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1.- INTRODUCCION

La climatologia de las comarcas costeras de Catalufia se caracteriza por
inviernos suaves y veranos no excesivamente calurosos lo gque ha favorecido €
desarrollo de una agricultura intensiva de gran variedad de especies horticolas y
ornamentales. En estas condiciones los agricultores practican € cultivo rotativo
utilizando mas de 15 especies horticolas, entre los cuales se encuentran € tomate, la
lechuga y pimiento, tres de los cultivos que durante los Ultimos afios se han visto mas
severamente afectados por la presencia del virus causante de la enfermedad del
bronceado del tomate (TSWV).

Este virus ha ocasionado graves pérdidas econdmicas en gran parte de los
cultivos horticolas y ornamentales de todo € mundo, ya que es capaz de infectar a mas
de 600 especies de plantas, incluyendo especies de malas hierbas. El virus fue descrito
por primera vez en nuestro pais en 1985 y desde entonces se ha difundido a las
principales areas de cultivo horticola de la costa Mediterraneay del interior. La causa de
esta expansion se debe a que este virus es transmitido por varias especies de trips; un
insecto, que a igual que € virus, tiene una amplia gama de huéspedes. En nuestro pais
la expansion del virus ha sido pargja con la distribucion del trips de las flores
(Frankliniella occidentalis). El virus es adquirido por € trips en las primeras fases de su
estado larvario y después de cierto tiempo de incubacion puede ser transmitido por €
insecto incluso durante toda su fase de adulto

Coincidiendo con los primeros momentos de la entrada del virus en Catauia
(principios de los afios 90) se realizé un control de TSWV en parcelas de tomate a aire
libre localizadas en comarcas costeras y del interior. La incidencia del virus que se
detecto en las 6 comarcas costeras fue proxima al 8%. Esta circunstancia limitaba
seriamente el cultivo en determinados lugares puntual es.

Las caracteristicas epidemioldgicas de esta enfermedad hacen que € control de
la enfermedad mediante la utilizacion de medidas preventivas sea muy complgo,
especialmente en cultivos abiertos, unicamente el uso combinado de insecticidas
especificos contra € trips, e control bioldgico y la introduccion de cambios en las
préacticas culturales pueden resultar efectivos en cultivos protegidos y todo ello estando
siempre sujeto a muchos condicionante. Afortunadamente, la reciente introduccién en
nuestro pais a finales de los afios 90 de hibridos comerciales de tomate que incorporan

resistencia genética a virus ha resuelto al menos por el momento y de una forma eficaz



el problema del bronceado en este cultivo; lo cual no ha sucedido en € caso del
pimiento y la lechuga, por la fata de resistencias adecuadas a virus en lineas
comerciales.

Una de las resistencias mas eficaces frente a TSWV que se ha localizado
procede de la especie Lycopersicon peruvianum. Esta resistencia, que esta identificada
por la presencia del gen dominante SW-5 en el cultivar "Stevens” es la que ha sido mas
utilizada por los mejoradores en Espaiia para ser incorporada a los hibridos de tomate
comercial y parecia, en primera instancia, resolver €l problema de la enfermedad del
bronceado. No obstante, en las primeras plantaciones a aire libre se comenzo a observar
la aparicion de un numero considerable de plantas que desarrollaban sintomas de
infeccion, 1o que alentaba dudas sobre |a eficacia de |a resistencia y la preocupacion de
algunos agricultores. Este hecho podia presentarse por diversas causas.
1°.- La presencia de distintos tipos de resistencia con desigual €ficacia frente a la
infeccion por TSWV.
2°.- Lafatade homogeneidad en algunos lotes de semillas.
3°.- Lapresenciade aislados del virus que hubiesen sobrepasado laresistencia.

4°.- El diagndstico erroneo de la enfermedad.

2- PLANTEAMIENTO Y DESARROLLO DE LAS ACTIVIDADES
REALIZADAS

L os objetivos de este proyecto se plantearon para dar una explicaciéon y posibles
soluciones a la problemética causada por la enfermedad del bronceado en tres de los
cultivos horticolas que més severamente se han visto afectados desde la llegada del
TSWV vy su insecto vector Frankliniella occidentalis; es decir € tomate, lalechugay €
pimiento. Todo ello se ha planteado con base a un conocimiento sobre la epidemiologia
de la enfermedad adquirido en el desarrollo de los proyectos precedentes. Los objetivos
se enfocaron basicamente en dos lineas. Por una parte, conocer la incidencia de la
enfermedad en las principales comarcas de cultivo horticola de Catalufia en los cultivos
de lechuga y pimiento en los que la falta de resistencias y la ineficacia de los métodos
preventivos han obligado en ocasiones a los agricultores a modificar sus habitos de
cultivo; por otra parte, estudiar el comportamiento de los hibridos de tomate comercial

gue incorporan resistencias a TSWV para determinar en que grado han modificado la



epidemiologia de la enfermedad y caracterizar una nueva sintomatologia que parece
estar asociada ala presencia de estos hibridos resistentes.

L os objetivos general es contemplados en este proyecto fueron |os siguientes:

* Estudio de la incidencia de TSWV en parcelas comerciales de lechuga y
pimiento en & nordeste espafiol.

» Caracterizacion de aislados de TSWV.

» Evauacion de hibridos de tomate que incorporan resistenciasal TSWV.

» Estudio de laevolucion espacio-temporal de lainfeccion por TSWV en campo

El desarrollo de cada uno de los objetivos se ha planteado como se detala a

continuacion:

1.- Las parcelas de lechuga y pimiento en las que se ha realizado la prospeccion
se localizaron en 10 comarcas diferentes de Catal ufia que se encuentran resefiadas en la
Figura 1; la mayoria de €ellas situadas en las comarcas costeras y otras en las comarcas
contiguas con unas condiciones climatol6gicas similares pero que difieren en cuanto a
las préacticas culturales aplicadas. La incidencia se estimé mediante la observacion de
sintomas en bloques de 1000 plantas (siempre que fue posible) dentro de cada parcela. Se
eligié este procedimiento con € propdsito de incrementar € nimero de determinaciones
respecto de otras técnicas de diagndstico, en teoria més fiables, como podria ser latécnica
ELISA. En total se controlaron visual mente posibles sintomas de infeccion por TSWV
en 50.000 plantas de lechuga y casi 30.000 plantas de pimiento. Para dar validez alos
resultados se ha redlizado un control serolégico mediante ELISA de una parte de las
muestras 1o que nos ha permitido determinar € grado de fiabilidad de la prospeccion
visual. Debido a que existe una gran variedad en la manifestacion de los sintomas de
infeccion por TSWV, con especia relevancia en platas de pimiento, que pueden dar
lugar a diagnosticos erréneos, se planteo determinar la fiabilidad de nuestras
observaciones realizando un estudio comparativo con latécnica ELISA, paralo cua se
recolectaron muestras de 25 plantas de lechuga y 50 de pimiento en cada una de las

parcelas entre las que se incluyeron plantas con y sin sintomas.



2.- Larecoleccién de aislados para su caracterizacion se ha llevado a cabo sin un
programa establecido durante las prospecciones de campo y se ha basado por una parte
en las manifestaciones aparentemente atipicas de la enfermedad y con especia énfasis
en los cultivos de tomate plantados con hibridos resistentes. Estos aislados se inocularon
en baterias de plantas de tomate resistente para determinar si se trataba de aislados que
hubiesen sobrepasado laresistenciaal virus.

3.- Para redlizar la evaluacion de las posibles resistencias a TSWV en los
hibridos de tomate se realizd un estudio comparativo con 12 lineas hibridas de tomate
(cinco de las cuales aln estaban en fase de desarrollo), que supuestamente eran
resistentes a la infeccion por TSWV y que fueron proporcionadas por 7 casas
comerciaes de semillas resefiadas en la Tabla 1. La evaluacion de estas lineas hibridas
se realiz6 mediante ensayos de infeccion por inoculacién mecanica en condiciones
controladas de invernadero y bajo condiciones de infeccion natural en campo.

Para estudiar la progreson de la infeccion por TSWV se inocularon
mecanicamente con 4 aislados diferentes del virus lotes de plantas de cada una de estas
lineas y de otra susceptible a virus utilizada como control. Todas las plantas se
mantuvieron en condiciones controladas de luz y temperatura en un invernadero aislado
y libre de insectos hasta los 30 dias y una parte de ellas hasta los 150 dias hasta su
fructificacion. Las plantas se observaron visualmente y se analizaron periédicamente
mediante |la técnica ELISA utilizando antisueros especificos contra e TSWV. Plantas
individuales de cada unos de los hibridos fueron analizadas mediante PCR con la
utilizacion de iniciadores especificos para detectar la presencia del gen SW-5
procedente del cultivar Stevens que confiere resistenciaa TSWV

Para realizar los estudios de infeccion en campo se plantaron en cultivo abierto
lotes de 10 plantas dispuestos en filas, de cada uno de estos 12 hibridos y de tres
hibridos susceptibles a virus utilizados como control, que se colocaron a azar en 4

bloques en una parcela experimental preparada atal efecto.

4.- La evolucion tempora de la incidencia de TSWV se determind
semana mente en esta misma parcela desde la fecha de plantacion (mediados de Abril)
hasta el comienzo de la recoleccion (principios de Agosto) contabilizandose € nimero
de plantas con infeccion sistémica o plantas resistentes asintomaticas que presentaban

frutos afectados por € virus. Dentro de este grupo de plantas resistentes ademas se



contabiliz6 el nimero de frutos afectados en proporcion al nimero total producido en
las 4 primeras inflorescencias. Para confirmar y dar validez a estas estimaciones se
realizO una prospeccion idéntica en 6 campos comerciales de tomate plantados con
hibridos resistentesal TSWV.

3.- GRADO DE CONSECUCION DE LOSOBJETIVOS

La gecucion de los distintos objetivos ha sido en general satisfactorio y se detallaa
continuacion punto por punto.

Para redlizar € primer objetivo se ha realizado una prospeccion durante dos afios
consecutivos en 10 de las comarcas de Catalufia donde se concentra mayoritariamente €
cultivo horticola. Para conseguir un muestreo representativo se ha hecho lo mas amplio
posible, para lo cual la prospeccion del TSWV se ha realizado mediante observacion de
sintomas de infeccidn, o que ha permitido prospectar un total de 50 parcelas de lechugay
30 de pimiento con un total de 50.000 y 28.775 plantas observadas respectivamente.

El segundo objetivo de caracterizacion de nuevos aidados estaba enfocado
fundamentalmente a obtener aidados de TSWV que infectaban plantas de tomate y
especiamente de aguellas que incorporaban la resistencia al virus, ya que cabia la
posibilidad de que estas infecciones que se comenzaron a observar en campo pudieran ser
como consecuencia de la existencia de aidados que hubiesen sobrepasado la resistencia.
Larealidad no ha confirmado estas expectativas ya que ninguno de |os aislados obtenidos a
partir de estas plantas ha sobrepasado dicharesstencia.

El tercer objetivo se ha cubierto segin lo previsto ya que se han evaluado gran
parte de los hibridos de tomate que |as principal es casas productoras de semillas poseian en
ese momento en fase de comercializacion o desarrollo. Se comprob6 que la resistencia
mayoritariamente utilizada era la presencia del gen SW-5 procedente del cultivar Stevens,
resistencia que se ha mostrado eficaz frente alainfeccion por TSWV, tanto en condiciones
controladas de invernadero como en condiciones de campo. Asi mismo se determinaron
las causas de la aparicion de un cierto nimero de plantas con infeccion sstémica y su
comportamiento andmalo frente a la infeccion, probablemente como consecuencia de una
expresiéon incompleta del gen de resistencia. También se reprodujo en condiciones de
laboratorio la aparicion de frutos con anillos infectados por TSWV procedentes de plantas
resistentes asintomaticas y las pérdidas que podria representar desde e punto de vista

productivo.



Como ultimo objetivo se planted € realizar un estudio sobre la evolucion
espacial y tempora de este tipo de infecciones atipicas en tomates resistentes en
comparacion con la evolucion en los hibridos susceptibles. El seguimiento se realizd en
dos pargjas de parcelas con hibridos susceptibles y resistentes situadas una a lado de la
otra como condicion para garantizar condiciones epidemioldgicas |0 mas parecidas
posible; sin embargo, no se pudieron obtener conclusiones validas debido a que la
incidenciadel TSWV que se alcanzo en ese afio fue inferior al 1%. En afios sucesivos €l
numero de parcelas con hibridos susceptibles disminuyd drasticamente en la zona 'y no
fue posible encontrar parejas de parcelas que cumpliesen los minimos requisitos. Como
una solucién parcia se optd por redizar un estudio de la evolucién temporal
aprovechando el ensayo en campo en el cua se evaluaron los hibridos de tomate
resistente a TSWV frente a los hibridos susceptibles, 1o cual proporciond |os resultados

gue se detallan en uno de los subapartados siguientes.

4.- CONCLUSIONESY RESULTADOSALCANZADOS

Los resultados de incidencia del TSWV durante los dos afios del estudio en 50
campos de lechuga y 30 de pimiento reflggaron que e porcentgje de lechugas con
aparentes sintomas de infeccion fue del 8.56 % y tan solo el 1.74 % en las plantas de
pimiento (Tabla 2). Los sintomas de la infeccion por TSWV se observaron en 35 de las
37 parcelas de lechuga estudiadas en las comarcas costeras. Si en este estudio se
excluyesen las prospecciones realizadas en las tres comarcas del interior, € porcentge
de incidencia total se incrementaria desde el 8.56% hasta € 11.55 %, ya que la
incidencia en los campos de lechuga de estas comarcas fue practicamente nula.

Los sintomas que se han podido observar en cultivos de lechuga debido a la
infeccién por TSWV han sido en general muy similares y consistentes en anillos
necroticos en hoja que evolucionan hacia una necrosis generalizada de las nuevas hojas
en crecimiento presentandose de forma asimétrica en la planta; sin embargo, en
pimiento los sintomas pueden ser mucho mas variados ya que afectan a la hoja en forma
de anillos, decoloraciones, mosaicos, aclaracion nervial y raquitismo; a la flor,
provocando necrosis y aborto floral; a fruto con anillos necréticos manchas,
decol oraciones, deformaciones y abolladuras y por supuesto al porte de la planta, lo que
en ocasiones ha planteado dudas sobre € diagnostico. Asi, sobre un total de 980

muestras de lechuga y 1225 muestras de pimiento analizadas mediante la técnica



ELISA, & porcentae de coincidencia respecto de las observaciones visuales de acuerdo
con un andlisis de tablas de contingencia fue del 97.8 % y & 90.9 % respectivamente
(Tabla 3). La causa de esta elevada coincidencia en lechuga puede ser que los sintomas
de las diferentes patologias que se observan en lechuga con mas frecuencia, en las areas
donde se ha redlizado el estudio, se pueden distinguir con facilidad de las necrosis
asimétricas causadas por e TSWV. Estos sintomas suelen ser mosaicos causado por €l
virus del mosaico de lalechuga, €l amarilleo motivado por alteraciones fisiol6gicas o de
etiologia viral no siempre bien determinada, podredumbres en el cuello de las raices
causadas por la Sclerotinia o las necrosis marginales de hojas causados por € tipburn,
un desorden fisiolégico originado por una deficiente asimilacion de calcio. En el caso
del pimiento un andlisis estadistico realizado utilizando tablas de contingencia demostro
gue ambos procedimiento proporcionaron diferencias significativas cuando se trataba de
diagnosticar la presenciade TSWV en este cultivo.

Asi pues, si bien es cierto que la determinaciéon de la incidencia del TSWV
realizada mediante la observacion de sintomas es un procedimiento muy subjetivo, que
podria estar sujeto a muchos errores, puede considerarse un método fiable para estimar
la incidencia en lechuga, como demuestran |os ensayos comparativos realizados con la
técnica ELISA; sin embargo, para estimaciones en cultivos de pimiento parece
aconsgjable realizar ensayos paralelos mediante latécnica ELISA.

Son muchos las causas que pueden determinar la epidemiologia de la
enfermedad del bronceado Sin embargo, |os factores principales que parecen contribuir
a mantener unaincidenciade TSWV mas bga en e cultivo de lechuga en las comarcas
del interior respecto de las comarcas costeras parecen ser las préacticas culturales y €
tipo de cultivos adyacentes. En las comarcas VIII y IX en donde los valores de
incidencia no sobrepasaron €l 0.1%, la lechuga se cultiva tradicionalmente en rotacion
con trigo y cebada que no son susceptibles a TSWV. Por otra parte, € cultivo de
lechuga se cambia casi obligatoriamente de ubicacion cada dos o tres afios para prevenir
los perniciosos efectos de la Sclerotinia, 10 que esta teniendo probablemente un efecto
beneficioso por afiadidura sobre laincidenciadel TSWV. Ademas, en estas comarcas de
interior € cultivo de lechuga es abierto y se paraliza durante los meses de invierno
degjando los campos desocupados hasta la primavera, o que también dificulta €
establecimiento continuado de poblaciones del insecto vector.

En las comarcas costeras, por € contrario, alternando con € cultivo abierto

existe un gran nimero de invernaderos que mantienen temperaturas moderadas en



invierno y permiten un cultivo continuado de una gran diversidad de plantas
ornamentales y especies horticolas, muchas de e€llas susceptibles a TSWV.
Habitualmente, en estas zonas desde la primavera hasta el invierno se cultivan dos o tres
especies diferentes en e mismo lugar, degjando muy poco espacio de tiempo entre ellos,
lo cual favorece e mantenimiento de niveles de infestacion elevados en las malas
hierbas, que por otra parte, son una de las fuentes de virus mas importante en e cultivo
de la lechuga. Estos factores son probablemente la causa de los elevados niveles de
infeccion detectados cada afio, como por gjemplo, en la comarca costera del Baix Camp
(V, Figura 1). Curiosamente, algunos agricultores de esta comarca han trasladado el
cultivo de lalechuga durante | os Ultimos afios hacia la comarca adyacente del Alt Camp,
lugar donde tradicionamente se cultiva casi exclusivamente avellano, 1o que ha
permitido, al menos hasta el momento, mantener los cultivos de lechuga libres de
TSWV.

En resumen, se puede concluir que el TSWV esta presente en la casi totalidad de
los campos de lechuga que se cultivan en las comarcas costeras de Catalufiay en mas de
dos terceras partes de los campos de pimiento. La incidencia del virus es claramente
superior en los campos de lechuga, con unos valores similares a los obtenidos durante
una prospeccion realizada en tomate durante los primeros afios de entrada del virus en
Cataluiia. No obstante, los resultados de incidencia obtenidos en cada una de las
distintas comarcas de Catalufia en relacion con determinados habitos de cultivo ponen
de manifiesto como la busgueda de nuevas &reas de cultivo o € empleo de ciertas
précticas culturales en algunas comarcas parecen paliar en cierta manera los efectos tan
acusados de la enfermedad. Si bien es cierto que la aplicacion de este tipo de medidas
preventivas no siempre es fécil, especialmente en las comarcas costeras donde se realiza
un cultivo intensivo, no lo es menos e hecho de que en otros casos podria ser una
solucién parcia a corto plazo.

En la evaluacion de los hibridos de tomate con supuesta resistenciaa TSWV se
observo que las plantas inoculadas pertenecientes a 10 de las 12 lineas ensayadas
mostraron lesiones locales en las hojas 4 o0 6 dias después de haber sido inoculadas
mecanicamente. Utilizando la técnica de PCR se observé la presencia del gen SW-5
Unicamente en los hibridos que desarrollaron estas lesiones locales, lo cua se
corresponde con € hecho de que dicho gen sea € responsable de que €l tgido este
necrosado como consecuencia de una reaccion de hipersensibilidad desencadenada

frente a la infeccion del virus, 1o que impide la transmision del virus a las células



contiguas. Asi, 15 dias después de la inoculacion no fue posible detectar € TSWV
mediante la técnica seroldgica ELISA en estas plantas.

Las dos lineas restantes, que aln no estaban en fase de comercializacion, no
manifestaron este tipo de lesiones locales y fueron infectadas sistémicamente por €
virus, como demostraron los ensayos ELISA redizados 15 dias después de la
inoculacién. Una de estas lineas fue susceptible probablemente debido a un error en
alguna de las fases de cruzamiento, recoleccion o etiquetado del lote de semillas (segun
afirmaciones de los propios obtentores) ya que las plantas carecian del gen de
resistencia SW-5 que supuestamente habian tratado de incorporar. La otra linea
correspondia a un hibrido que presentaba una cierta “resistencia de campo” (segn
informacion de sus obtentores).

Es conveniente resefiar que en 3 plantas de un total de 80, que se mantuvieron en
el ensayo hasta los 150 dias después de la inoculacion, y que correspondian a hibridos
resistentes con el gen SW-5, se desarrollaron sintomas de infeccion tardia (a partir de
los 90 dias después de la infeccion) caracterizada por necrosis en hoja que se extendian
hacia € tallo y que podian llegar a matar la planta. El ensayo mediante ELISA
proporcionaba resultados muy dudosos, tanto a los 15 y 30 dias, como incluso a los 90
dias después de la inoculacién, cuando las plantas mostraban sintomas de infeccién
severos. La deteccion fiable del virus asi como su reinoculacion solo fue posible a partir
del Unico fruto que obtuvo en una de las plantas, lo cual parece indicar que aungue €l
virus esta presente, su concentracion en hoja es tan baja que no permite su aislamiento o
deteccion con claridad. La presencia de estas plantas que se comportan de forma atipica
esta descrita como consecuencia de que este gen de resistencia presenta un coeficiente
de penetracion superior a 98%, lo cual significa que en un porcentgje de semillas
inferior al 2% |la manifestacion de la resistenciano es completa.

La presencia de sintomas de infeccion severos parece contradictorio con las
dificultades para detectar € virus en estas plantas; sin embargo, podria ser que la
insuficiente expresion del gen hace que la reaccion de hipersensibilidad desarrollada en
el momento de lainfeccion inicial no se produzca con |a eficacia necesaria para detener
el virus, lo que desencadena sucesivas reacciones de hipersensibilidad que logran
disminuir la concentracion del virus a niveles dificilmente detectables, pero que
paralelamente son capaces de provocar fuertes necrosis, que incluso llegan a causar la

muerte de los brotes.



En e ensayo de campo las primeras plantas con sintomas tipicos de bronceado
comenzaron a aparecer un mes después de la fecha de plantacion y su nimero fue
creciendo hasta e comienzo de la recoleccion (Gréafica 1). Estas plantas
correspondieron a los tres hibridos utilizados como control y los dos hibridos que no
presentaron €l gen SW-5, incluyendo e que supuestamente podria presentar resistencia
de campo. La excepciédn fue una planta correspondiente a uno de los hibridos resistentes
gue manifestd sintomas de infeccidn sistémica por TSWV, aungue ensayos posteriores
demostraron gque no se trataba de que e virus hubiese sobrepasado la resistencia, sino
gue probablemente fue debido a una expresién incompleta de laresistencia.

Otro aspecto a resefiar fue la aparicion de algunos frutos en plantas de hibridos
con el gen SW-5 con anillos concéntricos bien definidos que aumentaban de tamafio con
el tiempo causados por infeccion del TSWV, como demostraron los ensayos de ELISA.
Estos sintomas solo aparecian en un nimero reducido de frutos incluso dentro de una
misma planta. Se trata de unainfeccion muy local, ya que € virus se detecta Gnicamente
en la superficie del anillo pero no en el exterior y nunca se corresponde con sintomas o
deteccion positiva mediante ELISA en las hojas de la planta. La causa de este tipo de
infeccion es la picada directa de tripsinfectivos en el propio fruto como demostraron los
ensayos realizados en condiciones controladas de infeccién, emparejando frutos y trips
infectivos en recipientes individuales. Ademas se ha de tener en cuenta que este tipo de
sintomas no se obtuvieron en las inocul aciones mecanicas realizadas en las plantas bajo
invernadero y en ausencia de trips. Al parecer la expresion del gen SW-5 desencadena
una respuesta de hipersensibilidad que es suficiente para detener la progresion de la
infeccion en la planta pero no lo es para detener el virus anivel del fruto.

Estos frutos infectados aparecen como consecuencia de la alimentacion directa
de trips infectivos, por tanto, correspondera siempre a infecciones tardias dentro del
periodo de cultivo, lo cual determina que en idénticas condiciones epidemiol bgicas el
porcentgje de plantas que presentan estos frutos sea l6gicamente menor que € de
plantas infectadas pertenecientes a lineas susceptibles que pueden infectarse desde €l
principio del cultivo. Asi, la incidencia promedio obtenida en plantas susceptibles al
virus alcanzd en nuestro ensayo unos niveles cercanos al 14% a finales del mes de Julio,
mientras que € porcentaje de plantas resistentes que mostraban algun fruto con
sintomas en esas fechas era tan solo algo mas del 4% (Grafica 1). Dentro de este grupo
de plantas resistentes el nimero de frutos afectados que presentaban anillos de infeccién

en proporcion al nimero total de frutos producidos en las 4 primeras inflorescencias fue



solamente de un 11%. Este resultado se corrobord en la prospeccion realizada en
plantaciones comerciaes en donde se alcanzé un porcentaje algo inferior al 10.5%.

Asi pues, estos ensayos de evaluacion realizados con hibridos de tomate
resistentes a TSWV parecen demostrar que la fuente de resistencia proveniente del
cultivar Stevens e identificada como & gen SW-5 es |a el egida mayoritariamente por |os
principales productores de semilla en Espafia para ser incorporada a los hibridos
comerciales. Estaresistencia es efectiva con las dos limitaciones ya descritas:

1°.- La existencia de un pequefio porcentgje de semillas, que no llega a 2%, en
las cuales no se expresa correctamente la resistencia y que desarrollan la enfermedad,
después incluso de un largo periodo de apariencia asintomética y que no parece tener
relacion con cambios en la presion infectiva 0 en las condiciones ambientales o la
presencia de variantes del virus que pudieran haber sobrepasado la resistencia, como se
ha mencionado en algunos casos.

2°.- La aparicién de frutos con anillos que progresivamente aumentan de tamafio
debido a una reaccién de hipersensibilidad insuficiente frente a la infeccion de TSWV.
Esta infeccion no esta causada por unainvasion sistémica del virus desde la planta sino
gue proviene de picadas directas de trips infectivos, por lo cua las pérdidas que
ocasiona son proporcionalmente poco importantes en comparacion con las que se
producian en |os hibridos susceptibles.

Hasta e momento no se han detectado en nuestros estudios infecciones causadas
por aislados del TSWV que podrian haber sobrepasado la resistencia al virus, como ya
ha sido descrito en algunos paises en |os que se estan utilizando desde hace varios afios
hibridos con este tipo de resistencia; no obstante, es una posibilidad que no debe ser
descartada a medio o largo plazo.

Por otra parte, en estos dos ultimos afios hemos podido constatar que el
porcentgje de plantas resistentes a TSWV que de visu muestran aparentes sintomas de
infeccion por este virus (por las dificultades que ahora comportan el diagnéstico
serol6gico) es en muchos casos superior a porcentaje admisible del 2%. Ensayos
posteriores han demostrado que habitualmente se trata de infecciones causadas por
aislados severos del virus Y de la patata (PVY necrogénico) y en otros casos debido a
infecciones de etiologia no bien determinada, que son atribuidos erroneamente a
TSWV, lo cual pone de manifiesto la necesidad de utilizar técnicas de fiabilidad

garantizada.



Ta y como se ha comentado a principio, en e caso del cultivo de tomate la
introduccion de hibridos resistentes parece haber resuelto de manera bastante
satisfactoria €l problema del bronceado; sin embargo, no ha sucedido 1o mismo en €l
caso de cultivos de pimiento y lechuga, ya que lafatade resistenciasa TSWV en lineas
comerciaes de lechuga y hasta hace muy poco tiempo en pimiento, combinado con la
ineficacia de insecticidas para controlar la poblacion de trips y con la dificultad, en
algunos casos, de aplicar técnicas culturales apropiadas o programas de control
integrado, han dado como resultado e establecimiento de la enfermedad en estos
cultivos.

Otro aspecto que se ha estudiado en € transcurso de este proyecto y gque no
estaba previsto dentro de los objetivos ha sido evaluar las diferencias de incidencia del
TSWV observadas en los cultivos de lechuga en relacion con las distintas variedades.
Para este estudio se seleccionaron en las prospecciones aquellas parcelas en las que se
cultivaban conjuntamente distintas variedades, con un nimero suficiente de plantas
(minimo 500), que se hubiesen plantado en la mismafechay en las que la incidencia de
TSWV fuese ad menos de un 2%, para que las diferencias pudieran tener cierta
significacion. Durante los dos afios de la prospeccion solamente se encontraron 8
parcelas que cumplian los 4 requisitos y en las que se comparaban dobletes de tres
variedades diferentes: tipo "Larga Verde', tipo “Inverna’ y tipo "Maravillas’; tres de las
variedades mas cultivadas en exterior en Catalufia. Adicionamente se disefio una
parcela experimental con tres blogues repetidos de cada una de estas tres variedades
para realizar este mismo estudio en condiciones controladas a lo largo de todo un ciclo
de cultivo.

Los resultados de este estudio obtenidos en las prospecciones de campo
reflggaban un incremento significativo de la incidencia en las variedades Maravillas e
Inverna respecto de la variedad Larga Verde (Tabla 4). Esta misma diferencia se
manifestd en & ensayo realizado bajo condiciones controladas hacia €l final del ciclo
del cultivo cuando los porcentgjes de incidencia sobrepasaron €l 5% (Grafica 2).
Realizando medidas de color de hoja relacionadas con el contenido de clorofila durante
todo e ciclo de cultivo se observd que los valores mas atos de incidencia se
correspondian con las variedades de color amarillo, con menor contenido de clorofila
(Tabla 5), en concordancia con referencias publicadas sobre la mayor atraccion del trips
hacia longitudes de onda en torno a este color. Sin embargo, |os ensayos de preferencia

en la alimentacién realizados en laboratorio no han sido concluyentes ya que en los



resultados obtenidos no se observan diferencias significativas entre las tres variedades y
los ensayos de infectividad con trips viruliferos ain no han concluido.

5- APLICACION AL SECTOR Y POSIBLE DIFUSION DE
RESULTADOS

Los resultados de la investigacion de este proyecto han dado lugar a diversas
publicaciones cientificas y divulgativas, presentaciones de ponencias en Congresos,
presentacion de un trabajo fin de carrera, conferencias ante productores y técnicos
agricolas y reuniones con técnicos de las Asociaciones parala Defensa de los Vegetales
(ADV) y técnicos del SPV relacionados con el sector produccion; lo cual significa un
amplio un nivel de difusidén a todos los niveles. El grado de aplicacion a sector de
algunos de estos resultados es inmediato por la propia naturaleza de los mismos; sin
embargo, otros como las conclusiones acerca de las modificaciones de las practicas
culturales son de dificil aplicacion en lamayor parte de los casos.

En relacion con la evaluacion de los hibridos de tomate que incorporan la
resistenciaa TSWV se ha presentado un trabajo en € 1X Congreso Nacional de la SEF
celebrado en Salamanca y se han publicado dos articulos cientificos y un articulo de

divulgacion que se adjuntan en el informe normalizado.

ARAMBURU, J and RODRIGUEZ, M. (1999). Evauation of commercial
Lycopersicon esculentum hybrids for resistence to tomato spotted wilt tospovirus
(TSWV) in Spain. Journal of Horticultural Science and Biotechnology 74: 743-747.
ARAMBURU J., M. RODRIGUEZ and J. ARINO (2000). Effect of tomato spotted wilt
tospovirus (TSWV) infection on tomato (Lycopersicon esculentum) cultivars carrying
the SW-5 gene. Journal of Phytopathology. 148: 569-574.

ARAMBURU J., M. RODRIGUEZ y J. ARINO (2000). La enfermedad del bronceado
en hibridos de tomate que incorporan resistencia al tomato spotted wilt tospovirus
(TSWV). Phytoma Esparia. 123: 26-33.

La determinacion de la incidencia del TSWV en cultivos de lechuga y pimiento
en distintas comarcas de Catalufia y su relacion con las précticas culturales se ha
presentado en una comunicacion en e X Congreso Naciona de la SEF celebrado en

Vaencia en € afio 2000 y se ha publicado un articulo divulgativo del cual se adjunta



una copia en € informe normalizado. Debido a que € interés del trabgjo es muy local
no ha sido posible publicar un articulo cientifico de difusién internacional.

ARAMBURU J. y L. AOS. Incidencia del tomato spotted wilt tospovirus (TSWV) en
cultivos de lechuga y pimiento de Catalufia e implicaciones epidemioldgicas. Phytoma
Espaia 125: 37-41.

Se han impartido 3 conferencias en seminarios organizados por las ADV de tres
Comarcas de Cataluiia.

Conferencia invitada sobre “El virus del bronceado en los cultivos horticolas.
Resistencias a virus’. Santa Susanna (Barcelona). Octubre de 1998. Il Jornadas del
tomate

Conferencia invitada sobre “Virosis en los cultivos horticolas. Métodos de control”.
Vilasar de Mar (Barcelona). Diciembre de 1998. Cursos de formacion organizados por
La Unio de Pagessos.

Conferencia invitada sobre “El virus del bronceado en € cultivo de tomate. Variedades

resistentes a virus’. Cambrils (Tarragona). Febrero de 1999. | Jornadas del tomate

Se ha presentado un trabajo fin de carrera en la Escuela Superior de Agricultura
de Barcelona titulado: Evaluacion de distintas lineas de tomate comercial frente a la

infeccion por TSWV. Defendido por Mo6nica Rodriguez Nogueiras en el afio 1998.

Se han realizado dos reuniones informativas sobre el desarrollo del proyecto
mantenidas durante los afios 1998 y 2000 con técnicos pertenecientes alas ADV de las
Comarcas de La Selva, Tarragona, Alt y Baix Maresme, Alt y Baix Llobregat,
Barcelona, Valles, Cambrils y Baix Penedes y miembros del Servicio de Proteccién de
los Vegetales (SPV), pertenecientes a los Servicios Territoriales de Barcelona, Gerona,
Tarragonay a Servicio de diagndstico de Barcelona.

Con referencia a estudio realizado para evaluar s laincidencia del TSWV en
lechuga esta relacionada con € tipo de variedad no se ha publicado ningun articulo, ya
que, si bien en los resultados obtenidos en campo se constatan ciertas diferencias, estas

no han podido ser aln confirmadas satisfactoriamente en pruebas de | aboratorio.



6.- COLABORACIONESY AYUDASRECIBIDAS O PRESTADAS

Para realizar |a prospeccion del TSWV en cultivos de lechuga y pimiento de las
diferentes Comarcas de Catalufia se ha contado con la ayuda y colaboracion de los
diferentes técnicos pertenecientes alas ADV y el SPV para la busqueda y localizacion
delas parcelas.

También se agradece a las distintas casas comerciales resefiadas en € informe la
entrega de lotes de semillas de distintos hibridos de tomate, agunos de ellos ain no
comercializados, para que fuesen evaluados frente alainfeccion por TSWV.

7- VICULACION DEL PROYECTO A PROGRAMAS DE COOPERACION
CIENTIFICA Y TECNICA INTERNACIONAL

El desarrollo de este proyecto y la publicacion de resultados en revistas
cientificas de difusion internacional han dado lugar a contactos con investigadores del
Instituto Naciona de Investigacion Agraria (INIA) de Uruguay que han desencadenado
un intercambio de cooperacion financiado por la Agencia Espafiola de Cooperacion
Internacional (AECI) y a consistido en una estancia de 9 dias de José Aramburu para
conocer distintos equipos de investigacion de los centros del INIA situados en Las
Brujas y € Salto, sus proyectos de investigacion, instalaciones y las principales zonas
de cultivo horticola del pais en donde la enfermedad del bronceado afecta de manera
importante a una parte de sus cultivos. Ademéas se han impartido dos seminarios a
productores, técnicos asesores, estudiantes e investigadores del INIA y de la
Universidad de Montevideo y hemos entablado reuniones para estudiar la posibilidad de
plantear proyectos de investigacion conjuntos. Como contrapartida se espera en breve la
visita del Dr. Diego Maeso, virdlogo del INIA de Las Brujas, durante 15 dias para

realizar trabajos de aprendizaje en nuestros laboratorios.



Tabla 1. Hibridos de tomate comercializados o en fase de desarrollo con supuesta
resistenciaal virus del bronceado (TSWV) evaluados en invernadero mediante infeccién

mecanica o en condiciones de infeccion natural en campo.

Empresa Hibrido Empresa Hibrido en fase de
comercializado desarrollo
RIJK ZWAAN Litoral RUITER 4727
RIJK ZWAAN Gaudi INTERSEMILLAS 9619
ROYAL SLUIS Bodar INTERSEMILLAS 9621
ROYAL SLUIS Bond WESTERN SEED 2982
SLUIS & GROOT Lisboa WESTERN SEED 2999
FITO Maresme

RUITER Hermes




Grafica 1. Incidencia del virus del bronceado (TSWV) en un cultivo temprano de
tomate alo largo del cultivo en el que se comparan 5 hibridos susceptibles al virus con 5
hibridos que incorporan el gen de resistencia SW-5.
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La incidencia se estima como €l porcentgje de plantas en las cuales se ha detectado la
presencia del virus y en la gréfica se representa como e vaor promedio de 5
repeticiones y € error estdndar de la media. El virus se detecta tanto en hoja como en
fruto en plantas susceptibles debido a infeccion sistémica y en las plantas resistentes

anicamente en agunos frutos debido a lesiones locales ocasionadas por picada directa
detrips infectivos.



Figura 1. Localizacion geogréafica de las comarcas (costeras | a VI, interiores VI a X)
seleccionadas en la Comunidad de Catalufia donde fue estudiada laincidencia del virus
del bronceado (TSWV) en lechugay pimiento.




Tabla 3. NUmero total de plantas de lechuga y pimiento positivas o negativas a la
presencia del virus del bronceado (TSWV) determinado por observacion de sintomas y
mediante ELISA y porcentgie de coincidencia de ambos procedimientos determinado

mediante un andlisis de tablas de contingencia.

Sintomas
Lechuga Pimiento
+ - Total + - Total
+ 159 11 170 68 86 154
ELISA - 11 799 810 26 1045 |1071
Tota |170 810 980 A 1131 1225

Coincidencia 935 986 977 548 949 909
%




Tabla 2. Incidencia del virus del bronceado (TSWV) en cultivos de pimiento y lechuga
determinada mediante observacion de sintomas en las principales éreas de cultivo
horticola de Catalufia durante los afios 1997 y 1998.

Localizaci Comarcas Cultivo N°deplantas P/PI? TSWV
6n observadas (%)°
Costera |. Maresme Lechuga 5.000 5/5 6.8
Pimiento 7.075 8/7 2.52
Il. Baix Llobregat Lechuga 7.000 717 11.67
Pimiento 6.000 6/4 0.88
I1l. Baix Penedes Lechuga 10.000 10/9 17.67
Pimiento 1.700 2/2 0.94
IV. Tarragones Lechuga 8.000 8/7 13.98
Pimiento 5.000 5/5 1.04
V. Baix Camp Lechuga 3.000 3/3 2.13
Pimiento 1.000 11 17.3
VI. Baix Ebre Lechuga 4.000 4/4 4.18
Pimiento 2.000 2/2 0.5
VIl. Montsia Lechuga - - -
Pimiento 5.000 5/2 0.28
Total Lechuga 37,000 37/35 11.55
Pimiento 27.775 29/22 1.79
Interior  VIII. VallesLechuga 5.000 5/2 0.1
Oriental
Pimiento 1.000 11 04
IX. VallesLechuga 6.000 6/1 0.07
Occidental
Pimiento - - -
X. Alt Camp Lechuga 2.000 2/0 0
Pimiento - - -
Total Lechuga 13.000 13/3 0.06
Pimiento  1.000 11 04
Total Comarcas ~ Lechuga 50,000 50/38 8.56
Pimiento 28.775 30/23 1.74

& NUmero de parcel as observadas / niimero de parcelas en |as que se observaron
sintomas de infeccion por TSWV.
® Porcentaje de plantas con sintomas de infeccién por TSWV.



Tabla 4. Pargjas de variedades de |lechuga comparadas, nimero de plantas prospectadas
y porcentaje de infeccion por TSWV.

Par g as de variedades NC. De plantas % deinfeccion por TSWV

LargaVerde 1.000 7.70
Inverna 1.000 14.10
LargaVerde 500 7.20
Inverna 500 21.00
LargaVerde 1.000 14.00
Inverna 1.000 13.40
LargaVerde 1.000 2.00
Inverna 1.000 3.50
LargaVerde 1.000 68.10
Inverna 1.000 84.20
LargaVerde 500 25.60
Maravillas 500 42.00
LargaVerde 1.000 3.30
Maravillas 1.000 12.80
Maravillas 1.000 1.70

Inverna 1.000 2.30




Tabla 5. Nivel de clorofila en tres variedades de lechuga medido por SPAD alo largo
del ciclo de cultivo.

Variedad Fecha

14 Junio 29 Junio 9 Julio 19 Julio 29 Julio

Inverna 23.88+2.09 29.77+2.72 29.62+2.74 29.89+1.08 22.16+1.12
Maravillas 22.89+1.99 33.55+3.02 28.21+2.65 32.91+1.24 25.00+0.80
LargaVerde 26.92+2.34 41.25+3.76 44.77+4.05 40.30+2.07 36.59+1.30

Losvalores son lamediay € error estandar de 10 repeticiones.

Grafica 2. Evolucion de lainfeccion por TSWV en condiciones de campo durante €l
ciclo de cultivo de tres variedades de lechuga: Inverna, Maravillasy Larga Verde.
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