofo de S. oleagina, la escasa capacidad de competencia
saprofitica en las hojas caidas y la carencia del estado sexual, determinan su
dependencia casi exclusiva de las hojas infectadas del arbol tanto para la produccion
de inéculo como para la supervivencia. El ciclo de la enfermedad se inicia en la
primavera, cuando las hojas nuevas recién brotadas, que son extremadamente
susceptibles, resultan infectadas por las conidias presentes en las lesiones de las
hojas viejas. Estas infecciones permanecen latentes durante el verano
(temperaturas>27°C determinan una fase de inactividad o quiescencia de S.
oleagina), sin producir caida de hojas, y constituyen la fuente del in6culo de otofio,
condicionando, por tanto, el desarrollo de la epidemia en los meses de otofio-
invierno. La cuantificacion de ese inoculo primario resulta, pues, esencial para la
determinacion de los riesgos de infeccion. Ademas, el momento de aparicion de las
lesiones en la época otofal y, por tanto, de las conidias necesarias para producir
nuevas infecciones, esta determinado por las condiciones ambientales. Asi, se
requiere un periodo lluvioso y temperaturas inferiores a 20°C para la reanudacion de
la actividad del hongo, tras el periodo estival. La temperatura 6ptima para la
infeccion esta entre 15 y 20°C, con un minimo de 12 hr de humectacion foliar. Por
ello, las infecciones mas severas de repilo ocurren, generalmente, entre los meses
de octubre y febrero. La duracion del periodo de incubacion, con un minimo de 1
mes y un maximo de 10 meses, hace que se puedan producir, en nuestras
condiciones, un maximo de 4-5 ciclos de infeccion en un afo.

Con objeto de establecer una estrategia mas racional en la lucha contra la
enfermedad, se estan elaborando modelos epidémicos que incluyen todos los
parametros descritos. Estos modelos van a ser verificados en olivares comerciales
con diversas condiciones agronémicas y ecologicas.
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DISTRIBUCION DE BIOTIPOS DE Bemisia tabaci (Hemiptera:Aleyrodidae) EN
LA CUENCA MEDITERRANEA
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El insecto Bemisia tabaci (Genn.) esta presente en todas las zonas
tropicales y subtropicales del mundo, actuando como vector de importantes virus
vegetales. En Espafia se le conoce como vector del complejo TYLCV de geminivirus
en tomate y judia y de los crinivirus ToCV y CYSDV en tomate y cucurbitaceas,
respectivamente, con un impacto muy grave en la produccion horticola del Sur y

Sudeste del pais.

Un aspecto relevante de la biologia del insecto es el de su variabilidad genética. Se han
identificado al menos 20 biotipos del insecto. Estos biotipos difieren en numerosos caracteres
biologicos y son facilmente distinguibles mediante andlisis de esterasas y marcadores moleculares
(RAPDs, AFLPs y mtDNA). Desde la década de los ochenta se reconoce la gran importancia que
tienen los diferentes biotipos en la epidemiologia de los virus que transmiten. La expansion
mundial del biotipo B, muy polifago, se considera la causa de la movilizacion de numerosos virus
desde especies silvestres a especies de gran cultivo.

A mediados de la década de los noventa se identificé en Espafia la presencia de dos
biotipos del insecto: El biotipo B, presente en todo el mundo, y un segundo biotipo, nuevo por
entonces, denominado Q. En una reciente prospeccion de los biotipos de B. tabaci en la cuenca
mediterranea e islas atlanticas mediante la técnica RAPD-PCR, se ha detectado la presencia del
biotipo Q en ltalia, Grecia, Israel, Tunez y Marruecos, asi como en las islas Canarias, y Cabo
Verde. El biotipo B se ha encontrado en Francia, Italia, Israel y Egipto. Ademas, se ha detectado
en una zona montafiosa de Sicilia la presencia de un biotipo todavia no descrito, colonizando
plantas de Euphorbia carachas, pero sin incidencia en los cultivos de la isla. En la Peninsula
Ibérica se ha detectado un predominio practicamente total de biotipo Q.

La amplia distribucion del biotipo Q es relativamente inesperada, pues se pensaba que
Unicamente el biotipo B estaba repartido a gran escala. Este hecho invita a determinar si el biotipo
Q ha sido seleccionado por las préacticas agricolas intensivas y se encuentra en un proceso de
expansion, o constituye un biotipo autdctono de la cuenca mediterranea, previo a la expansion del
biotipo B. Dado que el biotipo Q es mas eficiente que el B en la transmisién del complejo TYLCV,
es previsible que una mayor presencia del primero tendra repercusion en la epidemiologia del
virus.
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COMPLEMENTACION DEL MOVIMIENTO INTERCELULAR DE PVX POR
POTYVIRUS

Bernal, J.J.", Santa Cruz, S.? Y Rodriguez-Cerezo, E.

Centro Nacional de Biotecnologia-CSIC, Madrid, Espafia.
Scottish Crop Research Institute, Invergowrie, Dundee, Escocia.

Potyvirus y potexvirus son virus flamentosos de RNA que necesitan la proteina de la
capsida (CP) para el transporte intercelular y a larga distancia en sus huéspedes. En
el movimiento intercelular de los potexvirus intervienen ademas proteinas
codificadas por 3 genes no estructurales (TGB 1, TGB 2, TGB 3), y en el caso de los
potyvirus la proteina no estructural Cl. Se ha estudiado la equivalencia funcional
entre genes de potexvirus y potyvirus implicados en el transporte mediante estudios
de complementacién del movimiento de mutantes de PVX (Potato virus X) defectivos
para el transporte intercelular a través de los plasmodesmos.

Se han utilizado dos sistemas experimentales distintos. El primero se basa en el
analisis del movimiento de mutantes de PVX (que contienen en su genoma el gen de
la proteina fluorescente GFP, green fluorescent protein) en plantas que expresan
diferentes proteinas del potyvirus TVMV (Tobacco vein mottling virus). Los mutantes
de PVX en la CP recuperaron su capacidad para invadir células adyacentes desde
una célula inicialmente infectada en plantas previamente infectadas con TVMV, pero
no en plantas transgénicas que expresan diferentes proteinas de TVMV. Estos
mutantes, en cambio, no recuperan su capacidad de moverse a otras células cuando
se bombardean en plantas junto con plasmidos que contienen y expresan distintos
genes de TVMV. Los mutantes de PVX con deleciones en los genes TGB1, TGB2 y
TGB3 no fueron complementados en ningan caso.

Otro sistema se basa en la utilizacion de un vector derivado de PVX para la
expresion de genes heterélogos. En este vector viral se ha introducido el gen de la
CP de TVMV para originar un virus recombinante entre PVX y TVMV, virus que es
infectivo y expresa la proteina de TVMV en plantas infectadas. Cuando ademas se
elimina el gen de la CP de PVX, necesaria para el transporte intercelular, el virus
hibrido PVX/TVMV resultante es capaz de moverse de una célula a otra y a hojas
superiores. Se ha estudiado la progenie de este virus y la formacién de
pseudocapsidas, y se discuten los resultados en funcion de los procesos de
movimiento que complementa la CP de TVMV. Los datos sugieren que la
complementacion de la funcion de transporte que realiza esta proteina no esta
asociada a la encapsidacion del genoma viral. Otras construcciones en este vector
basado en PVX que contienen la CP de otro potyvirus (PPV, Plum pox virus) u otras
proteinas de TVMV no fueron viables si se eliminaban genes implicados en el
movimiento intercelular del propio PVX.
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ACUMULACION DEL RNA DE CYSDV EN TEJIDOS DE CUCURBITACEAS

Marco, C.F., Aguilar, J.M., Gomez-Guillamon, M.L. y Aranda, M.A.

Estacion Experimental "La Mayora"-CSIC. 29750-Algarrobo-Costa (Malaga).

La enfermedad del amarilleo afecta a los cultivos protegidos de melon vy
pepino del sudeste espafiol y causa importantes pérdidas econdémicas. En esta
region, el crinivirus del amarilleo y enanismo de las cucurbitaceas (CYSDV), que es
transmitido por Bemisia tabaci Genn., es el agente inductor de la enfermedad.
Ciertas practicas culturales y el control del vector son las medidas de proteccion
frente a la enfermedad disponibles por el momento, pero estan resultando
insuficientes. En la Estacion Experimental "La Mayora” trabajamos para la obtencion
de variedades genéticamente resistentes al virus, cuyo uso seria la mejor forma de
control de la enfermedad.

El conocimiento de la distribucion de CYSDV en plantas infectadas era
imprescindible para optimizar nuestros métodos de trabajo. Asi, se ha llevado a cabo
un ensayo para medir la acumulacion de RNA viral en plantas de melon, pepino,
calabaza y calabacin, inoculadas en condiciones controladas con CYSDV. Las
plantas se mantuvieron en invernadero durante cinco semanas a partir de la fecha
de inoculacién, realizandose muestreos semanales a distintos niveles en cada planta
inoculada. La medida de la acumulacion del RNA viral se llevo a cabo mediante
cuantificacion densitométrica de la sefial de hibridacion molecular en “dot-blot”.
Estos analisis revelaron que la acumulacion de CYSDV en pepino es un orden de
magnitud mayor con respecto a las otras especies, y la dindmica de acumulacion
también parece ser distinta. Utilizando estas referencias, se analizo la acumulacion
del RNA de CYSDV en diversas entradas de germoplasma de melén que en
ensayos anteriores no habian mostrado sintomas tras inoculacion con CYSDV. De
las entradas analizadas solamente una de ellas resulto ser resistente al virus. Puesto
que la inoculacién se hizo utilizando el vector, cabia la posibilidad de que esta
entrada fuera resistente a la transmision pero no a la multiplicacion del virus. Para
analizar este aspecto se inocularon plantas de dicha entrada mediante injerto sobre
patrones susceptibles previamente infectados. Asi se ha podido observar que ambos
factores (transmision y multiplicacion tras transmision) pueden jugar un papel en la
resistencia de esta entrada, ya que en ensayos en los que hubo un 100% de
infeccidbn en controles susceptibles, en una parte de las plantas supuestamente
resistentes se detect6 RNA de CYSDV y en otra parte no. En este momento se esta
estudiando la heredabilidad del caracter mediante ensayos como el descrito
utilizando lineas clonales de plantas.
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MECANISMOS DE ADAPTACION A HUESPED DEL VIRUS DEL RIZADO
AMARILLO DEL TOMATE.

Sanchez-Campos, S., Navas-Castillo, J. y Moriones, E.

Estacion Experimental “La Mayora”, Consejo Superior de Investigaciones Cientificas,
29750 Algarrobo-Costa, Malaga.

El virus del rizado amarillo del tomate (Tomato yellow leaf curl virus, TYLCV)
es un geminivirus del género Begomovirus que se transmite de forma natural por la
mosca blanca Bemisia tabaci Gen. En Espafia se hallan presentes dos especies de
este virus: TYLCV-Sar y TYLCV-Is, siendo la causa de graves epidemias en los
cultivos de tomate y judia en el sur y sudeste peninsular. Hemos demostrado que
ambas especies coexisten en las epidemias e incluso, frecuentemente, en un mismo
huésped (tomate, Datura stramonium) en forma de infecciones mixtas. Estas dos
especies presentan ademas una gama de huéspedes diferenciales; asi, Solanum
nigrum y S. luteum son huéspedes solamente de TYLCV-Sar, judia y Mercurialis
ambigua, de TYLCV-Is, mientras que tomate y D. stramonium lo son de las dos
especies.

El genoma de TYLCV esta formado por una molécula circular de DNA
monocatenario de aproximadamente 2,8 kb y contiene 2 genes en sentido viral
solapados (V1 y V2) y 4 en sentido complementario (C1 a C4), también solapados
entre si, y una regién intergénica (IR) no codificante de unos 300 nt que contiene
elementos clave para la replicacion y transcripcion del genoma viral. V1 codifica para
la proteina de la capsida, C1 para la replicasa, C2 para una proteina transactivadora
de V1y V2, C3 para un potenciador de la replicacion y las proteinas codificadas por
C4 y V2 estan relacionadas con funciones de movimiento y expresion de sintomas.

Se han estudiado cuales son los mecanismos que permiten a TYLCV-Sar o
TYLCV-Is la adaptacion diferencial en S. nigrum y judia. Se han realizado ensayos
gue muestran que TYLCV-Sar no infecta plantas de judia porque no se replica en
este huésped, mientras que TYLCV-Is si se replica en plantas de S. nigrum pero no
es capaz de infectar sistétmicamente. Se han construido quimeras entre TYLCV-Sar
y TYLCV-Is para determinar donde se localizan los determinantes moleculares
asociados con las diferentes capacidades de TYLCV-Sar y TYLCV-Is de replicarse
y/o moverse en S. nigrum y judia: quimera 1, donde la region V1+V2 de TYLCV-Sar
se ha sustituido por la de TYLCV-Is; quimera 5, donde la region C1+IR de TYLCV-
Sar se ha sustituido por la de TYLCV-Is. Se discutiran los resultados obtenidos.
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HISTOPATOLOGIA Y CAMBIOS ENZIMATICOS PRODUCIDOS POR LA
INFECCION DE NEMATODOS DEL COMPLEJO Heterodera avenae EN UNA
LINEA DE INTROGRESION TRIGO/ Aegilops ventricosa

Andrés, M.F.}, Melillo, M.T.?, Delibes, A.*, Romero, M.D.'y Bleve-Zacheo, T.?

! Centro de Ciencias Medioambientales. CSIC, Serrano 115 dpdo., 28006 Madrid.
2 |stituto di Nematologia Agraria, CNR, Via Amendola 165/A, 70126 Bari, Italia.
% Departamento de Biotecnologia, ETSIngenieros Agrénomos, UPM, 28040 Madrid.

En estudios previos se ha demostrado el alto grado de resistencia de la linea
de introgresion trigo/ Aegilops ventricosa, H-93-8 (portadora del gen Cre2) frente a
dos especies de nematodos Heterodera avenae y H. filipjevi parésitos de cereales.

El presente estudio analiza la respuesta de dicha linea a la infeccién por
ambas especies de nematodos mediante un andlisis secuencial de los cambios
citologicos y de las enzimas implicadas en la reaccion resistente. En ambos casos
las células del parénquima estelar de las que se alimenta el nematodo se
transforman en sincitios que se degradan en pocos dias. La infeccion por Heterodera
avenae produce una respuesta semejante a una reaccion hipersensible con
depositos de callosa, deterioro de la membrana y sintesis de productos fendlicos en
las células sincitiales. Con H. filipjevi la respuesta se produce a los siete dias de la
entrada del nematodo después de la induccion de algunas células sincitiales en que
la condensacion nuclear refleja una inactivacion de los mecanismos de transcripcion.

El analisis de los patrones enzimaticos obtenidos por isoelectroenfoque
revela un aumento en las actividades de peroxidasas, esterasas y superdxido
dismutasas cuatro dias después de la infeccidon por ambas especies, asi como la
aparicion de peroxidasas.

La localizacion citoquimica de peroxidasas a nivel estructural revela una
reaccion altamente positiva de las células sincitiales al DAB y &cido homovanilico
cuya oxidacion por las peroxidasas se manifiesta por la formacion de depodsitos
electrondensos asociados con la membrana plasmatica, nuclear y vacuolas. Se
demuestra que existe una fuerte correlacion entre la expresion citologica de la
resistencia y la actividad peroxidasa.

A nivel histoquimico destaca la presencia relativamente abundante de lignina
en sincitios de cuatro dias. La afinidad de peroxidasas y esterasas para la
biosintesis de los sustratos de lignina y su capacidad para formar agua oxigenada
sugiere que estas enzimas pueden ayudar a sintetizar sustancias que formen una
barrera para bloquear al patdgeno. Nuestros resultados demuestran que en las fases
de interaccion incompatible entre la linea H-93-8 y las poblaciones de H. avenae y H.
filipjevi se inducen genes cuyos productos (peroxidasas, esterasas y superéoxido
dismutasas) pueden considerarse como integrantes de un sistema de defensa, cuya
accion combinada minimiza los efectos de la exposicion de las células a los agentes
oxidativos.
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DISEC’CION GENETICA DE LAS MULTIPLES FUNCIONES DE LA PROTEINA DE
LA CAPSIDA DEL VIRUS DEL MOSAICO DE LA ALFALFA (AMV) EN LA
REPLICACION DEL RNA VIRAL, SU ENCAPSIDACION Y MOVIMIENTO.

Tenllado, F.' y Bol, J.F.2

'Centro de Investigaciones Bioldgicas. Velazquez 144, 28006. Madrid. “Institute of
Molecular Plant Sciences, Leiden University. 2300 RA Leiden, The Netherlands.

La proteina de la capsida (CP) de virus pertenecientes a los géneros
Alfamovirus e llarvirus (Bromoviridae) presenta caracteristicas uUnicas entre los virus
de plantas, al ser necesaria su presencia en el indculo para que se inicie la infeccion
viral (activacion genomica) y, una vez expresada en la célula vegetal, estimular la
acumulacion asimétrica de cadenas positivas del RNA viral. Ademas, la CP de estos
virus comparte con la de otros grupos de virus una funcién estructural en la
formacion del virion, asi como un papel en el movimiento célula a célula y a lo largo
del sistema vascular de la planta de la particula infecciosa viral.

Un aspecto interesante en el estudio del ciclo de infeccion de AMV es
determinar si las multiples funciones de la CP se llevan a cabo por un Unico dominio
funcional de la proteina o bien si distintos dominios de la CP son los responsables.
Con tal fin, se realiz6 un analisis mutacional de la CP estudiando en el sistema de
los dos hibridos en levadura el efecto de distintas mutaciones, puntuales o de
deleccion, en la capacidad de la CP de dimerizar, paso previo a la formacién del
virion. Ademas, estas mismas mutaciones fueron introducidas en un clon infeccioso
del RNA 3 (0 RNA 4) de AMV para determinar su efecto sobre la activacion
genomica, sintesis de cadenas positivas, formacion del virion y movimiento del virus.
Mutaciones que interfirieron con la formacién del dimero CP tuvieron poco efecto en
la iniciacidon de la infeccion o en la acumulacién de cadenas positivas del RNA viral.
Sin embargo, estas mutaciones afectaron el proceso de formacion de la particula
viral y redujeron o eliminaron la capacidad de movimiento célula a célula del virus.
Seis de los siete amino&cidos basicos de la region N-terminal de la CP (posiciones
5, 6, 10, 13, 16 y 25) pudieron ser deleccionados o mutados a alanina sin afectar
ningun paso del ciclo de infeccion viral excepto el movimiento sistémico en plantas.
El cambio de la Arginina en posicién 17 interfirid con el proceso de iniciacion de la
infeccion y el movimiento célula a célula del virus pero no con la acumulacion de
cadenas positivas o la formacion del virion. Los resultados indican que existen
distintos dominios de la CP de AMV implicados en las funciones de iniciacién de la
infeccion, acumulacion de cadenas positivas, formacién del virion, movimiento célula
a célula y translocacion sistémica del virus.
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ANALISIS PRELIMINAR DE LA FUNCION SUPRESORA DE SILENCIAMIENTO
GENICO DEL GEN HC-PRO DEL POTYVIRUS DE LA SHARKA

Gonzalez-Jara, P., Canto, T.!, Martinez-Garcia, B., Atencio, F.A., Tenllado, F.,
Barajas, D., Lépez-Abella, D. y Diaz-Ruiz, J.R.

Departamento de Biologia de Plantas. Centro de Investigaciones Bioldgicas. CSIC.
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Recientemente se ha demostrado que las interacciones sinérgicas que los
potyvirus tienen en infecciones mixtas con virus de otros grupos son el resultado de
la supresion de un mecanismo de defensa de la planta por una proteina
multifuncional denominada HC-Pro codificada por el genoma de potyvirus.

Con el fin de profundizar en el conocimiento de este mecanismo hemos
construido clones de cDNA con la secuencia completa del HC-Pro de un aislado
espafiol del potyvirus de la sharka (plum pox virus, PPV), afiadiéndole a un clon dos
tripletes extras, un AUG y un TAA, al inicio y al final de la secuencia,
respectivamente, para permitir la correcta traduccion del producto proteico
correspondiente, y a otro clon, un codon de terminacion al inicio de la secuencia, de
manera que no se permita su traduccién a proteina. Los citados clones del HC-Pro,
traducible y no traducible, se han introducido en un clon completo infectivo del
potexvirus X de la patata (potato virus X, PVX), originando los virus quiméricos
denominados PVX-HC-T y PVX-HC-NT, respectivamente. Los transcritos de RNA
obtenidos a partir de estos clones han sido infectivos en plantas de Nicotiana
benthamiana. Las plantas inoculadas con PVX-HC-NT desarrollaron los mismos
sintomas que las inoculadas con transcritos del clon de PVX sin inserto, utilizado
como control, aunque estos sintomas aparecieron con un retraso aproximado de un
dia. Sin embargo, en las plantas inoculadas con PVX-HC-T el sintoma inicial fue
seguido de una reaccidn sinérgica consistente en una necrosis sistémica que
provoca la muerte de la planta, como se ha publicado con otros HC-Pro de potyvirus.
Como era previsible, la proteina HC-Pro de PPV fue detectada sélo en las plantas
inoculadas con PVX-HC-T, mediante ensayos Western blot utilizando un antisuero
preparado en el laboratorio. La estabilidad de los insertos fue comprobada mediante
ensayos Northern blot, utilizando sondas especificas para PVX. El efecto sinérgico
ocasionado por PVX-HC-T no fue reproducido cuando se co-inocularon PPV y PVX
en la misma planta, aunque si cuando se inoculé PPV con una antelacion de entre
24 y 48 horas con respecto a la inoculacién de PVX.

Todos estos resultados, por un lado, corroboran las conclusiones obtenidas
por otros autores acerca del papel que desempefia el producto proteico del gen HC-
Pro, y no su RNA, en la inhibicion del mecanismo de defensa antiviral en plantas vy,
por otro, nos va a permitir manipular los clones de PPV obtenidos para analizar su
efecto sobre la supresion del mecanismo de silenciamiento génico postranscripcional
en plantas.
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RELACIONES VIRUS-PLANTA EN LA FORMACION Y ACUMULACION DE LAS
PARTICULAS DEFECTIVAS INTERFERENTES DEL BROMOVIRUS DEL
MOTEADO DEL HABA (BBMV)

Llamas, S., Sandoval, C., Babin, M. y Romero, J.

Departamento de Proteccion Vegetal, INIA Autopista A-6, Km 7,0 28040-Madrid.

RNAs defectivos (D) y defectivos interferentes (DI-RNAS) han sido descritos
en diversos grupos de virus de plantas y animales y se diferencian porque los RNAs
defectivos a diferencia de los DI-RNAs no tienen un efecto aparente en los sintomas
que ocasiona el virus auxiliar. DI-RNAs han sido encontrados en diversas razas del
Bromovirus moteado del haba (Broad bean mottle virus, BBMV), y sus propiedades
estudiadas. La eficiente propagacion de estas particulas depende de la presencia
de las sefiales de replicacidon y de otros factores intrinsicos y externos. Para conocer
como estas particulas influyen en el ciclo de vida de un virus, parece necesario
conocer en detalle los factores implicados en la formacion replicacién y acumulacion
de los DI-RNAs en sus huéspedes. Ensayos biologicos en diversas plantas
demostraron un efecto diferencial de los huéspedes en la formacion, acumulacion y
encapsidacion de los DI-RNAs y un condicionamiento en el tamafio de estas
particulas cuando son formadas de novo a través de pases sucesivos sobre un
determinado huésped en diversas condiciones ambientales. De esta manera habas
crecidas en invernadero producen DI-RNAs denominadas grandes (2,3 Kb) y en
fitrotdbn a 20 °C DI-RNAs pequeias (1,9 Kb). En plantulas de guisante el efecto es
diferente produciendo DI-RNAs pequefios en invernadero y grandes en fitroton. Un
factor importante de esta relacion es la temperatura, ya que temperaturas bajas 12 —
16 °C favorecen la formacion de los DI-RNAs uno dos pases antes y manifiestan
sintomas 2 — 3 dias antes de los respectivos controles. Diversas construcciones de
DI-RNAs artificiales que mantenian o no el marco de lectura de la proteina truncada
2a que producen las DI-RNAs han servido para determinar las necesidades de
tamafio, secuencias y capacidad codificadora necesarios para la eficiente
replicacion, acumulacion y encapsidacion de los DI-RNAs. Finalmente hemos
estudiado la capacidad interferente de estas particulas en protoplastos y planta y los
efectos que producen en la infeccion viral. La formacion de particulas defectivas
interferentes en una infeccion del BBMV, podria ser un mecanismo usado por el
virus para superar procesos de seleccion en la infeccidén viral y un componente
esencial en el proceso evolutivo del virus.
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Bemisia tabaci (Gen.): ANATOMIA INTERNA Y RELACION CON EL VIRUS DEL
RIZADO AMARILLO DEL TOMATE

Medina, V., Bedford, 1.2, Marta, F., Pinner, M.S.2, Markham, P.G.?
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Se han analizado mediante inmunoelectromicroscopia con oro coloidal
algunos geminivirus: ‘Tomato yellow leaf curl geminivirus’ cepa de Cerdefia (TYLCV-
Sr), dos cepas de ‘African cassava mosaic geminivirus’ (ACMV), transmisible (VT) y
no transmisible por su vector (VNT), ‘Tobaco leaf curl geminivirus’ (TobLCV) y
‘Asystasia golden mosaic geminivirus’ (AGMV), en Bemisia tabaci Gennadius, mosca
blanca del tabaco. El antisuero utilizado fue uno especifico contra la cepa de AMV
transmisible por B. tabaci. Se ha estudiado la anatomia interna del insecto a nivel
celular con el fin de conocer los lugares de acumulacion y el modelo de circulacion
y/o transporte de los geminivirus a través del insecto.

El antisuero reaccion6 fuertemente con TYLCV-Sar y ACMV, pero
débilmente frente a otros virus. El marcaje se localizé principalmente en las células
de la camara filtrante y las glandulas salivares. En la cdmara filtrante se observo
marcaje en el interior de estructuras semejantes a lisosomas y en el lumen del
intestino. En las glandulas salivares accesorias se marcaron un gran numero de
vesiculas que contenian estructuras fibrilares. No se pudieron observar particulas
semejantes a geminivirus en ningun caso. En el caso del aislado ACMV-VNT, no se
produjo marcaje de tejidos u 6rganos y Unicamente se marcaron estructuras en el
lumen del intestino del insecto.
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DETECCION ESPECIFICA DE LOS PATOTIPOS DEFOLIANTE Y NO
DEFOLIANTE DE Verticillium dahliae EN PLANTAS DE OLIVO INFECTADAS
MEDIANTE “NESTED” -PCR

Mercado Blanco, J., Rodriguez Jurado, D., Parrilla Araujo, S., Pérez Artés, E. y
Jiménez Diaz, R.M.

Departamento de Proteccion de Cultivos. Instituto de Agricultura Sostenible. CSIC.
Apartado 4084. 14080 Cordoba.

La Verticilosis del olivo (VO), causada por los patotipos defoliante (D) y no
defoliante (ND) de Verticillium dahliae Kleb., es considerada en la actualidad una de
las enfermedades de etiologia fungica mas amenazadora para el olivar. Su creciente
expansion en Andalucia y otras zonas olivareras espafiolas se debe, muy
posiblemente, al establecimiento de nuevas plantaciones en suelos infestados por el
patogeno y/o la utilizacion de material de plantacion infectado. Por ello, para una
estrategia de manejo integrado de la VO son claves la utilizacibn de material de
plantacion certificado libre del patégeno y la eleccion de suelos no infestados o
conteniendo minima densidad de indculo de éste. En ambos casos, la diferente
virulencia de los patotipos D y ND sobre cultivares de olivo hace que la correcta
identificacion de los patotipos sea determinante para la eficacia de la medida de
control. La caracterizacion patogénica de dichos patotipos es laboriosa y costosa en
material, espacio y tiempo. En nuestro laboratorio, la aplicacién de métodos de
diagnéstico molecular basados en la reaccion de PCR ha dado lugar recientemente
al desarrollo de iniciadores (“primers”) especificos de los patotipo D y ND de V.
dahliae (1), que permiten su identificacién rapida, factible y reproducible utilizando
micelio puro del hongo. Basado en estos resultados, se ha desarrollado un
procedimiento que permite diagnosticar especificamente la infeccibn por los
patotipos D y ND en plantones de cultivares de olivo de diferente edad. Muestras de
tallos y raices de plantas de olivo de 3 a 14 meses de edad, inoculados
artificialmente con suspensiones de conidias de los aislados V4 (ND) y V138 (D), se
sometieron a un proceso de liofilizacion vy triturado que proporciona una mezcla
adecuada para su posterior uso en protocolos de extraccion de ADN total con
“calidad PCR”. Utilizando dicho material, se ha desarrollado un protocolo de
diagnéstico molecular mediante PCR y PCR secuencial (“nested’-PCR) e iniciadores
especificos, que permite la identificacion diferencial de ambos patotipos desde los
momentos iniciales tras la inoculacién, en plantas sintomaticas o asintomaticas, asi
como en plantas en las que ocurrid remision de sintomas meses después de
aguélla. Los resultados de este estudio aportan una herramienta diagndstica
susceptible de ser usada en programas de certificacion de material vegetal.
Ademas, se presentan resultados que indican su utilidad como herramienta
molecular para investigaciones sobre el desarrollo epidemioldgico de la VO
utilizando muestras de tejidos de plantas adultas obtenidas de olivares afectados de
Verticilosis.

(1) Pérez-Artés et al., (2000). Eur. J. Plant. Pathol. In press.

Subvencionado por el proyecto CYCIT OLI96-2131.
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IDENTIFICACION, CLASIFICACION Y POLIMORFISMO, DE Spilocaea oleagina,
AGENTE CAUSANTE DEL REPILO EN EL OLIVO.

Gonzalez-Lamothe, R., Baldoni, L., Trapero, A.®), Valpuesta, V. y Botella, M.A.

Departamento de Biologia Molecular y Bioquimica. Facultad de Ciencias.
Universidad de Malaga.

(1) Instituto di Recerche sulla Olivocultura-C.N.R. Perugia. Italia.

(2) Departamento de Agronomia. Universidad de Cordoba.

La enfermedad del repilo, causada por el hongo Spilocaea oleagina, es uno
de los problemas mas importantes en el cultivo del olivo de toda la region
mediterranea. Aunque algunos aspectos del ciclo vital de Spilocaea son conocidos,
no se tiene certeza de la existencia de reproduccion sexual, ni de la variacion y
especializacién del patdégeno.

En primer lugar, se identific6 el hongo crecido "in vitro" como agente
causante del repilo por medio de AFLP.

En segundo lugar y con el objeto de estudiar la clasificacion de Spilocaea
oleagina se clonaron y secuenciaron el DNA ribosomico 16S, y un fragmento del
DNA ribosomico 25S que contiene los tres dominios hipervariables D1, D2 y D3. El
andlisis de estas secuencias, y la construccion de arboles filogenéticos a partir de
ellas nos permitio identificar a Spilocaea oleagina como organismo perteneciente a
la clase Loculomycetes, y con alta probabilidad al género Venturia.

Finalmente se estudio del grado de polimorfismo de la poblacion del hongo
mediante AFLP, y analisis de secuencias ITR y dominios D1, D2 y D3 del DNA
ribosomico 25S.
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ESTUDIOS PRELIMINARES DE LA VARIABILIDAD DEL TYLCV EN ESPANA

Font, I., Martinez, P. y Jord4, C.

Area de Patologia Vegetal (Virologia). Dpto. de Produccién Vegetal, Universidad
Politécnica de Valencia. E.T.S.I.Agronomos. Camino de Vera n° 14. 46022. Valencia.

El Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) comunmente llamado virus del
rizado amarillo del tomate es un virus de la familia Gemiviridae perteneciente al
género Begomovirus. Tradicionalmente, los diferentes aislados de TYLCV han sido
incluidos dentro de dos tipos : Tomato yellow leaf curl-Sardinia (TYLCV-Sar) y
Tomato yellow leaf curl-Israel (TYLCV-Isr). Estudios basados en la secuencia de la
proteina de la capsida de los distintos aislados de TYLCV mostraban dos
agrupaciones claramente diferentes de los mismos, por lo que recientemente (mayo
de 1999) han sido denominadas, por el Comité Internacional de Taxonomia de Virus
(ICTV), como dos especies distintas.

Con el objeto de estudiar la variabilidad y poder caracterizar los distintos
aislados de TYLCV en tipos diferentes se llevo a cabo un analisis RFLPs de 245
muestras infectadas por TYLCV, procedentes todas ellas de zonas productoras de
tomate del territorio nacional. Para ello se amplifico por PCR el ADN mediante una
pareja de oligonucledtidos universales para el género Begomovirus, disefiados por
nosotros. Posteriormente el fragmento amplificado se digerié con un total de nueve
endonucleasas de restriccion: Alul, Haelll, Hpall, Rsal, Sau3A, Tagl, Ddel, Hinfl y
ScrFl. La digestion con cada una de estas endonucleasas dio como resultado
diferentes patrones de bandas dependiendo del enzima utilizado. La combinacion de
cada uno de los patrones individuales (obtenido con un enzima de restriccion) dio
como resultado un total de diecisiete patrones compuestos o tipos diferentes. La
mayoria de los patrones identificados han sido correlacionados con la especie
TYLCV-Sar (5) y TYLCV-Isr (12); entre ellos cabe citar TYLCV tipo: Murcia-Almeria,
Sardinia, Israel, Spain y Portugal.

Aunque los datos de secuencia ofrecen mas informacion que el analisis de
restriccion, ésta técnica puede ser usada para la identificacion de los diferentes
aislados de TYLCV. De esta manera hemos comprobado que mediante el uso de tan
sé6lo cinco de la nueve endonucleasas de restriccion: Haelll, Rsal, Hinfl, Taql y Hpall
se pueden llegar a diferenciar de manera rapida y sencilla los diferentes aislados de
TYLCV.
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HONGOS ENDOFITICOS Y MICOVIRUS EN POBLACIONES NATURALES DE
Festucarubra

Zabalgogeazcoa, |.}, Vazquez de Aldana, B.R.}, Garcia Ciudad, A.}, Benito, E.P.?
Eslava, A.P.? y Garcia Criado, B.*
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2 Departamento de Microbiologia y Genética, Universidad de Salamanca.

La peninsula Ibérica es un centro de diversidad de Festuca rubra, una
graminea muy apreciada para la formacion de céspedes. Se ha estudiado la
incidencia de plantas infectadas por el ascomiceto endofitico Epichloé festucae
(Fam. Clavicipitaceae) en poblaciones naturales de F. rubra en dos ecosistemas
distintos: pastos semiaridos de dehesas y acantilados marinos. En estas
poblaciones, cerca del 70% de las plantas estan infectadas por Epichloé. Este hongo
coloniza permanentemente la vaina foliar y los tallos de las plantas y se transmite
verticalmente por semilla. Las plantas infectadas no muestran ningun sintoma, pero

en ellas se ha detectado la presencia del alcaloide toxico ergovalina.
En vista de que este hongo es transmitido como un caracter materno y su asociacion con la planta
es duradera, la existencia de altas frecuencias de infeccion en ambientes inhdspitos parece
indicar que la infeccién no es perjudicial para las plantas, sino que incluso podria ser beneficiosa.

Por otro lado, se ha detectado la presencia de dos elementos de RNA
bicatenario (RNAbc) en cultivos de E. festucae obtenidos de plantas de F. rubra. Uno
de ellos (EfV) tiene un tamafio de 5 kbp y esta encapsidado en particulas
isométricas de 50 nm. Estas caracteristicas son tipicas de micovirus de la familia
Totiviridae. El otro RNAbc (M), tiene un tamafio de 2.5 kbp, no esta encapsidado y
su secuencia nucleotidica no es homodloga a la de EfV. EfV y M son persistentes en
el hongo hospedador y se transmiten eficientemente de hifas a conidios.

Se ha realizado un estudio de la incidencia de estos virus en aislados de
Epichloé obtenidos de una poblacién natural de F. rubra en la cual el 78% de las
plantas (n=33) estaban infectadas por E. festucae. La mayoria de los aislados de
Epichloé (82%) resultaron estar infectados por RNAbc, pero algunos estaban
infectados por EfV y M, mientras que otros solo por el elemento M. Esto implica que
el elemento M no depende de EfV para su replicacion.

Los micovirus conocidos se transmiten por fusion celular. La elevada
incidencia de virus en esta poblacion de E. festucae podria indicar que todas las
plantas asociadas a este hongo han sido infectadas por el mismo genotipo, 0 que
existe un contacto entre hongos de distintos genotipos.
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ESTUDIOS PRELIMINARES SOBRE LAS NECROSIS FOLIARES Y DE FRUTOS
EN CITRICOS CAUSADA POR Alternaria.

Vicent, A., Asensi, M.J.}, Badal, J.%, Alfaro-Lassala, F.?, Cuenca, F.?, Armengol, J.,
Sales, R.'y Garcia-Jiménez, J.*
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46460 Silla (Valencia).

En parcelas de mandarinos Fortune de diferentes zonas de la Comunidad Valenciana se viene
detectando desde el afio 1999 una nueva afeccion hasta ahora desconocida en Espafia. Los
sintomas observados consisten en necrosis de hojas y tallos en las brotaciones primaverales:
sobre el limbo foliar se aprecian areas necrosadas de tamafio variable que se extienden siguiendo
las nerviaciones de la hoja y que acaban provocando su caida prematura. Los frutos pueden verse
afectados desde el cuajado, presentando pequefias lesiones necroticas superficiales. Estos frutos
pueden caer al suelo o, a medida que maduran, las lesiones se van agudizando en forma de
zonas deprimidas de color marron oscuro con un halo amarillento a su alrededor. Posteriormente
esta afeccion se ha detectado también en tangelo Minneola, donde causa también dafios severos
y, con menor gravedad, en mandarina Nova.

De las zonas afectadas se obtuvieron consistentemente aislados
pertenecientes al género Alternaria que, en ensayos de patogenicidad sobre hojas
de mandarina Fortune, desarrollaron los mismos sintomas foliares observados en
campo. Este hongo es capaz de sintetizar toxinas hospedante-especificas causando
la enfermedad conocida en terminologia inglesa como "brown spot" sobre algunos
cultivares de citricos. Aunque este patégeno ha sido identificado como Alternaria
alternata pv. citri, actualmente su encuadramiento taxondémico es poco claro,
clasificandose incluso como nuevas especies de Alternaria.

Actualmente los trabajos en curso se estan enfocando principalmente al
control, mediante ensayos de tratamientos con diferentes fungicidas y con diferentes
estrategias de aplicacién, al conocimiento epidemiologico de la enfermedad y a
determinar el rango potencial de cultivares citricos susceptibles.
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TRANSMISION, DIAGN,(')STICO Y VARIABILIDAD MOLECULAR DEL VIRUS DE
LAS MANCHAS NECROTICAS DE LOS PRUNUS (PNRSV).

Aparicio, F.'?, Sanchez-Pina, M.A.%, Saade, M.! y Péllas, V.}?

'Departamento de Mejora y Patologia Vegetal. CEBAS-CSIC. Murcia.
?|nstituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas. CSIC-UPV. Valéncia.

El PNRSV es el agente causal de varias enfermedades que afectan a la
mayoria de frutales de hueso causando en estos cultivos importantes pérdidas que
pueden llegar a ser de hasta un 30% en crecimiento y un 60% en productividad de
los arboles infectados. Este virus se transmite mediante semillas via polen infectado,
si bien el mecanismo de transmisién es practicamente desconocido. Con el fin de
profundizar en el estudio de la transmision del virus, se abordd, mediante hibridacion
molecular no radioactiva, RT-PCR e hibridacién in situ la localizacion del virus en el
grano de polen. Asi se pudo determinar que la célula generativa que dara lugar a los
gametos (células espermaticas), se halla libre de PNRSV, siendo el citoplasma de la
célula vegetativa, encargada de desarrollar el tubo polinico, donde se acumula el
virus. Este resultado parece sugerir que los gametos masculinos no estarian
implicados en la transmision del virus a la semilla.

Por otro lado el PNRSV, el virus del mosaico del manzano (ApMV) y el virus
del enanismo del ciruelo (PDV) son los tres ilarvirus mas ampliamente distribuidos y
econdémicamente dafiinos que infectan a los cultivos de frutales de hueso. Con el fin
de contribuir al desarrollo de técnicas mas sensibles y econdmicas destinadas a la
deteccion de material infectado se desarroll6 la deteccién simultanea de los tres
virus mediante hibridacion no radioactiva con una mezcla de sondas especificas
para cada virus y una multiplex RT-PCR. Para esta ultima técnica se aprovecho la
elevada homologia que presentan estos ilarvirus en el extremo 3’ de sus RNA 3 para
disefiar un Unico cebador degenerado antisentido, el cual, junto a un cebador
sentido especifico para cada uno de los virus permitio, en muestras de campo
naturalmente infectadas, la deteccion simultanea y la identificacién de cualquiera de

los tres virus presentes en la muestra en una unica reaccion de RT-PCR.
Diversos estudios han puesto de manifiesto la existencia de diferentes aislados del

PNRSYV caracterizados por determinadas propiedades tanto serologicas como bioldgicas. Con el fin
de estudiar la variabilidad molecular y buscar una correlacién con la variabilidad biolégica se cloné y
secuencid el RNA 3 de quince aislados del PNRSV procedentes de cinco huéspedes y con diferente
sintomatologia. La comparacion de las secuencias mostré6 una gran homologia entre los aislados
tanto en las zonas codificantes como en las no codificantes. El andlisis filogenético origind el
agrupamiento de los quince aislados en tres grupos claramente diferenciados que podria estar
reflejando relaciones evolutivas del PNRSV. Sin embargo no pudo establecerse una correlacion entre

variabilidad molecular y sintomatologia y/o especificidad de huésped.

Trabajo financiado por la DIGICYT, proyecto BIO99-0854.



0-34
VARIABILIDAD DEL VIROIDE DE LA EXOCORTIS DE LOS CITRICOS (CEVd) EN
AISLADOS DE PLANTAS DE HABA (Vicia faba).

Gandia, M., y Duran-Vila, N.

Area de Viroides. Dpto de Proteccion Vegetal y Biotecnologia. I.V.I.A. Ctra Moncada-
Naquera Km 3.5. 46113. Moncada. Valencia.

El viroide de la exocortis de los citricos (CEVd) (Semancik et al, 1972) es
una molécula de RNA de simple cadena covalentemente cerrada, cuyo tamafo
oscila entre 370 y 375 nucle6tidos y que adopta una estructura secundaria en forma
de varilla (Visvader et al, 1982; Gross et al, 1982). EI CEVd se replica en ausencia
de mecanismos de prueba de lectura, lo cual da lugar a una elevada tasa de
variabilidad. Se postula que este viroide infecta un huésped susceptible en forma de
un numero diferente de variantes de secuencia.

Se analizaron plantas de haba (Vicia faba) que presentaban el viroide a
bajas concentraciones y en las que no aparecia sintomatologia. Se obtuvieron
extractos de CEVd de dichas plantas, los cuales constituyeron una poblacioén inicial a
partir de la fuente de viroide. Dichos extractos se inocularon en plantas de tomate y
tras la aparicion de sintomas en ellos, se realizaron nuevas extracciones con las
cuales se infectaron nuevas plantas de haba que tras un determinado periodo de
tiempo registraron presencia de CEVd en altas concentraciones y sintomatologia
(Fagoaga et al, 1995). Se obtuvieron extractos de estas plantas de haba
sintomaticas, los cuales constituyeron una nueva poblacién a partir de la fuente de
viroide inicial.

La poblacion inicial de viroide a partir de habas asintoméaticas y la segunda
poblacién obtenida a partir de habas sintomaticas fueron analizadas usando la
técnica de SSCP. Los resultados mostraron mas variabilidad de secuencia en la
poblacion inicial del viroide que en la poblacién sintomatica. La secuenciacion de los
distintos clones confirmé la existencia de una variante de secuencia mayoritaria en la
poblacién de habas sintométicas, mientras que la poblacién inicial de viroide registrd
una mayor variabilidad de secuencia. Dicha variante mayoritaria presentdé mas
homologia con la secuencia consenso perteneciente a la clase A (Visvader y
Symons, 1985) que produce sintomatologia severa en tomate, lo cual podria explicar
la apariciobn de sintomas en habas. Algunas de las variantes de secuencia de la
poblacion de viroide asintomatica presentaron homologia con la secuencia consenso
de la clase B (Visvader y Symons, 1985) que produce sintomas suaves en tomate,

con lo que se explicaria la ausencia de sintomas en habas.
Con el fin de estudiar qué cambios se han producido en la fuente de viroide tras su paso por un
hospedador intermedio, que ha generado una nueva poblacién sintomatica y para estudiar la
capacidad infectiva de las distintas variantes, se generaron dimeros a partir de variantes de las
dos poblaciones de viroide, con los cuales se infectaran nuevas plantas de haba.
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DETECCION SIMULTANEA DE 4 VIRUS Y LA BACTERIA Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi EN OLIVO MEDIANTE MULTIPLEX-NESTED PCR EN
UN SOLO TUBO CERRADO

Bertolini, E., Olmos, A., Gorris, M.T., Martinez, M.C., Lopez, M.M. y Cambra, M.

Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA). Dpto. de Proteccion Vegetal
y Biotecnologia. Laboratorio de Virologia e Inmunologia. Apdo. oficial. 46113
Moncada, Valencia.

Espafia es el pais que mas superficie dedica al cultivo del olivo en el mundo,
unos 2,5 millones de hectareas, lo que supone mas del 25 % de la superficie
mundial. Existe un interés creciente por este cultivo mas alla de las zonas clasicas
del Mediterraneo, principalmente en paises de América del Sur (Argentina, Chile,
Colombia y Uruguay) y en Australia. Por ello, se hace necesario disponer de material
vegetal de calidad que responda a la creciente demanda de un mercado en
expansion pero cada vez mas exigente. El Real Decreto 1678/1999 de 29 de octubre
establece requisitos de control y certificacion de la calidad de las plantas de vivero
de olivo, por los cuales se especifica que éstas deben estar libres del virus del
mosaico del arabis (ArMV), del enrollado del cerezo (CLRV), del mosaico del pepino
(CMV), del virus latente de las manchas anulares de la fresa (SLRV) y de la bacteria
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi, causante de la tuberculosis del olivo.

En Espafia se detecta esporadicamente CLRV, CMV y SLRV y con
frecuencia Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi. El diagndstico y deteccion de
la bacteria no plantea problemas, pero si el de los virus. Se han ensayado diferentes
sistemas de deteccion, pero aquellos considerados clasicos como ELISA, RT-PCR o
IC-PCR resultan ineficaces debido a la baja carga viral, reacciones cruzadas (ELISA)
que inducen falsos positivos y problemas de inhibidores (PCR). Por todo ello, se ha
desarrollado un nuevo sistema que permite la amplificacion simultanea de dianas de
los cuatro virus y de la bacteria incluidos en el programa de certificacion espanol
mediante multiplex nested PCR segun el sistema disefiado por Olmos et al. (1999) y
patentado (P9801642). Para ello, se han disefiado iniciadores especificos (externos
e internos) para cada uno de los agentes patégenos.

Este método se ha acoplado a una hibridacion con sondas especificas
marcadas en 3’ con digoxigenina de cada virus y de la bacteria para realizar un
posterior revelado colorimétrico. Este revelado permite la simultanea deteccion y
caracterizacion de estos patdgenos en olivo de forma sencilla y muy sensible,
haciendo posible su uso en programas de certificacion. Su aplicacion muestra que el
estado sanitario general del olivo multiplicado en viveros o cultivado en colecciones
0 en campo, es muy aceptable, en nuestro pais.
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ESTRATEGIAS ALTERNATIVAS PARA EL CONTROL DEL VIRUS DEL RIZADO
AMARILLO DEL TOMATE (TYLCV)
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P.O. Box, 4002 Basel, Switzerland; “Repsol-YPF, Embajadores 183, 28045 Madrid.

La enfermedad del rizado amarillo del tomate es el principal factor limitante
para la produccion de tomate en el sur y sudeste peninsular espafol. EI agente
causal de esta enfermedad recibe el nombre de virus del rizado amarillo del tomate,
TYLCV, un complejo de virus de la familia Geminiviridae que en condiciones
naturales se transmiten a través de la mosca blanca Bemisia tabaci Gen. La
ausencia en el mercado de cultivares resistentes a este patdégeno, asi como la baja
eficacia de los insecticidas utilizados para controlar el insecto vector, hace
imprescindible la busqueda de estrategias alternativas para el control del virus. El
empleo de cubiertas plasticas fotoselectivas filtrantes de luz ultravioleta (UV) se ha
descrito como un buen método de control de TYLCV, alcanzandose reducciones en
la incidencia de este virus en tomate superiores al 50%. La proteccién se ha
relacionado con la capacidad de interferir con la vision de B. tabaci. Otra posible
alternativa para el control de TYLCV es la induccion de resistencia sistémica en las
plantas mediante la aplicacion de compuestos quimicos que activan ese mecanismo
de autodefensa. Uno de estos compuestos, el acibenzolar-S-metil (ASM) se ha
mostrado efectivo frente a enfermedades causadas por hongos, bacterias y virus en
diferentes cultivos.

Para determinar el efecto del plastico fotoselectivo sobre las poblaciones de
B. tabaci, asi como su eficacia en el control de las infecciones de TYLCV en tomate
en las condiciones climaticas, de presion del vector y tipo de invernadero
predominante en el sur de Espafia, se realizaron dos ensayos durante la campafa
1999/2000. En un invernadero tipo parral, se recubrio una mitad con plastico de
polietileno (PE) comercial, y la otra con plastico fotoselectivo desarrollado por Repsol
YPF. El efecto de ASM, solo y en combinacion con los insecticidas habitualmente
empleados en la zona para el control de B. tabaci, se evalud en tres ensayos en
cultivos al aire libre, uno realizado en la campafa 1998/1999 y dos en 1999/2000 en
dos zonas geogréficas con caracteristicas climaticas distintas.

Nuestros resultados muestran una clara reduccion de los niveles de B. tabaci
asi como de las infecciones por TYLCV bajo cubierta plastica filtrante de luz UV.
Esto se tradujo en mayor produccidn bajo estas cubiertas. La induccién de
resistencia sistémica con ASM en condiciones de presion infectiva media-alta resultd
en una menor gravedad de las infecciones de TYLCV, dando como resultado un
incremento de la produccién total.

El empleo de los plasticos fotoselectivos asi como la induccion de resistencia
sistémica con ASM se plantean como medidas adicionales a incorporar en los
programas de control integrado del TYLCV. En el caso de cultivos protegidos seria
muy interesante el estudio del efecto combinado de ambas alternativas.
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ANALISIS}GENETICO DE LA INTERACCION ENTRE EL VIRUS DE LA TRISTEZA
DE LOS CIIRICOS Y LAS CITRADIAS (C. aurantium L. x P. trifoliata (L.) Raf).

Ruiz, C., Bretd, M.P., Carbonell, E.A., Cambra, M. y Asins, M.J.

Dpto. Proteccion Vegetal y Biotecnologia. IVIA. Apdo. Oficial. 46113 Moncada
(Valencia).

La tristeza es la principal virosis que afecta al cultivo de los citricos en el mundo. El agente
causante de esta enfermedad, conocido como CTV (virus de la tristeza de los citricos) es un virus
de ARN perteneciente a la familia de los closterovirus. Actualmente no se conoce ningun citrico
resistente a todos sus aislados. El naranjo amargo esta muy bien adaptado a las condiciones
edafo-climaticas mediterraneas, sin embargo, es sensible a tristeza. El conocimiento de los genes
responsables de la enfermedad seria de gran interés en la obtencion de nuevos patrones de
citricos resistentes a CTV y adaptados a nuestras areas de cultivo.

Con el fin de localizar regiones genomicas en Poncirus y en Citrus
implicadas en la multiplicacién/distribucién del virus por la planta, se injertaron sobre
naranjo dulce 66 hibridos C. aurantium L. x P. trifoliata (L.) Raf. Una vez
desarrollados estos injertos se inoculd, por injerto en el patrén dulce, un aislado
comun de CTV de la coleccion del IVIA. La presencia del virus fue evaluada en dos
afos sucesivos mediante el método de inmunoimpresion vy, al final del segundo afio,
se cuantific6 mediante la técnica ELISA-DAS. Segun los resultados de este analisis,
los hibridos se pudieron clasificar claramente en tres grupos: resistentes, y
susceptibles de poca y gran multiplicacion/distribucion del virus.

El andlisis de mas de 150 marcadores de ADN (microsatélites, SCARs e
IRAPS) ha permitido la obtencidon de un mapa genético para cada especie parental.
La utilizacién de estos mapas en el analisis de QTL (“Quantitative Trait Loci”) de
multiplicacion/distribucion del virus pone de manifiesto la implicaciéon de mas de una
region genomica. La de mayor contribucién corresponde al locus Ctr de P. trifoliata,
que al igual que la implicada en C. aurantium, contiene un analogo de gen de
resistencia.

El 50% de los hibridos desarroll6 “acorchamiento de las nerviaduras” como
consecuencia de la presencia del virus en el patron dulce. Esta caracteristica, que se
comporta como monogénica, se localiza en una unica region genomica de C.
aurantium, entre dos nuevos loci microsatélites.

Estos resultados son directamente aplicables a la eleccion de parentales y a
la seleccidn precoz dentro de programas de mejora de patrones de citricos.
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INTRODUCCION DE MICROORGANISMOS BENEFICIOSOS EN EL CULTIVO
DEL FRESON SOMETIDO A TRATAMIENTOS DE SOLARIZACION Y
DESINFECCION QUIMICA.

Camprubi, A., Calvet, C., Estaun, V., Sabadell, S., Ferrer, |. y Aguado, A.

Institut de Recerca i Tecnologia Agroalimentaries (IRTA), Dept. de Proteccié Vegetal,
Ctra. de Cabrils s/n, 08348 Cabrils, Barcelona.

Los conocimientos actuales sobre los efectos nocivos de los pesticidas en el
medio ambiente, la acumulacién de residuos en los frutos y la toxicidad en el
hombre, han llevado a plantear la utilizacion de métodos alternativos a la
desinfeccién quimica de los suelos. En el presente trabajo se ha estudiado el efecto
de la solarizacidon, de la desinfeccion quimica con Metam-sodio y de la utilizacion
simultanea de microorganismos beneficiosos: micorrizas arbusculares (MA),
antagonistas microbianos como Trichoderma aureoviride y bacterias promotoras del
crecimiento de las plantas (PGPR), en el cultivo del freson. Al iniciarse el proceso de
produccion todas las plantas inoculadas o no con el hongo formador de micorrizas
arbusculares Glomus intraradices presentaban la simbiosis. No se observaron
diferencias significativas entre la solarizacion y la aplicacion de Metam-sodio en el
control de malas hierbas y en el rendimiento del cultivo. Los tratamientos con
microorganismos no influyeron en el rendimiento final del cultivo posiblemente
debido a la ausencia de patégenos de suelo y a la micorrizacion generalizada de
todas las plantas.

Para valorar los efectos de la desinfeccién del suelo sobre las poblaciones
nativas de hongos formadores de micorrizas arbusculares se determiné el nUmero
mas probable de propagulos infectivos antes y después de la aplicacion de la
solarizacion, la desinfeccion con Metam-sodio y con Bromuro de Metilo. La
solarizaciéon y la aplicacion de Metam-sodio redujeron las poblaciones de micorrizas
sin llegar a eliminarlas; por el contrario, la fumigacion con Bromuro de Metilo elimind
las poblaciones naturales.
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ANALISIS DE LA SUSCEPTIBILIDAD DE PAT’RONES’ DE FRUTALES A
Agrobacterium tumefaciens MEDIANTE REGRESION LOGISTICA

Lastra, B. Y, Cubero, J.®, Carbonell, E., Pinochet, J.® y Lépez, M. M. @

@ Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA), Apartado Oficial, 46113
Moncada, Valencia. ® Agromillora Catalana, El Rebato s/n. 08739 Subirats,
Barcelona.

La susceptibilidad de patrones de frutales a Agrobacterium tumefaciens no
ha sido abordada en ensayos comparativos, a pesar de ser su conocimiento
especialmente necesario en el caso de replantaciones en suelos en los que se
sospecha la presencia de la bacteria. Asimismo, las fuentes de resistencia podrian
ser muy Utiles para programas de obtencion de nuevos patrones.

En los afios 1998 y 1999 se realizaron dos ensayos de susceptibilidad a tres
cepas de Agrobacterium tumefaciens (B6, C58 y 251-21) comparando,
respectivamente 12 y 16 patrones de frutales de hueso. Se inocularon 50 plantas por
patron y cepa de Agrobacterium evaluandose en ellas tanto la sensibilidad en cuello
y raiz como en la parte aérea. Las plantas fueron heridas en raiz y cuello y el
substrato inoculado a una dosis de 10’ ufc/ml. También se hicieron heridas en el
tallo de las plantas que fueron inoculadas con una suspension de 10° ufc/ml de cada
cepa patogena de Agrobacterium.

Se analizé como variable dependiente el nUmero de tumores presentes en
los puntos de inoculacion y en las raices. También se observo la presencia de
tumores en puntos no inoculados debidos a la migracién sistémica de Agrobacterium
en estos huéspedes. Los datos fueron analizados mediante regresion logistica
asumiendo una distribucién binomial de los mismos.

El analisis revel6 la existencia de una fuerte interaccion entre patron y cepa
inoculada. La cepa B6 de Agrobacterium tumefaciens utilizada en el ensayo resulté
ser menos agresiva que las otras dos en cualquiera de los patrones. Ninguno de los
patrones fue inmune a la inoculacion sin embargo, Torinel fue el menos susceptible
a todas las cepas seguido por Deep Purple. El resto de los patrones comparados
(Adesoto 101, Barrier, Cadaman, GF-8.1, G x N 22, GF677, Laroda, Marianna 2624,
Marianna 4001, Mirobolan 29C, Monegro, Myrocal, AC-952, AC-959, AC-9501 y AC-
9502) presentaban niveles de susceptibilidad similares a todas las cepas de
Agrobacterium inoculadas y se pueden considerar como muy sensibles.

El modelo de regresion logistica resulta muy adecuado para el analisis de
este tipo de ensayos porque no es necesario transformar los datos para ser
ajustados a una distribucion normal, lo que hace mas facil su interpretacion
bioloégica. Ademas, el calculo de las Odds Ratio permite cuantificar la susceptibilidad
con un nivel de confianza del 99.5%.
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PROTECC}ION FRENTE A Phytophthora citrophthora EN PLANTAS
TRANSGENICAS DE NARANJO QUE EXPRESAN EL GEN DE LA PROTEINA
RELACIONADA CON PATOGENESIS P23 DE TOMATE

Fagoaga, C.', Rodrigo, 1.2, Conejero, V.%, Hinarejos, C.}, Tuset, J.J.}, Arnau, J.},
Pina, J.A.Y, Navarro, L.' y Pefia, L.!

'Dpto. Proteccién Vegetal y Biotecnologia. Instituto Valenciano de Investigaciones
Agrarias (IVIA). Apartado Oficial. 46113- Moncada. Valencia.

2 Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas, Universidad Politécnica de
Valencia - Consejo Superior de Investigaciones Cientificas. Camino de Vera s/n.
46022- Valencia.

Phytophthora citrophthora es el hongo patégeno mas dafiino y mas
ampliamente extendido por todas las areas citricolas del mundo. Produce
principalmente las enfermedades conocidas como gomosis, podredumbre del cuello
de la raiz y parte basal del tronco y aguado o podredumbre marrén de los frutos. La
gomosis es una podredumbre de la corteza que, en casos extremos, llega a producir
la estrangulacion y consiguiente muerte del arbol. Tradicionalmente, Phytophthora
se ha controlado mediante el uso de portainjertos tolerantes, medidas culturales y
tratamientos con agroquimicos muy caros. Sin embargo, hay pocos portainjertos de
calidad tolerantes a Phytophthora, lo cual limita el desarrollo de la citricultura en
ciertas areas.

La expresion constitutiva de proteinas implicadas en los mecanismos de
defensa de las plantas frente a la enfermedad es una de las estrategias propuestas
para incrementar su tolerancia frente a hongos. La proteina P23 es una PR de 23
KDa similar a osmotinas y es inducida en plantas de tomate (Lycopersicon
esculetum Mill. cv. Rutgers) cuando se infectan con CEVd (Citrus Exocortis Viroid).
Se ha demostrado la actividad antifungica de esta proteina en ensayos in vitro. Para
investigar su papel in vivo, se produjeron plantas de naranjo dulce transgénicas
(Citrus sinensis L. Osb. cv. Pineapple) que portaban un gen quimérico conteniendo
la secuencia codificante de la proteina PR de tomate P23 bajo el promotor 35S del
virus del mosaico de la coliflor. Nueve lineas transgénicas regeneradas expresaron
constitutivamente la proteina PR. Se inocularon trozos de corteza de estas plantas
con Phytophthora citrophthora y se observdé una reduccion significativa en el
desarrollo de las lesiones producidas por el hongo en una de las lineas transgénicas
en comparacion con las plantas control. Cuando plantas propagadas de esta misma
linea se inocularon con cultivos del hongo, se consiguieron porcentajes de
supervivencia mayores que en las plantas control. Estos resultados demuestran la
actividad antifungica in vivo de la proteina de tomate P23 frente a Phytophthora
citrophthora, y sugieren que esta estrategia podria ser empleada con éxito para
controlar a Phytophthora en citricos.
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PROTECCION FRENTE AL VIRUS DE LA TRISTEZA DE LOS CITRICOS EN
PLANTAS TRANSGENICAS DE LIMA MEXICANA CON EL GEN DE LA
PROTEINA DE LA CAPSIDA

Dominquez, A. , Guerri, J. , Pina, J.A., Cambra, M., Hermoso, A., Moreno, P.,
Navarro, L.y Pefa, L. .

Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias. Apdo. Oficial 46113. Moncada.
Valencia.

El virus de la tristeza de los citricos (CTV) causa una de las enfermedades
mas importantes de este cultivo. Este virus provoca el decaimiento de naranjos,
mandarinos y pomelos injertados sobre naranjo amargo, lo que ha obligado en la
mayor parte de los paises citricolas a abandonar el patron naranjo amargo y
sustituirlo por otros tolerantes al virus. Hasta el momento, no se han desarrollado
formas estables de proteccion. En los dltimos 10 afios, una de las estrategias mas
prometedoras de protecciéon frente a virosis ha sido la transformacion genética de
plantas con secuencias virales. EI gen mas utilizado ha sido el que codifica la
proteina de la capsida (CP) viral, que ha conferido proteccion eficaz en numerosos
sistemas planta-virus. En el presente trabajo se ha transformado lima Mexicana
(Citrus aurantifolia. Swing.) con los genes que codifican las CP de los aislados
espafoles T317 y T305 de CTV, el primero es asintomatico, mientras que el
segundo es muy virulento en varias especies de citricos. La lima Mexicana es una
especie muy sensible a este virus y se utiliza rutinariamente para el diagnoéstico de la
enfermedad mediante pruebas de infectividad, lo que la convierte en una planta
modelo para la evaluacion de la proteccion frente a CTV.

Para evaluar la proteccién desarrollada en las plantas transgénicas, éstas se
han inoculado mediante injerto de corteza con el aislado T305 de CTV, y mediante
pulgones (Aphis gossypii Glover), vector natural de CTV, con el aislado T300, muy
transmisible. En las brotaciones posteriores a la inoculaciéon se ha seguido el
desarrollo de la sintomatologia de la enfermedad y la acumulacion de virus mediante
ELISA. Se han evaluado mas de 50 lineas transgénicas, y el comportamiento que
han mostrado ha sido basicamente de dos tipos:

(1) lineas que no han desarrollado ningun grado de proteccion frente a CTV,
comportdndose de forma similar a las de lima Mexicana no transgénica. En general,
estas lineas muestran una acumulacion de CTV-CP baja o indetectable.

(2) lineas que han mostrado retraso en la aparicion de sintomas, atenuacion
de los mismos, y/o ausencia de estos en algunas de las plantas inoculadas. Cuando
se inoculan propagaciones de estas plantas asintomaticas, un porcentaje similar de
las propagaciones se muestra resistente. Estas lineas presentan en su mayoria
niveles de acumulacion de CTV-CP altos o muy altos. A este grupo pertenecen
también lineas con el transgén CP procedente del aislado T317, por lo que la
proteccion observada no parece ser muy dependiente de la homologia de secuencia.

En base a las caracteristicas moleculares de las plantas transgénicas y al
tipo de proteccion observada, el efecto del transgén parece ajustarse a un modelo
de proteccion mediada por proteina de capsida.
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SILENCIAMIENTO GENICO: HACIA UN NUEVO VECTOR PARA IDENTIFICAR FUNCION DE

GENES EN PLANTAS

Martin-Hernandez, A.M., Ratcliff, F. y Baulcombe, D.C.
The Sainsbury Laboratory, John Innes Centre, Norwich NR4 7UH, UK.

El silenciamiento génico es un fendbmeno que en ocasiones ocurre en
plantas tras la insercion de mdultiples transgenes o tras la infeccién con un virus que
lleva algun gen presente en el genoma celular. Se manifiesta como la ausencia de
expresion tanto del gen introducido como del previamente existente en la célula.
Este fendmeno se lleva estudiando muchos afios en nuestro laboratorio usando
como vector viral el virus X de la patata (PVX) para silenciar especificamente genes
en N. benthamiana. PVX presenta algunas limitaciones, como su incapacidad para
infectar A. thaliana o para invadir meristemos. Para superar estos y otros problemas
hemos desarrollado un nuevo vector basado en tobacco rattle virus (TRV), virus que
cumple ambas caracteristicas. El genoma de TRV consta de dos RNAs de cadena
positiva. El RNA 1 puede replicarse y moverse autbnomamente. EI RNA 2 codifica
para la proteina de la capsida y para genes requeridos para la transmisién por
nematodos. El clonaje del RNA 1 ha sido el factor limitante para el desarrollo de este
nuevo vector, pero recientemente hemos conseguido en nuestro laboratorio un clon
de este RNA gue es infeccioso cuando se inocula solo y que es capaz de replicar al
RNA 2. Para comprobar la eficacia del nuevo sistema hemos silenciado con éxito
algunos genes en A. thaliana y en N. benthamiana, incluyendo NFL, un gen
implicado en desarrollo floral y hemos comprobado que el nuevo clon aumenta la
eficacia y reproducibilidad de silenciamiento respecto al RNA 1 natural.
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EL DOMINIO PROTEASA DE LA PROTEINA Nla DEL VIRUS Y DE LA PATATA
(PVY) INDUCE LA RESPUESTA MEDIADA POR Ry

Mestre, P., Brigneti, G. y Baulcombe, D.C.

The Sainsbury Laboratory, John Innes Centre, Norwich, NR4 7UH, UK.

Ry es un gen dominante procedente de Solamun stoloniferum que en patata
confiere resistencia extrema frente a todos los aislados conocidos del virus Y de la
patata (PVY). La resistencia mediada por Ry presenta varios aspectos en comun con
la resistencia frente al virus X de la patata (PVX) mediada por el gen Rx: las plantas
resistentes no muestran sintomas macroscopicos tras ser inoculadas, no se puede
detectar acumulacion viral mediante ELISA o hibridacion de RNA vy la resistencia es
activa en protoplastos. Ambos genes son distintos de otros genes de resistencia
conocidos, en los que la resistencia da lugar a una respuesta hipersensible con
muerte celular. Rx pertenece a la clase de genes de resistencia conocidos como
NBS-LRR. Rx reconoce especificamente la proteina de la cépsida de aislados
avirulentos del PVX activando la respuesta de resistencia extrema; sin embargo, se
ha visto que la expresion consitutiva de la proteina de la capsida del PVX da lugar a
una respuesta hipersensible mediada por Rx.

Ry ha sido mapeado en el cromosoma Xl del genoma de la patata en un
“cluster” de genes de resistencia, pero no se sabe nada sobre los factores virales
implicados en la interaccion entre PVY y Ry. Basandonos en las similaridades que
presentan las resistencias mediadas por Ry y Rx, predijimos que alguna de las
proteinas codificadas por PVY seria el elicitor de la resistencia mediada por Ry y que
se podria observar una respuesta hipersensible cuando el elicitor fuera expresado
constitutivamente en lugar de ser expresado por el virus. En base a esta prediccion,
cada una de las putativas proteinas virales se expres6 de manera constitutiva en
hojas de plantas de patata resistentes (Ry) y susceptibles (ry) al PVY. Nuestros
resultados indican que el dominio proteasa de la proteasa Nla del PVY es el elicitor
de la resistencia mediada por Ry. Mutaciones en el centro activo de la proteasa
eliminan su capacidad para activar la respuesta mediada por Ry, indicando una
posible implicacion del centro activo en la activacion de la resistencia.
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DOS MECANISMOS EN LA RESISTENCIA TRANSGENI,CA CONFERIDA POR EL
ARN 1 DE CMV: UNO DE SUPRESION DEL ARN HOMOLOGO VIRAL PERO NO
DEL TRANSGENICO, Y OTRO DE BLOQUEO A NIVEL DEL FLOEMA

Canto, T. y Palukaitis, P.

Scottish Crop Research Institute. Virology Department. Invergowrie, Dundee DD2
5DA. Escocia, UK.

La resistencia sistémica al virus del mosaico del pepino (cucumber mosaic virus, CMV) en plantas
de tabaco transgénicas para el ARN 1 de CMV conlleva: A, la supresion especifica del ARN 1 en
hoja inoculada, y B, la inhibicién del movimiento de larga distancia del virus, aunque no del
movimiento célula a célula (Canto y Palukaitis, 1998). Analisis posteriores en protoplastos
mostraron que esta supresion del ARN 1 opera constitutivamente a nivel celular y no esta
influenciada por el movimiento viral. En células resistentes la acumulacién de vectores virales se
redujo o suprimié cuando éstos contenian secuencias de la region 3’ del ARN 1, identificandola
como blanco del mecanismo de supresion. Sin embargo, se encontraron niveles superiores de
ARN mensajero del transgen en las plantas resistentes a CMV que en las susceptibles, lo que
indica que el ARN transgénico no es blanco del mecanismo de supresion asociado a la resistencia.
Por otro lado, el uso de injertos utilizando material de lineas transgénicas resistentes o
susceptibles a CMV, asi como no transformado, demostré que la ausencia de movimiento a larga
distancia de CMV en plantas resistentes esta asociada con la incapacidad del virus para entrar en
el floema. En los mismos experimentos con injertos, CMV transportado por el floema infecto
sistémicamente tejidos de plantas resistentes. En este caso, la supresion del ARN 1 no se
observé en los tejidos infectados . En base a estos datos presentamos un modelo que explica la

resistencia a CMV en estas plantas.
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PAPEL DEL METABOLISMO DEL NITROGENO EN LA REGULACION DEL GEN
DE AVIRULENCIA Avr9 DEL HONGO BIOTROFO PATOGENO DE TOMATE
Cladosporium fulvum

Pérez-Garcia A.*, de Vicente, A. 'y De Wit, P.J.G.M. 2

!Depto. Microbiologia, Fac. de Ciencias, Univ. de Méalaga.
“Laboratory of Phytopathology, Wageningen University, The Netherlands

Se ha demostrado la existencia en bacterias y hongos fitopatégenos de una
serie de genes que se activan durante la penetracidon y colonizacién del hospedador.
Uno de estos es el gen de avirulencia Avr9 de Cladosporium fulvum, responsable de
la induccion de HR en plantas de tomate portadoras del gen de resistencia Cf9. La
funcidon del péptido AVR9 es desconocida, pero el conocimiento de su regulacion
aportar informacion para establecer su funcién bioldgica. En los hongos filamentosos
Aspergillus nidulans y Neurospora crassa la asimilacion de compuestos
nitrogenados esta bajo el control de dos genes principales, un activador y un
represor, denominados areA y nmrA en A. nidulans y nit-2 y nmr-1 en N. crassa. Un
mecanismo de regulacién similar posiblemente controle la expresién del gen de
avirulencia Avr9. Primero, Avr9, aunque es un gen inducido en planta, puede ser
inducido in vitro en condiciones limitantes de nitrégeno. Segundo, en el promotor de
Avr9 existen varias copias de la secuencia (TA)GATA, que han sido identificadas
como sitios de unién de las proteinas reguladoras del metabolismo del nitrdgeno
AREA y NIT2.

Para demostrar la implicacion del metabolismo del nitrogeno de C. fulvum en
la regulacion del gen de avirulencia Avr9, hemos aislado los genes reguladores
homdélogos de C. fulvum para generar transformantes de C. fulvum donde dichas
actividades génicas estén suprimidas y estudiar en ellos la expresion de Avr9. El gen
homdlogo a areA/nit-2, denominado Nrfl, fue clonado parcialmente mediante PCR y
posteriormente aislado en su totalidad a partir de una genoteca. Su funciébn como
regulador del metabolismo del nitrbgeno fue comprobada mediante la
complementacion de un mutante de A. nidulans deficiente en areA. Los
transformantes de A. nidulans mostraron asimilacion de compuestos nitrogenados
idéntica al fenotipo salvaje, lo que sugiere que Nrfl y areA tienen una funcion similar.
Ademas, el analisis de la secuencia de aminoacidos deducida para la proteina NRF1
revel6 una alta homologia con AREA y otras proteinas similares. Mediante técnicas
de interrupcién génica se obtuvieron transformantes de C. fulvum deficientes en
Nrfl. En éstos la asimilacion de compuestos nitrogenados estaba alterada y la
induccién in vitro de Avr9 suprimida, sin embargo, en plantas infectadas con tales
transformantes se detectaron niveles residuales del péptido, lo que sugiere
mecanismos de regulacion adicionales. Para establecer el papel del gen homdlogo a
nmrA/nmr-1, denominado Cf-Nmrl, estamos siguiendo una aproximacion
experimental similar.
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LOS GENES DE AVIRULENCIA SON TAMBIEN LOS PRINCIPALES
DETERMINANTES DE PATOGENICIDAD Y VIRULENCIA EN Pseudomonas
syringae

Sesma, A.', Jackson, R.W.?, Tsiamis, G.%, Athanassopoulos, E.3, Vivian, A2
Mansfield, J.W., Arnold, D.L.2, Stevens, C.3, Taylor, J.* y Murillo, J.*

'Depto. Produccién Agraria, Univ. Plblica de Navarra, Pamplona. “Dept. Biological
Sciences, Univ. West of England, Bristol, GB. ® Dept. Biological Sciences, Wye
College, Wye, Kent TN25 5AH, G.B. “HRI, Wellesbourne, Warwick CV35 9EF, G.B.

El espectro de huésped en patdégenos de plantas esta definido por la accion
coordinada de factores “positivos” (patogenicidad y virulencia) y “negativos”
(avirulencia). La accion de los genes de avirulencia (avr) impide la infeccion de
determinadas especies o cultivares de plantas, reduciendo el espectro de huésped
del patdgeno. Aunque se han realizado avances en el estudio de los genes avr y los
mecanismos de resistencia, los factores que permiten al patdgeno infectar a un
huésped son poco conocidos. Nosotros hemos abordado la identificacion de estos
factores, utilizando la bacteria Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Pph), que
puede infectar a judia y a soja, y cuya estructura en razas esta bien caracterizada.
Hemos disefiado estrategias de mutagénesis con transposones, complementacién
de cepas con baja virulencia, y eliminacion de plasmidos nativos. Siguiendo esta
altima metodologia hemos obtenido la cepa RW60, que carece del plasmido de
mayor tamafo (pAV511), a partir de la cepa 1449B de la raza 7 de Pph. Al contrario
gue la cepa silvestre, RW60 no produce enfermedad en judia ni en soja, ni induce la
HR en determinados cvs. de soja, como Osumi. Hemos aislado diversos cosmidos
gue complementan este fenotipo, y que definen una region de aprox. 30 kb en la que
se han localizado, mediante hibridacion y secuenciacion, tres genes de avirulencia
previamente descritos (avrD, avrPphC y avrPphF), tres ORFs precedidos por
secuencias de regulacién por HrpL, y diversas secuencias homoélogas a 1S100 de
Yersinia y Tn501 de P. aeruginosa. Una de las ORFs, denominada virPphA, condujo
en RW60 a la complementacion parcial de la patogenicidad en todos los cvs. de
judia analizados, actuando asimismo como un gen de avirulencia en diversos cvs. de
soja. El gen avrPphF condujo asimismo a una complementacion parcial en RW60 de
la patogenicidad en judia, aunque exclusivamente en el cv. Tendergreen, y a un
aumento significativo de la virulencia en todos los cultivares de soja analizados.
Ademas, avrPphF se comporté como un gen de avirulencia en los cvs. de judia Red
Mexican y Canadian Wonder, aunque en este ultimo el fenotipo de avirulencia esta
bloqueado en la cepa silvestre por la accién de otro gen de avirulencia, avrPphC. En
conjunto, estos resultados muestran que el fenotipo conferido por diversos genes de
avirulencia (patogenicidad, virulencia o avirulencia) depende de factores complejos,
siendo los mas importantes la especie y la variedad de la planta huésped y las
interacciones con otros genes de avirulencia de la misma célula. Por dltimo, la
agrupacion de genes de virulencia y avirulencia junto con elementos transponibles y
el hecho de tener un contenido bajo en G+C, indican que la regién de 30 kb de
pAV511 podria ser una ‘“isla de patogenicidad” similar a las que existen en
patdgenos de animales.
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MECANISMO DE EXPRESION DEL VIRUS DEL MANCHADO FOLIAR DE LOS
CITRICOS

Vives, M.C., Galipienso, L., Moreno, P. y Guerri, J.

Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias. Apdo. oficial 46113 Moncada,
Valencia.

El virus del manchado foliar de los citricos (citrus leaf blotch virus, CLBV) se
purificO a partir de un kumquat Nagami que inducia, entre otros sintomas, la
incompatibilidad de algunas variedades comerciales de citricos sobre citrange, que
es el patron tolerante a tristeza mas utilizado en Espafa. Los viriones de CLBV son
particulas filamentosas de 960 x 14 nm formadas por una molécula de RNA
monocatenario de cadena positiva y subunidades de una proteina capsidica de 42
kD. ElI genoma del virus contiene 8.747 nt y estd organizado en tres marcos de
lectura abierta (ORFs). EI ORF 1 codifica una poliproteina de 227 kD que contiene
los dominios metil-transferasa, proteasa, helicasa y polimerasa; el ORF 2 codifica
una proteina de 40 kD que presenta similitud con las proteinas de movimiento
célula-célula de la familia 30 Ky el ORF 3 codifica la proteina capsidica.

Ensayos de hibridacion molecular en “Northern blot” con extractos de RNA
bicatenario (dsRNA) y sondas de distintas regiones del genoma viral, permitieron la
deteccion de 5 dsRNAs de aproximadamente 8, 6.5, 5.5, 3y 2 kpb. El dsRNA de 8
kpb corresponde a la forma replicativa del genoma del virus, mientras que los
dsRNAs de 2 y 3 kpb son formas replicativas de los RNAs subgendmicos
3’coterminales y permiten la expresién de los ORFs que codifican las proteinas de
40 y 42 kD respectivamente. Sorprendentemente los dsRNAs mas abundantes son
los de 6.5y 5.5 kpb y corresponden a RNAs subgenémicos 5 coterminales con el
genoma del virus. Ensayos de hibridacion en “Northern blot” con RNAs purificados
de viriones pusieron de manifiesto que tanto el RNA gendémico del virus como los
RNAs subgendmicos de 2 y 3 kb se encuentran encapsidados.

Para determinar el inicio de la transcripciéon de los RNAs subgendémicos 3°
coterminales se clond y secuencio la region 5° terminal de los mismos. El inicio de
los RNAs subgendmicos de la proteina de movimiento y de la capsida se encuentran
123 y 284 nt, respectivamente, antes del coddn de iniciacion de cada ORF. En
ambos casos la secuencia es colineal con el RNA gendmico y el inicio de la
transcripcion de los RNAs subgendmicos (GAAAAG) es idéntico al inicio del genoma
del virus, lo que sugiere que puede ser una secuencia determinante para el inicio de
la replicacion.

Para determinar el final de la transcripcién de los RNAs subgendémicos 5
coterminales se clond y secuencio6 la region 3" terminal de los mismos. El dsRNA de
6.5 kpb termina 255 nt antes del codon de terminacion de la proteina de movimiento
y el de 5.5 kpb 164 nt antes del codon de terminacion de la poliproteina, lo que
sugiere que al menos el segundo no debe tener funcién codificante.
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CARACTERIZACION DE LA RESPUESTA DE DEFENSA EN Capsicum chinense
(L3L% FRENTE AL VIRUS DEL MOTEADO SUAVE DEL PIMIENTO (PMMoV).

Gilardi, P., Castillo-Lluva, S., Elvira, M.1., Garcia-Luque, I., y Serra, M.T.

Dpto . Biologia de Plantas, C.I.B., C.S.1.C., Velazquez 144, Madrid 28006.

Las virosis constituyen un grave problema en los cultivos de pimiento en
todo el mundo, siendo las cepas pimiento de los tobamovirus uno de los principales
agentes causales de enfermedades en este cultivo. La resistencia frente a estos
virus en el género Capsicum esta conferida por cuatro genes diferentes L*, L% L3y
L*, posiblemente alelos del locus L (Boukema, 1980. Euphytica 29:433; Boukema,
1982. Capsicum Newslet. 3:47). La resistencia mediada por el gen L® es activa frente
a todos los tobamovirus excepto a algunas cepas del virus del moteado suave del
pimiento (PMMoV), tales como la cepa I.

Hemos utilizado las cepas S e | del virus PMMoV para caracterizar la
respuesta de defensa en plantas de C. chinense (L’L%®. PMMoV-S activa la
resistencia conferida por el gen L® mientras que PMMoV-l escapa a su accion.
Hemos determinado que la reaccion de defensa resulta en la restriccion de la cepa
avirulenta a la hoja inoculada asi como en un bloqueo de la acumulacion de los
productos virales (RNAs y proteinas) de PMMoV-S. Por el contrario, la acumulacion
de los RNAs y proteinas virales de ambas cepas es similar en los protoplastos de

este huésped, indicando que esta resistencia no se expresa a nivel celular.
En plantas, hemos observado que asociada a la reaccion de defensa frente a PMMoV-S se induce

la acumulacién temprana de especies reactivas de oxigeno, cuyo maximo entre las 8 y 10 horas
post inoculacién (h.p.i.) precede inmediatamente a la deteccion de la muerte celular (12 h.p.i.),
mientras que la acumulacién de dos marcadores de la fortificacion de la pared celular, como son
la callosa y los compuestos fendlicos autofluorescentes, es mas tardia.

El sistema PMMoV-C. chinense (L3L®) nos ha permitido determinar que la

respuesta de defensa de estas plantas frente a PMMoV-S relne las caracteristicas
de una tipica respuesta hipersensible.
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ANALISIS DEL MOVIMENTO SISTEMICO DEL VIRUS DEL MOTEADO MOSAICO
VERDE DEL PEPINO.

Moreno, I.M., Thompson, J.T., Simén Buela, L. y Garcia Arenal, F.
Dpto. de Biotecnologia, E.T.S.I.Agronomos, Universidad Politécnica de Madrid.

Uno de los procesos esenciales para la infeccion viral en plantas, es el
movimiento sistémico que tiene lugar a través del sistema vascular del huésped. La
mayoria de los virus de plantas se transportan a través del floema en un movimiento
paralelo al flujo del fotoasimilado aunque también se ha descrito el movimiento
xilematico de algunos virus cuya infeccién no esta confinada al sistema vascular (1).
Las distintas rutas de transporte dan lugar a patrones diferentes de distribucion de la
infeccién viral. El Virus del mosaico del tabaco (TMV, Género Tobamovirus) es un
ejemplo de virus que se transporta a través del floema, sin bién se han descrito
mutantes de TMV que dan lugar a infecciones sistémicas con una distribucion
compatible con el transporte xilematico. En trabajos anteriores realizados en el
laboratorio, se han obtenido evidencias que muestran que el Virus del moteado
mosaico verde del pepino (CGMMYV, Género Tobamovirus) se transporta a traves del
floema de pepinos en forma de particula viral (2). También se ha observado que las
particulas virales presentes en el floema son mas estables que las particulas
purificadas frente a la digestion del RNA viral con ribonucleasas. La estabilizacion
de la particula viral en el floema es el resultado de interacciones con proteinas
presentes en el exudado floematico de pepinos y sugiere que el transporte
floematico no es un proceso meramente pasivo.

Por otra parte se ha estudiado mediante técnicas de inmunolocalizacion el
progreso de la infeccion en pepinos inoculados con CGMMV observandose la
distribucion del virus en el sistema vascular. Estos estudios permiten analizar las
rutas de carga, transporte y descarga del virus en oOrganos inoculados y
sistémicamente infectados. Estos analisis han permitido observar la acumulacién de
CGMMV en células inmaduras del xilema de dérganos sistémicamente infectados.
En este trabajo se analiza la presencia de CGMMV en el xilema de plantas
infectadas y su significado bioldgico.

1. Jones, R.A.C. (1975). Phytopathol. Z. 82, 352-355

2. Simon-Buela L. & Garcia-Arenal F. (1999). MPMI 12, 112-118.
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LA EXPRESION DE LA PROTEI:NA p23 DEL VIRUS DE LA TRISTEZA DE LOS
CITRICOS (CTV) INDUCE SINTOMAS DE TIPO VIRAL EN PLANTAS
TRANSGENICAS DE LIMA

Ghorbel, R.}, Lépez, C.?, Moreno, P.%, Navarro, L.}, Flores, R.2 y Pefia, L.}

Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA), Apdo. Oficial, Moncada
46113, Valencia. %Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas (UPV-CSIC),
Universidad Politécnica de Valencia, Avenida de los Naranjos, Valencia 46022.

Los dos primeros autores contribuyeron igualmente a la realizacién del presente
trabajo.

El virus de la tristeza de los citricos (CTV) es el agente causal de una de las
enfermedades de mayor importancia econémica de este cultivo. Su genoma es una
molécula de RNA de simple cadena y sentido positivo, con 12 marcos de lectura
(ORFs) que potencialmente codifican al menos 17 proteinas. En el extremo 5, la
ORF 1la codifica una poliproteina de 349 kDa con dominios de tipo papaina,
metiltransferasa y helicasa. La ORF 1b codifica una posible RNA-polimerasa RNA-
dependiente. Las 10 ORFs préoximas al extremo 3’ del genoma se expresan a través
de RNA mensajeros subgendmicos 3’-coterminales e incluyen dos proteinas de
capsida de 27 y 25 kDa, una proteina hidrofébica de 6 kDa, una proteina de 65 kDa
con similitudes con las proteinas de choque térmico de tipo HSP70, y otras de 33,
61, 18, 13, 20 y 23 kDa de funcion desconocida.

La proteina de 23 kDa (p23) es una proteina de union a RNA y contiene
motivos ricos en cisteina e histidina. Por ello, se ha sugerido que podria jugar un
papel regulador en la replicacion o en la expresiéon génica del virus. Para explorar si
la sobreexpresion de p23 en plantas podria afectar al proceso normal de infeccion
por CTV, se produjeron plantas transgénicas de lima Mexicana (Citrus aurantifolia
Swing.) que portan el gen p23 o una version truncada del mismo, bajo el promotor
35S del virus CaMV. Sorprendentemente, la expresion constitutiva de la proteina
p23 produjo fenotipos aberrantes en las plantas transgénicas, semejantes a los
sintomas que produce CTV en plantas de lima no transgénicas. Las plantas
transformadas con la version truncada del transgén p23 mostraron un aspecto
normal. Se observdO ademas una correlacion directa entre la severidad de los
sintomas y los niveles de acumulacion de dicha proteina en las plantas transgénicas.
Estos resultados revelan que la proteina p23 esta implicada en el desarrollo de los
sintomas y que probablemente tiene un papel esencial en la patogénesis viral. Este
es el primer caso en que se demuestra la implicacion de una proteina de un virus de
lefiosas en el desarrollo de los sintomas en su huésped natural. Ademas, este
resultado delimita la busqueda de los determinantes especificos de patogenicidad a
una region muy pequefia del genoma de CTV.
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CARACTERIZACION DE ESPECIES DE Pratylenchus MEDIANTE RAPD-PCR

Carrasco Ballesteros, S., Castillo, P. y Pérez- Artés, E.

Departamento de Proteccion de Cultivos. Instituto de Agricultura Sostenible.
CSIC.Apdo. 4084. 14080 Cérdoba.

Los nematodos lesionadores de raiz (Pratylenchus spp.) constituyen por si
mismos, 0 en conjuncion con hongos fitopatdgenos de suelo, un factor importante en
el desarrollo de enfermedades en cultivos de interés agrondmico. Investigaciones en
nuestro grupo sobre la incidencia y distribucidon de nematodos fitopatégenos en
viveros de olivo en Andalucia, demuestran una moderada incidencia de infecciones
por P. penetrans y P. vulnus. Asimismo, se han detectado poblaciones de P. thornei
en suelo y raices de cultivos de garbanzo en las principales zonas productoras del
valle del Guadalquivir. ElI diagnéstico de ataques por nematodos fitopatdgenos,
especialmente los lesionadores de raiz, resulta particularmente complejo debido a la
sintomatologia inespecifica en la parte aérea, e incluso en el sistema radical, de la
planta infectada. Ello hace que las infecciones puedan pasar desapercibidas para
técnicos y agricultores, con el consiguiente riesgo de propagaciéon involuntaria de
indculo por distribuciéon de material vegetal infectado. La utilizacion de métodos de
diagnostico molecular basados en la PCR para la identificacion de nematodos
constituye una alternativa interesante a la caracterizacion morfolégica. El objetivo del
presente trabajo ha sido identificar polimorfismos de ADN asociados a diferentes
Pratylenchus spp. mediante RAPD-PCR, con especial énfasis en P. thornei.

Se han utilizado un total de 19 poblaciones de nematodos, incluyendo P.
thornei, P. penetrans, P. vulnus y P. fallax, asi como especies de Meloidogyne,
Heterodera, Radopholus, Ditylenchus y Zygotylenchus. Dichas poblaciones se
incrementaron en cultivos monoxénicos de una unica hembra en discos de
zanahoria. Los nematodos se extrajeron asépticamente del cultivo mediante
centrifugacion, y el pellet constituido por los huevos, juveniles y adultos se utilizd
para la extraccién del ADN. Las mezclas de reaccion y los ciclos de temperatura, se
optimizaron y se realizaron analisis RAPD con 12 cebadores arbitrarios del “kit” E de
Operon. Cuatro de los cebadores (OPE-02, OPE-08, OPE-11 y OPE-13) dieron lugar
a la amplificacion de fragmentos de ADN potencialmente asociados con P. thornei.
La especificidad de dicha asociacion esta siendo confirmada mediante pruebas de
hibridacion.

Los perfiles de amplificacibn obtenidos con todos los cebadores y
poblaciones ensayados se han utilizado para determinar la relacion entre éstas por
el método UPGMA.

*Investigaciones subvencionadas por el proyecto AGF98-0878
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INTERACCION ENTRE Meloidogyne artiellia Y Fusarium oxysporum f.sp.
ciceris EN CULTIVARES DE GARBANZO

Castillo, P., Gomar Tinoco, D., Navas Cortés, J.A., Di Vito, M. y Jiménez Diaz, R.M.

Departamento de Proteccion de Cultivos. Instituto de Agricultura Sostenible. CSIC.
Alameda del Obispo s/n, Apdo. 4084, 14080 Cérdoba.

La Fusariosis Vascular del garbanzo (FVG), causada por Fusarium
oxysporum f.sp. ciceris, y las infecciones por Meloidogyne artiellia, son factores
limitantes de la produccién del cultivo. La medida de control de la FVG mas efectiva,
econdmica y sostenible es la utilizacion de cultivares resistentes. Sin embargo, la
durabilidad de ésta resistencia puede ser comprometida por la coinfeccién de la
planta por ambos agentes fitopatdgenos. Investigaciones recientes en nuestro
laboratorio, han demostrado que la coinfeccién de cultivares de garbanzo resistentes
0 susceptibles a F.o. ciceris raza 5 (Foc-5) por Pratylenchus thornei no modifica la
respuesta del garbanzo a la FVG. La estrategia de parasitismo por M. artiellia difiere
substancialmente de la de P. thornei, sin embargo, no existe informacion respecto de
la influencia que la coinfeccion por M.artiellia y F.o.ciceris pueda ejercer sobre el
desarrollo de la FVG. El objetivo de este trabajo ha sido determinar la reaccion de
cultivares de garbanzo de diferente reaccién a Foc-5 frente a la coinfeccion por Foc-
5 y M.artiellia. Se han realizado tres experimentos en condiciones controladas
favorables para el desarrollo de la FVG, utilizando cultivares de garbanzo con
resistencia parcial (‘CPS1’, ‘PV 61’, ‘CA-252-10-1-OM’, ‘CA-255-2-5-0’), o completa
(‘UC 27', ‘Surutato’, ‘CA-334-20-4', '‘CA336.14.3.0'°, e ‘ICC 14) a Foc-5, y
susceptibles a M.artiellia. Las plantas se inocularon simultdneamente con cada una
de dos poblaciones de M.artiellia (20 huevos y juveniles/cm® de suelo) y dos
densidades de in6culo (3.000 y 30.000 clamidosporas/g de suelo) de Foc-5.

Nuestros resultados demuestran que la severidad de la FVG en los
genotipos de garbanzo parcialmente resistentes a Foc-5 es incrementada
significativamente por la coinfeccion del sistema radical de la planta por los dos
patogenos, independientemente de la densidad de in6culo del hongo y la poblacion
del nematodo. Similarmente, mientras que los cultivares de garbanzo con resistencia
completa a Foc-5 permanecieron asintomaticos cuando fueron inoculados
Unicamente con el hongo; la enfermedad se desarroll6 extensamente en todos ellos,
excepto ICC14, cuando las plantas fueron coinfectadas por los dos agentes. Todo
ello indica que la coinfeccion por la inoculacion simultdnea del sistema radical de
garbanzo con Foc-5 y M.artiellia puede modificar la capacidad de cultivares de
garbanzo para impedir total o parcialmente la infeccion y colonizacién sistémica de la
planta por F.o.ciceris y con ello reducir la eficacia de los cultivares resistentes en el
control de la FVG. Ademas, nuestros resultados sugieren que dicho efecto puede ser
cultivar-dependiente. Informacion de esta naturaleza debera ser necesariamente
considerada en los programas de mejora genética a fin de contribuir a la
identificacion y el desarrollo de cultivares de garbanzo con resistencia durable a
F.o.ciceris.

*Investigacion subvencionada por el Proyecto AGF97-1479
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CARACTERIZACION, Y DIAGNOSTICO MOLECULAR DE LAS CEPAS DE
Colletotrichum PATOGENAS DE PLANTAS DE FRESA

Martinez, P.V.}, Suéarez, B.?, Garcia, M2 D.' y Querol, A.*

'Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo, Universidad de Valencia, Campus de
Burjasot, 46100, Valencia.

’Departamento de Microbiologia y Genética, Universidad de Salamanca, Avda
Campo Charro s/n, 37007, Salamanca.

La antracnosis es una micosis que afecta al cultivo de la fresa y que produce
importantes pérdidas econdmicas en el sector. Los agentes causales son hongos del
género Colletotrichum pertenecientes a las especies C. fragariae, C. gloeosporioides
y C. acutatum. La posible introduccion de estos patdogenos desde regiones
endémicas hacia otras que no lo son, obliga a disponer de unas medidas adecuadas
de control. Por este motivo es necesario desarrollar métodos rapidos que nos
permitan detectar y diagnosticar las cepas Colletotrichum en las plantas de fresa.

Para ello, previamente, se llevo a cabo una caracterizacion molecular de una
coleccion de cepas de Colletotrichum pertenecientes a las especies anteriores.
Dicha caracterizacion se realiz6 mediante un analisis de restriccion del DNA
ribosomal que incluye las dos regiones intergénicas ITS1 e ITS 2 y el gen que
codifica para el RNA 5.8 S, y mediante el empleo de la técnica de RAPDs. Los
resultados permitieron la identificacion de las especies y su division en una serie de
grupos moleculares. La caracterizacion se completé con un andlisis filogenético
utilizando las secuencias del DNA ribosomal de todas aquellas cepas que
presentaron variabilidad. El analisis indicé una division principal de las cepas en dos
grandes grupos, centrados en las especies C. acutatum y C. gloeosporioides.

La informacion obtenida con la caracterizacion molecular, junto con los datos
de secuencia, permitieron desarrollar métodos de diagnéstico por PCR para los
patogenos C. acutatum y C. fragariae, que resultan mas eficaces en la deteccion de
estos patdogenos que los métodos empleados hasta el momento. Los
oligonucleotidos utilizados son especificos para estos patégenos y se pueden utilizar
para el diagnéstico en material vegetal. La técnica también es valida para el
diagnéstico de infecciones latentes, y podria ser aplicada en la seleccién de material
vegetal libre de patdégenos. La utilizacion de esta tecnologia permite obtener
resultados en un dia de trabajo, frente al tiempo de una o dos semanas requerido
por las técnicas convencionales, lo que facilita el transporte de material vegetal a lo
largo de la UE bajo las normas de cuarentena.
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DETECCION Y CARACTERIZACION MOLECULAR DE Xanthomonas
axonopodis pv. citri EN FLORIDA
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'University of Florida, Citrus Research and Education Center (CREC). Lake Alfred.
Florida, USA and 2USDA-AR-HRL, Ft. Pierce, Florida, USA.

Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) es la bacteria responsable de la
cancrosis de los citricos, una importante enfermedad que afecta a una gran variedad
de especies de citricos y que esta caracterizada por la aparicion de chancros en
hojas, tallos y frutos. Esta patologia esta extendida a nivel mundial, es endémica en
el Sudoeste Asiatico y Sudamérica y se ha detectado en algunas zonas de Florida.
Aunque el Estado de Florida y el gobierno Federal de los Estados Unidos han
llevado a cabo en diferentes épocas programas de erradicacién de esta bacteria,
afo tras aflo han aparecido y siguen apareciendo nuevos focos de la enfermedad.
La diseminacién de Xac estd provocada por factores naturales como tornados,
tormentas tropicales o huracanes o consecuencia de la actuacion del hombre,
fundamentalmente por el trasiego de material vegetal infectado desde unas zonas a
otras.

En cualquier programa de erradicacion es importante disponer de métodos
efectivos de deteccion y caracterizacion del agente causal de la enfermedad. En
este sentido se ha desarrollado un método de deteccidén por PCR de Xac que incluye
un control interno de las reacciones. Este control por un lado aumenta la fiabilidad de
la deteccidn, al eliminar los posibles falsos negativos provocados por la frecuente
presencia de inhibidores de la Taq polimerasa en el material vegetal, y por otro lado
hace posible determinar la concentracion inicial de la bacteria presente en el material
infectado. El control interno disefiado esta basado en la construccion de un plasmido
gue contiene un inserto, generado a partir de un DNA diferente al de Xac, pero que
posee las secuencias necesarias para ser amplificado con cebadores especificos de
esta bacteria.

Ademas se ha desarrollado un método de caracterizacion basado en la

amplificacion por PCR de secuencias repetidas dentro del genoma de las bacterias,
que permite identificar de forma precisa la cepa de Xac responsable de la infeccion
en una determinada localizacion y establecer su posible origen. Esta metodologia ha
sido aplicada en estudios epidemiolégicos dentro la peninsula de Florida y también
para el establecimiento de relaciones entre Xac de otras zonas del mundo.
Tanto el método de PCR cuantitativa como la caracterizacion mediante amplificacion
de secuencias repetidas son utiles herramientas para los estudios epidemiolégicos
de esta enfermedad y pueden ser facilmente exportados a otros modelos
bacterianos.
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CARACTERIZACION DE AISLADOS DE PVY ENCONTRADOS EN INFECCIONES
NATURALES DE TABACO EN EXTREMADURA

Romero Lorca, A., Fresno, J., Montes, M. y Ponz, F.

INIA, Dpto. Mejora Genética y Biotecnologia, Autovia A-6, Km. 7,5. 28040 Madrid.

El virus Y de la patata (PVY) es la especie tipo del género Potyvirus de virus
de plantas. Ademas de ser un importante patdgeno de patata, infecta de forma
natural otros cultivos de solanaceas tales como pimiento, tomate, petunia y tabaco,
causando importantes pérdidas en las cosechas. La taxonomia de PVY resultaba
confusa debido a los diferentes criterios biologicos y/o serologicos que se aplicaban
segun el huésped del que proviniese el aislado. Los aislados mejor estudiados son
aquellos derivados de patata y pimiento. Los aislados de patata se han clasificado
tradicionalmente en Y°, YN e Y©. La clasificacion de los aislados de pimiento se ha
basado en la capacidad de vencer una serie de alelos de un gen de resistencia. Los
aislados procedentes de tabaco han recibido menor atencion y se habian clasificado
con respecto a los sintomas producidos en determinados cultivares de tabaco, pero
no se habia elaborado nunca una clasificacion de razas. El uso de diferentes
criterios no habia permitido la elaboracion de una clasificacion de los aislados de
PVY en verdaderas razas genéticas, independientemente del huésped.

En nuestro laboratorio se ha disefiado un método de tipificacion molecular
basado en IC-RT-PCR seguida de digestion con enzimas de restriccion del
fragmento amplificado, para calcular distancias genéticas entre aislados de PVY
(que denominamos "restrictotipos" para definirlos taxon6micamente), comparable a
las distancias genéticas calculadas directamente por comparacion de las secuencias
de nucledtidos. Esta rapida tipificacion molecular distribuyé los aislados de PVY en
tres razas principales: PVY" y PVY®, procedentes de patata, y la raza NP (no-
patata), incluyendo aislados de pimiento, dos de tabaco y uno de Datura spp.

Debido a la falta de clasificacion genética de aislados de tabaco,
presentamos la caracterizacibn molecular de aislados de PVY muestreados en
diferentes localidades de Caceres durante 1.998 y 1.999. Se recolectaron plantas
con sintomas de PVY, se confirmaron por ELISA y la plantas positivas se sometieron
a inmunocaptura.RT-PCR seguida de RFLP para su tipificacion genética.

En los resultados del afio 1.998 se encontrd una situacion intermedia entre la
de pimiento y la de patata, puesto que los restrictotipos se agrupaban en las cepas
N, O y NP, aunque la mayoria pertenecian a esta Ultima y con pocos restrictotipos
diferentes. Mencion especial merece el hecho de que se encontré un gran nimero
de infecciones mixtas (17% de las muestras), especialmente entre aislados de PVY
pertenecientes a diferentes razas genéticas. Las infecciones mixtas producian
sintomas mas fuertes. En 1.999 se realizaron dos muestreos, uno al principio y otro
al final de la cosecha, para analizar la evolucion de la distintas cepas, en especial de
las infecciones mixtas.

Los autores agradecen a CETARSA su colaboracion para la realizacion de
este trabajo. Financiado por el proyecto INIA SC 98-087.
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TIPIFICACION MOLECULAR DE CEPAS DE Brenneria quercina y Serratia sp.
AISLADAS EN BOSQUES DE ESPECIES DEL GENERO Quercus DE LA
PENINSULA IBERICA.
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2 |nstituto Valenciano de Investigaciones Agrarias IVIA, 46113 Valencia.

A partir de los afios 80, se viene observando en Espafa y otros paises
Mediterraneos el decaimiento y muerte de arboles del género Quercus que se
caracteriza por la aparicion de “chancros sangrantes” en primavera y otofio. Este
sindrome es también conocido en los encinares de otras regiones de Europa y Norte
de Africa, siendo denominado genéricamente como la “seca” de la encina. A partir
de muestras de tejidos infectados, recogidas en diversas masas forestales de
Quercus en Aragoén, Castilla-La Mancha, Castilla-Ledn, Extremadura, Madrid y C.
Valenciana, se obtuvo una coleccion de aislados bacterianos procedentes tanto de
chancros como de exudados de bellotas y yemas de Quercus ilex y Quercus
pyrenaica. La mayoria de los aislados, que fueron previamente identificados
mediante técnicas convencionales y serologia han sido caracterizados positivamente
como Brenneria quercina utilizando el sistema BIOLOG, para la identificacion de
bacterias. Se esta procediendo a la tipificacibn molecular de estos aislados,
empleando la técnica rep-PCR. Dicha técnica se basa en la amplificacion de ADN a
partir de secuencias repetidas en el genoma bacteriano del tipo ERIC, REP y BOX;
del analisis electroforético de los fragmentos amplificados se ha construido un
dendrograma que refleja los indices de similitud entre dichos aislados. Esta técnica
permitira desarrollar métodos moleculares de diagndstico de esta especie en
material vegetal, para utilizarlos en estudios epidemiolégicos de la enfermedad que
produce esta bacteria. Para completar la caracterizacidén molecular de estos aislados
se procedié a amplificar y secuenciar el gen 16S ADNTr, del resultado de la secuencia
se ha observado que un grupo de aislados presentan una alta homologia con
bacterias del género Serratia.
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HONGOS FITOPATOGENOS ASOCIADOS A LA SECA DE LOS Quercus EN
ANDALUCIA.

Sanchez, M.E., Navarro, R., Fernandez, P. y Trapero, A.

Dpto. de Agronomia. ETSIAM. Universidad de Cordoba. Apdo. 3048. 14080.
Cordoba.

En 1999 se inici6 un Proyecto de Investigacion multidisciplinar de ambito
nacional, que estudia las causas de la seca de los Quercus mediterraneos y cuyo
objetivo Ultimo es la propuesta de actuaciones para paliar su incidencia y/o
severidad en los montes y dehesas afectados.

Dentro del subproyecto Andalucia, de un total de més de 500 focos de seca
localizados en esta Comunidad, se han seleccionado 8 para establecer parcelas de
ensayo. Estos 8 focos se encuentran en las 4 provincias mas afectadas por la seca
(Cadiz, Cdrdoba, Huelva y Sevilla), y fueron elegidos por ser representativos de la
multiplicidad de situaciones climaticas, edaficas, culturales y de aprovechamiento
gue se dan en Andalucia.

Desde el punto de vista fitopatolégico, el primer paso ha consistido en el
diagnéstico de las enfermedades presentes en cada una de las 8 parcelas. Para ello,
se realizaron una serie de prospecciones y muestreos, tanto de la parte aérea como
de las raices sintomaticas, de 8 arboles afectados en cada parcela. También se
tomaron muestras para el aislamiento de patégenos del suelo. Los resultados
obtenidos en esta primera prospeccidon muestran que el principal agente fungico
asociado a la seca en Andalucia es Phytophthora cinnamomi, hongo causante de
podredumbre radical en Quercus. No obstante, en las parcelas situadas en la
provincia de Cérdoba, destaca por su abundancia el hongo productor del chancro
carbonoso, Hypoxylon mediterraneum.

Los aislados de P. cinnamomi obtenidos, tanto de muestras de raicillas
necroticas como de suelo, se caracterizaron morfolégicamente. También se ha
caracterizado su crecimiento micelial en funcién de la temperatura de incubacién. En
base a los resultados obtenidos, se ha podido dividir a los aislados en dos grupos
morfologicos, que ademas muestran diferencias en sus relaciones de crecimiento.

Con una baja incidencia y esporadicamente, también se ha detectado
Fusicoccum sp., agente del chancro de la jara pringosa, y Diplodia sp., ambos
asociados a la aparicion de chancros y desecacion de ramillas de encina; Spilocaea
guercus-ilicis, agente del Repilo de la encina, y escobas de bruja, enfermedad
causada por Taphrina kruchii.
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NUEVAS PATOLOGIAS EN EL CULTIVO DEL TOMATE: EL PEPMV

Jord4, C.}, Martinez-Culebras, P.}, Lazaro, A.> y Lacasa, A.

'Dpto. Produccién Vegetal. Patologia. Universidad Politécnica. Cno. de Vera, 14.
46022 Valencia.
Centro Regional de Investigacion y Desarrollo Agrario. La Alberca (Murcia).

El Pepino mosaic virus es un Potexvirus que recientemente ha sido
implicado como agente causal de una nueva enfermedad del tomate en cultivo
protegido. Desde 1999 que fué descrito por vez primera en Holanda se han ido
sucediendo nuevas citas en Inglaterra, Alemania y recientemente en Francia.

En Espafia se han detectado sintomatologias anémalas en plantas de
tomate que se manifiestan con un mosaico de manchas color amarillo brillante, de
distribucion irregular en los foliolos de una misma hoja y dentro del mismo foliolo. La
enfermedad evoluciona produciendo una pérdida de color en la hoja, adquiriendo
esta un tono amarillo con manchas circulares de contorno irregular. Los frutos
producidos por estas plantas se ven igualmente afectados presentando
irregularidades de coloracion por anormal distribucion del licopeno. Este sintoma tan
tipico no es sin embargo el mas corriente, pudiendose presentar otras caracteristicas
como la reduccion del limbo foliar hacia hoja filiforme, parada del crecimiento y
presencia de abullonado en la hoja. La presencia o no de estas sintomatologias

parece estar muy influenciado por las condiciones ambientales.
El presente trabajo aporta la determinacion del agente causal de la nueva enfermedad,
caracteristicas de la enfermedad y la bisqueda de métodos de diagndstico, que incluyen métodos
serolégicos, con comparacion de diferentes sueros, y la utilizacion del método PCR y RFLPs para
el estudio de la posible variabilidad del virus.
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PRESENCIA DEL BIOTIPO PONCIRUS DE Tylenchulus semipenetrans “EL
NEMATODO DE LOS CITRICOS” EN VALENCIA-ESPANA.
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Muchas investigaciones han demostrado la existencia de los biotipos “Poncirus”,
“Mediterraneo” y “Citrus” de T. semipenetrans, caracterizados por su capacidad de
reproducirse sobre ciertos hospedantes diferenciales. También se conoce que la distribucion
de estos biotipos esta condicionada, principalmente, por la planta hospedante mas que, por
los factores medioambientales, edéficos o climaticos. En Espafia, este nematodo es el mas
frecuente y abundante en todas las &reas citricolas del pais y, hasta ahora, el Unico biotipo
identificado en el pais es el “Mediterraneo”. Tampoco se ha descartado la posible presencia
de otros biotipos, bajo las condiciones espafiolas. En tal sentido, nos planteamos el objetivo
de detectar e identificar la probable presencia de otros biotipos en areas citricolas con
ciertas condiciones edaficas y agrondmicas que favorezcan la presencia de éstos. Mediante
prospecciones nematolégicas preliminares se logré aislar la poblacién Raf-Valencia de T.
semipenetrans, procedente de raices de P. trifoliata. Sobre la cual realizamos el presente
estudio. Se realiz6 un test de patogenicidad, bajo condiciones de invernadero, sobre los
siguientes hospedantes diferenciales: dos selecciones de P. trifoliata Bennecke y Rubidoux,
Olivo (O. europaea var. Manzanilla), vid “141-R” (V. berlandieri x V. rupestris) y Citrus
jambhiri. Plantas de 8 meses de edad repetidas cinco veces/hospedante fueron inoculadas
con una suspension 10.000 huevos + juveniles por planta. Siete meses después se evalué
la infectividad y el potencial reproductivo del nematodo. Los resultados nos indicaron que las
selecciones Bennecke y Rubiduox respondieron a la infeccion con un alto nivel de
susceptibilidad. Niveles de infeccion inferiores se evaluaron sobre C. jambhiri y vid.
Asimismo, la poblacién no se reprodujo sobre olivo. La capacidad de la poblaciéon para
reproducirse significativamente sobre las dos selecciones de P. trifoliata y C. jambhiri, asi
como sobre vid y, su no-parasitismo sobre olivo; nos permite afirmar que mediante este test
se ha demostrado que la poblacion Raf-Valencia de T. semipenetrans pertenece al biotipo
“Poncirus”.

Mediante un ensayo posterior y bajo las mismas condiciones expuestas
anteriormente, evaluamos la respuesta de los patrones hibridos 03018, 030118,
030140 y 030142 (M. cleopatra x P. trifoliata), Swingle citrumelo 4475 (C. paradisi. X
P. trifoliata) y P. trifoliata Flying Dragon (proporcionados por el Dr. Forner del Dpto.
de Citricultura del IVIA-Espafa), caracterizados en anteriores estudios como
altamente resistentes al biotipo “Mediterraneo”. Nuestros resultados demostraron
gue todos los patrones fueron susceptibles a la infeccion por el biotipo “Poncirus”. La
importancia de conocer que el biotipo “Poncirus” habita en algunos suelos citricolas
de la Comunidad valenciana radica en que sé abrira una linea de investigacion no
sesgada al biotipo Mediterraneo, como el Unico en Espafa, por lo que, en el futuro
se deberéa reorientar los programas de mejoramiento destinados a la creacion de
nuevos patrones resistentes a T. semipenetrans, tomando en consideracion a
ambos biotipos.
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EFECTO DE LA MICORRIZACION ARBUSCULAR Y DEL FUNGICIDA
BENOMILO EN EL CONTROL DE ROSELLINIA NECATRIX EN PLANTAS DE
CAMELLIA
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Las raices de la mayor parte de las plantas forman una simbiosis mutualista con
hongos del orden Glomales (Zigomicetos) que se denomina micorriza arbuscular (MA). Esta
simbiosis tiene efectos beneficiosos sobre el crecimiento y la nutricién mineral de la planta y
puede jugar un papel importante en el control de enfermedades causadas por hongos del
suelo. Rosellinia necatrix Prill. (anamorfo: Dematophora necatrix Hartig) es un hongo
patdgeno que causa una podredumbre blanca lanosa radicular. El aislamiento de este hongo a
partir de plantas de Camellia sp. nos llevo a plantear un estudio para comprobar el poder
patdgeno de R. necatrix asi como el papel de la micorrizacion arbuscular en su control. En
ensayos preliminares in vitro, el benomilo habia demostrado una gran efectividad en la
inhibicién del crecimiento del micelio de R. necatrix. Se obtuvieron estaquillas de un afio de
edad enraizadas, micorrizadas y no micorrizadas, del hibrido Camellia japonica x williamsii
cv. Mary Phoebe Taylor. La micorrizacion se llevo a cabo mediante la inoculacion del hongo
MA Glomus aggregatum en el sustrato de enraizamiento. Con ambos tipos de estaquillas, se
establecieron 6 macetas de 1,5 L de capacidad, con una planta por maceta, para cada uno de
los siguientes tratamientos: control, inoculacién con R. necatrix, dos estrategias distintas de
aplicacion de benomilo (fungicida 1 y fungicida 2) y sus interacciones. El tratamiento
fungicida 1, consistio en la inmersion de las estaquillas enraizadas en una solucién de 100
pug/mL del producto comercial Zetamilo (benomilo 50% p/p, Zeneca Agro) antes de su
transplante a maceta. Para el tratamiento fungicida 2, la solucion de benomilo se aplicé al
suelo cuando las plantas mostraron los primeros sintomas de la enfermedad.

A los quince dias de la inoculacién se observaron los primeros sintomas de amarilleo
y posterior caida de hojas. Después de dos meses, las plantas no micorrizadas inoculadas con
R. necatrix habian muerto o perdido mas del 60% de las hojas. Las plantas micorrizadas
mostraron mayor tolerancia al ataque del patégeno, ya que un 50% conservo todas las hojas
iniciales de la estaquilla, si bien el resto perdié hojas o murid. Los efectos de la micorrizacion
fueron similares a los observados en los dos tratamientos con benomilo: ninguno de ellos
consiguio controlar la enfermedad, pero, tras dos meses de contacto con el inoculo de
Rosellinia, las plantas todavia sobrevivian si bien con una fuerte disminucion del nimero de
hojas verdes respecto al material vegetal inicial.
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capsici MEDIANTE TRATAMIENTOS CON Bacillus spp.

Sid Ahmed, A., Pérez Sanchez, C.y Candela, M.E.

Unidad de Fisiologia Vegetal. Departamento de Biologia Vegetal. Facultad de
Biologia. Universidad de Murcia. Campus de Espinardo. 30100 Espinardo (Murcia).

Phytophthora capsici es un hongo telurico que infecta plantas de pimiento
provocando la muerte de la planta afectada. La manera Optima de controlar la
enfermedad es utilizar variedades resistentes, pero cuando no se dispone de ellas,
se puede tratar de inducir resistencia mediante el uso de microorganismos
antagonicos. La evaluacion del efecto del tratamiento de semillas de pimiento con
cepas de Bacillus subtilis HS93 y Bacillus licheniformis LS234, LS523 y LS674 sobre
la induccion de resistencia a P. capsici en plantas de pimiento, constituye el objeto
de este trabajo.

Los estudios se realizaron in vivo inoculando con micelio fungico, tallos de
plantas de pimiento crecidas a partir de semillas tratadas con las bacterias
mencionadas. La evaluacion de la resistencia se llevé a cabo midiendo la longitud de
la reaccién necroética de defensa y la acumulacién en la zona de inoculacion del tallo,
de la fitoalexina del pimiento, Capsidiol.

El efecto de los tratamientos de las semillas sobre la respuesta de las
plantas a la infeccidén por P. capsici se empez6 a notar a partir del tercer dia después
de la inoculacion. Generalmente, el desarrollo de la necrosis en las plantas tratadas
e inoculadas (T&l) fue significativamente lento en comparacion con las plantas no
tratadas e inoculadas (NT&l). La diferencia en el desarrollo de la necrosis siguid
ampliandose entre las plantas T&l y las plantas NT&l alcanzando al final noveno dia
48.5 mm en las plantas NT&l, mientras que en las plantas tratadas con las cepas de
Bacillus spp. HS93, LS234, LS523 y LS674, la necrosis alcanz6 una media de 30.4,
39.3, 35.4 y 37.3 mm, respectivamente. El andlisis de la acumulacion de capsidiol en
las zonas de inoculacion revel6 que la acumulacién de capsidiol es mayor en las
plantas T&l al cabo del tercer y sexto dia (7.3, 4, 4.5 y 4.4 veces la concentracion
detectada en las plantas NT&l) después de la inoculacion e inferior al cabo del
noveno dia. Los aislamientos hechos a partir de las zonas cercanas a la necrosis
revelaron que ninguno de los tallos contenia las bacterias usadas.

El tratamiento de las semillas de pimiento con los aislados bacterianos
parece inducir una reaccion sistémica en la parte aérea de la planta ya que no se
han detectado bacterias en la zona de inoculacién. Entre las cepas bacterianas
analizadas, la que mayor induccion de resistencia provoca es Bacillus subtilis HS93.
Este aislado, ademas de inhibir el crecimiento vegetativo de P.capsici mediante la
secrecion al medio de metabolitos antifiungicos, es capaz de estimular in vivo la
respuesta defensiva de las plantas de pimiento.
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ANALISIS DE LA INFLUENCIA DE APLICACION DE PESTICIDAS SOBRE LA
SEMILLA EN EL MOMENTO DE LA SIEMBRA SOBRE LA EMERGENCIA DE
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El establecimiento del cultivo de la alubia esta condicionado, entre otros, por
los ataques de mosca (Phorbia platura) y por la incidencia de hongos parasitos del
suelo (Rhizoctonia solani, Pythium spp., Fusarium spp., etc), que representan un
grave problema en la provincia de Ledn.

Tradicionalmente se suele realizar una desinfeccion y proteccion de la
semilla, antes de la siembra, con insecticidas y fungicidas, generalmente por via
hameda. Este método resulta excesivamente laborioso y plantea el problema de
humedecer la semilla.

Se pretende, para evitar estos inconvenientes, la utilizaciéon de sembradoras
con pulverizadores incorporados, que realicen el tratamiento en el momento de la
siembra.

El objetivo del presente trabajo consiste en evaluar distintas mezclas de
insecticidas y fungicidas utilizados contra los agentes a controlar y que pudieran ser
aplicados en forma liquida en el momento de la siembra. Estudiando su influencia
sobre la germinacion y emergencia de la alubia, con el fin de poderlos utilizar para
aplicarlos en pulverizacion en el momento de la siembra.

Los ensayos se realizaron en laboratorio, utilizando la variedad Rifidén y
realizando la siembra en macetas. Los insecticidas utilizados fueron: Carbofurano,
Diazinobn y Oxamilo; y los fungicidas ensayados fueron: Quinosol, Himexazol y
Etridiazol; para todos ellos se utilizaron altas dosis.

La siembra se realiz6 abriendo una pequefia linea en cada maceta y
colocando tres semillas por cada maceta, tras un ligero enterrado se procedia a la
pulverizacion con la mezcla, y posteriormente el enterrado definitivo. Se realizaron 6
repeticiones por tratamiento.

Las mezclas en las que el fungicida utilizado fue el Himexazol fueron las que
mejores resultados presentaron, siendo, por lo tanto, las semillas que menor tiempo
necesitaron para germinar y emerger. No se apreciaron diferencias significativas
entre los distintos insecticidas cuando son mezclados con Himexazol. Las mezclas
con Quinosol presentaron muchos problemas de emergencia, incluso en algun
tratamiento (Quinosol + Oxamilo) las plantas no llegaron a emerger.
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FUNGICIDAS CUPRICOS EN OLIVAR MEDIANTE VISION ARTIFICIAL
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El principal método de lucha contra las enfermedades del olivo es,
actualmente, la pulverizacion de productos fitosanitarios sobre la superficie vegetal.
Las caracteristicas que definen un tratamiento por pulverizacion son: la calidad de
aplicacion, siendo preciso para determinarla cuantificar la superficie del cultivo
recubierta de producto, tanto por el exterior como en el interior de la masa foliar, y la
persistencia o capacidad que tiene un producto fitosanitario depositado sobre la
superficie vegetal para resistir las inclemencias ambientales. Para conocer la
distribucion de productos fitosanitarios sobre la planta se han utilizado diferentes
métodos, que se pueden agrupar en: Métodos analiticos, Métodos fluorimétricos,
Métodos colorimétricos, Métodos de las improntas y Métodos de vision artificial. El
Método de vision artificial desarrollado en este trabajo contribuye a la mejora
tecnoldgica de la utilizacion de los pulverizadores, permitiendo realizar en campo un
analisis de alta precision del porcentaje de superficie vegetal cubierta por producto
fitosanitario, reduciendo las limitaciones de los anteriores métodos. Para ello, tras
realizar la aplicacion fitosanitaria, se fotografian con una cadmara digital muestras de
hojas. Las fotografias, que son archivos digitales, pueden ser observadas en un
ordenador portatil y se seleccionan las que mas calidad fotografica ofrezcan. Se
estudian los valores RGB (Rojo, Verde, Azul) de los pixeles que constituyen las
imagenes digitalizadas, buscando las diferencias entre las zonas de las hojas
cubiertas de producto fitosanitario y las no cubiertas. Con un programa especifico,
desarrollado por los autores en Turbobasic, se determina el porcentaje de superficie
foliar cubierta de producto fitosanitario. Este método de evaluacion de la distribucion
ha sido puesto a punto y ensayado en al determinacion del porcentaje de superficie
foliar cubierta por oxicloruro de cobre, en olivos ‘Cornicabra’, aplicado mediante
pulverizacion. Los valores RGB que permiten distinguir las zonas de hoja cubiertas
del fungicida cuprico fueron: R>67, G>65 y B>68.

En ensayos realizados en campo, se han obtenido porcentajes de cobertura
que superan, en alguno casos, el 60% de la superficie foliar. Para comprobacion, el
programa desarrollado permite dibujar en el monitor los pixeles correspondientes a
la hoja de olivo y al cobre fitosanitario.

El Método de vision artificial desarrollado permite también determinar en
campo la persistencia del fungicida cuprico, asi como, puede ser utilizado para
cuantificar la cantidad de enfermedad en aquellos casos en que los sintomas cursen
con diferencias de color con respecto al propio cultivo. Asi como, constituye un
econdmico y practico medidor del area foliar.
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Actualmente, en el Sur de Andalucia, la pobredumbre blanca (PB) causada
por Rosellinia necatrix Prill. Berl. (anamorfo: Dematophora necatrix Hartig), y la
podredumbre radicular (PR) causada por Phytophthora cinnamomi Rands son las
enfermedades que se presentan con mayor incidencia en las plantaciones
aguacateras de esta region. Los muestreos que se vienen realizando desde 1986
detectan continuamente nuevas fincas con arboles infectados por estos patdégenos.
Asi a final de 1999 se tenian registradas 123 fincas de aguacate afectadas por PB y
85 fincas por PR.

Para controlar estas enfermedades, dentro de un marco de control integrado,
se inicio en el aflo 1995 un programa de mejora del aguacate encaminado a la
seleccion de portainjertos tolerantes a estos hongos de suelo cuyos resultados
previos se han presentado en anteriores congresos. En esta comunicacién se
presenta un esquema del protocolo que se esta desarrollando actualmente y que se
continuara en el futuro, para este programa de seleccion de material de aguacate
tolerante a R. necatrix ; dado que la seleccién de material tolerante a P. cinnamomi
se esta desarrollando desde hace muchos afios en otros paises cultivadores de
aguacate en los que este patdgeno es el mas importante.

Se estan utilizando dos fuentes de material distintas, una es material juvenil:
plantas obtenidas por germinacién de semillas locales, procedentes de arboles
aclimatados a la zona o de arboles que manifiestan en campo tolerancia a la PB
(arboles escape); y otra es material adulto: portainjertos clonales locales,
procedentes de arboles con alta produccion o de arboles escape, y portainjertos
clonales importados (selecciones de Australia, California, Canarias, Israel y

Sudafrica) tolerantes a P. cinnamomi.
Las evaluaciones de tolerancia se realizan mediante inoculaciones artificiales de los distintos tipos
de plantas de aguacate citados, incorporando al sustrato donde vegetan, trigo colonizado por el
patégeno. El criterio de seleccion es para el material juvenil, la supervivencia a la inoculacion y
para el material adulto el grado de tolerancia que presente en referencia a los controles
susceptibles (Topa-Topa) utilizados. Ambos tipos de material vegetal se multiplican posteriormente
para definitivos estudios de tolerancia.

La multiplicacion del material se esta realizando mediante injertos en
invernadero y mediante cultivo in vitro de secciones nodales del material
seleccionado. Actualmente, se encuentra en fase de multiplicaciéon un total de 25
clones de selecciones de material juvenil y 6 clones de material adulto. EI material
local o el importado de otros paises que exprese mayor grado de tolerancia a R.
necatrix en las inoculaciones en curso se seleccionaran para estudios agronémicos
que confirmen su buen comportamiento en campo y permitan recomendarlos para su
comercializacion.
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LA LECHUGA: CULTIVO TRAMPA DE MELOIDOGYNE JAVANICA EN
PLANTACIONES DE OTORIO-INVIERNO.

Sorribas, F. J.*, Ornat, C.'y Verdejo Lucas, S.?

'Dpto. Agronomia. ESAB. Comte d'Urgell 187. 08036-Barcelona. °Dpto. de
Proteccion Vegetal. IRTA. Ctra. de Cabrils s/n. 08348-Cabrils. Barcelona.

Los cultivos trampa son una herramienta de control de nematodos
fitoparasitos ya que permiten disminuir la densidad de inéculo del patégeno
mediante la utilizacion de plantas que el nematodo invade pero en las que no
alcanza a reproducirse. Diversos estudios realizados en el litoral barcelonés
evidenciaron que cuando la lechuga se cultivaba en verano las densidades de
poblacion de Meloidogyne aumentaban, mientras que disminuian cuando se
cultivaba en otofio-invierno. En esta época del afio, el nematodo no llegaba a
producir huevos en la lechuga. Estos resultados podrian deberse al efecto
combinado de la temperatura del suelo y el tiempo de permanencia del cultivo en
campo puesto que la lechuga es huésped del nematodo. Para determinar el papel de
cultivo trampa de la lechuga se realizaron una serie de estudios en parcelas de aire
libre y de invernadero infectadas por M. javanica durante el periodo otofio-invierno
de 1998-99 y 1999-2000. Las lechugas se trasplantaron en noviembre en la
campafa 1998-99 y a mediados de octubre en la campafia 1999-00. Se determino
la evolucién de las densidades de poblacién del nematodo al principio (Pi) y final (Pf)
del cultivo de lechuga y se compard con la evolucién del nematodo en parcelas no
cultivadas durante el mismo periodo de tiempo. Paralelamente, se realiz6 un
seguimiento de la penetracion y desarrollo del nematodo en lechugas cultivadas en
parcelas adyacentes a las del estudio descrito anteriormente. Para ello se
arrancaron 8 lechugas cada 15 dias hasta el final del cultivo, y se procedi6 a tefiir los
nematodos en raiz y a extraerlos por maceraciéon de las raices y tamizado
diferencial. Se registré la temperatura del suelo a 15 cm de profundidad mediante
sondas térmicas situadas en cada uno de los campos.

En todos los ensayos, la Pf fue inferior a la Pi y no se detecto produccion de
huevos en las raices independientemente de la fecha de plantacién. En invernadero,
cuando la lechuga se planté en noviembre, la Pf/Pi fue 0,4 tanto en las parcelas con
lechuga como en las dejadas en barbecho ya que el nematodo no invadid la raiz. Sin
embargo, en la plantacion de octubre, la Pf/Pi en las parcelas con lechuga fue 0,08 y
aguellas en barbecho 0,60 debido a la invasion de las raices por parte del nematodo.
El inéculo en suelo tras el cultivo de lechuga fue significativamente inferior al de las
parcelas en barbecho. En lechuga cultivada al aire libre no se detecté ningun estadio
de desarrollo de Meloidogyne en raiz independientemente de la campafa de cultivo
y fecha de plantacién. Las densidades de poblacién en suelo al final del cultivo
fueron similares entre las parcelas plantadas con lechuga y las de barbecho.

Los resultados de estos estudios indican que la lechuga actia como cultivo
trampa de M. javanica en plantacion otofio-invierno cuando en la fecha de plantacion
la temperatura del suelo es superior al umbral de penetracion del nematodo y
posteriormente se produce un descenso de la temperatura que impide que el
nematodo pueda completar el ciclo de vida.
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COLONIZACION DE LA RIZOSFERA DE CULTIVOS HORTICOLAS POR
AISLADOS DE Verticillium chlamydosporium

Ornat, C.}, Sorribas, F.J.%., Verdejo Lucas, S.2, Lorenzo, M.L.3, Lépez-Llorca, L.V.%y
Salinas J.2
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Verticillium chlamydosporium, parasito de huevos de nematodos fitoparasitos
ha sido investigado por su potencial como agente de control biolégico. Este hongo
nematofago se ha encontrado parasitando huevos de Meloidogyne y Heterodera en
Espafia. Los aislados de V. chlamydosporium difieren en su capacidad para
colonizar la rizosfera, temperatura Optima de crecimiento, produccion de
clamidosporas y capacidad de parasitar huevos de nematodos. En este estudio se
examino la capacidad colonizadora de la rizosfera de V. chlamydosporium en ocho
cultivares de cinco cultivos horticolas para determinar la idoneidad de los mismos
para el crecimiento del hongo. Se utilizaron dos aislados del hongo seleccionados en
estudios previos, BNV81 y Vc-SE, procedentes de M. javanica y H. avenae,
respectivamente. El aislado Vc-10 cedido por el Dr. B. Kerry de IACR-Rothamsted,
UK se utiliz6 de referencia. Plantulas de tomate cv "Nikita" y "Durinta”, pimiento
“ltaliano” y “Lamuyo”, judia verde cv "Tauro", lechuga cv "Ilceberg" y "Maravilla®, y
col cv "Salarite" se trasplantaron a macetas de 1 litro de capacidad conteniendo un
suelo arenoso previamente inoculado con 5x10° clamidosporas por gramo de suelo.
Cada combinacion planta-aislado se repitio 5 veces y las plantas se mantuvieron en
una camara climatica a 25°C durante 42 dias. Se determind las unidades formadoras
de colonias (CFU) por gramo de suelo y por superficie de raiz mediante diluciones
seriadas. Ademas, se examiné el crecimiento del hongo en la rizosfera mediante
microscopia electrénica de barrido (SEM).

El nimero de CFU/g suelo no diferia entre cultivos independientemente del
aislado ensayado. Los aislados BNV-81 y Vc-10 se establecieron bien en el suelo de
la mayoria de cultivos ensayados a excepcion del pimiento “Italiano”. El aislado Vc-
Se sobrevivio en el suelo pero el numero de CFU recuperadas fue bajo. Sin
embargo, el nimeros de CFU/cm? raiz diferia entre cultivos. Asi el tomate, la judia y
la col mostraron un buen nivel de colonizacion de la raiz, mientras que la lechuga y
el pimiento italiano fueron poco colonizados por los diferentes aislados del hongo.
Mediante SEM se confirm6 que la capacidad de colonizacién de la raiz variaba
segun aislado y planta. Las raices de plantas no inoculadas mostraron poca
colonizacion fungica. En plantas inoculadas, se observé crecimiento fungico sobre la
raiz, y en ocasiones, éste fue muy abundante observandose hifas de distinto grosor.
Ademas de micelio, aparecieron algunas fidlides y también estructuras semejantes a
dictioclamidosporas tipicas de V. chlamydosporium. Los resultados del estudio
sugieren la necesidad de conocer la capacidad de V. chlamydosporium para
colonizar la rizosfera de las plantas que se cultivan en rotacion con objeto de
potenciar su capacidad de control de nematodos fitoparasitos.
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RESPUESTA EN CAMPO A Pratylenchus thornei DE UNA LINEA DE TRIGO
CON RESISTENCIA A Heterodera avenae DERIVADA DE Aegilops triuncialis.

Nombela, G. y Romero, M.D.
Dept. Proteccion Vegetal, Centro de Ciencias Medioambientales, CSIC, Madrid.

La mayor parte de los dafios causados por nematodos en cultivos de
cereales se deben al complejo Heterodera avenae, especifico para dichos cultivos, y
a Pratylenchus spp. P. thornei es una de las especies mas comunes en trigo, en
ocasiones en mayor medida incluso que H.avenae. El empleo de variedades
resistentes es uno de los métodos que aunan seguridad ambiental y eficacia en el
control de estos nematodos. Actualmente se han transferido al trigo hexaploide
diversos factores de resistencia a H.avenae desde las especies silvestres del género
Aegilops (genes Crel a Cre5). En cambio, hasta la fecha no se han identificado
genes de resistencia a Pratylenchus spp. en cereales comerciales de grano
pequefio, si bien se han detectado diferencias de tolerancia entre distintas lineas. En
un trabajo previo, caracterizamos el gen Cre2 (presente en la linea de introgresion
trigo/Ae. ventricosa, H93-8) frente a P. thornei, observando que ni dicha linea ni sus
parentales presentaban resistencia en campo a esta especie, aunque si en
condiciones controladas.

En esta ocasion se llevo a cabo la caracterizacion de un nuevo gen de
resistencia a H.avenae, CreAet, frente al atague de P. thornei. Dicho gen habia sido
transferido a la linea TR-353 de Triticum aestivum desde Aegilops triuncialis. La
respuesta como hospedador a P. thornei de la linea TR-353 se comparé con la de
sus progenitores T. aestivum H10-15, T. turgidum H1-1 (especie puente) y Ae.
triuncialis A-1, y con la de la linea H93-8 (gen Cre2) y T. aestivum cv. Loros (gen
Crel). Como controles se utilizaron T. aestivum cvs. Capa y Rinconada, susceptibles
a H.avenae. El estudio se realiz6 en condiciones de campo, en una parcela
naturalmente infestada con P. thornei y H. avenae, distribuyendo las plantas segun
un esquema de bloques al azar. Se realizaron dos muestreos, uno a los 2,5 meses
desde la siembra y otro a madurez (5 meses). Se utilizaron 10 réplicas de cada
tratamiento, y los resultados se expresaron como nematodos por planta, por gramo
de raiz y por 100 ml de suelo.

A los 2,5 meses, la infestacién de la linea TR-353 por P. thornei no mostrd
diferencias significativas respecto a sus parentales y al control Capa, pero fue
superior a la de Rinconada. La misma relacién se observé en el Gltimo muestreo con
respecto a la abundancia de estos nematodos por gramo de raiz; sin embargo, TR-
353 hospedd un namero significativamente mayor de nematodos por planta que sus
parentales Ae. triuncialis y T. aestivum H10-15 (ademas de Rinconada), y muy
cercano al maximo de T. turgidum. La infestacion por H. avenae al final del estudio
fue superior a la de Ae. triuncialis pero significativamente menor que la del resto de
variedades/lineas.

A los 2,5 meses, el gen CreAet mostro una capacidad para controlar a P.
thornei intermedia entre las de Cre2 (minima) y Crel, si bien el niumero de
nematodos por planta en Loros fue significativamente mas bajo que en TR-353 al
final del estudio. Respecto a la infestacion por H. avenae, las resistencias conferidas
por Crel y Cre2 (por este orden) fueron significativamente mayores que la debida al
nuevo gen CreAet.
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Las principales ventajas de los aceites frente a otros productos fitosanitarios
son el control eficaz de algunas plagas y patégenos, una alta eficacia a muy bajas
dosis, bajo coste, baja toxicidad para el hombre y los animales, no aparicion de
resistencias por parte de plagas y patdgenos y respeto a los enemigos naturales.
Sus principales desventajas, ademas de la de los productos de contacto, son la
fitotoxicidad y la falta de eficacia para muchos patdégenos y plagas. Actualmente los
aceites apenas se utilizan en vifiedo, pero los buenos resultados obtenidos en el
control de alguna plaga como el minador de los citricos y algunos hongos patégenos
de varios cultivos indican que puede ser un elemento a incluir en los programas de
manejo integrado en vifia y también en el cultivo "biolégico" de vifiedo que se intenta
potenciar en Galicia.

Para poder considerar los aceites de rango estrecho de destilacion como un
arma mas en la proteccion del vifiedo es preciso determinar su fitotoxicidad y sus
propiedades biocidas. Se han realizado dos ensayos en camara y uno en campo
para determinar si el empleo de estos aceites es fitotoxico en las plantas de vid. Se
emplearon 4 aceites, dos de ellos comerciales, uno de origen mineral (SunSpray oil)
y otro de origen vegetal (aceite de colza, Codacide) y dos aceites de pescado
(AFAMSA 117 y 121). Se emplearon 4 dosis de cada aceite (0.25, 0.5, 1 y 2% v/v)
aplicadas semanalmente durante 6 semanas sobre plantas de vid en maceta en
fitotrén. Los resultados son prometedores puesto que no se han observado efectos
fitotoxicos cuantificables sobre los brotes en crecimiento de plantas tratadas a
ninguna de las dosis empleadas. La repeticion del ensayo en campo parece indicar
que tampoco hay un efecto fitotoxico en condiciones de campo.

Para iniciar el estudio de las propiedades biocidas de los aceites frente a
hongos patdégenos en vid se ha realizado un ensayo en camara para ver la eficacia
de algunos aceites contra el oidio de la vid (Uncinula necator). Se inocularon las
plantas mediante pulverizacion con una suspension de conidias del hongo y una vez
detectadas las primeras manchas, se realizaron los tratamientos con tres tipos de
aceite (SunSpray, Codacide y Afamsa 121) a una dosis del 0,5% v/v, y utilizando
como controles un antioidio sistémico (m.a. tebuconazol) y agua destilada. Los
resultados una semana después de aplicado el tratamiento muestran eficacias del
55,5% para el fungicida sistémico, 64,1% para el Codacide, 49,2% para el SunSpray
y 67,7% para el Afamsa 121, sin diferencias significativas entre los distintos
productos. Dos semanas después se volvieron a evaluar y se obtuvieron las
siguientes eficacias 56,2% para el antioidio, 78,9% para el Codacide, 58,2 para el
SunSpray y 60% para el Afamsa 121. El estudio se completara con tratamientos en
invernadero y en campo.
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ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE LAS ENZIMAS DEGRADADORAS DE LA PARED
CELULAR DE Trichoderma SOBRE Penicillium digitatum Y Penicillium italicum
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El moho verde y el moho azul causados por Penicilllum digitatum y
Penicillium italicum respectivamente, son enfermedades de postcosecha de citricos
responsables de graves pérdidas econdmicas. El control de tales enfermedades se
basa principalmente, en el uso de fungicidas quimicos. No obstante, la progresiva
pérdida de efectividad de los fungicidas debido a la aparicion de patégenos
resistentes, el riesgo para la salud humana de los residuos en la fruta, y las
restricciones legislativas han promovido la busqueda de nuevas estrategias. El uso
de las enzimas degradadoras de la pared celular (EDPC) producidas por
Trichoderma se presenta como una posible alternativa. Las EDPC son muy efectivas
como agentes inhibidores de la germinacién de las esporas y del crecimiento de un
amplio rango de patdgenos, siendo muy selectivas y por lo tanto no perjudiciales
para el hombre.

El objetivo de este trabajo es estudiar la actividad antifingica "in vitro" de las
EDPC de distintas estirpes de Trichoderma frente a dos aislamientos de P.
digitatum vy P. italicum obtenidos de frutos enfermos. Para ello se cultivaron 10
cepas de Trichoderma en medio liquido utilizando como inductor quitina en escamas
(Sigma). Se compararon los patrones enzimaticos y la produccion total de proteinas
de cada estirpe. El ensayo de actividad antifungica se llevé a cabo en microplacas
evaluando a distintos tiempos la viabilidad y crecimiento de los conidios de ambos
patdogenos. En este ensayo se compararon los distintos extractos proteicos
concentrados y previamente dializados frente a agua. Se encontraron diferencias
importantes en la produccion de proteinas entre las cepas, asi como en la actividad
antifingica de dichos extractos.

Los resultados obtenidos mostraron variabilidad en funcion de la estirpe de
Trichoderma utilizada y del patégeno sobre el que se probaron. Asi, T2413 y Nar
destruyeron totalmente los conidios de ambos patégenos; B11 inhibié totalmente a
P. digitatum pero no a P. italicum, al igual que con CG81. Por ultimo, otras estirpes
de Trichoderma como TS50, VFG5 y VFG6 no mostraron un efecto significativo
sobre la germinacién de P. italicum frente al testigo. Para establecer la capacidad
antifingica de cada estirpe de Trichoderma se esta determinando la dosis efectiva
media (DE5Q) de cada uno de los extractos.

Estos datos son bastante prometedores y apuntan a que el empleo de las
EDPC podria ser una alternativa para reducir o eliminar el uso de compuesto
quimicos en el control de las enfermedades de postcosecha en citricos.
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PATOGENICIDAD DE NEMATODOS LESIONADORES (Pratylenchus spp.) Y
NODULADORES (Meloidogyne spp.) SOBRE PLANTONES DE OLIVO Y
EFECTO PROTECTOR DE LA MICORRIZACION
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Las infecciones de olivo por nematodos fitopatdgenos, fundamentalmente
nematodos lesionadores de raiz (Pratylenchus spp.) y noduladores (Meloidogyne
spp.), se han asociado con reducciones del crecimiento y vigor de la planta en varios
paises de la cuenca mediterranea. Por ello, la infeccion de material de plantacion por
estos nematodos constituye un riesgo para el establecimiento de nuevas
plantaciones de olivo y contribuye a la distribucion de estos patdgenos a nuevas
areas. Investigaciones recientes han demostrado una moderada incidencia y
distribucion de nematodos fitopatdgenos en viveros de olivo del Valle del
Guadalquivir. Asimismo, diversos autores han demostrado que la infeccion por
hongos micorricicos puede incrementar la tolerancia de algunas plantas a diversos
estreses bioticos y abidticos. Por tanto, los objetivos de este trabajo han sido
determinar la patogenicidad en plantones de olivo ‘Picual’ y ‘Arbequina’, de los
nematodos lesionadores P. penetrans y P. vulnus, y noduladores M. arenaria, M.
incognita y M. javanica, asi como evaluar el efecto protector de la micorrizacion
frente a dichas infecciones.

Se han realizado experimentos en condiciones controladas, utilizando
plantones de ‘Arbequina’ y ‘Picual’ de 3-4 meses de edad. En todos los
experimentos, las plantas se inocularon con las poblaciones de nematodos
lesionadores y noduladores (5 y 15 ejemplares/cm?® de suelo, respectivamente) en el
momento del trasplante. Para estudiar el efecto protector de la infeccion micorricica
frente a infecciones por estos nematodos, se utilizaron plantones micorrizados con
Glomus mossae, G. intrarradices y una mezcla de G. intrarradices y G. fasciculatum.
Las reacciones a las infecciones se evaluaron a los 90-100 dias después de la
inoculacion, mediante el incremento relativo de diversos parametros de crecimiento
del plantdn (altura total de la planta, diametro del tallo y brotes y nimero de nudos).
Asimismo, se evaluaron las densidades de poblacion de los diferentes nematodos
estudiados en suelo y raices de las plantas.

Los resultados demuestran que los plantones de olivo ‘Arbequina’ y ‘Picual’
son buenos huéspedes de los nematodos lesionadores y noduladores estudiados;
asi como que todos ellos reducen significativamente el crecimiento relativo del
diametro del tallo y brotes, asi como el nimero de nudos del plantdn, respecto de los
controles no inoculados. Sin embargo, ninguna de las especies de nematodos
utilizadas redujo significativamente el crecimiento relativo de la altura de la planta.
En las plantas micorrizadas, el parasitismo por P. vulnus y M. incognita redujo
significativamente los parametros de crecimiento anteriormente mencionados en
relacion a las plantas no inoculadas. Sin embargo, esta respuesta fue diferencial y
estuvo influida tanto por el cultivar de la planta huésped, como por el hongo
micorricico utilizado y el nematodo implicados en la interaccion.
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La Verticilosis del olivo (VO), causada por Verticilium dahliae Kleb., es
considerada en la actualidad una de las enfermedades de etiologia fungica mas
amenazadoras para el olivar. Los aislados de V. dahliae que infectan olivo se
pueden clasificar como defoliante (D) y no defoliante (ND), de acuerdo con el tipo y
severidad de la reaccién que causan en este huésped y en algodoén. Las infecciones
de plantones de olivo por el patotipo D pueden ser letales, por lo que constituyen
una grave amenaza para el establecimiento de nuevas plantaciones.

Las Verticilosis estan consideradas entre las enfermedades de cultivos mas
dificiles de combatir, de manera que el manejo eficiente de las mismas requiere la
practica de una estrategia de control integrado. Una opcion interesante que podria
complementar la accién de control de otras medidas de lucha es la aplicacion de
microorganismos antagonistas del patdgeno eficaces como agentes de biocontrol.
Diversos estudios han demostrado el uso eficaz de microorganismos antagonistas
para combatir la enfermedad en plantas herbaceas. Sin embargo, la utilizacion de
dichos agentes microbianos para el control de marchiteces vasculares en plantas
lefiosas soOlo se ha investigado en escasas ocasiones y con éxito variable y/o
limitado. El objetivo de este estudio ha sido explorar la posibilidad de usar aislados
bacterianos endofitos o colonizadores de raices de olivo como agentes de control
biologico de la VO, con vistas a su aplicacion durante la propagacion viveristica del
olivo.

Se han obtenido diversos aislados bacterianos de raices de olivos OPicuall]
procedentes de vivero, que han sido identificadas como Pseudomonas spp. Se ha
investigado la capacidad antagonista de dichas bacterias para inhibir el crecimiento
miceliar de los aislados V138 (D) y V4 (ND) de V. dahliae en diferentes medios
microbiolégicos. Asimismo, se ha determinado su capacidad para producir
pioverdinas y &cido salicilico in vitro, y se han realizado diversos bioensayos con el
fin de determinar la efectividad de dichas bacterias para combatir las infecciones por
el patotipo D (aislado V138) de V. dahliae en plantas de olivo OPicuall. Para ello se
han utilizado plantas de 3-5 meses de edad propagadas tanto por el método
tradicional de estaquillado como por micropropagacion. Los resultados demuestran
que algunos de los aislados de P. fluorescens son capaces de retrasar
significativamente el desarrollo de sintomas y reducir la incidencia y severidad de la
enfermedad respecto a los controles no tratados, y por lo tanto, poseen potencial
como agentes de biocontrol de la VO. Sin embargo, es de destacar que no se ha
encontrado correlacion entre la capacidad antagonista in vitro y su efectividad in
planta.
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INFLUENCIA DE LAS FECHAS DE SIEMBRA Y LOS REPELENTES EN LA
INFECCION POR PVY
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Se trata de dos ensayos realizados en la Granja modelo de Arkaute: el
primero se lleva por tercer afio consecutivo, y trata de evaluar y cuantificar el efecto
de la fecha de siembra sobre la sanidad de PVY, asi como el efecto de la proteccion
del cultivo en diferentes fases de su estado fisioldgico. Para ello se ha utilizado un
disefio de parcelas subdivididas (fecha en la parcela principal y proteccion en la
subparcela), con dos bloques. La proteccion consistié en proteger el cultivo durante
el primer y el segundo tercio del ciclo mediante manta térmica (manta 1y manta 2,
respectivamente). La siega de las matas ha sido la proteccion para el ultimo tercio
del ciclo vegetativo. El segundo se lleva por segundo afio consecutivo. Tiene por fin
evaluar el efecto de ciertos repelentes de pulgones sobre la sanidad de PVY. Para
ello se utilizo un diseifio de bloque al azar, con cuatro repeticiones. La parcela
unitaria consistia en 100 pies de la variedad Kennebec. Los tratamientos fueron:
aceite de neem, azadiractina y Triac-N; mas un control sin tratar. La aplicacion de los
tratamientos ha sido semanalmente, desde la emergencia (11 de junio) hasta que los

vuelos de pulgones bajaron de 25 alados por trampa y semana (23 de julio).
Segun los resultados, destaca la proteccién que ofrece la manta térmica en la juventud de la

planta, especialmente en la siembra de Mayo. También se observa una tendencia hacia una mayor
infeccién segun avanza la fecha de siembra. En planta adulta, la manta térmica protege en las
siembras de Mayo y Junio, pero no en las de Abril ( pico de vuelos de Junio) ni en las de julio (pico de
vuelos de Setiembre). Los altos porcentajes de la incidencia de PVY son consecuencia a la mala

calidad del material de partida (certificada B, apta para producir patata de consumo y no siembra)

Se ha observado una proteccion significativa del aceite de neem sobre el control y el triac. A
continuacion se sitla la azadiractina (principio activo extraido del aceite de neem), dando una

proteccion significativa respecto al control.
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La podredumbre gris, causada por Botrytis cinerea, es una de las
enfermedades mas importantes en los cultivos horticolas de Almeria. Su control se
efectta fundamentalmente por métodos quimicos, existiendo en la actualidad
problemas de control debido, entre otras causas, al desarrollo de resistencia a
fungicidas como son los bencimidazoles, las dicarboximidas y los N-fenil
carbamatos. El pirimetanil, que pertenece a la familia de las anilinopirimidinas, es un
fungicida introducido recientemente y que ha dado problemas de resistencia en otros
paises.

El objetivo de este trabajo es ver la evolucién de la resistencia a estos
fungicidas en Almeria partiendo de los datos obtenidos en 3 muestreos realizados al
comienzo de las epidemias. Se recogieron 261 aislados de 49 invernaderos en
diciembre de 1992, 154 en 31 invernaderos en diciembre de 1995 y 302 en 47
invernaderos en enero de 2000.

La dosis discriminatoria entre aislados resistentes y sensibles para los
benzimidazoles fue de 1 mg/l de PDA, y de 5 mg/l para las dicarboximidas y los N-
fenil carbamatos. Para el pirimetanil, se calculé la DE50 de 45 aislados que se
recogieron en el primer muestreo, y que no han estado expuestos a este fungicida, y
de 40 aislados del tercer muestreo. Desde 1992, la resistencia a dicarboximidas,
benzimidazoles y N-fenil carbamatos ha aumentado significativamente (p=0.05). La
resistencia a bencimidazoles ha pasado de un 47 a un 90%, a dicarboximidas de un
56 a un 77% y a N-fenilcarbamatos de un 1,2 a un 23%. El fenotipo doble resistente
a carbendazima y procimidona es el mas frecuente, llegando a un 65% en el 2000 y
los triples resistentes han pasado de un 1,2 en el afio 1992 a un 13,9% en el 2000.
En el estudio del pirimetanil, tanto en los aislados del muestreo de 1992, como en
los de 2000 han aparecido 3 aislados resistentes. En cada uno de los muestreos hay
2 subpoblaciones diferenciadas que se corresponden con los aislados sensibles
(DE50 entre 0.05-0.5 en el 1992 y 0.07-0.5 en el 2000) y los resistentes (DE50 entre
1-10). La media de la DE 50 en los aislados de la poblacion no expuesta y la
expuesta al fungicida no difiere y es de 0.53 mg/l de pirimetanil. Los 3 aislados
resistentes de 1992 nos indican un alto riesgo de aparicion de resistencia pero no se
ha producido un aumento porque el pirimetanil se utiliza solo desde 1996, 1 o 2
veces por campafa, y uUnicamente esta permitido en cultivos de tomate y fresa.

El uso de los bencimidazoles y las dicarboximidas debe ser limitado al
maximo, dados los niveles de resistencia alcanzados. La resistencia al pirimetanil es
mucho menor y si el uso de las anilinopirimidinas se mantiene en los niveles
actuales, se podra ejercer un buen control combinando el uso de estas materias
activas con otros fungicidas con distinto modo de accion.
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UTILIZACION DE HONGOS ANTAGONISTAS

Bascon Fernandez, J., Corpas Hervias, C. y Basallote Ureba, M.J.

Centro de Investigacion y Formacion Agraria “Las Torres-Tomejil”. Consejeria de
Agricultura y Pesca. Junta de Andalucia. Apdo. Oficial. 41200 Alcala del Rio
(Sevilla).

La Podredunbre Blanca, ocasionada por el hongo Sclerotium cepivorum
Berk., es una de las enfermedades mas importantes de los cultivos de ajo y cebolla
en las principales zonas productoras espafiolas. Los esclerocios, que constituyen la
estructura de supervivencia de este hongo, persisten en el suelo durante afios y
pueden ocasionar severas epidemias a muy bajas concentraciones. La introduccion
de antagonistas al suelo es una alternativa al uso de los quimicos en el control de
enfermedades causadas por hongos esclerociales, siendo algunas especies de
Trichoderma de los hongos mas utilizados para controlar este grupo de patdégenos.
Este trabajo se ha llevado a cabo para evaluar in vitro la capacidad antagonista,
frente a S. cepivorum, de una serie de aislados fungicos de diferente procedencia
(ajo, aguacate, compost de orujo).

La seleccion de los posibles agentes de biocontrol se llevd a cabo mediante
cultivos duales en placa Petri sobre PDA. Para ello, se llevaron a cabo dos
experimentos en bloques al azar, con cuatro repeticiones de 14 aislados de
Trichoderma sp. y de un aislado de Fusarium sp. Tras un periodo de incubaciéon de
siete dias a 18 °C y en oscuridad, se determind el porcentaje de inhibicion del
crecimiento radial y se anoté la presencia de esclerocios inmaduros y maduros. Seis
dias més tarde se contabilizaron, en un area de 1 cm?, los esclerocios maduros en la
zona de contacto de las dos colonias y en la zona distal, situada entre el disco del
micelio de S. cepivorum y el borde de la placa. Ademas, para determinar el tipo de
interaccién existente entre el patdgeno y los posibles agentes de biocontrol se
realizaron cultivos duales mediante la técnica de montaje en porta.

Tras siete dias de incubacion las placas control estuvieron homogéneamente
cubiertas por micelio y esclecorios maduros de S. cepivorum. El crecimiento radial
del micelio de S. cepivorum sélo fue inhibido significativamente por tres de los
aislados fungicos testados, dos procedentes de bulbos de ajo y otro de raiz de
aguacate. Al finalizar el experimento, todos los aislados se habian desarrollado
sobre la colonia del patégeno, excepto uno de Trichoderma sp. que formé una
pequefa barrera de inhibicion, y el aislado de Fusarium sp. que se desarroll6 mas
lentamente que el patégeno y detuvo su crecimiento al contactar las dos colonias.
En la mayoria de las combinaciones no se detectaron esclerocios maduros en la
zona de contacto después de 13 dias de incubacion, mientras que en la zona distal
se observaron esclerocios en mayor o0 menor numero en todos los duales salvo en
aguellos con los aislados procedentes de ajo. EI modo de accion mas frecuente de
los aislados de Trichoderma sp. testados fue micoparasitismo.
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La Podredunbre Blanca, ocasionada por el hongo Sclerotium cepivorum
Berk., es una de las enfermedades mas extendidas y destructivas de los cultivos de
Allium en el mundo. En Andalucia, la solarizacion del suelo constituye el método de
control mas efectivo de dicha enfermedad. Se ha referido que la micorrizacién de
plantas de cebolla con Glomus sp. proporciona una proteccion efectiva frente a la
Podredumbre Blanca. También se ha demostrado previamente la efectividad de
Trichoderma harzianum, como agente de biocontrol, y la del fungicida tebuconazol
en tratamientos de semilla.

Se desarrollaron tres experimentos en un campo naturalmente infestado por
S. cepivorum, a lo largo de tres cultivos consecutivos de ajo. Durante los dos
primeros afios se compararon la solarizacion, la aplicacién de G. intraradices en el
surco de siembra y la combinacién de ambos, con un tratamiento testigo no tratado.
En el tercer afio experimental, se introdujeron dos nuevos tratamientos, la aplicacién
de tebuconazol a la semilla y el aporte al surco de un aislado de T. harzianum
seleccionado in vitro por su alta capacidad micoparasitica. Ademas, en las parcelas
en las que se combinaron ambos procedimientos, se volvio a aportar el hongo

micorricico.

La solarizacion redujo la densidad de inéculo del patégeno a niveles inapreciables, sin embargo
su efectividad se redujo de un cultivo de ajo al siguiente, debido a la facil recolonizacion del suelo.
La epidemia de Podredumbre Blanca se inicié 4-5 meses después de la siembra en las parcelas
testigo, en las micorrizadas artificialmente y en aquellas donde se aporté T. harzianum. La
solarizacion del suelo y el tratamiento de las semillas con tebuconazol resultaron en un notable
retraso en el comienzo de la enfermedad. Asimismo, la incidencia final de plantas muertas, y el
area bajo la curva de progreso epidémico estandarizada, se redujeron significativamente para
estos dos tratamientos, cuando se compararon con los restantes. En consecuencia, los
rendimientos fueron mas del doble para dichos tratamientos. La solarizacién también incremento la
frecuencia de bulbos >50 mm de didmetro. No obstante, en el tercer ciclo de cultivo, la proporcién
de bulbos de mayor calibre fue superior al 80 % para todos los tratamientos considerados. En las
condiciones de nuestro experimento, el aporte de G. intraradices en el surco de siembra no tuvo
efectos sobre la enfermedad, ni sobre el desarrollo del cultivo.
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Durante las dos ultimas décadas se ha desarrollado un importante cuerpo de
conocimientos sobre el control biolégico y ambiental de las enfermedades de origen
teldrico asociado con el empleo de sustratros elaborados con compost. El control de
las enfermedades incluye la muerte de los fitopatdgenos preexistentes en los
residuos durante y después de producirse las altas temperaturas implicadas en el
proceso de compostaje. Asi encontramos sustratos a partir de compost con
supresividad frente a enfermedades del suelo inducidas por Pythium spp.,
Phytophthora spp., Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii y algunas formae specialis
de Fusarium oxysporum.

De esta manera los objetivos de este trabajo son: primero, la identificacion
de las bacterias y actinomicetos, mesoéfilos y termdfilos, presentes en el residuo
industrial del corcho de 4 meses y 11 meses de compostaje. Y segundo, valorar “in
vitro” las capacidades antagonistas de aquellos frente a Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici (razas 0 y 1), Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycopersici ,Fusarium
oxysporum f.sp. melonis (razas 0, 1, 2 y 1-2), Fusarium moniliforme y Alternaria sp.

La composicion de la microbiota mesofila en el compost de 4 y 11 meses es
practicamente la misma. En cambio, la composicion de la microbiota termdfila en la
composta de 4 meses es mas diversa que en el compostado de 11 meses. Posible
consecuencia del progresivo alejamiento de la fase termdfila.

Se encontraron entre los actinomicetos antagonistas frente Fusarium
oxysporum f.sp. lycopersici (razas 0 y 1),Fusarium oxysporum f.sp. melonis (razas 0,
1, 2 y 1-2), Fusarium moniliforme y Alternaria sp. los siguientes géneros:
Streptomyces, Saccharopolyspora y Nocardia.

Se encontraron entre la microbiota bacteriana frente Fusarium oxysporum
f.sp. lycopersici (razas 0 y 1), Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycopersici ,Fusarium
oxysporum f.sp. melonis (razas 0, 1, 2 y 1-2), Fusarium moniliforme y Alternaria sp.
los siguientes géneros: Bacillus, Enhydrobacter, Sporosarcina, Plesiomonas,
Listeria, Kurthia, Neisseria, Methylococcus, Phenylobacterium, Staphylococcus,
Pseudomonas, Photobacterium y Vibrio.
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Se evaluo el efecto de la solarizacién y la micorrizacion en microparcelas de
hormigon de 150x100x60 cm, infestadas artificialmente con las razas 0, 1 y 2 de
Fusarium oxysporum f. sp. melonis (Fom), situadas en el SIA de Zaragoza. La
solarizacion se realiz0 durante los meses de Julio y Agosto de 1998,
contabilizandose una concentracion de inéculo, antes y después de la misma, de
3584 y 2050 ufc/g de suelo en las parcelas no solarizadas; y de 3940 y 155 ufc/g de
suelo en las parcelas solarizadas.

En ambos tipos de parcelas se trasplantaron, en Otofio de 1998, 16 plantas
de meldn cv. Charentais T, micorrizadas con Glomus intraradices y no micorrizadas.
El disefio fue de bloques al azar con tres repeticiones.

Las plantas que crecieron en parcelas no solarizadas experimentaron un
menor crecimiento (siendo éste mayor en las micorrizadas) que el de las que se
desarrollaron en las parcelas solarizadas (experimentando también un mayor
crecimiento las micorrizadas). En Diciembre de 1998, el promedio de peso seco de
cuatro plantas de melén/parcela fue de 34.5 y 52.3g en las parcelas no solarizadas
(no micorrizadas y micorrizadas, respectivamente); y de 107 y 130g en las parcelas
solarizadas (no micorrizadas y micorrizadas, respectivamente).

No se observaron sintomas de Fusariosis vascular en las parcelas
solarizadas, tanto en plantas de melén micorrizadas como no micorrizadas. En las
parcelas no solarizadas, los dafios causados por la mezcla de Fom en las plantas
micorrizadas y no micorrizadas no difirieron significativamente entre si. Un severo
atague de Oidio solap6 los sintomas de Fusariosis vascular en la fase final del
cultivo.

En la Primavera de 1999 se repitio el ensayo con el cultivar de meldn Piel de
sapo. No se observaron diferencias significativas en los resultados obtenidos con
respecto al experimento anterior.
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La solarizacién es un método de desinfestacién no quimica del suelo que ha
sido testada con éxito en areas con intensa radiacion solar y elevada temperatura
durante el verano. La duda surge cuando nos planteamos el uso de esta técnica en
areas que podemos llamar marginales en cuanto a las condiciones climaticas
existentes (vg. Norte de Espafia). Es en estas zonas en las que un método de
prediccion de temperaturas se hace imprescindible, pues puede proporcionar un
criterio fiable para recomendar o no la utilizacién de la solarizacion.

En trabajos anteriores quedo demostrada la validez del analisis de Fourier
para la prediccion de las temperaturas en suelos solarizados en Aragon a partir del
ajuste de los datos de la primera semana de solarizacion efectiva a ecuaciones
sinusoidales de uno y dos términos. El ajuste de las ecuaciones de dos términos
requiere disponer de un registrador continuo de temperaturas para recoger los datos
de al menos ocho temperaturas diarias. Sin embargo, para ajustar la ecuacion de un
término solo resulta necesario conocer las temperaturas maximas y minimas diarias
de la primera semana de solarizacion.

En este ensayo, llevado a cabo durante el verano de 1998, se comprobo
que, si bien la estimacién con la ecuacién de dos términos se aproxima mas a la
temperatura real, esta mejoria no es significativa como para elegirla en detrimento
de la estimacion con la ecuacibn de un término. Las figuras muestran la
comparacion de la temperatura real del suelo a 10 cm con la estimada utilizandose
las ecuaciones de uno y dos armodnicos, respectivamente.

Un armdnico Dos armoénicos

Promedio de
temperaturas (°C)

20 20

Promedio de temperaturas
(°C)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

Hora solar Hora solar

‘+ESTI10 _o_REAL‘ ‘+ESTI10 —o—REAL‘

Se demuestra que tan valida puede ser la prediccion obtenida mediante el
uso de un registrador continuo de temperaturas como la obtenida con el empleo de
un simple termémetro de maximas y minimas.
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La Verticilosis, causada por Verticilium dahliae Kleb, es la enfermedad mas
importante del algodonero en Andalucia. Los aislados de V. dahliae presentes en
dicha region se pueden diferenciar en dos patotipos principales por la reaccion que
inducen en plantas huésped: severo defoliante (D) y moderado no defoliante (ND).
La rotacidn con cultivos no susceptibles podria ser una medida eficaz que contribuya
a reducir los niveles de las poblaciones del hongo en el suelo. En este trabajo se
presentan resultados preliminares de una investigacion enfocada a estudiar la gama
de plantas huésped de los patotipos D y ND entre especies cultivadas y malas
hierbas frecuentes en el Valle del Guadalquivir.

Los experimentos se realizaron con dos aislados representativos de los
patotipos D y ND de V. dahliae. Los cultivos investigados fueron: garbanzo (tipos
‘kabuli’: ‘PV-60’, ‘PV-13’; y ‘desi’: ‘WR-315’, ‘JG-62’), trigo (trigo duro: ‘Vitron’, ‘Don
Pedro’; trigo blando: ‘Cajeme’, ‘Yécora’), colza (‘Lucia’, ‘Desirée’) y ajo (ajo morado).
Las plantas se inocularon por inmersién del sistema radical en una suspension de
conidias de cada aislado. Tras la inoculacién, las plantas se mantuvieron en
invernadero con ambiente parcialmente controlado. La severidad de los sintomas
inducidos se evalud periddicamente segun una escala 0-4 (0=no sintomas; 4=planta
muerta). Una vez finalizados los experimentos, se evaluaron el peso y la altura de la
raiz y parte aérea de la planta y se realizaron aislamientos de diferentes zonas de
las plantas inoculadas.

Los dos aislados de V. dahliae fueron patogénicos sobre todos los cultivares
de garbanzo estudiados. La severidad de la reaccion inducida fue mayor en ‘PV-60’
y ‘PV-13’' que en ‘JG-62’; y en éste ultimo fue a su vez superior que en ‘WR-315'. El
aislado D fue més virulento que el aislado ND, e indujo sintomas afectando a un
elevado porcentaje del area foliar y defoliacion acentuada en todos los cultivares
excepto ‘WR-315". Un porcentaje variable de las plantas de colza mostré sintomas
leves, dependiendo del cultivar y aislado utilizado. Ninguna de las plantas inoculadas
de trigo y ajo mostré sintomas externos de la enfermedad. Los resultados de los
aislamientos indicaron la ocurrencia de infecciones asintométicas en la raiz y parte
aérea de plantas de trigo y colza. Estos datos indican el potencial de ambos
patotipos para infectar especies cultivadas utilizadas frecuentemente en las
rotaciones de cultivos de Andalucia, lo que podria reducir su eficacia para el control
de la enfermedad. No obstante, para disponer de conclusiones definitivas es
necesario continuar la investigacion con un nimero mayor de genotipos vegetales, y
en condiciones de campo.
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Verticillium dahliae induce marchiteces vasculares en una amplia gama de
plantas huésped. El nimero de esclerocios del patdbgeno necesario para causar
enfermedad varia con el cultivo y con el patotipo de V. dahliae. Una planta puede
resultar afectada como consecuencia de multiples infecciones del sistema radical,
aungue el efecto de una infeccién puede depender de su posicion en la raiz y de la
edad de la planta. En este trabajo se ha investigado el efecto de inoculaciones en
puntos individuales de la raiz con esclerocios de V. dahliae, sobre la infeccion de la
raiz y parte aérea de plantas de berenjena (Solanum melongena L.).

Se realizaron tres experimentos utilizando macetas especialmente disefiadas
para permitir la incorporacion del inéculo y su posterior retirada del punto de
inoculaciéon sobre las raices seleccionadas. Las inoculaciones se llevaron a cabo
aplicando diferentes cantidades de esclerocios embebidos firmemente en filtros de
polipropileno, directamente sobre el apice de la raiz principal de plantulas de
berenjena. El filtro con los esclerocios se retir6 de la maceta a los 3-4 dias de ser
aplicado. Tras la inoculacion, se evaluaron periodicamente el nimero de colonias de
V. dahliae desarrolladas sobre el sistema radical y la presencia y densidad del
patdgeno en el tallo.

Las primeras plantas con infecciones en la raiz se observaron a las 2-3
semanas de la inoculacion. Las raices de las plantas inoculadas mostraron elevados
niveles de infeccion en la zona de inoculacion, pero también se observaron
infecciones en zonas de la raiz situadas por encima y por debajo del punto de
inoculacion. La exposicion de las raices a cantidades tan bajas como 26 esclerocios
fue suficiente para inducir una incidencia del 65% de plantas con raices infectadas.
Sin embargo, solo una de un total de 205 plantas inoculadas resulté con infeccion
del tallo. EI nimero de plantas con infeccién radical disminuyé con el tiempo tras la
inoculacion. Estos resultados permiten concluir que la infeccion radical de plantas de
berenjena puede ser causada por un numero muy bajo de esclerocios de V. dahliae,
y que el nivel de potencial de inoculo utilizado en los experimentos no fue
suficientemente elevado para inducir infeccién en la parte aérea de las plantas. La
metodologia de inoculacidon desarrollada podria permitir profundizar en el estudio de
la influencia de factores como el tipo y edad de la raiz infectada y la posicién y el
namero de infecciones, sobre la relacién entre densidad de in6culo e incidencia de
enfermedad.
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DETEC;CION Y FI:UCTUACION POBLACIONAL DE CICADELIDOS Y
FULGORIDOS EN VINAS INFECTADAS POR FITOPLASMAS EN LA PROVINCIA
DE BARCELONA

Martinez, M. A.}, Altabella, N. F.2, Alari, M. T.2, Tudela, R.%, Ornat, C.? y Sorribas, F.
J.?
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En Espafia han sido citadas hasta el momento dos enfermedades de la viiia
causadas por fitoplasmas: la Flavecencia dorada y el Bois noir. Estas enfermedades
son transmitidas por injerto y por insectos del orden Homéptera, siendo los insectos
vectores conocidos Scaphoideus titanus Ball. e Hyalesthes obsoletus Sign.,
respectivamente. Mientras que el primero ha sido detectado en diversas regiones
viticolas espafiolas, el segundo no ha sido citado en vifia en Espafia, a pesar de que
la enfermedad ha sido detectada en diversas areas viticolas y con altas tasas de
progresion de la enfermedad. El objetivo de este estudio fue detectar la presencia de
Cicadélidos y Fulgéridos y su curva de vuelo en vifias infectadas por fitoplasmas, lo
cual puede mejorar el control de la enfermedad a través del control del vector.

El estudio se inicid en 1999 en un vifiedo de la variedad Chardonnay de la
granja escuela Torre Marimon en Caldes de Montbui (Barcelona) en la que se habia
diagnosticado Bois noir a partir de muestras enviadas al Servei de Laboratoris de
Sanitat Agraria. La captura de los cicadélidos y fulgéridos se realiz6 mediante placas
pegajosas amarillas de 20 x 20 cm que se dispusieron a 1 metro del tronco de las
vifias enfermas y a unos 5 cm de la superficie del suelo. Los cicadélidos y fulgoridos
fueron identificados mediante caracteristicas morfologicas. Las placas se
cambiaban semanalmente desde mayo hasta finales de septiembre. Durante el afio
2000 se esta realizando el mismo seguimiento para confirmar los resultados
obtenidos el afio anterior.

Se detectaron los cicadélidos Agallia spp., Circulifer fenestratus, Empoasca
spp., Psammotettix spp., Scaphoideus titanus, y Ziginidia scutellaris y el fulgérido
Hyalesthes obsoletus.

Empoasca spp., Ziginidia scutellaris y Scaphoideus titanus se detectaron
durante todo el periodo de estudio. El nimero de capturas de Empoasca fue mayor
que la del resto de cicadélidos. El fulgérido Hyalesthes obsoletus se detecto a partir
del 16 de Junio en 1999, y las ultimas capturas tuvieron lugar el 8 de septiembre.
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TRANSMISION POR SEMILLA EN CONDICIONES DE CAMPO DE LOS
POTYVIRUS QUE INFECTAN LA JUDIA.

Cifuentes G., Castro S. y Romero J.

Departamento de Proteccion Vegetal, INIA. Autopista A-6, Km 7,0 28040-Madrid.

El virus del mosaico comun de la judia (Bean common mosaic potyvirus, BCMV) y el virus del
mosaico comun necrotico de la judia (Bean common mosaic necrotic potyvirus, BCMNV), son
considerados los patdgenos principales de este cultivo, debido a su transmision por semilla y su
dispersion en la naturaleza por pulgones. El porcentaje de transmision por semilla varia en funcién
de la variedad oscilando en la mayoria de cultivares entre 20 y 50 % Yy en algunos casos es
superior al 80 %. En Espafia en algunas zonas productoras de judia, los agricultores tienen que
cambiar cada cierto numero de afios sus cultivares debido a que la semilla “degenera” lo que esta
ligado a la transmision de BCMV y BCMNYV por estas semillas. Para realizar una evaluacion del
porcentaje de semillas de judia infectadas por virus que se podria transmitir de una generacion a
otra, durante dos camparias agricolas hemos marcado plantas al azar en cultivos comerciales de
dos cultivares de judia: Canela y Palmefia ubicados en Villalis de la Valduerna (Ledn). Las
plantas marcadas fueron analizadas cada 15 dias por ELISA para determinar el tiempo de su
infeccién por virus. Al final del cultivo las plantas marcadas fueron cosechadas individualmente y
las semillas obtenidas fueron germinadas en estufa a 20 °C y sus radiculas primarias analizadas
por ELISA para determinar la presencia o ausencia de virus. EIl Porcentaje de semillas infectadas
obtenido varia de 9 — 31 % en el cultivar Canelay de 4- 24 % en el cultivar Palmefa. La
correlacién entre el porcentaje de semillas infectadas y la época de infeccién de la planta para las
dos campafias y cultivares sera presentada.
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TRANSMISION POR PULGONES DEL LUTEOVIRUS DEL ENROLLADO DE LA
JUDIA (BLRV)

Ortiz, V., y Romero, J.
Departamento de Proteccion Vegetal. INIA. Autopista A-6 Km 7,0 28040-Madrid.

Los luteovirus son un grupo importante de patdogenos de plantas,
principalmente por lo dafios que ocasionan, son transmitidos en la naturaleza
exclusivamente por pulgones de forma persistente y muchas veces algunas
especies de pulgones transmiten un determinado virus de forma especifica, por lo
que la interaccion virus-vector-planta constituye muchas veces un factor limitante en
el estudio del ciclo de vida del virus.

El virus del enrollado de la judia (Bean leaf roll virus, BLRV) esta
ampliamente distribuido en las leguminosas de grano que se cultivan e la peninsula
Ibérica. En este trabajo hemos realizado ensayos de transmision mediante pulgones
del aislado del BLRV-HA proveniente de campos de haba de Antequera (Malaga).
Como vectores se evaluaron dos especies de pulgones: Myzus persicae Yy
Acyrthosiphon pisum y de esta Ultima especie se evaluaron dos clones. La
deteccion del virus, en la planta como en el insecto vector, se realizé mediante la
amplificacion por RT-PCR de un fragmento de la proteina de la capsida del BLRV,
usando cebadores especificos para este virus. Las dos especies de pulgones fueron
capaces de transmitir el virus, siendo la eficiencia mayor en los dos biotipos de
Acyrthosiphon pisum . Los resultados fueron similares cuando se utilizaron como
in6culo plantas enfermas enteras u hojas desprendidas de estas plantas.
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ESTUDIO SOBRE LA ECOLOGIA MARINA DE Fusarium EN LA COSTA Y
FONDOS MEDITERRANEOS DE ESPANA. RESISTENCIA IN VITRO A LA SAL
DE Fusarium oxysporum

Blanco, R.}, Nufiez, F.J.}, Montoya, J.R.!, Gémez, A}, Santos, M.}, Avilés, M.2 y
Tello Marquina, J.C".
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Este trabajo se justifica por el uso que se ha dado a las arenas de las playas
en los cultivos intensivos del Sudeste Peninsular para conformar los denominados
enarenados. La arena ha sido considerada como un sustrato inerte, por lo que se ha
utilizado como soporte de los denominados "cultivos sin suelo” en Murcia desde
hace afos. El presente trabajo, completa los realizados sobre este mismo tema.

Para ello se ha procedido a la caracterizacion de las poblaciones de
Fusarium presentes en las arenas y fondos de la costa Mediterranea espafola para
ver la importancia relativa de este género con respecto a otros presentes en el
medio, asi como determinar la microbiota fungica mas comun en las arenas
mediterraneas.

Se analizaron un total de 29 muestras entre arenas de playa y fondos
marinos, estos ultimos fueron tomadas a profundidades que iban de 9 a 27 metros
de profundidad, en distintos puntos de las costas de Almeria, Alicante, Gerona,
Menorca, Ibiza y Espalmador.

De este trabajo se pudo concluir que el género Fusarium se encuentra con
cierta frecuencia distribuido en las playas y fondos marinos del litoral Mediterraneo
espanol (hasta 27 m por debajo del nivel del mar). Tres fueron las especies aisladas:
F. oxysporum, F. solani y F. roseum, siendo la especie F. oxysporum la mas
representativa, por contra, F. solani se aisld6 con poca frecuencia. Del estudio
taxondmico de los aislados de F. roseum segun el sistema propuesto por Nelson et
al., 1983 indico la presencia de dos especies de la seccion Gibbosum, F. equiseti y
F. acuminatum.

Con respecto a la microbiota fungica no fusarica identificada es de destacar
el amplio numero de géneros fangicos identificados, resaltando el género Penicillium
presente en todas las muestras analizadas.

También se procedi6 a estudiar el comportamiento in vitro de los aislados de
Fusarium oxysporum determinados en las arenas y fondos marinos a diferentes
concentraciones salinas y a distintas temperaturas de incubacion, donde no se
observd una resistencia especial a la salinidad de estos Fusaria con los
determinados en suelos cultivados. Se comprobé que los F. oxysporum ensayados
podian crecer en medio de cultivo en condiciones de salinidad superiores a los
114.54 bares obteniendose con la adiccion de 212.5 g de CINa por litro de PDA o
con 156.6 g de CIK por litro de PDA.
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EVOLUCION DURANTE CINCO ANOS DE LAS POBLACIONES DE Tylenchulus
semipenetrans EN UN CULTIVO DE CLEMENTINOS INJERTADOS SOBRE
CITRANGE CARRIZO

Tuset, J.J., Zaragoza, S., Villalba, D. y Bueno, J.M.

Micologia. Dpto. de Proteccion vegetal y Biotecnologia. Instituto Valenciano de Investigaciones
Agrarias. Carretera Moncada-Naquera, Km 4,5. 46113 Moncada (Valencia).

El nematodo de los citricos, Tylenchulus semipenetrans, esta presente en la mayoria de las zonas
citricolas del mundo. Este nematodo parasita las raicillas de los arboles debilitandolos,
disminuyendo su crecimiento y su produccion. Debido a esto, se piensa que puede ser una de las
causas del cansancio del suelo, serio problema que afecta a las replantaciones de citricos y que
dificulta el normal desarrollo de los plantones.

Un estudio para conocer la evolucion de las poblaciones de Tylenchulus
semipenetrans en un cultivo de clementinos cv. “Orogrande” injertados sobre
citrange Carrizo se ha realizado en una parcela de 9.000 m? situada en el término de
Ribarroja (Valencia), que anteriormente estuvo plantada de naranjos dulces cv.
“Washington Navel” en patrén naranjo amargo (Citrus aurantium) cuyos arboles se
arrancaron en la primavera de 1993. La parcela se dividi6 en subparcelas,
efectuando en cada una de ellas diferentes tratamientos. La plantacion se realizé en

la primavera de 1994.
En la subparcela testigo ha sido donde mas nematodos se han encontrado, con un maximo en la
primavera de 1998, con una poblacién de 181 nematodos/gr. de raiz. La subparcela en que se
aplicé un lavado antes de la plantacion y la subparcela en la que se injertaron los patrones al afio
siguiente de la plantacion tuvieron una poblacion de nematodos inferior al testigo, también con un
méaximo en el afio 1998, con 68 y 56 nematodos/gr de raiz, respectivamente. La subparcela cuyos
arboles fueron tratados con bromuro de metilo tuvo un maximo de 50 nematodos/gr. de raiz (afios
1998 y 99), poblacion que bajé mucho al afio siguiente. Las subparcelas que menor cantidad de
nematodos tuvieron fueron los tratadas con metam-sodio, con dicloropropeno y la subparcela
cuya plantacién se realiz6 sobre los restos de la plantacién anterior (no se arrancaron las raices).
La disminucion del nimero de nematodos en todas las subparcelas a partir del cuarto afio (1999),
se debe al mayor volumen del sistema radical de los arboles, lo que reduce la concentracion de
éstos en las raices. En la experiencia, la eficacia de los tratamientos no queda clarificada.
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VALORACION DEL NUMERO DE ZOOSPORAS DE Phytophthora citrophthora NECESARIO
PARA CAUSAR INFECCION RADICAL EN TRES ESPECIES DE CITRICOS

Lapeiia, I.,Tuset, J.J., Hinarejos, C. y Mira, J.L.

Micologia. Dpto. Proteccion Vegetal y Biotecnologia. Instituto Valenciano de
Investigaciones Agrarias. Carretera Moncada-Naquera, Km 4,5. 46113. Moncada.
Valencia.

Phytophthora citrophthora es un hongo habitante del suelo muy extendido en
toda el area mediterranea y que es muy patdégeno de los citricos, al afectar el tejido
cortical vivo causando podredumbres de las raices y chancros basales. En la
experiencia se utilizaron tres especies de citricos, una empleada para producciéon de
fruta comercial como es Citrus sinensis cv. “Pineapple” y otras dos empleadas como
portainjertos (citrange Troyer y Citrus reshni). Como la infeccién de este hongo se
produce por medio de las zoosporas, hemos estudiado diferentes concentraciones
de las mismas a una idéntica conductividad eléctrica (C.E.) de 1000 [0S/cm. En C.
sinensis cv. “Pineapple” las concentraciones ensayadas fueron 10% 10° 10*y 10°
zoosporas/ml. En C. reshni éstas fueron de 10° 10* y 10° zoosporas/ml y en c.
Troyer de 10* y 10° zoosporas/ml. Todas las plantulas de estas tres especies
estuvieron 24 h sumergidas en las diferentes concentraciones indicadas y después
se transplantaron a las macetasg/ se situaron en el invernadero.

La concentracion de 10° zoosporas/ml afecté a C. sinensis cv. “Pineapple”
produciendo un 70% de plantulas dafiadas y un 30% de muertas. Las dos especies
empleadas como portainjertos necesitaron una concentracion de 10> zoosporas/ml
para ser afectadas, si bien en C. reshni se produjo un 90% de mortalidad y en c.
Troyer ésta no tuvo lugar. Después del ensayo, C. sinensis cv. “Pineapple” se ha
mostrado muy sensible seguida por C. reshni, mientras que c. Troyer se ha
comportado como resistente.
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DETECCION Y CUANTIFICACION DE CYSDV EN MOSCA BLANCA (Bemisia
tabaci GENN.) MEDIANTE HIBRIDACION MOLECULAR CON SONDAS NO
RADIOACTIVAS.

Ruiz, L., Janssen, D., Velasco, L. y Cuadrado, I.M.

Unidad de Virologia, Centro de Investigacién y Formacién Agraria. Apdo. de correos
91, 04700 El Ejido. Almeria.

El virus del amarilleamiento de cucurbitaceas (cucurbit yellow stunting
disorder virus, CYSDV) transmitido por mosca blanca es un factor limitante en la
produccion de hortalizas en el sudeste espafol. En nuestro laboratorio estamos
desarrollando modelos de prediccion de esta enfermedad virica mediante el analisis
de la carga viral por mosca mediante el diagnostico con sondas moleculares.

Para ello se han disefiado dos sondas de DNA a partir de secuencias de
nucleodtidos descritas del CYSDV que codifican para las proteinas HSP70 y CP,
respectivamente.

La cuantificacion se ha realizado midiendo la densidad oOptica (DO) de la
sefial resultante en la hibridacion de una curva patron realizado a partir de
concentraciones conocidas de cDNA viral, obtenido previamente mediante RT-PCR.
Dicha curva patrén relaciona la DO con el logaritmo de la concentracion de
DNA/RNA por muestra y permite extrapolar concentraciones problema de RNA viral.

Se ha podido establecer asi que las sondas obtenidas a partir de HSP70 y
CP son comparables, mostrando resultados correlacionados. No obstante, la sonda
de HSP70 es 100 veces mas sensible que la derivada de CP, recomendandose,
pues, la primera para estos estudios.

El método de la hibridacion molecular para el desarrollo de modelos de
prediccion es una alternativa al empleo de RT-PCR por su reproducibilidad, sencillez
y economia de medios y material.
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DIAGNOSTICO DE VIRUS DE RNA POR HIBRIDACION NO RADIACTIVA EN
IMPRONTAS DE TEJIDO VEGETAL

Aquilar, J.M., Marco, C.F., Diaz, J.A. y Aranda, M.A.

Laboratorio de Virologia. Estacion Experimental “La Mayora”-CSIC. 29750
Algarrobo-Costa (Méalaga)

La disponibilidad de métodos para el diagnéstico de virus que sean rapidos,
fiables, sensibles y econdmicos es fundamental para el desarrollo de estrategias
para la proteccion de cultivos. Los métodos basados en técnicas tipo ELISA tienen
estas caracteristicas, pero no siempre existen anticuerpos especificos para cada
virus o0 es barato obtenerlos. Ademas, las técnicas tipo ELISA suelen requerir una
cierta preparacion de las muestras que hay que analizar, lo que complica el trabajo
cuando el numero de muestras es elevado. La facilidad actual para sintetizar sondas
no radiactivas ha puesto al alcance de la mayoria de laboratorios el uso de técnicas
de diagndstico alternativas al ELISA basadas en la hibridacion molecular.

Para el trabajo que llevamos a cabo en la Estacion Experimental “La
Mayora” con objeto de obtener variedades de meldn resistentes a virosis, hemos
desarrollado la técnica de diagndstico por hibridacién en improntas de tejido vegetal
para tres de los virus de mayor importancia en cultivos de melén: el cucumovirus del
mosaico del pepino (CMV), el potyvirus del mosaico de la sandia 2 (WMV-2) y el
crinivirus del amarilleo y enanismo de las cucurbitaceas (CYSDV). Estos virus
pertenecen a grupos taxonomicos distintos, alcanzan diferentes concentraciones en
sus huéspedes e incluso difieren en su distribucion en los tejidos de la planta
infectada, aunque tienen en comun poseer genomas de RNA monocatenario de
polaridad positiva. En el caso de WMV-2 ha sido necesario primero la clonacion de
un cDNA al RNA gendmico de un aislado espaiiol del virus. La region para la que se
ha obtenido este cDNA comprende las 1,6 Kb mas préximas al extremo 3'del RNA
viral y la homologia de su secuencia con otras secuencias de WMV-2 disponibles en
las bases de datos ha resultado ser alta (>95%). A partir de este clon de cDNA y de
otros disponibles para CMV y CYSDV se han sintetizado sondas no radiactivas de
CcRNA para los tres virus. Estas sondas se han utilizado en experimentos de
hibridacion en improntas de tejidos y también en experimentos de hibridacion tipo
“dot-blot” utilizados como referencia. Las muestras provenian de un panel amplio de
huéspedes inoculados artificialmente (o no, para los controles negativos). Cuando ha
sido posible (CMV y WMV-2) se ha realizado también diagnéstico mediante ELISA
en las mismas muestras. Del andlisis de los resultados se deduce: i) grados de
especificidad y sensibilidad comparables para los tres métodos de diagndstico v ii)
una facilidad de ejecucion y economia substancialmente superiores para el método
de hibridacion en improntas de tejido vegetal. Por lo tanto, recomendamos el método
de hibridacion no radiactiva en improntas de tejido vegetal para el diagnéstico
rutinario de virus de RNA de plantas.
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DETECCION DE UN VIRUS NO PERSISTENTE EN SU INSECTO VECTOR POR
AMPLIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS VIRALES

Martin, R.}, Palacios, 1.2, Fereres, A.?y de Blas, C.}

! Depto. Proteccion Vegetal. INIA. Carretera Corufia Km 7'5. 28040 Madrid.
2 Centro de Ciencias Medioambientales (CSIC), Serrano 115 dpdo, 28006 Madrid

Las técnicas de ELISA convencionales no son suficientemente sensibles
para la deteccion de virus en sus afidos vectores y por tanto es necesario utilizar
técnicas moleculares mas sensibles como la amplificacion de &cidos nucleicos
virales. Especialmente, los virus no persistentes son muy dificiles de detectar,
debido a su extremada baja concentracién y su presencia restringida al estilete, junto
a su elevada inestabilidad en el vector. El virus del mosaico del pepino (CMV), un
virus no persistente con una amplia gama de huéspedes y distribuido por todo el
mundo, tiene un genoma RNA tripartito, y los numerosos aislados detectados se han
agrupado en dos subgrupos (denominados | y IlI) segun sus caracteristicas
biolégicas, seroldgicas y de secuencia nucleotidica. En Espafa, aunque presentes
los dos, se encuentra méas frecuentemente el I.

Se realizaron ensayos de transmision de CMV utilizando individuos de Aphis
gossypii  mantenidos en melén cv Regal. Tras una hora de ayuno, los pulgones
realizaron pruebas durante cinco minutos sobre plantas infectadas con CMV-M6 y se
guardaron de dos formas: congelados y escachados sobre membranas de Whatman
3 MM (OIlmos et al, 1997). Con los pulgones congelados se ensayaron dos métodos
de extraccion de RNA, resultando mejor el de Singh et al (1998). Los virus retenidos
en las membranas fueron capturados en tubos tapizados bien con albumina de
suero de bovino o bien con anticuerpos especificos de CMV, segun Olmos et al
(1997). Se realizaron ensayos de NASBA (nucleic acid sequence based
amplification) y de transcripcién inversa (RT) seguida de nested PCR, utilizando
oligonucleotidos cebadores previamente disefiados en zonas conservadas. Se
presentan los resultados de la deteccidn del virus en un solo pulgon.

Referencias:
Olmos et al, 1997. J. Virol. Methods 68: 127-137.
Singh. et al, 1998. J. Virol. Methods 74: 125-138.
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DETECCION DEL VIRUS DE LA PSORIASIS DE LOS CITRICOS MEDIANTE
INMUNOIMPRESION-ELISA.
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La psoriasis de los citricos es una de las virosis que mas dafios causa en las
plantaciones comerciales de Espafia, particularmente en las de naranjo dulce. La
etiologia de la psoriasis no estd demostrada pero aparece asociada al virus de la
psoriasis de los citricos (CPsV), miembro tipo del género Ophiovirus. Actualmente el
diagnostico de la enfermedad se realiza mediante ensayos de infectividad en plantas
indicadoras, que comienzan a expresar sintomas a partir de un mes después de la
inoculacion. Otras enfermedades transmisibles por injerto producen sintomas
foliares parecidos a los de psoriasis y es preciso un ensayo de proteccion cruzada
frente a psoriasis B (una variante mas virulenta) para hacer un diagnostico mas
especifico. Ello hace que el actual método de diagnostico sea caro, lento e
inadecuado para una aplicacion masiva.

La disponibilidad de anticuerpos monoclonales y policlonales frente a la
capside de CPsV (obtenidos en el IFA, Torino, Italia) ha permitido poner a punto un
protocolo de deteccion por ELISA indirecto utilizando improntas de tejido sobre
membranas de nitrocelulosa como antigeno.

Para la puesta a punto se inocularon plantas de invernadero con tres
aislados distintos de psoriasis y se ensay0 la deteccién utilizando distintos tipos de
material. La deteccidon mas sensible de CPsV tuvo lugar en brotes jovenes, que son
ademas un material idéneo para la preparacion de las improntas. Esta técnica se ha
ensayado con éxito en nueve variedades comerciales de citricos.

Para validar el método con aislados desconocidos de CPsV se comparoé el
diagnéstico serologico y mediante ensayos de infectividad de 45 aislados de
distintas zonas citricolas espafiolas. La coincidencia de ambos diagnosticos fue total.

Se esta optimizando el diagnostico seroldgico muestreando diez arboles
infectados, en invierno, primavera y verano y comparando los resultados obtenidos
al analizar mediante inmunoimpresion o ELISA en placa seis muestras de cada
arbol. Se discute la fiabilidad de las distintas técnicas de diagnéstico.
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El virus del manchado foliar de los citricos (CLBV) se purificd a partir de un
kumquat Nagami (SRA153) que inducia, entre otros sintomas, mala union de
algunas variedades de citricos con el patrén citrange, que es el patron tolerante a
tristeza mas utilizado en Espafia. En experimentos previos, el virus se detectd
mediante RT-PCR en algunos arboles de plantaciones comerciales con sintomas de
mala unién con citrange, pero no en otros con sintomas similares. La no deteccion
en estos Ultimos podria ser debida a una mala distribucion del virus dentro de la
planta, a que los sintomas estuviesen inducidos por variantes de secuencia de CLBV
no reconocidos por los cebadores, 0 a que un patogeno diferente fuese el causante
de los mismos. Para conocer la incidencia de CLBV en nuestro pais sin las
limitaciones de las técnicas basadas en RT-PCR, se ha desarrollado un
procedimiento de deteccién del virus mediante hibridacién molecular con sondas de
cDNA marcadas con digoxigenina.

Para la puesta a punto del método se inocularon plantas de distintas
especies y variedades de citricos con el aislado SRA153. Para la deteccion se
ensay6 como diana extractos purificados de RNA bicatenario (AsRNA), RNA total e
improntas de brotes u hojas en membranas de Nylon. La deteccion mas consistente
de CBLV se obtuvo con extractos de dsRNA y RNA total procedente de hoja joven,
mientras que la utilizacién de improntas sélo permitio la deteccion en brotes jovenes
de algunas variedades.

La hibridacion utilizando RNAs totales puso de manifiesto que el titulo y la
distribucion del virus en la planta infectada eran diferentes segun las variedades.
Asi, en algunas variedades como el naranjo dulce Pineapple, el titulo era muy bajo y
la distribucion erratica, por lo que era necesario utilizar un minimo de seis muestras

por planta para una deteccion fiable.
En condiciones de campo se observo que la distribucion del virus es aln mas erratica, ya que se
encontraron diferencias incluso entre arboles vecinos de una misma parcela. Estos resultados
podrian explicar en parte la falta de asociacion encontrada hasta ahora entre la presencia del virus
y los sintomas de mala unién.



P-33

TOMATO YELLOW LEAF CURL BEGOMOVIRUS (TYLCV-Sar): LOCALIZACION
DEL ADN VIRAL Y DE LA PROTEINA DE CUBIERTA EN Solanum nigrum L. Y
Lycopersicon sculentum Mill.

Pinner, M.S.}, Medina, V.2, Sabini, L.I.2, Achon, M.A%2, Markham, P.G. .

! Dept. Produccié Vegetal i Ciéncia Forestal. Universitat de Lleida (UdL). Avda. A.
Rovira Roure 177, 25198 Lleida.

2 John Innes Centre. Dept. of Virus Research. Colney, Norwich UK NR4 7UH.

% Dept. de Ciencias Exactas, Fisico-Quimicas y Naturales. Universidad Nacional de
Rio Cuarto. Rio Cuarto. Cordoba. Argentina.

Mediante hibridacién in situ e inmunomarcaje con oro coloidal se ha
estudiado la distribucion del ADN viral y la proteina de cubierta de TYLCV-Sar en
dos de sus plantas huéspedes Solanum nigrum L. y Lycopersicum sculentum L.. Las
muestras de S. nigrum L. se colectaron durante el verano (periodo vegetativo) y el
invierno (periodo de reposo).

La hibridacién in situ demostré que la infeccion del virus se produce
principalmente en el tejido vascular de todas las partes de la planta, incluyendo
tallos, raices y hojas. En algunas hojas la infeccion alcanza el parénquima en
empalizada. La distribucion de ADN viral en hoja invernal es un 90% menor que en
hoja de verano. Las raices también son infectadas pero en menor proporcion que las
hojas.

El marcaje con oro coloidal confirmo la presencia de viriones localizando la
proteina de cubierta en los tubos cribosos, los nucleos de las células acompafiantes
y el citoplasma de las células del parénquima del floema.

Ambos huéspedes mostraron un modelo similar de infeccién.
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DESARROLLO DE UN METODO DE DETECCION DE ALTA SENSIBILIDAD
PARA EL VIRUS DEL JASPEADO DE LA VID (GFKV)

Mansilla, C., Ponz, F., Torres, V. y Fresno, J.

INIA. Autopista a-6, km 7. 28040 Madrid.

La infeccion por GFKV es latente en la mayoria de las variedades de vid
(Vitis vinifera) y de los portainjertos utilizados, resultando generalmente
asintomatica. Las hojas de vides con fuerte infeccion de jaspeado pueden
presentarse arrugadas, retorcidas e incluso enrollarse hacia arriba, y determinados
aislados severos pueden inducir diferentes grados de retraso en el crecimiento,
disminucién en la rizogénesis, en la madera de poda, del rendimiento y del vigor de
la planta. Nosotros hemos encontrado fuertes niveles de incidencia en los vifiedos
de La Mancha.

Agente.- El virus del jaspeado (Grapevine fleck virus, GFKV) fue aislado por
primera vez en 1991. Este virus no se transmite mecanicamente y esta descrito como
limitado a floema. Es un virus RNA isométrico de 30 nm. No esté clasificado dentro de
ningun grupo de los clasicos de la taxonomia de virus de plantas.

Transmision.- No se trasmite mecanicamente, ni es conocido su vector. Su
distribucion es fundamentalmente por material vegetal de propagacion contaminado.
No presenta transmision por semilla.

Control.- Uso de plantas de propagacion libre de virus obtenidas por
termoterapia o cultivo de meristemos.

Deteccion. -. En los esquemas de certificacion y control de material vegetal, se
emplea el injerto sobre Vitis rupestris como indicador y el andlisis serolégico por
ELISA. Pero en muchos casos los resultados son dudosos o dificiles de interpretar.

Para evitar estas dificultades, hemos ensayado técnicas moleculares, IC-RT-
PCR, como herramienta de alta sensibilidad, de uso facil y fiable, que puede resultar
atil en los programas de seleccién sanitaria y de certificacion de material vegetal de vid
a multiplicar, determinando su estatus sanitario con fiabilidad. Se presentaran y
discutiran los resultados obtenidos.
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DIAGNOSTICO MOLECULAR DEL VIRUS DEL MOSAICO DEL PEPINO DULCE

Mansilla, C. y Ponz, F.

INIA, Autopista A-6 km 7. 28040 Madrid.

En muchas ocasiones, la emergencia de nuevos virus que causan dafios de consideracion
en cultivos de gran interés econdmico nos coloca en una situacion en la que se hace necesario poner
a punto un buen método de deteccién de forma rapida. Los métodos de deteccion moleculares,
altamente especificos, generalmente requieren unos conocimientos sobre el patdgeno incompatibles

con una puesta a punto de una técnica de deteccion rapida.

En nuestro laboratorio hemos puesto a punto un método de deteccibn molecular
(inmunocaptura — retrotranscripcion — PCR) para un virus emergente en el cultivo de tomate, el virus
del mosaico del pepino dulce, a partir del Unico conocimiento de que se trata de un patdégeno
perteneciente al grupo de los Potexvirus, lo cual se puede saber por observacion de la morfologia al

microscopio electrénico, con total desconocimiento de la secuencia de dicho virus.

La metodologia seguida en este caso pone a disposicion una herramienta de trabajo que
nos permitiria una primera deteccion ripida de patdégenos, analisis de los resultados obtenidos y

desarrollo de técnicas de deteccion totalmente especificas.
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EVALUACION DEL TEST ELISA (ADGEN) PARA LA DETECCION DE ESPECIES
DE Monilinia spp.

De Cal, A. y Melgarejo, P.

Departamento de Proteccion Vegetal. SGIT-INIA. Carretera de La Coruia km7.
28040. Madrid.

Monilinia laxa, M. fructigena y M. fructicola son los hongos que causan la
podredumbre parda y el momificado de los frutos en los frutales de hueso y pepita.
De estas tres especies de Monilinia, M. fructicola es la que causa mayores dafos en
frutales de hueso. Esta especie esta presente en América y Australasia, pero no en
Europa, y es uno de los organismos de cuarentena de la Unién Europea. La
identificacion de estas especies esta basada en caracteres morfologicos y culturales.
Adgen (UK) ha desarrollado un test ELISA para poder diferenciar a M. laxa y M.
fructigena de M. fructicola.

Se ha estudiado la especificidad de este test ELISA en 56 aislados de
Monilinia recogidos de frutales de hueso en Espafia y que habian sido identificados
como M. laxa y M. fructigena mediante métodos culturales y morfolégicos. Se
utilizaron como referencia 2 aislados de cada una de las tres especies procedentes
de coleccién. Se estudiaron 3 tipos de antigenos de estos aislados: 1) micelio
procedente de placas de agar patata dextrosa, 2) micelio y conidias recogidas de la
superficie de cerezas o nectarinas y 3) micelio y conidias procedentes de momias de
nectarinas. Los resultados obtenidos mediante ELISA cuando se usaba como
antigeno micelio y conidias de Monilinia spp. sobre frutos son similares a las
identificaciones realizadas por meétodos culturales y morfologicos. De los 56
aislados, 5 eran identificados como M. fructigena y el resto como M. laxa. No se
detectd, como era de prever, ningun aislado de M. fructicola. Sin embargo, el test
ELISA no se correspondia con las especies identificadas (ni con las especies de
coleccion) si se utilizaba como antigeno micelio procedente de placas de agar patata
dextrosa o de momias.

El uso del test diagnostico de Monilinia spp para identificar M. fructicola,
puede ser una herramienta rapida a la hora de detectar este patdgeno de
cuarentena si se utiliza como antigeno micelio y conidias sobre fruto infectado.
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PUESTA A PUNTO DE UN METODO PARA LA DETECCION DEL VIRUS DEL
CRIBADO DEL MELON (MNSV) EN AGUAS DE RIEGO Y SOLUCIONES
NUTRITIVAS DE CULTIVOS HIDROPONICOS

Lorca', A., Botella® F. y Pallas?, V.

(1) Depto. de Mejora y Patologia Vegetal, CEBAS-CSIC, Campus Universitario de
Espinardo. A. Correos 4195, 30071 Murcia. (2). Depto. Biologia Aplicada, Division
Ecologia. U. Miguel Herndndez. Campus de Orihuela (Alicante).

El virus del cribado del melon (Melon Necrotic Spot Virus-MNSV) afecta a
diversos cultivos de cucurbitaceas y de manera especial al melén en cultivo
hidropodnico. La enfermedad comienza con la aparicion de manchas cloréticas en las
hojas que con el tiempo evolucionan a necroticas, formandose finalmente un
enrejado necroético a lo largo de las nerviaciones de la hoja. También se producen
estrias en la base de los tallos y en los frutos pueden aparecer manchas necréticas
con la consiguiente pérdida de calidad comercial. En los casos mas severos se
produce la muerte de la planta. El MNSV es un virus perteneciente al género de los
Carmovirus y se transmite a través del hongo quitridiomicete Olpidium bornovanus.
Este hongo se reproduce por zoosporas, las cuales se transmiten con mucha
facilidad a través del agua de riego. Por este motivo, los cultivos de tipo hidropdnico
y semihidroponico son especialmente favorables para la transmision del virus. En el
presente trabajo se ha realizado, por una parte, una comparacién entre la
sensibilidad de los métodos seroldgicos tradicionalmente utilizados (DAS-ELISA) y
otros basados en el genoma viral (hibridacion molecular no radiactiva y RT-PCR)
para la deteccion del virus en tejido foliar. Por otra parte, se ha desarrollado un
método para la deteccion del MNSV tanto en aguas de riego como en soluciones
nutritivas de cultivos hidroponicos. En el primer caso, la hibridacion molecular no
radiactiva resulté ser 25 veces mas sensible que la deteccion basada en el test
ELISA, siendo su umbral de deteccién de 6.4 pg.mL™” de tejido frente a los 160
ng.mL* de tejido obtenidos como umbral para el test ELISA. En el caso de la RT-
PCR, su sensibilidad resulté ser 625 veces superior a la de la hibridacién molecular
no radiactiva, alcanzando un umbral de deteccién de 10.2 ng mL™ de tejido. Estos
resultados son similares a los obtenidos previamente para otros virus (1, 2). En la
deteccidn del virus en aguas de riego y en soluciones nutritivas de cultivos
hidropdnicos se procedid a concentrar la muestra mediante la centrifugacion del
agua previo tratamiento con polietilienglicol (PEG) o directamente por
ultracentrifugacion. Soélo con la técnica de la RT-PCR fue posible detectar el MNSV
debido a la baja concentracion que el virus alcanza en estas dos situaciones. La
puesta a punto de este procedimiento permitird avanzar en los métodos de control
de la infeccion de dicho virus.

(1) Sanchez-Navarro,J.A.; Cano, E.A. and Pallas, V. (1996). Plant Pathol. 45, 375-

382
(2) Sanchez-Navarro, J.A.; Aparicio, F.; Rowhani, A. and Pallas, V. (1998). Plant Pathol. 47, 780-786.
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DETECCION DE AISLADOS DEL VIRUS DE LA SHARKA POR RT-NESTED-PCR
EN UN SOLO TUBO CERRADO Y CARACTERIZACION CON SONDAS
ESPECIFICAS

Olmos, A., Esteban, O., Bertolini, E., Martinez, M.C., Gorris, M.T. y Cambra, M.

Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA). Dpto. de Proteccion Vegetal
y Biotecnologia. Laboratorio de Virologia e Inmunologia. Apdo. oficial. 46113
Moncada, Valencia.

El virus de la sharka (PPV) es el agente causal de una de las enfermedades mas
importantes de los arboles frutales de hueso por su facil transmisién por pulgones de
forma no persistente y por sus implicaciones agronémicas y econdmicas. Por ello se
requiere una deteccidn sensible y fiable que ademas permita la clasificacion de aislados en
uno de los cuatro grupos reconocidos actualmente (D, M, Soc, EA) puesto que presentan un

comportamiento epidemiolégico y agresividad diferente.

Se ha puesto a punto un sistema basado en el método patentado
(P9801642, Julio 1998) que permite la deteccion por nested PCR en un solo tubo
cerrado de cualquier aislado de PPV. Con este fin se han disefiado iniciadores
generales (P10 y P20) externos a los universales ya utilizados internacionalmente
(P1 y P2). La eleccion de los iniciadores se realizé usando la herramienta de
busqueda nucleotidica del programa Entrez Browser, el programa informatico para el
estudio de similaridad Advanced BLAST 2.0 (ambos del Centro Nacional para la
Informacion Biotecnoldgica, Bethesda, MD, USA) y el programa OLIGO 4.0 (LRS,
Long Lake, MN, USA), segun Olmos et al. (2000).

Esta técnica se ha acoplado a un revelado colorimétrico mediante sondas
universales o especificas de grupo, marcadas en 3’ con digoxigenina. El empleo de
una sonda general permite el uso a gran escala, siendo muy util en programas de
certificacion. El uso de sondas selectivas tiene interés para programas de
erradicacion selectiva ya que permite la caracterizacion por grupos de los aislados
de PPV. Este tipo de revelado, permite ademas obviar los geles de agarosa y el
toxico bromuro de etidio.

El método permite la deteccién con una sensibilidad 100 veces superior a la
convencional inmunocaptura RT-PCR. Esta sensibilidad hace posible el uso de
dianas impresas o escachadas en papel (material vegetal o pulgones).
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SENSIBILIDAD DE LAS TECNICAS DE DETEQCION DE Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus EN TUBERCULOS DE PATATA.

Palomo Gémez, J. L.}; Garcia Benavides, P."; Lopez Gonzéalez, M. M.?

! Centro Regional de Diagnostico. Consejeria de Agricultura y Ganaderia. Apdo.
61.37080 Salamanca.

2 Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias. Apartado Oficial 46113. Moncada
(Valencia).

Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus, responsable de Ia
podredumbre anular de la patata, es un patdgeno de cuarentena incluido en la lista
A2 de la Directiva 77/93/CEE. La metodologia oficial de analisis de esta bacteria
esta regulada por la Orden 7591 (BOE 81, 1994). La dificultad del analisis radica en
la existencia de infecciones latentes, sin sintomas y con una baja concentracién de
la bacteria. Las muestras, compuestas por 200 tubérculos, se analizan mediante
inmunofluorescencia indirecta. Si el resultado es positivo es imprescindible confirmar
el diagnéstico mediante el aislamiento de la bacteria, que presenta dificultades ya
gue C. michiganensis subsp. sepedonicus tiene un crecimiento lento. Suele ser
necesario recurrir a inoculaciones en planta de berenjena, que actia como medio de
enriguecimiento selectivo y permite ademas la comprobacién del poder patégeno.
Una vez aislada la bacteria, la identificacion se realiza mediante una serie de
pruebas bioquimicas , fisiolégicas y seroldgicas .

En este trabajo se ha comparado la sensibilidad de las siguientes técnicas:

- Inmunofluorescencia indirecta (IF) con anticuerpos monoclonales especificos.

- Aislamiento en medios de cultivo (NBY y NCP-88).

- Prueba de patogenicidad en berenjena (cv. Black Beauty).

- PCR (Protocolos de Schneider et al, 1993 y Li & De Boer, 1995), tras extraccion del
ADN segun el protocolo de Llop et al (1999).

Se prepararon suspensiones de dos cepas de la bacteria, de distintos
origenes geograficos, en extractos de patata de dos variedades, hasta alcanzar unas
concentraciones seriadas desde 10’ hasta 1 ufc/mL. A cada uno de los extractos de
patata con estas concentraciones bacterianas, se les aplicaron las técnicas citadas.

Los resultados obtenidos permiten establecer una escala de sensibilidad de
las distintas técnicas. La mas sensible resultd ser la inoculacion en berenjena que
detecté hasta 10° ufc/mL, seguida de PCR (Schneider) e IF (103-10* ufc/mL), y por
Gltimo PCR (Li & De Boer) con 10°> ufc/mL. El aislamiento no detect6
concentraciones inferiores a 10" ufc/mL, por lo que no se considera recomendable.
Se propone un procedimiento de analisis basado en estos resultados, que permita
combinar la maxima sensibilidad con la posibilidad de procesar muestras a gran
escala.
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COMPARACION DE METODOS DE DETECCION DE Ralstonia solanacearum EN
AGUAS SUPERFICIALES.

Palomo, J. L. y Garcia-Benavides, P.

Centro Regional de Diagnostico. Consejeria de Agricultura y Ganaderia. Apdo.
61.37080 Salamanca.

Ralstonia (Pseudomonas) solanacearum es una bacteria de cuarentena
incluida en la lista A2 de la Unién Europea (Directiva 77/93). Es una bacteria capaz
de afectar a mas de 200 especies distintas, aunque los dafios mas importantes se
producen en la familia Solanaceae. En los ultimos afios se han detectado algunos
focos de esta enfermedad en cultivos de patata en Espafia, asi como en otros
paises europeos. Nuestras condiciones ambientales, favorables para el desarrollo de
la enfermedad, hacen que esta sea un riesgo importante para el sector productor de
patata.

Las medidas para prevenir su introduccién y difusion en la Union Europea,
estan reguladas por el Real Decreto 1644/99 (BOE 265). Uno de los principales
riesgos de esta enfermedad es su facilidad para transmitirse a través del agua de
riego. Ante la aparicion de un nuevo foco, se deben tomar medidas para evitar la
diseminacién de la bacteria por aguas superficiales. Para ello es necesario disponer
de métodos de deteccion lo suficientemente sensibles y sencillos como para poder
analizar un elevado numero de muestras procedentes de las reiteradas
prospecciones que deben realizarse en las aguas superficiales posiblemente
contaminadas. No existe ningin método oficial de andlisis de la bacteria en agua, sin
embargo es conveniente realizar el aislamiento, identificacion y comprobacion del
poder patdgeno, al menos en las primeras detecciones dentro de una zona.

Aunque se dispone de un medio de cultivo semiselectivo (SMSA
modificado), la concentracion de la bacteria en los cauces fluviales suele ser tan baja
gque es necesario realizar una concentracién o enriquecimiento previo al analisis. Se
ha comparado la sensibilidad de los siguientes métodos de deteccion de Ralstonia
solanacearum en agua:

- Siembra directa en medio SMSA.

- Concentracion mediante centrifugado y siembra en SMSA.

- Enriguecimiento en medio semiselectivo SMSA y ELISA-DASI.

- Enriguecimiento en medio semiselectivo PSP modificado y ELISA-DASI.
- Enriguecimiento en medio semiselectivo Wilbrink modificado y ELISA-
DASI.

Los resultados obtenidos permiten establecer un método de deteccién rapido
y sencillo con el que se obtiene una sensibilidad superior a 5 ufc/mL de agua. Se
discuten las ventajas e inconvenientes de cada uno de los métodos ensayados.
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DETECCION EN ESPANA DE Ciborinia cameliae KOHN, HONGO CAUSANTE
DE LA MARCHITEZ DE LA FLOR DE LA CAMELIA

Mansilla, J.P., Pintos, C., Salinero, M.C., Aguin, O. y Abelleira, A.

Estacion Fitopatoldgica "Do Areeiro”. Servicio Agrario. Diputacion Provincial de
Pontevedra. Subida a la Robleda 36153 Pontevedra.

Ciborinia camelliae es un hongo ascomiceto helotial que afecta
exclusivamente a la flor de la camelia pudiendo ser susceptibles todos los cultivares
e hibridos de C. japonica, C. sasanqua y C. reticulata.

Este hongo, parasito de cuarentena, aparece encuadrado en la lista Al de la
EPPO no estando declarada su presencia en Espafa hasta el afio 1999.

Los sintomas y dafios de la enfermedad aparecen limitados a la flor de la
camelia, sobre los pétalos aparecen pequefias manchas de color marrén oxidado
que avanzan hacia la base de los mismos, toman consistencia humeda
extendiéndose, finalmente, la pudricion a toda la flor la cual puede permanecer seca
sobre el arbusto o lo que es mas normal, caer sin disgregarse.

Cuando se invierte la flor y se retiran los sépalos se observa un anillo de
micelio blanco - grisaceo rodeando la base de los pétalos.

Las infecciones mas avanzadas muestran manchas negras mucosas en el
centro de algunos pétalos, producidas al principio en anillos concéntricos los cuales
confluyen posteriormente quedando inmersos en un mucilago negro, son los
espermodoquios que presentan al microscopio fidlidas verticiladas, con un
prominente collarete, en forma de racimos donde nacen los microconidios
catenulados, globosos de paredes marrones con una gran guatula en su interior y un
pequefio apéndice en la base, constituyendo la fase imperfecta del hongo, de la cual
se desconoce su papel en el ciclo infectivo del mismo.

Dos o tres semanas después de que la flor ha caido al suelo se desarrollan,
en la base de los pétalos, los esclerocios caracteristicos de la enfermedad
(reflejando la posicion de los sépalos) son duros negros y pueden adherirse en un
anillo permaneciendo viables hasta cinco afios. A finales del otofio emergen de los
esclerocios los apotecios cupulados con un estipe largo y un receptaculo de color
beig-canela conteniendo ascas unitunicadas con multiples parafisos y con ocho
ascosporas en su interior las cuales seran liberadas y transportadas por el viento
hasta infectar los pétalos durante todo el periodo de floracion.

Ante la presencia de sintomas que podian ser debidos al atague de este
patogeno, sobre multiples plantas de camelia distribuidas por los parques y jardines
de las cuatro provincias de la Comunidad Gallega, se decidié realizar un muestreo
para determinar el agente causal de los mismos, encontrandose en todos los casos
las estructuras caracteristicas de Ciborinia camelliae anteriormente descritas siendo
confirmada en laboratorio la identificacion positiva del mismo, lo cual permite
establecer la presencia de este hongo por primera vez en Espafia
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DETECCION DE ESPECIES DE Bursaphelenchus EN GALICIA

Abelleira, A., Mansilla J.P., Aguin, O., Pintos, C.y Salinero, M.C.

Estacion Fitopatolégica "Do Areeiro”. Servicio Agrario. Diputacion Provincial de
Pontevedra. Subida a la Robleda, s/n 36153 Pontevedra.

Como consecuencia de la deteccion en 1999 del nematodo de cuarentena
Bursaphelenchus xylophilus en Portugal, y por primera vez en la Unién Europea, se
han realizado muestreos en todos sus paises integrantes para determinar la posible
presencia de Bursaphelenchus xylophilus.

La Comunidad Gallega reune una serie de condiciones favorables para la
posible presencia de B. xylophilus como son: su proximidad geogréafica a Portugal,
el alto porcentaje de madera que este pais nos importa, y poseer una amplia
distribucion de las especies del género Pinus hospedante del nematodo.

Por todo ello, se realizaron dos muestreos, el primero en Octubre de 1999
en el que se recogieron muestras sistematicamente en todas las masas forestales
de Pinus spp existentes en la Comunidad Gallega, en dicho muestreo no se
identifico ninguna especie de Bursaphelenchus. El segundo muestreo se realizo en
Marzo del 2000 siguiendo las directrices de la Comunidad Europea, recogiéndose
muestras en las zonas consideradas de maximo riesgo como fueron aserraderos,
fabricas de tableros, puertos, masas de Pinus proximas a estos puntos y principales
vias de comunicacion.

El resultado de este segundo muestreo tampoco evidencia la presencia de
B. xylophilus, pero si fueron identificadas otras especies de Bursaphelenchus, B.
mucronatus y B. sexdentati.

Bursaphelenchus mucronatus aparecié en cuatro muestras de aserraderos y
fabricas, dos en madera apeada de Pinus sylvestris de procedencia francesa y
ucraniana, y las dos restantes en las pilas de serrin por lo cual no se puede precisar
Su origen ni especie de Pinus.

B. sexdentati se detect6 en una masa de Pinus spp préxima a un
aserradero.

La identificacion de B. mucronatus se determiné siguiendo su morfologia,
morfometria y por la técnica de PCR como exige el protocolo de la CEE en el caso
de que aparezca dicha especie. Y la de B. sexdentati inicialmente solo de manera
morfologica y morfométrica.
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Durante mucho tiempo se crey6 que el género Armillaria estaba formado por
una sola especie; sin embargo, después de multiples estudios, se confirmo la
existencia de unas cuarenta especies distribuidas por todo el mundo que varian en
su comportamiento biologico y fitopatolégico. En Galicia se conoce desde hace
tiempo la existencia de este género, pero la falta de estudios de identificacién de
especies ha hecho que los sintomas de enfermedad asociados a Armillaria hayan
sido atribuidos Unicamente a la especie Armillaria mellea. Esto se debe a que la
determinacion de especies de Armillaria resulta bastante dificil con los métodos de
identificacion utilizados habitualmente en laboratorios de diagndstico, principalmente
la observacion visual de carpoéforos, de micelio en cultivo y de rizomorfos, junto con
el método de compatibilidad. La aplicacion de la reaccibn en cadena de la
polimerasa (PCR) ha supuesto un enorme avance en el campo de la sistematica de
hongos, facilitando la deteccion y determinacion de especies fangicas en un tiempo
muy reducido en comparacién con otros métodos ya existentes. Para Armillaria, el
problema se ha subsanado al aplicar la técnica PCR complementada con el andlisis
del polimorfismo de la longitud de fragmentos de restriccion (RFLP), que permite la
identificacion en tan sélo un dia de las especies del género, dando resultados muy
fiables. El objetivo principal de este trabajo fue identificar mediante la técnica PCR-
RFLP las especies de Armillaria presentes en la Comunidad Gallega, para poder
disefiar estrategias de control adecuadas a cada caso. El estudio abarcé diferentes
especies vegetales (ornamentales, vid, frutales, frondosas, coniferas) procedentes
de distintas localizaciones gallegas. Para el analisis se utilizaron varias fuentes de
material fangico: esporas, rizomorfos sobre las raices, micelio situado debajo de la
corteza o micelio creciendo en placa sobre un medio de cultivo. Para la extraccion
del ADN, se pesaron entre 10- 40 mg de cada muestra, a los que se aplico el
protocolo estandar de un kit comercial. Los cebadores utilizados, LR2R y 0-1,
amplificaron un fragmento de 900 pares de bases del ADN ribosémico. Los
productos de la amplificacion fueron digeridos por las enzimas de restriccion Alul,
Ndel y Bsml, que permiten diferenciar seis especies presentes en Europa: A.
borealis, A. cepistipes, A. ostoyae, A. mellea, A. gallica y A. tabescens. Se han
identificado cuatro patrones de restriccidbn que se corresponden con las especies: A.
mellea, A. cepistipes, A. ostoyae y A. gallica. La mas abundante fue Armillaria
mellea, que se aisl6 en muestras de vid, ornamentales, frutales, frondosas y
coniferas. Armillaria gallica se encontré en vid, frondosas y frutales. Armillaria
ostoyae aparecid Unicamente en coniferas, concretamente sobre pinos. Y, por
altimo, Armillaria cepistipes se detectdé en una sola muestra de rizomorfos situados
sobre vid.
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Valenciano Montenegro, J.B.

Departamento de Ingenieria Agraria. Universidad de Ledn. Avda. Portugal, n® 41.
24.071 Ledn.

La judia (Phaseolus vulgaris L.), cultivo tradicional en la provincia de Ledn,
se ve afectada durante su cultivo por diversos hongos patégenos, que contribuyen a
un debilitamiento e incluso a la muerte de las plantas. Los dafios mas graves son
causados por las micosis del suelo, provocando, segun el hongo, tres tipos de dafios
y/o sintomatologias distintas: Pudriciones radiculares, caida de plantas y/o
marchitez.

En la mayoria de los casos los tratamientos realizados, bien sobre la planta
durante el cultivo o bien sobre la semilla para su desinfeccion, se basan en el
empleo de productos de amplio espectro por desconocimiento del agente causante
del dafio. Por este motivo se cree necesario realizar un estudio sobre la incidencia
de las micosis radiculares que afectan a este cultivo en las comarcas leonesas
donde se cultiva.

El objetivo del presente trabajo consiste en la evaluacion de los dafios
causados por los hongos del suelo sobre la judia, asi como el aislamiento y la
identificacion de los mismos.

Para lograr este objetivo se realizaron prospecciones en las distintas zonas
de cultivo de la provincia de Ledn durante los meses de Mayo a Agosto del afio
1998, recogiendo informacion sobre sintomatologia, incidencia y distribucion de las
plantas afectadas. El nivel o intensidad de las prospecciones en cada zona, esta
relacionado con la importancia del cultivo en la misma. Se tomaron muestras de
dichas plantas, con el fin de realizar el analisis y posterior diagnéstico en el
laboratorio, que se realizé mediante siembras en medio de cultivo (PDA), y posterior
montaje con azul de metilo a partir de las colonias crecidas, para su observacién al
microscopio.

Los resultados obtenidos, hasta el momento, reflejan que los hongos que
aparecen principalmente son Pythium spp, Rhizoctonia solani y Fusarium solani,
ademas, en la mayoria de los casos asociado al dafio aparecia mas de un patégeno,
el dafo solia estar causado por mas de un hongo. El sintoma mas comunmente
encontrado durante las prospecciones es el de pudriciones radiculares, presente en
muchas plantas, aunque sin manifestar sintomas externamente. Los resultados han
mostrado que la incidencia de estos hongos sélo alcanza niveles de cierta
importancia en la comarca del Paramo Leonés, aunque es la zona con mayor
extension del cultivo de alubia en la provincia de Leon, por el contrario existen
comarcas donde practicamente no se detecté ninguin hongo.
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Las pudriciones producidas por los hongos de degradacion de la madera de
la vid (Vitis vinifera L.) es una de las enfermedades cuya sintomatologia se conoce
desde la antigiedad. Sin embargo, el estudio sistematizado de las especies fungicas
asociadas a estos procesos todavia no se ha realizado en Espafia. Ante la inminente
prohibicién del uso de arsenito sddico como tratamiento fitosanitario para estas
patologias, es imprescindible profundizar en el conocimiento de los hongos
patdgenos involucrados en este proceso, para poder proponer métodos alternativos
menos nocivos para el aplicador y para el medioambiente.

Durante los afios 1998 y 1999 se detectdé en la Comunidad de Madrid la
presencia de cepas afectadas por patologias propias de la madera de vid. Se
determindé como zona de estudio las parcelas niumero 21 y 22 del poligono nimero
15 de la localidad de Valdilecha (Madrid), que debido a su topografia presenta un
microclima atemperado y una humedad ambiental elevada, lo que favorece la
proliferacion de los hongos fitopatdgenos presentes en la madera de vid. En estas
parcelas se encuentran cepas de la variedad Chasela, de hasta 120 afos de edad.

Tras realizar muestreos sistematizados durante estos dos afios y
coincidiendo con los momentos mas importantes en la fenologia de la planta y de los
ciclos biolégicos de los posibles patdégenos, se aislaron y determinaron los hongos
mas frecuentes en cada una de las necrosis. Para ello, se tomaron muestras en las
secciones longitudinales y transversales a varias alturas de las cepas afectadas.

Aunque existen especies comunes a todas ellas, los hongos aislados son
diferentes en cada una de las necrosis que presentan las cepas afectadas por este
sindrome. Por tanto, se puede definir la relaciébn parasito — huésped que se
establece en las necrosis presentes, estudiando la evolucion de las pudriciones y la
sucesion de hongos que las producen. En el estudio realizado en cepas de diferente
edad afectadas por el sindrome se puede apreciar que es mayor el nimero e
intensidad de las necrosis en aquellas de mayor edad, evidentemente favorecido por
el proceso natural de envejecimiento de la cepa. No se producen diferencias
notables en las especies ni en la frecuencia de aparicion de las mismas en los cortes
realizados en las muestras, pudiéndose observar el avance de la pudricién desde el
punto de entrada, coincidiendo habitualmente con heridas de poda en los brazos,
hacia la cabeza y pie de la cepa.
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LECHUGA Y PIMIENTO EN DIFERENTES COMARCAS DE CATALURA
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El virus del bronceado (TSWV) fue descrito por primera vez en nuestro pais
en 1985 coincidiendo con la entrada de uno de los insectos que lo transmite con
mayor eficacia; el trips de las flores (Frankliniella occidentalis). Desde entonces se
ha difundido fundamentalmente a través del litoral Mediterraneo y actualmente causa
graves pérdidas econdmicas en cultivos horticolas y ornamentales.

El tomate, la lechuga y el pimiento son tres de los cultivos horticolas mas
afectados; sin embargo, la introduccion reciente en el mercado espafiol de hibridos
de tomate con resistencia al TSWV ha hecho que la incidencia en este cultivo haya
disminuido considerablemente. La ausencia o la discutible efectividad de las
resistencias existentes en lechuga y pimiento y la baja efectividad del control
guimico o biolégico sobre el insecto transmisor hace que el control de la enfermedad
Unicamente se pueda realizar introduciendo cambios de las practicas culturales; lo
cual obliga a tener un conocimiento sobre las caracteristicas epidemiolégicas de la
enfermedad en cada zona particular de cultivo. Con este propoésito se ha realizado
un estudio para determinar la incidencia de esta enfermedad en las principales
comarcas de cultivo horticola de Catalufia y poder explicar cuales pueden ser las
causas de las diferencias encontradas.

Durante dos afios consecutivos se ha realizado una prospeccion visual de
los sintomas e la enfermedad y controles serolégicos mediante ELISA en un total de
50 parcelas de lechuga y 30 de pimiento, de las cuales, el virus se ha detectado en
38 parcelas de lechugay en 23 de pimiento.

El grado de coincidencia entre los dos métodos de diagndstico utilizados fue
casi del 98% en el cultivo de la lechuga, pero descendié hasta el 91% en el pimiento.
El motivo es que la apreciacion de los sintomas de bronceado en pimiento se
confunde en ocasiones con otras alteraciones fisiolégicas causadas por diferentes
motivos.

Las parcelas prospectadas se localizaron en 7 comarcas costeras y en 3
comarcas contiguas del interior. El porcentaje promedio de infeccion detectado en
lechuga fue del 8.56% y en pimiento fue del 1.74%; no obstante, en las comarcas de
interior (donde apenas se cultiva pimiento) el porcentaje de infeccion en lechuga fue
inferior al 0.1%. Esta diferencia tan acusada se debe a que la enfermedad del
bronceado en las comarcas costeras se ha convertido en endémica debido a la
practica habitual del cultivo rotativo y la abundancia de cultivos susceptibles al virus.
Los agricultores, para paliar los efectos de la enfermedad, estan desplazando
recientemente parte del cultivo de la lechuga desde las comarcas costeras hacia
comarcas contiguas del interior, alternando con los cultivos tradicionales de estas
comarcas como el avellano o los cereales; cultivos que no son susceptibles al TSWV
y dificultan el establecimiento de la enfermedad.
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Buxus es una planta que tradicionalmente se ha utilizado en jardineria para
el disefio de parterres, creacion de setos y para modelar distintas siluetas o formas
de caracter ornamental. En 1998 se detectd, en el Reino Unido, una nueva
enfermedad foliar del boj caracterizada por la presencia, en las hojas, de unas
manchas de color marrén oscuro, en un principio circulares, que pronto se extendian
hasta cubrir toda la hoja. Como resultado final se producia la defoliacion de las
ramas afectadas. En todos los casos a partir de las hojas sintométicas se aislo el
hongo Cylindrocladium.

Cylindrocladium es un hongo fitopatdégeno que afecta a una amplia gama de
arboles y plantas cultivadas en todo el mundo. Hasta el momento no se habia
detectado en Buxus. Esta enfermedad se ha identificado en diferentes especies
cultivadas de boj y en plantas autoctonas. B. sempervirens ‘Suffructicosa’ es la
especie donde el hongo se ha aislado con mayor frecuencia, aunque también ha
sido confirmado en otras variedades de B. sempervirens, B. microphylla y B. sinica.
La enfermedad se ha extendido en el Reino Unido y se ha ratificado su presencia en
muestras procedentes de Francia y Bélgica.

Se realizaron los postulados de Koch para confirmar que el hongo
Cylindrocladium era el patdgeno responsable de los sintomas observados. Plantas
de boj fueron inoculadas con una suspensioén de conidias (1-3 x 10° esporas/ml) de
Cylindrocladium. Los sintomas producidos fueron los tipicos de la nueva enfermedad
y el hongo fue reaislado con éxito de las plantas afectadas.

Se ha intentado identificar la especie de Cylindrocladium, causante de la
enfermedad, mediante el estudio de las caracteristicas morfologicas, descritas por
Crous y Wingdfield (1994) y Schoch et al (1999), y mediante técnicas moleculares. La
secuencia de la region ITS ha sido obtenida utilizando los primers ITS1 y ITS4.
Basandonos en las caracteristicas morfolégicas y en la comparacion de las
secuencias obtenidas de la region ITS con las publicadas en la base de datos
GeneBank, podemos concluir que la especie de Cylindrocladium, causante de la
enfermedad en Buxus, no se ajusta a las caracteristicas de otras especies descritas
hasta ahora.
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La superficie dedicada al cultivo del kiwi (Actinidia deliciosa Liang &
Ferguson) en la provincia de Pontevedra se ha incrementado de forma considerable
en la ultima década, llegando a equipararse en algunas zonas a la de vifia. Este
fuerte aumento llevo a pensar, en un principio, que podria conducir a una merma en
la calidad fitosanitaria de las plantaciones.

El presente trabajo pretende conocer las condiciones sanitarias de las
plantas de kiwi, especialmente las de plantas machos. El material vegetal analizado
procede de distintas zonas de la parte aérea recogidos en distintos periodos
fenoldgicos: flores (anteras y receptaculos) estaquillas, yemas, hojas y peciolos bien
procedentes directamente del campo, o bien este mismo material después de su
manipulacion para ser utilizado como explanto primero en programas de
micropropagacion y regeneracion mediante cultivo in vitro. Aparte, se han analizado
también los “lloros” que se producen al podar las plantas, puesto que podrian ser
utilizados como focos de infeccion por parte de algunos hongos.

Los resultados preliminares nos indican la presencia de diferentes grupos de
hongos (enddfitos, saprofitos y patdogenos). Afortunadamente, aun siendo
relativamente frecuente la presencia de hongos potencialmente patbgenos como
Botrytis cinerea (en flor, estaquillas y hojas), Phomopsis spp. (en estaquillas),
Cladosporium spp. (en hojas, estaquillas, lloros), Phoma sp. (en yemas) y Alternaria
spp (en estaquillas, flores y lloros), su repercusion en el estado fitosanitario de las
plantaciones no es significativa. El estudio de antagonismos entre los hongos
endofitos aislados frente a los potencialmente patdégenos podria dar una primera
explicacion de la salud manifestada en campo por el material.

Financiado por el Proyecto 1FD97-1208.
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La Marchitez Amarilla de la remolacha es una enfermedad endémica en
Chile y Argentina. Fue la responsable de la eliminacién de la industria azucarera
remolachera en Argentina y en Chile es una de las enfermedades importantes de
este cultivo. Es transmitida por el cicadélido Paratanus exitiosus y los sintomas en el
campo son muy complejos e incluyen: hojas amarillas, hojas filiformes lanceoladas,
hojas necréticas y enrolladas en forma de “capucha de monje”, necrosis de raiz que
lleva a una marchitez generalizada de la planta. El agente causal de esta
enfermedad ha sido relacionado con la presencia de fitoplasmas. Para conocer y
caracterizar el agente causal de la marchitez amarilla, se recolectaron plantas con
sintomas de diferentes campos y localizaciones a lo largo del valle Central de Chile.
Las muestras fueron analizadas mediante i) Observaciones al microscopio
electrénico de secciones ultrafinas de tejido enfermo, pudiendo apreciar las formas
pleomorficas tipicas de los fitoplasmas en el interior de los vasos del floema. ii)
Amplificaciones por PCR del gen 16S rRNA de los fitoplasmas usando los cebadores
universales P1/Tint y fU5/rU3 que amplifican 1.6 y 0.9 Kb. Los productos
amplificados fueron secuenciados y comparados con secuencias de otros
fitoplasmas del banco de genes mediante el programa Clustal W, lo que nos permitié
construir un arbol filogenético en el cual el fitoplasma de la Marchitez Amarilla de la
remolacha azucarera pertenece al Grupo 16S r Il cuyo miembro tipo es el fitoplasma
de la enfermedad X. iii) Con la finalidad de encontrar otro posible fitoplasma
asociado con esta enfermedad, muestras de diversas procedencias fueron
analizadas mediante PCR con cebadores universales y secuenciacion. Como una
medida de comprobacion se realizaron amplificaciones usando cebadores
especificos del grupo 16S r Il (P1/Wxint). Todas las muestras analizadas
corresponden a un fitoplasma del grupo 16S r lll. iv) Para un uso como andlisis de
rutina los productos de PCR fueron digeridos con enzimas de restriccion y los RFLPs
analizados en geles de policarilamida.

A pesar de encontrarse actualmente solo en el cono sur del continente
americano, esta enfermedad constituye un peligro potencial para los cultivos de
remolacha azucarera de otras partes del mundo.
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En 1997, se detectd en los cultivos de tomate de la costa del sur peninsular
un sindrome desconocido hasta entonces en nuestro pais. Los sintomas,
observados en parcelas con altas poblaciones de la mosca blanca Bemisia tabaci,
consistian en areas clordticas irregulares en las hojas inferiores, que evolucionaban
hacia un amarilleamiento internervial. Este amarilleamiento progresaba hacia la
parte superior de la planta, generalizandose a las pocas semanas. También se
observaba un menor crecimiento de las plantas afectadas y éstas sufrian serias
pérdidas de produccién debido al menor tamafio de los frutos y al retraso en la
maduracion. La distribucién al azar de las plantas sintomaticas parecia excluir a
factores fisiologicos o nutricionales como causantes del sindrome de amarilleo.
Durante los afios 1998 y 1999, la enfermedad estaba ampliamente extendida en las
provincias de Almeria y Malaga, siendo su incidencia muy elevada en muchas
parcelas. La enfermedad pudo transmitirse en el laboratorio a partir de plantas
sintomaticas a plantas de tomate sanas mediante B. tabaci.

El analisis molecular mediante PCR y secuenciacion de los productos
amplificados de las plantas sintomaticas, tanto de campo como inoculadas en el
laboratorio mediante B. tabaci, demostré que estaban infectadas por Tomato
chlorosis virus (ToCV), un miembro del género Crinivirus (familia Closteroviridae)
detectado hasta ahora solo en Estados Unidos.

Se discutiran estos resultados y la necesidad de desarrollar estrategias de
control de este nuevo problema que afecta gravemente al cultivo de tomate de la
franja costera del sur peninsular, y que podria extenderse a otras zonas de cultivo,
dado que ToCV también es transmitido por Trialeurodes vaporariorum, una especie
de mosca blanca presente en regiones menos calidas de Europa.
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Desde 1985 los diferentes laboratorios de diagnodstico de las diversas
CC.AA,, reunidos por el M.A.P.A., funcionan de forma coordinada dentro del Grupo
de Trabajo de Laboratorios de Diagnostico y Prospecciones Fitosanitarias. Desde
ese momento el numero de laboratorios y CC.AA. participantes ha ido en aumento
hasta un total de 23 laboratorios pertenecientes a 15 CC.AA.

Dentro de las caracteristicas especificas de dichos laboratorios destacan el
contacto directo y continuo con los agricultores y técnicos, asi como por procesar un
elevado numero de muestras, hecho por el cual se tiene una visibn muy aproximada
de los problemas fitopatologicos de su entorno. No obstante, en su trabajo rutinario
prima la rapidez en el diagndstico, frente a un exhaustivo estudio taxonémico del
patogeno.

Debido a la necesidad de detectar enfermedades bacterianas de cuarentena,
junto a las técnicas tradicionales del aislamiento y realizacion de pruebas
bioquimicas (nutricionales y enzimaticas), se han impuesto otras técnicas como:
Inmunofluorescencia, pruebas ELISA, estudios de los perfiles de acidos grasos por
cromatografia, y técnicas moleculares (reacciébn en cadena de la polimerasa y
analisis de fragmentos de restriccion); estas ultimas se han desarrollado de una
forma similar para el diagndstico de fitoplasmas.

Los registros de analisis de los diferentes laboratorios, realizados desde la
creacion del Grupo, han permitido detectar 46 bacterias y 6 fitoplasmas distintos en
mas de 110 hospedadores vegetales. Cabe destacar entre ello las primeras
detecciones de: Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus, Ralstonia
solanacearum, el fitoplasma de la flavescencia dorada de la vid y Erwinia amylovora.

Ademas se cuenta con la asistencia de la SubDireccion de Sanidad Vegetal
(M.A.P.A.) que apoya a los laboratorios de diagnostico, mediante convenios de
colaboracién con unidades de investigacién, facilitando la resolucion del andlisis de
muestras problematicas.



P-53
VIRUS Y VIROIDES DETECTADOS POR LOS LABORATORIOS DE
DIAGNOSTICO DE LAS CC.AA.

Grupo de Trabajo de Laboratorios de Diagnodstico y Prospecciones Fitosanitarias;
coordinado por Serra, J.! y Cano, Ana M2?

! 50 sanidad y Certificacion Vegetal. Aptdo. 125. 46460 - Silla (Valencia).
2 Sec. Seguimiento de Plagas. Est. Sericicola. Mayor, s/n. 30150 - La Alberca
(Murcia).

En 1985, auspiciado por el M.A.P.A., se credé un grupo de trabajo que
aglutinaba a los diferentes laboratorios de diagnodstico de las diversas CC.AA. A
partir de entonces, y gracias al desarrollo de las competencias autonémicas, se han
creado e incorporado otros centros, hasta un total de 23 laboratorios pertenecientes
a 15 CC.AA.

Dichos laboratorios se caracterizan por tener un contacto directo y continuo
con los agricultores y técnicos, asi como por procesar un elevado numero de
muestras, lo que los hace tener una vision muy aproximada de los problemas
fitopatologicos de su entorno. La mayoria de los analisis de los laboratorios de
virologia estan dirigidos a la certificacion de material vegetal libre de virus.

Desde la creacion del Grupo de Trabajo, se han diagndsticado un total de 60
virus y 3 viroides distintos que afectan a mas de 80 especies vegetales. La técnica
inmunoenzimética ELISA es la mayoritariamente utilizada, aunque algunos
laboratorios complementan sus diagnoésticos mediante inoculacidon en plantas
indicadoras y técnicas moleculares (reaccion en cadena de la polimerasa,
hibridacion de acidos nucleicos, analisis de fragmentos de restriccion, etc...). En el
listado de organismos detectados se ha seguido la nomenclatura utilizada por Plant
Viruses Online. Descriptions and Lists from the VIDE Database (1997).

La SubDireccion de Sanidad Vegetal (M.A.P.A.) apoya a los laboratorios de
diagnéstico, mediante convenios de colaboracion con unidades de investigacion,
facilitando la resolucién de los analisis en el caso de muestras probleméticas.
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ESPECIES DEL GENERO Phytophthora DETECTADAS POR LOS
LABORATORIOS DE DIAGNOSTICO DE LAS CC.AA.

Grupo de Trabajo de Laboratorios de Diagnoéstico y Prospecciones Fitosanitarias;
coordinado por Péez, J.I.* y Collar,J.?

! Lab. de Sanidad Vegetal. Aptdo. 121. 41089 - Montequinto (Sevilla).
2 Lab. Agrario y Fitopatolégico. Ctra. Betanzos-Santiago, Km. 8. 15318 - Mabegondo
(La Coruiia).

Desde 1985 los diferentes laboratorios de diagnéstico de las diversas
CC.AA., coordinados por el M.A.P.A., funcionan con directrices comunes dentro del
Grupo de Trabajo de Laboratorios de Diagnéstico y Prospecciones Fitosanitarias.
Desde ese afio el niumero de laboratorios y CC.AA. participantes ha ido en aumento
hasta un total de 23 laboratorios pertenecientes a 15 CC.AA.

Dichos laboratorios se caracterizan por tener un contacto directo y continuo
con los agricultores y técnicos, asi como por procesar un elevado numero de
muestras, lo que los hace tener una vision muy aproximada de los problemas
fitopatolégicos de su entorno. No obstante, en su trabajo prima la rapidez en el
diagnéstico, frente a un exhaustivo estudio taxondmico del patégeno; por ello, gran
parte de los diagndsticos realizados no llegan a precisar la especie.

El género Phytophthora es uno de los hongos aislados con mayor
frecuencia, detectandose en mas de 190 especies vegetales. Las especies aisladas
que se han determinado son: Phytophthora cactorum, P. capsici, P, cinnamomi, P.
citricola, P. citrophthora, P. cryptogea, P. erythroseptica, P. infestans, P. nicotianae,
P. palmivora, P. phaseoli, P. porri y P. syringae. En la determinacion de las especies
se han seguido las claves de Stamps et al. (1990) y Ho (1981); en el caso especifico
de P. nicotianae, de acuerdo a Hall (1994) se han fusionado las especies P.
nicotianae var. nicotianae y P. nicotianae var. parasitica.

Para el aislamiento y taxonomia se han utilizado medios de cultivo generales
y semiselectivos, asi como la utilizacién de trampas vegetales, principalmente de
pétalos inmaduros de clavel.
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CARACZTERIZAC[ON PARCIAL DE UN AISLADO DEL VIRUS DEL MOSAICO DE
LA CANA DE AZUCAR (SCMV)

Minguell, R., Sobrepere, M., Rodrigo, G., Medina, V., Pons, X.y Achon, M.A.

Area de Protecci6 de Conreus, Centre UdL-IRTA. Alcalde Rovira Roure 177, E-
25198 Lleida.

Recientemente en Catalufia se ha determinado la presencia del virus del
mosaico de la cafia de azUcar (Sugarcane mosaic potyvirus, SCMV), con una
incidencia inferior al 0.21 % vy, se ha iniciado la caracterizacion de un aislado
obtenido de maiz, al que se ha denominado SCMV-Sp. La gama de huéspedes y
las reacciones que este aislado induce en varias lineas de Sorghum bicolor indican
que esta relacionado con las cepas SCMV-MB y SCMV-BC, aunque se han
observado diferencias a nivel serolégico, de transmisibilidad por pulgones y de la
proteina de cubierta con estas cepas y con otras presentes en Europa. No se han
observado diferencias a nivel citopatolégico. Este aislado induce la formacion de
inclusiones cilindricas de morfologia laminar y en roseta, ademas de cristales
citoplasmaticos. SCMV-Sp es transmitido en orden decreciente de eficiencia por
Schizaphis graminum, Sitobion avenae, Metopolophium dirhodum, Rhopalosiphum
padi y Rhopalosiphum maidis. Este estudio indica que las especies de pulgones
presentes en la zona y su abundancia no son el factor determinante de la baja
incidencia de este virus en la zona.
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PRESENCIA DEL VIRUS DEL ENANISMO RUGOSO DEL MAiZ (MRDV) EN
CATALUNA

Rodrigo, G., Sobrepere, M. Medina, V.y Achon, M.A.

Area de Proteccié de Conreus, Centre UdL-IRTA Alcalde Rovira Roure 177, E-25198
Lleida.

El virus del enanismo rugoso del maiz (Maize rough dwarf Fijivirus,
MRDV) es un virus distribuido mundialmente, transmitido por Laodelphax
striatellus, cuyos huéspedes naturales conocidos son maiz, Digitaria
sanguinalis y Echinochloa crus-galli.

En Catalufia se detecto por primera vez en 1986, con incidencias cercanas
al 10% en campos experimentales. Posteriormente su deteccion se redujo
notablemente, resultando muy dificil la observacion de plantas con la sintomatologia
inducida por este virus. Recientemente, prospecciones sistematicas en maiz indican
una mayor presencia de MRDV en la zona durante la dltima campafia. Se ha
detectado MRDV en mas del 26% de los campos en los que se realizd la
prospeccién en 1999. Su diagndstico se ha realizado por sintomas y posterior
deteccidon de los 10 fragmentos gendmicos de ARNbc. Por el momento no se ha
determinado diferencias en la  motilidad electroforética de los fragmentos
gendmicos en 48 muestras de maiz ni detectado la presencia de estos fragmentos
en ningun huésped alternativo. En el citoplasma de las células infectadas con MRMV
se han observado las particulas virales, viroplasmas y circulos abiertos, estructuras
asociadas con la infeccion de MRDV. Prospecciones futuras indicaran si se esta
incrementando la presencia de este virus en la zona.
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ETIOLOGIA DE LA AUSENCIA DE FLORADA EN EL CULTIVO DE Pleurotus
ostreatus.

Corpas Hervias, C. y Basallote Ureba, M.J.

Centro de Investigacion y Formacion Agraria “Las Torres-Tomejil”. Consejeria de
Agricultura y Pesca. Junta de Andalucia. Apdo. Oficial. 41200 Alcald del Rio
(Sevilla).

Pleurotus spp. es un hongo comestible introducido recientemente en
Espafa, del que se producen en torno a 10.000 T anuales de setas. Sin embargo,
los productores poseen una escasa informacion técnico-fitosanitaria del cultivo.
Ultimamente, se han referido importantes descensos en los rendimientos de
Pleurotus spp. en las principales zonas productoras espafolas (La Rioja y Castilla-
La Mancha). Inspecciones realizadas en Septiembre de 1999 en naves de cultivo de
P.ostreatus localizadas en el término municipal de Brenes (Sevilla), pusieron de
manifiesto una importante disminuciéon en la produccion de primeras floradas y la
desaparicion, casi generalizada, de segundas y terceras floradas. Las bolsas de
sustrato con escasa 0 nula produccion presentaban manchas de color verde-
parduzco asociadas con un exudado de color castafio, detectandose éstas
anomalias desde la fase de incubacion. Aunque esta coloracién no se desarrollaba
en todas las bolsas de la nave de cultivo, si se pudo constatar la transmision entre
aguellas que se encontraban en contacto.

Para determinar la etiologia de la ausencia de produccion, se recolectaron
muestras de setas y de sustrato de tres cultivos regulares. De la mayoria de las
muestras analizadas se aislaron cultivos bacterianos y Trichoderma spp.. Asimismo,
se realizaron aislamientos del cultivo de P.ostreatus sobre granos de trigo y de la
paja de trigo utilizada como sustrato. Los microorganismos recuperados fueron
testados in vitro mediante la realizacion de cultivos duales en placa Petri sobre PDA,
frente a P.ostreatus. Se detectaron dos tipos de comportamientos, uno de los
cultivos bacterianos procedente de la paja de trigo y dos de los aislados de
Trichoderma sp. recuperados de bolsas sin coloracion verde-parduzca, formaron
barrera de color pardo en la zona de contacto de las colonias; sin embargo, la
mayoria de los aislados de Trichoderma sp., procedentes de setas y de bolsas
afectadas, invadieron rapidamente toda la placa. En base a los resultados
obtenidos, se seleccionaron dos aislados bacterianos y dos de Trichoderma sp. para
inocular, junto con P. ostreatus, la paja de trigo utilizada como sustrato. Tras la
incubacion, las bolsas inoculadas se dispusieron en un umbraculo con un sistema de
nebulizacion para crear el ambiente de alta humectacion necesario para la
fructificacion de P. ostreatus. Los dos aislados bacterianos testados ni impidieron la
floracién, ni ocasionaron disminucion en la produccion de setas. Por el contrario,
los aislados de Trichoderma sp. evaluados colonizaron rapidamente el sustrato
impidiendo la aparicion de setas. No obstante, en las bolsas inoculadas con el
aislado de Trichoderma sp. que formé barrera en el ensayo de cultivos duales, se
observaron focos incipientes del micelio de P. ostreatus.
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LA PROTEINA DE LAS INCLUSIONES CILI'N[?RICAS (Cl) DEL VIRUS DE LA
SHARKA (PPV) REQUIERE OLIGOMERIZACION PARA SU ACTIVIDAD RNA
HELICASA

GOmez de Cedrén, M., Lopez, L., Osaba, L., Dominguez, E. y Garcia, J.A.

Centro Nacional de Biotecnologia, CSIC, Campus de la Universidad Auténoma,
28049 Madrid.

Una caracteristica exclusiva del grupo de los potyvirus es la formacion de
inclusiones cilindricas en el citoplasma de las células a las que infecta. Estas
inclusiones, con forma de rueda de molino, son resultado de la agregacion de la
proteina Cl. La proteina CI del virus de la sharka (PPV) pertenece a la superfamilia
SF2 de helicasas de RNA. Se sabe que Cl interviene en la replicacion del RNA viral,
asi como en el movimiento célula a célula del virus. Sin embargo, no esta claro de
gqué manera la actividad enzimatica de la proteina participa en la replicacion y
movimiento del virus. Tampoco se sabe el significado biol6gico de la formacién de
las inclusiones cilindricas.

Las helicasas son proteinas que acoplan la hidrélisis de ATP al
desenrrollamiento de acidos nucleicos. Ciertas helicasas son activas en forma de
oligbmero, mientras que otras son monomeéricas. Dado que CI forma inclusiones
cilindricas debe interaccionar consigo misma. Usando la técnica de dos hibridos en
levadura se ha localizado la region implicada en la interaccién CI-Cl en el extremo
amino terminal.

Por otro lado, al centrifugar en un gradiente de glicerol (15-30%) un producto
de fusion de CI con la proteina de union a maltosa (MBP), éste se distribuye a lo
largo de todo el gradiente. Cuando analizamos las actividades enziméticas
observamos un maximo de actividad ATPasa coincidente con la posicion del
mondmero, mientras que la actividad RNA helicasa se incrementa a medida que
aumenta la agregacion de la proteina. La relacion final RNAhelicasa/ATPasa resulta
muy superior en las formas agregadas de la proteina que en la monomérica. Por otro
lado, llevamos a cabo experimentos de competicion con mutantes negativos. A
medida que se incrementa la cantidad de proteina mutante, para cantidades
constantes de proteina silvestre, la actividad RNA helicasa disminuye de manera
progresiva, mientras que la actividad ATPasa permanece constante. De este
resultado se concluye que la interaccion entre monomeros de proteina mutante y
silvestre da lugar a estructuras oligoméricas sin actividad RNA helicasa.. Sin
embargo, la actividad ATPasa es independiente del estado de oligomerizacion.
Parece, por tanto que la oligomerizacién de CI favorece su actividad RNA helicasa,
pero que la actividad ATPasa puede ser independiente del estado de agregacion.

Estamos por ultimo interesados en determinar de que manera pueden
interferir estos mutantes negativos sobre las funciones de replicacion y movimiento
del virus.
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PLANTAS BASADO EN EL VIRUS DE LA SHARKA (PPV)

Lucini, C., Fernandez-Fernandez, M.R., Garcia, J.A. y L6épez-Moya J.J.

Departamento Genética Molecular de Plantas, Centro Nacional de Biotecnologia,
CSIC, Campus de Cantoblanco, Universidad Autonoma 28049 Madrid.

La enfermedad de la sharka es responsable de importantes pérdidas
econdémicas en la produccion de melocotoneros, ciruelos y albaricoqueros en
Espafa. El virus causante de dicha enfermedad (plum pox virus, PPV) pertenece al
grupo de los potyvirus. Como la mayoria de los virus de plantas, su genoma consta
de una hebra de ARN de cadena sencilla y polaridad positiva.

Actualmente se esta utilizando PPV, al igual que otros virus de plantas,
como herramienta biotecnolégica para la expresion a gran escala de genes de
interés. Los vectores de expresion basados en virus de plantas ofrecen ventajas
frente a otros abordajes (rapidez en la obtencion de resultados, buenos
rendimientos, etc). PPV presenta una ventaja frente a otros virus vegetales por la
posibilidad de utilizarse en arboles frutales. Un aspecto fundamental para obtener
resultados de interés practico es el conocimiento de la estabilidad de las
construcciones que expresen genes extrafios al virus.

Siguiendo la estrategia de la insercion de genes, hemos clonado genes
marcadores y secuencias que codifican regiones antigénicas de la proteina S del
coronavirus de la gastroenteritis transmisible. Se han utilizado construcciones con
vectores de PPV, incorporando genes exdgenos entre P1-HC, entre NIb-CP.
Resultados previos indican que en tiempos tardios post-infeccion y tras sucesivos
pases de inoculaciébn mecéanica, es posible detectar variantes con deleciones de
distinto tamafio que afectan fundamentalmente a los genes insertados. Analisis de
las secuencias flanqueantes de las deleciones sugieren que el fendmeno se debe a
recombinacién no homoéloga. Sin embargo, el proceso por el que estas variantes son
generadas no se conoce suficientemente, por lo que un estudio mas detallado puede
servir para esclarecer los mecanismos moleculares que operan en estos fenbmenos
de recombinacion. Este analisis servir4 para determinar el patron de expresion de
proteinas exdgenas en vectores virales, asi como las recomendaciones de uso
practico.
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CARACTERIZACION MOLECULAR DEL TYMOVIRUS DEL MOSAICO DEL
CHAYOTE Y EXPRESION EN CELULAS EUCARIOTAS DE SU POSIBLE
PROTEINA DE MOVIMIENTO.

Jiménez, |., Bernal, J.J. y Rodriguez-Cerezo, E.

Centro Nacional de Biotecnologia (CNB-CSIC), Campus Universidad Auténoma.
Cantoblanco. 28049 Madrid.

El mosaico del chayote (Sechium edule Jacg. Sw.) es una enfermedad cuyo
agente causal es un tymovirus que se ha denominado Chayote mosaic virus, ChMV
(Hord y col., 1997; Plant Disease 81: 374-378). El genoma de ChMV esta compuesto
por una molécula de RNA de cadena sencilla y polaridad positiva de 6364
nucleodtidos que se ha secuenciado en su totalidad (Bernal y col. Phytopathology en
prensa). Al igual que otros tymovirus, ChMV codifica al menos 3 proteinas: una
proteina rica en prolina de unos 73 kDa. denominada overlapping protein (OP) cuya
ORF solapa con la de una proteina de mayor tamafio implicada en la replicacion del
genoma viral (RP), y la proteina de la capsida (CP). La caracterizacion del genoma
de ChMV ha permitido construir un clon de cDNA que cubre la totalidad de su
genoma y que constituird una herramienta muy util para el estudio de la patogénesis
de este virus. En la actualidad se encuentran en curso experimentos para analizar la
infectividad de transcritos derivados de este clon de longitud total en diferentes
huéspedes de ChMV.

Por otra parte, mutaciones que suprimen la expresion de la OP del tymovirus
Turnip yellow mosaic virus, TYMV, anulan su movimiento intercelular (Bozart y col.,
1992; Virology 187: 124-130). Se desconoce si esta proteina posee alguna de las
caracteristicas de las proteinas de movimiento virales: unién a acidos nucleicos,
localizacion en plasmodesmos y modificacion de los mismos. Se han iniciado
diversas estrategias experimentales con objeto de caracterizar las posibles
propiedades de la OP de ChMV relacionadas con su funcion en el movimiento
intercelular. Se ha clonado la secuencia que codifica la OP en un vector derivado de
baculovirus para su expresion en ceélulas de insecto. Este sistema ha permitido
expresar dicha proteina con una cola adicional de 6 histidinas en el extremo N-
terminal, que facilita su purificacion mediante columnas de afinidad Ni-NTA. En la
actualidad se estan optimizando las condiciones de purificacion de esta proteina. Se
pretende con esto generar cantidades suficientes de proteina que permitan realizar
estudios bioquimicos y seroldgicos como ensayos de unidn a acidos nucleicos y la
obtencion de un suero especifico contra la proteina.

Tambien se ha construido un clon de cDNA que contiene la secuencia
codificante de la OP de ChMV fusionada al gen de la proteina verde fluorescente
(GFP) por su extremo C-terminal, en vectores que poseen el promotor 35S de CaMV
(Cauliflower mosaic virus). Con esta construccion se ha bombardeado la epidermis
de distintos huéspedes de ChMV. Los resultados preliminares obtenidos sugieren
que la proteina de fusion OP-GFP presenta una localizacion subcelular concreta,
aun no identificada, diferente a la observada para la GFP libre.
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IDENTIFICAQION DE DETERMINANTES GENETICOS RESPONSABLES DE LA
INTERACCION ENTRE EL VIRUS DEL ENANISMO RAMIFICADO DEL TOMATE
(TBSV) Y RNA SATELITES EN Nicotiana benthamiana Y N. Clevelandii

Herrero, S. y Rodriguez-Cerezo, E.

Centro Nacional de Biotecnologia-CSIC. Campus Universidad Auténoma.
Cantoblanco 28049 Madrid. Espafia

Los RNA satélites (RNA sat) son moléculas de RNA subvirales asociadas a un virus
ayudante del que dependen para su replicacion y transmision. Recientemente, en
nuestro laboratorio hemos demostrado la asociacion del tombusvirus del enanismo
ramificado del tomate (tomato bushy stunt virus,TBSV) con RNA sat en infecciones
naturales (1). Los RNA sat B6 (610 nt) y B10 (613 nt) son dos variantes que
presentan alta homologia de secuencia (97%) y que difieren en sus propiedades
biolégicas. Mientras que B10 atenua los sintomas causados por TBSV e interfiere en
su replicacién disminuyendo de forma clara su acumulacién final en todos los
huéspedes estudiados (2), B6 no modifica ni los sintomas ni la acumulacion del RNA
viral. Para identificar los determinantes genéticos responsables de las propiedades
biolégicas de estas variantes, se procedid a la construccion de RNA sat
recombinantes que contienen diferentes regiones de B6 y B10. Su caracterizacion se
realizO mediante la coinoculacion de transcritos infectivos de TBSV junto con
transcritos de los RNA sat recombinantes en Nicotiana benthamiana y N.
Clevelandii , posteriormente se determinaron los niveles de acumulacion de los RNA
sat y de TBSV mediante analisis de Northern blot.

La acumulacién de los diferentes RNA sat recombinantes estudiados varia tanto en
la hoja inoculada como en la hoja sistémica. Los resultados sugieren que los
primeros 120 nt no contienen determinantes géneticos implicados en los niveles de
acumulacion, sino que éstos se encuentran repartidos en el resto de la molécula del
RNA sat. Los datos obtenidos indican que existe una preferencia selectiva por parte
del virus ayudante que resulta en una replicacion y/o movimiento mas efectivo de
ciertos RNA sat. También se estudiaron los niveles de acumulacion del virus
ayudante en presencia de los diferentes RNA sat. Dichos niveles varian y se
correlacionan con la capacidad de atenuacion de sintomas por parte del RNA sat
asociado. Nuestras observaciones indican que los determinantes genéticos del RNA
sat responsables tanto de su acumulacibn como la del virus ayudante son de
naturaleza compleja. En la actualidad se estd analizando de forma mas detallada los
nucleodtidos responsables de las diferencias biologicas entre los RNA sat B6 y B10.
(1) A. Célix, E. Rodriguez-Cerezo, and F. Garcia-Arenal. 1997.Virology 239 : 277-
284

(2) A. Célix, J. Burgyan and E. Rodriguez-Cerezo. 1999. Virology 262: 129-138.
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NECROTICAS DEL MELON QUE SUPERA LA RESISTENCIA CONFERIDA POR
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Diaz, J.A!, Bernal, J.J%, Moriones, E.' y Aranda,M.A*

'Estacién Experimental "La Mayora", CSIC. 29750 Algarrobo-Costa. Malaga
’Centro Nacional de Biotecnologia, CSIC. Campus UAM. 28049 Cantoblanco.
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El virus de las manchas necréticas del melén (Melon necrotic spot virus,
MNSV) es un Carmovirus (familia Tombusviridae) transmitido en la naturaleza por el
hongo de suelo Olpidium bornovanus y por la semilla. En Espafia, MNSV afecta a
los cultivos protegidos de melon del litoral mediterraneo donde se obtiene gran parte
de la produccion dedicada a la exportaciéon, pudiendo ocasionar por tanto
importantes pérdidas econdmicas. El control de MNSV en melon se ha conseguido
mediante el uso de semillas libres de virus, el control del vector y sobre todo gracias
a la utlizacion muy extendida de cultivares comerciales que incorporan en
homocigosis el gen nsv de resistencia a MNSV. Esta resistencia es la Unica descrita
para MNSV por el momento.

Durante un muestreo en invernaderos de mejora en la provincia de Almeria
se observaron plantas de genotipo nsv/nsv de melon con los sintomas
caracteristicos de infeccion sistémica por MNSV. De estas plantas se muestred
material sobre el que se diagnosticé por hibridacion molecular la presencia de
MNSV. Se realizaron inoculaciones sobre entradas de meldn susceptibles vy
resistentes utilizando material original muestreado e inéculo clonado. Tanto las
plantas susceptibles como las supuestamente resistentes resultaron infectadas,
independientemente de que el indculo fuera el material original o clonado. Por lo
tanto, se ha identificado una nueva cepa de MNSV capaz de superar la resistencia
conferida por el gen nsv. Se ha denominado a esta cepa MNSV-264. Estamos
llevando a cabo una caracterizacion biolégica y genética de esta cepa. Los
resultados obtenidos hasta el momento indican que difiere de las cepas estandar al
menos en la capacidad de inducir sintomas en Gomphrena globosa, Nicotiana
benthamiana y en los melones portadores del gen nsv en homocigosis. Hemos
secuenciado el RNA genémico de MNSV-264, que ha resultado tener una homologia
de secuencia de nucledtidos del 92% con la cepa holandesa y del 83% y 88% con
las regiones gendmicas secuenciadas de las cepas japonesas S y NH,
respectivamente. Los datos de secuencia no permiten establecer cual es el
determinante genético en MNSV-264 de virulencia sobre genotipos nsv/nsv, y por
ello se ha abordado la generacion de clones de cDNA al RNA de MNSV-264 a partir
de los cuales sintetizar RNA infectivo y poder generar virus mutantes.

La incidencia de MNSV en el invernadero del que se aislo MNSV-264 fue
muy alta, tanto en plantas susceptibles como en plantas supuestamente resistentes
y los dafios en plantas en las que se diagnosticé la presencia de MNSV fueron
graves. Por tanto, la aparicién de esta nueva cepa supone una grave amenaza para
el cultivo del meldn. Ademas de la importancia practica inmediata del hallazgo de
MNSV-264, la aparicion de esta nueva cepa nos ha permitido abordar un trabajo que
cubre aspectos fundamentales para conocer la biologia de la interaccion
incompatible planta/patdgeno en el caso de control monogénico recesivo.
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Los nematodos del género Meloidogyne son fitoparasitos sedentarios
obligados que causan grandes pérdidas en cultivos horticolas, al reducir el aporte de
nutrientes a las plantas. En las raices originan unas formaciones caracteristicas
(n6dulos), constituidas por células especializadas de las que se nutren (células
gigantes) y tejido adyacente hipertrofiado. Las extensinas son glicoproteinas ricas en
hidroxiprolina (HPRGSs) de la pared celular vegetal, que juegan un papel estructural
dindmico durante el desarrollo y son codificadas por genes pertenecientes a una
familia multigénica. Las lesiones mecanicas y la infeccion por patégenos inducen la
acumulacion de proteinas, entre ellas extensinas, lo que indica una funcién adicional
de éstas en la defensa de la planta.

En un reciente estudio de nuestro laboratorio sobre la respuesta temprana
del tomate a la infestacion por nematodos formadores de nodulos, se identificé un
clon (D7) correspondiente al gen de extensina Lemmi8, cuya expresion se
incrementaba en los apices radiculares a las 12h de su inoculacion con Meloidogyne
javanica. En este trabajo presentamos nuevos datos sobre la expresion temprana de
Lemmi8 en cultivares de tomate resistentes y susceptibles a M. javanica, como
respuesta a la infestacion con dos poblaciones quasi-isogénicas de esta especie,
VW4 (no virulenta) y VW5 (virulenta, capaz de romper la resistencia en Motelle).
Hemos estudiado la induccién mediante analisis de la acumulacion de transcritos
por "Northerns” y visualizacion histoquimica en plantas transgénicas (gen testigo
GUS). Para emitir conclusiones fiables, hemos usado cultivares de tomate con
precursores genéticos casi idénticos, Moneymaker (susceptible) y Motelle
(resistente) y lineas transgénicas derivadas de esos cultivares.

En resumen, nuestros resultados muestran que tanto VW4 como VW5
producen un incremento temprano (10 h post-inoculacién) y transitorio de la
acumulacion del producto de Lemmi8, en Moneymaker y en Motelle. Dicho
incremento es mayor y mas rapido con VW5 y en Motelle. El andlisis de las plantas
transgénicas realizado hasta el momento (con lineas derivadas de Moneymaker)
esta de acuerdo con los datos obtenidos con "Northerns". En conjunto, nuestros
datos sugieren que las extensinas juegan un papel en la defensa temprana y
posiblemente en la respuesta de resistencia del tomate a los nematodos formadores
de nodulos.
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FORMACION DE RNAS DEFECTIVOS INTERFERENTES DEL BROMOVIRUS
DEL MOTEADO DEL HABA EN PLANTA SIN PRESION DE INOCULO.

Sandoval C., Llamas S. y Romero J.

Departamento de Proteccion Vegetal, INIA, Autopista A-6, Km 7,0 28040-Madrid

El bromovirus moteado del haba ( Broad bean mottle virus, BBMV), es capaz de replicar y
acumular RNAs defectivos interferentes (DI-RNAs) formados a partir de deleciones internas del
RNA2. Estas particulas son formadas de novo a partir de pases sucesivos del virus en alta
multiplicidad de indculo a través de un apropiado huésped. Con la finalidad de evaluar el efecto del
huésped y la temperatura en la formacién y acumulacion de estas moléculas, diferentes experimentos
fueron realizados: i) Evaluaciéon de la temperatura sobre la formacion de los DI-RNAs. Plantas de
haba y guisantes crecidas en fitotron y mantenidas a diferentes temperaturas, fueron inoculadas con
BBMV en pases sucesivos, encontrando que temperaturas bajas (12 °C) favorecen la formacién y
acumulacion de los DI-RNAs, tanto en haba como en guisante. ii) Formacién de DI-RNAs en plantas
de habas sin necesidad de pases del virus. En estos experimentos plantas de haba fueron
inoculadas con transcritos RNAs de los tres RNAs gendmicos del BBMV a diversos estadios de
crecimiento y mantenidos en invernadero o en condiciones de campo en un cultivo bajo malla
antipulgdn. La presencia o ausencia de los DI-RNAs fueron evaluados mediante hibridacién tipo
Northern y RT-PCR. En ambos experimentos estas particulas son formadas de novo sin necesidad
de pases a los 35 dias después de su inoculacién, demostrando que estas particulas pueden ser

producidas por habas in vivo sin presion de inoculacion.
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LA ESTRUCTURA DE LA PROTEINA DE MOVIMIENTO DE UN NUEVO
TYMOVIRUS DEMUESTRA LA IMPORTANCIA DEL MOVIMIENTO EN LA GAMA
DE HUESPEDES DE LOS VIRUS VEGETALES

Ohnesorge, S. y Pfitzner, A.

General Virology, University of Hohenheim, 70599 Stuttgart, Germany

Un tymovirus recientemente aislado de Alliaria petiolata presenta una
homologia de secuencia elevada con el tymovirus Turnip Yellow Mosaic Virus. Sin
embargo, la caracterizacion del rango de huéspedes mostré que ambos virus
difieren en su habilidad para infectar plantas de la familia de las cruciferas. El nuevo
virus no es capaz de infectar de forma sistémica el huésped susceptible y
representativo de TYMV, Brassica campestris ssp pekinensis. Ademas, este virus
muestra un rango de huéspedes muy restringido. Hasta el momento solo se han
conseguido infectar sistemicamente Arabidopsis thaliana y Alliaria petiola. El analisis
de secuencias mostré que las pautas de lectura solapadas que codifican para la
proteina de movimiento y la proteina replicasa presentan grados muy distintos de
variacion de secuencia en comparacion con el TYMV. Mientras que la secuencia de
aminoacidos de la proteina replicasa tiene una alta homologia de secuencia con la
ORF del TYMV, la secuencia de la proteina de movimiento es mucho mas
divergente. Estos resultados indican que existe una presion evolutiva para mantener
la estructura y funcion de la proteina conservada replicasa, mientras que la proteina
de movimiento es mucho mas variable y por tanto susceptible de adaptarse a un
nuevo rango de huéspedes.

The structure of the movement protein of a new tymovirus demonstrates the
importance of the movement in the host range of plant viruses (recibido en
inglés)

A recently isolated tymovirus from Alliaria petiolata shows a high sequence
homology the tymovirus Turnip Yellow Mosaic Virus. Characterisation of the host
range, however, revealed that both viruses differ in their ability to infect plants of the
family cruciferae. The newly isolated virus is not able to infect systemically the
representative susceptible host of TYMV, Brassica campestris ssp pekinensis.
Furthermore this virus shows a very restricted host range. The only plants that could
be infected systemically so far are Arabidopsis thaliana and Alliaria petiola.
Sequence analysis revealed that the overlapping reading frame coding for the
movement protein and the replicase protein show a very different degree of
seqguence variation in comparison to the TYMV. While the aminoacid sequence of the
replicase protein of the new virus shows a high homology to the TYMV ORF, the
protein sequence of the movement protein is much more divergent. These results
indicate that there is an evolutionary pressure to keep the structure and function of
the replicase protein conserved, while the movement protein is much more variable
and therefore able to adapt to a new host range.
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ALTERNATIVAS NO QUIMICAS AL USO DEL BROMURO DE METILO EN
CULTIVOS DE PIMIENTO EN INVERNADERO: BIOFUMIGACION E INJERTO
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Los acuerdos internacionales establecen la restricciéon del uso del
bromuro de metilo como desinfectante del suelo en 2005. Esto afecta
directamente a la produccion de pimiento en los invernaderos de la provincia
de Murciay Sur de la de Alicante, cuyos suelos se vienen desinfectando todos
los afios con bromuro de metilo 98%+2% de cloropicrina (BM 98:2) a razén de
60g/m?desde hace mas de 15 afios.

En invernaderos comerciales con problemas fitopatolégicos de suelo
(Phytophthora capsici y Meloidogyne incognita) y sin ellos, se han ensayado la
biofumigacion (incorporando estiércol fresco de oveja, humedeciendo y
cubriendo el suelo con plastico durante 4 semanas) en distintas épocas, y el
injerto sobre patrones vigorosos y tolerantes a Phytophthora, comparando los
resultados con los obtenidos en parcelas desinfectadas con BM 98:2 aplicado
a 60g/m?bajo plastico de polietileno.

La biofumigacion iniciada antes de la segunda semana de septiembre
proporcion6 aceptables niveles de control de Phytophthora y de produccion
comercial, siendo algo inferior la eficacia en el control de Meloidogyne y de las
malas hierbas, que fueron similares a los obtenidos con metam sodio o
dazomet. Cuando la biofumigacion se inici6 a partir de mediados de
septiembre, la eficacia de la desinfeccion fue baja, incluso en suelos sin
problemas fitopatoléogicos. La aplicacion de este método en suelos
previamente desinfectados con BM requiere de su ejecucién en 2 6 3 afios
sucesivos para alcanzar niveles de eficacia aceptables, siendo de gran utilidad
para los cultivos ecoldgicos.

La mayor parte de los mas de 40 portainjertos ensayados han mostrado
un buen nivel de resistencia a Phytophthora y tan sélo unos pocos no se han
infestado de Meloidogyne. La produccion con algunos patrones fue
ligeramente inferior (7.1 Kg/m? a la media de la obtenida en las parcelas
desinfectadas con BM 98:2 a 60g/m? (8.2Kg/m?).
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El tratamiento anual del suelo con bromuro de metilo 98% + 2% de
cloropicrina (BM 98:2), aplicado a 60g/m? bajo un film de plastico de polietileno
de 200 galgas, ha sido una préactica habitual en los ultimos 15 afios, en las
cerca de 1.800ha de invernaderos destinados al cultivo de pimiento en la
provincia de Murcia y en el Sur de la de Alicante. Tan drastica desinfeccion se
realiza para limitar la incidencia de Phytophthora capsici y de Meloidogyne
incognita, que se revelan como los principales problemas fitopatoldgicos del
suelo, y, para aumentar la produccién en los suelos no contaminados de
patdégenos.

En varios invernaderos comerciales con diferentes situaciones
fitopatoldgicas y distinta antigtiedad en la reiteraciéon del cultivo de pimiento,
se han ensayado la siguientes alternativas: 1) Dosis reducidas de BM (30 y
15g/m?) con plastico VIF. 2) La mezcla de 1,3.- dicloropropeno + cloropicrina
(58-61% + 32-33.5%), aplicada a 50 g/m? en el agua por los goteadores, bajo
plastico de PE de 200 galgas. 3) Metam sodio (50%) a 1.500l/ha, aplicado en el
agua por los goteadores bajo PE de 200galgas. 4) Dazomet aplicado a 60g/m?
sobre el suelo humedecido, incorporado con fresadora y cubierto,
inmediatamente, con PE de 200 galgas. La eficacia de los tratamientos se ha
comparado con la desinfeccién con BM 98:2 a 60g/m?bajo PE de 200 galgas.

Con la aplicacién del BM a 15g/m? se produce una reduccién de la
produccion al segundo afio de reiteracion del tratamiento en el mismo suelo, lo
que no ha sucedido cuando se ha aplicado a 30g/m% La mezcla de 1,3.-
dicloropropeno + cloropicrina ha proporcionado niveles de eficacia similares a
las de la desinfeccién con BM 98.2 a 60g/m? en el control de malas hierbas, de
Phytophthora y ligeramente inferiores de Meloidogyne; siendo también
similares las producciones, incluso cuando se reitera el tratamiento dos afios
seguidos al mismo suelo. Los resultados obtenidos tras la aplicacion de
Metam sodio y de Dazomet han sido significativamente inferiores a las de BM
98:2 a 60g/m? para todos los parametros medidos: incidencia de Phytophthora
y de Meloidogyne, colonizacién por malas hierbas, desarrollo vegetativo de las
plantas y produccion.



P-69
REDUCCION DE PERDIDAS CAUSADAS POR Rhizoctonia solani EN LA
REMOLACHA AZUCARERA MEDIANTE CULTIVARES TOLERANTES

Ayala, J. y Ramirez , C.
AIMCRA. Apartado 855 47080 Valladolid

Rhizoctonia solani es un hongo de suelo que produce podredumbre de la
raiz de la remolacha azucarera, ocasionando importantes pérdidas que afectan al
rendimiento agronémico Yy a la calidad industrial.

Durante varios afios se realizaron ensayos de control quimico, pero ninguno
de los fungicidas utilizados result6 eficaz.

Ademas, es estos afios de estudio se comprobé el comportamiento erratico
e imprevisible del nivel de ataque y lugar de aparicion de R. solani.

En la zona de cultivo donde se presenta R. solani esta muy diseminada la
Rizomania. Esta virosis es, hoy dia, solamente atenuada con cultivares tolerantes.
Por lo tanto, el interés tanto experimental como practico es conocer el
comportamiento de cultivares tolerantes a ambas enfermedades.

Para asegurar la aparicion de podredumbres producidas por R. solani y
conseguir ataques uniformes, se puso a punto un método de inoculacion basado en
el desarrollado por Ruppel en Fort Collins (1979, 1998)

El in6culo se multiplica en cebada a partir de un aislado del hongo
procedente de la parcela a inocular.

La preparacion del inoculo y la inoculacion resultaron eficaces,
consiguiéndose ataques uniformes con niveles de enfermedad entre mediados y
graves en cultivos convencionales.

Entre los cultivares experimentales utilizados, KWS 7180 demostré un
control eficaz de la podredumbre producida por R. solani.

Ademas demuestra buena tolerancia a Rizomania y buen potencial
productivo en condiciones sanas.

En el presente afio (afio 2000) se estan realizando ensayos con cultivares
experimentales nuevos y con diferentes métodos de inoculacion.
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MICROBIOTA NO PATOGENA, ENDOFITICA Y EPIFITICA, ASOCIADA A
Pseudomonas savastanoi

Rojas, A.M., Garcia de los Rios, J.E., Jiménez, P., Reche, P., Mathieu-Daude, F. y
McClelland, M.

Sidney Kimmel Cancer Center, San Diego, CA, USA.
Facultad de Ciencias Experimentales y Técnicas, Universidad San Pablo CEU,
Madrid.

Pseudomonas savastanoi es una bacteria fitopatdgena que infecta al olivo
(Olea europaea L.), adelfa (Nerium oleander L.), fresno (Fraxinus excelsior L.) y
retama (Retama sphaerocarpa Bss.). En estas plantas induce la formacion de
tubérculos, principalmente en las ramas.

Una vez desarrollada la enfermedad, los tubérculos inducidos por P.
savastanoi, son invadidos por microorganismos pertenecientes a la microbiota
epifitica, entre los que se encuentran especies de Erwinia y Xanthomonas.

Las cepas de Erwinia aisladas han sido estudiadas en sus caracteristicas
fenotipicas, comparandolas con las cepas tipo Erwinia herbicola NCPPB 2971 y
Pantoea agglomerans ATCC 27155, encontrandose una gran uniformidad fenotipica.

A nivel genético, se han estudiado los patrones de PCR-ribotipia y
secuencias de los genes RNA 16S, RNA 23S y mdh.

Estos estudios confirman que, entre las cepas aisladas, predominan las
pertenecientes a Erwinia herbicola-Pantoea agglomerans. No obstante, se detectan
grupos de cepas que se separan del citado complejo, constituyendo potenciales
nuevas especies.

Las cepas tipo de las posibles nuevas especies han sido depositadas en la
CECT, Valencia, y en la ATCC, Rockville, Maryland, USA. Las secuencias estan
disponibles en el Gen Bank de la NCBI.
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EFECTO DE LA SOLARIZACION EN EL CONTROL DE LA PODREDUMBRE
RADICULAR DEL AGUACATE. SENSIBILIDAD TERMICA DE SU AGENTE
CAUSAL Phytophthora cinnamomi Rands

Gallo Llobet, L.}, Rodriguez Pérez, A.' y Siverio de la Rosa, F.?
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Se iniciaron ensayos de campo en agosto de 1996 para estudiar el
efecto de la solarizacion en el control de Phytophthora cinnamomi en un
cultivo establecido desde hacia 14 afios. Se partié de arboles con distintos
indices de intensidad de enfermedad (lIE), que fue evaluado anualmente antes
de la colocacién del plastico empleando una escala visual de 0 a 10, en la que
0 corresponde a una planta sanay 10 a una muerta.

Se utilizé polietileno transparente de 350 galgas que se mantuvo en la
parcela entre 6-8 semanas durante los meses de agosto-septiembre en los
afos 1996-1999. Antes de extender el plastico se reg6 a capacidad de campo y
se instalaron sensores a 5, 15 y 30 cm de profundidad. Las maximas
temperaturas fueron alcanzadas en el afio 97: 56°C, 44°Cy 38°C a5, 15y 30 cm
respectivamente, oscilando entre 48°C y 46°C a 5 cm en los afios 96, 98 y 99.

El nimero total de arboles en el control fue de 23 y en el suelo
solarizado de 25. El lIE del control pas6 de 1,7 en el primer afio a 4 en el ultimo,
y en el suelo solarizado de 2,4 a 3,2. El porcentaje de arboles asintométicos al
comienzo del ensayo era del 48% en el control y del 56% en el suelo
solarizado, siendo del 13% y 32% después de 4 afios.

El efecto de la solarizacion sobre la supervivencia del patégeno se
valoré enterrando granos de trigo inoculados con Phytophthora cinnamomi a
5, 15y 30 cm de profundidad en la parcela. El patdgeno se recuper6 después
del periodo de solarizaciéon en todos los puntos inoculados, si bien el
porcentaje de supervivencia del mismo a 5 cm en el suelo solarizado fue
inferior al control.

Se estudid la sensibilidad térmica del patdgeno en ensayos de laboratorio
realizados con 22 cepas del hongo que pusieron de manifiesto que tratamientos
térmicos de 38-39°C durante 1 h son letales para el micelio. Sin embargo, cuando se
indujo la formacién de clamidosporas mediante cultivo en V8-agar, la presencia de
estas estructuras permitié sobrevivir al 25% de las cepas a tratamientos de 41°C
durante 1 h. Cabe sefnalar que, excepto en el afio 97, las temperaturas alcanzadas
en suelo a partir de los 15 cm durante la solarizacion no alcanzaron los 40°C. Estos
datos deben ser tenidos en cuenta, ya que las clamidosporas constituyen la principal
forma de resistencia de Phytophthora cinnamomi en el suelo.
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Phytophthora cinnamomi Rands es un hongo patdégeno con mas de 1000
hospedadores que ocasiona pérdidas econdmicas en cultivos de interés como
aguacate, castafo, prétea y vifla. La capacidad de algunas Trichoderma sp. para
competir por los nutrientes, el espacio fisico y degradar las paredes celulares
fungicas es bien conocida.

El presente trabajo evalta el control ejercido por el producto Binab®
(Trichoderma harzianum y Trichoderma polisporum) sobre el crecimiento in vitro de
29 cepas de P. cinnamomi, procedentes de distintos hospedadores: Persea
americana (aguacate) y Persea indica (viiiatigo), Castannea sativa (castafio), Vitis
vinifera (vid) y Protea sp.

Se realizaron enfrentamientos duales en placa entre las cepas de P.
cinnamomi y Binab, y se midio el crecimiento medio de las cepas a los 10 dias, con'y
sin Binab, para establecer el porcentaje de inhibicidn. Se extrajeron sustancias
excretadas por Binab en medio liquido con el fin de determinar si ejercian alguna
actividad fungistatica y se realizaron observaciones de los enfrentamientos al
microscopio optico.

Binab produjo una inhibicion media del crecimiento del 75%. Asimismo, se
detectd la existencia de sustancias antibiéticas de bajo peso molecular con actividad
fungistatica y solubles en disolventes organicos. También se observé que Binad
vacuoliza y lisa el micelio de P. cinnamomi, ocasionando su muerte a los 10 dias del
enfrentamiento en el 98% de los casos. Las observaciones microscoépicas revelaron
el enrollamiento de los componentes del Binab sobre las hifas del patégeno.
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ESTRATEGIAS DE CONTROL DE LA PODREDUMBRE PARDA DE LA PAPA
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Ralstonia solanacearum, agente causal de la podredumbre parda de la
papa, fue detectada en la isla de La Palma en 1981 donde ocasiona
actualmente importantes dafios en este cultivo. La bacteria produce en
condiciones favorables una répida e irreversible marchitez de la planta al
atacar a su sistema vascular. Los tubérculos infectados presentan una
podredumbre parda en el anillo vascular con exudado bacteriano. En caso de
infeccidén severa el exudado también se observa en el exterior del tubérculo,
gue al final queda totalmente podrido.

El control de Ralstonia solanacearum se ha revelado hasta el momento
como un problema de dificil solucion. Desde 1998 se llevan a cabo una serie de
ensayos en parcelas infestadas de forma natural de la isla de La Palma con el fin de
evaluar diferentes métodos de control. Entre los tratamientos aplicados se incluyeron
enmiendas de CaCOg3, biofumigacién, barbecho (removiendo peridédicamente la tierra
mediante arado durante el verano) y rotacion con avena. Cada tratamiento fue
aplicado en dos parcelas severamente afectadas, excepto la rotacion con avena que
se ensay0 en una unica parcela. El ensayo de las enmiendas se mantuvo dos afos,
durante los cuales se tratd cada parcela con dos dosis de CaCOs a razén de 0,5
Kg/m?. La biofumigacién se ensay6 por primera vez en el presente afio, utilizando
estiércol de cabra mezclado con restos vegetales de laurisilva. La parte tratada se
cubrié durante las 5 semanas previas a la siembra con polietileno transparente de
350 galgas, dando un riego a capacidad de campo previamente. El barbecho y la
rotacion con avena fueron suprimidos después del primer afio debido a los
resultados negativos que se obtuvieron.

La eficacia de los tratamientos aplicados se evalu6 valorando la incidencia
de plantas afectadas, la produccion total en cada parcela y el rendimiento de
tubérculos con y sin sintomas externos. Ademas, se determind el porcentaje de
tubérculos asintomaticos, tubérculos con sintomas internos (podredumbre parda del
anillo vascular) y tubérculos con sintomas externos (podridos o con exudado en los
0jos) en muestras de 100-200 tubérculos recogidos al azar de cada parcela. Los
resultados obtenidos sefialan a las enmiendas de CaCO3; como el tratamiento mas
eficaz. En este sentido, existen referencias que relacionan al calcio con cambios en
la resistencia de la planta frente a diversos patdégenos. En nuestro caso, se
observaron incrementos del 47% y 113% en el rendimiento de tubérculos sin
sintomas externos después del primer afio de ensayo. También se observd una
disminucién significativa en el nimero de plantas enfermas y en el porcentaje de
tubérculos con sintomas (internos y externos) de las muestras de tubérculos
recogidos al azar.
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ESTUDIO DE LA PRODUCCION DE 2,4-DIACETILFLOROGLUCINOL POR
DIFERENTES CEPAS DE Pseudomonas fluorescens ACTIVAS EN EL
BIOCONTROL DE DIFERENTES HONGOS FITOPATOGENOS
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En el control de las enfermedades fungicas los tratamientos con fungicidas
sbén los mas eficaces y los mas utilizados aunque presentan algunos inconvenientes
como son la presencia de residuos en las cosechas y su dispersion en el medio
ambiente. La necesidad de un desarrollo sostenible ha incentivado el estudio de
nuevas estrategias para el control de enfermedades tanto bacterianas como
fungicas. Una de las estrategias consiste en el uso de microorganismos agentes de
biocontrol, no patdgenos de las plantas o animales, pero que impiden la infeccion o
desarrollo del patégeno. Uno de los mecanismos utilizados por ciertos agentes de
biocontrol es la antibiosis. Un problema en la seleccion de los agentes de biocontrol
productores de antibidticos es que existe una gran variabilidad en la produccién del
antibiotico segun el medio de crecimiento. En este campo es donde se enmarca el
trabajo que se presenta a continuacion.

El objetivo principal de este estudio fué caracterizar la produccion in vitro del
antibiético 2,4-diacetilfloroglucinol (DAFG) en diferentes cepas de Pseudomonas
fluorescens caracterizadas como agentes de biocontrol, y comparar los parametros
de crecimiento y de produccién del antibidtico en diferentes medios nutritivos. Se
utilizaron diferentes medios de crecimiento y ademas del medio de crecimiento se
evaluo el efecto de azucares y de la adicién de hierro como aditivos en el medio.

Mediante pruebas de inhibicion del crecimiento in vitro de patdégenos
indicadores como Penicillium expansum y Stemphylium vesicarium , se vié que el
DAFG inhibia su crecimiento pero que no existia correlacion entre produccién de
antibiético por las cepas y la formacién de halos de inhibicion. Se determin6 cuales
eran las mejores productoras y las caracteristicas del medio, aditivos (azUcares o
hierro) que conducian a una mayor produccion de DAFG.

Los resultados mostraron que la produccion de DAFG depende de la cepa y
del medio de crecimiento y que la glucosa tiene un efecto positivo en su produccion,
mientras que el hierro tiene un efecto que depende de la cepa y del medio. Las
cepas caracterizadas como buenos agentes de biocontrol como P. fluorescens Q2-
87 y JBR 1-70 (cepas de referencia) eran las que en casi todos los medios
ensayados aparecian como las mas productoras. Una de las cepas de nuestra
coleccion, la EPS808, productora de DAFG, también presenté un patron de
produccion similar a las anteriores por lo que parece ser una buena candidata a
agente de biocontrol si el mecanismo implicado es la produccidon de este antibidtico.
El estudio de la produccion de antibiético en multiples medios puede ser de ayuda
en la seleccion de futuros agentes de biocontrol.
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El hibrido interespecifico Mayor (Prunus dulcis Mill. x Prunus persica (L.)
Batsch.) se comenzoé a difundir hace muy pocos afos y su produccion comercial se
encuentra actualmente en aumento en Espafia. La mayoria de sus caracteristicas
agronomicas son favorables. No obstante, es un patrén altamente susceptible al
ataque de nematodos agalladores. Estudios previos de investigacion han
demostrado la elevada aptitud para la micorrizacion de este portainjerto; sin
embargo, los criterios clasicos actuales en la obtencion de material vegetal no
consideran los beneficios aportados por la inoculacion artificial temprana de los
portainjertos con hongos formadores de micorrizas arbusculares (HMA), a pesar de
tratarse de una alternativa biotecnologica factible para aumentar la tolerancia a
patdgenos del suelo. Se realizé6 un ensayo en condiciones de invernadero con la
finalidad de estudiar a corto plazo la respuesta del portainjerto micorrizado
artificialmente a una poblacion del nematodo agallador (Meloidogyne javanica
(Treub.) Chitwood. Las plantas se inocularon con un aislado del HMA Glomus
intraradices Schenk y Smith en el momento del trasplante a contenedores, y cinco
meses después (periodo que simulaba la fase de vivero) se inocularon con el
nematodo. Tras nueve meses de crecimiento, la colonizacion micorricica de las
raices supero el 75% y se produjo a su vez una estimulacién significativa del
desarrollo de los portainjertos micorrizados con respecto a los no inoculados. Los
resultados del estudio indicaron que ambos microorganismos (el simbionte
beneficioso y el patbgeno) son capaces de colonizar simultdneamente los mismos
espacios en el sistema radical de la planta. Sin embargo, el indice de agallamiento
producido por el nematodo, asi como la poblacion final del mismo en suelo y raices,
fueron significativamente superiores en las plantas no micorrizadas.
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El olivo (Olea europaea L.) es una planta que forma micorrizas arbusculares
en condiciones naturales. Sin embargo, se desconoce el efecto a largo plazo de la
inoculacion de cultivares comerciales con hongos formadores de micorrizas.

En este estudio se inocularon estaquillas enraizadas del cultivar arbequina
con dos especies de hongos formadores de micorrizas seleccionados por su eficacia
en la promocién del crecimiento: Glomus mosseae ( BEG 116) y Glomus intraradices
(BEG 72).

En el momento del trasplante a campo las plantas inoculadas con los hongos
formadores de micorrizas presentaban un mayor crecimiento que las plantas no
inoculadas. A los 6 meses del trasplante las plantas no inoculadas habian formado la
simbiosis con hongos nativos. La evolucién del crecimiento se controld
periodicamente a lo largo de 3 afios y las plantas micorrizadas artificialmente
mantuvieron su ventaja en el crecimiento respecto de las plantas no inoculadas. El
hongo mas efectivo fue Glomus intraradices (BEG 72) aislado de una zona con
caracteristicas edafoclimaticas similares a las de la zona estudiada.

Los resultados de la primera cosecha demuestran que la micorrizacion
temprana influye positivamente en el rendimiento del cultivo.
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En la produccion fruticola actual, la utilizaciéon de portainjertos es una necesidad debido a la
baja adaptabilidad a determinadas condiciones desfavorables que tienen los cultivares comerciales
en general. En diversos estudios se ha demostrado un incremento significativo del desarrollo de la
planta como respuesta a la micorrizacién artificial en portainjertos de frutales. Por otra parte, las
plantas micorrizadas toleran mejor las condiciones de estrés fisiologico, como deficiencia de

nutrientes, sequia, salinidad y el ataque de patégenos del suelo.

Con el fin de determinar la aptitud para la micorrizacién de los principales portainjertos
comerciales en Espafia, se ha realizado un estudio con el cerezo CAB-6P, utilizando como inéculo
micorricico un aislado del hongo formador de micorrizas arbusculares Glomus intraradices, que se

ha manifestado como el hongo més efectivo para colonizar raices.

Los portainjertos se inocularon durante el trasplante a macetas de 2,7 | de
capacidad y se mantuvieron en condiciones de invernadero.

El in6culo estaba compuesto por 10 g de suelo rizosférico que incluian hifas,
esporas y fragmentos de raicillas micorrizadas de plantas fuertemente colonizadas.
Se empled como sustrato una mezcla de suelo arenoso, arena de silice y turba en
proporcion 3:2:1. y se utilizaron como parametros para determinar el desarrollo
vegetativo de la planta: el peso fresco, el peso seco y la longitud de la parte aérea,
que se midieron después de un afio de crecimiento en condiciones de invernadero.

En las plantas micorrizadas, se observdé un incremento en crecimiento
respecto a las no inoculadas de hasta un 100%. Los resultados analizados
demuestran que las diferencias entre plantas micorrizadas y plantas no inoculadas
son atribuibles a la micorrizacion con Glomus intraradices.
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Las podredumbres poscosecha de frutos citricos ocasionan importantes
pérdidas econdmicas, por lo que su control es necesario para reducirlas y evitar el
desarrollo de micotoxinas nocivas para la salud humana. La mayoria de los
fungicidas utilizados desde hace mas de 30 afios van dirigidos al control de
Penicillium digitatum y P. italicum, causantes de un 75-80 % de las pérdidas por
podredumbres poscosecha.

Posteriormente la presion sobre Penicillium spp. incremento la incidencia de
otros hongos como Geotrichum candidum, causante de la podredumbre amarga,
Phytophthora citrophthora, causante del aguado, Botrytis cinerea, causante de la
podredumbre gris, Alternaria citri, causante de la podredumbre negra, y Rhizopus
nigricans, causante de la podredumbre por Rhizopus (“el pelut”).

Tecnidex ha desarrollado en los ultimos afios una amplia gama de fungicidas
de poscosecha, que permite ademas del control de Penicillium, con los imidazoles,
imazalil (Textar I,) y procloraz (Ascurit), y los benzimidazoles, tiabendazol (Textar 60
T) y metil-tiofanato (Fubotec IM), y combinaciones de imidazoles y bencimidazoles
(Fubotec Extra, Fubotec IM), un buen control sobre otras enfermedades como, G.
candidum, mediante el uso del fungicida guazatina (Guazatec Plus, Textar 20 G), P.
citrophthora, mediante el uso del fosetil-aluminio (Fubotec-Al), B. cinerea, mediante
el uso de tiabendazol y dicloran (Fubotec Plus), y un control aceptable sobre A. citri,
mediante el uso de Procloraz (Ascurit), y sobre R. nigricans, mediante el uso de
dicloran (Textar 20 D, Fubotec Plus). La adecuada combinacién de esta gama de
productos en cada momento de la campafa, permite un control adecuado de estas
podredumbres.

Tecnidex es sensible a las exigencias actuales de reduccion de los
productos quimicos utilizados sobre las frutas y hortalizas y ha realizado una serie
de trabajos encaminados en este sentido. Entre ellos ha estudiado la influencia de la
temperatura en el incremento de la eficacia de los fungicidas de poscosecha, para
alcanzar un mejor control y para evaluar la posibilidad de reducir la dosis de
aplicacion. Se ha observado que la influencia de la temperatura depende de la
familia a que pertenece el fungicida, del propio fungicida e incluso del tipo de
formulacién. Por tanto, si en general se puede afirmar que el incremento de
temperatura desde 15-25°C hasta 40°C produce un incremento de la eficacia del
tratamiento, en muchos casos hay que matizar dicha generalizacion debido a la
variabilidad de los resultados. También tiene una influencia importante el sistema de
aplicacion utilizado, que permita con mayor o menor facilidad la aplicacion de dicha
temperatura y el mantenimiento uniforme de la misma (factor clave en su eficacia).
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Erwinia amylovora es el agente causante del fuego bacteriano, enfermedad
que afecta a un gran numero de especies de la familia de las rosaceas, tanto frutales
(peral, manzano) como ornamentales (Cotoneaster, Pyracantha, Crataegus,
Sorbus). EI mayor riesgo de difusién de la enfermedad a largas distancias y a zonas
protegidas reside en la introduccibn de material asintomatico portador de E.
amylovora, ya que el pasaporte fitosanitario se otorga en base exclusivamente a la
ausencia de sintomas en las plantas del Sector Protegido y en casos dudosos los
sintomas se confirman mediante aislamiento del patégeno con una técnica de baja
sensibilidad como el aislamiento en cultivo. De esta manera podria distribuirse planta
asintomatica portadora de poblaciones enddfitas del patdégeno.

El objetivo del trabajo que se presenta ha sido la puesta a punto de un
método de tratamiento de material vegetal basado en la aplicacion de calor
(termoterapia), que permita eliminar o disminuir el riesgo de presencia de E.
amylovora en material vegetal antes de su uso en viveros o plantacion en campo.

Se evaluo el efecto del tipo de tratamiento con calor y de las combinaciones
tiempo-temperatura sobre la viabilidad del material vegetal de propagacién en
reposo constituido por las especies Pyrus communis, Malus domestica, Cotoneaster
sp. y Crataegus sp. También se evaluoé la sensibilidad de cepas de E. amylovora de
distinta procedencia al calor. Finalmente, las condiciones de tratamiento que
permitieron la muerte del patégeno y el mantenimiento de la viabilidad del material
vegetal se utilizaron para evaluar el efecto de la termoterapia en la disminucion del
in6culo de E. amylovora sobre material vegetal inoculado artificialmente.

Se observo que las especies vegetales ensayadas respondian de forma
distinta a las condiciones de tratamiento con calor y al tipo de calor. En general,
tratamientos con calor seco a 50 °C disminuian considerablemente la capacidad de
brotacién del material vegetal, mientras que la aplicacién de calor himedo tenia un
efecto variable en funcion de la temperatura y duracion del tratamiento. Las distintas
cepas de E. amylovora mostraron diferente sensibilidad al calor, aungque en todos los
casos se observd un efecto significativo del tratamiento en la reduccién de la
poblacién bacteriana. Tratamientos a 50 °C permitian una reduccién significativa de
la poblacion bacteriana en 5 minutos de exposicion, mientras que a 45 °C eran
necesarios 30 minutos para disminuir la poblacion bacteriana en mas de 8 unidades
logaritmicas. En cuanto a la disminucion de la poblacion de E. amylovora inoculada
artificialmente sobre plantones de peral se obtuvieron dos tratamientos efectivos
consistentes en calor seco-45 °C- 60 minutos y calor seco-50 °C-30 minutos.
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La contaminacion fangica ambiental y superficial de las centrales de
frigoconservacion de fruta, y la acumulacion de residuos fitosanitarios en los
productos que se consumen en fresco, son dos de las mayores preocupaciones en
la comercializacion de fruta y de las autoridades sanitarias en relacion con la salud
del consumidor. La determinacién de los puntos criticos de contaminacion fangica y
el estudio de la sensibilidad de peras a la podredumbre azul en relacion con
variables fisico-quimicas, y la eficacia de tratamientos para su control, constituyen
los objetivos fundamentales de nuestro trabajo, orientados a sentar las bases de la
Produccion Integrada de manzana y pera. Para determinar las zonas con mayor
carga fungica y establecer cuales son los Puntos Criticos de Control, se realizd un
estudio en tres centrales fruticolas situadas en Bordils (Girona), Tudela (Navarra) y
Alagon (Zaragoza), y se tomaron muestras de la superficie de paredes y suelos de
varias dependencias de las centrales, asi como de palots, cintas calibradoras y de
las peras. Ademas se recogieron muestras del ambiente de varias dependencias
mediante un biocolector de impacto. El material vegetal utilizado para determinar la
sensibilidad a la podredumbre azul, fueron peras de las variedades Passe Crassane
y Conference producidas durante las campafias de 1995 a 1998 en diversas fincas
comerciales de las regiones de Girona, Zaragoza y Navarra. La fruta se caracterizo
adecuadamente y se determinaron parametros de calidad fisicos (penetracion
Magness-Taylor, deformaciones maximas debidas a impactos y pinchazo) y
quimicos (analisis de minerales, Ca, N, K, azlUcares y acidez total). Se realizaron 5
tratamientos diferentes de control de P. expansum en posrecoleccion, consistentes
en testigo no tratado, desinfeccion con lejia al 2% y lavado con agua, quimico
convencional (Folpet®, Imazalil®, Etoxiquina® y CaCl,), biolégico con P. fluorescens
EPS-288 Rif", y combinado con 1/4 de la dosis del tratamiento quimico y el agente
de biocontrol.

Se observé una mayor contaminacion en la zona de seleccion y calibrado, y
pasillos de acceso a las camaras. Las tres centrales estudiadas mostraron una
contaminacion muy baja en las cdmaras de conservacion, pero no en las de
maduracidén o almacenaje preventa. Las cintas de calibrado también fueron un punto
critico de contaminacién. La susceptibilidad de las peras de las 15 fincas a la
podredumbre azul fue diferente de unas a otras, y se observo una relacion positiva
entre la incidencia de la podredumbre azul y la deformacion maxima de las peras, y
también con el contenido en azucares del fruto. En las 24 experiencias piloto
realizadas a lo largo de las camparfias de 1995 a 1997 se observé que en un 95% de
los casos, el control combinado (biologico + % del quimico) consiguidé una eficacia de
control de la podredumbre azul superior al 80%.
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El virus del bronceado del tomate (TSWV) constituye uno de los problemas mas graves en los
invernaderos de pimientos, llegando en ocasiones, si no se utilizan medidas sanitarias adecuadas,
a infectar altos porcentajes de plantas que pueden reducir la produccion hasta un 50% y en casos

muy graves, en porcentajes superiores.

El virus TSWV ataca a gran numero de cultivos y es un problema grave en
los cultivos horticolas en todo el mundo.

Se ha demostrado que el tisandptero Frankliniella occidentalis es uno de los
vectores mas potentes y eficaces en la transmision del virus.

Los estudios realizados a pleno campo por otros investigadores, indican que
el uso de insecticidas con una buena actividad contra Frankliniella occidentalis no ha
reducido significativamente la incidencia del virus en plantas de tomate, debido a la
movilidad del insecto, que puede reinfestar con facilidad la zona tratada.

El objeto del presente trabajo fué el estudio de la incidencia del virus en
invernaderos de pimientos tratados con Spinosad para el control de Frankliniella
occidentalis comparando con otros invernaderos tratados con productos standard.

El Spinosad es un nuevo producto natural para el control de insectos, en
tramite de registro en diversos paises de la Unidn Europea, que ha mostrado gran
actividad en el control de Frankliniella occidentalis a dosis muy bajas de uso, en
numerosos cultivos y especialmente en pimientos en invernadero.

El producto se obtiene de la fermentacién de Sacharopolispora spinosa una
bacteria del orden actinomicetales, y tiene un muy favorable perfil toxicolégico y
medioambiental, lo que unido a las bajas dosis de uso, al respeto de la fauna util y al
elevado control de tisanopteros y de larvas de lepidopteros lo convierten en el
producto de eleccion para programas de produccion integrada en diversos cultivos
horticolas.

En experiencias realizadas en 1999 y 2000 en invernaderos de pimientos en
Murcia y Almeria, se ha demostrado que el uso de Spinosad en un programa de
tratamientos contra Frankliniella occidentalis ha reducido significativamente la
incidencia del virus TSWV en comparacion con los programas actuales de control
del insecto.
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La Verticilosis del olivo (VO) causada por Verticilium dahliae Kleb, es la
enfermedad del olivar mas dificil de controlar en la actualidad. La informacion
disponible sobre la etiologia y epidemiologia de la VO refleja su complejidad y la
necesidad de una estrategia de lucha integrada. En este marco, el uso de cultivares
resistentes es, la medida mas eficaz, econdmica y respetuosa con el ambiente. No
obstante, la limitada resistencia encontrada hasta ahora en los cultivares de olivo
evaluados y la existencia del patotipo defoliante, mas virulento, hacen necesario
continuar la busqueda en cultivares de la coleccion de germoplasma y en caso
negativo la obtencion de cultivares mas resistentes por otras vias. Las técnicas
actuales disponibles permiten evaluar la resistencia de cultivares a V. dahliae
aungue necesitan tiempo y espacio, ya que utilizan estaquillas enraizadas con edad
superior a los 9 meses para obtener infecciones consistentes. Por ello, seria de gran
interés encontrar técnicas alternativas mas rapidas que pongan de manifiesto la
susceptibilidad o resistencia entre cultivares y que permitan diferenciar el material
potencialmente resistente del susceptible.

Se han realizado dos experimentos para determinar si las estaquillas de
olivo sin enraizar son susceptibles a la infeccion por V. dahliae y comprobar si
manifiestan diferencias de susceptibilidad entre cultivares en base a la expresion
sintomatologica. En un primer experimento se utilizaron los cultivares de olivo, Picual
y Oblonga, y los aislados, V4 (no defoliante) y V117 (defoliante) del hongo. La
inoculacion se realizé por inmersién de las estaquillas en una suspension ajustada a
10" con/ml. Las estaquillas inoculadas se colocaron en fiambreras con perlita estéril
y se incubaron en una camara de ambiente controlado. Las observaciones se
realizaron a los 2, 6, 12, 22, 50 y 91 dias de la inoculacién. Se realizaron
aislamientos, identificando el nivel de la planta colonizado. En un segundo
experimento se determiné el efecto del patotipo defoliante sobre el desarrollo de

sintomas.
Los resultados obtenidos reflejan que los dos cultivares fueron infectados por ambos patotipos,

siendo mas intensa la colonizacion (frecuencia de aislamiento) por el aislado mas virulento
(defoliante). La defoliacién fue la variable que mejor diferencid la susceptibilidad de cultivares. La
reaccion del cultivar Oblonga, moderadamente resistente, fue menos acusada que en el cultivar
susceptible. Por ello la inoculacion de estaquillas sin enraizar podria ser una técnica apropiada
para realizar una evaluacion rapida de cultivares susceptibles, sometiendo a los que manifiesten

sintomas menos severos al procedimiento tradicional.
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Los microesclerocios (MS) constituyen las estructuras de supervivencia de
Verticillium dahliae en el suelo. Los estudios epidemiolégicos sobre el efecto de la
densidad de in6culo en el suelo y la virulencia del patégeno sobre la enfermedad,
requieren el uso de suelos infestados natural o artificialmente por el agente. En este
caso, los MS han de ser obtenidos a partir de restos infestados o bien producidos
de forma artificial, lo que supone mayor homogeneidad en su potencial de inéculo.

Uno de los medios utilizados para la produccion de MS de V. dahliae es el
papel celofan sobre PDA. Las laminas de celofan esterilizadas se recortan y
extienden sobre placas de Petri con PDA y sobre éstas se siembra el hongo, que
crece sobre su superficie produciendo, tras cierto tiempo, microesclerocios.

La cantidad de MS producidos y la facilidad de su recuperacién parecen
depender del tiempo de incubacién; de la degradacion que sufre el papel de celofan
durante este periodo, del tipo de esterilizacion y de otras caracteristicas del celofan
como el grosor, permeabilidad etc. Por ello, el objetivo de este trabajo ha sido la
optimizacién de estos pardmetros para la producciéon masiva de MS de los aislados
defoliante y no defoliante de V. dahliae, para su uso posterior en experimentos de
potencial de in6culo. Adicionalmente, se ha valorado la capacidad germinativa de los
MS obtenidos tras ser conservados en talco. En varios experimentos se han
estudiado las caracteristicas de 4 tipos de celofan (300, 400, 600 um permeables, y
340 um impermeable), su degradacion en funcion del tiempo de incubacion, los
métodos de esterilizacién en horno (calor seco) o en autoclave (calor humedo) y la
capacidad germinativa de los MS. En cada placa de PDA- celofan se sembraron 0.5
ml de una suspensién de 10° con/ml del patégeno y tras un periodo de incubacion,
se determin6 el numero de MS/lamina de cada combinacion de tratamientos. Los
resultados obtenidos demuestran que la produccion de los MS fue significativamente
superior en el celofan de 600 um y nulo en el de tipo impermeable, que el celofan
esterilizado en horno (calor seco) se degrada mas rapidamente que el esterilizado
en autoclave. La germinacion de los MS obtenidos por el método descrito y
conservados en talco a 4°C fue superior al 90 por ciento para ambos aislados.

Nuestros resultados ponen de manifiesto que el indculo asi obtenido
representa una técnica adecuada para la produccién de inoculo estandar, disponible
para estudios epidemiolégicos y de control de las Verticilosis causadas por V.
dahliae.
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EVAL’UACIC')N DE LA SUSCEPTIBILIDAD DE VARIEDADES DE MANZANO
AUTOCTONAS DE LA ZONA NORTE DE ESPANA A FUEGO BACTERIANO
(Erwinia amylovora) Y MOTEADO DEL MANZANO (Venturia inaequalis)

Martinez, A.%, Ortiz-Barredo, A.}, Montesinos, E.?, Lizar, B.2 y Murillo, J.*

!Laboratorio de Patologia Vegetal, Dpto. Produccién Agraria, Universidad Publica de
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Universitat de Girona, Avgda Llufs Santalé s/n, 17071 Girona; *ITG Agricola SA, Ctra
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En el verano de 1995 se detectd en Guipuzcoa un brote de Erwinia
amylovora en manzanos de sidra. En los afios siguientes, el patdgeno ha sido
aislado de diferentes huéspedes y en diferentes lugares del Norte y Centro de
Espafia. A pesar de de medidas de control como la inspeccion para identificar
plantas potencialmente infectadas, y un amplio programa de erradicacion, es muy
posible que el patdgeno continle propagandose. El control de esta enfermedad es
dificil y, en general, poco efectivo, una vez que el patdogeno se ha instalado en un
area. La utilizacion de material vegetal sano y de variedades con baja
susceptibilidad al patdgeno, son las estrategias mas eficaces. Otra enfermedad de
alta importancia econémica en manzano es el “moteado,” causado por Venturia
inaequalis. Aunque la enfermedad se controla de manera efectiva, se requiere la
utilizacion de varios tratamientos fitosanitarios. La tendencia actual de reducir la
utilizacion de fungicidas ha estimulado la busqueda de variedades poco susceptibles
al patégeno, bien para su cultivo o bien como parentales en mejora. Nuestro grupo
ha abordado la evaluacién de la susceptibilidad a fuego bacteriano y moteado de
253 variedades de manzano autdctono de la zona Norte de Espafia, que estan bien
adaptadas y presentan caracteristicas agrondmicas de interés. Los ensayos se
llevaron a cabo sobre plantones de 8 a 10 meses de edad injertados en M9 (5 a 8
plantones/variedad). Actualmente se han analizado para fuego bacteriano 105
variedades. El ensayo se realiz6 sobre brotes tiernos mantenidos en camara bajo
condiciones controladas después de inocularlos con E. amylovora UPN500, aislada
de peral en Guipuzcoa. A los doce dias se midié el avance de la necrosis en los
brotes inoculados, lo que permitio clasificar a estas variedades en tres grupos
distintos de acuerdo a su sensibilidad. En el grupo de menor sensibilidad se
incluyerén un 37% de las variedades. Por otro lado, se analizaron 25 variedades
frente a un indculo mixto de Venturia inaequalis, recogido en varias fincas del Norte
de Espafia. Los plantones se mantuvieron en invernadero, bajo condiciones
controladas y los sintomas se registraron a los 30 dias de la inoculacién. En la
variedad utilizada como control (Royal Gala) se observaron lesiones con abundante
esporulacién. Asimismo, 19 de las variedades ensayadas presentaron sintomas de
la enfermedad, aunque en 11 de ellas no hubo esporulacion, mientras que en el
resto se observo esporulacion intermedia (7 variedades) o abundante (1 variedad).
No se observaron sintomas de moteado ni esporulacion en las 6 variedades
restantes, lo cual sugiere que podrian ser resistentes a la enfermedad.
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CQNCENTRACION DE ZOOSPORAS DE Phytohpthora cinnamomi EN MEDIO
LIQUIDO QUE CAUSAN EL MARCHITAMIENTO EN PLANTAS DE ENCINAS Y
ALCORNOQUES

Cots, F., Hinarejos, C., Mira, J.L. y Tuset, J.J.

Micologia. Dpto. de Proteccion vegetal y Biotecnologia. Instituto Valenciano de
Investigaciones Agrarias. Carretera Moncada-Naquera, Km 4,5. 46113 Moncada
(Valencia).

La encina (Q. rontundifolia) y el alcornoque (Q. suber) son los principales
Quercus de la Peninsula Ibérica y ambos cubren, aproximadamente, el 10% de la
superficie espafola. La “seca”, es la principal enfermedad que los afecta desde
comienzos de los afios 80. Los sintomas mas llamativos de la “seca” son:. 1)
decaimiento lento, caracterizado por una caida gradual de las hojas y presencia de
ramas parcial o totalmente defoliadas. 2) muerte subita, caracterizada por el secado
de ramas, hojas muertas adheridas un tiempo a las ramas y arboles muertos. Estos
sintomas son observados siempre, tanto en arboles aislados como en grupo. La
implicacion del hongo P. cinnamomi Rands, en arboles con ambas sintomatologias,
se confirmo a partir de su aislamiento en 1990-91 en suelo y raices absorbentes de
encinas y alcornoques en zonas de Extremadura, Andalucia Occidental y Castilla-La
Mancha.

La infeccion del hongo se produce mediante liberacion en medio liquido de
las zoosporas. Con el fin de determinar la concentracion menor de estas que
producen la infeccién a través del sistema radical de las plantas de Quercus, en
nuestra experimentacion se han utilizado cuatro valores: 10.000; 25.000; 50.000;
100.000 zoosporas/ml, de tres aislados de P. cinnamomi procedentes de Q. suber
(IVIA-1), Q. rotundifolia (IVIA-2) y Q. rubra (IVIA-7). Los sistemas radicales de las
plantas de un afo de ambas especies de Quercus se mantuvieron en las distintas
suspensiones de zoosporas, realizando el control de los dafios observados en la
parte aérea y sistema radical a los 50 dias. En Q. rotundifolia concentraciones a
partir de 10.000 zoosporas/ml, afectaron al 100% de las plantas, mientras que en
Q. suber se necesitaron concentraciones de 100.000 zoosporas/ml para afectar al
40%, de los tres aislados de P. cinnamomi indistintamente. Esto demuestra una gran
sensibilidad de Q. rontundifolia y una mayor resistencia de Q. suber a este hongo
habitante del suelo.
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CARACTERISTICAS ASOCIADAS A LA SUPERVIVENCIA EPIFITICA DE CEPAS
DE Pseudomonas syringae pv. syringae

Arrebola, E.}, Cazorla, F.M.}, Codina, J.C.%, Torés, J.A.?y de Vicente, A.!
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Pseudomonas syringae pv. syringae es el agente causal de la necrosis
apical del mango. En cepas aisladas de &rboles de mango se estudio la resistencia
a cobre (uno de los agentes antimicrobianos mas usados en agricultura) y a
radiaciones ultravioleta A y B (agente antimicrobiano que limita la supervivencia de
la bacteria en superficies expuestas). Estas propiedades se relacionaron con la
presencia de plasmidos nativos y la deteccion de secuencias génicas homologas a
cOpABCD (resistencia a cobre) y rulAB (resistencia a luz ultravioleta).

La mayoria de las 70 cepas estudiadas presentaban 1 6 2 plasmidos
(81.4%), detectandose en 51 cepas la presencia de un plasmido de 62kb, (72.9% del
total). EI 59% de las cepas analizadas resultaron ser resistentes a cobre
(considerandose resistencia la capacidad de crecimiento a una concentracion de
0.8mM de sulfato de cobre en agar MGY); en el 92.5% de dichas cepas se detectd
un plasmido de 62kb. La supervivencia de las cepas de P. syringae pv. syringae
frente a luz ultravioleta fue analizada mediante la exposicion a radiaciones A 'y B
(longitudes de onda de la radiacion ultravioleta que alcanzan la superficie terrestre),
y a radiacion C (fraccién microbiocida que no penetra las capas atmosféricas). Una
mayor supervivencia también fue asociada con la presencia de un plasmido de 62kb
(cuyo papel se confirmé mediante transferencia del mismo por conjugacion).

Utilizando técnicas de southern blot, el plasmido de 62kb aislado de cepas
resistentes a cobre, mostr6 sefial de hibridacion empleando como sonda un
fragmento del operon de resistencia a cobre (copABCD). Igualmente secuencias
homologas del determinante genético para la resistencia a luz ultravioleta (rulAB),
fueron puestas de manifiesto en el plasmido de 62kb. La importancia de este
plasmido, por conferir resistencia a cobre y a luz ultravioleta, en la supervivencia de
la bacteria sobre la superficie aérea de la planta, esta siendo estudiado comparando
la supervivencia sobre hojas de mango de cepas de P. syringae pv. syringae
silvestres y cepas de P. syringae pv. syringae transformadas con el plasmido de
62kb.

En estas cepas también se ha puesto de manifiesto la produccion de
bacteriocinas y de toxina antimetabolito; que podian favorecer la competencia frente
a otras cepas en la colonizacion epifitica. Ambas caracteristicas no se han asociado
con la presencia de plasmidos.
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PAPEL DE LOS RESTOS DE COSECHA COMPOSTADOS E INCORPORADOS
AL SUELO COMO POSIBLE FUENTE DE INOCULO DEL VIRUS DEL MOTEADO
SUAVE DEL PIMIENTO (PMMV)

Aguilar, M.I.Y, Melero, J.M.2 y Gémez, J.!
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El moteado suave del pimiento, ocasionado por el pepper mild mottle virus,
PMMV, causa pérdidas importantes en los cultivos de pimiento de Almeria,
obligando a la utilizacion generalizada de variedades resistentes. Este tobamovirus
es facilmente transmisible mediante el contacto entre las plantas al realizar las
labores de cultivo y por medio de semilla, habiendo sido citada su transmision a
través del sustrato de cultivo a plantas de pimiento.

Ante la creciente utilizacion de suelos con compost procedente de restos de
cultivos horticolas en Almeria y la posibilidad de que estos composts pudieran
constituir una importante fuente de inéculo de PMMYV para el cultivo del pimiento, se
plantearon dos objetivos: comprobar la transmisidon de este virus a plantas de
pimiento por medio del suelo de la zona de la rizosfera de plantas enfermas y
estudiar la permanencia del PMMV en los restos de plantas enfermas durante su
compostaje.

Para comprobar la transmision del PMMV a través del suelo, se recogieron
muestras de suelo de un invernadero con cultivo de pimientos afectados por la
virosis, distribuyéndose en contenedores donde se trasplantaron plantulas de
pimiento cv. Gedeon. El cultivo se mantuvo durante 105 dias, realizdndose andlisis
seroldgicos de cada una de las plantas a los 60 y 85 dias desde el trasplante.

Los experimentos realizados para comprobar la eliminacién del PMMV en los
restos de cosecha durante el compostaje consistieron en la meteorizacion de plantas
enfermas durante 120 dias y su introduccidn posterior en el interior de una pila de
restos vegetales triturados para su compostaje durante 2 meses. Los restos
vegetales se analizaron por serologia mensualmente, mientras que para determinar
la viabilidad del virus en el compost se cultivaron plantas de pimiento sobre un
sustrato compuesto por vermiculita a la que se afadian los restos de plantas

enfermas compostados.
PMMV se detecto6 en el 20-60% de las plantas cultivadas en sustrato preparado con suelo de la

zona de la rizosfera de plantas enfermas en invernadero. Esta incidencia puede considerarse de
gran importancia debido a la facilidad de dispersion de este virus entre plantas mediante las
labores culturales.

El virus se detectd en los restos de plantas de pimiento a lo largo de la

meteorizacion, mientras que durante el compostaje se produjo un descenso en la
deteccion hasta llegar a la eliminacion del virus al finalizar el proceso.
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EPIDEMIOLOGIA DEL VIRUS DEL BRONCEADO DEL TOMATE (TSWV) EN
CULTIVOS DE PIMIENTO EN INVERNADERO. RELACION ENTRE LA
INCIDENCIA DE LA VIROSIS Y LAS POBLACIONES DE Frankliniella
occidentalis.

Alcéazar, A., Sanchez, J.A., Lacasa, A., Gutierrez, L., Fernandez, P. y Oncina, M.

Depto. Proteccion Vegetal. Centro de Investigacion y Desarrollo Agroalimentario,
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El binomio formado por el Tomato Spotted Wilt Virus (TSWV) y su vector
Frankliniella occidentalis, constituye el principal problema fitopatolégico del pimiento
cultivado en los invernaderos de Murcia y del Sur de la provincia de Alicante. Para
paliar los efectos de la virosis se recurre al control de las poblaciones del trips,
mientras no se disponga de variedades resistentes que satisfagan las exigencias
comerciales de los productores. La problematica del control de la enfermedad se
acentia cuando el control de las poblaciones del vector se realiza por medios
biolégicos o integrados, al mediar un tiempo mayor entre la liberacion de los
depredadores y la reduccién de las poblaciones del trips que cuando se aplican

medios quimicos.
Una herramienta fundamental para el manejo de los cultivos donde se apliquen estrategias con

control biolégico del trips, es el establecimiento de los modelos epidemiol6gicos que permitan
predecir la evolucion de la incidencia de la virosis en relacion a la evolucion de las poblaciones del
vector. En las Gltimas campafias, y en invernaderos con diferentes estrategias de control del trips y
del virus (control bioldgico, control quimico, control integrado), se ha estudiado la relacién entre las
poblaciones del trips portadores y supuestamente transmisores de TSWV y la cantidad de plantas
afectadas por el virus en el invernadero, como paso previo al establecimiento del modelo
epidemioldgico. A lo largo del ciclo de cultivo, semanalmente, se valoraba la incidencia del TSWV,
se realizaban muestreos para estimar las densidades del trips y se tomaban muestras de las

poblaciones de trips para analizarlas por inmunoimpresion con suero de TSWV.

Como cabia esperar, se ha encontrado una correlacién estrecha entre la
proporcion de adultos portadores del virus y el porcentaje de plantas con virosis,
considerando un periodo de retraso equivalente al tiempo necesario para que una
larva de trips de primer estadio alcance el estado adulto. La relacion se ajusta a un
modelo logistico (r* = 0'947) y a una funcién de Gompertz (r* = 0°948), en la mayoria
de los casos. Cuando todas las plantas del invernadero estaban virosadas la
proporcién de adultos portadores de TSWV no superé el 40%. La evolucion de la
relacion entre ambas proporciones fue asintética para niveles de adultos portadores
del virus situados entre el 30% y el 33%, pudiendo ser considerada esta proporcion
como el maximo nivel alcanzable.
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LA INCIDENCIA DEL TOMATO YELLOW LEAF CURL VIRUS (TYLCV) Y LA
DINAMICA DE LAS POBLACIONES DE Bemisia tabaci EN CULTIVOS DE
TOMATE DEL SURESTE PENINSULAR.
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Desde su aparicion en 1992, el virus del rizado amarillo de las hojas del
tomate (TYLCV) es el principal problema fitosanitario del cultivo del tomate en las
zonas productoras del Sureste peninsular.

Las epidemias se suceden afo tras afio al amparo de la evolucién de las
poblaciones de Bemisia tabaci que se ha revelado como el principal agente
dispersador de la virosis. En tanto no se disponga de variedades resistentes al
TYLCV que satisfagan las exigencias comerciales de los productores, el control de
la virosis pasa por la regulacion de las poblaciones de la mosca blanca.

En los ultimos afios se ha estudiado la relacion entre la evolucion de las
poblaciones de B. tabaci y la incidencia de la virosis, asi como los hospedantes
alternativos de los dos organismos.

Tanto en cultivos al aire libre como en los realizados en épocas de actividad
de B. tabaci a las 2 0 3 semanas de alcanzarse maximos poblacionales de adultos
de mosca se producen los mayores incrementos de plantas con sintomas, ya se
trate de variedades sensibles o de variedades tolerantes. En cultivos en invernadero,
donde no se realizé control del vector, los mayores incrementos en la incidencia de
la virosis se producen en las 4 semanas siguiente a la apariciéon de las primeras
plantas con sintomas, alcanzando al 70% de las mismas. Mas del 40% de los
adultos de B. tabaci son portadores de TYLCV cuando mas del 20% de las plantas
presentas sintomas del virus. Este porcentaje no supera el 52% cuando el 100% de
las plantas presentan sintomas. No se ha llegado a establecer una correlacion
positiva entre la evolucion de las poblaciones de adultos en las hojas y la evolucion
de la proporcion de plantas virosadas. Densidades puntuales de 0°2 adultos por hoja
supone un incremento en la proporcion de plantas virosadas a las 2 o 4 semanas en
cultivos de verano- otofo, realizados al aire libre. Las 4 a 6 semanas primeras
después de la implantacion de los cultivos al aire libre son las de mayor riesgo para
las infecciones, al comprometer la productividad. Durante el invierno, B. tabaci se
multiplica en malas hierbas como Senecio sp. Solanum nigrum, Chenopodium sp.,.
Malva sp., Datura sp. o Conyza bonariensis y en las plantas de tomate de los
cultivos abandonados. Una reducida proporcion de S. nigrum resultaron ser
portadores de TYLCV en las plantaciones al aire libre.
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CARACTERIZACION DE Rhizoctonia solani: DISTRIBUCION ESPACIAL EN EL
SUELO Y COMPORTAMIENTO DEL MICELIO BAJO DISTINTAS CONDICIONES.

Ramirez , C., Acebes, R. y Ayala, J.
AIMCRA. Apartado 855 47080 Valladolid

Rhizoctonia solani es un hongo de suelo que produce podredumbre de la
raiz de la remolacha azucarera. A lo largo de varios aflos de estudio de esta
enfermedad, se comprobd el caracter erratico e imprevisible del ataque del hongo,
en cuanto al nivel de enfermedad vy el lugar de aparicion.

Para conocer la distribucién espacial de R. solani en el suelo se realizaron
una serie de andlisis de muestras de suelo tomadas en distintas zonas de una
parcela con la enfermedad declarada y a distintas profundidades. Se detect6 una
gran irregularidad de la distribucion de R. solani en el suelo, lo cual indica la
dificultad del muestreo en campo para la cuantificacién del indculo potencial del
hongo.

En cuanto a la distribucion del hongo en profundidad, se observd que el
indculo viable de R. solani esta concentrado en los 5 cm. mas superficiales del
suelo.

Por otra parte, con el fin de conocer mejor la influencia de distintos factores
ambientales sobre el comportamiento del hongo, en el afio 1998 se llevaron a cabo
una serie de estudio, en laboratorio, sometiendo muestras de suelo con inéculo de
R. solani a distintas condiciones de temperatura, humedad y pH.

Los resultados de las experiencias realizadas indican que la temperatura no
influye ni en la concentracion de indculo -en el rango entre 5° y 36°C- ni en la
agresividad del hongo.

En cuanto a la humedad, se comprobdé que aunque R. solani necesita
humedad para desarrollarse, no soporta condiciones anaerobias en periodos
prolongados.

Para modificar el pH se utilizaron espumas de azucarera. Se observo que el
pH no influia en la concentracién ni en la agresividad del hongo.

Sin embargo se observo que el Calcio y el Magnesio, componentes de las
espumas aplicadas al suelo, producian alteraciones morfoldgicas y de crecimiento
en el micelio de R. solani.

No se conoce aun si existe relacion entre estas anomalias del micelio y la
capacidad patogena o la agresividad del hongo sobre la remolacha azucarera.
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INCIDENCIA Y EPIDEMIOLOGIA DEL FITOPLASMA CAUSANTE DEL
DECAIMIENTO DEL PERAL EN CATALUNA
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El decaimiento del peral o pear decline es una enfermedad asociada a un
fitoplasma, cuyos sintomas mas importantes son: disminucion importante del
desarrollo vegetativo, enrojecimientos prematuros en hojas, enrrollamiento de hojas
en forma de cuchara y manchas necréticas en algunas variedades. La
sintomatologia de la enfermedad se ha estado observando en nuestro pais desde
los afios 70, pero el patdgeno causante de la misma no fue identificado hasta 1994.
Hasta el momento se han identificado tres especies del genero Cacopsylla como
vectores de la enfermedad, Cacopsylla piricola, C.pyrosugay C. pyri.

El objetivo de este trabajo ha sido conocer la extensién e importancia de la
enfermedad en la provincia de Lérida ya que es donde se encuentra una de las
mayores superficies dedicada a este cultivo en nuestro pais (16.000Ha). Para ello
con la colaboracién de los técnicos de las Asociaciones de Defensa Vegetal de esta
provincia se determiné que un total de 101 parcelas sobre un total de 1500
observadas presentaban arboles con sintomas de decaimiento con una incidencia
superior al 5%. Para determinar si la sintomatologia de decaimiento observada era
causada por el fitoplasma asociado al Pear decline, se tomaron hasta un maximo de
10 muestras de arboles con sintomas en 45 parcelas afectadas y se analizaron
mediante PCR utilizando los inciadores universales (P1/P7 y fU5/rU3) y los
iniciadores especificos fPD/fPD. En las parcelas donde se determind que la
sintomatologia era producida por PD se valoré la incidencia de arboles afectados
mediante observacién visual de 500 arboles por parcela. Por otro lado se ha llevado
a cabo un estudio epidemiologico en el que se ha valorado el incremento de la
incidencia en 7 parcelas desde el afio 1997 al 2000 y se han identificado las
especies de insectos portadoras del fitoplasma del PD. La incidencia de la
enfermedad en las parcelas afectadas oscilé entre un 9 y un 42 %. Mediante la
utilizacion de iniciadores universales se determino la presencia de fitoplasmas en los
cicadelidos Psammotettix striatus, Neoaliturus fenestratus, en el delfacido
Laodelphax striatellus Fall y en el psillido Cacopsylla pyri L. Con los iniciadores
especificos para PD Unicamente se obtuvieron individuos positivos en C.pyri.
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EPIDEMIOLOGIA Y CONTROL DEL INOCULO PRIMARIO DE Stemphylium
vesicarium (f. asc. Pleospora allii) EN PERAL
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La mancha marrén o estemfiliosis del peral es una de las enfermedades
fungicas que provocan mayores pérdidas econdmicas en determinadas zonas
fruticolas como Logrofio y Girona o Emili-Romagna (Italia). La enfermedad esta
causada por Stemphylium vesicarium y provoca principalmente manchas necréticas
en hojas y frutos. Los métodos de control actuales se dirigen exclusivamente al
control de la fase asexual del hongo. Durante otofio e invierno, el reservorio del
patébgeno corresponde principalmente a Pleospora alli ( f. asc.) que forma
pseudotecas en los restos de hojas y frutos caidos al suelo. De las pseudotecas
maduras se liberan ascosporas que constituiran el inéculo primario y reiniciaran el
ciclo de la enfermedad en la primavera siguiente. La reduccion del in6culo de P. allii
podria ser una alternativa en el control de la estemfiliosis del peral. En
consecuencia, los objetivos de este trabajo son: i) obtener un sistema que permita
predecir el momento de inicio de emisiones de ascosporas de P. allii en funcion de la
temperatura, ii) determinar los principales factores climaticos implicados en la
liberacion y dispersion de estas ascosporas, Y iii) evaluar la eficacia de diferentes
métodos (quimicos, biologicos y fisicos) para reducir los niveles de ascosporas
liberadas. Para determinar la maduracién de las ascosporas en funcion de la
temperatura y la humedad relativa, se realizaron varios ensayos durante tres afos
consecutivos. Se obtuvieron pseudotecas de P. allii en cultivo en placa de Petri y se
expusieron a diferentes temperaturas y humedades relativas. Periédicamente se
analizé el estadio de madurez. A partir de estos datos se obtuvo un modelo
matematico que relaciona el porcentaje de ascosporas maduras con los grados-dia
acumulados. Paralelamente durante varios afios se incubaron hojas de peral con
pseudotecas de P. allii en condiciones naturales, en diferentes fincas comerciales y
se compararon los porcentajes de maduracion observados con los predichos segun
el modelo, observandose un ajuste importante. Durante dos afios se siguio la
dindmica de emision de ascosporas durante los meses de enero a junio y se
relaciono con los principales parametros climaticos, observandose una correlacion
significativa entre periodos con lluvias y momentos de maxima emision de
ascosporas. Tambien se realizaron cuatro ensayos para determinar la eficacia de
diferentes métodos para reducir el in6culo primario. Se incubaron en condiciones
naturales hojas con lesiones de S. vesicarium, durante los meses de octubre a junio.
Se evaluaron de métodos quimicos basados en tratamientos con productos
derivados de cobre y urea, métodos biologicos mediante la utilizacion de cepas de
Pseudomonas fluorescens y Trichoderma spp., asi como un método fisico
consistente en la trituracion del material vegetal. Se analizaron periodicamente los
niveles de esporas liberadas mediante la captura en portaobjetos adhesivos y se
observé una disminucion significativa de los niveles de ascosporas liberadas cuando
se trato con cepas de Trichoderma spp.
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SANIDAD DE SEMILLAS DE PLANTAS AROMATICAS CULTIVADAS
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Es conocido el hecho de que las semillas de las plantas pueden ser
portadoras de inoculos patdgenos. Esta via ha difundido no pocas enfermedades en
areas del planeta muy alejadas. Una parte importante del mercado internacional de
semillas estad regulado por normas muy estrictas y, para constatarlo, existe la
Asociacion Internacional para la Sanidad de semillas (ISTA). Dicha asociacion no
cuenta entre sus cometidos con la normalizacion de las especies compendiadas en
este trabajo. El interés de esta investigacion radica en la determinacion de la
microbiota flingica asociada a semillas de plantas aromaticas: ajedrea (Satureja
hortensis L), cebollino (Allium schoenoprasum L), cilantro (Coriandrum sativum L),
eneldo (Anethum graveolens L), estragon (Artemisia dracunculus L), mejorana
(Origanum majorana L), melisa (Melisa officinalis L), menta piperita (Mentha
piperita), orégano (Origanum vulgare L), perejil (Petroselinum hortense L), perifollo
(Anthriscus cerifolium L), salvia (Salvia officinalis L) y tomillo (Thymus vulgaris L),
para asi identificar posibles problemas causados por hongos asociados a las
mismas. Este conocimiento permitira prever las micosis que pudiesen enfermar tanto
a las plantulas en los semilleros como al cultivo en terrenos de asiento, y ademas,
incrementara la informacion, escasa, sobre este aspecto de la Patologia de semillas.

Como objetivos principales de este trabajo se marcaron: Primero, la
evaluacion de la microbiota fangica asociada a las semillas de las especies
vegetales antes sefaladas. Para ello, y siguiendo el método del Ulster para analisis
de semillas, se analizaron en medios de cultivo generales y especificos para
Fusarium. Segundo, la determinacion y evaluacion de la incidencia de los presuntos
patogenos aislados en la germinabilidad de las semillas y en el posterior desarrollo
de las plantulas. Para este ultimo objetivo se compararon estadisticamente dos
métodos de inoculacion: triturado del hongo y con el extracto crudo de las toxinas del

hongo.
Como principal conclusién de este estudio cabe destacar la notable sanidad flingica de las

semillas analizadas. No obstante, se inocularon sobre semillas Alternaria tenuis y Stemphylium
botryosum aislados en algunas de las especies vegetales analizadas. Dichos hongos son
conocidos como inhibidores de la germinacion. De las inoculaciones realizadas destacar que
ambos métodos inhibieron en gran medida la nascencia de las semillas de las especies vegetales
ensayadas (cilantro, eneldo, menta piperita y perejil), siendo este efecto mucho mas acusado con
el extracto crudo. Durante el desarrollo posterior de las plantulas también se observaron efectos
depresivos al tratarlas por ambas técnicas. Dichos efectos fueron mas importantes en las plantas

inoculadas con el extracto crudo de la toxina de los hongos.
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NUEVA MICOSIS DE LA RAIZ Y EL TALLO DEL PEPINO EN ALMERIA.
ESTUDIO DE SU ESPECIFICIDAD PATOGENICA
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En 1996 se publico la descripcion en Creta (Grecia), y en cultivos de pepino
bajo invernadero, de una nueva enfermedad causada por una nueva “formae
specialis” denominada Fusarium oxysporum f. sp. radicis-cucumerinum
(Vakalounakis, 1996). El objetivo de este trabajo es comprobar la especificidad
patogénica del aislado recientemente encontrado en plantas de pepino, cultivadas
en Almeria sobre lana de roca y presuntamente perteneciente a la forma especial
indicada, por la sintomatologia sobre pepino y sus caracteristicas morfolégicas.

Su habilidad parasitaria (podredumbre de las raices y la base del tallo) y su
especificidad patogénica fue estudiada comparandola con una cepa procedente de
Creta y cedida por el Dr. Jesus ABAD.

Las inoculaciones se hicieron sobre dos sustratos diferentes (turba y
vermiculita), previamente desinfectadas en autoclave (1h, 121°C). El in6culo fue
afiadido a los sustratos en proporciones de 10* a 10° propagulos-ml ™ de sustrato.
Las incubaciones se dispusieron tanto en camaras con condiciones ambientales
controladas como en invernadero. Los estados fenologicos del material vegetal
inoculado fueron diferentes: pre-germinacion de semillas, plantulas con 1 6 2 hojas
verdaderas y plantas con 10 o mas hojas verdaderas formadas. Las especies
vegetales inoculadas fueron: sandia (Citrullus lanatus, 5 variedades); melén
(Cucumis melo, 6 variedades); pepino (Cucumis sativus, 7 variedades); Cucurbita
maxima x Cucurbita mochata (1 variedad); calabacin (Cucurbita pepo, 1 variedad) y
Luffa cylindrica.

Los resultados mostraron que ambas cepas de Fusarium oxysporum
reprodujeron los sintomas de podredumbre de las raices y de la base del tallo en
melon y en pepino, mientras que fueron asintomaticas las plantas de calabacin y el
hibrido de C. maxima x C. mochata. Luffa cylindrica no germiné cuando la
inoculacion se hizo inmediatamente después de la siembra y cuando se inocularon
plantulas murieron con el sindrome descrito. Las sandias mostraron una
manifestacion de la enfermedad diferencial: las semillas inoculadas inmediatamente
después de sembrar no germinaron o lo hicieron defectuosamente en una
proporcion muy baja. Cuando la inoculacion se hizo sobre plantulas, éstas murieron
con el sindrome de la micosis. Las inoculaciones sobre plantas con 10 o mas hojas
verdaderas no tuvieron respuesta.

Los resultados obtenidos son consistentes con lo previamentes descritos y
permiten, en una primera aproximacion, asignar al sindrome observado en Almeria
como agente incitante a Fusarium oxysporum fsp radicis-cucumerinum

Vakalounakis, D.J. 1996.Root and stem rot of cucumber caused by Fusarium
oxysporum f.sp. radicis-cucumerinum f. sp. nov..Plant Dis. 80:313-316.
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La podredumbre &cida, debida al hongo G. candidum, es una de las mayores
enfermedades de la postcosecha en muchas de las areas citricolas del mundo. La
incidencia de la podredumbre acida puede ser importante dependiendo del afio, de
las condiciones climéticas y de la zona geografica. Esta enfermedad se desarrolla
rapidamente sobre los frutos maduros y estos se infectan por el hongo solo a través
de heridas o por contacto con otros frutos enfermos. El reservorio de propagulos de
este hongo se encuentra comunmente en los suelos de las plantaciones. La
infecciéon de los frutos cada temporada puede producirse en el campo por particulas
de suelo transportadas con las gotas de lluvia y que alcanzan a estos en el arbol, o
en almacén al pasar las cajas de fruta por el drencher sucias de tierra. En la dltima
década, el avance en el control de otras podredumbres producidas en postcosecha,
como es el caso de los Penicillum, ha ocasionado que se venga detectando en
nuestros almacenes un aumento de las infecciones de G. candidum que
anteriormente pasaban desapercibidas. Por esta razén, y como una nueva
aproximacion a la problematica, ha sido estudiada la incidencia de este hongo
polifago en los frutos citricos.

Frutos coloreados y con diferente indice de madurez de C. sinensis, de los
cv. Washington Navel y Salustiana, fueron infectados con dos aislados de G.
candidum procedentes de frutos citricos y otro de tubérculo de patata. La infeccion
se realizd con inoculacion mediante herida en el flavedo de la corteza. Artrosporas
en suspension y micelio joven se emplearon como inoculo. Los dos aislados de
frutos citricos infectaron al 100% de los frutos inoculados. En cambio, el aislado de
patata presentd un porcentaje menor de infeccion y una menor area de podrido
respecto a los otros aislados. No hubo diferencias en el nimero de frutos infectados
y en el area del podrido producido entre los indculos de artrosporas y micelio. La
capacidad de infeccion de G. candidum en los citricos no fue afectada por el indice
de madurez del fruto. Para conocer si los aislados de G. candidum procedentes de
huéspedes diferentes a los citricos podian desarrollar la misma aptitud patégena que
los obtenidos de estos, el aislado de patata fue inoculado en serie correlativa en
naranjas cv. Salustiana. Al cabo de cuatro resiembras se obtuvo areas de podrido
similares entre el aislado de patata y el de citrico, lo que demostré una rapida
adaptacion a su nuevo huésped por parte del primero.
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LA VERTICILOSIS VASCULAR DE LA ALFALFA EN ARAGON
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La Verticilosis vascular de la alfalfa (Medicago sativa L.), causada por
Verticillium albo-atrum Reink & Berth. constituye una de las limitaciones mas serias
de las que gravitan sobre el cultivo a nivel mundial. Hasta la actualidad, esta
enfermedad no habia sido detectada en Espafia. Sin embargo, en los ultimos afos,
la escasez de semillas de alfalfa de variedades autéctonas debido al espectacular
crecimiento del cultivo en Espafia, que ha pasado del 3,73% de la produccion total
europea en 1987 a ser, en la actualidad, de un tercio del total, ha facilitado la
introduccion de variedades extranjeras. En 1998, en alfalfares de la variedad
californiana Artal (5888) de segundo y tercer afio de cultivo en Aragoén, se
observaron unos elevados porcentajes de plantas con sintomas de Verticilosis,
distribuidas mas o menos homogéneamente en los campos. Las plantas
presentaban foliolos de menor tamafio, desecados desde el apice, retorciéndose y
adquiriendo un aspecto papiraceo. Las raices eran normales, pero al realizarse
cortes transversales se observaban necrosis vasculares de coloracion variable,
desde el amarillento al pardo. Los aislamientos realizados confirmaron la presencia
de Verticillium sp.en el sistema vascular de las plantas. Dichos aislados fueron
identificados como pertenecientes a la especie V. albo-atrum. Alfalfares del ecotipo
Aragon, sembrados en campos aledafios a los de la variedad Artal, no mostraron
sintomas de Verticilosis vascular. Con el objetivo de confirmar la patogenicidad
de los aislados y de poner a punto un método rapido de deteccion de resistencia de
cultivares de alfalfa del ecotipo Aragon y otros a V. albo-atrum, se realizaron
inoculaciones: a) por riego con 100 ml de suspensién de inéculo a macetas
conteniendo semillas pregerminadas; b) por riego con 100 ml de suspensiéon de
indculo a macetas conteniendo plantulas de 10 dias y c¢) por inmersion en la
suspension de indculo de raices de plantulas de 10 dias. El inéculo consistié en una
suspension en agua estéril de conidias obtenida de un cultivo de 10 dias de
crecimiento en caldo de patata dextrosa a 150 rpm. La concentracion se ajusté a 4 x
10° conidias/ml mediante un hemocitémetro. Mediante cada método se inocularon 24
semillas o plantulas (tres/maceta) de los cultivares 9821, 9823 y 9825 de la variedad
Artal, que se desarrollaron en una camara de crecimiento a 22°C, bajo luz (14 h al
dia) durante 30 dias. Se utilizé una escala de severidad de 0 a 4 (0 = no sintomas; 4

= planta muerta).
El método de inmersién de raices de plantulas de 10 dias resultd ser el méas eficaz de los

probados, ya que no hubo escape y a los 30 dias, practicamente el 100% de las plantas estaban

muertas. Con los demas métodos, a los 30 dias no se superaron severidades de 2,4.
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Entre las plantas que pueden caracterizar gran parte de los paisajes islefios
destaca, sin lugar a dudas, la Palmera canaria (Phoenix canariensis Hort. ex Chab.),
declarada junto con “el canario” (Serinus canarius canarius L.) simbolos de
Canarias, mediante la ley numero 7, de 30 de abril de 1991, del Parlamento de

Canarias.
Este endemismo canario es quizas el mas internacional de nuestros vegetales y su esbeltez, sus

amplias hojas y su tronco grueso la convierten en una especie favorita para su utilizacién en
parques y jardines, tanto dentro como fuera de Canarias. El uso que actualmente se da a la

Palmera canaria ha favorecido la recuperacién de esta especie protegida.

En el Municipio de Puerto de la Cruz puede encontrarse un gran numero de
ejemplares adornando parques y jardines, aquejados de graves problemas
fitosanitarios. Por esta razon hemos centrado nuestro trabajo en este municipio,
concretamente en el Parque Taoro, donde pueden encontrarse casi mil palmeras,
ademas de muchas otras especies no menos valiosas y una serie de endemismos
en progresivo deterioro.

Hemos dividido el Parque en cuadriculas de 5000 m? de superficie cada una,
muestreando 27, sobre un total de 32. Estudiamos 530 palmeras, tomando muestras
de 115 de ellas. A partir de las muestras estudiadas hemos aislado dieciocho especies
de hongos fitopatégenos.

Encontrandose que Unicamente el 20.86 % de las palmeras del Parque puede
considerarse sanas, mientras que el resto presenta sintomas de enfermedad, o
deterioro.

En cuanto al control, éste se ve dificultado al tratarse de un parque publico,
por lo que recomendamos medidas de tipo cultural, limpieza de jardines y
eliminacién de las palmeras muertas que suponen un foco de dispersion para las
enfermedades.
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El virus TYLCV (Tomato Yellow Leave Curl Virus) infecta cultivos de tomate
en el levante de Espafia desde 1992. En 1997 se detecto la presencia de TYLCV en
judia (Phaseolus vulgaris)(1). En el verano de 1999 se observaron, en plantas de
pimiento (Capsicum anuum) procedentes de un invernadero de Almeria, sintomas de
clorosis internervial y marginal en las hojas, junto con un curvamiento hacia arriba
del borde de la hoja.

Se extrajo DNA total de plantas con sintomas, y se analiz6 por southern blot,
hibridacién y PCR la presencia o no de geminivirus. Como sonda se us6 un plasmido

que portaba el genoma completo del aislado espafiol de TYLCV-1S.(2)
Se obtuvo sefial positiva en tres de las muestras. Por PCR, usando unos oligonucleoétidos

disefiados para amplificar TYLCV, también se obtuvieron unos fragmentos del tamafio esperado
para TYLCV, en cuatro de las muestras. Los fragmentos amplificados fueron luego analizados por
RFLP con cuatro enzimas. El patrén de los fragmentos de restriccién obtenidos correspondian en
todos los casos con el aislado espafiol de TYLCV.-IS.

Uno de los fragmentos se secuenci6, mostrando una identidad del 100% con
TYLCV-IS. Se presenta en este trabajo la clonacidén y caracterizacion de este virus.
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Phytophthora spp. AGENTE CAUSAL DE LA PODREDUMBRE DE CUELLO DE
PLANTAS DE TOMATE Y PEPINO EN LA ZONA DE MOTRIL-CARCHUNA
(GRANADA).
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Una nueva enfermedad se manifiesta, desde hace varios afios, en los
cultivos de invernadero de tomate y pepino en la vega de Motril-Carchuna. Sus
sintomas mas importantes son: una necrosis humeda de color marron del hipocotilo,
la marchitez y muerte de las plantas. Los resultados obtenidos de los analisis de
plantas enfermas recolectadas revelan su asociacién con Phytophthora spp. Con el
fin de conocer el poder patdégeno de los aislados conseguidos se realizaron
inoculaciones sobre plantulas y plantas adultas de tomate y pepino.

Los ensayos de inoculacion sobre plantulas se realizaron en un invernadero
tipo semitinel de ambiente semicontrolado situado en el C.I.F.A. Cada uno de los 25
aislados seleccionados se inocularon sobre diez plantulas de tomate var. Josefina e
igual nimero de pepino tipo holandés. A partir del sexto dia de la inoculacién, las
plantulas mostraron marchitez de los cotiledones, necrosis humeda vy
estrangulamiento en el tallo al nivel de la superficie del suelo, causando la caida de
estas sobre el sustrato (Damping-off). Los sintomas en las plantulas inoculadas se
repitieron en los tres experimentos realizados

El experimento de inoculacion sobre plantas adultas se realizd en un
invernadero con cubierta de polietileno situado en el C.I.F.A. Las plantas de tomate
y pepino cultivadas sobre sacos con perlita se inocularon cuando estas tenian 5 6 6
hojas verdaderas con una seleccion de 18 aislados de Phytophthora spp. Cada
aislado se inoculd sobre 18 plantas de pepino y las mismas de tomate. El disefio
experimental fue completamente aleatorio con tres repeticiones. Los sintomas
comenzaron a los trece dias de la inoculacion, resultando mas de un 99% de
plantas con sintomas en las dos especies cultivadas.

Los sintomas obtenidos en los experimentos de inoculacién, fueron similares
a los observados en los invernaderos muestreados y el reaislamiento del patégeno
de las plantas inoculadas parece confirmar que Phytophthora spp. es el agente
causal de las podredumbres de cuello en la zona de Motril-Carchuna.
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En las explotaciones dedicadas al cultivo de albahaca en Almeria, y desde
hace varios afios, se manifiesta una enfermedad que produce cada afio mayores
pérdidas econOmicas. Los principales sintomas son: achaparramiento, epinastia y
clorosis apicales, marchitez, decoloracién del tallo y aparicion de estrias negras
longitudinales desde el apice y peciolos que se extienden basipetamente, mientras
la base del tallo y el sistema radicular permanecen intactos. Al realizar un corte
transversal del tallo se observa necrosis del sistema vascular y finalmente la planta
muere. En los andlisis de plantas se detectd la presencia de Fusarium oxysporum
gue crecia de los vasos de las plantas enfermas. Los aislados que se obtuvieron se
inocularon sobre plantulas de albahaca con el fin de determinar su patogenicidad, y
sobre plantulas de otras especies de la misma familia para determinar la espeficidad
parasitaria del hongo.

El experimento de inoculacion se realiz6 en un invernadero de ambiente
semicontrolado en el C.I.LF.A. de Almeria. Se obtuvieron 24 aislados, y cada uno se
inocul6 sobre 20 plantas de albahaca cv. Genovesa, mediante dos métodos
distintos. Los primeros sintomas aparecieron a los 12 dias después de la
inoculacion. Al término del experimento, el 54,16% de los aislados inoculados
resultaron patdgenos y causaron la muerte del 100% de las plantas, de las cuales se
reaislo Fusarium oxysporum, reproduciendo los sintomas observados en campo.

Para comprobar la especificidad parasitaria se realizo otro experimento en el
mismo invernadero de ambiente semicontrolado. Para ello se utilizaron 5 aislados de
los que habian sido patégenos en albahaca, y se inoculé cada uno sobre 10
plantulas de las especies: melisa (Melisa officinalis L.), salvia (Salvia officinalis L.),
mejorana (Origanum majorana), pipermint (Mentha piperita), ajedrea (Satureja
hortensis) y tomillo (Thymus vulgaris L.), y albahaca como testigo positivo. Ninguno
de los aislados produjo sintomas en las plantas que se inocularon, excepto en las de
albahaca.

Los resultados obtenidos en los dos experimentos nos permiten afirmar que
la marchitez y muerte de la albahaca en Almeria es debida a Fusarium oxysporum
f.sp. basilicum.
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México. >AgrEvo Mexicana.

El césped es atacado por numerosos agentes patdgenos. Este problema
fitosanitario se presentd en los greens de golf del Madeiras Country Club, en la
Ciudad de Cuautitlan lzcalli, México; en donde se usa como césped a Cynodon
dactilon. Las caracteristicas sintomatolégicas que se presentaron en el green fueron
rodales cloréticos de tamafio irregular y conforme se agrava la enfermedad estas
manchas se unen a otras mas grandes e irregulares. En las hojas se desarrolla una
lesion que al principio es clorética, luego como mojada, y finalmente de color
blanquecino limitada por un margen de color marrén a pardo rojizo. Cuando hay
rocio el patdgeno es activo, se puede observar en el césped enfermo el crecimiento
de un micelio fungico blanco, algodonoso o en forma de telarafia; el micelio
desaparece cuando se secan las hojas

El objetivo del presente trabajo es definir al agente causal de esta
enfermedad en los greens. Para lo cual se indujo la esporulacion del patégeno en
camara humeda por el método CIMMYT; asi mismo se colocé bajo camara humeda
directamente al cepellon enfermo, para un aislamiento posterior por método directo
en PDA; para obtener al patdgeno del suelo se usé el método de dilucion en serie
con reaislamientos y para identificarlo, se realizaron microcultivos deteniendo el
desarrollo a diferentes intervalos de tiempo apoyados con la informacién generada
por Kohn (1979) y CMI Description of Pathogenic Fungi and Bacteria No. 618. Se
inoculd la parte aérea por aspersion y para la raiz se colocé al inéculo con aguja
hipodérmica a 1 cm de profundidad del suelo y una vez que aparecieron los
sintomas en la parte aérea se indujo la esporulacion directamente en el cepellon.

El hongo crece rapidamente en PDA, desarroll6 un micelio blanco
esponjoso que queda a modo de fieltro con tonos de color pardo. El hongo no forma
esclerocios, produce un estroma extenso, en forma de lamina después de 3
semanas de desarrollo en cajas de petri. Sobre Sclerotinia homoeocarpa en caja de
petri, se desarrolla y esporula en 5 dias la fase asexual: esta es Botrytis sp. El
periodo de incubacion en raiz fue de 3 semanas y en hojas fue de 9 dias y la
esporulacion se presentd en forma abundante en la parte aérea de la planta en 48
horas.

Los resultados del agente causal presentan coincidencia con los reportados
con CMI No. 618, Smiley et al (1996), Holliday (1980). Sin embargo Atilano (1985)
citado por Chase (1987) reporta que Sclerotinia homoecorpa en medio de cultivo
Malta-agar desarrolla pequefios esclerocios cerca de la tapa de la caja de petri. Con
los resultados anteriores concluimos que el agente causal de esta enfermedad en
los Greens de golf es Sclerotinia homoeocarpa.
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ESTUDIOS PRELIMINARES DEL “FALSO MAL DE PANAMA” EN LA
PLATANERA

Hernandez, J. y Sabadell, S.
Departamento de Proteccion Vegetal. Instituto Canario de Investigaciones Agrarias.

El mal de Panama, cuyo agente causal es Fusarium oxysporum f. sp.
Cubense (FOC), es la enfermedad mas importante de la platanera en las Islas
Canarias. En los ultimos afios, la incidencia de esta enfermedad puede haber estado
sobrestimada debido a la apariciébn de un desorden con sintomatologia similar que
fue denominado en América Central “mata amarilla” y mas recientemente en
Sudafrica “Falso Mal de Panamd”, al que se le ha atribuido un origen abidtico
aungue nunca ha sido descartada la implicaciéon de un agente biotico. El objetivo de
esta comunicacidbn es presentar los resultados preliminares de un estudio
encaminado a determinar la etiologia y la epidemiologia del “Falso Mal de
Panama”, asi como establecer un diagnostico diferencial de ambas sintomatologias.

Para determinar la presencia de posibles agentes bidticos se han estudiado
muestras de rizoma y de vasos de plantas sintoméaticas tomadas en fincas de la Isla
de Tenerife asi como del resto de las islas productoras enviadas por agricultores o
Agentes de Extension Agraria. Las muestras fueron sembradas en medios
especificos para aislamientos de especies fungicas y bacterianas. Como
complemento, y para determinar la influencia de los factores bioticos y abioticos
en la expresion de sintomas, suelos de varias fincas afectadas de las zonas norte y
sur de Tenerife, fueron esterilizados o no al autoclave, realizandose un ensayo en
condiciones controladas de invernadero durante tres meses usando plantulas de
platanera del cv. ‘Gran Enana’ utilizadas como “plantas trampa”. Finalmente, con
una seleccion de asilados fungicos y bacterianos obtenidos a partir de las muestras
estudiadas se han realizado pruebas de patogenicidad.

Las especies fungicas y bacterianas aisladas se corresponden en su
mayoria con las descritas como especies saprofitas 0 como patégenos de debilidad.
Los resultados obtenidos en el ensayo de determinacion de efectos bioticos o
abidticos muestran que las variables de crecimiento fueron mayores en los suelos
esterilizados que en los no esterilizados. En plantas crecidas en suelos no
esterilizados se observaron sintomas aéreos y del interior del rizoma similares a
los asociados al “Falso Mal de Panama”. Los resultados de las pruebas de
patogenicidad estdn pendientes. Estos resultados preliminares sugieren que el
“Falso Mal de Panam@&™” esta causado por una interaccion de agentes bioticos y de
factores abidticos.
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GRUPOS DE COMPATIBILIDAD VEGETATIVA (VCGs) DE Fusarium oxysporum
f. sp. cubense PRESENTES EN BRASIL.

Hernandez, J.M y Sabadell, S.
Instituto Canario de Investigaciones Agrarias (I.C.I.A.). Dpto. de Proteccion Vegetal

El mal de Panama es una de las enfermedades mas importantes de la
platanera provocada por la especie Fusarium oxysporum f. sp. cubense (FOC), de la
cual se han descrito 4 razas y 21 grupos de compatibilidad vegetativa (VCG), hecho
qgue revela la gran diversidad genética del patdgeno. Para Brasil se han descrito
hasta el momento los siguiente VCGs: 0120 en los cultivares Pacovan, AAB y Prata,
AAB; VCG 0124 en los cultivares Gross Michel, AAA y Maga, AAB; y el VCG 0125
en un cultivar desconocido. En las islas Canarias s6lo se ha descrito el VCG 0120
para cultivares del grupo Cavendish, AAA (Pequeia Enana, Gran Enana).

El objetivo de este trabajo es determinar los VCGs presentes en las parcelas
experimentales del EMBRAPA, Estado de Bahia (Brasil) de cultivares no estudiados
previamente como Maca-Inibap, AAB; Yangambi Km 2, AAA y Saba, ABB asi como
caracterizar aislados canarios provenientes de un cultivar Dwarf Cavendish, AAA no
estudiados hasta el momento. La metodologia seguida consistié en la obtencion de
aislados de Fusarium oxysporum f. sp. cubense a partir de vasos de plantas que
presentaban los sintomas caracteristicos del Mal de Panama; preparacion de lineas
monosporicas; induccién de mutantes nit mediante siembras en un medio rico en
clorato y determinacion del fenotipo de los mutantes utilizando medios selectivos. De
los 21 VGGs descritos solo se utilizaron los indicadores de los grupos 0120-01215,
exceptuando los 0126 y 0127. Los enfrentamientos se realizaron utilizando segun los
casos los nit 1, 3 o M disponibles.

Los resultados obtenidos mostraron que los aislados de los cultivares Maca-
Inibap y Yangambi Km2 pertenecen al VCG 0120, no descrito previamente para
estos. El aislado del cultivar Saba pertenece al VCG 0128 no descrito hasta el
momento para Brasil. El aislado canario del cultivar Dwarf Cavendish pertenece al
VCG 0120, el tnico citado hasta la fecha para Canarias.



P-105
IDENTIFICACION MOLECULAR DEL VIRUS DEL MOSAICO DEL TOMATE
(TOMV) INFECTANDO PEPINO DULCE (Solanum muricatum)

Tourifio, A., Sanchez, F.}, Leiva-Brondo, M., Prohens, J.%, Nuez, F.? y Ponz, F.}

'Dpto. de Mejora Genética y Biotecnologia. Instituto Nacional de Investigacion y
Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA). 28040-Madrid; Espafia.

’Area de Genetica. Departamento de Biotecnologia.Universidad Politecnica de
Valencia. Camino de Vera, 14. 46022. Valencia, Espafia.

En cultivos experimentales de pepino dulce en la region mediterranea se han
detectado sintomas asociados a infecciones virales, siendo el posible agente causal
un tobamovirus. La relacion taxondmica existente entre los diversos tobamovirus de
Solanaceas no permite una identificacion a nivel de virus mediante ELISA con
anticuerpos comerciales contra la proteina de la capsida.

Mediante inmunocaptura con anticuerpo contra el virus del mosaico del
tabaco, seguido de RT-PCR con cebadores especificos de ToMV, se amplificé la
region correspondiente al extremo 3’ del gen de la proteina de la capsida y la zona
3'UTR. ElI fragmento amplificado se clon6 y se determind la secuencia de
nucleodtidos. Se presentaran los resultados del analisis de homologias de secuencia
entre diversos tobamovirus.



P-106
EVALUACION DEL PODER PATOGENICO DE Pestalotia stevensonii Peck
SOBRE Pinus pinea L.

Veroz, D., Pajares, J. y Diez, J.

Universidad de Valladolid. Departamento de Produccion Vegetal y Silvopascicultura.
(Unidad de Entomologia y Patologia Forestales). Escuela Técnica Superior de
Ingenierias Agrarias (E.T.S.I.I.LA.A.). Avenida de Madrid 57. Palencia

Pestalotia stevensonii en un hongo deuteromicete que aparece con bastante
frecuencia en aciculas necrosadas de pino pifionero. Pero apenas existen estudios
sobre la biologia, distribucion o poder patogénico de este hongo.

En el presente trabajo se han obtenido 6 aislamientos diferentes recogidos
en dos provincias de Castilla y Ledn (Avila y Palencia), sobre los cuales se ha
evaluado su crecimiento en diferentes medios de cultivo, comprobandose la
existencia de diferencias en su desarrollo. El crecimiento de Pestalotia stevensonii
también fue distinto segun el medio utilizado. Su temperatura 6ptima de crecimiento
en el medio de cultivo de mayor desarrollo (PDA) fue de 25 °C.

Para determinar el poder patogénico de Pestalotia stevensonii se realizaron
inoculaciones, sobre aciculas aisladas en el laboratorio, sobre plantulas de vivero de
2 savias y sobre ramillos de un pino adulto con diferentes concentraciones de
esporas. La inoculacion se realizo colocando una gota de la suspension de esporas
sobre las aciculas, en algunos tratamientos tras la realizacion de una herida.

Pestalotia stevensonii se ha revelado como un hongo patdégeno débil,
causante de necrosis terminales en las aciculas de pinos pifioneros adultos, que ve
favorecida su infeccion tras la realizacion de heridas en las aciculas.
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ESTUDIO DE LOS DANOS CAUSADOS POR Diplodia pinea (Sphaeropsis
sapinea) EN BIZKAIA

Garcia, B.%, Puig, P.?y Diez, J.!
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“Direccién General de Montes y Espacios Naturales. Diputacién Foral de Bizkaia. Gran
Via, 25. 48009. Bilbao (Bizkaia)

El 1 de junio de 1999 se produjo una fuerte granizada que produjo graves
heridas en las ramas de los arboles de una amplia extension de masas de coniferas
de la provincia de Bizkaia. La llegada de un tiempo caluroso y humedo en el verano
facilité la infeccién, a través de las heridas ocasionadas por el granizo, de gran
namero de arboles por el patdégeno facultativo Diplodia pinea. Esta enfermedad
causO dafios en una importante extension de monte publico y privado que, debido
entre otras cosas a la necesidad de distribuir las subvenciones que concede la
diputaciébn de Bizkaia para estos casos, era necesario valorar con la maxima
precision posible.

Una vez caracterizados los sintomas de la afeccidn por el hongo, se delimité
la franja afectada. Esta fue de 15.900 has, que se distribuyeron a lo largo de la
provincia de Bizkaia en la direccion NE-SO. También se registraron dafios en la
provincia de Alava.

Los dafios causados por el hongo se evaluaron mediante dos metodologias
diferentes: muestreo por rodales y muestreo sistematico (126 parcelas de 1 km x 1
km distribuidas de forma homogénea por la zona afectada). Se establecieron 8
grados de dafio en los 10 arboles muestreados aleatoriamente, en funcion del
porcentaje de copa afectado y de la afeccion en la guia principal.

Mediante ambas metodologias se determind la zona afectada, el grado de
dafio de las unidades de muestreo y los pies atacados en funcion del grado de dafio
y de la edad del arbolado.

De las dos metodologias empleadas la mas adecuada resultd ser la
sistematica, ajustandose el nivel de detalle a la malla a emplear en la determinacion
del nimero de parcelas a muestrear. Las pies méas fuertemente atacados fueron los
pertenecientes al fustal joven y adulto.
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MICOFLORA ASOCIADA A ACICULAS DE Pinus nigra, Pinus pinaster, Pinus
silvestris y Pinus uncinada EN EL NOROESTE DE LA PROVINCIA DE
PALENCIA

Zamora, P., Pajares, J. y Diez, J.

Universidad de Valladolid. Departamento de Produccion Vegetal y Silvopascicultura.
Escuela Técnica Superior de Ingenierias Agrarias (E.T.S.I.1LA.A.). Palencia.

En el presente trabajo se seleccionaron 6 parcelas repobladas con Pinus
nigra, P. pinaster, P. sylvestris y/o P. uncinata de las que se tomaron muestras de
aciculas, ramas, pifias y pinocha, de las especies presentes, que se procesaron
convenientemente para el estudio de su flora fungica. Las muestras se analizaron en
camaras humedas y en medio de cultivo. En general, el material vegetal mas
colonizado por los hongos fue la pinocha y las aciculas secas, debido a su mayor
estado de degradacidon. La presencia de micetes en las pifias fue practicamente
nula, debido posiblemente a la lignificacién de los tejidos. Mediante el analisis diario
de las muestras se identificaron 46 especies fungicas (Tabla 1), en las que aparecen
tanto hongos patdgenos, como facultativos, como saprofitos. Las especies
patdgenas no se han encontrado causando dafios de consideracion. Sin embargo,
es necesario mantener un cierto control sobre las masas, ya que su nivel de in6culo
podria aumentar en un futuro por problemas de granizo, sequia, etc., 0 por no
realizarse en su momento los tratamientos selvicolas, necesarios ya desde hace
tiempo, en algunas de las masas estudiadas.

Tabla 1. Hongos encontrados colonizando aciculas y ramillos de pino.

Alternaria alternata (Fr.) Keissler

Arthrinium caricicola Kunze ex Fr.
Aspergillus sp. Micheli. ex Link.
Aureobasidium pullulans (De Bary) Arnaud.
Botrytis cinerea Pers. ex Nocca Balb.
Cenangium ferruginosum Fr.

Cercospora sp. Ceuthospora sp.Fr. em. Grev.

Leptostroma pinastri (Desm.)
Lophodermium pinastri (Schard. ex Hook.)Chev.
Mucor hiemalis Wehmer
Naemacyclus niveus (Pers. ex Fr.) Fuck. ex Sacc.
Nigrospora oryzae (Berkeley et Broome) Petch.
Oidium sp.

Penicillium sp. Link. ex Fr.

Chaetomium cochliodes Palliser.
Chaetomium erectum Skolko &Groves
Chaetomium fusiforme Chivers.
Cladosporium herbarum (Pers.) Link. ex
S.F.Gray

Cladosporium sp. tipo A Link ex Fr.
Cladosporium sp. tipo B Link ex Fr.
Coniothyrium fuckelii Sacc.

Cytospora sp. Ehrenb. ex Fr.
Dothistroma septospora (Dorog.) Morelet.
Dydimella sp. Sacc.

Epicoccum nigrum Link.

Fusarium poae (Peck) Wr.

Fusarium sp.

Geotrichum sp. Link ex Pers.

Harzia acremonoides (Harz) Cost.

Leptosphaeria coniothyrium (Fuckel) Sacc.

Pestalotia stevensonii

Pestalotiopsis funerea Desm.

Phoma sp. Sacc.

Phomopsis sp. (Sacc.) Bubak.

Preussia sp. Fuckel.

Rhizopus stolonifer (Ehrenb.ex Fr.) Vuill.
Sclerophoma pithyophila (Cda.) H6hn.
Sirococcus strobilinus G.Preuss

Sordaria fimicola (Robergo ex Desmaz.) Ces &De
Not

Sphaeropsis sapinea (Fr.) Dyko & Sutton
Stachylidium sp. Link. ex S.F.Gray

Trichoderma viride Pers. ex S.F.Gray
Trichotecium roseum (Persoon) Link ex S.F.Gray
Verticillium albo-atrum Reinke & Berthold
Verticillium dahliae Kleb.
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Garcia, N. y Diez, J.
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El Populus x cerratensis es un hibrido que suele situarse en las
inmediaciones de las turberas fosiles de la comarca del Cerrato, junto a arroyos y
zonas humedas, y que tiene caracteristicas comunes con las especies Populus
canescens y Populus tremula. Este hibrido es interesante ya que crece en suelos
calizos, no aptos para la mayoria de los chopos. Sin embargo, en la actualidad sus
poblaciones se encuentran reducidas a unos pocos rodales. Es importante conocer
los hongos asociados a este alamo como una forma de asegurar su conservacion en
un futuro.

Para el estudio se eligieron los siete rodales catalogados de Populus x
cerratensis, en el sur de la provincia de Palencia, sobre los que se realizaron dos
muestreos, uno en otofio y otro en primavera, con objeto de encontrar las fases de
teleomorfo y anamorfo de los micetes. Para el diagnostico de los hongos se han
utiizado dos metodologias diferentes: cdmaras humedas y medios de cultivo
agarizados (PZA).

Todas las camaras humedas y placas de cultivo se analizaron bajo lupa
binocular, con el fin de detectar fructificaciones fungicas, y posteriormente en el
microscopio, para observar los propagulos del hongo.

Colonizando las muestras analizadas han aparecido hasta el momento
algunos hongos patégenos como Pollacia radiosa, Cladosporium maculicola o
Hypoxylon sp., aunque salvo excepciones, ninguno de ellos se ha encontrado
causando dafos de importancia.
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Martin, P., Pajares, J.y Diez, J.

Universidad de Valladolid. Departamento de Produccion Vegetal y Silvopascicultura.
Escuela Técnica Superior de Ingenierias Agrarias (ETSIIAA). Palencia.

El crecimiento inicial de las plantas una vez transplantadas al campo,
depende en gran medida de la calidad fisioldgica de las mismas en vivero (RINCON,
et al. 1997), por eso se considera importante el analisis de micosis en esta fase de
desarrollo.

En el presente trabajo, se lleva a cabo un estudio exhaustivo de los hongos
asociados a plantulas de especies de importancia forestal, en las primeras fases de
desarrollo de la planta en vivero en la comunidad de Castilla'y Leon.

Las especies forestales empleadas para desarrollar este trabajo son P.
nigra, P. sylvestris, P. pinea, Q. ilex y Q. pyrenaica. ElI material utilizado para el
analisis de presencia de posibles patégenos ha sido tanto material vegetal (aciculas,
tallos, raices, semillas) como material asociado a la produccion de la planta en los
viveros y que se han considerado de interés (sustratos, agua de riego, suelo de
rizosfera).

En esta primera fase del estudio, se estdn analizando las muestras
recopiladas para determinar los posibles hongos asociados, con especial atencion a
los que presentan un comportamiento patégeno.

En una segunda fase se llevaran a cabo los correspondientes trabajos de
inoculacion de los hongos patégenos seleccionados. Se pretende asi determinar
cuales son fuente de problemas en los viveros y las caracteristicas fitopatogenas de
algunos hongos que aparezcan con gran frecuencia y cuya patogeneidad esté aun
por determinar.

RINCON, A.; ALVAREZ, |.; PARLADE, J. y PERA,J. 1997 “Micorrizacion controlada
de Pinus pinea L. en vivero”. En PUERTAS, F. y MARTIN, V. (Eds): “Actas del II
Congreso Forestal Espafol. Pamplona 23-27 de junio de 1997”. Sociedad Espafiola
de Ciencias Forestales/Sociedade Portuguesa de Ciencias Florestais. Pamplona. pp
545-550.
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'Dpto. Proteccién Vegetal del Instituto Canario de Investigaciones Agrarias (I.C.1.A.),
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“Direccion Gral. de Desarrollo Agricola de la Consejeria de Agricultura, Ganaderia,
Pesca y Alimentacion del Gobierno de Canarias.

Phytophthora cinnamomi Rands es uno de los patdgenos mas polifagos que
se conoce. Desde su zona de origen se ha distribuido ampliamente por todo el
mundo produciendo dafios considerables en ecosistemas naturales de bosques
himedos en Australia y Estados Unidos. En Canarias se detectd por primera vez en
1975 y en la actualidad produce severos dafios en el cultivo del aguacate. La
laurisilva es un bosque humedo relictico de gran valor por su biodiversidad y en el
que habitan dos especies muy sensibles al patogeno, Erica arbérea L. (brezo) y
Persea indica (L.) Spreng. Rkse. (vifiatigo), sin embargo se desconocia la existencia
de otras especies que pudieran ser susceptibles a P. cinnamomi y el posible dafio
qgue su infeccién pudiera causar en el bosque. Con este fin se inocularon 11
especies arboreas, obtenidas de semilla y representativas de la laurisilva, con una
cepa de P. cinnamomi. Se demostré que Erica scoparia L. ssp platicodon Webb et
Berth (tejo) y Arbutus canariensis Veill. (madrofio) son sensibles al patégeno.

Se recogieron muestras de suelo de laurisilva en la isla de Tenerife para
valorar su supresividad a P. cinnamomi, utilizandose como control un suelo agricola.
Se estudio el efecto de la esterilizacion del suelo sobre la aparicion de sintomas y el
desarrollo de la enfermedad en aguacatero y vifiatigo (ambos susceptibles al
patdgeno), no observandose capacidad supresiva en el suelo de laurisilva.

Asimismo, se aislaron 131 cepas bacterianas del suelo de laurisilva que se
enfrentaron in vitro a un aislado de P. cinnamomi y se identificaron por su
composicion en acidos grasos. Se seleccionaron 12 cepas con distinta capacidad
antagonista que también mostraron antagonismo frente a una coleccion de 28 cepas
de P. cinnamomi aisladas de distintos hospederos. EI mayor antagonismo in vitro fue
obtenido con seis cepas de Pseudomonas putida y dos cepas de Bacillus polymyxa,
observandose inhibiciones superiores al 50%. Ademas, P. putida llega en ocasiones
a producir la muerte del patdégeno.

Estos resultados indican que P. cinnamomi es un patégeno potencial para la
laurisilva, ya que encierra varias especies muy sensibles y sus suelos no mostraron
supresividad en las condicion es de ensayo, aunque contenga microorganismos
antagonistas in vitro. El riesgo de dafio aumenta si consideramos que las especies
arboreas encontradas susceptibles al patégeno son colonizadoras primarias y
contribuyen a la regeneracién de este bosque.
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Se ha efectuado una revisién de los trabajos y ponencias sobre nematodos,
en los que se hace referencia a la Comunidad de Castilla 'y Leon.

Se analizan las caracteristicas principales de los nematodos fitoparasitos
que se han detectado asociados a nuestros cultivos y zonas sin cultivar, indicando
para cada uno de ellos su distribucion. También se efectia una valoracién sobre la
repercusion econémica en los principales cultivos de la Cuenca del Duero.

Se han estudiado desde el punto de vista nematolégico 47 especies
vegetales, de las que 18 corresponden a frutales; 6 son cereales; 7 son especies
forestales; 2 ornamentales; 8 plantas horticolas y 6 plantas espontaneas o malas
hierbas.

Se citan unas sesenta especies de nematodos de los cuales gran numero
presentan un importante interés agricola.

En cuanto a la problemética de los nematodos fitoparasitos en esta
Comunidad, son de destacar por su importancia economica las pérdidas producidas
por las especies de nematodos formadoras de quistes, pertenecientes a los géneros
Globodera spp. y Heterodera spp., nematodos que parasitan a los cultivos de patata,
cereales, remolacha azucarera y lapulo; sigue en importancia las especies de los
géneros Longidorus spp. y Xiphinema spp., transmisoras de virosis en vifiedos y
frutales y con menor repercusion econémica especies de nematodos ectoparasitos y
de partes aéreas y formadoras de nodulos del género Meloidogyne. Por ultimo es
también destacable el gran numero de especies que no se han descrito en la
Cuenca del Duero y la importancia que supone la necesidad de establecer medidas
de cuarentena adecuadas que impidan su introduccidon o intensificar las
investigaciones que permitan detectar los posibles focos existentes.

Tras la observacion de los mapas de distribucion de las diferentes especies,
hay que sefalar que esta zona es una de las menos conocidas desde el punto de
vista nematoldgico y se apunta la conveniencia de avanzar en este aspecto.
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DETECCION Y CARACTERIZACION DEL PELARGONIUM ZONATE SPOT VIRUS
EN TOMATE EN ARAGON

Luis Arteaga, M.}, Cambra, M.A.? y Fernandez-Cavada, S.?

!Servicio de Investigacién Agroalimentaria, D.G.A., Apartado 727, 50080 Zaragoza.
Centro de Proteccién Vegetal, D.G.A., Apartado 727, 50080 Zaragoza.

Durante la primavera de 1996 se observaron sintomas sospechosos de virosis en
plantas de tomate, variedad Royesta, cultivado en invernaderos de plastico, situados
en Santa Engracia (Zaragoza). Los sintomas consistian en circulos, anillos y dibujos,
cloréticos y/o necradticos, en las hojas apicales y en anillos concéntricos, circulos y
dibujos cloréticos en tallos y frutos. Dichos sintomas eran similares a los producidos
por el Virus de las manchas zonales del Pelargonium (Pelargonium zonate spot
virus, PZSV) en tomate, descritos en Italia por Gallitelli (1982), Vovlas et al. (1986) y
Crescenci et al. (1992).

Se hicieron transmisiones por inoculaciébn mecanica sobre una gama de especies
indicadoras a partir de hojas, tallos y frutos enfermos. Se obtuvo reaccion local, en
forma de lesiones cloréticas, en Chenopodium amaranticolor, C. quinoa, Cucumis
sativus y Cucurbita pepo y reaccion sistémica, a veces con reaccion local también,
en Capsicum annuum "Doux des Landes" y "Yolo Wonder", Datura stramonium,
Gomphrena globosa, Nicotiana clevelandii, N. glutinosa, N. megalosiphon, N. rustica,
N. sylvestris, N. tabacum 'Paraguay’, 'Samsun’' y 'Xanthi nc', Ocimum basilicum,
Petunia hybrida, Physalis floridana, Solanum melongena y Vigna unguiculata. Los
sintomas observados en hojas de tomate en infeccion natural fueron reproducidos
por inoculacion mecéanica de plantulas de tomate con extractos de Nicotiana
glutinosa, N. tabacum 'Paraguay' y Physalis floridana con infeccion sistémica.

En la primavera de 1999 volvio a aparecer sintomatologia analoga a la de 1996 en
los mismos invernaderos, sobre plantas de las variedades Royesta y Bond.
Utilizando un antisuero comercial (Agdia Inc.), obtenido frente a un aislado italiano
del PZSV, se hicieron analisis seroldgicos, por ELISA-DAS, a partir de hojas, tallos y
frutos de plantas enfermas en1999 y de las especies indicadoras con infeccion
sistémica, procedente de muestras de 1996 y 1999. Se obtuvieron resultados
positivos (valores de Asosnm superiores al triple del valor de las plantas sanas) en
todos los casos. Los resultados seroldgicos positivos fueron confirmados mediante
analisis por hibridacion molecular, realizados por el Dr. Gallitelli (Bari, Italia),
utilizando una ribosonda especifica del PZSV.

Se presentan y discuten también los resultados obtenidos en los analisis serolégicos
efectuados a partir de muestras de la flora arvense existente en los alrededores de
dichos invernaderos, recogidas en Mayo de 1999 y Mayo de 2000.

Crescenzi A., et al. (1992). Informatore Fitopatologico,3:36
Gallitelli D., (1982). Ann. Appl. Biol. 100:457
Vovlas C., et al. (1986) Informatore Fitopatologico, 2:39,
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INFECCION NATURAL DE LA BORRAJA (Borago officinalis L.) POR EL VIRUS
DEL MOSAICO DE LA ALFALFA.

Luis Arteaga, M.}, Mallor, C.*, Cambra, M.A.?y Fernandez-Cavada S.?

!Servicio de Investigacién Agroalimentaria, D.G.A., Apartado 727, 50080. Zaragoza
Centro de Proteccién Vegetal, D.G.A., Apartado 727, 50080. Zaragoza.

El virus del mosaico de la alfalfa (alfalfa mosaic virus, AMV) esta distribuido
mundialmente y tiene una gama de hospedantes amplia. Ademas de ser uno de los
virus mas frecuentes en alfalfa, es capaz de producir enfermedades en varias
especies horticolas, entre ellas: judia, apio, lechuga, guisante, pimiento y tomate (1).
En Espafia ha sido encontrado en infeccion natural en pimiento y tomate (2, 4).

Durante el otofio de 1999, en cultivos comerciales al aire libre de borraja,
situados en los alrededores de Zaragoza, aparecieron plantas con sintomatologia
sospechososa de virosis. Los sintomas consistian en mosaicos foliares con
manchas grandes de color amarillo vivo que depreciaban comercialmente a las
plantas y eran similares a los obtenidos previamente en plantas de borraja
inoculadas experimentalmente con aislados de AMV procedentes de tomate (3). Las
parcelas de borraja tenian alrededor numerosos cultivos de alfalfa. Se recolectaron
muestras de hojas de las plantas enfermas y se realizaron analisis serolégicos por
ELISA-DAS, utilizando un antisuero comercial (Loewe) de AMV. Se incluyeron
extractos de plantas de Ocimum basilicum con sintomas sistémicos, producidos por
inoculacion mecanica con AMV de tomate, como control positivo, y de plantas sanas
de borraja, tomate y O. basilicum, como controles negativos. En dichos analisis
serologicos, las muestras de borraja enferma dieron resultados positivos (los valores
de Aosnm fueron muy superiores al triple de los valores de las plantas sanas).

Ademas se inoculé mecanicamente una gama de especies indicadoras que
incluia plantas sanas de borraja. Se obtuvo reaccion local (lesiones necroticas) y/o
reaccion sistémica (mosaico en manchas de color verde-claro y/o amarillo) en las
siguientes especies: Capsicum annuum L. Doux des Landes y Yolo Wonder,
Chenopodium amaranticolor Coste & Reyn, Ch. quinoa Willd, Gomphrena globosa
L., Nicotiana clevelandii Gray, N. glutinosa L., N. sylvestris Speg. et Comes, N.
tabacum L. Paraguay y Xanthi nc, Ocimum basilicum L., Petunia hybrida Vilm.,
Physalis floridana Rybd. y Vigna unguiculata (L.) Walp. Se reprodujeron los sintomas
naturales en plantas sanas de borraja inoculadas a partir de Ch. amaranticolor y O.
basilicum con sintomas sistémicos. Teniendo en cuenta las reacciones de las
especies indicadoras y los resultados de los analisis seroldgicos, se puede deducir
gue se trata del AMV. Esta es la primera cita de este virus en borraja.

(1) CMI/AAB, No 229, 1980. (2) Luis Arteaga M. 1989. Tesis Doctoral.
E.T.S.LA.Madrid. (3) Informacién Técnica Econémica Agraria, 92V(2),70-80, 1996.
(4) Las enfermedades del tomate. Bases para el control integrado. Ministerio de
Agricultura, 115-143, 1993.
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PRIMERA CITA DE PODREDUMBRE DE RAICES Y CUELLO EN PEPINO
CAUSADO POR Fusarium oxysporum EN ESPANA

Moreno, A.*, Alférez, A. %, Tello, J.C.% y Avilés, M. 3

'Centro de Investigacion Agricola Torre de la Reina, Aventis CropSciences Espafia
S.A.

“Departamento de Produccion Vegetal, Universidad de Almeria.

3Departamento de Ciencias Agroforestales, Universidad de Sevilla.

Durante Diciembre de 1999, El Servicio de Diagnéstico de Aventis
CropSciences, Espafia recibié procedentes de invernaderos de Almeria plantas de
pepino (tipo holandés) cultivado sobre lana de roca, con dafios en cuello y tallos, que
ocasionaron graves pérdidas de plantas en algunos invernaderos (el 75% en menos
de tres semanas).

Las plantas presentaban podredumbre generalizada de raices, con caracter
hamedo/blando en cuellos, y lesiones cloréticas y longuitudinales en tallos.En los
casos mas avanzados, abundantes desarrollo de masas de esporas color salmon
anaranjado cubrian totalmente los cuellos y las lesiones de tallos.

A partir de trozos de raices, cuellos y tallos afectados desinfectados
superficialmente y colocados en PDA acidificado, se aislaron consistentemente
colonias fungicas de aspecto idéntico en todos los casos.Basados en la morfologia
de las colonias, conidias, fialidas y clamidosporas, el hongo se identific6 como
Fusarium oxysporum .

Los tests de patogenicidad se realizaron en camara de cultivo a 25°C y 28°C
sobre plantulas de pepino (primera hoja verdadera).La inoculacion se realizd con
una suspension de microconidias en el agua de riego (200ml suspensién/planta),
producida en PDB vy ajustada a 4x10 > microconidias/ml.. Las plantas testigos no
inoculadas recibieron agua estéril.

Los tests de patogenicidad se repitieron 2 veces.Todas las plantas inoculada
desarrollaron los mismos sintomas a partir de los 15 dias de la inoculacién
manifestandose de modo mas lento y progresivo a 25°C que a 28°C.

No se desarrollaron sintomas en las plantas testigos no inoculadas.

Fusarium oxysporum se reaislé exitosamente de cuellos, raices y tallos de
plantas inoculadas.

Los sintomas observados en las plantas afectadas coinciden con los
descritos por Vakalounakis (1996).

Esta es la primera cita de podredumbre de raiz y cuello en pepino por
Fusarium oxysporum en Espafia.
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DETECCI()N~DE FITOPLASMAS SOBRE PLANTAS LENOSAS SINTOMATICAS
EN CATALUNA

Garcia-Figueres, F.*, Martin, M. P.? y Torres, E.*

'Servei Laboratori Sanitat Agraria. DARP. Via Circulacié6 Nord, Tram VI, 08004
Barcelona.
Real Jardin Botanico (CSIC). Pza. de Murillo, 2. 28014 Madrid.

Con la puesta en marcha de técnicas moleculares para la deteccion de
organismos patdégenos de dificil diagnéstico, se ha puesto a disposicion de los
laboratorios de diagnoéstico una importante herramienta que permite detectar la
etiologia de muchas enfermedades poco conocidas, como es el caso de los
fitoplasmas. En Cataluiia, a partir de 1998, se han detectado fitoplasmas en diversas
especies de plantas lefiosas que presentaban sintomas que coincidian con los
descritos para esa enfermedad y que hasta este momento no se podia dar un
diagnostico concluyente.

Los sintomas observados presentaban distintos grados de severidad
dependiendo de la especie afectada, de su estado fenoldgico, edad y también de la
clase de fitoplasma asociado a la patologia. En general, aparecen sintomas de tres
clases: decaimientos, brotaciones alteradas (escobas de bruja) y cambios de
coloraciéon. Entre las especies afectadas se encuentran plantas de elevado valor
comercial: Vitis vinifera, Olea europaea, Prunus sp., Pyrus communis; especies
forestales: Pinus sp.; y especies de interés para vegetacion urbana: Celtis australis.
y Nerium oleander.

La deteccion de los fitoplasmas se ha realizado mediante la técnica de
Nested-PCR utilizando iniciadores especificos de grupo: P1-P7 como externos y U5-
U3 como internos. Los andlisis de digestion enzimatica de restriccion, permitio
establecer a que grupo pertenecian.

Los andlisis revelan que en la mayoria de casos nos encontramos
fitoplasmas compatibles con los grupos del “Aster Yellows” y “Stolbur”.
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INCIDENCIA DE Dematophora necatrix EN OLIVO

Celada, B.! y Garcia-Figueres, F2.

'Servei de Protecci6 dels Vegetals. Avgda Catalunya 50. Tarragona.
Servei Laboratori Sanitat Agraria. DARP. Via Circulacié Nord, 08004 Barcelona.

Numerosos estudios han puesto de manifiesto la importancia de los hongos
del suelo en la mortalidad de plantones de olivo. A menudo estas alteraciones estan
relacionadas a condiciones culturales que favorecen tanto un desarrollo rapido de la
planta como de los patdégenos del suelo.

En las comarcas cercanas a Tarragona se ha incrementado
considerablemente la plantacion de olivares intensivos utilizando la variedad
Arbequina en un sistema de riego para favorecer el crecimiento y producciéon de esta
variedad. A menudo, se han reconvertido campos en los que se habia cultivado
almendro, melocotonero, algarrobo y avellano.

Con la adaptaciéon al riego de los olivares en esta zona, empezaron a
aparecer problemas de cuello y raiz. A pesar de la creencia de agricultores y
técnicos que la causa de estas alteraciones era Armillaria mellea, los andlisis ponian
de manifiesto la presencia casi exclusiva de Dematophora necatrix, apareciendo casi
de forma testimonial Phytophthora, Cylindrocarpon, Armillaria, etc.

Desde 1991, se ha venido observando una creciente presencia de
Dematophora necatrix en cuello y raiz, tanto en olivos de reciente plantacion como
en ejemplares adultos. En plantones puede producir la muerte en pocos meses. En
arboles adultos el proceso ha sido algo mas lento, pero la creciente incidencia que
se observa en estos arboles hace temer que se pueda convertir en una grave
enfermedad en el olivar del campo de Tarragona.

La valoracion realizada en campo pone de manifiesto la gravedad de esta
afeccion. En plantaciones de menos de 4 afios, la mayoria presentan entre 5-10 %
de arboles afectados; en tres parcelas se presentd entre 60-70 % de bajas. En
plantaciones de mas de 10 afios, se ha podido apreciar una incidencia entre 5-10 %
recientemente detectadas.
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LA MANCHA FOLIAR DE Arbutus unedo CAUSADA POR Septoria unedinis.

Romero, M.A. y Trapero, A.

Dpto. de Agronomia, ETSIAM, Universidad de Cérdoba. Apdo. 3048, 14080
Cordoba.

Durante los afios 1996-1999, asociada con periodos excepcionalmente
lluviosos, se ha podido observar una mancha foliar necrética de color negro que
presenta una elevada incidencia y severidad en los madrofios (Arbutus unedo L.) de
Andalucia, llegando a ocasionar una grave defoliacion de las plantas mas afectadas.
La identificacion del agente causal de esta enfermedad y la caracterizaciéon de
aislados de dicho agente constituyen los objetivos de nuestro trabajo.

Las observaciones de campo en seis zonas diferentes de Andalucia
(Cérdoba, Jaén, Malaga y Sevilla) indican que la enfermedad se encuentra
ampliamente distribuida. Las manchas necréticas de color negro presentaban el
centro de color blanco-ceniciento y toda ella rodeada de una estrecha franja rojiza
en estados mas avanzados de la infeccion. A partir del tejido foliar afectado por las
lesiones necroticas se obtuvieron un total de 15 aislados de una misma especie
fungica. Tras la caracterizacion morfolégica de los aislados, el hongo se ha
identificado como Septoria unedinis var. vellanensis, especie mitospérica citada
como agente de la mancha foliar del madrofio en Italia. La caracterizacion del
crecimiento micelial en funcion de la temperatura de incubacién ha permitido estimar
una temperatura Optima de crecimiento para nuestros aislados de 21 °C. El estado
sexual del hongo, identificado como Mycosphaerella unedinis, se observé en las
hojas afectadas que habian permanecido en el suelo durante el invierno. Las
ascosporas obtenidas mediante descarga de las pseudotecas presentes en los
tejidos afectados dieron lugar a colonias de S. unedonis var. vellanensis,
confirmando la conexion entre los dos estados del mismo hongo. Los ensayos de
patogenicidad de los aislados de S. unedonis se realizaron sobre plantulas de
madrofio sanas, vigorosas y en condiciones ambientales favorables para su
crecimiento. En estos ensayos, se reprodujeron los sintomas caracteristicos de la
enfermedad, tras un largo periodo de incubacion de las infecciones (3-7 meses). El
posterior reaislamiento de S. unedonis de los tejidos afectados de las plantas
inoculadas, permitid confirmar la eficacia del hongo como patégeno de madrofio,
como ya indicaban las observaciones de campo.

Este trabajo constituye la primera descripcion de S. unedinis como causante
de la mancha foliar necrética de A. unedo en Espafia. También es la primera vez
que se establece la conexion entre el anamorfo S. unedinis y el teleomorfo M.
unedinis.
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EL CHANCRO DE Cistus ladanifer CAUSADO POR Botryosphaeria ribis

Gutiérrez, J., Sanchez, M.E. y Trapero, A.

Dpto. de Agronomia. ETSIAM. Universidad de Coérdoba. Apdo. 3048. 14080.
Cordoba.

Durante los afios 1997-98, asociado con periodos excepcionalmente
lluviosos, se ha podido observar un sindrome de desecacién y muerte de ramas de
jara pringosa (Cistus ladanifer), que frecuentemente ocasiona la muerte de la planta
completa. La caracterizacion de la enfermedad y de su agente causal, asi como su
posible relacidon con la “seca de los Quercus”, constituyen los objetivos de nuestro
trabajo.

Las observaciones realizadas en 15 parcelas de muestreo distribuidas por
jarales situados en el norte de la provincia de Coérdoba, mostraron la presencia de
chancros asociados al desarrollo de la enfermedad. A partir del tejido cortical
necrético de estos chancros se obtuvieron un total de 58 aislados de una misma
especie fungica. Tras la caracterizacion morfoldgica de los aislados, el hongo se ha
identificado como Botryosphaeria ribis (anamorfo: Fusicoccum sp.), ascomiceto
frecuentemente asociado a la produccion de chancros de debilidad en numerosas
especies lefiosas. La caracterizaciéon del crecimiento micelial en funcién de la
temperatura de incubacion ha permitido estimar una temperatura Optima de
crecimiento para nuestros aislados cercana a 30° C. Estas altas temperaturas
también han mostrado ser las mas favorables para la germinacion de sus conidias,
mostrando la adaptacién del patégeno a las condiciones ambientales en las que se
desarrolla su huésped. La patogenicidad de los aislados se ha evaluado mediante
diferentes técnicas de inoculacion, tanto en condiciones parcialmente controladas
como en campo. En todos los casos se han reproducido los sintomas de la
enfermedad en las plantas inoculadas, con elevados porcentajes de reaislamiento
del hongo. No obstante, los valores de severidad de sintomas mas elevados se
registraron en las inoculaciones llevadas a cabo sobre plantas de jara mantenidas en
umbraculo y libres de cualquier situacion de estrés, demostrandose asi el
comportamiento de B. ribis como patégeno primario de C. ladanifer.

Ademas, a partir de ramas puntisecas de alcornoques afectados de “seca”
también se pudo aislar Fusicoccum sp.

El chancro causado por B. ribis representa la primera descripcion de una
enfermedad en C. ladanifer, constituyendo un problema grave que afecta al matorral
lefioso tipico de zonas secas y suelos pobres. Por otra parte, el aislamiento de
Fusicoccum sp. a partir de ramas puntisecas de alcornoque, sugiere la posible
implicacibn de este hongo como agente contribuyente del decaimiento de los
Quercus mediterraneos.
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MUERTE DE PLANTULAS CAUSADA POR Phytophthora spp. EN VIVEROS
FORESTALES ANDALUCES

Andicoberry, S., Sanchez, M.E. y Trapero, A.

Dpto. de Agronomia. ETSIAM. Universidad de Cordoba. Apdo. 3048. 14080.
Cordoba.

Durante el afio 1998, asociado con encharcamientos de los sustratos de
cultivo, se ha podido observar un sindrome de muerte de plantones de encina y pino
carrasco de 6 meses a 1 afo de edad, en tres viveros forestales andaluces. Las
observaciones realizadas mostraron una alta incidencia de clorosis, marchitez y, en
ocasiones, defoliacion, en los plantones afectados. Asociado al desarrollo de estos
sintomas foliares, en todos los casos se constato la presencia de una podredumbre
extensa de las raicillas absorbentes.

A partir del tejido necrético de las raicillas sintomaticas se obtuvieron y
purificaron aislados de Phytophthora, género fungico frecuentemente asociado al
"damping-off" en viveros forestales. Tras la caracterizacion morfologica de las
estructuras vegetativas y de reproduccion asexual y sexual, se identificaron tres
especies distintas asociadas a la podredumbre radical de la encina: P. cinnamomi,
P. cryptogea vy P. drechsleri. Esta Ultima especie ha sido la Unica asociada a la
enfermedad en pino carrasco. La caracterizacién del crecimiento micelial en funcion
de la temperatura de incubacion, ha permitido estimar una temperatura 6ptima de
crecimiento para todos nuestros aislados cercana a 24° C.

La patogenicidad de los aislados se ha evaluado mediante diferentes
técnicas de inoculacion de plantones sanos de encina, alcornoque y pino carrasco.
También se ha ensayado el efecto del encharcamiento del suelo en el desarrollo de
la enfermedad. En todos los casos se han reproducido los sintomas de la
enfermedad en las plantas inoculadas, tanto a nivel foliar como radical, con elevados
porcentajes de reaislamiento del hongo inoculado. Los valores de severidad de
sintomas radicales mas elevados se registraron en las inoculaciones llevadas a cabo
con micelio en suspension acuosa y en condiciones de encharcamiento continuo del
sustrato. En general, la severidad de la infeccidén radical resultd mas elevada en
encina que en alcornoque, siendo P. cinnamomi la especie mas patogenica para
ambas especies de Quercus, y también para el pino carrasco. No obstante, el
aislado de P. drechsleri de pino resulté igualmente muy virulento para la encina y el
pino carrasco, aunque no asi en el caso del alcornoque.

Este trabajo constituye la primera descripcion de P. cinnamomi, P. drechsleri
y P. cryptogea, como agentes de colapso tardio en viveros de encina, y de P.
drechsleri en pino carrasco. Igualmente, se ha demostrado la potencial
patogenicidad de estas tres especies de Phytophthora en alcornoque, y de P.
cinnamomi en pino carrasco.
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DETECCION DE Phytophthora cinnamomi EN SUELOS AFECTADOS POR LA
SECA DE LOS Quercus

Hermoso, R., Sanchez, M.E. y Trapero, A.

Dpto. de Agronomia. ETSIAM. Universidad de Cordoba. Apdo. 3048. 14080.
Cordoba.

El aislamiento directo de especies de Phytophthora a partir de muestras de
suelo ofrece muchas dificultades, incluso cuando se utilizan medios de cultivo
selectivos para este género fangico. Por este motivo, tradicionalmente se vienen
utilizando métodos de aislamiento indirecto mediante el uso de "cebos biolégicos".
En el caso particular de P. cinnamomi, de entre los cebos mas comunmente
utilizados destacan los pétalos de clavel y los frutos de manzana y aguacate. Este
tipo de cebos ha sido comunmente utilizado para el aislamiento de P. cinnamomi a
partir de muestras de suelo donde crecian pies de Quercus ilex y Q. suber afectados
de podredumbre radical.

El principal objetivo de nuestro trabajo ha sido la puesta a punto de un
método mas efectivo, ademas de sencillo, barato y rapido, para la deteccion de este
hongo y su aislamiento del suelo en el patosistema P. cinnamomi / Quercus spp.
Para ello se ha realizado un primer experimento con suelo estéril infestado
separadamente con micelio de dos aislados distintos de P. cinnamomi en
suspension acuosa. Se han ensayado, utilizando como cebos pétalos inmaduros de
clavel y hojas de olivo, dos factores importantes en este tipo de ensayos: el tiempo
de incubacion y la proporcion agua:suelo empleados. Una vez fijadas estas
variables, se ha realizado un segundo experimento en las mismas condiciones que
el anterior, con distintos tipos de cebo: hojas nuevas y viejas de distintas especies
vegetales, asi como frutos, cotiledones y radiculas. En general, las hojas han
resultado los cebos mas efectivos, con diferencias significativas frente al resto de
materiales ensayados. No obstante, los dos aislados de P. cinnamomi utilizados se
han comportado de forma distinta frente a estos cebos de hoja. Por este motivo, en
un tercer experimento, se han ensayado cebos de hoja para el aislamiento del hongo
de suelos infestados separadamente con una bateria de aislados de P. cinnamomi
de distintos origenes, para determinar asi el cebo mas efectivo para la mayoria de
los aislados.

El método puesto a punto en condiciones de laboratorio se esta ensayando,
ajustando cuando es preciso las variables fijadas, en muestras de suelo natural
procedentes de fincas donde previamente se ha diagnosticado podredumbre radical
en Quercus asociada a P. cinnamomi.
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En respuesta a la infeccién por patdgenos las células vegetales producen
distintas especies reactivas de oxigeno (EROSs) tales como el ién superoxido (Oy), el
peréxido de hidrogeno (H20,) y el radical hidroxilo (OHe). Estas EROs pueden tener
un efecto antimicrobiano directo o bien participar en la inducciéon de distintos
mecanismos de defensa, como la peroxidaciéon de lipidos, la produccion de
fitoalexinas, la reaccion de hipersensibilidad y otras actividades enziméticas que
conducen al reforzamiento de la pared celular, como la biosintesis y acumulacién de
compuestos como calosa y lignina en la superficie de la pared de la célula vegetal,
gue van a actuar bloqueando los puntos de penetracion del patégeno. La lignina es
uno de los productos finales de la ruta de biosintesis de los fenilpropanoides, donde
fenilalanina amonio liasa (PAL) es la primera enzima de dicha ruta. El objetivo de
nuestro trabajo es determinar las diferencias que existen en la acumulacion de
EROs y de compuestos relacionados con el reforzamiento de la pared celular, en
interacciones compatibles e incompatibles entre Sphaerotheca fusca y meldn. El
estudio se ha realizado con un aislado de raza 1 del hongo y dos cultivares de
melon, PMR-6, como variedad resistente, y Rochet, como variedad susceptible.

Tanto la deteccion de las EROs como la acumulacién de lignina y calosa se
ha llevado a cabo mediante técnicas histoquimicas. ElI H,O, se puso de manifiesto
por la aparicion de un precipitado marréon al reaccionar con 3,3 diaminobencidina
(DAB); el Oy por la coloracion azul que adquieren las células que reducen una sal de
tetrazolio (NBT). La lignina se detecté mediante una tincién con azul de toluidina y la
calosa con una tincion con azul de anilina. En el caso de la interaccién incompatible
(PMR-6-raza 1) se observd una respuesta rapida al ataque del patégeno. El H,O, y
O, se detectaron en las primeras horas después de la inoculacién, y lignina y calosa
presentaron un maximo de acumulacion a las 24 h. Por el contrario en la variedad
susceptible (Rochet) la respuesta fue mas lenta, también se detectaron EROs pero
mas tardiamente y a niveles inferiores. En cuanto al reforzamiento de la pared solo
algunas células vegetales mostraron acumulacién de calosa y lignina 7 dias después
de la inoculacion. Ademas se esta realizando un estudio sobre la induccion de los
MRNAs especificos de PAL en ambas variedades. Para ello se esta empleando
como sonda un clon parcial de PAL de melon que se ha obtenido mediante RT-PCR
a partir de RNA de hojas infectadas de la variedad resistente.



P-125
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LA REPLICASA DEL VIRUS DEL RIZADO AMARILLO DEL TOMATE (TYLCV)

Donoso, 1,, Flores, A. y Bejarano, E.R.
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Los geminivirus son virus de planta con un genomio de DNA circular de
cadena sencilla, que contiene entre 6-8 genes. El gen Rep es el Unico gen viral
esencial para su replicacion. Este gen codifica una proteina multifuncional que se
une especificamente al origen de replicacion viral.

La presencia de esta proteina en células vegetales induce la aparicion de
proteinas especificas de fase S. Esta induccion se asemeja a la que ocurre en
algunos virus animales (adenovirus, poliomavirus, etc.). Como en estos virus, la
desregulacion del ciclo celular podria implicar interacciones de la proteina Rep con
proteinas celulares implicadas en control del ciclo.

Utilizando la técnica de Two Hybrid System, hemos aislado una proteina de
S. pombe que interacciona con pRep.

Se ha llevado a cabo el estudio funcional del gen en S. pombe, donde se ha
visto que la disrupcion del gen es letal. La construcciéon de un mutante condicional
para este gen ha permitido hacer un analisis funcional de la proteina. La busqueda
de homologos de este gen tanto informatica como fisicamente ha permitido concluir
gue el gen que codifica para esta proteina esta conservada en todos los eucariontes.
Se presentaran los datos obtenidos del analisis funcional de este gen en levaduras,
incluidos experimentos de complementacién con el homologo de A. thaliana.
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GENES QUE DETERMINAN EL ESPECTRO DE HUESPED EN Pseudomonas
syringae pv. phaseolicola
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A partir un sector observado en un cultivo de Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola (Pph) 1302A (raza 4), se ha aislado y purificado una variante que se ha
denominado RJ3. La cepa RJ3 no muestra diferencias a nivel de crecimiento in
planta con respecto a la cepa silvestre en cvs. susceptibles de judia. Sin embargo,
sobre la base de las reacciones producidas en cultivares de soja y judia, la cepa RJ3
muestra un espectro de huésped tipico de la raza 2 de Pph. Mediante diversos
experimentos, hemos determinado que este fenotipo es debido a la ausencia en el
cromosoma de RJ3 del gen de avirulencia avrPphB, que si esta presente en la cepa
parental 1302A. De hecho, La introduccion de un clon que contiene avrPphB en RJ3
restaura el fenotipo silvestre, de manera que RJ3 se comporta como una cepa de la
raza 4. Los andlisis mediante PCR e hibridacion con DNA colindante a avrPphB,
indican que la cepa silvestre 1302A contiene una region de al menos 40 kb (region
avr) que esta ausente en RJ3. Utilizando los extremos flanqueantes de esta region
como sonda, se ha determinado la colinearidad de los genomas a ambos lados de la
delecidn, y que el extremo 5’ de la delecidon se encuentra a aprox. 19 kb de avrPphB
mientras que el extremo 3' estd al menos a 20 kb de este gen. La secuenciacion ha
revelado la presencia de parte del gen de una integrasa en ambas cepas seguido
por un gen tRNA de prolina (tRNA"°). En los extremos de la region avr en 1302 se
encuentran un pseudogen del tRNA de lisina (tRNA"®) y un gen tRNA de lisina
diferente (tRNA"T%%). El cambio de colinearidad de los genomas en 1302A tiene
lugar en el interior del gen tRNA""®, que esta localizado por encima del gen tRNA™°,
En esta misma posicién en RJ3 hay una copia del tRNA"*F. Todos los genes
tRNAs estan en idéntica orientacion en el cromosoma en ambas cepas. Sobre la
base de estos datos, postulamos que un fragmento de DNA de alto peso molecular
que contiene avrPphB se insertd en el gen tRNA-SR3 conduciendo a la generacion
de una variante con espectro de huésped tipo raza 2 a partir de la cepa de la raza 4
1302A. Adicionalmente, esta region de DNA puede excindirse mediante
recombinacién homoéloga entre los genes tRNA""® and tRNA""5"™3 que actian como
repeticiones directas, conduciendo a un nuevo cambio de raza y a la extension del
espectro de huésped.



P-127
DISTRIBUCION Y CARACTERIZACION DE GENES HOMOLOGOS AL GEN DE
PATOGENICIDAD virPphA EN PATOVARES DE Pseudomonas syringae

Ortiz-Barredo, A.2, Sesma, A.}, Jackson, R.W.2, Tsiamis, G.2, Butcher, D.2, Wharton,
B.%, Vivian, A.2, Mansfield, J.W.3, Arnold, D.L.? y Murillo, J.*

!Laboratorio de Patologia Vegetal, ETS Ingenieros Agrénomos, Universidad Publica
de Navarra, 31006 Pamplona. “Dept. Biological Sciences, University of the West of
England, Bristol, Reino Unido. *Dept. of Biological Sciences, Wye College, Ashford,
Kent TN25 5AH, UK.

Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Pph) es el agente causal de la
“grasa de la judia”, aunque también puede infectar a otras especies de Phaseolus y
a soja (Glycine max L.), entre otros. En la cepa 1449B de Pph, los principales
determinantes que le permiten producir enfermedad en judia y en soja se localizan
en el plasmido nativo pAV511 en una region de aprox. 30 kb que tiene las
caracteristicas de una isla de patogenicidad (PAI; ver resumen de Sesma et al.). Un
gen localizado en dicha region, virPphA, es esencial para la patogenicidad de 1449B
en judia y para la produccion de la HR en diversos cvs. de soja. Mediante
experimentos de hibridacion de DNA, utilizando una sonda especifica de virPphA
contra 27 cepas de diversos patovares de P. syringae, se ha detectado la presencia
de DNA homdlogo a virPphA en aislados de los patovares glycinea (Pgy), pisi (Ppi),
savastanoi (Psv), tabaci (Pta) y en todos los aislados de Pph examinados. En
aislados de Ppi, Pph y Pgy, la homologia se localiz6 en plasmidos nativos; las cepas
de Psv mostraron homologia en DNA plasmidico o cromosémico, mientras que las
cepas de Pta mostraron homologia exclusivamente en el cromosoma. El estudio de
la conservacion de otros genes asociados a VvirPphA indica asimismo que la
estructura de la PAI no esta conservada en los patovares que contienen homologos
de este gen. En conjunto, estos datos sugieren que los homélogos de virPphA han
estado sometidos a frecuentes reorganizaciones. A partir de genotecas gendémicas
de dos cepas de Pgy y Ppi, se han aislado diversos césmidos que contienen
secuencias homologas a virPphA. Ninguno de estos clones restaurd la
patogenicidad en judia de la cepa RW60, una variante de 1449B curada de pAV511
y no patogeénica en judia. Sin embargo, el gen aislado de la cepa 49a/90 de Pgy,
denominado virPgyA, indujo una rapida respuesta hipersensible en los cvs. de judia
Tendergreen y Red Mexican, aunque los experimentos preliminares sugieren que no
es esencial para producir enfermedad en soja. La secuencia deducida de virPgyA
presenta un 96 % de identidad con virPphA, y contiene una delecion de 15 aa. Estos
resultados parecen indicar que la distribucion de virPphA esta relativamente
restringida y que los distintos alelos del gen pueden no ser funcionalmente
intercambiables.
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Nuestros grupos estan interesados en el estudio de los determinantes que en
general definen el espectro de huésped en Pseudomonas syringae, y en los
mecanismos moleculares que intervienen en la distribucion horizontal de estos genes. La
mayoria de las cepas de P. syringae contiene uno o mas plasmidos nativos, que en
muchos casos portan genes importantes o esenciales para la interaccion con la planta.
El ejemplo mas relevante es el de pAV511, que porta los determinantes de especificidad
de huésped en P. syringae pv. phaseolicola (ver resimenes de Sesma et al. y Ortiz-
Barredo et al.). Muchos de estos plasmidos comparten grandes zonas de homologia,
incluidas las secuencias implicadas en la replicacion del plasmido (plasmidos pPT23A-
like). Como parte de un estudio mas amplio, y debido a su posible implicacion en
virulencia, hemos abordado el estudio de las relaciones filogenéticas entre plasmidos
pPT23A-like de P. syringae. Con este fin, hemos obtenido y analizado las secuencias 5’
y 3’ del gen repA (replicasa esencial para la replicacion) de 17 plasmidos pPT23A-like
aislados de cepas pertenecientes a 6 patovares de P. syringae. En el dendrograma
resultante, pueden distinguirse 4 grupos filogenéticos bien diferenciados, con
identidades > 88.8% entre sus miembros. El primer grupo contiene los plasmidos de tres
cepas de P. syringae pv. tomato, una cepa de P. syringae pv. apiiy 5 de las 7 cepas de
P. syringae pv. syringae, con porcentajes de homologia entre el 88.8 y 100 %. Este
agrupamiento de las cepas de pv. syringae no se correlaciona con su especializacion de
huésped. El segundo grupo contiene los plasmidos de dos cepas pertenecientes a las
pvs. tomato y glycinea (95.5 % de identidad), y también incluye a pAV511, que contiene
la PAI de P. syringae pv. phaseolicola. Los plasmidos de las dos cepas restantes de pv.
syringae son los mas distantes filogenéticamente del resto. Los experimentos de
hibridacién con sondas especificas de genes o elementos transponibles descritos en
plasmidos pPT23A-like de P. syringae, han mostrado que el contenido génico de estos
plasmidos no esta conservado. Adicionalmente, la filogenia de los distintos plasmidos
nativos examinados no siempre se correlaciond con la filogenia de las cepas que los
contienen. Estos resultados, en su conjunto, sugieren que: i) los diversos plasmidos
pPT23A-like han sufrido importantes reorganizaciones plasmidicas, ii) posiblemente
estos plasmidos surgieron en una etapa anterior al momento de la evolucion en que se
diversificaron las cepas en patovares; y iii) que la transferencia horizontal de estos
plasmidos entre patovares, y la consiguiente diseminacién de genes de virulencia, es
limitada.
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Las denominadas cepas de pimiento de los tobamovirus, virus del moteado
suave de la paprika y del pimiento (PaMMV y PMMoV), son unos de los principales
agentes etiologicos de enfermedades viricas de cultivos de pimiento, y rednen
caracteristicas patogénicas propias que las distinguen claramente de otros
tobamovirus (por ej. TMV).

Asi, en distintas especies del género Nicotiana, la infeccion por PMMoV o
PaMMV produce sintomas mas atenuados y con menores niveles de acumulacién
viral que los inducidos por TMV o ToMV.

Para establecer las bases moleculares de estas diferencias de
patogenicidad, hemos analizado la replicacion de los RNAs asi como la acumulacion
de las proteinas virales en protoplastos de N. tabacum var. Xanthi nc y N.
clevelandii transfectados con PMMoV-S y TMV. En este sistema se observa un
retraso en la acumulacion de los RNAs y de las proteinas de cubierta y de
movimiento virales. Por tanto, las diferencias de patogenicidad en estos huéspedes
reflejan la menor eficiencia replicativa de PMMoV respecto a TMV.
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El gen L® confiere resistencia en plantas de Capsicum a todos los
tobamovirus que infectan pimiento, excepto a la cepa italiana del virus del moteado
suave del pimiento (PMMoV-l) que es capaz de sobrepasar la resistencia en este
huésped produciendo una infeccidn sistémica. La resistencia se manifiesta con la
formacion de lesiones locales necréticas y restriccion del patdogeno a la zona de
infeccion.

En la caracterizacion de este mecanismo de resistencia vegetal frente a
patogenos se han utilizado plantas de Capsicum chinense y dos cepas de PMMoV,
la cepa S (que desencadena la reaccion hipersensible) y la cepa | (cepa virulenta).

Se ha purificado una proteina de peso molecular 13,3 kDa y pl 7,5 que se
induce en plantas inoculadas con la cepa espafiola (PMMoV-S). La hidrdlisis con
tripsina de la proteina purificada libera un fragmento cuya secuencia aminoacidica
presenta homologia con proteinas relacionadas con la patogénesis (PRs) del grupo
4. A partir de esta secuencia se ha clonado la secuencia nucleotidica completa del
MARN. La secuencia codifica para una proteina de 143 aminoacidos, con un peso
molecular calculado de 15,8 kDa y un péptido sefial de 23 aminoacidos, datos que
concuerdan con el peso molecular de la proteina purificada.

La expresion del gen que codifica para la PR-4 esta regulada a nivel
transcripcional en la reaccion de defensa puesto que sélo se detecta su mARN en
plantas inoculadas con PMMoV-S a partir del segundo dia post-inoculacion.

Este gen constituye por lo tanto un marcador especifico de la respuesta
hipersensible conferida por el gen L* de Capsicum chinense.
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La importancia de la recombinacién en la evolucion de virus con genoma de
RNA ha sido ampliamente documentada. En el virus de la tristeza de los citricos
(CTV) es frecuente la formacibn de RNAs defectivos mediante procesos de
recombinaciéon no homologa. La primera evidencia de recombinacion homologa en
CTV se encontro al alinear la secuencia completa del RNA gendmico de los aislados
T385 de Espafia (EMBL Y18420), un aislado practicamente asintomatico, y SY568
de California (GenBank AF001623), un aislado virulento (Vives et al. 1999. J. Gen.
Virol. 80, 811-814). Estas secuencias mostraban un 90% de identidad nucleotidica
en las regiones 3 y 5 terminales, mientras que en una regidon central de
aproximadamente 6000 nt era superior al 99%.

Para comprobar si las dos secuencias que dieron origen a la recombinacion
se hallaban en el aislado SY568, se disefiaron cebadores derivados de secuencias
conservadas en los aislados caracterizados de CTV, y mediante RT-PCR, se
obtuvieron clones que cubrian toda la regién central. El alineamiento de las
secuencias de estos clones puso de manifiesto la presencia de tres tipos: 1) El mas
abundante presentaba 85% de identidad con la secuencia conocida (AF001623). 2)
El segundo tipo mas abundante tenia una identidad con AF001623 o Y18420
superior al 99%. 3) Finalmente, algunos clones tenian parte de su secuencia idéntica
a las del tipo 1) y el resto idéntica a las del tipo 2). Estos resultados indican que
SY568 contiene dos variantes de secuencia y recombinaciones homologas entre
ellas.

El alineamiento de las secuencias del tipo 3) con las dos variantes de tipo 1)
y 2) presentes en SY568, mostré que en todos los casos el punto de unién estaba
situado en una region de entre 8 y 89 nt con secuencia idéntica en las dos variantes
parentales. Esta region tiene un alto contenido en AT y esta precedida de una region
rica 0 moderadamente rica en GC y seguida de otra region rica en AT. En el virus del
mosaico del bromo se ha observado mediante mutagénesis dirigida que este tipo de
entorno favorece la recombinacion homéloga.
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Mediante microscopia Optica y electrénica de transmisioén, se ha estudiado
en distintos huéspedes los cambios ultraestructurales producidos por los Crinivirus:
“Lettuce infectious yellows crinivirus” (LIYV), “Cucurbit yellow stunting disorder
crinivirus” (CYSDV), “Beet pseudo-yellows crinivirus” (BPYV), “Tomato infectious
chlorosis crinivirus” (TICV) y “Tomato chlorosis crinivirus” (ToCV).

Los cambios ultraestructurales se han localizado principalmente en las
células que componen el tejido del floema. La infecciébn de crinivirus induce la
alteracion de la estructura de los cloroplastos de las células del floema y la
formacion de agregados de vesiculas tipo-BYV (“Beet yellows closterovirus”) en el
citoplasma, con grandes masas de particulas virales.

Los depodsitos conicos de material electrodenso, tipicos de la infeccion
inducida por LIYV, Unicamente se han encontrado en las muestras infectadas con
este virus, aunque en el resto de crinivirus se han observado estructuras similares
pero de morfologia diferente. En el caso de BPYV, algunos de estos depdsitos se
han localizado en el lado interno del tonoplasto, como ocurre en los protoplastos
infectados con BYV.

Los viriones se han observado en células cribosas y acompafiantes o de
transferencia, apareciendo tanto dispersos como en grandes masas dispuestas en
paralelo que dan lugar haces o inclusiones “cross-banded”, que como en el caso de
CYSDV, en que aparecen rodeadas por estructuras similares a las del reticulo
endoplasmatico.

En las muestras de meldn y de tomate, se han detectado un gran nimero de
inclusiones cristalinas, localizadas generalmente en las células del parénquima del
floema y de la vaina del haz, aunque no se ha podido establecer su relacién con la
infeccion viral. En el caso de las muestras de tomate infectadas con ToCV, se han
observado vesiculacion y cuerpos osmidfilos en el interior de los cloroplastos.
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Las zonas productoras de citricos en el norte del Perd, esta basada en el
uso generalizado de la variedad C. aurantifolia sobre el patron C. jambhiri |,
combinacion sobre la cual T. semipenetrans es el nematodo mas comun e
importante, dado que ocasiona severos dafios econdmicos a la produccion. Estudios
para la caracterizacion biologica y patogénica del nematodo no se habian realizado,
por lo que, el presente trabajo tuvo como meta aportar nuevos conocimientos sobre
estos aspectos. Muestras de raices infectadas con T. semipenetrans procedentes
de la zona citricola San Lorenzo-Piura. se utilizaron para infestar contenedores con
plantas de C. jambhiri, altamente susceptible al nematodo. Un afio después de la
infestacion del substrato se logré con éxito la multiplicacion de la poblacién y el
indculo suficiente para realizar los ensayos correspondientes. Nos planteamos dos
objetivos, primero, identificar que biotipo de T. semipenetrans existe en el norte del
Perd. Y segundo, evaluar la respuesta de susceptibilidad o resistencia de distinto
material genético (patrones proporcionados por el Dr. Forner del Dpto. de Citricultura
del IVIA-Espafa) frente a la poblacion Perd. Se realizdé un test de patogenicidad
sobre los siguientes hospedantes diferenciales: dos selecciones de P. trifoliata
Bennecke y Rubidoux, Olivo (O. europaea var. Manzanilla), vid “141-R” (V.
berlandieri x V. rupestris), Citrus jambhiri y C. volkameriana. Plantas de 8 meses de
edad repetidas cinco veces/hospedante fueron inoculadas con una suspension
10.000 huevos + juveniles por planta. Siete meses después se evalué la infectividad
y el potencial reproductivo del nematodo. Los resultados, demostraron que la
poblacién Peru de T. semipenetrans pertenece al biotipo “Citrus”, ya que éste tuvo
una significativa reproduccion e infectividad sobre el Olivo, asimismo la respuesta de
las dos especies del género Citrus fue de una alta susceptibilidad. Sobre P. trifoliata
se encontr6 una muy baja reproduccion sobre la seleccion Rubidoux, no
detectandose infeccion sobre Bennecke.

La evaluacion de resultados sobre la respuesta del distinto material genético
a la infeccion del biotipo “Citrus” (poblacién Perl) demostraron que los patrones
hibridos: 03018, 030140, 030142 (M. Cleopatra x P. trifoliata), 020317y 020418
(citrange Troyer x M. Cleopatra), citrange Carrizo y Swingle citrumelo 4475 (C.
paradisi. x P. trifoliata) expresaron una alta resistencia al nematodo. En todos ellos
los niveles de reproduccion e infectividad fueron significativos en comparacion con
los niveles superiores de infeccion determinados sobre C. jambhiri, C.
volkameraiana y mandarino Cleopatra. Este nuevo conocimiento de la existencia del
biotipo “Citrus”, asi como, la informacion aportada por el test de respuesta de los
distintos patrones evaluados bajo condiciones de invernadero, deben ser factores
relevantes a tener en cuenta en futuros programas de adaptacion y compatibilidad
de este y otro material genético bajo las condiciones edéaficas, agronémicas y
ambientales de la citricultura peruana, con la finalidad de dinamizar este sector.
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INDUCCION DE TOLERANCIA A Meloidogyne javanica EN EL HIBRIDO DE
ALMENDRO X MELOCOTONERO MAYOR (Prunus dulcis x Prunus persica)
POR EL HONGO MICORRICICO Glomus intraradices.
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El hibrido interespecifico Mayor (Prunus dulcis Mill. x Prunus persica (L.)
Batsch.) se comenzoé a difundir hace muy pocos afos y su produccion comercial se
encuentra actualmente en aumento en Espafia. La mayoria de sus caracteristicas
agronomicas son favorables. No obstante, es un patrén altamente susceptible al
ataque de nematodos agalladores. Estudios previos de investigacion han
demostrado la elevada aptitud para la micorrizacion de este portainjerto; sin
embargo, los criterios clasicos actuales en la obtencion de material vegetal no
consideran los beneficios aportados por la inoculacion artificial temprana de los
portainjertos con hongos formadores de micorrizas arbusculares (HMA), a pesar de
tratarse de una alternativa biotecnologica factible para aumentar la tolerancia a
patdgenos del suelo. Se realizé6 un ensayo en condiciones de invernadero con la
finalidad de estudiar a corto plazo la respuesta del portainjerto micorrizado
artificialmente a una poblacion del nematodo agallador (Meloidogyne javanica
(Treub.) Chitwood. Las plantas se inocularon con un aislado del HMA Glomus
intraradices Schenk y Smith en el momento del trasplante a contenedores, y cinco
meses después (periodo que simulaba la fase de vivero) se inocularon con el
nematodo. Tras nueve meses de crecimiento, la colonizacion micorricica de las
raices supero el 75% y se produjo a su vez una estimulacién significativa del
desarrollo de los portainjertos micorrizados con respecto a los no inoculados. Los
resultados del estudio indicaron que ambos microorganismos (el simbionte
beneficioso y el patbgeno) son capaces de colonizar simultdneamente los mismos
espacios en el sistema radical de la planta. Sin embargo, el indice de agallamiento
producido por el nematodo, asi como la poblacion final del mismo en suelo y raices,
fueron significativamente superiores en las plantas no micorrizadas.
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EFECTO DE Glomus manihotis SOBRE LA REPRODUCCION DE Meloidogyne
javanica EN PLATANERA

Rodriguez Romero, A.S., Jaizme-Vega, M.C. y Tenoury Dominguez, P.

Dpto. Proteccion Vegetal del Instituto Canario de Investigaciones Agrarias, Apdo. 60,
38200 La Laguna-Tenerife, Islas Canarias.

La importancia del nematodo agallador Meloidogyne javanica como
patogeno de la platanera, ha sido puesta de manifiesto en numerosas publicaciones.
Este hecho resulta especialmente significativo en aquellos cultivos intensivos bajo
invernadero, en donde la accion del nematodo puede llegar a limitar la produccion.
Por otra parte, la micorrizaciéon temprana incrementa la tolerancia de la planta frente
al patdégeno, como consecuencia de una mejora en la nutricion y de un cierto efecto
supresor en la reproduccién del nematodo.

Con el proposito de estudiar los efectos de la interaccion entre Glomus
manihotis y M. javanica, planteamos un experimento bajo condiciones de
invernadero con platanera micropropagada ‘Gran Enana’ (Musa acuminata AAA). Se
observé la evolucion de la poblacién de M. javanica durante un periodo de 6 meses
y medio, realizando analisis secuenciados cada 40 dias a partir de los 4 meses de
la inoculacion.

La presencia del patégeno no afectd a la colonizacion micorricica. Sin
embargo, los paradmetros referidos al nematodo (nimero de individuos por gramo de
raiz, poblacion final en raiz, porcentaje de raiz agallada, asi como tasa de
reproduccién), si se vieron afectados por la presencia del hongo formador de
micorriza. Esto fue especialmente notable al principio del ensayo cuando los niveles
de colonizacion del hongo fueron altos. A medida que se desarrollé el experimento y
dicha colonizacion descendio, los parametros relacionados con M. javanica se
vieron favorecidos. Otras variables medidas (aspectos fisicos de la planta como
peso fresco total y superficie foliar), mostraron una evolucién en consonancia.
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RESULTADO DE LA INTERACCION DE HONGOS FORMADORES DE
MICORRIZAS Y RIZOBACTERIAS SOBRE LA REPRODUCCION DE Meloidogyne
incognita EN PAPAYA

Jaizme-Vega, M.C., Barroso Nufiez, L., Rodriguez Romero, A.S. y Tenoury
Dominguez, P.
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Los hongos formadores de micorrizas arbusculares (MA) y las bacterias
promotoras del crecimiento (PGPR) son componentes habituales de la rizosfera y
sus efectos pueden influir tanto sobre el crecimiento y la nutricion vegetal, como en
la defensa y proteccion de la planta frente al ataque de patdégenos.

Con el propésito de evaluar el resultado de la interaccion de estos dos tipos
de microorganismos sobre el desarrollo de papayas infectadas con nematodos
agalladores, hemos disefiado un experimento en el cual plantulas previamente
micorrizadas durante la fase de semillero con Glomus mosseae y Glomus manihotis
eran inoculadas con un coctel de cepas de Bacillus subtilis (IRTA, Cabrils).
Posteriormente, y tras ser transplantadas a macetas, las papayas fueron infectadas
con una poblacion local de Meloidogyne incognita.

Cinco meses mas tarde, se evaluaron los efectos de la interaccion de los
tres microorganismos sobre el desarrollo y nutricion de las plantas, asi como la
evolucion de la poblacién de nematodos. En general, la presencia de las micorrizas
incrementd significativamente el desarrollo de las papayas y su tolerancia frente a
Meloidogyne. Este efecto positivo se veia potenciado en aquellas plantas inoculadas
ademas con bacterias promotoras del crecimiento. Las poblaciones de Meloidogyne
y el numero de agallas en raiz disminuian drasticamente ante los hongos MA, tanto
solos como combinados con Bacillus subtilis, lograndose en estos casos tasas de
multiplicacion de nematodos con valores despreciables.
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APLICACION DE FORMULADOS DE Penicillium oxalicum PARA EL CONTROL
DE LA FUSARIOSIS VASCULAR DEL TOMATE

De Cal, A., Larena, |. y Melgarejo, P.
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La induccion de mecanismos de defensa en las plantas es una aplicacién de
gran interés en el control de enfermedades. La aplicacion de conidias de Penicillium
oxalicum a las raices de plantas de tomate induce resistencia frente a la marchitez
vascular causada por Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici reduciendo en un 80% la
gravedad de la enfermedad. Hemos desarrollado un proceso de produccion de
conidias de P. oxalicum mediante fermentacién sélida obteniendo 10® ¢ 10°
conidias/g de sustrato a los 5 dias de incubacion.

Se ha comprobado la eficacia de las conidias producidas en fermentacion
sélida frente a la marchitez vascular del tomate en ensayos de campo, invernadero y
camara de cultivo. Los ensayos de campo se realizaron en parcelas comerciales de
la Comunidad de Madrid donde, en afios anteriores, se habian detectado plantas
con sintomas de marchitez. El ensayo de invernadero se llevé a cabo sobre turba
infectada con clamidosporas de F. oxysporum f.sp. lycopersici. Los ensayos de
eficacia en camaras de cultivo se realizaron sobre plantas que posteriormente
crecian en solucion nutritiva infectada con microconidias del patégeno.

Se utilizaron tres sistemas de aplicacion de las conidias de P. oxalicum a
semillero de plantas de tomate antes del trasplante. En todos los casos la
concentracién final de conidias de P. oxalicum era de 6x10° conidias/g de sustrato
de semillero. Los sistemas de aplicacion utilizados fueron: 1) utilizacion del sustrato
final de la fermentacidn solida directamente como semillero, 2) espolvoreo de dicho
sustrato sobre el semillero 7 dias antes del trasplante y 3) riego en el semillero 7
dias antes del trasplante con una suspension de conidias de P. oxalicum
procedentes del sustrato final.

Los resultados muestran que las plantas inducidas con P. oxalicum
presentan en todos los casos menor desarrollo de marchitez que las plantas no
tratadas con el agente de biocontrol, y nos permiten discutir los sistemas de
aplicacion utilizados
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METODOS DE ALMACENAJE DE FORMULADOS DE Penicillium oxalicum

Larena, I., De Cal, A. y Melgarejo, P.
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Penicillium oxalicum induce resistencia en plantas de tomate frente a
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici. La aplicacion a semilleros de plantas de
tomate de este agente de biocontrol obtenido mediante fermentacion solida reduce
el desarrollo de la enfermedad causada por el patdgeno. La fermentacion sélida se
realiza en bolsas de plastico microporosas para la industria. La formulacion de los
agentes de biocontrol ha de garantizar las condiciones necesarias para mantener la
viabilidad durante toda la vida util del producto, favoreciendo su supervivencia
durante el almacenaje del mismo.

Se ha estudiado la supervivencia de las conidias de P. oxalicum producidas
mediante fermentacion solida en diferentes condiciones de almacenamiento. Para
ello se mantuvieron durante 6 meses las bolsas de fermentacion con P. oxalicum a
diferentes temperaturas: ambiente, 20-25°C, 4°C, -20°C y -80°C. Las bolsas
contenian turba, vermiculita y polvo tamizado de cebada o lenteja. Estas bolsas
habian sido inoculadas con P. oxalicum e incubadas durante 5 dias en la oscuridad
a 20-25°C antes de ser almacenadas. Se estim0 mensualmente la cantidad de
conidias y la viabilidad de las mismas. La concentracion de las conidias se mantiene
durante los 6 meses a un nivel de 10° conidias/g peso seco a todas las temperaturas
ensayadas. Sin embargo, la viabilidad de estas conidias depende mucho de la
temperatura de almacenamiento y del tipo de nutrientes que se afiade a las bolsas.
La viabilidad de las conidias producidas con polvo de lenteja se mantiene durante
mas tiempo que las obtenidas con polvo de cebada. Las conidias procedentes de las
bolsas que habian permanecido a -80°C pierden rapidamente su viabilidad, seguidas
a las cuatro semanas por las conidias que habian permanecido a temperatura
ambiente y en la estufa a 20-25°C. Las bolsas almacenadas en la nevera mantienen
su viabilidad hasta las 8 semanas. Las conidias que permanecieron en el congelador
a -20°C mantuvieron una viabilidad superior al 70% hasta el final del ensayo.

Al finalizar el ensayo, se estudio la eficacia de las conidias almacenadas
frente a la marchitez vascular del tomate en plantas de tomate situadas en camara
de cultivo.
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EFECTO DE NEMATICIDAS QUIMICOS Y BIOLOGICOS SOBRE
FITONEMATODOS EN TOMATE VAR. ATLETICO CULTIVADO BAJO
INVERNADERO EN ALMERIA
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En la localidad de Nijar (Almeria), se estudio el efecto de nematicidas
guimicos y bioldgicos sobre las poblaciones nematologicas en un campo comercial
de tomate var. Atlético. Se uso un Disefio de Bloques Completos al Azar, con cuatro
repeticiones y 11 tratamientos (T1= Testigo , T2= 2,5 I/ha Biomor®, T3 = 5,0 I/ha
Biomor®,T4= 5+5 I/ha Biomor®, T5= 10 |/ha Biomor®, T6= 2,5 I/ha Biomor® + 2l/ha
Fenzimin®, T7 = 5,0 I/ha Biomor® + 2l/ha Fenzimin®,T8= 5+5 I/ha Biomor® + 2l/ha
Fenzimin®, T9= 10 I/ha Biomor® + 2l/ha Fenzimin®, T10= 20 I/ha Nemacur® 40 LE,
T11= 40 I/ha Rugbi® 10ME).

Los fitonematodos encontrados fueron Pratylenchus y Meloidogyne, el
primero tanto en suelo como raices, el segundo exclusivamente en suelo. Las
mayores poblaciones correspondieron a Pratylenchus.

El Biomor® disminuyd significativamente la poblacién de los nematodos
parasitos y tuvo un efecto estadisticamente similar al Nemacur®. El Rugbi® fue el
gue mejor controlé los nematodos parasitos y estadisticamente fue similar al
Nemacur®.

Sin embargo, el peso del fruto fue mayor con un tratamiento de Biomor®
(T8), aunque estadisticamente similar a otros tratamientos estudiados. El brix fue
mayor en el testigo, pero también similar a otros tratamientos.
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VARIACION DE LA MICROBIOTA, POR EFECTO DE NEMATICIDAS, EN LA
RIZOSFERA DEL TOMATE VAR. ATLETICO BAJO INVERNADERO
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En la localidad de Nijar (Almeria), se estudid el efecto de nematicidas
quimicos y biolégicos sobre la microbiota asociada a la rizésfera del tomate var.
Atlético, cultivado en invernadero. Se us6 un Disefio de Blogues Completos al Azar,
con cuatro repeticiones y 11 tratamientos (T1= Testigo, T2= 2,5 I/ha Biomor®, T3 =
5,0 I/ha Biomor®,T4= 5+5 I/ha Biomor®, T5= 10 |/ha Biomor®, T6= 2,5 |/ha Biomor®
+ 2l/ha Fenzimin®, T7 = 5,0 I/ha Biomor® + 2l/ha Fenzimin®,T8= 5+5 I/ha Biomor®
+ 2l/ha Fenzimin®, T9= 10 I/ha Biomor® + 2l/ha Fenzimin®, T10= 20 I/ha Nemacur®
40 LE, T11= 40 I/ha Rugbi® 10ME).

Se evaluaron las poblaciones (ufc/g suelo) de actinomicetos, bacterias y
hongos. Con respecto al testigo, Biomor® disminuyo significativamente la poblacion
de actinomicetos ; mantuvo el nivel poblacional de bacterias y aumento
significativamente la poblacion de hongos. Rugbi® y Nemacur®, con respecto al
testigo, disminuyeron significativamente los actinomicetos; pero mantuvieron el nivel
poblacional de bacterias y hongos.
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CONTROL BIOLOGICO DEL AHOGAMIENTO DE PLANTULAS (Pythium
aphanidermatum) MEDIANTE TRISAN® Y LARMINAR®.

Sanchez, J., Castillo P. y Gallego, E.
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El control biolégico de las enfermedades causadas por hongos edaficos se
encuentra en fase de desarrollo. La comercializacion de estos productos
microbianos, sin embargo, requiere de ensayos que determinen sobre los patdégenos
locales su efectividad. Por su parte, el ahogamiento de plantulas causado por
Pythium aphanidermatum es uno de los principales problemas en los semilleros de
Almeria.

Se ensayaron los siguientes productos de control biol6gico, proporcionados
por la empresa AGRIMOR S.A.: TRISAN® (Trichoderma harzianum), LARMINAR®
(Bacillus subtilis) para el control del ahogamiento de plantulas causado por Pythium
aphanidermatum, en pepino (Cucumis sativus).

Los bioensayos se han desarrollado a 22-28°C de temperatura ambiente y
un fotoperiodo de 12 h luz/12 h oscuridad, en vermiculita sobre 10 semillas/maceta
de pepino (Cucumis sativus) cv. Ashley, como cultivo estandar. Las macetas se
regaron al 90% de capacidad de retencion y se cerraron con una lamina de plastico
transparente.

La inoculacién con el patégeno y la aplicacion del producto de control
biolégico se han efectuado de forma simultanea en el momento de la siembra. La
dosis del patégeno (Pythium aphanidermatum) se ha calculado en ensayos previos.
La dosis empleada del producto bioldgico ha sido la dosis maxima aconsejada:
TRISAN®: 12 kg/ha ; LARMINAR®: 2 kg/ha.

Se han efectuado 5 repeticiones/tratamiento en cada ocasion. Se han
repetido en 3 ocasiones, siendo los resultados mostrados la media del total de
repeticiones (n). Los resultados expresan la cantidad de plantulas sanas en las
macetas al final del ensayo (duracion del ensayo: 3 semanas, tiempo desde el
momento de la siembra-inoculacion-aplicacion).

Se ha observado con respecto al testigo del patdgeno un aumento
significativo de plantulas sanas (32,0%) con la aplicacién de LARMINAR®. Con
TRISAN® se observé un ligero aumento (11,3%) que no resulté significativo.
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ENSAYO DE EFECTIVIDAD DE Trichoderma PARA EL CONTROL DE A.
cucurbitacearum Y Monosporascus spp., CAUSANTES DE COLAPSO EN
MELON
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Las plantas de melon no tienen un sistema radical muy vigoroso. El ataque
de diferentes patégenos a la raiz puede provocar una muerte mas o menos rapida
de la planta, generalmente en estados avanzados del cultivo, que es lo que
vulgarmente se ha venido en llamar “colapso” o “muerte subita”. Acremonium
cucurbitacearum y Monosporascus spp. son los principales patdgenos fungicos
asociados a esta enfermedad en nuestro pais.

En un intento por controlar a estos patdbgenos hemos realizado ensayos de
efectividad de Trichoderma en macetas en invernadero con semillas de meldn
variedad Piel de Sapo. Se han probado dos formulaciones de biocontrol distintas (I y
II) frente a dos aislados virulentos de origen espafiol: A. cucurbitacearum A-419 y
Monosporascus sp. M-1. Las formulaciones introducidas fueron seleccionadas
previamente tras realizar ensayos de antagonismo in vitro, analizar la supervivencia
frente a condiciones adversas y evaluar su compatibilidad. Los resultados obtenidos
han sido muy variables debido a que, fundamentalmente, la composicién del suelo
ha condicionado en gran medida tanto la actividad patogénica de A. cucurbitacearum
y Monosporascus sp. como la capacidad de biocontrol de Trichoderma spp. En un
suelo procedente de Salamanca, de textura arenosa y ligeramente acido, la
formulacién 1l, compuesta por una mezcla de cuatro cepas de Trichoderma de
diferentes especies, redujo significativamente los dafios en hipocotilo, raiz principal y
raices secundarias. En dos suelos procedentes de Valencia y Almenara, de mayor
alcalinidad, tal reduccién no se produjo o no llegé a alcanzar valores significativos,
no mostrando las formulaciones de biocontrol por si solas ser eficaces en el control
del colapso. Un factor muy importante para que el control biolégico tenga éxito frente
a los patdgenos indicados, es la tolerancia de los agentes de biocontrol al pH
alcalino de los suelos del Levante espafiol. Trichoderma puede ser eficaz en este
patosistema, siempre que pueda formularse adecuadamente.
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El género Trichoderma incluye un conjunto de especies con variadas
caracteristicas bioquimicas y moleculares. Algunas de ellas presentan un gran
interés al haber sido descritas como agentes de control biolégico. La sistematica de
este género ha sufrido en los ultimos afios cambios considerables y todavia hoy se
haya bajo continua revision. Este hecho hace dificil la clasificacion e identificacion de
los agentes de biocontrol pertenecientes a este género. Se han empleado diversos
criterios morfolégicos, bioquimicos y moleculares para el estudio taxonémico del
género Trichoderma. Entre los moleculares destaca la amplificacion de la region
ITS1-ITS2, que ha sido una herramienta Gtil para el estudio de las relaciones
filogenéticas existentes entre las diferentes especies de Trichoderma.

En este trabajo hemos abordado la caracterizacion bioquimica de diversos
agentes de control biologico del género Trichoderma utlizando perfiles
isoenzimaticos en inducciones con quitina. Se ha realizado el andlisis de las
actividades [J-1,3-glucanasa, [-1,6-glucanasa, celulasa, quitinasa y proteasa, y el
de sus correspondientes perfiles de isoenzimas, en extractos concentrados de 18
cepas de Trichoderma, pertenecientes a 6 especies distintas segun el altimo criterio
molecular basado en secuencias ITS1-ITS2. Hemos comprobado la falta de
correlacion entre los grupos definidos molecularmente y los resultados bioquimicos
aqui obtenidos; sin embargo, hemos detectado todo un conjunto de enzimas liticos
posiblemente implicados en la degradacion de la pared celular de aquellos hongos
gue son atacados por estos agentes de biocontrol.
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Actualmente, en el control de fitopatdbgenos se emplea como préactica
habitual la aplicacién de productos quimicos. Sin embargo, este abusivo control
quimico implica la utilizacion de bromuro de metilo y otros pesticidas de uso
generalizado, los cuales plantean serios problemas medioambientales y de
competicion de los productos en los sensibilizados mercados europeos. Las
formulaciones biologicas se presentan como alternativas viables al control quimico
de los fitopatdgenos fungicos, dado que son menos agresivas y tan eficaces como
éstos a la hora de incrementar los rendimientos en cosecha.

Uno de los géneros microbianos con mayor potencial en el control biolégico
de hongos fitopatégenos es Trichoderma. Hasta la fecha se han descrito varias
especies de Trichoderma que poseen actividad antifingica sobre un amplio espectro
de fitopatégenos. Atendiendo a la clasificacion mediante secuenciacién de la region
ITS del gen rDNA 5,8S realizada en este laboratorio, las cepas de Trichoderma
empleadas en este estudio corresponden a los siguientes grupos: T.
longibrachiatum, T. harzianum, T. inhamatum, T. atroviride y T. asperellum.

La actividad antagonista de Trichoderma se lleva a cabo, entre otros
factores, gracias a las enzimas liticas que excretan al medio. En este trabajo se
monitorizd la actividad de las siguientes enzimas expresadas por Trichoderma: R3-
1,6-glucanasa, 3-1,4-glucanasa, 3-1,3-glucanasa, quitinasa y proteasa. Dado que
estas enzimas liticas son inducibles, tiene una gran importancia el sustrato presente
en el medio de induccion en el que son producidas. Con el fin de obtener una amplia
bateria de enzimas liticas, se han empleado diferentes sustratos como medios de
induccion enzimatica. Ademas de los sustratos comerciales, se han empleado
sustratos que provienen de residuos de la industria alimentaria.
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Monte, E*.
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3Departamento de Bioquimica, CSIC/Universidad de Sevilla

“Aplicaciones Bioquimicas, San Juan de Aznalfarache, Sevilla

> Newbiotechnic S.A., Sevilla

Durante la campafia de 1999 se han llevado a cabo ensayos de biocontrol
con cepas del género Trichoderma en viveros de altura dedicados a la produccion
comercial de plantas de fresa. Se eligieron dos localidades: Santervas de la vega
(Palencia) y Navalmanzano (Segovia). Las aplicaciones de los agentes de control
biolégico se realizaron por pulverizacion y por inmersion. El cultivar de fresa utilizado
fue Camarosa con un marco de siembra de 22.220 plantas/Ha, a una distancia de
1.5x0.3 m en Santervas de la Vega, y 12.120 plantas/Ha, a una distancia de
1.5x0.55 m en Navalmanzano. El disefio fue de bloques al azar con 4 repeticiones
de cada tratamiento y parcelas elementales de 15 m® en Santervas de la Vega y de
22.5 m? en Navalmanzano. Los ensayos se llevaron a cabo en ausencia de
patogenos, sobre campos previamente bromurados, con objeto de conocer el efecto
correspondiente a la accion de Trichoderma como agente potenciador del
crecimiento de plantas. Se utilizaron tres formulaciones de Trichoderma: una
norteamericana, una israeli y una espafola.

En todos los casos los tratamientos con Trichoderma a doble concentracion
dieron plantas con mayor vigor. En términos generales, no se observaron diferencias
significativas entre las tres formulaciones de Trichoderma utilizadas aunque si se
detectaron respecto a los controles. EI numero de plantas hijas comerciales se
incrementd con los tratamientos de Trichoderma por inmersion respecto a los de
pulverizacion. También se obtuvieron diferencias significativas al 95% en los
diametros de corona pero no en el peso seco de la planta.

Estos ensayos se han continuado, con similares tratamientos, en cultivos
definitivos en la provincia de Huelva (Palos de la Frontera y Cartaya). Los resultados
de el ensayo completo se discuten en el presente trabajo.

Proyecto financiado por la UE: FAIR6-CT98-4140, con la colaboracion de D.
Ramodn Aguilar (Viveros Huelva) y D. Javier Palacios (Viveros Rio Eresma)
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SUSCEPTIBILIDAD DE VARIEDADES DE OLIVO A LA TUBERCULOSIS:
METODOLOGIA DE EVALUACION

Garcia, A.', Pefialver, R.}, Del rio, C.?, Caballero, J. M. y Lépez, M. M.}

!Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA), Apartado Oficial, 46113
Moncada, Valencia. “?Centro de Investigaciéon y Formacion Agraria (CIFA) “Alameda
del Obispo”, Apartado 3092, 14008 Coérdoba.

La tuberculosis del olivo es una enfermedad cuyo agente causal es la
bacteria Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi (Pss), que produce tumores en
ramas y menos frecuentemente en hojas y frutos. La lucha directa contra esta
enfermedad es compleja, por lo que tiene gran interés el conocimiento de la
sensibilidad relativa de las variedades cultivadas en Espafa. Ello permitiria utilizar
las variedades menos sensibles en las zonas con elevada incidencia de la
enfermedad.

Se realizaron ensayos de inoculacion para evaluar la agresividad de distintas
cepas del patdégeno y se estudio el efecto de la dosis de indculo y de la edad de la
planta en la susceptibilidad varietal a la tuberculosis. La comparacién de la
agresividad de 22 cepas de Pss en siete variedades de olivo, mostro que la mayoria
presentaron una agresividad similar en todas ellas. Cuando se estudio la respuesta
de las plantas a diferentes dosis de Pss, inoculando diluciones seriadas desde 10%a
10° ufc/herida, se observaron diferencias en la apariciéon de tumores a las distintas
dosis de inoculo.

La metodologia utilizada en la evaluacion de 16 variedades de olivo,
consistid en inocular en primavera 44 plantas por variedad. Se inocularon dos cepas
de Pss con dos dosis de indculo (11 plantas por cepa y dosis), realizandose cuatro
heridas por planta. Se tuvo en cuenta el nUmero de tumores aparecidos en los
puntos de inoculacion, el tiempo de aparicion de los mismos, el peso de los tumores
y en algunos casos el nimero de tumores aparecidos fuera de los puntos de
inoculacion.

Los primeros resultados obtenidos de estos estudios comparativos
permitieron clasificar las 16 variedades en tres grupos con respecto a su
susceptibilidad a la tuberculosis. Se comportaron como muy sensibles las
variedades Arbequina, Callosina, Cornicabra, Changlot real, Morisca, Nevado blanco
de Jaén y Picudo, como medianamente sensibles Frantoio (Oblonga), Gordal
sevillana y Picual, y como poco sensibles las variedades Chemlali, Dulzal de
Carmona, Lechin de Granada, Manzanilla cacerefia y Villalonga.
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ALTERNATIVAS AL BROMURO DE METILO. SITUACION ACTUAL
Cebolla, V., Busto, J. y Bartual, R.

IVIA Moncada (Valencia)

El Bromuro de Metilo, se considera una de las sustancias cuya emision a la
atmosfera contribuye a la destruccién de la capa de ozono. Por este motivo las
Naciones Unidas han establecido un calendario de reduccion progresiva del mismo.
En Espafia se ha visto reducido su uso en un 25% desde 1.998 y continuara
disminuyendo, hasta Enero del 2.005 en que tiene prevista la desaparicion total.
Excepto aquellos usos criticos para los que no se encuentre alternativa técnica y
econémicamente viable.

Impulsado por el MAPA estamos realizando un estudio de nuevas
alternativas para emplear en la desinfeccion de suelos en los cultivos mas
dependientes del uso del Bromuro de Metilo, como en cultivos de huerta (escarola,
patata, sandia, cebolla y chufa), citricos, pimiento y fresén. Proyecto financiado por
el INIA y la Conselleria de Agricultura.

En estos cultivos se realizan tratamientos que se comparan con un control.
El efecto a largo plazo se estudia mediante la repeticion de los tratamientos en la
misma parcela durante varios afios. Los tratamientos estudiados son Bromuro de
Metilo a 60g/m? con cubierta de Polietileno, Bromuro de Metilo 30 g/m? con plastico
VIF, Solarizacién con 5Kg/m? de estiércol, Solarizacién con Metham-Na a varias
dosis, Metham-Na Varias dosis, Biofumigacion con varios estiércoles y dosis, Telone
18 g/m? seguido de Metham-Na 72 g/m? Telone C35 a 28 g/m? y a 40 g/m®.
Aplicados como gas en el caso del BM y los demas en el agua de riego o mediante
inyeccion.

En el cultivo de sandia se ha introducido ademas en el estudio el injerto
como una alternativa a valorar.

Los resultados obtenidos en fres6n en cuanto a produccién total y comercial
en los tratamientos a base de BM, de Solarizacion con estiércol o con Metham-Na
no difieren significativamente en el primer afio. En el segundo afo la Solarizacion
con Metham-Na pierde eficacia frente a tratamientos que incluyen BM o con la
Solarizacion con estiércol.

En cuanto a los cultivos de huerta el primer cultivo de escarola sufre un
atague de Slerotinia minor y solo los tratamientos con BM y Telone con Metham-Na
tienen una buena eficacia sin diferencias significativas entre ambos. En sandia los
tratamientos de Solarizacion no difieren significativamente del control mientras que
el tratamiento de Telone con Metham-Na resulta tan efectivo en algunos casos
como el BM, pero el uso del BM resulta necesario en el caso de no utilizar sandia
injertada.

El Telone C35 en el cultivo de freson ofrece resultados muy similares al BM
desde el punto de vista de produccién, tamafio de fruto y control de malas hierbas

En el momento actual tenemos algunos tratamientos capaces de dar
resultados como el BM, sin embargo este gas sigue siendo el mas fiable para el
control de patdgenos y fatiga de suelo. Es necesario insistir en meétodos de
aplicacién que mejoren la fiabilidad de las actuales alternativas.
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EVALUACION DE MICROORGANISMOS ANTAGONISTAS DE Spilocaea
oleagina

Sequra, R. y Trapero, A.

Dpto. de Agronomia. ETSIAM. Universidad de Cordoba. Apdo. 3048, 14080
Cordoba.

Spilocaea oleagina es un patégeno especifico del olivo que se desarrolla en
la cuticula de los tejidos infectados. Como ocurre en las rofias de otros frutales, este
habitat subcuticular del patdogeno podria favorecer la accibn de microorganismos
antagonistas o de productos de dichos organismos que presenten una facil difusion
en la cuticula foliar.

Se han obtenido un total de 80 aislados fungicos procedentes de hojas de
olivo de diferentes comarcas olivareras. Los aislados obtenidos se clasificaron en los
géneros Aureobasidium, Cladosporium, Coniothyrium, Phoma, asi como Alternaria y
Aspergillus, aunque estos dos Uultimos aparecen con menor frecuencia. Estos
aislados se han evaluado in vitro, determinando el efecto del antagonista en la
germinacion y elongacion del tubo germinativo de conidias de S. oleagina. Se
depositaron 10 pl de suspension conidial de S. oleagina (10° conidias/ml), 10 pl de
la suspension conidial del antagonista (10° conidias/ml) y 50 pl de agua estéril en
placas microtest, se incubaron a 15°C en oscuridad durante 48 horas y se evaluaron
100 conidias de cada combinacion experimental. Asimismo, se ha evaluado in vivo la
capacidad de los antagonistas para reducir la infeccion y el desarrollo de la
enfermedad mediante inoculacion tanto de hojas separadas como de plantulas de
olivo en condiciones controladas. En el primer caso se colocaron sobre la misma
hoja gotas de in6culo de S. oleagina, de S. oleagina mas el antagonista y solo del
antagonista. Para la evaluacion se adopté una escala referida al tamafio de la lesion
producida por S. oleagina en la gota testigo de cada hoja. La inoculacién en
plantulas se realiz6 mediante pulverizacion de una suspension conidial de S.
oleagina, dichas plantulas habian sido pulverizadas previamente con suspensiones
de los antagonistas 24 horas antes.

Para evaluar el efecto del antagonista en la germinacion se definieron dos
parametros IRG (Inhibicion Relativa de la germinacion) e IRT (Inhibicion Relativa de
la longitud del tubo germinativo). De los 80 aislados, 6 de ellos inhibieron la
germinacion en mas del 50% de la observada en el testigo. En los restantes aislados
los resultados de la IRG fueron: 17 aislados con 30-45%, 21 aislados con 20-30%,
13 aislados con 10-20%, 11 aislados con 1-10% y 8 aislados con el 0%. Resultados
similares se obtuvieron cuando la variable analizada fue IRT. Cuando se analiz6 la
capacidad de los antagonistas para reducir la infeccion sobre hojas separadas de
olivo, ninguno de los aislados inhibi6 completamente la infeccién y Unicamente en
uno de ellos se observé una disminucion marcada (75%) en el tamafo de la lesion
latente respecto a la de su testigo correspondiente. En las plantulas tratadas con
cuatro de los aislados fungicos la severidad de los sintomas estuvo por debajo del
25% de superficie foliar afectada frente a las plantulas testigo que presentaron un
60% de superficie afectada. Los aislados fungicos no se comportaron igual in vivo
gue in vitro, lo que concuerda con lo observado por otros autores en un patosistema
muy similar como es Venturia inaequalis/manzano.
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PERSPECTIVAS DE LA TERMOTERAPIA CON AGUA CALIENTE COMO
METODO DE CONTROL DE Verticillium dahliae EN ZUECAS DE ALCACHOFA

Marquez, B., Armengol, J., Vicent, A., Sales, R. y Garcia-Jiménez, J.
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La verticilosis, enfermedad causada por Verticilium dahliae Kleb. es un
factor limitante en la produccion de alcachofa (Cynara scolymus L.) en la Comunidad
Valenciana. Este hongo causa clorosis y necrosis de las hojas basales, reduccién
del crecimiento, marchitez y muerte de plantas provocando importantes pérdidas
econdmicas. La alcachofa se propaga principalmente por zuecas, siendo ésta una
importante via de diseminacién del patégeno.

El control de un patégeno vascular mediante la aplicacion de fungicidas tiene
un éxito muy limitado. Con el objetivo de obtener un control efectivo de V. dahliae en
material de propagacion, en este trabajo se propuso evaluar las condiciones
adecuadas para el tratamiento con agua caliente de zuecas de alcachofa.

Se realizaron dos experiencias con objeto de estudiar la tolerancia de la
alcachofa a diversas temperaturas y diferentes periodos de tratamiento.

En la primera, zuecas de alcachofa sanas se trataron a 40, 43, 46, 49, 52, 55
y 58 °C durante dos periodos de tiempo, 20 y 30 min. Cuatro grupos de 25 zuecas
sin tratar se tomaron como controles. Estas zuecas se plantaron en una parcela sin
antecedentes de verticilosis. El desarrollo de las plantas y la produccion fueron
evaluados durante un ciclo de cultivo.

Las plantas murieron a 55° C y 58° C, y las plantas tratadas a 52° C tuvieron
una brotacion irregular, mientras que el resto de temperaturas mostraron un
desarrollo normal comparado con los controles. No hubo diferencias significativas en
produccion entre los controles y los tratamientos a 40, 43 y 46 °C. Los tratamientos
de 49 y 52 °C mostraron una menor produccién por planta.

En una segunda experiencia, zuecas sanas de alcachofa se trataron como
se ha descrito previamente a 40 °C 60 min., 42 °C 45 min., 42 °C 60 min., 44 °C 30
min., 44 °C 45 min., 44 °C 60 min., 46 °C 30 min., 46 °C 45 min. y 48 °C 30 min. Las
primeras observaciones indican un comportamiento agronémico adecuado para las
plantas de todos los tratamientos.

Adicionalmente, plantas de alcachofa afectadas obtenidas de una parcela
donde se observé la enfermedad fueron expuestas a un tratamiento por agua
caliente a 46 °C 30 min. El reaislamiento de V. dahliae no fue posible después del
tratamiento mediante cultivo en PDAS de fragmentos internos de plantas.

Estos primeros resultados aparecen como altamente prometedores con
vistas a un control efectivo de V. dahliae en material de propagacion de alcachofa.
Este método podria ser usado en combinacion con métodos de desinfestacion de
suelos en un programa de manejo integrado de enfermedades de suelo en
alcachofa.
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La enfermedad producida por el virus del rizado amarillo del tomate (tomato
yellow leaf curl virus, TYLCV) es una de las plagas mas importantes que sufre este
cultivo a escala mundial. El virus TYLCV pertenece a la familia geminiviridae y se
transmite por medio de la mosca blanca Bemisia tabaci. Como los demas
geminivirus descritos hasta la fecha poseen un genomio formado por DNA de
cadena sencilla (DNASs) circular.

Desde principios de los afios ochenta la enfermedad se ha extendido a
muchas partes del mundo.

La resistencia a las infecciones por virus observada en algunos cultivos,
puede tener su origen en el agente patdégeno y no en las caracteristicas genéticas de
la planta. En virus, se conocen dos mecanismos que conllevan a este tipo de
resistencia: la formacion de particulas subgenomicas del virus que interfieren con la
replicacion del mismo y los fenédmenos de proteccion cruzada.
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El virus Y de la patata (PVY) es el miembro tipo de la familia Potyviridae.
Esta distribuido a nivel mundial y causa dafios econdmicos en diversos cultivos de
solanaceas. PVY se transmite de manera no persistente por al menos 25 especies
de pulgones. Los diferentes aislados de PVY se clasifican atendidiendo a su afinidad
genética en los grupos: YN, Y, e YN, Los aislados que infectan patata se agrupan
segln la sintomotologia inducida en distintas plantas en las razas: YV, Y°, e Y©.
Finalmente, los aislados de PVY que infectan pimiento se agrupan en 3 patotipos
disitntos que se denominan: 0, 1 y 1-2. Todos estos aislados son diferenciables
mediante "restrictotipos”, técnica que permite generar diferentes patornes RFLPs del
gen de la proteina de la capsida despues de realizar una inmunocaptura-RT-PCR.

El objetivo de nuestro trabajo es estudiar el papel del vector (pulgones) en la
competencia intraespecifica entre aislados con diferente grado de afinidad genética
y distitnta capacidad de transmisién. Dichos estudios van encaminados a mejorar
nuestro conocimeinto sobre la epidemiologia de PVY en condiciones de campo.
Para ello, se ha elegido el patosistema formado por el pulgdbn Myzus persicae
Sulzer, plantas de tabaco Nicotiana tabacum L. cv. Xanthi-nc y varios aislados de
PVY.

Los resultados de experimentos de transmision en laboratorio entre aislados
de PVY muy separados genéticamente (A134, perteneciente a la raza N de patata y
el P21-82, perteneciente al patotipo O de pimiento) indicaron que ambos aislados se
transmiten independientemente y sin interferencia entre ellos con una elevada
eficiencia. Tambien se observo que un aislado no transmisible del grupo PVY-1,
llamado P62-81 era transmitido eficientemente en presencia del aislado A134,
probablemente por complementacién heteréloga del componente de ayuda del
aislado transmisible. Dicho aislado P62-81 conservé la propiedad de no
transmisibilidad después de ser inoculado, por lo que hay que descartar la posiblidad
de recombinacion o mutacion en la fuente de infeccion mixta.

Otros ensayos en invernadero realizados en grandes jaulones empleando
formas aladas liberadas completamente al azar, dieron como resultado una tasa
muy baja de infeccion de los aislados A134 y P21-82 (4/169). En otros ensayos se
forzé la adquisicion confinando a los alados durante 10 minutos en las plantas
infectadas antes de ser liberados. Dichos ensayos dieron como resultado una mayor
tasa de infeccion, indicando que los aislados Al134 y P21-82 se dispersan
independientemente y sin interferencia entre ambos. En futuros trabajos se evlauara
el grado de dispersion de aislados no transmisibles cuando se encuentran aislados
transmisibles en su proximidad.
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La “tristeza” es una de las principales enfermedades del pimiento, causada
bien por los hongos Phytophthora capsici Leon. y Verticillium dahliae Kleb., bien por
asfixia radicular. Se ha realizado una prospeccion para conocer la situacion
epidemiolégica de esta enfermedad en las explotaciones de pimiento de Padron en
Galicia. Se han muestrado explotaciones de varias localidades, que se han
agrupado en tres zonas: la zona Norte, con las localidades de Arteixo, Betanzos y
Cambre. La zona Centro con la localidad de Padrén, y la zona Sur con las
localidades de Cambados y El Rosal. Se han llevado a cabo dos muestreos durante
el afio 98. Las fechas del primer muestreo estuvieron comprendidas entre el 15 de
mayo y el 24 de Junio, y las del segundo entre el 28 de julio y el 24 de Setiembre.

Ademas de Phytophthora capsici y Verticillium dahliae, se ha determinado la
presencia de una abundante micoflora, hasta un total de 37 hongos diferentes. Entre
ellos podemos destacar la presencia de Botrytis cinerea Pers., Fusarium roseum
Link., Fusarium solani (Martius) Saccardo, Rhizoctonia solani Kihn. y Sclerotinia
sclerotiorum (Libert) de Bary, considerados también como hongos patégenos.

Con respecto Phytophthora capsici, uno de los hongos responsables de la
“tristeza”, hemos podido observar como en el primer muestreo aparecen un 40% de
explotaciones afectadas en la zona N, un 50% en la zona C y un 50% en la zona S.
En el segundo muestreo la incidencia es de 0 % en la zona N, un 45,8% en la zona
C y un 18,8 en la zona S. En el estudio realizado con Verticilium dahliae, el otro
hongo responsable de esta enfermedad, los resultados han sido los siguientes: en el
primer muestreo aparecen un 20% de explotaciones afectadas en la zona N, un
20,8% en la zona C, y un 50% en la zona S. En el segundo muestreo un 20% en la
zona N, un 12,5% en la zona C y un 37,5% en la zona S.

La incidencia de la “tristeza” en el pimiento de Padron en Galicia es bastante
elevada, ya que en el primer muestreo aparece en casi un 50% del total de las
explotaciones, porcentaje que disminuye en el segundo muestreo, aproximadamente
a un 30%. En la prospeccion se han obtenido méas de 150 aislados de Phytophthora
capsici y Verticilllum dahliae, que serviran para estudios posteriores de
patogenicidad y de resistencia.

El presente trabajo ha sido financiado por la CICYT (Proyecto AGF97-0499).
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La determinacion de niveles de riesgo de enfermedades en los cultivos es
esencial para desarrollar métodos de control preventivo. Esto es especialmente
importante en las enfermedades causadas por organismos de suelo, tales como las
marchiteces producidas por Verticillium dahliae. Esta especie produce estructuras de
supervivencia (microesclerocios, MS), que constituyen su principal estructura de
infeccion y dispersion. Existe una extensa variedad de técnicas para detectar y
cuantificar a V. dahliae en el suelo, cuya aplicacion puede incidir significativamente en
la estimacion de la densidad de indculo (D). En nuestros estudios, utilizando el medio
semiselectivo Agar Pectato Sodico Modificado, con la técnica del Tamizado Hamedo,
para el analisis de suelos de cultivos herbaceos extensivos, especialmente
algodonero, V. dahliae produce colonias tipicas con MS dispuestos en forma de
estrella. En ocasiones, aunque generalmente bien reconocibles, se observan colonias
similares incompletas, otras de morfologia irregular o mixta, o pequefios grupos de
MS.

Sin embargo, en los Ultimos afios, en muestreos de suelos de olivar, aparecen
con frecuencia superior otras especies fungicas, destacando especies formadoras de
picnidios y otras especies no identificadas que producen estructuras similares a MS de
V. dahliae que podemos agrupar en: A) colonias con estructuras mas o menos
esféricas, mas oscuras y superiores en tamafio a los MS de V. dahliae y B) colonias
estrelladas con estructuras irregulares, ramificadas, con proyecciones celulares cortas,
similares a las formadas por V. tricorpus, unidas entre si por hifas pigmentadas y
septadas.

En este trabajo se presentan resultados de analisis de suelos muestreados
durante 1998-2000, procedentes en su mayoria de olivares afectados de Verticilosis,
en los que se confirmd la presencia del patégeno mediante aislamientos de material
vegetal afectado. V. dahliae se detectd en el 53% de estos suelos, con DI
comprendidas entre 0,4 y 3,0 MS/g de suelo. Ademas, en estas muestras, se
cuantificaron colonias del tipo A y B descrito, presentando DI variables que, en
ocasiones, llegaron a ser 10 veces superiores a las de V. dahliae (0,4-20,4 y 0,8-16,4
respectivamente). En el resto de suelos, V. dahliae no pudo ser recuperado, aunque
se obtuvieron cantidades considerables de las colonias del tipo A y B comprendidas
entre 2,8-26,4 y 0,4-21,6 MS/g de suelo respectivamente. De este trabajo se
desprende que para la cuantificacion de la DI de V. dahliae en el suelo, como paso
esencial para la prediccion de epidemias, es necesaria la identificacion precisa de las
colonias que forma este patdégeno sobre los medios semiselectivos.
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La aceituna jabonosa o antracnosis, causada por Colletotrichum spp., afecta
gravemente a algunos cultivares de olivo durante los afios de otofios lluviosos.
Ademas de la lluvia, la temperatura es también un factor determinante de la
severidad de las infecciones. En este trabajo se ha estudiado el efecto de diferentes
temperaturas constantes (5, 10, 15, 20, 25, 30 y 35 °C) sobre el crecimiento y la
germinacion de conidias del patdégeno, asi como sobre la infeccion de aceitunas,
utilizando dos aislados del hongo pertenecientes a las dos especies morfologicas, C.
acutatum y C. gloeosporioides, que han sido asociadas recientemente con esta
enfermedad en Andalucia.

Los dos aislados presentaron un patron similar de crecimiento en PDA a las
diferentes temperaturas, con un intervalo de crecimiento de 10-30 °C, temperatura
optima ligeramente superior a 21 °C y una tasa maxima de crecimiento de 6.1-6.8
mm/dia. Respecto a la germinacién de las conidias, los dos aislados tuvieron un
comportamiento similar: el intervalo de temperatura fue de 5-30 °C, con el éptimo
préximo a 25 °C y un tiempo medio de germinacion de 11.4, 5.8, 4.2, 3.4, 3.5,y 5.3
hr para 5, 10, 15, 20, 25 y 30 °C, respectivamente. Practicamente la totalidad de las
conidias germinadas formaron apresorios y la rapidez de formacién de apresorios
estuvo correlacionada con la germinacion de las conidias. También en este caso los
dos aislados tuvieron una respuesta similar; si bien, el aislado de C. gloeosporioides
formo los apresorios mas rapidamente.

En inoculaciones artificiales, el desarrollo de la podredumbre de las
aceitunas también resultd sensiblemente influido por la temperatura. Asi, la
podredumbre sdlo se desarrollé en el intervalo 10-30 °C y la severidad maxima se
alcanzo para los 25 °C a los 10-12 dias de la inoculacion. Excepto para 30 °C, no se
observaron diferencias significativas de virulencia entre los dos aislados del
patogeno para las diferentes temperaturas estudiadas. A 30 °C, el aislado de C.
acutatum resultdé marcadamente mas virulento que el aislado de C. gloeosporioides.
Los modelos de regresion ajustados estan siendo ampliados para un mayor nimero
de aislados y serviran para caracterizar las epidemias de esta enfermedad en
condiciones de campo.
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S. oleagina, agente del Repilo del olivo, es un patégeno especifico que
carece de estado sexual, por lo que las Unicas estructuras de dispersion son las
conidias asexuales que se producen en las lesiones foliares. Se acepta
generalmente que estas conidias son desprendidas de los conidiéforos y
diseminadas, sobre todo en sentido vertical, por la accion del agua de lluvia. No
obstante, la influencia de factores ambientales en este proceso clave de la
epidemiologia de la enfermedad ha sido escasamente estudiada.

La dispersion de conidias se evalué durante 1994-97 en un olivar
experimental (cv Picual) del CIFA de Cérdoba, que presentd severos ataques de
Repilo, mediante tres métodos: con el uso de portaobjetos de microscopio
impregnados con la sustancia adhesiva Tangle-foot® y colocados a diversas
distancias, con un muestreador volumétrico de esporas Burkard® colocado
equidistante a cuatro olivos y por aplicaciéon de una corriente de succion sobre las
lesiones secas.

La utilizacion de portas de microscopio impregnados con adhesivo resulto
ser el unico método que permitié cuantificar la dispersion de conidias de S. oleagina
a diversas distancias de la fuente de inoculo. La cantidad de conidias dispersadas
(Y) fue muy variable en funcion de la lluvia y disminuy6 drasticamente en el exterior
del area bajo la copa de los olivos, estableciéndose la relacién Y=exp (5.47X3"),
siendo X la distancia a la fuente de indculo. En todos los periodos de estudio, existid
una correlacion positiva entre la cantidad de lluvia acumulada durante el periodo y la
densidad de conidias detectada sobre los portaobjetos colocados bajo la copa de los
olivos. Ademas, en ausencia de lluvia, se detectaron conidias solo bajo la copa de
los olivos, como consecuencia del lavado ocasionado por el rocio. En periodos
lluviosos y de fuertes vientos se detectaron conidias hasta a 40 m de los olivos
afectados. Ni el Burkard® ni la aplicacién de una corriente de succién sobre las hojas
en seco resultaron adecuados para cuantificar la dispersion. No obstante, en tiempo
seco se detectaron con el Burkard® conidias asociadas a pelos aparasolados de la
hoja de olivo.

Los resultados de los experimentos han confirmado el papel preponderante
de la lluvia en la dispersion de conidias de S. oleagina. Se ha puesto de manifiesto,
ademas, otro mecanismo, el de los pelos aparasolados, que opera en tiempo seco.
Este mecanismo, aunque de menor importancia cuantitativa, podria ser responsable
de la dispersion a larga distancia, similar a la diseminacion por insectos detectada en
Italia. La humectacion foliar provocada por rocios o nieblas es responsable de una
dispersién que ocurre exclusivamente en sentido vertical pero que puede tener
importantes implicaciones epidemioldgicas.
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La principal enfermedad asociada con la “seca” de olivos jovenes en
Andalucia es la podredumbre radical causada por Phytophthora megasperma. Esta
enfermedad origina una desecacion y muerte de los plantones, con o0 sin
amarilleamiento previo o pérdida de las hojas marchitas, una vez que los olivos
jovenes ya han superado la etapa de establecimiento en el campo, ademas de la
podredumbre de raicillas y debilitamiento general de los olivos adultos. Con objeto
de profundizar en el estudio de la patogenicidad de P. megasperma y, al mismo
tiempo, conocer el efecto de factores decisivos en la infeccion del olivo por este
patégeno, se han realizado varios experimentos de inoculacion en condiciones
controladas.

En estos ensayos se ha estudiado el efecto del método de inoculacién, de la
densidad de inéculo, del contenido hidrico y del tipo de suelo, asi como de la
micorrizacion sobre plantones de olivo inoculados con el patdgeno. Para ello, se han
utilizado plantones de dos cultivares de olivo susceptibles (‘Picual’ y ‘Arbequina’) y
dos aislados seleccionados del patdégeno.

Los resultados han mostrado que los diferentes tipos y densidades de
indculo no han resultado significativamente diferentes; si bien, las condiciones
experimentales han influido de forma significativa en estos resultados. Para los
siguientes ensayos se selecciond el riego con el inéculo liquido, compuesto por una
suspension de oosporas y micelio, como el método de inoculacion mas adecuado.
Asi mismo, se ha observado que las condiciones de saturacion hidrica constante del
suelo son necesarias para el desarrollo de la podredumbre radical causada por P.
megasperma. La enfermedad no se desarrollé cuando el suelo se mantuvo a
capacidad de campo o entre capacidad de campo y 400 mm Hg. En lo que respecta
a los tres tipos de suelo ensayados (arenoso, arcilloso y la mezcla 1:1 de ambos), se
ha visto que no influyeron significativamente en el desarrollo de la podredumbre
radical en plantones de olivo inoculados con los dos aislados de P. megasperma y
mantenidos en condiciones de saturacion hidrica constante del suelo. Los plantones
de olivo micorrizados con Glomus intraradices e inoculados con los dos aislados del
patdogeno han mostrado una menor severidad de las infecciones que los plantones
no micorrizados. No obstante, dicho efecto estuvo influido por la susceptibilidad del
cultivar, siendo menos acusado en el cultivar mas susceptible ("Arbequina’) que en el
menos susceptible ('Picual’).
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SUPERVIVENCIA EN SUELO DE Fusarium solani f.sp cucurbitae RAZA 1
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CALABAZA, EN DISTINTAS CONDICIONES HIDRICAS
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Dos aislados de Fusarium solani (Mart.) Sacc. f.sp. cucurbitae W. C. Snyder
& H. N. Hans raza 1, agente causal de la podredumbre seca del cuello de la
calabaza (Cucurbita maxima Duchesne), han sido conservados en dos tipos de
suelo procedentes de Valencia y Almenara (Castellén), en distintas condiciones
hidricas (0, 25, 50, 75, 100, 150% de la capacidad de campo y agua destilada
estéril) realizandose observaciones secuenciales de la viabilidad del hongo y
estudios de la patogenicidad a calabaza de los reaislados asi como de sus formas
de conservacion.

Los resultados indican que en el primer mes después de la inoculacion del
substrato se produce un aumento brusco de la cantidad de unidades formadoras de
colonias, tras lo cual, a partir del segundo mes comienza un descenso progresivo de
éstas. Después de dos afios de estudio se han observado diferencias en la aptitud
de los dos tipos de suelos para la conservacion del patégeno. En el suelo de
Valencia el hongo ya no es viable en la mayoria de condiciones hidricas de
conservacion mientras que en el suelo de Almenara si se mantienen propagulos
viables en casi todas ellas. La conservacién en agua se ha mostrado como la mas
adecuada para mantener la supervivencia del hongo.

Se ha comprobado la presencia de clamidosporas y conidios como forma de
conservacion estudiandose la patogenicidad a calabaza tras dos afios de
conservacion.
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Monosporascus cannonballus Pollack & Uecker es uno de los principales
agentes fungicos implicados en el colapso del meldén (Cucumis melo L.) en diversos
paises productores de este cultivo y en los ultimos afios estd adquiriendo una
importancia creciente en Espafa.

En toda la bibliografia se cita a este patdgeno del suelo como adaptado a
zonas célidas y aridas. Sin embargo, en algunas zonas espafiolas M. cannonballus
se aisla habitualmente de raizs de meldn cultivado en terrenos de marjal que sufren
un encharcamiento en los meses de invierno por elevacion de la capa freatica.

A fin de clarificar la supervivencia de M. cannonballus en estos suelos se ha
realizado un estudio secuencial durante dos afios de extraccion del hongo de suelo
con y sin encharcamiento invernal. Para ello se ha puesto a punto un método de
extraccion de las ascosporas del suelo utilizando cedazos de 30 y 75 um que mejora
los métodos descritos en la bibliografia.

El encharcamiento apenas afecta a la supervivencia del hongo en campo: en
el tiempo que ha abarcado el estudio se ha observado sélo una ligera disminucion
de la presencia de ascosporas en suelo que no llega a ser significativa. Estos
resultados han sido complementados con otros ensayos llevados a cabo en
laboratorio donde M. cannonballus también ha sobrevivido muy bien en frascos de
agua estéril.

Los resultados obtenidos invitan a hacer una revision sobre la epidemiologia
de este hongo y su definicion como agente adaptado a zonas aridas.
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El colapso del melon constituye un factor limitante en la produccion de esta
cucurbitacea, tanto en Espafia como en California y Texas. Diversos hongos del
suelo estan implicados etioldgicamente en este sindrome, siendo Acremonium
cucurbitacearum (A. Alfaro-Garcia, W. Gams y J. Garcia-Jiménez) uno de los
patdgenos con mayor incidencia en nuestro pais. Recientemente, A.
cucurbitacearum se ha aislado también en el sur de Portugal, de plantas de melon
con sintomas de colapso.

En estudios previos se realizd un analisis de la compatibilidad vegetativa de
una coleccién de aislados espafioles y norteamericanos de A. cucurbitacearum. En
el presente trabajo se valora la diversidad genética de una amplia coleccion de
aislados de esta especie originales de Espafia, EEUU y Portugal mediante
marcadores RAPDs. Para ello, el ADN extraido de cultivos monospoéricos se
amplifica mediante PCR, utilizando como iniciadores de la reaccién los 40
oligonucleotidos de 10 bases de tamafio y secuencia aleatoria de las series Ay B de
Operon. De estos iniciadores, se seleccionan los que den una amplificacion
satisfactoria de todos los aislados. Algunos de los marcadores RAPDs identificados
son especificos para un determinado grupo de compatibilidad vegetativa. El analisis
UPGMA estructura en grupos distintos los aislados de origen ibérico y los
norteamericanos. Este resultado indica la existencia de diferencias intraespecificas
entre poblaciones de A. cucurbitacearum segun el continente de procedencia; sin
embargo no hay correlacion entre el origen geografico y el grado de semejanza entre
aislados cuando proceden de un mismo pais.
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Rhizopycnis vagum D. F. Farr es un nuevo género y especie de coelomycete
que ha sido recientemente descrito asociado a raices de melén en campos que
mostraban sintomas de colapso en Estados Unidos, Guatemala y Honduras. La
sintomatologia asociada a este hongo incluye necrosis y podredumbre de raices y
raicillas y, ocasionalmente, la presencia de pigmentacion rosada y microesclerocios
en las zonas afectadas.

En prospecciones realizadas entre los afios 1996 a 1999 en parcelas de
meldn con colapso en diferentes zonas productoras espafiolas se han detectado
numerosos casos de raices afectadas que presentaban coloraciones rosadas.
Asimismo se detectaron también estos sintomas en raices de otras cucurbitaceas.
De ellas se aislaban con frecuencia variable hongos cuyas colonias esporulaban con
dificultad y cuya morfologia en medio de cultivo patata-dextrosa agar (micelio
abundante de coloracién grisacea o marrén y reverso marron oscuro con zonas de
coloracion rojiza o rosada) se ajustaba a la descrita para este patégeno.

Se obtuvieron un total de 41 aislados de R. vagum procedentes de melon
(38), sandia (2) y portainjerto de sandia (1). R. vagum produce picnidios esféricos
superficiales o parcialmente inmersos en el material vegetal de 170 a 480 um de
diametro que presentan normalmente un ostiolo central con una papila de longitud
variable. Los conidios son cilindricos a fusiformes, de dimensiones 20,0-27,5 x 4,4-
6,3 um, con el 4pice redondeado y la base obtusa o truncada, tienen de uno a tres
tabiqgues (normalmente tres), y aunque al principio son hialinos adquieren una
pigmentacién oscura a medida que maduran. En el micelio se suelen presentar
cadenas de clamidosporas también de pigmentacidon oscura.

Se ha realizado un estudio de patogenicidad en melén de algunos de los
aislados de diferentes origenes (meldén, sandia y portainjerto de sandia)
comparandolos con aislados de referencia para este hongo procedentes de Estados
Unidos, demostrandose su patogenicidad a este cultivo.
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En verano del afio 1996 en Sueca (Valencia) y posteriormente en el afo
1998 en la zona de Haro (La Rioja) se detectd una nueva enfermedad en puerro
(Allium porrum L.) no descrita anteriormente en Espafa: las plantas afectadas
presentan una podredumbre en la zona basal acompafiada de una intensa
coloracion rojiza. Esta coloracion puede observarse en ocasiones en la zona de las
raices que también pueden presentar dafios. Posteriormente esta podredumbre se
extiende por el cuello de las plantas provocando la marchitez de las hojas exteriores
que llegan a desecarse totalmente imposibilitando cualquier aprovechamiento
comercial de las mismas.

Estos sintomas se detectaron no solo sobre plantas adultas sino también en
plantas jévenes a los 15-20 dias del trasplante. En este caso se aprecia un retraso
en su desarrollo acompafnado de seca de hojas y podredumbre basal rojiza similar a
la descrita anteriormente que en ocasiones puede provocar su muerte.

De las plantas afectadas se aisl6 consistentemente Fusarium culmorum
(Wm. G. Sm.) Sacc. Inoculaciones de diversos aislados del hongo en plantulas de
puerro reprodujeron los sintomas observados en campo.

Los ensayos de patogenicidad llevados a cabo con distintas variedades de
puerro (Alora, Axel, Casado, Goliath y Varea) mostraron que todas ellas eran
susceptibles frente a diversos aislados de F. culmorum aunque la variedad mas
sensible al patégeno en inoculacion artificial fue la variedad Casado, siendo Alora y
Axel las més tolerantes.

Actualmente esta enfermedad esta afectando a la produccién de puerro en
La Rioja donde se ha recomendado la desinfestacion de bandejas en los semilleros
y se estan realizando ensayos experimentales de tratamientos con benomilo para su
control.
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Durante los ultimos siete afios hemos realizado prospecciones con objeto de
determinar cuales son los agentes causales de virosis en los principales cultivos
horticolas de la Comunidad de Madrid. Los cultivos prospectados han sido melén y
otras cucurbitaceas, pimiento, tomate, judia verde y lechuga. Aunque la incidencia
de virosis varia mucho de unos afos a otros, los virus mas frecuentes se repiten de
afio en afo. Estos virus son el Virus del mosaico del pepino (CMV) en todos los
cultivos, el Virus del bronceado del tomate en tomate, pimiento y lechuga, y distintos
potyvirus segun el cultivo, principalmente WMV-2 en cucurbitdceas, LMV en lechuga
y BCMV en judia. No se tiene informacion sobre la incidencia de estos virus en
huéspedes silvestres potenciales. Esta informacion es relevante para determinar
cuales son las fuentes de indculo primario al principio de la estacion, ya que este
puede provenir de larga distancia, o haber pasado la estacién en la que no hay
cultivo en especies perennes, bisanuales, o anuales en las que haya transmision por
semilla. Ademas esa informacién es relevante a la hora de determinar que flujo
genético puede haber entre las poblaciones virales en cultivos y en plantas
silvestres.

Con el fin de obtener esta informacion se ha hecho un seguimiento de la
flora espontanea en lindes, parcelas en periodo entre cultivos, y eriales a pastos. En
primer lugar se ha analizado la composicion floristica de la vegetacion en estos
espacios sin cultivo, y su variacién en el tiempo. Para cada una de las especies
principales se ha estimado el porcentaje de superficie y volumen que ocupa en cada
muestreo. En las plantas muestreadas se ha analizado, directamente en el material
recogido de campo y tras inoculacion de distintos huéspedes experimentales, la
incidencia de CMV, TSWV y los potyvirus sefialados.

Los datos presentados son preliminares, en cuanto a que se deben a un solo
afio de estudio, pero son una aportacion importante al conocimiento de la ecologia
de virus que afectan a horticolas en una zona representativa de la horticultura al aire
libre del centro de Espafa.
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El virus del cribado del melén (Meldn necrotic spot carmovirus) ha sido
desde hace varios afios una de las enfermedades de mayor importancia en el Sur-
Este espafiol. Su sintomatologia tipica, que le da nombre, el cribado, no siempre se
hace evidente y otros sintoma menos especificos hacen su aparicién, como son el
de marchitamiento y muerte subita que de nuevo etiquetan a este virus. Con este
nombre y otros de similar significado tal como Colapso se mezclan entre si y definen
enfermedades de distinta etiologia.

La distribucion geografica de la enfermedad habia quedado delimitada a los
cultivos protegidos y de aire libre de la amplia zona citada anteriormente llegando
hasta Murcia. En la Comunidad Valenciana no se ha hecho un estudio rutinario y
concienzudo de la posible presencia de este virus en las distintas areas de cultivo de
las dos especies mas importantes de las Cucurbitaceas, el melén y la sandia, donde
aparecen los sintomas citados de la muerte de plantas, salvo puntuales
diagnésticos.

El presente trabajo aborda el estudio de esta problematica y recoge los
datos preliminares de la extension y localizacion de esta enfermedad en esta
Comunidad en estos dos cultivos al aire libre.
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En cultivos de tabaco procedentes de Guatemala se desarrollaron
tumoraciones en raices con evolucion a pequefias hojas cloroticas que adquieren el
color verde cuando alcanzan la superficie. Su aspecto, similar al presentado por una
planta parasita, la Orobanche, le ha dado el nombre de “False broom” a esta
sintomatologia. Estas brotaciones disminuyen el desarrollo de la planta y afectan a la
calidad de la hoja, redundando en un peor secado de la misma. Uno de los posibles
agentes causales es la bacteria Rhodococcus fascians, cuya presencia se ha
asociado a dicha sintomatologia en un total de 59 géneros de plantas diferentes.

Con el objetivo principal de comprobar si estaba presente R. fascians en los
tumores encontrados en las plantas de tabaco, se realizaron aislamientos
empleando diferentes medios de cultivo. Las pruebas bioquimicas y fisioldgicas que
se realizaron indicaron la presencia de dicha bacteria en varios de los aislamientos
realizados. Posteriormente, se realizé un diagndstico molecular mediante PCR. Se
utilizaron oligonucleotidos especificos para amplificar por PCR, el DNA de todos
aguellos aislamientos en los que se habia encontrado la bacteria mediante las
pruebas anteriores. El analisis electroforético de la reaccion de PCR revelo la
presencia de un producto de amplificacion de 220 pb tal y como cabia esperar para
una cepa de R. fascians. Una posterior secuenciacion de dicho fragmento seria
necesaria para confirmar la presencia de R. fascians en los tumores de tabaco.

En el presente trabajo se presenta también un estudio del sindrome en
cuanto a condiciones ambientales Optimas para el desarrollo, nutricion, productos,
transmision y sensibilidad varietal.
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El aguacate (Persea americana Mill.) se ha presentado desde su
implantacion en el litoral andaluz a finales de la década de los setenta como un
cultivo alternativo de regadio, a los tradicionales y poco productivos de secano, olivo,
almendro y vid. Las plantaciones de aguacate en esta zona se han incrementado
desde sus comienzos presentando actualmente una superficie de unas 8.000 Has.

En 1998 la produccion de aguacate obtenida de esta zona fue de 62.300 Tm,
lo que generd un producto bruto superior a 11.000 M de pesetas. El aguacate es el
segundo cultivo subtropical de Espafia en importancia después de la platanera,
exportdndose anualmente unas 44.000 Tm a paises de la CEE.

En el verano de 1999 se comenzaron a observar en una plantacion de
aguacates de 7 afos de edad, rodeada de pinos y monte bajo, en el termino
municipal de Istan (Malaga) arboles del cultivar Hass con sintomas similares a
aquellos producidos por los fitoplasmas. Estos consistian en hojas jovenes
enrolladas a lo largo del nervio central, alargamiento del &apice, clorosis y
deformaciones. Las clorosis se localizaban principalmente en los nervios centrales.
En algunas hojas mas viejas también se observaban deformaciones. Algunos
arboles presentaban un pobre desarrollo vegetativo (enanismo)

Para determinar si esta sintomatologia estaba asociada a la presencia de un
fitoplasma, muestras con los sintomas descritos se analizaron mediante la técnica
de la PCR. La extraccion de ADN se realiz6 a partir de nervios centrales de las hojas
siguiendo la metodologia de Ahrens y Seemiller 1992. Se utilizaron distintos pares
de iniciadores universales (P1/P7, P1/int, fU5/rU3), y de iniciadores especificos de
Stolbur (stol 4 f/r y stol 12 f/r).

Mediante la utilizacion de iniciadores universales se determiné la presencia
de fitoplasmas. Con los iniciadores especificos de stolbur de identifico la presencia
de este fitoplasma en las muestras analizadas.



P-166
SENSIBILIDAD DE LA DETECCION DEL FITOPLASMA ASOCIADO PEAR
DECLINE EN DISTINTOS ESTADIOS VEGETATIVOS

Garcia, M.}, Rodriguez, O.G.?, Lavifia, A.>, Medina V.' y Batlle A%

'Dpto Proteccién Vegetal. Institut de Recerca i Tecnologia Agroalimentaries (IRTA)
08348 Cabirils (Barcelona).
IRTA. UDL. Avda Rovira Roure 177. 25006-Lleida

Los fitoplasmas son patdgenos que se encuentran localizados en el floema
de las plantas en muy bajas concentraciones, especialmente en las plantas lefiosas.
Una de las enfermedades mas graves producidas por un fitoplasma en frutales es el
decaimiento del peral o Pear decline, considerandose ademas como uno de los que
se encuentran en mas baja concentracion. Esta enfermedad esta extendida en todos
los paises donde se cultiva el peral, entre ellos Espafia y es considerada de
cuarentena segun la OEPP, por lo que es necesario la certificacion del material
vegetal y el control de la enfermedad y sus insectos vectores. Para un adecuado
control es basico disponer de técnicas sensibles, asi como conocer la sensibilidad
de la deteccién en distintos estadios vegetativos del arbol y cuales son los érganos o
tejidos mas adecuados para la deteccion del patdgeno en cada época.

Debido a su alta sensibilidad, la técnica de la reaccion en cadena de la
polimerasa es uno de los métodos mas utilizados actualmente para la deteccion e
identificacion de fitoplasmas. En este trabajo se ha evaluado la sensibilidad de la
técnica para la deteccion del PD a lo largo del afio, asi como la distribucion de éste
en el arbol. Para ello se han tomado muestras quincenalmente durante todo el afio
de arboles identificados previamente como positivos. Las muestras se han tomado
de tres niveles diferentes del arbol y la identificacion se ha realizado en corteza,
yemas vegetativas, yemas florales, nervios de hojas y peciolos.

La deteccién se ha realizado mediante nested PCR con los iniciadores
universales P1/P7, fU5/rU3 y los iniciadores especificos fPD/rPD

Se ha descrito la deteccidén de fitoplasmas durante el periodo de reposo
invernal en algunos frutales pero no en peral. Los resultados obtenidos en este
trabajo, muestran la posibilidad de detectar el ADN del fitoplasma durante el periodo
de latencia invernal, ya que ha sido detectado en las variedades Abatte Fettel,
Decana de Comice, Flor de invierno y Limonera durante esta época. Esto indica que
la PCR es una técnica apta para el control de estaquillas procedentes de vivero.
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Se han descrito en citricos 5 especies de viroides (CEVd, CVd-I, HSVd,
Cvd-lll 'y Cvd-IV). EI CEVd y determinadas variantes de HSVd inducen
enfermedades de importancia econdémica (exocortis y cachexia) en especies
sensibles. La informacion disponible indica que las otras tres especies y las
variantes no virulentas de HSVd inducen distintos grados de enanismo en arboles
injertados sobre patrones sensibles, un efecto de interés para el establecimiento de
plantaciones de alta densidad, que no ha sido evaluado en las condiciones de cultivo
de la Comunidad Valenciana.

Se seleccionaron cepas puras de cada una de las especies de viroides para
determinar su efecto en Poncirus trifoliata, naranjo amargo y tangelo Orlando. El
efecto mas interesante se observo en P. trifoliata infectado con CVd-Ill ya que los
arboles tenian una altura (76.5%) y volumen de copa (50.4%) significativamente
inferiores a los controles, sin ningun otro sintoma asociado a la infeccién. Este
mismo efecto se confirm6 en una parcela comercial de naranjo dulce Navelate
injertado sobre P. trifoliata y una parcela experimental de naranjo dulce Washington
Navel injertado sobre citrange Carrizo (P. trifoliata x C. sinensis) aunque en todos los
casos el efecto fue inferior. No se encontraron diferencias significativas entre las
distintas cepas de CVd-lll incluidas en estos ensayos.

Se procedio a la caracterizacion molecular de distintas fuentes de CVvd-lli
aisladas en Espafa y en Cuba. Mediante una estrategia de RT-PCR, se sintetizaron
cDNAs de los aislados que se ligaron al vector pUC18. Los insertos de los clones
obtenidos se amplificaron por PCR y se sometieron a analisis conformacional del
DNA monocatenario (SSCP), lo que permitio realizar una primera estimacion de la
variabilidad e identificar aquellos que contenian las secuencias mas frecuentes. La
comparacion de las secuencias obtenidas con las secuencias de referencia CVd-llla
y CVd-lllIb permiti6 establecer que a diferencia de otros viroides, el CVd-Ill presenta
poca heterogeneidad tanto dentro de un aislado como entre aislados.
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La enfermedad de las hojas quebradizas (“maladie des feuilles cassantes”)
de la palmera datilera fue descrita en 1986 en el oasis de Nefta y se ha difundido a
practicamente todos los oasis del Jerid (Tunez). Esta enfermedad se caracteriza por
el amarilleamiento progresivo de algunas palmas cuyos foliolos se vuelven
translicidos y quebradizos. En fases avanzadas, los sintomas se manifiestan en
todas las palmas y conducen a la pérdida del valor de las palmeras, cuyos datiles no
son comercializables, y en ultima instancia a la muerte de las mismas. La rapida
difusion de la enfermedad en los Ultimos afios estd poniendo en peligro la
supervivencia de los oasis del sur de Tunez de gran importancia ecoldgica y
econdmica.

La hipdtesis de que estos sintomas obedezcan a causas fisiologicas o a
practicas culturales inadecuadas parece poco probable, pero los esfuerzos dirigidos
a encontrar un patégeno (hongo, bacteria, fitoplasma o virus) asociado con las
plantas enfermas no han dado resultados. El andlisis de preparaciones de acidos
nucleicos mediante dos electroforesis sucesivas en geles de poliacrilamida no
desnaturalizantes y naturalizantes ha permitido detectar en plantas enfermas dos
RNAs, de movilidad similar a las formas circulares de los viroides, que no se
detectan en plantas asintomaticas. Sin embargo, dichos RNAs se marcaron
radiactivamente con [y*’P]JATP y polinucleétido quinasa, indicando que se trata de
moléculas lineales. EI comportamiento cromatogréafico de estos RNAs en celulosa no
i6nica sugiri6 que podrian ser RNAs bicatenarios (dsRNA), posibilidad que se
confirmé mediante digestion con RNasa en alta fuerza ionica. Para determinar su
secuencia, los dsRNAs se poliadenilaron en sus extremos 3’ con poli-A polimerasa y
seguidamente se sintetizd un cDNA por transcripcion reversa utilizando el cebador
(5-GCTAGCAAGCTTCTCGACT;7-3"). A los cDNAs obtenidos se les incorporé una
cola de poli-C en los extremos 3’ con transferasa terminal. La sintesis de la segunda
hebra y la amplificacion del DNA por PCR se efectué con Taq DNA polimerasa y los
cebadores (5-GCTAGCAAGCTTCTCGACTT-3") y (5-G2sN-3’, donde Nes A, C O T).
Los productos amplificados se ligaron al vector pGEM-T-Easy y se transformaron
células competentes. La secuenciacion de cinco clones mostrd que los RNAs
bicatenarios identificados en las palmeras afectadas corresponden a un fragmento
del genoma del cloroplasto. Uno de estos clones se utilizd para preparar sondas
radiactivas de ambas polaridades que generaron sefiales de hibridacién de
intensidad similar con los dsRNAs, confirmando su naturaleza bicatenaria. Estos
resultados muestran que los dsRNAs no proceden del agente inductor de la
enfermedad sino que mas bien son un efecto de la misma.
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El cultivo de la albahaca Ocimum basilicum para su uso como condimento
alimentario se ha extendido recientemente desde Italia a muchos otros paises. Sin
embargo desde muy antiguo, esta planta se cultiva en algunos pueblos valencianos
no ya como comestible sino como ornamental-aromatica y sobre todo en las
ofrendas florales a la Virgen de la Asuncion el 15 agosto. Bétera es uno de los
pueblos con mayor tradicion ofreciendo ademas las "Alfabegues" de mayor tamario,
las cuales llegan a alcanzar frecuentemente los 2m de altura.

El cultivo tradicional se realiza en grandes contenedores de barro
profusamente decorados. Como substrato se usa estiércol de oveja, muy
descompuesto, sobre el que se hacen germinar un nimero abundante de semillas.
El crecimiento continuado de las plantas se garantiza mediante pinzamientos de las
inflorescencias, la posicién erecta mediante un entutorado artesanal realizado con
cafas e hilo a manera de tela de arafia. Los riegos muy frecuentes (varias veces al
dia) junto a una fertilizaciéon organica y mineral abundante garantizan un crecimiento
rapido

En la primavera de 1997 se detectdé una marchitez con necrosis vascular y
muerte de planta de donde se aisl6 Fusarium oxysporum. Las pruebas de
patogenicidad demostraron la relacion clara de este hongo con la enfermedad. Se
detectd el hongo en el substrato, en el ambiente pero sobre todo en la semilla. El
substrato esterilizado, con semillas desinfectadas con una solucion de Cl,Hg al 0.1%
durante 1minuto resulté suficiente para eliminar el hongo y la enfermedad. Los
medios de transmisién de la enfermedad eran por una parte la reutilizacion de los
contenedores, a causa de su.coste, y por otra el que en el mismo local se establecia
un vivero para seleccionar la semilla para el afio siguiente. La manipulacion de las
semillas después de haber tocado las plantas enfermas aseguraba la infeccion de la
simiente.

En la primavera del 1998 volvié a aparecer la enfermedad, que se intento
controlar mediante tratamientos muy frecuentes al substrato con benomilo con lo que
se consiguio llegar a la fecha de la ofrenda con las plantas vivas aunque en un
estado deplorable. Finalmente, el cambio de contenedores usados por otros nuevos,
similares, de plastico junto a la limpieza y desinfeccion del local, substrato de cultivo,
semillas y una profilaxis adecuada se consiguié un cultivo sano. Paralelamente se
realizaron estudios para mejorar el sistema de cultivo, mediante riego localizado y la
sustitucién de estiércol puro, por fibra de coco, y algunas combinaciones de fibra de
coco Yy turba sphagnum. Solo una de las plantas volvié a presentar sintomas de la
enfermedad, pero ya en la etapa final del cultivo, y sin incidencia alguna en el
desarrollo de las plantas. Tanto las plantas cultivada en estiércol como las de la fibra
de coco crecieron de manera similar, y mejor que las combinaciones con turba. Las
plantas este afio alcanzaron el récord de 2.27m de altura, recuperandose el
esplendor de la fiesta.
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En el cultivo de produccion de planta de fres6n (Fragaria X ananassa) en los
viveros de las provincias de Avila, Segovia y Palencia, se puede observar la
siguiente sintomatologia: las hojas maduras tienden a mostrarse abarquilladas y
enrojecidas, el enrojecimiento de las hojas avanza progresivamente desde los
bordes hacia el centro, siendo cada vez mas intenso, la hoja termina necrosandose y
deja de ser fotosintéticamente activas, las hojas jévenes se caracterizan por ser
poco vigorosas, mas pequefias de lo normal (enanismo), de peciolos cortos, el
sistema radicular, tipicamente fasciculado de una planta sana de freson, se extrae
facilmente del suelo mostrando una pérdida considerable de raices secundarias. La
planta produce menos estolones y su vida se acorta considerablemente. Esto lleva a
una merma considerable del rendimiento del cultivo y a una pérdida importante a
nivel econémico en dichos viveros. Este sindrome se conoce en la zona como
"planta maricona”.

La presencia de fitoplasmas se ha encontrado asociada consistentemente
con este sindrome. La deteccién se ha realizado por la técnica de PCR usando
cebadores universales que amplifican el ADN ribosomico de fitoplasmas y la region
codificante de las proteinas ribosémicas rps 3, rp122 y rp116, de esta misma manera
se detectd que en otros cultivos tipicos en la zona también se veian infectados
(como por ejemplo, la zanahoria), asi como en malas hierbas.

La determinacion de la secuencia de estas regiones ha permitido identificar
el fitoplasma asociado a la planta roja del fresén y sus relaciones con fitoplasmas
detectados en otros cultivos de la zona y de otras regiones espafolas. La homologia
es maxima con el subgrupo Strawberry 2 del grupo | de fitoplasmas.

Ademas, mediante esta metodologia se ha puesto a punto un método de
diagnostico que permite la deteccidn precoz, asi como la realizacion de estudios
epidemioldgicos. Estos se centraran en la identificacion de posibles vectores y
huéspedes alternativos.
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La pataca o aguaturma Helianthus tuberosus L. es una planta herbacea
anual de la familia de las compuestas. Su cultivo esta practicamente extinguido, pero
en los dltimos afios se programan, a través del Plan de Experimentacion Agraria de
la Comunidad Autdnoma, experiencias agricolas por el interés que presentan sus
tubérculos ricos en inulina, en fructosa y por la posibilidad de producir etanol.

En una experiencia con trece variedades, se detectaron tubérculos con
podredumbre blanda y en algunos presencia de micelio externo. Se efectuaron
siembras en medios de cultivo PDA, CMAy MEA.

El aislado fangico obtenido se ha identificado como grupo Sclerotinia
sclerotiorum Mordue J. M .M. (1986) en funcion:

- del color de la masa miceliar

- del color de los esclerocios

- de la distribucion de los esclerocios

- del tamafio, forma y estructura de los esclerocios

En nuestras condiciones geograficas la pataca es una planta de
reproduccion vegetativa, por lo que este patégeno puede suponer un problema dada
su alta gama de plantas hospedantes y habra que tenerlo en cuenta en
consideraciones epidemioldgicas.
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El decaimiento del peral ("pear decline") es una grave enfermedad asociada
a la presencia de fitoplasmas, detectada en Europa y norte América y transmitida por
homopteros de la familia Psyllidae.

En general, la deteccion de los fitoplasmas es dificil, debido a su baja
concentracion e irregular distribucion en las plantas hospederas, sobre todo en las
lefiosas. Actualmente, la técnica mas utilizada es la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), debido a su sensibilidad y cada vez mayor conocimiento de las
secuencias, que permite disefiar oligonucleotidos cebadores mas especificos.
Gracias a esta técnica se ha avanzado notablemente en la clasificacion de los
fitoplasmas, que sitla el decaimiento del peral en el grupo de las proliferaciones de
manzano (AP), junto con el fitoplasma de enrollado amarillo del melocotonero
(PYLR) y los fitoplasmas de frutales de hueso europeos (ESFY).

A fin de optimizar los métodos de deteccién, quisimos saber si las
secuencias de los aislados espafioles eran similares a las de dos secuencias
europeas hasta ahora publicadas, una italiana (n°® accesion Y16392) y otra alemana
(n° accesién X76425).

Entre mayo y julio de 1999 se muestrearon campos de perales comerciales
en los que anteriormente se habian detectado fitoplasmas, en Sevilla (cv. Tosca) y
Badajoz (cv. Ercolini), injertados sobre membrilleros o BA-29. Los perales de Sevilla
mostraban aproximadamente dos tercios del porte normal, menor follaje,
proliferaciones, amarilleamientos y frutos pequefios. Los perales de Badajoz
mostraban escasa vegetacion, madera y hojas enrojecidas, menor tamafio de hoja,
entrenudos cortos y debilitamiento generalizado. Se realizaron extracciones de DNA
y se llevaron a cabo hibridaciones dot blot con sondas de oligonucleotidos
biotiniladas y utilizando el kit de deteccion de quimioluminiscencia ECL (Amersham).
También se realiz6 nested PCR: una primera PCR con los oligonucleotidos
conservados P1/Tint (amplifican aprox. 1600 nt) y la segunda con f01/r01 (amplifican
aprox. 1100 nt). De los 15 arboles muestreados en Badajoz y 7 en Seuvilla, fueron
positivos por alguna de las técnicas 10 (66'6%) y 4 (57'1%), respectivamente. La
discriminacion de muestras positivas fue superior utilizando la PCR, puesto que las
hibridaciones con sondas biotiniladas dieron unas sefiales muy bajas. Se
secuenciaron directamente productos f01/r01 de PCR de dos muestras de cada
zona. Las cuatro muestras mostraron mas de un 96% de homologia con las
secuencias alemana e italiana. Se compararon con las secuencias de otros aislados
del grupo de las proliferaciones del manzano y se realizaron arboles filogenéticos.
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Monilinia laxa es el hongo fitopatdgeno causante de la podredumbre parda y
momificado de fruta de hueso. También causa marchitamiento de flores y brotes y
chancros en ramas. En afios favorables para su desarrollo ocasiona graves pérdidas
en las plantaciones. La epidemiologia de la enfermedad ha sido poco estudiada en
Espafia y estudios de diversidad genética de sus poblaciones pueden aclarar
aspectos importantes de ésta.

La diversidad genética y la estructura de la poblacion de Monilinia laxa en
Espafa se ha estudiado usando marcadores moleculares RAPDs debido a que no
se tenia informacion previa del genoma del hongo. Inicialmente se han determinado
las condiciones de la PCR en las que se obtenian mejores resultados. Para ello se
utilizaron dos aislados (ES-37 y T-5). Las condiciones estandar fueron: una
desnaturalizacion inicial a 94 °© C durante 6 minutos, seguida de desnaturalizacion a
94 °C durante 1 minutos, anillamiento a 38 °C durante 2 minutos y extension a 72 °C
durante 2 minutos. La amplificacion se termind a una extension final de 5 minutos a
72 °C.

Una vez establecidas las condiciones estandar se realizdé un screening con
esos mismos dos aislados de M. laxa y con 40 cebadores pertenecientes a las
series B y D de Operon Technologies Inc. Se han seleccionado los cebadores
OPB-06, OPB-08, OPD-05, y OPD-19, con los que se obtenian bandas polimorficas
en los aislados estudiados. Se han obtenidos 10 marcadores polimérficos y 11
monomorficos.

Con estos marcadores se han analizado 22 aislados procedentes de 7
huertos comerciales de diferentes zonas de cultivo de frutales de hueso en Espaifia.
Se discuten los resultados obtenidos en relacion con la epidemiologia de la
enfermedad.
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El virus del mosaico enanizante del maiz (Maize dwarf mosaic potyvirus,
MDMV) es endémico en los cultivos de maiz en Catalufia, con una incidencia
constante en el tiempo superior al 20%. La informacién disponible sobre la
variabilidad de MDMV es muy limitada, especialmente de aislados de campo. El
analisis de restriccion de 1200 p.b. de la region 3" del ARN gendémico de mas de
300 aislados obtenidos de maiz y Sorghum halepense durante varios afios
consecutivos indica que esta variabilidad es elevada. Los aislados estudiados se
pueden clasificar en mas de 20 grupos distintos, aunque el 80% de los aislados
pertenecen a cuatro grupos. De las seis secuencias de restriccion analizadas, dos se
hallan presentes en mas del 60% de los grupos y se mantienen en el tiempo y, es
en una de estas secuencias donde se ha determinado el mayor polimorfismo. Hay
grupos poco frecuentes pero que se mantienen a lo largo de los afios. En general, se
ha observado una buena concordancia entre los aislados recogidos en primavera y
los recogidos en verano, asi como también entre los obtenidos de S.halepense y los
de maiz.
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La podredumbre de la raiz en aguacate es un problema de amplia
distribucion que ha frenado el desarrollo del cultivo en todos los paises productores.
La enfermedad, causada por Phytophthora cinnamomi, ocasiona una disminucion en
el peso y la calidad del fruto, ademas de terminar matando al arbol. El objetivo de
este trabajo ha sido determinar la variabilidad genética del patdégeno, utilizando para
ello amplificaciones al azar de ADN polimérfico (RAPD).

Se utilizaron 22 aislados, 12 de Phytophthora cinnamomi y 10 de otras
especies de Phytophthora pertenecientes a los grupos I, 1ll, V y VI definidos por G.
Waterhouse en 1963. Se incluyeron cepas de Phytophthora cinnamomi de diverso
origen geografico (Canarias, Peninsula, Europa y California) asi como del tipo Al y
A2. La mayoria de los aislados provenian de aguacate, incluyéndose también
aislados de otros hospedadores como la vifia y el roble. De los 40 iniciadores
probados se seleccionaron los 15 que dieron mejores amplificaciones.

Los resultados obtenidos indican que los aislados de Phytophthora
cinnamomi utilizados son muy similares, siendo claramente distinguibles mediante
RAPD del resto de los aislados de las otras especies del género Phytophthora
utilizadas. Los dos aislados de las variedades parasitica y nicotianae, ambas
pertenecientes a la especie Phytophthora parasitica, dieron amplificaciones
similares, siendo indistinguibles con los iniciadores ensayados. Estos resultados son
consistentes con los descritos en la bibliografia que indican una gran homogeneidad
genética dentro de la mencionada especie, incluyendo a las dos variedades
existentes. Dentro del grupo de Phytophthora cinnamomi hay poco polimorfismo,
observandose marcadores especificos Unicamente en tres de los aislados utilizados,
sin que esta variabilidad pueda asociarse al hospedador, origen geogréfico o tipo.



P-176
ENSAYO DE DETECCION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS SIMPLES DE
HONGOS DEL AZULADO POR EL METODO API ZYM

Troya, M.T., Llinares, F., Mufioz-Mingarro, D., Pozuelo, M.J., Acero, N., Rodriguez-
Borrajo, C. y Navarrete, A.

Univ. San Pablo CEU, Apdo. 67, 28668-Boadilla del Monte, Madrid (Spain)
CIFOR-INIA, Apdo. 8111, 28080-Madrid (Spain)

El azulado producido en monte sigue siendo un problema en los paises de
clima templado. Se ha observado en la préactica selvicola de determinadas areas
geograficas espafiolas, que los productos antiazulado no siempre son eficaces, pues
su poder fungicida varia en ocasiones en funcion de la especie de madera y
microbiota existente en la regidn. No siempre es facil identificar las especies
causantes de este dafo, por lo que el objetivo de este trabajo ha sido el
agrupamiento de diversos aislados en funcion de la deteccion de actividades
enzimaticas sencillas siguiendo un método de facil y rapida aplicacibn como es el
API-ZYM.

Se han ensayado 36 cepas de Ceratocystis spp. aisladas en diversas
especies de Pinus sp., cuyos resultados se contrastaron con las actividades
detectadas en las mismas condiciones de Pullularia pullulans y Sclerophoma
pityophila. Para ello, se inocularon dichas cepas en medios de cultivo con solucion
salina base de Eggins y Pugh adicionados con serrin de Pinus sylvestris al 1 % en
una serie, y otra con una mezcla de los monosacaridos mas frecuentes en las
células lefiosas (glucosa, manosa, galactosa, arabinosa y xilosa) al 1 %. Los
extractos centrifugados tras 20 dias de incubacion, se inocularon en las galerias del
API-ZYM.

El andlisis de los componentes principales realizado con los resultados
obtenidos mostré6 que el serrin induce actividades enzimaticas implicadas en la
degradacion de polisacaridos, como la a-manosidasa, ao-galactosidasa, f3-
glucuronidasa, pB-glucosidasa y p-galactosidasa, que aparecieron como los factores
de mayor peso especifico en la dispersion de datos sobre los dos ejes principales
primeros. Tambien se observé que diversas cepas de Ceratocystis mostraron
actividades similares o mayores a las de P. pullulans y S. pityophila, lo que sugiere
que éstas podrian presentar mayor virulencia que el resto de las cepas ensayadas.
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El género Fusarium Link es ampliamente conocido debido,
fundamentalmente a las graves enfermedades que algunas de sus especies causan
en los cultivos. Aunque se han realizado algunos estudios comparativos sobre la
abundancia y distribucién de las distintas especies de Fusarium en suelos cultivados
y no cultivados, en realidad poco se conoce sobre este aspecto. El papel que
desempefan los Fusaria en los ecosistemas de suelos no cultivados podria ser
diferente al desempefiado en los suelos de cultivo. Aunque las dehesas pueden
representar areas perturbadas, normalmente no estan sometidas a la misma accion
antropica que las zonas de cultivo agricola, y la micoflora de sus suelos es similar a
la de los de &reas no cultivadas.

Con el objeto de caracterizar la flora fusarica de los suelos de dehesas de
Extremadura se realiz6 una prospeccion en 18 dehesas de Badajoz con arbolado de
encina.

Para la cuantificacion de las especies de Fusarium presentes en las
muestras de suelo se utilizé el medio selectivo de Komada, y la identificacion
especifica se realizé segun la sisteméatica de Messiaen y Cassini.

En todos los suelos estudiados estuvo presente el género Fusarium, con
densidades de poblacién total oscilando entre 2357 y 33624 u.f.c./g de suelo. Las
densidades fueron en general elevadas, ya que en tan s6lo 5 de los suelos
muestreados fueron inferiores a 10000 u.f.c./g de suelo. Las especies aisladas
fueron F.oxysporum, F.roseum y F.solani. F.oxysporum fue la especie predominante
en la mayoria de las muestras, llegando a representar hasta el 98% de la poblacion
en algunas de ellas. Sin embargo, en 2 de los suelos muestreados esta especie se
vio desplazada por F.roseum, que llegd a representar en estos casos mas del 60%
de la poblacién total. F.solani tan solo estuvo presente en 7 de las muestras, y en
todas ellas en una densidad muy baja, no superior a 8 u.f.c./g de suelo.

El hecho de que el género Fusarium estuviera presente en todos los suelos
muestreados y con unas densidades de poblacion considerables en muchos de ellos
sugiere que los Fusaria son pobladores naturales de los suelos de dehesa en
Extremadura.
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El cultivo de cucurbitdceas es una actividad que posee gran importancia
econdémica en Andalucia. El oidio es una enfermedad causada fundamentalmente
por Sphaerotheca fusca que produce importantes pérdidas en cultivos de
cucurbitaceas en el sur de Espafa, sobre todo en meldén. En campo la enfermedad
se controla mediante la continua aplicacion de diferentes fungicidas durante todo el
periodo de cultivo.

El objetivo de nuestro estudio es caracterizar cepas aisladas en las
provincias de Almeria y Malaga de cultivos tanto al aire libore como en invernadero.
Se dispone de cepas aisladas desde el afio 1993 y se continlan actualmente
aislando. Se obtienen aislados monospéricos sobre cotiledones de melon cv Iran-H
en medio de Bertrand, que se mantienen por transferencia de conidios a material
vegetal fresco una vez al mes y/o se conservan congeladas a —80°C. Dicha
caracterizacion permitira obtener informacion de interés epidemioldgico y util para el
disefio de estrategias de control. Entre las caracteristicas biolégicas que se estan
estudiando:

Establecimiento de razas segun la clasificacion de Pitrat, empleando los
genotipos de melon PMR 6, PMR 45, WHR 29, Pl 124112 , Pl 414723, Edisto 47 y
Rochet que permiten diferenciar 7 razas diferentes.

También se realizan ensayos para determinar el espectro de huésped de
nuestros aislados empleando diferentes cultivares de varias cucurbitaceas:
calabaza, calabacin, sandia, pepino y melon, siendo el calabacin la especie mas
susceptible a los aislados ensayados.

La compatibilidad sexual se estudia enfrentando cada uno de nuestros
aislados con las cepas de referencia de diferente tipo de compatibilidad sexual para
determinar con cual de ellas se observa la formacion de cleistotecios.

En relacion con la sensibilidad de los diferentes aislados frente a fungicidas
antioidio se han empleado varios métodos tanto “in vitro” como en campo
observandose resistencia en algunas de las cepas estudiadas.

Ademas se ha empezado a realizar una aproximaciéon molecular a la
caracterizacion de dichas cepas mediante la puesta a punto de métodos de RAPD-
PCR que mas adelante podria completarse con el empleo de secuencias
especificas o cebadores no al azar.
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El virus del mosaico del nabo es uno de los virus vegetales que mas dafos
producen en cultivos horticolas en el mundo. Es un virus extremadamente variable
en sus propiedades patogénicas y seroldgicas, siendo de extremada importancia su
caracterizacion con criterios genéticos. En este sentido, hay estudios centrados en el
analisis del gen de la proteina de la capsida (CP) y en la region 3"-UTR. En este
trabajo se presenta un nuevo sistema para el analisis genético de la practica
totalidad del genoma viral.

El método esta basado en la inmunocaptura y RT-PCR de una region de 9,4
Kb del genoma de TuMV (96% del genoma total) y su posterior digestiéon con la
enzima Msel. A los fragmentos resultantes se les liga un adaptador marcado con
fluorescencia, pudiendo de este modo separarlos mediante electroforesis capilar.
Como control de la fiabilidad de la metodologia se empled el aislado UK1 y un clon
infectivo, construido a partir de UK1, mostrando ambas muestras idéntico patron de
bandas. En los once aislados estudiados se detectaron un total de 165 fragmentos
de ADN, con un elevado numero de fragmentos especificos de aislado.

Con estos datos se pudieron calcular las distancias genéticas entre aislados
y realizar agrupamientos. La comparacion de estos resultados con los obtenidos por
analisis de restricciéon del gen CP puso de manifiesto una baja correlacion entre
ambos (0.6500). La mayor capacidad de resolucion con el estudio del genoma total
guedo6 demostrada al poder diferenciar con este método aislados que tenian idéntico
patron de bandas por analisis del gen CP. Estos resultados demuestran que la
caracterizacion molecular con un pequefio porcentaje del genoma del virus no es
representativa la variacion genética total.

La potencialidad de esta nueva herramienta de andlisis molecular y su
utilidad para detectar recombinantes son también aspectos que seran discutidos en
este trabajo.
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El potyvirus del mosaico del nabo (TuMV) tiene una gama de huésped muy
amplia, incluyendo mas de 300 especies de plantas y muestra un gran nivel de
variabilidad a nivel biol6gico, seroldgico y de patotipos. Se ha abordado la taxonomia
molecular de este virus en una colecciéon de aislados en la que estan representados
diversos origenes geograficos y diversas familias de plantas como huésped original
de los aislados. Se presentaran los resultados correspondientes a dicha taxonomia
molecular.

TuMV infecta el huésped modelo Arabidopsis thaliana. La inoculacion de
diversos ecotipos de Arabidopsis con diversos aislados del virus indica una
correlacion entre el tipo de sintomas inducidos y la raza genética del aislado viral. La
disponibilidad de un clon infectivo de TuMV permitira el mapeo de determinantes
virales implicados en la induccion diferencial de sintomas.
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Durante el periodo otofio-invernal de los afios 1996-98 se han registrado
fuertes ataques de la enfermedad conocida como antracnosis 0 aceituna jabonosa
en varios cultivares de olivo en Andalucia. El caracter ocasional de estas epidemias
ha motivado que apenas existan estudios sobre esta enfermedad. En este trabajo se
ha realizado la caracterizacion morfolégica, cultural y patogénica de los aislados de
Colletotrichum obtenidos de aceitunas y ramas de olivos afectados en diferentes
comarcas olivareras andaluzas.

Para la caracterizacidon morfoldgica y cultural, se han utilizado 27 aislados de
olivo que se compararon con 4 aislados de referencia: C. acutatum, C. fragariae y
dos de C. gloeosporioides. Se evaluaron diversos caracteres morfolégicos (micelio,
colonia, acérvulos, clamidosporas, conidias y apresorios), asi como el crecimiento a
diferentes temperaturas y la sensibilidad a fungicidas. Los resultados de este estudio
han puesto de manifiesto que los caracteres morfolégicos y culturales son
insuficientes para separar claramente a los aislados. No obstante, 26 de los 27
aislados podrian identificarse como C. acutatum y el aislado restante como C.
gloeosporioides, atendiendo a la forma y tamafio de la conidias. Los 27 aislados
tuvieron un patrén similar de crecimiento a diferentes temperaturas, con un intervalo
de 10-30 °C, temperatura Optima de 21.8 °C y una tasa maxima de crecimiento de
6.2 mm/dia. Estos datos difirieron notablemente de los aislados de referencia, que
presentaron una mayor tasa de crecimiento, sobre todo a altas temperaturas. La
sensibilidad al fungicida benomilo no varié para dos aislados seleccionados de C.
acutatum y C. gloeosporioides.

Con estos dos aislados seleccionados se realizé el estudio de patogenicidad
en aceitunas y en plantones jovenes. La infeccidn de las aceitunas por los dos
aislados de Colletotrichum aument6 notablemente al avanzar la maduracion y con la
presencia de heridas en los frutos. Estos factores modificaron totalmente la
susceptibilidad de los cultivares. De los tres cultivares ensayados, ‘Picual’ resultd
resistente, ‘Hojiblanca’ susceptible y ‘Picudo’ muy susceptible, cuando se evaluaron
las aceitunas inmaduras sin heridas; pero los tres cultivares resultaron muy
susceptibles al evaluar las aceitunas maduras o heridas. Los dos aislados de
Colletotrichum infectaron hojas y tallos de los plantones jovenes de olivo inoculados,
pero apenas produjeron sintomas, aunque se mantuvieron en los tejidos infectados
durante mas de 1 afio.
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Erwinia amylovora es el agente causal del Fuego Bacteriano, enfermedad
que afecta gravemente a diversas especies de rosaceas, y que produce pérdidas
econdémicas de importancia en peral y manzano. Esta enfermedad es altamente
contagiosa, ocasiona la muerte progresiva de las variedades sensibles y es de dificil
control una vez que se ha introducido en una zona. Desde que en 1995 se detectara
por primera vez en Espafa, han sido numerosos los focos encontrados,
principalmente en la zona del noreste espafiol. Se considera que la causa mas
importante de dispersion de la enfermedad, tanto a largas como a cortas distancias,
es debida al transporte de material vegetal infectado, aunque no se conoce con
certeza cual es la contribucion de ésta y otras vias a la diseminacion del patdgeno.
Las técnicas gendémicas basadas en la PCR,(como RAPD, PCR-ribotyping, rep-PCR
y PFGE) se han revelado como herramientas Utiles en la caracterizacién genética de
diversas enfermedades bacterianas y se estan aplicando actualmente para los
estudios epidemioldgicos de este patdgeno. Aunque estas técnicas han puesto de
manifiesto que E. amylovora es genéticamente muy homogénea, la técnica de PFGE
ha permitido diferenciar y agrupar aislados. Debido a su alta sensibilidad, nuestro
grupo ha abordado la técnica de AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)
para caracterizar un grupo de cepas de distintos origenes geograficos, huéspedes y
afio de aislamiento. Atendiendo a la reproducibilidad de las amplificaciones y a su
aptitud en la produccion de polimorfismos, se seleccionaron cuatro combinaciones
de cebadores EcoRI/Msel con una sola extensiéon nucleotidica a partir de 30
combinaciones examinadas. Se obtuvieron entre 40 y 127 bandas por combinacion,
siendo el numero de bandas por cepa muy variable, de forma que practicamente se
obtuvo un patrén caracteristico con cada cepa. Se cred una matriz de datos binarios
en las que se anotd la presencia y ausencia de cada banda en cada cepa y
mediante el coeficiente de Jaccard se obtuvo una matriz de disimilaridad. El analisis
de clusters se realizé aplicando el algoritmo UPGMA (Unweighted Pair Group
Arithmetic Method) y se construyéo un dendrograma. Las cepas examinadas
provenian de peral, manzano, Rubus spp. y de otras especies ornamentales. No se
observé correlacion entre grupos gendmicos y huésped de aislamiento, excepto en
las cepas aisladas de Rubus spp., que, como han descrito otros autores, formaron
un grupo claramente diferenciado. La técnica de AFLP ha permitido la discriminacion
de cepas supuestamente muy homogéneas y se constata que los aislados
espafoles no parecen tener un mismo origen. Por tanto la combinacion de los datos
obtenidos por esta técnica junto con la informacién obtenida por PFGE nos permitira
analizar con alta fiabilidad las vias de dispersion del patégeno.
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Plectosporium tabacinum (van Beyma) M.E. Palm, W. Gams et Nirenberg es
un hongo que se aisla frecuentemente de plantas de melon afectadas por el
sindrome denominado "colapso" o "muerte subita del meldn". Se trata de una
especie con morfologia variable que ademas cuenta con un amplio rango de
hospedantes y distribucién geogréfica.

Con el objetivo de determinar su variabilidad genética se realizo el analisis
de 40 aislados empleando la técnica Amplified Fragment Length Polymorphism DNA
fingerprinting (AFLP). Para ello el DNA fue digerido con las enzimas EcoRI y Msel y
tras la union de adaptadores se realizé una amplificacion selectiva con los primers
EcoRI+AG y Msel+C. Los productos resultantes de la PCR fueron separados de
acuerdo a su tamafio en un gel de poliacrilamida. En base a las bandas obtenidas se
construyo un arbol de semejanza mediante el método de reconstruccion filogenética
UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic Average).

Los numerosos fragmentos resultantes y el bajo porcentaje de similitud
encontrado, sugerian la posibilidad de que se trataran de diferentes especies en
lugar de distintos aislados pertenecientes a una sola especie.

Para aclarar este punto se secuencio la region ITS (Internal Transcribed
Spacer) del DNA ribosomico. Esta region ha sido empleada en numerosos hongos
en estudios evolutivos a nivel de especie. Las secuencias de las regiones ITS1 e
ITS2 asi como del gen 5.8s se obtuvieron empleando los primers ITS4 e ITS5. A
partir de las secuencias alineadas se construyé un dendrograma empleando el
método de Neighbor Joining, comprobando su fiabilidad por el método bootstrap.

Los resultados obtenidos parecen indicar que se trata de una sola especie,
pero el bajo niumero de sitios informativos encontrados no permite subagrupar los
aislados de forma fiable. Para conocer la relacion existente entre ellos seria
interesante realizar analisis adicionales como, por ejemplo, la secuenciacion de otras
regiones del genoma que evolucionen mas rapido.



P184
VARIABILIDAD DEL VIRUS DEL MOTEADO SUAVE VERDE DEL TABACO EN
POBLACIONES NATURALES DE Nicotiana glauca

Obies, C.I.}, Malpica, J.M.2, Garcia-Arenal, F.'y Fraile, A.*

!Dpto. de Biotecnologia, E.T.S.l. Agrénomos, Avda Complutense s/n, 28040 Madrid.
’Area de Biologia Molecular y Virologia Vegetal, Centro de Investigacion y
Tecnologia, Instituto Nacional de Investigaciones Agrarias, Ctra de La Coruiia km.7,
28040 Madrid.

El Virus del moteado suave verde del tabaco (TMGMV) pertenece al Género
de los Tobamovirus, virus tubulares de plantas con un genoma consistente en una
cadena de RNA de sentido positivo. TMGMV se encuentra infectando poblaciones
silvestres de Nicotiana glauca, un arbusto nativo de Sudamérica que es
subespontdaneo en la mayoria de las regiones del mundo con clima éarido o
mediterraneo. En nuestro laboratorio se han realizado con anterioridad estudios
poblacionales de este virus en los que se mostré su poca variabilidad genética. Por
otra parte, el analisis de una amplia coleccion de aislados de N. Glauca procedentes
de la region sureste de Australia, permitié concluir que TMGMV habria desplazado al
Virus del mosaico del tabaco (TMV) de dicha poblacion, a lo largo de una
convivencia de 100 afios.

Se ha caracterizado una coleccion mas amplia de aislados de TMGMV que
incluye otras regiones con el objeto de analizar dos puntos relevantes para entender
la evolucion de este virus: el efecto de cuellos de botella en la colonizacién de una
nueva area, y la posibilidad de seleccion positiva. Estos aspectos no se habian
podido resolver con los datos anteriores.

Ademas, se ha analizado una poblacion viral procedente de N. glauca del
Oeste de Australia. En ella coexiste TMGMV con un tobamovirus no descrito. Con
este material se han analizado los factores que llevan a la coexistencia de estos dos
virus, en vez de a la extincion de uno de ellos por fusiobn mutacional o por
desplazamiento competitivo.
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La diversidad genética y la estructura de la poblacion de Botrytis cinerea en
Almeria se ha estudiado usando marcadores moleculares RAPDs y AFLPs. Se
utilizaron 44 aislados procedentes de 6 invernaderos comerciales con diferentes
cultivos horticolas, 79 marcadores RAPDs (46 polimorficos y 33 monomorficos), y
152 marcadores AFLPs (47 polimérficos y 105 monomorficos).

El andlisis de la estructura poblacional de B. cinerea revel6 que la diversidad
genética dentro de las subpoblaciones (invernaderos) representa un 96% de la
diversidad genética total, mientras que la diversidad genética entre subpoblaciones
solamente supone un 4 % de la total, tanto si se analiza con marcadores RAPDs o
con AFLPs. La magnitud relativa de diferenciacion genética entre subpoblaciones,
Gst, €s muy parecida tanto si se estima por marcadores RAPDs (0.036) como
AFLPs (0.039). Sin embargo la diversidad genética total (Hr) es de 0.41 cuando se
estima con marcadores RAPDs, y de 0.20 por AFLPs.

Se generaron dendrogramas por el método UPGMA basados en las matrices
de distancia calculadas con el coeficiente de similitud de Dice. El dendrograma
generado con marcadores RAPDs mostré una mayor variabilidad en los aislados que
el generado con AFLPs.

Se discute la importancia relativa de las diferentes fuerzas evolutivas en la
poblacién de B. cinerea de Almeria, junto con las implicaciones para el manejo de la
podredumbre gris.
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El genoma del virus de la tristeza de los citricos (CTV) (familia
Closteroviridae, género Closterovirus) es un RNA monocatenario de polaridad
positiva con 12 marcos de lectura abierta (ORFs) y capacidad para codificar al
menos 17 proteinas. Entre éstas, la poliproteina p349 esta relacionada con la
replicacion del virus, las proteinas p25 y p27 forman parte de la capsida, y la p65
tiene similitudes con las proteinas de choque térmico HSP70. Recientemente, se ha
demostrado que la proteina p23 tiene una estructura del tipo “dedo de zinc”
adyacente a una regién basica, que es caracteristica de proteinas que se unen a
acidos nucleicos. Se ha demostrado ademas que p23 presenta capacidad de union a
RNA in vitro (Lépez et al., 2000. Virology 269, 462-470).

Los aislados de CTV difieren ampliamente en sus caracteristicas biologicas y
en particular en el tipo e intensidad de sintomas que causan en distintas especies de
citricos. Sin embargo, hasta la fecha no se ha identificado ningun determinante
molecular de patogenicidad. En este trabajo se compar6 la secuencia mayoritaria del
gen p23 de 19 aislados de CTV pertenecientes a distintos biogrupos segun su
patogenicidad en un panel de especies indicadoras.

Para ello se disefiaron cebadores basados en secuencias conservadas del
gen p23 en distintos aislados, y los cDNAs obtenidos mediante RT-PCR se clonaron
en un plasmido. Con el fin de seleccionar los clones correspondientes a la secuencia
mayoritaria se analizaron mediante SSCP (polimorfismo conformacional de DNA
monocatenario) al menos 10 clones por aislado.

El analisis de la secuencia de los clones mayoritarios de los distintos
aislados puso de manifiesto que el dominio implicado en la union a RNAs (tanto los
aminodacidos basicos como los que forman el 'dedo de zinc') estan conservados en
todos los casos. Por otra parte, se identificaron dos regiones cuya secuencia permite
clasificar los aislados en tres grupos: 1) Aislados que producen sintomas en lima
Mexicana y decaimiento de plantas sobre patron naranjo amargo. 2) Aislados que
producen, ademds, acanaladuras en la madera de pomelo o naranjo dulce. 3) Un
grupo reducido de aislados atipicos, algunos de los cuales producen amarilleamiento
en plantas de semilla de pomelo o naranjo amargo. Las diferencias de secuencia
observadas permiten la identificacion selectiva de los aislados comunes de la zona
mediterranea, que solo producen decaimiento de los arboles sobre patrén amargo,
de aquellos que causan dafios directos en las variedades con independencia del
patrén.
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La enfermedad del mosaico latente del melocotonero esta causada por un
viroide (peach latent mosaic viroid, PLMVd) y se halla muy difundida en las areas del
mundo en que se cultiva este frutal, entre ellas la cuenca mediterranea. El término
“latente” hace referencia por una parte a que la mayoria de las infecciones naturales
transcurren sin inducir sintomas foliares aparentes y, por otra, a que las primeras
alteraciones patoldgicas se presentan transcurridos al menos dos afos después de
efectuada la plantacion con material infectado. Sin embargo, ocasionalmente se
observan sintomas en hojas consistentes en un tipico mosaico amarillento cremoso
gue en algunos aislados agresivos llegan a ser clorosis que cubren toda la superficie
foliar (“calico”) o necrosis de los margenes de las hojas. En trabajos previos hemos
clonado y secuenciado el PLMVd a partir de aislados franceses que inducen el
mosaico caracteristico en el melocotonero de semilla GF305, o que infectan de
manera asintomatica este indicador (Hernandez y Flores, R. PNAS USA 89, 3711-
3715, 1992; Ambrés et al., J. Virol. 72, 7397-7406, 1998).

Con el fin de ampliar estos estudios sobre la variabilidad del PLMVd,
estamos procediendo a caracterizar dos aislados italianos, el primero mostrando una
sintomatologia de tipo “calico” y el segundo de mosaico amarillo en las hojas de las
variedades de melocotonero de donde se han obtenido. El analisis de la estructura
primaria de 16 variantes de secuencia del “calico” y de 8 del mosaico amarillo,
obtenidas mediante RT-PCR con dos parejas de cebadores adyacentes y de
polaridad opuesta en cada pareja, ha mostrado un gran numero de posiciones
polimorficas, destacando en algunas variantes del “calico” una insercion de 12-13 nt.
La heterogeneidad de secuencia observada no afecta a una serie de restricciones
previamente propuestas para este viroide, que incluyen la estabilidad de las
estructuras ribozimaticas de cabeza de martillo que median la segunda etapa del
ciclo replicativo, la estructura global ramificada, y una interaccion de tipo
pseudonudo. Esto se debe a que las mutaciones ocurren en los bucles, 0 a que son
compensatorias cuando afectan a tramos de doble hélice. El analisis filogenético ha
permitido distinguir cuatro grupos en el aislado “calico” y tres en el mosaico amarillo,
cada uno de ellos caracterizado por cambios informativos especificos. Bioensayos
en curso sobre GF305 muestran que la inoculacion con RNAs obtenidos por
transcripcion in vitro de plasmidos recombinantes conteniendo insertos diméricos en
tandem, dan lugar en la mayoria de los casos a infecciones, que en el caso de una
variante del aislado “calico” con una insercion de 12 nt reproduce esta
sintomatologia. La posibilidad de que la asociacién entre el fenotipo de “calico” y la
insercion refleje una relacion causal entre ambas se esta estudiando actualmente.
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Las dos variantes del viroide del enanismo del lGpulo (HSVd) encontradas en
los citricos forman el llamado grupo CVd-II de los viroides de los citricos, siendo la
variante CVd-llb la causante de la xiloporosis, también llamada cachexia,
enfermedad a la que son sensibles algunos citricos como mandarinos, clementinos y
satsumas.

Estas dos variantes del HSVd muestran una gradacion sintomatologica
segun las especies huésped en las que se replican y acumulan. Asi, en cidro (Citrus
medica L.) la infeccion por viroides del grupo CVd-Il da lugar a sintomas muy leves
(necrosis en el vértice foliar o en el peciolo), mientras que en pepino (Cucumis
sativus L.) la sintomatologia es severa (epinastia, enanismo, deformacion foliar).

Estudios realizados en cidro indicaron que mediante la técnica del analisis
del polimorfismo de conformacion de DNA monocatenario (SSCP) se podia
discriminar entre aislados inductores de la xiloporosis (CVd-llb) y aislados causantes
de infecciones latentes (CVd-lla). Se observo una alta heterogeneidad de perfiles del
SSCP dentro de cada aislado de CVd-lIb en contraste con los aislados de CVd-lla.
Ademas, mediante la comparacion de secuencias, se determind la existencia de
cinco nucleétidos en el dominio variable (dominio V) que son caracteristicos de las
variantes de CVd-llb.

A la vista de estos antecedentes nos hemos planteado como objetivo el
estudio de la variabilidad poblacional de las variantes del grupo CVd-Il en pepino,
donde la sintomatologia es severa.

Hasta el momento se ha estudiado la variabilidad en pepinos infectados con
el viroide CVd-lla. En contraposicion a lo observado en cidro, el analisis del SSCP
parece mostrar una alta heterogeneidad para las variantes de CVd-lla procedentes
de pepino. Todas las variantes secuenciadas muestran un cambio nucleotidico
(C—A) en el dominio T. con respecto a la secuencia obtenida para el aislado de
CVd-lla de cidro, siendo éste el Unico cambio observado en las variantes
secuenciadas correspondientes al perfil mayoritario del SSCP. Los cambios
observados en las otras secuencias obtenidas con respecto a la de cidro oscilaron
entre dos y tres nucle6tidos afectando a todos los dominios definidos en la molécula
viroidal. Finalmente, ninguna de las secuencias mostré los cinco cambios
caracteristicos que se habian observado en las secuencias de variantes de CVd-Ilb
de cidro con respecto a las de CVd-lla.
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Los frutos citricos son afectados en postcosecha por diversos patégenos
fungicos que causan tasas de podrido del orden del 3-5%, siendo en los afios de
climatologia anormal de un 8-12 %. En la campafa 1999-2000 se ha realizado un
seguimiento de la presencia de éstos en las variedades de mandarinas: Oronules,
Clemenules, Clemenvilla, Hernandina, Fortune y Ortanique. En el periodo de octubre
de 1999 a mayo de 2000 se tomaron muestras que se sometieron al proceso normal
en dos almacenes de la Ribera Alta (Valencia). Las muestras se tomaron al final de
la linea de procesado, conservandose la mitad de cada muestra a temperatura
ambiente (12 dias) y la otra mitad en cdmara frigorifica (30 dias) més 7 dias a T2
ambiente. Se dejaron los correspondientes testigos sin recibir tratamientos.

La tasa de podrido medio de las muestras conservadas a T2 ambiente fue
del 2.15 % y del 6.01 % para las conservadas en camara frigorifica (T2 4—8°C). Los
principales hongos causantes de podrido fueron los Penicillium, especialmente P.
digitatum, con unos porcentajes del 58.71 % para muestras a T® ambiente y de un
52,08 % para muestras conservadas en camara frigorifica. En menor medida P.
italicum, con porcentajes del 6.42 % para muestras a T2 ambiente y con un 17.36 %
para las conservadas en camara frigorifica. R. stolonifer con un 11 % (T2 ambiente) y
14.24 % (camara) fue el tercer hongo con mayor incidencia. Con porcentajes
menores al 5 % se presentaron otros hongos como A. citri, C. herbarum, P.
citrophthora, G. candidum, B. cinerea y Fusarium sp. Hubo en levaduras un 11.93 %
para muestras a T2 ambiente y 9.02 % para conservacion frigorifica. G. candidum y
R. stolonifer, no fueron detectados en las muestras testigo.

En funcién del momento de la campafia (inicio: octubre—diciembre; media:
enero—febrero; final: marzo—mayo), la distribucién de los podridos en P. digitatum
solo ofrecidé variaciones significativas en las muestras a temperatura ambiente al
final de la misma con un incremento mayor del 20 % de estos respecto al inicio y
mitad. En P. italicum no hubo variaciones significativas, asi como tampoco en A. citri.
En este ultimo hongo, y para las muestras a temperatura ambiente, solo se detecto
al inicio y mitad. C. herbarum y P. citrophthora Unicamente aparecieron al inicio. R.
stolonifer y G. candidum estuvieron presentes de forma irregular a lo largo de toda
la campafia en las muestras a T2 ambiente y en las conservadas en camara
frigorifica, dandose el mayor porcentaje de podridos en G. candidum al inicio de
campafa en los frutos en camara frigorifica (16.66%). B. cinerea se presentd de
forma minima durante mediados de campafa. Finalmente, las levaduras patdgenas
se detectaron Unicamente en mitad y final de campafa, con una incidencia
significativa de podridos (28.57 %), en las muestras a T2 ambiente correspondientes
a la mitad de la campana.
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El hongo nematéfago Verticillium chlamydosporium, es capaz de colonizar el
sistema radicular de Hordeum vulgare. Tanto la microscopia Optica (MO) como la
electrénica de barrido a baja temperatura (MEBBT), revelaron detalles del proceso a
escala celular. EI hongo colonizé la rizoplana de H. vulgare produciendo a menudo
dictioclamidosporas. A partir de un apresorio, el hongo penetra directamente las
células epidérmicas y posteriormente coloniza la epidermis y el cortex de H. vulgare.
En estos tejidos vegetales era frecuente encontrar apresorios asociados al paso de
las hifas de una célula a otra. También se observo una red de hifas en las células
epidérmicas y del cortex. Asi mismo, se encontraron arrollamientos de hifas en el
interior de algunas células radiculares cerca de sus paredes transversales. Las
células del cortex marcaron el limite de la colonizacion fungica, apareciendo el
cilindro vascular desprovisto de estructuras flngicas.

En los tejidos radiculares de H. vulgare colonizados por el hongo, se
apreciaron modificaciones de los contenidos celulares (probablemente gotas de
sustancias fendlicas y deposiciones de calosa) a las 3 semanas de la inoculacion
con V. chlamydosporium. Estas alteraciones fisiologicas observadas en las células
de los tejidos colonizados, podrian indicar que se inducen reacciones de defensa
durante los estadios tardios de colonizacion de la raiz por el hongo. Tanto la MO
como la MEBBT junto a la crimicrotomia han demostrado ser técnicas muy
adecuadas para describir la colonizacién de la raiz por el hongo.

Los resultados de este trabajo pudieran tener profundas implicaciones en el
modo de accién de los hongos nematé6fagos contra los nematodos fitopatégenos.
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Una de las enfermedades mas importante que sufre el pimiento es la
verticilosis, micosis vascular causada por el hongo Verticillium dahliae Kleb.,
comunmente conocida como "tristeza" o "seca". Los sintomas caracteristicos que se
aprecian en una planta enferma son la marchitez y el enanismo de la planta. Esta
enfermedad causa considerables pérdidas econdémicas en las cosechas no solo en
el pimiento sino también en una gran variedad de plantas horticolas como el tomate
o la patata. Recientemente hemos realizado en Galicia una prospeccion para
conocer la incidencia de la enfermedad y se ha podido determinar que las
explotaciones de pimiento estan altamente afectadas por este patdgeno. Hasta el
momento no hay un método de lucha disponible, ni biolégico ni quimico, que sea
efectivo para el control de V. dahliae por lo que se propone como solucién la
introduccion de cultivares resistentes. El primer paso para buscar plantas resistentes
consiste en caracterizar patogénicamente los aislados del parasito para establecer
su escala de virulencia.

Se han seleccionado trece aislados, obtenidos en la prospeccion, e
identificados como V. dahliae. Para evaluar el distinto grado de virulencia de dichos
aislados se han inoculado en dos variedades de pimiento con distinto grado de
tolerancia al patdgeno, Yolo Wonder, susceptible, y Luesia, tolerante. Se utilizaron
10 plantas de cada variedad, de 10 semanas de edad, a las que se le dio un corte de
1cm en el apice de la raiz. Las raices se sumergian durante 45 minutos en un
inéculo con una concentracién de 10° conidios por ml. Una vez inoculadas se
transplantaron a tierra con perlita (2:1) manteniéndolas en un invernadero a
temperaturas entre los 25°C durante el dia y en torno a los 18°C durante la noche.
Durante un mes se siguio el desarrollo de la enfermedad y finalmente se recogieron
las plantas, estableciéndose el grado de virulencia en base a diferentes criterios de
valoracion. Se ha determinado el peso fresco, seco y la altura porque uno de los
sintomas mas caracteristicos de esta enfermedad es el enanismo. También a lo
largo del mes se ha realizado un recuento de las hojas marchitas por planta para
determinar la severidad del dafio causado. Finalmente y con objeto de observar el
pardeamiento producido en los vasos conductores se hicieron diversos cortes del
tallo para relacionarlo con el grado de virulencia del aislado.

Todos los aislados causaron la enfermedad en las dos variedades y los
analisis estadisticos de las medidas realizadas reflejaron diferencias en el grado de
virulencia, pero estas diferencias no fueron significativas en cuanto al pardeamiento
en aislados con distinta agresividad.



P-192

EFECTO DE LA INOCULACION CON Verticillium dahliae Kleb. SOBRE EL
SISTEMA PEROXIDASA Y LOS PROCESOS DE LIGNIFICACION EN EL
PIMIENTO DE PADRON (Capsicum annuum L. var. annuum)

Pomar, F., Bernal, M.A. y Merino, F.

Departamento de Bioloxia Animal, Bioloxia Vexetal e Ecoloxia. Facultade de
Ciencias. Universidade da Corufia. Campus da Zapateira s/n 15071. A Corufa.

El deuteromiceto Verticilium dahliae Kleb. es uno de los agentes causantes
de la "seca" o "tristeza" del pimiento, enfermedad que puede producir graves dafos
en las explotaciones de esta solanacea.

Cuando un patégeno invade una planta desencadena en ella una serie de
respuestas de tipo metabdlico, que tienen como objeto proteger a la planta del
ataque de este agente. De todas estas respuestas destacan los procesos de
lignificacion, y en general todos aquellos encaminados al reforzamiento de la pared
celular. La lignificacion inducida provoca que las paredes celulares sean mucho mas
resistentes a una penetracion mecanica e incluso a la degradacion enzimatica, ya
qgue la lignina puede proteger fisicamente a los polisacaridos de la pared de las
enzimas degradativas del hongo.

Habitualmente, la fase de lignificacion activa estd precedida por un
incremento de ciertas actividades enzimaticas relacionadas con la sintesis de las
ligninas, como son la fenilalanina amonio liasa (PAL), la cinamil alcohol
deshidrogenasa (CAD) y las peroxidasas asociadas a la pared celular. Estas ultimas
son enzimas muy relacionadas con los mecanismos de repuesta ante los patégenos,
ya que ademas de su participacion en los procesos de lignificacion, estan implicadas
en la regulacion de especies activas de oxigeno, en el metabolismo de las
fitoalexinas y en la incorporacion de proteinas y fenoles a la pared celular.

Con el fin de estudiar la respuesta, tanto de los procesos de lignificacion
como de la actividad peroxidasa, del pimiento a la infeccion con Verticillium dahliae
Kleb., se inocularon plantas de 15 dias con una suspension de conidios a una
concentracién de 10° conidios: mi™. Tras la infeccién, se recogieron muestras de
raices, tallos y hojas a las 12, 24 y 48 horas y a los 7, 14, 21 y 28 dias,
determinando a continuacion la cantidad de ligninas presentes por medio del método
del bromuro de acetilo. Asimismo se estudié el comportamiento de la actividad
peroxidasa en los distintos érganos utilizando para su medida la oxidacién de los
precursores de la lignina: alcohol coniferilico, alcohol sinapilico, coniferilaldehido y
sinapilaldehido.

* Este trabajo ha sido financiado por el proyecto XUGA 10303A97
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El hongo Penicilium expansum es el principal agente patdgeno de
manzanas y peras durante su almacenamiento. El control de los agentes patégenos
durante la postcosecha de frutos se basa actualmente en el empleo de fungicidas
guimicos. Los problemas que plantean dicho productos desde el punto de vista de la
salud del consumidor, del medio ambiente y el incremento en la aparicion de cepas
resistentes esta conduciendo a desarrollar nuevas alternativas menos nocivas para
el control de los mismos. En la postcosecha de manzanas y peras los tratamientos
en los que se esta investigando mas activamente son los basados en el
acondicionamiento térmico de los frutos previo a la frigoconservacion.

El presente trabajo pretende caracterizar el proceso de infeccion causado
por el hongo Penicillium expansum en frutos de manzana, tanto desde el punto del
patbgeno como del fruto. Se han llevado a cabo dos aproximaciones
complementarias, molecular y bioquimica. La primera, pretende aislar fragmentos
de cDNAs, tanto del hongo como del fruto, que se expresen diferencialmente
durante el proceso de infeccion, reflejando aspectos tanto de patogénesis como de
resistencia. Para ello se han seleccionado fragmentos de cDNAs mediante la técnica
de “differential display” y se ha procedido a su clonacion y caracterizacion. Dentro
de los estudios bioquimicos se han analizado la evolucion espacial y temporal de
diversas actividades enzimaticas implicadas en las reacciones de defensa de plantas
a patdégenos. En concreto, actividades implicadas en el sistema antioxidante,
catalasa (CAT) y peroxidasa (POD), en el metabolismo de fenilpropanoides,
fenilalanina amonio-liasa (PAL) y relacionadas con el dafio mecanico, lipoxigenasa
(LOX). De estas enzimas, destaca la induccion de la PAL, sobre todo en frutos
sometidos a un tratamiento térmico previo a la infeccion.
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LA POLARIDAD DE SECUENCIAS ,TRANSGENICAS DE PSTVd AFECTA
NOTABLEMENTE A LA ACUMULACION DE TRANSCRITOS EN Arabidopsis
thaliana

Montes, M., Martinez-Herrera, D., Romero, J., Martinez-Zapater, J.M. y Ponz, F.

Dpto. de Mejora Genética y Biotecnologia; Instituto Nacional de Investigacion y
Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA), Carretera de la Corufia, Km. 7; 28040
Madrid; ESPANA.

El viroide del tubérculo fusiforme de la patata (PSTVd) es un patdgeno
subviral de plantas, cuya forma infectiva consiste en una molécula de RNA
monocatenario circular de 359 nucleétidos, que no codifica ninguna proteina, y que
se replica en el ndcleo y se acumula en el nucleolo de la célula infectada.

Arabidopsis thaliana no es huésped de PSTVd. Las lineas transgénicas de
A. thaliana transformadas con dimeros de PSTVd clonados delante del gen
marcador GUS no muestran replicacion del patégeno. La situacion obtenida en
plantas de tabaco huésped del viroide es exactamente la contraria, pues las mismas
construcciones dan lugar a replicaciéon viroidal. La actividad enzimatica GUS en A.
thaliana transgénicas estd fuertemente influenciada por la polaridad de las
secuencias de PSTVd insertadas, observandose una notable disminucion de
actividad GUS cuando la polaridad es positiva. Los datos obtenidos indican que el
transcrito que contiene PSTVd en la polaridad positiva en esta construccion es
secuestrado en el nucleo de la célula.

Nosotros proponemos que este es un buen sistema para identificar
determinantes viroidales y de la planta implicados en el transporte nuclear de RNA.

Se mostraran los resultados obtenidos en la caracterizacion del sistema.
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PRODUCCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES ESPECIFICOS PARA EL
FACTOR DE ADQUISICION (HC) DEL VIRUS DE LA SHARKA: APLICACION EN
LA PURIFICACION DE LA PROTEINA VIRAL

Martinez-Garcia, B., Atencio, F.A., Llave, C., Diaz-Ruiz, J.R. y Lopez-Abella, D.

Departamento de Biologia de Plantas. Centro de Investigaciones Bioldgicas. CSIC.
C/Velazquez, 144. 28006, Madrid.

La sharka es el nombre con el que se conoce una enfermedad que afecta a
los frutales de hueso (albaricoquero, ciruelo, melocotonero, cerezo) y cuyo agente
causal es el potyvirus de la viruela del ciruelo (Plum pox virus, PPV). El material
genético de PPV se constituye por una cadena sencilla de ARN de sentido positivo
que codifica una Unica poliproteina con capacidad de autoprocesamiento para rendir
los diferentes productos virales. PPV se transmite planta a planta en la naturaleza
por medio de pulgones, interviniendo en el proceso dos proteinas virales: la proteina
de la capsida (CP) y el factor de adquisicion (HC).

El procedimiento de purificacion del HC descrito para potyvirus no habia
resultado fructifero hasta el momento para PPV. Por ello, se ha llevado a cabo la
obtencion de anticuerpos policlonales que reconozcan al HC de PPV, de modo que
nos permitan realizar un seguimiento de esta proteina durante el proceso de
purificacion.

La secuencia codificadora del HC de PPV se cloné en el vector pMal-p2 de
expresion en bacteria. El HC se expreso fusionado a la proteina de unién a maltosa
(MBP), y se purifico a partir de geles de poliacrilamida para, posteriormente,
proceder a la inmunizacion de conejo. El suero obtenido fue ensayado frente a
distintas muestras e inmunoabsorbido para evitar uniones contra otras proteinas.
Alicuotas de las diferentes fases del proceso de purificacion del HC de PPV fueron
analizadas en Western blot con el suero policlonal frente al HC. Las fases finales del
proceso de purificacion resultaron positivas en el ensayo, demostrando que el
protocolo de purificacion de HC descrito para potyvirus puede ser empleado con
éxito en el caso de PPV.

En este trabajo se discuten, asimismo, la capacidad del HC purificado de
PPV de unirse a la CP viral en ensayos in vitro, asi como la funcionalidad de dicho
HC en la transmision de PPV por pulgones.
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ATAQUE DE Acremonium cucurbitacearum A RAIZ DE MELON: ESTUDIO
HISTOPATOLOGICO

Sales, R.%, Vicent, A.*, Armengol, J.}, Garcia-Jiménez, J*. y Garcia-Luis, A.2

'Patologia Vegetal. Dpto. Produccion Vegetal. Universidad Politécnica de Valencia,
Camino de Vera s/n. 46022 Valencia.

’Departamento de Biologia Vegetal. Universidad Politécnica de Valencia, Camino de
Vera s/n. 46022 Valencia.

Acremonium cucurbitacearum Alfaro-Garcia, W. Gams et J. Garcia-Jiménez
es uno de los principales agentes implicados en el sindrome del “colapso” o “muerte
subita” del melon en Espafia.

Estudios histopatologicos realizados mediante microscopia Optica y
electronica de barrido (MEB) en plantas de meldén Piel de Sapo cv. PS1430
infectadas con este hongo han demostrado que el ataque a las raices de la planta se
da muy tempranamente, ya desde los tres dias después de la inoculacion,
observandose al poco tiempo un ligero pardeamiento, que comienza generalmente
en la zona de union de raiz e hipocotilo, ocasionado por la suberificacién del tejido
afectado.

A. cucurbitacearum es capaz de penetrar por cualquier zona de la raiz o
hipocotilo aunque una de las zonas preferentes de entrada parecen ser la zona de
emergencia de raicillas secundarias donde se puede observar una gran cantidad de
hifas fangicas.

La MEB permiti6 observar la colonizacion y circulacion de las hifas del
hongo, que se produce de forma inter- e intracelular en el interior de los tejidos
afectados: A. cucurbitaceraum circula por los espacios intercelulares y su paso de
una ceélula a otra parece darse a través de las punteaduras primarias y yendo
acompafado de la degradacién de la pared celular.

En estados avanzados de la infeccion se puede observar una marcada
reduccion del cortex que llega a dejar completamente expuestos y separados los
haces vasculares. En ningun caso se detectd la presencia de hifas o tilides en el
interior de los haces vasculares.
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ANALISIS DEL MOVIMIENTO SISTEMICO DEL VIRUS DEL MOSAICO DEL
PEPINO (CMV)

Dominguez Alvarez, M., Moreno, |. M. y Garcia-Arenal, F.

Dpto de Biotecnologia, E.T.S.l. Agronomos. 28040 Madrid.

La traslocacion de la infeccion viral de las plantas infectadas es un proceso
clave en el ciclo viral de los virus, puesto que si la infeccion se limita a las hojas
inoculadas, las plantas son resistentes en condiciones naturales.

Hay evidencias de que el movimiento a larga distancia no es un fenbmeno
pasivo, y requiere tanto factores del huésped como del virus. Conocer la forma en la
gue se mueve el virus dentro del floema es una informacion esencial para entender
como interaccionan factores del virus con factores del huésped. En el caso de los
Cucumovirus, trabajos en nuestro laboratorio han demostrado que la proteina de la
capsida (CP) del Virus del mosaico del pepino (CMV) es necesaria para el
movimiento sistémico en pepino, puesto que, aunque tanto CMV como el Virus de la
aspermia del tomate (TAV) son capaces de replicarse y moverse de célula a célula
en las hojas inoculadas, so6lo se hace sistémica la infeccion de CMV. La CP de CMV
complementa el movimiento sistémico de TAV.

Con el fin de caracterizar las estructuras en las que se realiza el movimiento
sistémico de CMV en pepino, hemos analizado el exudado floematico de plantas
infectadas con el virus. En este exudado se detecta el RNA viral, que presenta una
resistencia a RNAsa A mayor que el RNA encapsidado en particulas purificadas; la
incubacion de particulas purificadas con exudado floemético de plantas sanas,
resulta en una mayor proteccion del RNA frente a RNAsa A, pero menor que la del
RNA del floema de plantas infectadas. La sedimentacion en gradientes de sacarosa
del exudado floematico de plantas infectadas muestra que el RNA viral esta en las
mismas fracciones que cuando se sedimentan viriones purificados incubados con
exudado floeméatico de plantas sanas. Sin embargo, no se ha detectado en el
exudado floemético la CP ni por Inmunoprecipitacion ni por Western Blot. Por
inmunomicroscopia electronica no se observan particulas virales en el exudado
floematico de plantas infectadas, pero si la CP. Por tanto, los resultados indican que
la estructura presente en el floema no es la particula viral aunque si tiene su misma
masa.

El papel de la CP de CMV en el movimiento sitémico de pepino se ha
estudiado, ademas, mediante la construccion de una serie de virus quiméricos que
intercambian segmentos de la CP de CMV y de TAV. Se han construido ocho
recombinantes distintos, y se esta analizando su capacidad de replicacion e
infeccidn sistémica en tabaco (huésped sistémico de TAV y CMV) y en pepino.
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CLONES MEJORADOS DE BANANO: COMPORTAMIENTO EN CAMPO FRENTE
AL MAL DE PANAMA DE MATERIAL DE PLANTACION OBTENIDO POR
MULTIPLICACION EN CAMA CALIENTE A PARTIR DE MATERIAL “IN VITRO”

Hernandez, J. M. y Sabadell, S.

Instituto Canario de Investigaciones Agrarias.

El Mal de Panama es una de las enfermedades mas graves de la platanera
producida por Fusarium oxysporum f. sp. cubense (FOC). Para el patosistema
platanera-FOC se han descrito cuatro razas: 1, 2, 4 subtropical y 4 tropical. En
Canarias esta presente la raza 4 subtropical. La obtencion de variedades resistentes
o tolerantes sigue siendo una de las estrategias de lucha mas aceptadas. Por ello, el
INIBAP (International Network for the Improvement of Banana and Plantain) ha
puesto en marcha un programa internacional de valoracién de distintos materiales
obtenidos en los diferentes centros de Mejora.

En un primer ensayo en el que se evaluaron veintidés genotipos distintos
incluyendo clones mejorados y variedades silvestres, se seleccionaron nueve (504,
506, 1261, 1262, 1264, 1265, 1271, 1282) por su respuesta a la enfermedad y por su
posible interés agrondmico para las condiciones de Canarias. Con la finalidad de
comprobar si los resultados se repetian en un segundo ciclo en el que se emplearon
plantas obtenidas en cama caliente en lugar de plantas in vitro, se disefio un ensayo
de campo en el que se incluyeron esos nueve clones ademas de un referente de
susceptibilidad (Gran Enana, AAA) y un referente de resistencia (cv. “Rose”, AA) que
se dispuso en campo natural y homogéneamente infestado con FOC segln un
disefio totalmente al azar. Durante el ensayo se han tomado datos de las principales
variables fenoldgicas asi como de la incidencia y severidad de sintomas.

Los resultados obtenidos hasta el momento indican que los clones se han
comportado de manera similar a lo ocurrido en el primer ensayo. El clon 1261 de
EMBRAPA ha presentado los valores mas bajos de incidencia y severidad de
sintomas externos, seguido del clon 1264. El clon 1261 podria tener cierto interés
agronomico aunque es un poco mas alto que los cv. Cavendish. En General, el ciclo
ha sido mas corto para todos los clones. Estos resultados no son definitivos pues la
valoracion final de los clones so6lo podra hacerse cuando acabe la recoleccion y se
valoren los dafios en el interior del rizoma.
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IDENTIFICACION DE FUENTES DE RESISTENCIA EN TOMATE AL VIRUS DEL
MOSAICO DEL PEPINO DULCE (PepMV)

Soler, S.y Nuez, F.

Centro de Conservacion y Mejora de la Agrodiversidad Valenciana (COMAV) de la
UPV. Universidad Politécnica de Valencia. Camino de Vera, 14. 46022 Valencia.

El virus del mosaico del pepino dulce (Pepino Mosaic Virus, PepMV) esta
causando dafos considerables en los cultivos de tomate bajo invernadero de Murcia,
Almeria y Canarias. Los porcentajes de plantas afectadas oscilan entre el 15 y el
80%, encontrandose infeccion por PepMV en un 75-90% de los invernaderos de
Murcia y Almeria. En las plantas afectadas de estas regiones pueden apreciarse
mosaicos mas 0 menos acentuados que causan una deformacion grave de las hojas
e incluso puede producirse el marchitamiento mas o menos intenso de las plantas; el
fruto suele presentar un Ajaspeado@ o0 Amanchado@ que lo inutiliza
comercialmente.

La falta, en ocasiones, de sintomas graves en las plantas ocasiona que el
agricultor se muestre reacio a eliminar las plantas infectadas por el virus. Ademas, la
muy eficiente transmision por contacto del PepMV contribuye a que la enfermedad
se extienda rapidamente. El desarrollo de variedades resistentes parece ser la mejor
estrategia de control de la enfermedad. Para ello es necesario la busqueda de
fuentes de resistencia a este virus. En este trabajo hemos abordado el cribado de
una coleccibn de entradas pertenecientes a distintas especies del género
Lycopersicon mediante la inoculacion mecéanica del PepMV. Se han ensayado 9
variedades comerciales de tomate, 3 entradas de L. esculentum var. cerasiforme, 4
de L. pimpinellifolium, 7 de L. peruvianum, 4 de L. hirsutum, 3 de L. chilense, 3 de L.
pennellii, 3 de L. parviflorum y 3 de L. chesmanii. Todos las variedades de tomate
comerciales ensayadas se han mostrado susceptibles con un 100% de plantas
infectadas, produciéndose sintomas iniciales severos de mosaico que
posteriormente se agravaron con desarrollo de abullonado y filimorfismo en las hojas
mas jovenes. Lo mismo ocurrid con la casi totalidad de las entradas de especies
silvestres probadas. Sin embargo, la entrada LA 1708 de L. peruvianum mostré
segregacion para la resistencia al PepMV con un 75% de plantas que no mostraban
sintomas y no daban DAS-ELISA positivo. Lo mismo ocurrid en las entradas PI-
126935 de L. peruvianumy LA- 2774 de L. chilense con un 70 y 45% de plantas que
no se infectaban respectivamente. La identificacion de estas entradas resistentes al
PepMV posibilita el desarrollo de variedades de tomate comerciales resistentes a
este virus.
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