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RESUMEN



VIi

Se pretende contribuir con este trabajo al conocimiento de la incidencia del virus de la
degeneracion de la vid y de sus nematodos vectores en los viiedos espafioles, asi como
su correlacion con la sintomatologia que producen y la influencia de los factores
ambientales en el desarrollo de los patogenos.

Se realiza en primer lugar una recopilacion de los estudios a nivel mundial sobre la
virosis en el vifiedo, centrandose en aquellos referentes a la "degeneracion infecciosa”
de la vid, de igual modo se revisan los trabajos existenles sobre la incidencia e
importancia de los nematodos fitoparasitos en el vihedo, con especial énfasis en las
especies transmisoras de virus. En el capitulo de material y métodos, tras la indicacion
de los planteamientos para la realizacion de las muestras, se hace una descripcion
detallada de la zona de estudio y de las fincas experimentales donde se Ilevo a cabo el
trabajo. A continuacion se expone la metodologia utilizada en la deteccion del virus,
estudio de la nematofauna, caracterizacion en el estudio de los parametros edaficos,
lratamiento estadistico y cartografiado automatico de los datos.

Los resultados obtenidos indican que la incidencia del virus alcanza el 12 % v que la
coincidencia del virus con los nematodos vectores es variable, puede ir de proxima al 100
% a practicamente nula dependiendo de las zonas. Se indica la importancia de los
factores medivambientales, especialmente el contenido de agua en el suclo, en el
desarrollo de estos nematodos y por lo tanto Ja importancia de realivar los muestrcos en
los distintos horizontes del suelo v en épocas del aio adecuadas, dada la distribucicn
aleatoria y comtagiosa de estos organismos. Se¢ resalta, asimismo, la baja correlacion
entre la sintomatologia que muestran algunas plantas y la presencia de virws,
indicandose quc, en muchos caso, sc debe a la accidon de otros nematodos fitoparasitos
b, incluso, algunoes focos de filoxera, condiciones ambicntales o a caracteristicas
fisiologicas de la planta, observandose que dicha sintomatologis muesira una relacion
mis clara con la presencia del virus en unas variedades que en otras.

Por altimo, se destaca la necesidad de teper en cuenta la presencia de ambos patogenos,
puesto que alin en el caso de que la iufeccion se haya producido a travis del injerto,
la existencia de up solo nematodo transmisor de virus garantiza la persistencia de la
infeccion; asi como ia importancia de abordar estos problemas desde una oOrbita
multidisciplinar profundizando en el conocimiento tanto de la morfologia y fisiclogia de
la planta como en las caracteristicas agroecologicas de fos palbgenos implicados y de la
especificidad de transmision a fin de conseguir un coatrol de la enfermedad que sea
ecologicamente compatible.



INDICE



RESUMEN

INTRODUCCION

PLAN DE TRABAJO

. ANTECEDENTES

I.1 Enfermedades viricas de la vid

1.2.

1.3.
1.4.

Ls.

1.1.1. Nepovirus
1.1.2. Virus de la degeneracion infecciosa o del entrenudo corto

de la vid (GFLV)

£.1.2.1. Caracteristicas generales

1.1.2.2. Acidos nucléicos

[.1.2.3. Uhraestructura

1.1.2.4, Mecanismos de (ransmision

1.1.2.5. Técnicas de diagnostico del GFLV

Nematodos asociados a la vid

1.2.1. Nematodos ectoparasitos y transmisores de virus
1.2.1.1. Sistematica y taxonomia de la familia Longidoridae
1.2.1.2 Caracleristicas morfologicas

[.2.2. Nematodos de la familia Longidoridae asociados al viiiedo
1.2.2.1. Xiphinema index
1.2.2.2. X italiae
1.2.2.3, Otras especies de nematodos de la familia Longidoridae

Relacion virus-vector
Metodologia para el estudio de la transmision

Estado actual de los estudios sobre GFLV y los nematodos

asociados a la vid en Espafia

1.5.1. Virus de la degeneracion infecciosa de la vid
1.5.2. Nematodos de la vid

IX

Vi

10

12
13

16
19
19
22
23
24

27
28
28
29
34
37
40
42

45

47

48

48
49



II.MATERIAL Y METODOS

11.1.

I1.2.

11.3.

1E.4.

I1.5.

11.6.

11.7.

Planificacion de muestreos

Descripcion de las zonas de estudio
11.2.1. Zonas viticalas. La Mancha
11.2.2. Fincas Experimentales
11.2.2.1. Finca Experimental "La Higueruela"

11.2.2.2. Finca de La Escuela Museo de la Vid y el Vino

de Madrid

Muestreos realizados

11.3.1. Muestreos previos

11.3.2. Muestreo cn la region de La Mancha
11.3.3. Muestreos en Fincas Experimentales

Recogida y preparacion de muestras
I1.4.1, Muestras de suelo
11.4.2. Muestras de material vegetal

Metodos de extraccion y estudio de nematodos del suelo

11.5.1. Preparacion de mucstras de suelo

H.5.2. Método de sedimentacion-decantacion

11.5.3. Metodo de_centrifugacion

11.5.4. Metodos de estudio cuantitativo y cualitativo de

los nematodos

[1.5.4.1. Recuento, aislamiento, fijacion y montaje
11.5.4.2. Conservacidon del extracto de la muestra
11.5.4.3, Observaciones microscopicas

Técnicas para el estudio del material vegetal

Técnicas para la deteccidon del virus
I1.7.1. Transmision mecanica a planta herbicea
11.7.2. Tincion negativa (Microscopia Electronica)
11.7.3. Inmunoelectromicroscopia
11.7.3.1. ISEM (Inmunosorbent Electromicroscopy)
11.7.3.2. AVM (Antiserum Virus Mixture)
11.7.3.3. Decoracion
11.7.3.4. Tampones y colorantes necesarios
11.7.4. Secciones ultrafinas
11.7.5. Métodos serologicos

ﬂ:
o
! e

52

53

54
57
65
65

67

67
69
70
71

76
76
79

79
84
81
82

84
85
87
87

84

89
89
90
g1
92
93
94
95
96
97



11.7.5.1, ELISA-DAS
11.7.5.2. Sistemas de amplificacibn de ELISA

I1.7.6. Hibridaciones de acidos nucléicos, sondas radioactivas
y colorimétricas

11.8. Metodologia para el estudio de los virus en el interior de

los nematodos

11.8.1. Metodologia para la deteccion del virus en el pematodo por
Microscopia Electronica

I1.8.2. Preparacion de nematodos para la deteccion del virus en su
intergs por ELISA e ISEM

II.8.3. Metodologia pra detectar el virus en el nematodo por la reaccion
en cadena de la polimerasa ("Polimerasa Chain Reaction”) (PCR)

11.9. Metodologia para el estudio de la transmisidn por vectores
11.10. Meétodos para el estudio de las caracteristicas edaficas
11.11. Métodos estadisticos para el tratamiento y cartografiado automatico

1. RESULTADOS
111.1. Muestreo previo

111.2. Deteccibn del virus de la degeneracion infecciosa

111.2.1. Comprobacion de la fiabilidad del método

I11.2.2. Comparacidn de tampones de extraccion

I11.2.3. Variacion del pH en funcion del tampan utilizado

I11.2.4. Ensayos de comprobacién entre distintas partes y estados
de la planta frente a diferentes tampones

HI.2.5. Sensibilidad del test ELISA para distintas concentraciones
de la muestra

1I1.3. Variacidon de la concentracion del virus

I1.4. Correlacidon entre sintomatologia y virosis
111.4.1. Correlacion sintomatologia-virosis en distintas variedades
I11.4.2. Correlacion sintomatologia-virosis en Garnacha
111.4.3, Correlacibn sintomatologia-virosis en focos de La Mancha

111.5. Incidencia del GFLV en La Mancha

I11.6. Incidencia virus-nematodos vectores

X1
Pag.
98

101

102

103

103

108
108
112
113

114

127
128
131
136
141
144
155
180
180
181
191
197

198



IT1.7. Estudios ultraestructurales de plantas indicadoras y de X.index

JI1.8. Transmision del virus de la degeneracidbn infecciosa por Xindex.
Deteccion de} virus en el nematodo vector y en planta herbacea

V. DISCUSJON

IV.1. Incidencia y deteccibn del virus de la degeneracion infecciosa
IV.2. Incidencia de nematodos fitoparasitos y transmisores de virus
V.3, Correlacion bioecologica entre virus y nematodo vector

V. CONCLUSIONES

V1. BIBLIOGRAFIA

VIl. APENDICES

VII.1. Relaccidn de muestreos.

VI1.2, Tablas y malrices de resultados.

X1l

207

215

222

223

231

237

240

245



INTRODUCCION



La practica del cultivo de la vid surge en Asia, desde donde pasa a Egipto, de alli al
resto de la cuenca mediterranea (Grecia y Las Galias) y con el Imperioc Romano se
propagd por el Continente Europeo. La vid es el frutal mas conocido en el mundo,
puede cultivarse desde las regiones templadas a las tropicales, pero la mayor parte de
los vihedos se encuentran en las zonas templadas, donde ocupan upa superificie de 10
millones de ha, distribuidas a lo largo de los paralelos 4042, en dos franjas que incluyen
la cuenca medilerranea, fuera de las cuales destacan los cultivos de los paises del
hemisferio sur - Sudafrica, Chile y Argentina -. Sin embargo, la mayor concentracion del
viiiedo se encuentra en Europa: Albania, Espaha, Francia, Grecia, Italia, Portuga! y

Yugoslavia.

De igual manera, las t;nfermedades de la vid se conocen desde antiguo, asi en la mitad
del siglo XIX el mildio se extendido desde el oeste de Europa a todo el Continente
causando pérdidas de hasta un 80% en la produccion, de modo parecido a lo que ocurrio
con la filoxera y, una vez controladas estas epidemias, al introducir en los vihedos
patrooes resistentes, se han desarrollado nuevas enfermedades, entre ellas “a
degeneracion infecciosa®, que es tan antigua como el cultivo de la vid, su hospedador
principal, que también parece tener su origen en el Oriente Medio y de cuya
sintomatologia ya se tenian referencias en 1800 segiin VUITTENEZ (1970), pero que
hasta los afios 30 no se comprobt que se transmitia por injerto y era una enfermedad
de origen edafico (HEWITT, 1956) y es en los afios 50 cuando se supo que era causada

por un virus y su vector un nematodo del suelo (HEWITT gt al., 1958).




Actualmente se considera que dicha enfermedad es la que causa mayores pérdidas en
el viiedo en todo el mundo por decaimiento progresivo de las vides, reduccion del
contenido de clorofila de las hojas, pérdidas de produccion y calidad, etc. (Bovey, 1973).
Por el momento, no existen métodos de control del virus, aungue en los Gltimos ahos
los métodos de diagnostico han sido de una gran ayuda para la seleccion de material
de propagacion vegetativa libre de virus, y dentro de ellos ha sido, sin duda, la técnica
ELISA la que en mavor grado ha contribuido al reconocimiento de los niveles de
mfeccion en los estudios epidemioldgicos y en el mejor conocimiento de la relacion virus-
vector. Por otro lado, conocido el papel como vectores del virus de los pematodos

Xiphinema index y X, italiae -, los estudios de ecologia de la transmision y la relacion

virus-veclor son de gran interés en las investigaciones sobre la patologia de la vid, a fin
de dar pautas para la correcta solucion de los procesos tradicionales de arranque y

replante dirigidas al control de "la degeneracion infecciosa”.

Respecto a la produccidn vitivinicola mundial, Espafia esta clasificada en tercer lugar,
tras Francia e Italia, el vifedo es uno de sus cultivos mas tradicionales | siendo de gran
importancia para la economia espafola, ocupa el tercer lugar en extension, después del
trigo y del olivo. Segiin el Anuario Estadistico de la Produccidn Agraria (1988) el vifiedo
ocupa 1.513.810 ha, que representan el 7% de las tierras cultivadas. Ademas, hay que
destacar el valor sacial y econdmico de esie cultivo, st se tiene en cuenta que la mayor
densidad de poblacicn dentro de algunas Comunidades Autdnomicas se encuentra en las
zonas viticolas y su explotacion resulta rentable en comarcas y zonas marginales, donde
no lo son otros cultivos, debido al terreno pobre y al clima seco, como son las tierras

albarizas de Jeréz y las calizas del mioceno manchego.
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El virus de la depeneracibn infecciosa de la vid (GFLV) fué identificado en Espaba cn
los anos 70 (PENAJIGLESIAS y AYUSO, 1971) al igual que sus nematodos vectores,
Xiphinema index y X italiac ( ARIAS y NAVACERRADA, 1973); por aquellos aiios se
cred el Departamento Regional y Coordinador de Viticultura y Enologia del INIA a fin
de realizar una seleccidon sanitaria de la vid, que durante muchos afios se ha venido
realizando a base de diagnodstico visual (delerminacidon de sintomas), por transmision

a indicadores lefosos {Vitis rupestris) y herbacecs (Chenopodium gquinoa, Ch.

amaranticolor, Ch. murale, etc), técnicas serologicas de floculacion y/o precipitacion,

determinacion de virus por microscopia electronica y solo recientemente métodos

serologicos ¢ inmunoenzimaticos (ELISA).

Todo ello nos ha llevado al estudio de la epidemiologia del virus en relacibn con sus
nematodos vectores, en nuestros viiiedos, dentro de un contexto bioecologico. A tal fin
bemos centrado el trabajo en La Mancha, dado que por su extension (717.295 ha) esta
zona representa la méyor concentracion de dicho cultive en el mundo, el 8% de la
superficie viticola mundial y el 11,4% de Europa y el 5% de la nacional, por otro lado,
debido a sus caracteristicas geograficas y climaticas, que retrasaron en su dia el avance
de la filoxera, y por constituir un buen marco de referencia para el estudio
epidemiologico de las enfermedades de las plantas de origen edafico y su control

ambiental (BELLO et al., 1990).
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Las referencias bibliograficas y la experiencia de nuestros laboratorios de diagnbstico
ban conducido a la idea de la presencia generalizada del virus de la degeneracion
infecciosa en los vifiedos espaficles. Ademas de los datos recogidos en los antecedentes
sobre la presencia en delerminadas regiones como Jerez, La Rioja, Montilla, elc., exisle
evidencia de dicha sintomatologia en todas las zonas viticolas debida a la informacibn de
los técnicos agrarios y agentes del SEA. De acuerdo con estos trabajos, generalmente
visuales, se tiene la creencia em nuestro pais de que practicamente el 100 % de las
plantas de vid son portadoras y manifiestan en mayor o menor grado los efectos del
virus, a tal extremo de que PENAIGLESIAS (1972) en las 1 Jornadas Técnicas de Vid

"

y vino en Rioja (Haro - Logrofio) manifestaba que "... siendo los virus transmisibles por
njerto y siendo este procedimiento usual de reproduccion de la vid, es logico pensar que

sera dificil encontrar cepas de variedades comerciales que estén exentas o libres de los

virus que con mayor igcidencia econdmica y extension afectan este cultivo”

En algunos casos se ha comprobado la correlacion de los sintomas con la presencia de
virus, como es el caso de viedos de Cebolla (Toledo) donde las alteraciones que se
venian detectando desde los ahos 70 por PENA y ALFARO, presumiblemente causadas
por virus, fueron conflirmadas mediante la realizacidn de test de diagnostico en nuestros
laboratorios del INIA, pero en otras ocasiones la sintomatologia se debe a caracteristicas
varietales o es la manifestacion de alteraciones fisiologicas debidas a causas diferentes
a los virus, y que pueden inducir a error, maxime cuando los diandsticos visuales se

realizan en distintas zonas y variedades y por técnicos diferentes.



La cuestion es si, de estar tan extendida la virosis, Ja mayor parte de nuestros vihedos
deberian ser improductivos, y la infeccion se habria producido a travées del material
vegetal, injertos o patrones, siendo de menor importancia el papel del nematodo vector
en su dispersion, aunque si en la persistencia. Por otro lado la seleccion sanitaria, que
se venfa realizando ep base a esta sintomatologia de visu, da lugar a la posible
eliminacibn de genotipos de intergs agronbnico, al confundir sintomas virales con

caracleristicas varietales.

Debido a estos problemas, al iniciar el estudio, se realizaron una serie de contlacios con
agentes del SEA y técnicos en viticultura de los principales centros nacionales, a fin de
conocer la situacibn en cada comatca; la mayor parte de ellos consideraban muy
extendidas las virosis, con la casi finica excepcion de J. PROVEDO del departamento
de Viticultura y Enolqgia de la consejeria de Agricultura y Alimentacion del pgobierno

"

de La Rioja, quien manifestdo que: "... a pesar de la opinidn generalizada de quc el
viiedo estaba afectado por virosis en un porcentaje alto, la produccién era aceptable,

no acusandose la disminucibn propia de la enfermedad”.

De acuerdo con los objetivos vy planteamientos expuestos, se realizb ep primer Jugar una
sintesis de las enfermedades viricas de la vid, con especial énfasis en las producidas por
Nepovirus, para centrarnos a continuacion en la revision de los estudios existentes
sobre el virus de la degeneracion infecciosa (GFLYV), sus caracteristicas generales,
morfologfa, mecanismos de transmision y técnicas de diagnodstico utilizadas en su

deteccion,
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A continuacidn se lleva a cabo, igualmente una revision de los mematodos asociados a
la vid, cepntrandonos ep los ecloparasitos y transmisores de virus de la familia
Longidoridae. Se detalla su posicibn sistematica, taxonomia y caracleres morfologicos
de la familia, y asimismo se descubren con detalle la morfologia y biologia de X. index
y X italiae que son los nematodos mas importantes como transmisores de GFLV en
Europa. Se pasa a revisar las relaciones virus-vector, la metodologia empleada en el
estudio de la transmision, para terminar el capitulo de antecedentes con el analisis del
estado actual en Espafa de los estudios sobre el virus causante de la degeperacibn

infecciosa, como de los nematodos que los transmiten.

En el siguiente capitulo se describe la metodologia empleada en la planificacibn de los
muestreos, se da wna descripeion detallada de las zonas de estudio y fincas
experimenlales en que se llevo a efecto el trabajo. Asimismo se detallan los muestreos
realizados, la metodologia seguida en la toma de muestras, preparacion de las mismas,
métodos de extraccidon v estudio de los nematodos, las técnicas utilizadas para la
deteccibn  del virus en malerial vegetal por transmisibn mecanica, estodios
ultraestructurales o inmunologicas (ELISA), los métodos para el estudio del virus en el
interior del nematodo y, en fin, los seguidos para el estudio de las caracteristicas dei

medic y en el tratamiento estadistico y cartografiado automatico de los datos.

En el capitulo de resultados se exponen en primer lugar los obtenidos en los muestreos
previos, para entrar a continuacibn en la problematica relacionada con la deteccion del
virus de la degeneracion infecciosa, los resultados obtenidos en la comprobacion del
método de extraccion més correcto y su grado de sensibilidad. Los ensayos realizadas
para el diagnbstico del virus y el estudio de la concentracibon del mismo en las distintas

partes de la planta y su variacion a lo largo del afio. Asimismo se estudia la correlacion
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existente entre la sintomatologia observada y la presencia del virus en distintas
variedades en campos de experimentacion y en distintos focos de los viledos de La
Mancha, pasando a continuacién a los resultados obtenidos sobre la incidencia real del
virus en La Mancha, la zona mas profundamente estudiada, y a la comprobacion de la
incidencia virosis-nematodos. Los dos Gltimos apartados del capitulo tratan de los
resuliados obtenidos en los estudios ultraestructurales del virus que han sido realizados
bien en planta herbacea indicadora, bien en el interior de sus nematodos vectores, y se
termina con la realizacidon de los postulados preestablecidos y con la deteccion del virus

en planta herbécea indicadeora y en el nematodo vector.

En la discusion se distinguen tres apartados principales, el primero de los cuales trata
de la incidencia y deteccidbn del virus, pasando a continuvacion a discutir la incidencia
nematodos fitoparasitos y tramsmisores de virus en el wvifiedo, sus exigencias
ambicntales, para terminar con la incidencia virus-vector. A continuacién se destacan las
conclusiones principales, para terminar con una extensa bibliogralia donde se¢ recogen
Jas refencias mas importantes sobre el tema. Se ilustra el trabajo con esquemas de la
metodologia seguida y de la morfologia de los patogenos asi como una gama completa dc

fotografias de sintomalologia y ultaestructuras.



1. ANTECEDENTES
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En este capitulo se hace, en primer lugar, una revisibn de las virosis que vienen
afectando a las zoras viticolas del mundo, indicandose brevemente las principales
caracteristicas de cada virus, su importancia econdmica y mecanismos de transmision.
A continuacidn se hace una somera descripcidon de los Nepovirus asociados al vifiedo,
para centrarnos en el virus de la degeneracion infecciosa o entrenudo corlo haciendo una
descripeidn completa de sus caracteristicas morfologicas y serologicas asf como de la
sintomatologia que provoca y las alleraciones ultraestructurales que provocan en las

plantas infectadas.

Del mismo modo, se revisan los nematodos asociados a dicho cultivo, su importancia
econbmica y distribucidon mundial con especial atencion a los ectoparasitos vy
transmisores de virus de la familia Loogidoridae, indicAndose su taxonomia, caracteres
morfolbgicos mas importantes para su determinacion, sus caracteristicas biologicas,
distribucidon mundial y asociacibn con virosis; para centrarnos directamente en las

especies que afectan al vihedo, Xiphinema index v X italiae del que se hace una

descripcibn completa.

Finalmente, se hace una puesta a punto de fos conocimientos existentes sobre la
especificidad de transmision, la metodologia utilizada para comprobar dicha transmision

y, por Qiltimo, el estado actual de las investigaciones sobre este tema en Espaiia.



12

I.1. ENFERMEDADES VIRICAS DE LA VID.

Las virosis de la vid son enfermedades que pueden propagarse mecanicamentce a través
del material vegetal (por cortes o injertos), por inoculaciobn de savia de una planta
enferma a otra sana o por medio de vectores, que pueden ser inveriebrados (insectos o
nematodos) u hongos edaficos, también pueden transmitirse a través del polen y la
semilla infectada. Las primeras referencia sobre sintomas de virosis en vid ya se
encuentran a finales del siglo XIX y principio del XX, pero no es hasta los afios 3040
cuando aparecen los primeros trabajos sobre virus en vifiedo. Hasta 1950 se considerd
que toda la sintomatologia observada en vid, no debida a alguno de los patdgenos
conocidos, estaba motivada por un solo virus (BRANAS, 1948). A partir de esta fecha se
realizan trabajos como los de HEWITT (1950) que describen el virus de la degeneracion
de la vid o "fanleal" (GFLV) o ¢l de DIAS y HARRISON (1963) que consiguen aislarlo.
De gran repercusion fué el descubrimiento por HEWITT et _al. (1958) de la transmisibn

del GFLV por un nematodo del suelo Xiphinema index, puesto que a partir de este

momento surgen pumerosos irabajos sobre siniomatologia, aislamiento, descripciones,
mecanismos de {rapsmisidn, importapcia ecopbmica, elc. PADILLA (1989) hace una
revision de todos estos artfculos, en la que recoge més de 450 trabajos referentes al
tema. En los afios 60 se atribuian las enfermedades viricas de la vid a 7 virus diferentes
(HEWITT, 1968), en la actualidad han sido aislados mas de 20. De fos 34 grupos de
virus vegetales aprobados por el Comité Internacional de Taxonomia de Virus
{MATTHEWS, 1991), cuatro afectan a la vid, dos de ellos de origen edafico (los
Nepovirus transmitidos por nematodos y los Necrovirus cuyos vectores son hongos del

suelo), otro grupo del virus del mosaico de la alfalfa, "Alfalfa Mosaic Virus Group”, se
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transmite mediante pulgones y el fltimo, los Closterovirus, cuyo mecanismo de
transmisidn es poco conocide por el momento aunque se ha demostrado que algunos se
transmilen por cochinillas de la familia Pseudococcidae GUGERLI et al (1990) y

MURANT ¢t al. ( in: MATHEWS, 1991).

De todos ellos, los que causan enfermedades mé&s importantes en la vid son los
nepovirus: entrenudo corto infeccioso de fa vid ("Fanleaf Grape Virus” (GFLV); manchas
en anillo del tomate"Tomato Ringspot Virus" (TRSV); virus de la mancha en anillo del
tabaco "Tobacco Ringspot Virus" (TobRV) y virus de! mosaico en roseta del melocolonero
"Peack Rossetta Maosaic Virus" (PRMV), asi como el "enrrollado” "Leaflroll”; madera
acorchada "Corkey bark" y ahoyado dei talio de la vid "Rupestris Stem FPitting”,
enfermedades de sintomatologia virica en las que no se ha comprobado el agente causal,
aunque se han encontrado frecuentemente asaciadas a la presencia de closterovirus. Los

restantes causan enfermedades de menor importancia o son de interes local, estando

restringidos a determinadas arcas (GOHEEN, 1988).

I.1.1. NEPOVIRUS .- Son virus de particulas poliédricas de unos 30 nm de diametro que
se ltransmiten por nematodos; los signientes se han aislado de vid:

- Virus del mosaico del Arabis “Arabis Mosaic Virss" (AMV), se transmite por X
diversicaudatum. Esta relacionado serologicamente y produce una sintomatologia similar
a la del entrenudo corto con el que puede hallarse en infecciOnes mixtas. Se encuentra
disperso en Europa y también se ha citado en Japon.

- Virus latente bfiigaro de la vid “Grapevine Bulgarian Latent Virss™ (GBLV),
MARTELLI et al. (1977), de Buligaria, también citado en Nueva York, su nematodo

vector es X, americanum 5.1
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- Virus del mosaico cromatico de la vid "Grapevine Chrome Mosaic Virus" (GCMV),
MARTELLI gt al (1965) y MARTELLI (1970), causa mosaico amarillo, detencion del
crecimiento y decaimiento de la vid pudiendo inducir sintomas de "fanleafl”. Se ha

enconirado en Hungria e Inglaterra y lo trapsmite X vuittenezi, MARTELLI ¢t al.(1972).

- Virus de las Enaciones de la vid "Grapevine Enations Disease”(GED). Se penso que se
producfa por un nepovirus porque st sintomatologéa aparece frecuentemente unida a la
presencia de virus de este grupo, pero afin no se ha aislado el agente causal, PENA-
1GLESIAS, (1989).

- Virus del entrenudo corto infeccioso de la vid "Grapevine Fapleaf Virus® (GFLYV),
descrito por HEWITT (1950); CADMAN et al (1960); DIAS (1963); MARTELLI vy
HEWITT (1963); VUITTENEZ (1963} y HEWITT gt al. (1970), causa la degeneracion
infecciosa de la vid, se encuentra disperso en todas las zonas viticolas del mundo, siendo
el mas importante para el cultivo desde e} punto de vista econbmico. Sus veclores son
X index y X italiae , este @ltimo de menor importancia como vector en campo,
MARTELLI (1978).

- Virus del mosaico en roseta del melocotonero *Peach Rosette Mosaic Viras® (PRMV),
RAMSDELL y MYERS (1974), produce la degeneracion de la vid (Vitis labrusca cv.
concord); esta extendido en USA en el Estado de Michigan con algunas repercusiones
en Nueva York. Como vectores de este virus se ban citado Xiphinema americanum Cobb

y Macroposthonia xenoplax (Criconemoides xenoplax) (KLOS et al, 1967); pero la

transmision por M. xenoplax requiere ser confirmada (RAMSDELL y MYERS, 1974),

asi como también por Longidorus diadecturus (ALLEN et al., 1982).

- Virus de las mapchas en anillo del frambueso "Raspberry Ringspot Virus™ (RRS V),
CADMAN (1956), es un virus disperso en los vihedos de Europa, Turquia y URSS,

transmitido por Longidorus elongatus y L. macrosoma (MURANT, 1978).
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- Virus de los anillos latentes de la fresa "Strawberry Latent Ringspot Virus" (SLRV)
{LISTER, 1964), presentc en el oeste de Europa, habiéndose encontrado una vez en

Canada y, recientemente, en Turquia (SAVINQ et al., 1987), sus vectores son X coxi

y X diversicaudatum (MURANT, 1974).

- Virus de las manchas e¢n anillo del tabaco *Tobacco Ringspot Virus® {TobRSYV}, se
encuentra bastante extendido en las regiones de Norteamérica donde existen sus
veciores, asi como en Australia, Canada, Holanda, India, Iran, Japon, Nigeria, URSS
¥ Yugoslavia. Se iransmite por X. americapum s.l. y, aungue también se ¢itd como
vector X coxi por Van HOFF (1971), TRUDGILL gt al (1983) consideran que debe
confirmarse, asi como X rivesi (GONSALVES, 1988). Se sospecha que también puede

ser transmitido por artropodos, Thrips tabaci, Tetranvchus spp. Melanoplus spp.,

Epitrix hirtipennis y algunas especies de afidos (STACESMITH y RAMSDELL, 1987).

- Virus de los anillos negros del tomate "Tomato Black Ringspot Virus (TBRV},

solamente ha sido citado en Europa, transmitido por L. attenuatus y L. elongatus

(MURANT, 1970).
- Virus de las manchas en anillo de! tomate *Tomato Ringspot Virus" (TRSV) o "Grape
Yellow Vein Virus" (GYVV), es un virus de regiones templadas de Norteamérica

(California) donde abundanp sus nematodos vectores X. americanum s.l.; tambien se ha

aislado en Chile, Dinamarca, Holanda, Japon, Nueva Zelanda, Reino Unido, Suecia,

URSS y Yugoslavia. Sus principales vectores son X rivesiy X. californicum (STACE-
SMITH y RAMSDELL, 1987). La enfermedad es mis severa en climas frios y es el virus
mas importante de arboles frutales.

De todos ellos ¢l de mayor repercusion es el GFLV que, al igual que su principal vector
X index, aparece con una distribucion paralela al vifiedo, en todas las zonas viticolas

del mundo y, a diferencia de otros parasitos y enfermedades criptogamicas, por el

momento no esta controlado.
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1.1.2, VIRUS DE LA DEGENERACION INFECCIOSA O DEL ENTRENUDO CORTO

DE LA VID (GFLV).- Es conocido como "Grapevine Fanleaf Virus®, "Grapevine

arriciamento Virus”, "Grapevine court-none Virus”, "Grapevine infentious degeneration
Virus”, "Grapevine Reisigkrankheit Virus”, "Grapevine roncet Virus”, “Grapevine urticado

Virus”, entre olros nombres.

La degeneracibn infecciosa de la vid comstituye el mayor problema en todas las zonas
viticolas del mundo, siendo e} virus mas antiguo del vihedo. Ya en 1800 se describib su
sintpmatologia en varios paises europeos (YUITTENEZ, 1970}, por lo que se considera
que la enfermcdad existe en la cuenca mediterranca desde la implantacion de la
viticultura (HEWITT, 1968). El virus fué aislade por CADMAN et al. (1960}, existiendo
descripciones posteriores de DIAS (1963), DIAS y HARRISON (1963), MARTELL] y
HEWITT (1963), HEWITT (1970), VUITTENEZ (1963 y 1970), VUITTENEZ gt al.
(1964), BOVEY (1973), BOVEY ¢t al. (1980), ENGELBRECHT (1980), HUSS ¢t al

(1986), QUAOQUARELLI et al. (1976).

HEWITT (1956) ya especulaba sobre la naturaleza de enfermedad edafica de esta virosis

y HEWITT et al (1938) descubrieron su transmision por X. index, constituyendo esta

la primera cita de un nematodo como vector de virus; ALFARO v GOHEEN (1974)
establecieron que el umbral maximo de adquisicion del virus por el nematodo es de 5

minutos.

En principio se pensd que Vilis spp. era el Gnico hospedador en condiciones naturales,
quiza debido a la presunta especificidad del nematodo vector X. index; sin embargo
COIRO et al. (1980) demuestran que tiene otros hospedadores entre ellos diversas

plantas cultivadas y malas hierbas; por otro lado, COHN et _al. {1970) comprueban la
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capacidad de X. italiae para transmitir el virus, aunque MARTELLI (1978) considera

que, a pesar de haberse logrado la transmision experimental mediante este nematodo,
en condiciones naturales no es un vector eficaz. El impacto de la enfermedad varia con
la tolerancia del cultivo al virus y las condiciones ambientales. En condiciones extremas
{suelos poco profundos, chimas calidos y soleados) puede llegar a la muerte de las vides,
sin embargo, en general, las vides afectadas pueden sobrevivir mucho tiempo en
condiciones de mayor o menor productividad. La productividad se reduce en cierto grado
segiin el clima y sobre todo en el periodo de floracién, pero la media estimada en paises
europeos para las variedades susceptibles de Vitis vinifera, llega al 509 de reduccion
del peso, con depreciacion comercial de la uva de mesa. Ademas los plantones e injertos

de plantas enfermas tienen un crecimiento debil, reducen la capacidad de enraizamiento

y los injertos prenden con dificultad (VUITTENEZ, 1970).

Los sintomas que se le alribuyen son muy variados, tanto en hoja como en fruto y
madera, DIAS, (1970);, HEWITT (1970); VUITTENEZ (1970), MARTELL! y SAVINO
(1988).Esta variabilidad ha dado lugar a cierta confusibn y actualmente se considera que
dichos sintomas son mas bien resultado de la fisiologia de la planta y de determinadas

condiciones genéticas y ambientales (WALKER et al., 1985).

De acuerdo con MARTELLI y SAVINO (1988) la enfermedad se caracteriza por tres

sintomas distintos, provocadoes por diferentes reacciones del agente causal:

- Malformaciones infecciosas: Hojas distorsionadas, asimétricas, con denticiones agudas.
Manchas clorbticas, acompafiadas por deformaciones foliares, brotes malformados con
ramificaciones anormales. Nudos dobles, entrenudos cortos, fasctaciones y crecimiento

en zig-zag. Racimos menores y en menor nimero de lo normal, maduracion irregular,
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con uvas pequefias y racimos pobres. Los sintomas foliares se desarrollan al principio
de la primavera y persisten a lo largo de todo el periodo vegetativo, aunque pueden
€NmasCararse gen verano.

- Mesaico amarillo, desarrollo de decoloraciones, amarillo brillante al principic de la
primavera, que pueden afectar a todas las partes vegetativas de la cepa (hojas, ramas,
pampanos e inflorescencias). Las alteraciones cromaticas de las hojas varian desde unas
pocas manchas salteadas, a anillos o Jineas o un extenso moteado de las venas y/o areas
intervenales, a un amarillo total. En primavera, las partes afectadas se distingpen
faciimente a distancia. El follaje y las ramas muestran pocas o ninguna malformacion,
pero los racimos son pequefios con uvas que no maduran y de coloracion débil, en las
variedades tintas. En climas calidos, la vegetacion en verano resume su color verde
pormal y el amarillo se torna blanguecino y tiende a desaparecer.

- Bandeado de venas (GOHEEN y HEWITT, 1962). Amarillo en las venas principales de
las hojas maduras que después se extiende a las areas intervenales. Esla decoloracibn
desaparece a mediadoé o final del verano, generalmente en un ntmero limitado de hojas.
Las hojas descoloridas muestran una ligera malformacion. Racimos pobres y la

produccion puede ser virtualmente cero.

La aparicion de trabéculas o cordones endocelulares se consideraron caracteristicas
sintomatologicas internas de las vides afectadas por degeneracion infecciosa de las
ctlulas. Son barras radiales que cruzan el lumen del parénquima epidérmico, floema y
xilema. Se forma un nficleo rodeado de una capa de celulosa incrustada con lignina,
suberina o cutina, dependiendo del tejido donde se forme. Estas estructuras se utilizaron
en el diagndstico de la enfermedad, pero se ha comprobado que son mas abundantes en

unas variedades de vid que en otras, lo que limita su aplicacion en diagndstico.
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1.1.2.1. Caracteristicas generales.- El virus de la degeneracion infecciosa (GFLV) es un
nepovirus formado por particulas isométricas de unos 30 nm de didmelro con un
contarne angular y poca resolucion de superficie de estructura. Al purificar el virus y
someterlo a una centrifugacion diferencial en gradiente de sacarosa, se separan tres
bandas correspondientes a tres tipos de particulas denominadas, en funcion de su
coeficiente de sedimentacion: T (Top, banda superior), M (Middle, banda media y B
(Botton, fondo), de 53, 93 y 126 S respectivamente. Examinados extractos brutos de
savia o virus purificado, por microscopia electronica se aprecian claramente dos tipos de
particulas, unas con RNA en su interior, correspondientes a las bandas B y M y, otras

vacias pertenecientes a la T.

Los aislados de GFLV son antigénicamecunle uniformes frente anticuerpos policlonales,
incluso los de areas geograficamente distantes. HUSS et al. (1986), fueron capaces de
reconocer diferentes aislados del virus, utilizando anticuerpos monoclonales. Todos estos
aislados son serolhgica'menle distintos del "Arabis Mosaic Virus" (ArMV). La diagnosis
serologica pucde hacerse por tests convencionales como ELISA, Inmuno-

electromicroscopia, etc.

Acidos nucleicos. Son virus RNA de sentido positivo que presentan dos tipos distintos

de RNA (RNAq y RNA;) que encapsidan en particulas diferentes. Puede haber un tercer
tipo de RNA, un RNA satélite (RNAz) de pequefo tamafio, 1150 nuclebtidos y que
encapsida conjuntamente con los otros RNAs (PINCK et _al, 1988), pero sin homologia
de secuencia cons éstos. Las estirpes de virus que llevan este tercer tipo de RNA
satélite (F13) se diferencian de las que no lo llevan en que al ser inoculadas a Ch.qguinoa

producen sintomas severos (Fig.1).
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Figura 1. L0S nepovirus se pueden dividir en tres subgrupos en funcion dei
tamafio del RNA 2 y del tipo de componente B.
ANV Representa el extremo 3° poliadeniiade.
] Representa el extremo 5° con la Vpg unida covalentemente.
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En funcion del tamafio del RNA; se han establecido subgrupos dentro de los Nepovirus.
El virus GFLV pertenece a los de RNAp; pequefio, de peso molecular 1.4 X 10% daitons
que encapsidan en particulas M, mientras que ef RNA, de peso molecular 2,4 X 10®
encapsida en particulas B. Puede haber dos tipos de particulas B, no distinguibies ni por
microscopia electronica y dificilmente en gradiente por tener en gradiente por tener
coeficientes de sedimentacidbn muy proximos, unas con RNAq en su inlerior y olras con
dos moléculas de RNA;. Se pueden encontrar también variaciones en los coeficientes

de sedimentacion dependiendo de la existencia o no de RNAgz.

Los dos RNAs en el extremo 3’ estan poliadenilados, en el extremo 5 se encuentra
unida covalentemente una proteina pequefa denominada VPg (MAYO et al, 1979 y
MAYO 1982), con funcibn desconocida, pero que podiera estar relaccionada con

fenbmenos de infectividad del virus (CHU et al., 1981; HELLEN ¢t al., 1987}). El RNA,

Heva Ia informacion genética para la sintesis de la proteina de la capsida, mien{ras que

la capacidad de infeccion puede radicar en la informacion cifrada en el RNA,.

Mediante tincion negativa, sombreado con metales pesados y rotacion, CHAMBERS ¢t
al. (1965) indican que la capsida de viriones de TRSV esta formada por 42 capsomeros
cop simetria 5:3:2. Por geles de poliacrilamida se determina que la capsida de todos los
nepovirus estad formada por una @inica poliproteina de peso molecular entre 54 y 6 X
10* daltons y que la capsida de los mepovirus esta formada por 60 unidades de esta
rnica poliproteina, dispuestas segiin un numero de triangulacion T = 1 (MAYO et al,,
1971; TAKEMOTO et _al.,, 1985 v ROBERTS, 1988}, mientras que CHU y FRANCKI
(1979) manifiestan gque para ToBRV, esta proteina de 5,5 X 10° daltons, forma
tetrameros de peso molecnlar 13 X 10® daltons de los que entrarian 240 unidades a

formar cada particula con un nimero de triangulacion T = 4.
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Ultraestructura.- Las modificaciones ultraestructurales de ceélulas infectadas con GFLV

en hospedadores naturales o experimentales son las tipicas debidas a NEPOVIRUS,
inclusiones citoplasmicas, vacuolas vesiculares, paredes celulares gruesas, virus con

tubulos y agregados paracristalinos de particulas de virus.

Secciones ultrafinas de plantas herbaceas infecladas con GFLV, muestran como
caracteristicas comunes la asociacion de particulas de virus a plasmodesmos (PENA-
1GLESIAS y RUBIO HUERTOS, 1971), la formacion de filas de particulas en el
citoplasma, sin tibulos, la acumulacion de vesiculas, estructuras membranosas, aparatos

de Golgi, la acumulacibn de particulas deniro de membranas (GEROLA el al, 1969,

SARIC y WRISCHER, 1975), la formacion de viriones alineados dentro de membranas
formando tobulos (ROBERTS y HARRISON, 1970, PENAJIGLESIAS y RUBIO
HUERTOS, 1971 y FRESNQ et al., 1976), la formacion de estructuras cristalinas en el
nucleo compuestas por particulas vacias (PENAIGLESIAS y RUBIO HUERTQS, 1971;
PENAJGLESIAS ct al., 1978, FRESNO _et al,, 1978 y RUSSO, 1985); estructuras de
dificil comprension hasta el momento, en cuanto a su posicidbn en el niicleo, ya que esté
descrito que la cApsida de esie virus se forma en el citoplasma en los ribosomas dentro

de complejos multivesiculares (REZAIAN et al., 1974 y 1976). HONDA et al. (1972 v

1974) consigue eliminar ribosomas en los que las particulas del virus del mosaico del
pepino (CMV) se destacan. Este virus tiene la capacidad de invadir con rapidez todos los
tejidos de la planta, incluidos los meristemos (WALKER y WEBB, 1970; JONES et al.,

1973).
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1,1.2.2. Mecanismos de trapsmision.- Se transmite facilmente por incculacion de savia
a planta herbacea. No se ha comprobado su transmision a través de semilla de vid,
a pesar de que el virus se ha encontrado en gran concentracion en el endospermo de la
misma sin infectar el embrion. Sin embargo se transmite experimentalmente por semilla

en algunos hospedadores herbaceos (Ch. quinoa y Ch. amaranticolor) (HEWITT et al.

1970).
Aungue, en condiciones normales, el nGmero de hospedadores es limitado,
experimentalmente tiene un rango de hospedadores que comprende unas 30 familias

botanicas. Chenopodium amaranticolor Costa et Reyn, Ch, quinoa Willd., Gomphrena

lobosa L. v Cucumis sativus L, son especies Otiles para su diagnostico, asi como Vitis
¥ P P g

rupestris “St. George" inoculada mediante injerto.

El GFLV, de acuerdo con su naturaleza de Nepovirus, se transmite de vid a vid por
nematodos longidoridos Xindex Thorne gt Allen y X italiae Meyl (HEWIT gt al., 1958;
COHN et _al., 1970). Basta que el nematodo se alimente una sbla vez en una planta
infectada v por un periodo de 5 minutos (ALFARO y GOHEEN, 1974) para adquirir el

virus. X. index lo retiene durante mas de 8 meses en ausencia de planta huésped o

hasta 3 meses si el Nepovirus se alimenta en plantas bospedadoras inmunes al virvs,
El virus se retiene en la capa cuticular del lumen del esbfago del vector. Tanto los
adultos como los estados larvarios transmiten el virus experimentalmente, en la
naturaleza X. index parece ser su vector mas eficaz. Debido al movimiento limitado del
vector la dipersion del GFLV en condiciones naturales es lenta (1,3-1,5 m/afio), los
vectores no son agentes de dispersion eficaces; la propagacion a grandes distancias se
realiza a través del material vegetal. A pesar de su existencia en Europa, en zonas muy
concretas, desde los comienzos de la viticultura, su diseminacion comenzd a finales del

siglo XIX con la introduccibn de la vid americana para el control de Ia filoxera; al no
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transmitirse por semillas de vid su principal reservorio en la naturaleza es la vid misma,
debido a que las raices permanecen en el suelo muchos afos después de quitar la cepa
madres infectada, pueden constituir la fuente de indculo para los vectores en el intervalo
entre que se levanta un vihedo y se implanta el siguiente, por lo gue los procesos

tradicionales de arranque e implante, si no se realizan correctamente, no son efectivos.

El virus se ba encontrado en el endospermo de semillas de vid infectada, pero no en el
embridon y en el polen de vid y plantas berbaceas (CORY y HEWITT, 1968) cuyas

semillas son capaces de transmitirlo, Estas plantas herbaceas, Chenopodium

amaranticolor, Ch. quinoa, Cucumis sativa, Gomphrena globosa v Phaseolus vulgaris,

pueden ser reservorios del virus en la naturaleza y se vienen utilizando conjuntamente

con especies sensibles de Vitis (V. rupestris _var. St. George) como plantas indicadoras

para la deteccidn del virus y como fuentes para la purificacion del mismo.

Aunque no ecxisten métodos de controf contra los virus, en log ©iltimos afios, las (écnicas
de diagnostico han sido de gran ayuda en la selecion del material de propagacion
vepetaliva exento de virus, siendo sin duda la técnica ELISA (CLARK y ADAMS, 1977)
la que en mayor grado ha contribuido al conocimiento de la incidencia y niveles dc

infeccidn en estudios epidemioldligos y de la relacion virus-vector.

1.1.2.3. Técnicas de diagnbdstico del GFLV.- Se ha venido realizando mediante la

inoculacion en las plantas hospedadoras sensibles anteriormente citadas, que dan una
respuesta rapida con sintomatologia clara y bien conocida. La inoculacion puede
realizarse mediante nematodos vectores, por injerto (VUITTENEZ, 1957 y 1965,
TAYLOR gt al, 1969, CONVERSE, 1979, BOVEY, 1980; JIMENEZ y GOHEEN, 198()

o por inoculacibn mecanica de la savia { HEWITT y CORY, 1965; VUITTENEZ, 1965).
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Sin embargo, las infecciones cruzadas pueden inducir a error y en programas de indexaje
y mejora se precisa de métodos mas sensibles, seguros y rapidos, como son las técnicas
serologicas, que han adquirido un papel clave en el diagnbstico de virus en tejidos
vegetales. De todos ellos la técnica ELISA (Enzyme -Linkeddnmunoabsorbent Assay) es
la mas importante y se utilizd por primera vez en la deteccidn de virus vegetales por
VOLLER ¢t al. (1976) para el "Plum Pox Virus” (PBV) y casi desde esta fecha se viene
aplicando a la deteccibn de GFLV en vid (GONSALVES, 1979; RAMSDELL gt al,, 1979;
BOVEY et al, 1980; CLARK, 1981; ENGLEBRECHT, 1980; JIMENEZ y GOHEEN,

1980; SHANMUGANATHAN Y FLETCHER, 1982, TANNE, 1980 y VUITTENEZ, 1980).

Este método muestra una serie de ventajas sobre las técnicas convencionales, es
comoda, rapida, de gran sensibilidad y permite su aplicacibn en la deteccion de virus
en mezclas de muestras sanas y enfermas en las que los porcentajes de infestacion son
pequedos (LISTER, 1978; NOLASCO, 1982). La potencialidad de esta técnica permite
su aplicacion en estudios epidemiologicos y en el certificado de malerial vegetal de

propagacion, como complemente y confirmacion de la seleccibn visual (VOLLER gt al.,

1976; CLARK v ADAMS, 1977; LISTER, 1978, BARBARA ¢t al., 1978; BOVEY, 1980}

NOLASCO, 1982; RUDEL et al., 1983; WALTER et al., 1983), asi como la deteccign del

virus en el nematodo (BOUQUET, 1983).

Al ser una técnica serologica com especificidad en reacciones antigeno (virus) -
anticuerpo, a veces dificulta los ensayos de diagnostico por lo que para diferentes
estirpes de un mismo virus, a veces se requieren sueros distintos. Para evitar tal
inconveniente, VAN REGENMOSTEL et al. (1980) y CLARK (1981), recomiendan el
ELIS A indirecto que requiere la obtencion de sueros de distintos animales. ROWHAN]I

{en prensa) aplica una modificacion del F(ab’); ELISA (BARBARA y CLARK, 1982) que
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es, a su vez, una modificacibn del ELISA indireclo, a la deteccidn de GFLV y CLRY,
encontrando que este método muestra una mayor sensibilidad para la deteccion de
GFLV. Asimismo, y debido a la naturaleza acida de los tejidos de la vid, ensaya
diferentes tampones de extraccidon y concluye que para GFLV, la absorbancia aumenta
cuando se consigue en un pH 7.0 - 7.5, mientras que para CLRV no se aprecian
diferencias. MENDOCA gt _al.(1980) utilizan igualmente nicotina para visualizar
particulas de virus directamente. Seghn BOVEY et al (1980), NOLASCO (1982) ¥y
RUDEL et al. (1983) la facilidad de deteccidn del virns depende de la época del aho,

siendo mas sensible en Junio y menos en Diciembre y Marzo.

ROWHANTI et al. (en prensa) encuentran diferencias en los valores de la absorbancia con
F(ab’); entre los distintos tejidos de la planta a lo largo del afio; los brotes apicales
pasan de maximos en mayo a minimos en septiembre, las hojas maduras solo dieron
valores altos en mayo que decrecieron rapidamente manteniéndose en valores bajos ¢l
resto de la estacion, en madera triturada las lecturas fueron moderadas a lo largo d¢ la

estacibn y en sarmientos valores altos.

GOLINO et al.(en prensa), hallan diferencias en la severidad de la sintomatologia de
vides afectadas por GFLV de upa misma viBa y en las mismas vides en distintos afos;
aunque en algunas cepas hay predominio de uno u otro sintoma, en la mayoria de los
viiedos pueden observarse los tres tipos de sintomas descritos para el virus. También
encuentran diferencias en la titulacion en las mismas cepas de un afio a otro, por lo que
consideran que es preciso establecer niveles de confianza para trabajos de rutina. Por

filtimo, FUCHS et al. 1991 utilizan sondas radiactivas para detectar el virus con gran

sensibilidad.
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1.2. NEMATODOS ASOCIADOS A LA VID.

Los nematodos fitoparasitos ocasionan alteraciones en las plantas por accion directa
sobre las mismas en el desarrollo de sus actividades trbficas y, sobre todo, como vectores
de virus. Todas las especies asociadas al viedo son de origen edafico y se alimentan de
sus raices; el dafic que producen es, en muchos casos, de muy dificil evaluacion debido,
por un lado, a su asociacibn con otros microorganismos patbdgenos de origen edafico v,

por otro, porque los sintomas que provocan son en general inespecificos.

En una revision de los nematodos asociados a la vid, TACCON! y MANCINI (1987)
encuentran referencias de 89 especies, pertenecientes a 35 géneros, de habitos tanto
saprofitos y depredadores como fitoparasitos; de estos tltimos, los que pueden afectar

al vifiedo son los endoparasitos sedentarios del género Meloidogyne: M. arenaria (Ncal)

Chitwood, M. incognita (Kofoit et White) Chitwood, M, javanica (Treub) Chitwood y M,

thamesi (Chitw.) Goodey; endoparasitos migratorios: Pratylenchus penctrans;

semiendoparasitos: Rotylenchulus macrodorus Dasgupta, Raski ¢t Sher y Tylenchulus

semigenelrans Cobb, que es un problema grave para los viiedos de Australia;
ecloparasilos sedentarios: Macropostonia xenoplax (Raski) De Grisse et Loof que

produce clorosis y otras alteraciones a viiledos de Califorpia y, de menor importancia,

Gracilacus peratica Raski y algunas especies de Paratylenchus; los ectoparésitos
migratorios de los géneros Helicotylenchus, Rotvlenchus y Tylenchorhynchus sl

aparecen frecuentemente asociados al cultivo, pero se sabe poco de su posible
patogenicidad; los de mayor repercusion en el viiedo son los ectoparasitos migratorios

vectores de virus de Ia familia Longidoridae.
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1.2.1. NEMATODOS ECTOPARASITOS Y TRANSMISORES DE VIRUS.-la

comprobacion por HEWITT et al. (1958) de la transmision del GFLV de la vid por_X.
index fué la primera prueba experimental del pape! de Jos nematodos como vectores de
virus vegetales; desde entonces se intensificaron las investigaciones en este sentido y hoy
se conocen otras especies transmisoras de virns, que pertenecen a dos familias distintas,
Trichodoridae y Longidoridae y que transmiten grupos de virus distintos, Tobravirus

y Nepovirus, respectivamente, este Gltimo grupo tiene interés para el vifiedo.

1.2.1.1. Sistematica y taxonomia de la familia Iongidoridae.- Como antes se indicd, los

nematodos transmisores de virus vegetales se sittan dentro del Orden Dorylaimida de
la Clase Nematoda, se encuentran incluidos en dos familias distintas Trichodoridae que
engloba especies transmisoras de Tobravirus, y Longidoridae, algunas de cuyas especies

son vectores de Nepovirus, que estudiamos en detalle.

De los nueve géneros descritos dentro de la familia Longidoridae (Xiphinema Cobb;
Longidorus Micoletzky; Paralongidorus Siddiqi, Hopper et Khan; Xiphidorus Monteiro;
Longidorus Khan, Chawla et Saha; Siddigia Khan, Chawla ¢t Saha; Brevinema
Stegarescu; Inagreius Khan y Neolongidorus(Khan), COOMANS (1984 85) excluye tres
de ellos Brevinema, Inagreius y Siddigia por considerar que las caracteristicas que los
distinguen de los otros son insuficientes para establecer un nuevo género, de igual modo
los caracteres que diferencian Neolongidorus de Longidorus no tienen suficiente base

para manteper un género separado.
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De acuerdo con eslas consideraciones, dentro de la familia se distinguen cinco géneros
atendiendo a [a forma y aperturas anfidiales, naturaleza del odontostilo, posicion y
naturaleza del anillo guia del estilete y tamafio y posicion relativa de los nficleos de las
glandulas esofagicas subventrales. COOMANS (198485) propone, e¢n base a las

consideraciones filogenéticas, la siguiente clasificacion:

Familia Longidoridae

Subfamilia Xiphinematinae Subfamilia Longidoridae
Geénero: Xiphinema Tribu Xiphidorini

Género Xiphidorus
Tribu Longidorini

Géneros: Paralongidorus

Longidoroides
Longidorus
1.2.1.2. Caracleristicas morfologicas.- La morfologia de los Longidoridos es basicamente

dorilaimida (Fig. 2), son largos (de 2 a mas de 14 mm de longitud), delgados con un
estilete {odontostilo) axial hueco con una extension (odontoforo), el esdbfago es cilindrico
con una parte anterior delgada y un bulbo posterior musculoso, formado por una
glandula dorsal y dos subventrales, con el orificio de la dorsal en la parte anterior y el
de las subventrales en la parte media del bulbo. En la unidon esofago-intestino existe
una valvula esofageo-intestinal (cardias). Los longidbridos se distinguen de otros
dorilaimidos por su estilete largo, la naturaleza del arillo guia del odontostilo y €l cuerpo
largo y delgado. La cuticula parece lisa pero, a grandes aumentos se distinguen en su
capa interna, sobre todo en los engrosamientos de la region cervical y caudal estrias muy
finas que le dan apariencia radial a la cola. A lo largo de todo el cuerpo pueden
distinguirse los cordones hipodérmicos mas estrechos en la region esofagica y mas

anchos en la anal.
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Las aperturas anfidiales son lalerales, sublabiales; pueden ser alargadas como un corte

o como un poro. Los sacos anfidiales pueden ser en forma de estribo o saciformes

lobulados o no, con lbobulos simétricos o asimélricos.

Fig. 2.- Morfologia general de los Longidéridos:
A = Aspecto de la hembra; B = regiones
esofagicas del adulto y el primer estado
juvenil; C = sistema reproductivo; D =
cola del macho; E = Espicula
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CUADRO I.- CARACTERES UTILIZADOS PARA DISTINGUIR LOS GENEROS DE tA FAMILIA Longidoridae

Longidorus Longidoroides Paralongidorus Xiphidorus Xiphinema

sin. Inagreius sin. §iddigi

~ Anillo guia tubular,
en el tercio posterior. - - - + +
~ Idem anular en el

tercio inferior. + + + - -

~ Base del odontostilo

no bifurcada + + + - -

- Idem bifurcada - - -~ + +

~ Odontoforo sin

extensiones + + + - -

~ ldem con extensiones - - - + +

~ Apertura del anfidic

puntiforme ’ + - - + -

- Idem alargado - + + + +

- Anfidio en forma

de embudo - - + - +

- Nucleo de (a glandula
esofagica dorsal distante

de su apertura. + + + + -
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Las hembras presentan la vulva como un corte transversal, generalmente en la parte media del
cuerpo. Las ramas genitales son relativamente cortas, dobles, opuestas y con el ovario retroflexo.
El macho presenta una region caudal similar a la hembra; tienen espiculas curvas con piezas
accesorias laterales, un par adanal y una serie de papilas submedianas. Los testiculos son dobles

y opuestos.

Su ciclo biologico tiene cuatro estadios juveniles, que se distinguen facilmente de los adultos por
poscer dos odontostilos, uno funcional que pierden con la muda y el de repuesto que pasa a
funcional después de dicha muda, E] primero de los cuales (L1) emerge del huevo y en algunas
especies tiene una forma caracteristica de la region caudal que la distingue de los otros estadios
y puede tener valor taxondmico, también se distingucn de los otros estadios juveniles porque la
parte anterior del odontostilo de repuesto se encuentra incluida en Ja pared del odontoforo del
estilete funcional, los otros estados juveniles (J2, J3 y J4) tienen el odontostilo de repuesto en
la pared de la parte anterior del esofago. Por lo demas, la morfologia de los estados juventes es

basicamente similar a los adultos, por lo que no puede hablarse propiamente de estados larvarios.

La taxonomia para la determinacion de los distintos géneros se basa en la forma de anfidios y
aperturas anfidiales, base del odontostilo, naturaleza del odontoforo, posicidbn y naturaleza del
anillo guia del estilete y tamafo y posicion relativa de los niicleos de las glandulas esofagicas.
Puede decirse que los géneros fundamentales son Longidorus y Xiphinema, los restantes parecen

ser intermedios y participan de las caracteristicas de uno y otro (Fig. 3).

Xiphinema presenta anfidios en forma de embudo o estribo invertido, con apertura anfidial en
forma de corte, el anillo guia del estilete se encuenira siempre en el tercio posterior del
odontostilo y es doble; el odontostilo en su union con el odontoforo presenta la base bifurcada

o dentada; el ondontoforo presenta esclerotizaciones basales; el nacleo de la glandula esofagica
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Fig. 3s— Caracteristicas morfoldgicas para diferenciar los
géneros de la familia Longidoridae
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dorsal es grande y se encuentra situado muy proximo a la apertura de dicha glandula, los ncleos
de las glandulas subventrales son menores y se encucniran situados en la parte media del bulbo
esofagico. El Qitero puede ser desde corto y simple hasta largo con varias porciones bien

diferenciadas,

Por el contrario Longidorus se caracteriza por tener anfidios saciformes, bifurcados o no, con
lobulos simétricos o asimeétricos, con la apertura anfidial dificil de distinguir, como un poro; la
base del odontostilo siempre lisa; el odontéforo con su parte basal ligeramente engrosada, pero
sin esclerotizaciones basales, el anillo guia situado en posicion anterior, generalmente en ef tercio
anterior del odontostile, a veces en el segundo tercio, al 40% de su longitud. El niclee de la
glandula esofagica dorsal es pequefio y se encuentra alejado del orificio de la misma; los nicleos
de las glandulas subventrales son mayores que el de la dorsal. El sistema reproductor de la

hembra es siempre anfidéellico-didelfico con el fitero uniforme.

Paralongidorus v Longidoroides comparten las caracteristicas de Longidorus excepto en la
forma y apertura anfidiales que son en forma de embudo y como un corte, respectivamente, en

Paralongidorus v solo en la apertura anfidial alargada, en Longidoroides.

Xiphidorus es mas proximo a Xiphinema del que se distingue por la forma de los sacos anfidiales

y el tamafio y posicibn de los niicleos de las glandulas esofagicas subventrales (Cuadro I).

1.2.2. NEMATODOS DE 1A FAMILIA Lopgidoridae ASOCIADOS Al VINEDOQ.Se han citado

asociados al viiedo dos especies de Paralongidorus: P.epimikis Dalmasso y P, _maximus
(Butschli); 24 de Longidorus: L. africanus Merry, L. attenuatus Hooper, L. auratus Jacobs et

Heyns, L. belloi Andrés et Arias, L. coespiticola Hooper, L. closelongatus Stoyanov, L

diadecturus Eveleigh et Allen, L. elongatus (De Man Thorne gt Swanger, L. eridanicus Roca,
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Lamberti et Agostinelli, L. enonymus Mali et Hooper, L. goodeyt Hooper, L. iranicus Sturhan gt

Barooli, L. juvenilis Dalmasso, L.kakamus Jacobs et Heyns, L.laevicapitatus Williams, L.
macrosoma Hooper, L. martini Herny, L. micrus Khan, Chawle gt Seshadri, L. protae Lamberti
¢l Bleve Zacheo, L. rotundicaudatus Jacobs et Heyns, L. sylphus Thorne, L. taniwha Clarke, L.
tardicauda Merzhevskaya y L. vineacola Sturhan gt Weischer) y 31 especies de Xiphinema: X.

algeriense Luc gt Kostadinov, X. americanum Cobb, X. arenarium Luc gt Dalmasso, X.

barbercheckae Coomans et Heyns, X. basilgoodeyi Coomans, X bolandium Coomans et Heyns,

X. brevicolle Lordello et Da Costa, X bulgariensis Stoyanov, X. capense Heyns, X. clavatum

Coomans et Heyns, X. diversicaudatum (Micoletzki) Thorne, X elongatus Schuurman Stekhoven

et Teunissen, X hybrabadiensis Quaraishi gt Das, X. index Thorne gt Allen, X ingens Luc gt

Dalmasso, X. insigne Loos, X. italiae Meyl, X. kosaigudensis Quaraishi gt Das, X. lafocnse Roca,

Pereira et Lambert:, X. meridianum Heyns, X, monchyvsterum Brown, X. neovuiltenezi Dalmasso,

X opistohysterum Siddiqi, X. pachtaicum Tulaganov, X pacificum Ebsary, Vrain gt Graham, X.

pini Heyns, X rivesi Dalmasso, X rotundicavdatum Schuurman, Stekhoven gl Teunissen, X

sahelense Dalmasso, X. turcicum Luc et Dalmasso, y X. vuitienezi Luc, Lima Weischer el Flegg);

de todas ellas solamente L. attenuatus, L. coespiticola, L. elongalus= 1. goodexi, L. macrosoma,

Paralongidorus maximus, X americanum, X coxi. Xdiversicaudatum, X index, X italige, X

rivesi y X vuittenezi han sido comprobados como transmisores de virus. Suv distribucion en

Europa la recogen ALPHEY y TAYLOR (1986).

X americanum Cobb se ha citado como vector del "Tobacco Ringspot Virus™ {TRS V) (FULTON,

1962), "Tomato Ringspot Virus" (Tom RSV) (TELIZ et _al., 1966), del "Peach Rossette Mosaic

Virus" (PRMV) (KLOS et al., 1967) y "Cherry Rasp leaf Virus" (CRLV}) (NYLAND et al., 1969).

Segin LIMA (1965 y 1968) X americanum sensu lato es un complejo de especies
morfologicamente muy proximas, que, para TARJAN (1969) son poblaciones de distintas areas

geograficas. LAMBERTI] y BLEVE-ZACHEQ (1979) distinguen 25 especies distintas dentro del
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complejo y consideran que X. americanum sensu estricto tiene una distribucibn geografica

limitada en el este de USA. Sin embargo GRIESBACH y MAGGENTI (1990) consideran que la
especie exisle también en California. Se considera que no existe en Europa v las citas en este

Continente se refieren a X pachtaicum, X rivesi y X brevicolle.

X pachtaicum (Tuloganov) Kirjanova, conocida anteriormente como X americanum Cobb y como

X. mediterrancum Marlelli et Lamberti es una especie de amplia disiribocidon en la cuenca

mediterranea (Alphey y Taylor, 1986) frecuentemente asociada al viiedo (LAMBERTI y SIDDIQ],
1977, ARIAS et al, 1986). Se ha citado como posible vector del virus del entrenudo corto
infeccioso de la vid (GFLV) (ALFARO GARCIA, 1971) y '"Stem Pitting" del melocotonero
{(GIUNCHEDI y TACCONI, 1974), pero no ha sido comprobada experimentalmente como vector

de ninghn virus.

Otra especie del grupo X americanum s.1. presente en Europa es X. rivesi Dalmasso, csta
ampliamente distribuida en ‘USA v Canada (GEORGI, 1988; GRIESBACH y MAGGENTI, 1990;
EBSARY et _al., 1984) vy se le considera la principal responsable de la transmision del TRSV
(FORER, POWELL y HILL, 1981; FORER y STOUFFER, 1982). En Francia se encuentra en
viiedo del Bourdelais v en Espafia en la Region Central y Zona costera medilerranea asociada

a diferentes cultivos, especialmente vid y rosal al que parasita (ARIAS et al., 1991).

X. brevicolle Lordello et Da Costa, también del grupo X. americanum s.I. se ha citado como

vector de Tom RSV (FRIZTSCHE y KEGLER, 1968), pero se considera dudoso (TRUDGILL gt
al., 1983) al no haberse realizado las pruebas experimentales de transmision de acuerdo con las
posibilidades establecidas por estos autores. Se encuentra con escasafrecuencia en Europa Central,

Espafia y Yugoslavia (ALPHEY y TAYLOR, 1986).



37
1.2.2.1. Xiphinema index.- La especie de mayor importancia para el cultivo es sin duda, por el
momento, X. index Thorne gt Allen debido a que su distribucidn coincide con la del vifiedo, que
es su principal hospedador junto a la higuera, y por transmitir el virus del entrenudo corto

infeccioso de la vid "Grapevine Fanleal" (GFLV).

Mor fologicamente se caracteriza (Fig. 4) por presentar el cuerpo alargado cilindrico, de unos 3
mm de longitud, formando una espiral abierta con mayor curvatura en la mitad posterior; la
cuticula es gruesa con estrias finas superficiales, mostrando una serie de poros todo a lo largo del
cuerpo. La region labial es hemisférica, casi continua con el contorno del cuerpo, pero mostrando
una ligera depresibn bajo las aperturas anfidiales. Los anfidios en forma de estribe con aperturas
como cortes casi del tamaito de la anchura labial. El estilete, tipico del género, con un odontostilo
hueco de 126 pm de iongitud, bifurcado en el punto de unién con el odontoloro con unas 70 um
de longitud y mostrando tres extensiones basales. El anillo guia del estilete se encuentra a 108
(100-114) um del extremo anterior, E[ anillo nervioso se encuentra por debajo de la base del
odontbforo. La parte posterior del esblago es cilindrica, musculosa, 2,5 veces mas larga que su
anchura en la base. La vulva es como un corte transversal aproximadamente en la parte media
del cuerpo; generalmente se localiza al 3840 9 de la longitud del cuerpo. Las gonadas son
didelficas, retroflexas en el oviducto y no presentan organo "Z'. Los ovarios son alargados,
simétricos con varios oocitos en fila excepto en la region de multiplicacion. La region caudal es
mamiforme, con una longitud de 1 a 1,3 veces su anchura al nivel del ano, convexo<bnica con
mayor curvatura en su parte dorsal y un mucrdn en la parte ventral de 9 a 13 pm de longitud,
aunque a veces aparecen hembras amucronadas. Los machos son muy escasos, no son esenciales
para la reproduccion, de morfologia similar a Ja de la hembra excepto por la presencia de
espiculas y testiculos, dos, uno recto y otro retroflexo, ademas en la parte ventromediana de la

region caudal muestra un par de suplementos anteriores a la cloaca y una serie de cinco papilas.



Fig. 4.- Morfologia general de X. index: A = Aspecto general del
cuerpo; B = Detalle de Tos poros cuticulares; C = Regién
caudal del macho; D = Regiédn l1abial mostrando la forma
del anfidio; E = Detalle del estilete del Juvenil de pri-
mer estadio (J 12 (segln Thorne et Allen, 1330)



Diversos trabajos de campo y laboratorio (RADEWALD y RASKI, 1962, AMICI, 1967; COHN vy

MORDECHAI 1969, 1970; PROTA et_al., 1973, 1977; WEISCHER, 1973, COIRO y LAMBERT],

1978; HARRIS, 1979; PINOCHET ¢t al, 1986; ALLEN gt al., 1988 y SCOTT( LA MASSESE ¢t

al., 1988) demuestran la influencia que tienen los factores ambientales (temperatura, humedad
y textura del suelo, principalmente) en el desarrollo de X index de manera que la duracidn de
su ciclo de vida puede variar eptre 2 a 14 meses dependiendo principalmente de la temperatura

y el desarrollo estacional de la planta huesped, parece ser que en campo X americanum s.l. y

X. diversicaudatum se desarrollan com mayor rapidez que X index que, en zonas templadas,
parece fener una sola generacion al aho, con un ciclo que se completa en 2-3 meses y adultos que
sobreviven en el suelo varios anos; de cualguier modo en estudios de campo es dificil determinar
la duracién del ciclo puesto que, como en la mayor parte de las especies de Xiphinema, pucden
encontrarse a lo largo del afio tanto los adultos como todos los estados juveniles (FLEGG, 1966,
1968; REUDEL, 1971; HARRIS, 1979). Las diferencias fisiologicas existentes entre poblaciones
de X index de distintas areas, unidas a las diferencias morfologicas ¢ histoquimicas entre
poblaciones viruliferas y libres de virus, observadas por ROGGEN (1966), explicara las diferencias
en la capacidad de transmision de distintos aislados de GFLV por poblaciones de distintas areas
geograficas que encueniran CATALANO et al. (1989) de mancra similar a lo observado por
BROWN y TAYLOR (1981) en la transmisién de distintos aislados de SRLV por poblaciones de
X. diversicaudatum de distintas procedencias. Por otro lado, DAS y RASKI (1968) comprueban
que lz presencia del virus aumenta la supervivencia del nematodo en ausencia de alimento y

RASKI et al. {(1965) que en suelo estéril no perdura mas de 9-10 meses, pero en suelos de vikedo

con restos de raices sobrevive mas de 4 afios.



40
Respecto a los suelos, X index se desarrolla mejor en suelos arenosos y limosos de origen aluvial
ligeros que en fos arcillosos, pero muestra gran tolerancia a la textura y pH de los suclos,

(SIDDIQI, 1986; ARIAS y NAVAS, 1986; SCOTTO LA MASSESE ¢t al, 1988), lo que, como

indica WEISCHER (1975) explica su ampha distribucién mundial. En cuanto a su distibucion
vertical se ha comprobado que en suelos de buena permeabilidad se encuentra entre 30 ¥ 50 cm
de profundidad que cerresponde a la zona de maxima deansidad de raices (WEISCHER, 1975;
SCOTTO LA MASSESE et _al, 1988) pero puede sobrevivir a profundidades de hasta 3,5 m en

ausencia de racies y a 2 m es frecuente encontrar ejemplares viruliferos (RASKI et al., 1965).

X. index tiene una gama restringida de hospedadres (vid, higuera, rosal y morera) aunque COIRO
et al. (1987) han comprobado que tienc otros hospedadores en una serie de cullivos y malas
hierbas que pueden servirle de reservorio. Independientemente de su papel de vector de virus
produce uma serie de alteraciones en las raices de las plantas como consecuencia de su actividad
trofica, vy que consisten en engrosamiento v necrosts de Jos extremos apicales de las raicillas

secundarias, con altcraciones celulates (LEHMANN y WYSS, 1978).

1.2.2.2. X italiae - También ha sido sefialado como transmisor de GFLV en test de laboratorio
(COHN gt al.. 1970), pero no ha sido comprobado en campo, donde no parece ser un vector muy
efectivo (MARTELLI, 1978). Se caracteriza (Fig.5) por el cuerpo delgado, de unos 3 mm de
longitud, casi recto en la parte anterior y arqueado ventralmente en la posterior, cuticula lisa,
gruesa, con estrias muy finas mas visibles en la regidon acudal. Poros en una sola fila, visibles en
la regibn esofagica. Regiop labial suavemente redondeada, diferenciada del contorno del cuerpo
por una constriccion clara. Anfidios postlabiales, en forma de estribo, con aperturas como cortes
de 122 a 273 el diametro de la region labial. Odontostile tipico del género, de 95 pm de longitud
y bifurcado en la base, odontoforo de 60 pm con tres extensiones basales. Anillo guia del estilete

a 81 um del extremo anterior, anillo nervioso tras la base del odontoforo. Parte posterior del



Fig. 5.- Morfologia general de X. italiae: Ay C = Regién anterior;
B = Regién caudal de [a nembra; C - F = Varfabilidad de la
regién cadual de los distintos estados juveniles; 1 - H =
Regidn caudal del macho; L - K = Forma del cuerpo cuando
muerc por calor; N = Rama ovdrica (segin Cohn, 1977)
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esofago cilindrica, muscular. Vulva como un corte transverso en posicion ligeramente anterior a
la parte media del cuerpo (4349% de la longitud total de! cuerpo). Gonadas dobles, opuestas y
retroflexas en el oviducto; no presentan organo "Z', itero diferenciado. Forma de la regibn caudal
variable incluso dentro de la misma poblacion, generalmente conoide alargada ligeras,
constricciones ventral y dorsal hacia el terminus, a veces conoide e incluso subdigitada. La
longitud caudal es de 2,8 a 4,3 veces la anchura del cuerpo al nivel del ano, con dos pares de
papilas caudales. Los machos son escasos, ne son esenciales para la reproduccion,
mor fologicamente similares a la hembra excepto por la presencia de espiculas arqueadas y los

suplementos ventromedianos.

Es una especie distribuida en Europa Central y Meridional, especialmente en el area costera
mediterranea (COHN, 1977, ALPHEY y TAYLOR, 1986) donde aparece en vifiedos asociada a

X index y X. pachtaicum. También se ha citado en Sudafrica (HEYNS, 1974) y en Nigeria

asociada a GFLV (KHAN, 1988). Presenta un amplic rango de hospedadores, en general plantas
cultivadas, pero solamenté se ha comprobado su desarrollo en vid y citricos (COHN vy
MORDECHAI, 1969; COIRO y AGOSTINELLI, 1991), aunque también es frecuente en bosques
(HEYNS, 1974; LAMBERTI ¢t al., 1985; NAVAS y ARIAS  1986), prefiere suelos arcnosos,
NAVAS y ARIAS (1986) la encuentran asociada a suelos areno-limosos y limo arenosos con pH

acido (5-5,5) y contenidos de materia organica entre 2,5 y 5,5%.

1.2.2.3. Otras especies de la familia Logidoroideae.- X. coxi Tarjan se citd como vector del virus
del mosaico del Arabis "Arabis mosaic” (AMV) (FRITZSCHE, 1964}, "Cherry Leaf Roll" (CLRV)

(FRITZSCHE y KEGLER, 1964), virus de los anillos latentes de la fresa "Strawberry Latent
Ringspot” (SLRV) (PUTZ y STOCKY, 1970) y Tom RSV (VAN HOOF, 1971) pero TRUDGILL et
al (1983) consideran estas citas dudosas al no haberse realizado las pruebas experimentales de

transmision de acuerdo con fos postulados establecidos por estos autores.
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Por otro lado, esta especie descrita en poblaciones de Florida (USA) y Alemania ha sido citada
en numerosos paises europeos, DALMASSO (1969 y 1970) y RAU (1975) aludian a la existencia
de dos formas morfomeétricas distintas y STURHAN (1985) legb a la conclusion de que la especie
constituye un complejo que engloba dos especies bien diferenciadas, X _coxi Tarjan y X _pseudocoxt
Sturhan, con dos subespecies X._coxi coxi Sturban y X coxi europaeum Sturhan que pueden ser
formas ecologicas, ARIAS ¢t al. (1987) encuentran X. c. europaeum y X pseudocoxi en la Region
Central de Espafia preferentemente asociados a vegetacion natural, aunque también lo

encueniran en vifiedos. X, diversicaudatum (Micoletzky) Thorne, distribuido en zonas de clima

templado y himedo de todo el mundo, es vector del virus del mosaico del Arabis (AMV) (JHA y
POSNETTE, 1959) y del virus de los anillos latentes de la fresa (SLRV) (LISTER, 1964), aunque
también ha sido citado como transmisor del (CLRV) y virus de las manchas en anillo del

frambuesa (RRSV) par FRIZTSCHE vy KEGLER (1964 y 1968) respectivamente.

Estas ©iltimas citas se considan dudosas por no haberse realizado las pruebas experimentales de
transmision de acuerdo con la metodologia establecida a tal fin por TRUDGILL et al. (1983). Es
una especie muy frecuente en la parte septentrional de Francia, a lo largo de las cuencas fluviales
y en la Costa Atlantica y se encuentra muy dispersa en el Reino Unido y Centro Europa
(ALPHEY y TAYLOR, 1986). ARIAS et al. (1985) lo encuentran asociado a vegelacibn natural en
suelos con un 60-70% de arena, preferentemente en suelos acidos y condicionados por la humedad
y el clima continental {subhfimedo a hitmedo), su limite sur en Europa parece estar en la Region
Central de Espafa. Ocasionalmente aparece asociado a vid donde parece ser el tranmisor de
AMV, X vuittenezi Luc, Lima, Weischer y Flegg es la especie mas com@in en Europa Central
(ALPHEY y TAYLOR, 1986) donde aparece asociada a la vid y se indica la posibilidad de que sea

vector de GFLV en Alemania (RUDEL, 1977, 1980 y 1985; WEISCHER, 1973) vy Francia
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{VUITTENEZ et _al, 1972) donde el virus se propaga en ausencia de X, index y X italiac,

hipotesis que esta por confirmar (BERCKS gt al., 1977). Fué citado como vector de CLRV por
FLEGG (1969), pero para TRUDGILL et al {1983) es una cita dudosa por las razomes va

indicadas.

Las restantes especies de Xiphinema que aparecen en vifiedos en Europa, X bastlgoodeyi

Coomans, X clavatum Heyns, X_ingens Luc gt Dalmasso, X. meovuitlenezi Dalmasso, X

rotundatum Schuurmans Stekhoven et Teunissen, X. sabhelense Dalmasso v X. turcicum Luc gt

Dalmasso no parecen estar asociadas a la transmision de virus.

Respecto a las especies de Longidorus y Paralongidorus asociadas al vifiedo, han sido
comprobadas como vectores de virus L. apulus Lamberti et Bleve-Zacheo, que transmite el
"Artichoke Italian Latent Virqs" (AILV)} (RANA v ROCA, 1975); L. attenuatus Hooper Tom BRV)
(HARRISON, 1964); L. elongatus (De Man) Thorne et Swagen (Tom BRV) (HARRISON et al.,

1961 y RRSV (TAYLOR, 1962), L. macrosoma Hooper (RRSV) (HARRISON, 1964) y L. martini

Merny del "Mulberry Ringspot (MRS V) (YAGITA y KAMURQO, 1972). Las citas de L._attenuatus
Hooper como vector del AILV (RANA y ROCA, 1975), L_caespiticola Hooper, del AMV y RRSV
(VALDEZ, 1972) y L._profundorum del RRSV (FRIZTSCHE y KEGLER, 1968), asi como la de
Paralongidorus maximus (Butschli) como vector del AMV y RRSV se consideran dudosas

(TRUDGILL et al., 1983) por las razones ya expuestas.
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I.3. RELACION VIRUS -VECTOR.

La mayoria de los estudios sobre relacion virus-vector se han realizado para X index - GFLV que
es una de las interacciones mejor estudiadas. Se ha comprobado que es suficiente que el nematodo
se alimenle por una sola vez en una planta infectada, para que adquiera el virus (TAYLOR y
ROBERTSON, 1975). El tiempo minimo necesario para la adquisicion del virus fué establecido
por ALFARO y GOHEEN (1974) en cinco minutos, pero este detalle es de poca importancia
practica dado que las raices permanecen en el suelo durante periodos largos, a disposicion del
nemalodo. De mayor interés es el tiempo de retencion del virus en el vector, va que de ello
depende la mayor o menor posibilidad de infeccion entre un cultivo y otro, segiin los estudios de
TAYLOR y ROBERTSON (1975) y DAS y RASKI (1968) principalmente, X. index es capaz de
retener ¢l GFLV hasta 8 meses cuando permanece alimentandose de hospedadores inmunes al
virus, como es la higuera; en presencia de restos de raices de vid mantiene la infeccion varios

anos.

E) lngar de retencidbn del virus es la capa cuticular que recubre la pared del lumen esofagico
donde pueden observarse por microscopia electronica las particulas situadas en una sola capa a
lo largo del lumen (TAYLOR y ROBERTSON, 1970; RASKI ¢t al,, 1973). Esta capa cuticular se
cambia en [as mudas por lo que durante el periodo de desarrollo del nematodo los estados
juveniles pierden su infectividad al pasar de una fase a la siguiente, por lo tanto los adultos como
todas las fases del desarrolio del nematodo tienen igual capacidad infectiva (RASKI y HEWITT,
1963; COHN ¢t _al., 1970), aunque RUDELL (1977) observa que los estados juveniles de L.
attenuatus son menos eficaces en transmision que los adultos. De cualquier modo, la eficacia de
transmision se incrementa considerablemente con el tiempo de adguisicion y con el niimero de

individuos utilizados en el test.
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La transmision de Nepovirus por vectores es especifica (TAYLOR y ROBERTSON, 1975), asi X.
diversicaudatum transmite e] AMV pero no GFLV a la inversa que X index. Pero ademas, virus
serologicamente diferentes pueden tener un mismo vector (AMV y SLRV se transmiten por X.
diversicaudatum) y aislados diferentes de un mismo virus pueden transmitirse por especies
diferentes de un mismo género, asi serotipos escoceses de RRV y TRBV se transmiten por L.
elopgatus, mientras que los serotipos ingleses tienen sus vectores en poblaciones de L. macrodorus
y L. attenuatus respectivamente (HARRISON, 1964). Incluso existe el caso de que un virus pueda
tener dos vectores pertenecientes a géneros distintos, asi PRMV puede trapsmitirse por X.

americanum y por E. diadecturus (ALLEN et al., 1982).

Esta asociacion especifica entre el virus y el veclor parece relacionar la proteina de la capsida
del virus que interactiia con la cuticula del aparato digestivo del vector en el punto de fijacion
de! virus, odontdforo y esdfago (ROBERTS y BROWN, 1980; BROWN y TRUDGILL, 1983). Esta
retencibn especifica del virus, en opinion de ROBERTSON y HENRY (1986), se debe a la capa
de carbohidratos que tapiza de manera discontinua odontoforo y esdfago, que puede reconocer

las moléculas de lectina de la proteina de la capsida del virus.

Las diferencias sustanciales en la eficacia de la transmisibn de un virus entre las distintas
poblaciones de un nematodo hacen pensar en la posible existencia de razas biologicas dentro de
las especies, sobre todo en aguellas especies de amplia distribucidn geografica que no presentan
suficientes diferencias morfologicas como para copsiderarias especies distintas (BROWN vy
TOPHAM, 1985} cuando ademas hibridan entre si (BROWN y TAYLOR, 1987}, BROWN (1986)
opina que la capacidad de un nematodo para transmitir virus es hereditaria y esta controlada por
un @nico gen, las diferencias en la eficacia de transmision entre las distintas poblaciones indican
la posible existencia de diferencias biologicas que no son suficientes para considerarlas especies

distintas.
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Por otro lado, la capacidad de un vector para transmitir un virus también radica en ¢l propio
virus. La asociacion virus-vector-planta es un proceso interactivo que probablemente ha llevado
a una seleccion evolutiva paralela en el desarrollo de relaciones especificas entre determinadas
cepas de virus y poblaciones de nematodos vectores (BROWN et al.,, 1988). Este proceso evolutivo,
como respuesta a los cambios en las condiciones mediocambientales es un flujo coutinuo en las
relaciones virus-vector-planta. La aparicion de distintos aislados de virus asociados a especies de
nematodos puede ser el resultado de un proceso de seleccion relacionado con diferencias en la
planta huesped v en la biologia del vector, todo ello daria lugar al descubrimiento de nuevas
asociaciones virus-vector conforme progresen las técnicas de identificacion de virus y nematodos

(BROWN el al., 1988).

1.4 METODOILOGIA PARA EL ESTUDIO DE 1A TRANSMISION,

La mayor parte de las citas sobre transmision de virus se han basado en pruebas experimentales
en las que se ponia usn cierto nbmero de individuos del nematodo presunto vector en macclas en
las que crecian plantas infectadas de virus, para transferirias posteriormente, tris un periodo
mas o menos largo, a macelas con plantas herbaceas cebo, susceptibles al wvirus. Las
transmisiones obtenidas de este modo estaban inflluenciadas por una serie de factores que pueden
enmascarar la transmisibn (TRUDGILL gt al., 1983; BROWN y TRUDGILL, 1983; BROWN ¢t

al., 1989).

Ya Mc ELROY (1978) opinaba que para establecer que un nematodo es vector debe seguirse un

criterio nico en las pruebas experimentales y TRUDGILL gt al. (1983) establecen los siguientes

criterios: 1. El virus y el nematodo deben estar correctamente identificados; 2. Debe comprobarse

que las plantas cebo se han infectado como consecuencia del test y 3. Debe comprobarse que el
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nematodo es el Gnico vector posible a lo largo del experimento. Para asegurar eslos criterios se

han desarrollado una serie de metodologias por Mc ELROY (1978); TRUDGILL et al, (1981), pero

la propuesta por TRUDGILL et al. {1983)es la mas sensible para detectar pequeias diferencias

en la eficacia de la transmision permitiendo determipar dicha eficacia en cada proceso,

adguisicion, retencion y transmision del virus, por lo que es la gque se viene siguiendo.

1.5. ESTADO ACTUAL DE LOS ESTUDIOS SOBRE GFLV Y LOS NEMATODQOS

ASOCIADOS A LA VID EN ESPANA,

Se revisan, en este apartado, en primer lugar, los trabajos realizados sobre el virus de la
degeneracibn infecciosa y su importancia en Espafa y a continuacion los referentes a nematodos

asociados al viedo y su distribucibn, con especial atencion a los transmisores de virus.

.51, VIRUS DE 1A DEGENERACION INFECCIOSA DE LA VID - Es MARCILEA ARRAZDLA

(1942) quien se refiere en primer lugar en Espana a la degeneracidn infecciosa de la vid como
enfermedad virica y FERNANDEZ DE BOBADILLA (1948 y 1950) describe la sintomatologia en
viiedos de Jerez, pero es en los afios setenta cuando la aparicibn de las primeras publicaciones
haciendo referencia expresa a la aparicion del virus en Espaiia. ALFARO (1971) y F1JO y ARIAS
(1976) detectan la enfermedad asociada a su nematodo vector, X _index; PENA-IGLESIAS vy
AYUSO (1971) y AYUSO y PENAIGLESIAS (1973) identifican el virus y PENAIGLESIAS y
RUBIO (1971), FRES NO gt al. (1978) y PENAIGLESIAS et al. (1978) hacen un estudio biologico,
bioquimico y biofisico del virus. GARCIA DE LUJAN (1975 y 1976) indica la gravedad del
problema en la regibn de Jerez, asi como GUZMAN (1970), PROVEDO vy FERNANDEZ-SEVILLA

(1973) ; DIAZ-YUBERO y ESTEBAN (1973) en La Rioja y PEREZ CAMACHO (1981) en la zona

de Montilla-Moriles. PENATGLESIAS (1972) indica que el virus del entrenudo corto se encuentra
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en Espafia en el 20% del vifiedo causando problemas graves, el mismo autor (1989) opina que las
enfermedades viricas son el principal problema de los videdos y afectan al 67% de los mismos, lo
que da lugar a unas pérdidas minimas de 346 millones de dolares, considera que el 90% de las
vides de las variedades Cayetana Blanca y Garnacha estan infectadas por GFLV, asi como el 87%
de las Macabeo, 85% de Airen; 75% de Tempranillo, 60% de Xarelo, 49% de Palomino; 45% de
Pedro Ximenez y 5% de Monastrel. PADILLA y MARTINEZ (1986) establecen la importancia del
entrenudo corto ep las variedades de la uva de mesa, no sdlo por una disminucion del
rendimiento sino también por la merma de calidad. PADILLA gt al. (1990) someten a procesos
de indexaje y control de produccion parras de las variedades Don Mariano, Dominguez y Ohanes,
procedentes de preseleccion, encontrando un alto nivel de infeccion viral que no se corresponde

con la produccion satisfactoria de las mismas.

El Departamento Regional y Coordinador de Viticultura y Enologia del INIA viene desarrollando
desde los aflos 70 un programa de seleccion sanitaria de las vides espafiolas a nivel nacional,
en el que las cepas se seleccionan en base a las buepas aptitudes varietales (vigor, produccion,
etc.) vy comprueban su sanidad por diagnbstico visual, comprobacidon de sintomas, no siempre de
valor diagnostico, por transmisidbn a indicadores lefiosos y herbaceos y muy recienlemente por

indexaje serologico (ELISA) (PENAJIGLESIAS, 1989),

1.5.2. NEMATODOS DE LA VID.- NAVACERRADA (1975} bace una revision de las publicaciones
existentes hasta el momento de los nematodos asociados al viiiedo, encontrando doce publicaciones
que hacen referencia a 20 especies y 50 géneros; de ellas merece destacar la primera cita de X.

index y M. xenoplax en vifiedos espafioles (JIMENEZ-MILLAN, 1962), la distribucion geografica

de las especies de Xiphinema en los vibedos espaifioles, las finicas estudiadas en profundidad

(ARIAS y NAVACERRADA, 1973) y el hallazgo de Tylenchulus semipenetrans en vid en Espafia

(NAVACERRADA, 1975).
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Posteriormente ARIAS et al. (1985) recogen todas las citas sobre nematodos ectoparasisos y
transmisores de virus en Espaiia Continental, donde aparecen 29 referencias de X. index Thorne

et Allen y de X ingens Luc gt Dalmasso, 16 de X italiae Meyl, una de X neovuittenezi Dalmasso,

198 de X. pachtaicum (Tulagarov) Kirjarova, una de X rivesi Dalmasso, 2 de X turcicum Luc

et Dalmasso, 2 de Xiphinema spp., una de Longidorus attenuatus Hooper, una de L. elongatus

(De Man) Thorne gt Swagen, 2 de L. macrosoma Hooper, 4 de L. profundorum Hooper,

posteriormente identificado como L. belloi Andrés et Arias y una Longidorus spp. Merece
destacarse el trabajo de TOBAR, JIMENEZ y PEMAN MEDINA (1979) que estudian la
distribucibn vertical vy horizontal y hacen una valoracibn de los niveles de poblacion de

Xiphinema en relacion con la sintomatologia de degeneracion infecciosa en los vifiedos de Jerez.

PINOCHET y BERGUA (1983) estudian los nematodos fitoparatos asociados a viiedos de
Carihena, encontrando 18 especies de 12 géneros siendo los mas importantes por su frecuencia

y patogenicidad: Xiphinema, Helicotvlenchus, Macrophostonia, Paratylenchus, Pratvlenchus,

Ivlenchorbvnchus, Gracilaéus y Zygotylenchus: PINOCHET y CISNEROS (1986) estudian las

fluctuaciones estacionales de poblaciones de tres nematodos (Criconemella xenoplax, Xiphinema
mediterraneum y Helicotvlenchus dihystera) que consideran los mas importantes en vifcdo en

Castilla, Catalufia y La Rioja.

NAVAS et al. (1986) realizan estudios sobre la ecologia y distribucion de X, index y X italiag

ARIAS et al (1986) y NAVAS et al (1988} sobre la de X diversicaudatum y X. pachtaicum vy

ARIAS et al (1987) sobre la de X. coxi s.f. La distribucidn de estas especies en Espaha

continental aparece reflejada en la Fig.6. BELLO gt al. (1989%) encuentran focos de Meloidogvne

incognita afectando al viiedo en La Mancha.
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Fig. 6.- Distribucion geografica de las principales especies vectores de virus
(segun Arias et al., 1985)



11. MATERIAL Y METODOS
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La planificacion correcta de los muestreos y la eleccion de una metodologia adecuada
es fundamental en estudios de ecologia y epidemiologia de organismos edaficos vy muy
especialmente en el caso de los nematodos del suelo. Debido a ello, en el primer
apartado, de los 11 que componen este capitulo, se reflejan los motivos que llevaron a
la eleccion de las areas de estudio, para pasar a continuacion a la descripcion de las
mismas. En los apartados siguientes se describen con detalle las metodologias seguidas
para la toma de muestras, tanto de suelo como de material vegetal, para la extraccion
y estudio de nematodos y para la deteccidon, identificacibn vy transmisidn del virus.
Finalmente, se indican las técnicas utilizadas en la determinacion de los paradmetros
edaficos, elaboracibn de mapas climaticos vy de suelo, asi como en el tratamicnto

estadistico y cartografiado de datos.

11.1. PLANIFICACION DE MUESTREQS

Teniendo en cuenta de las consideraciones anteriores, se ban planificado distintos tipos
de muestreos, seghn los fines pretendidos, bien en zonas vitivinicolas concretas o en

fincas experimentales.

Para estimar el grado real de la incidencia del virus y sus nematodos veclotes en el
vifiedo en contraste con las opiniones generales expuestas, se realizd un muestreo previo
al azar en La Mancha. Dicho muestreo planted la necesidad de diseBar otro en tres
zonas con diferentes condiciones medioambientales, en base a muestrear no solo los
viiedos mas importantes, sino también zonas periféricas de menor interés vitivinicola,
teniendo en cuenta, dentro de lo posible, el tipo de suelo ¥y como base a la eleccion del

area de estudio.
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Asimismo se disefaron sendos muestreos en dos fincas experimentales, uno de ellos
encaminado principalmente a fa comprobacion de la persistencia del virus en distintos
tejidos de la planta (hojas, sarmientos, raiz, etc.) y a lo fargo de todo el afio y otro a fin
de comprobar la correlacion entre sintomatologia observada y presencia de virus en

distintas variedades de vid.

11.2. DESCRIPCION DE LAS Z0NAS DE ESTUDIO

Para la eleccion de las areas de estudio se han tenide en cuenta los trabajos sobre
litologia de SOLE SABARIS (1984), que distingue en la Peninsula tres zonas, la Espana
arcillosa,la caliza y la silicea (fig.7), los de climatologia de FONT TULLOT (1983). que
considera dos zonas climaticas (la verde y la parda) v tres arcas (arida, semiarida y
hitmeda) de acuerdo jcm:l el indice bidrico de Thorntwaite (Fig.8), asi como el modelo
bioclimitico de GONZALEZ REBQOLLAR (1983); MONTERCG DE BURGOS Y
GONZALEZ REBOLLAR (1989) gue integra los dalos de precipitacibn con las
caracteristicas del suelo y relieve, sintetizando la variacidbn estacionaria de la
temperatura media con el balance hidrico en cada caso; los parametros que utilizan son:
temperatura media (+ ), precipitacibn real (p), evapotranspiracion potencial (E),
evapotranspiracién residual (e), capacidad de resistencia del suelo (CR) y escorrentia
lateral (W) y, en base a estos parametros, establecer unidades de medida (unidades
bioclimaticas) que permiten cuantificar la actividad vegetativa potencial y real, asi como
el grado de inactividad por sequia y frio (Fig. 9), que estructuran las caracteristicas

generales de los ambientes de la Peninsula en cuatro categorias, en tres de las cuales



1984)

Fig. 7.- Litologia (Segin Solé Sabaris,

Julliot, 1983)

Fig. 8.- Clima (Segin Font
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Fig. 9. A: Tipos climaticos generales de la Penfnsula Ibérica, B: Transicion atlantica.
NO-SE (segin Gonzalez Rebollar, 1983).
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existen enclaves de vihedo: Eurosiberianos, tipo 1, del norte peninsular en los que no
se presenta inactividad vegetativa ni por sequia ni por frio; Mediterrancos, tipo 3,
templados y secos, con las variaptes continentales de la Meseta, con inactividad
vegetativa en invierno; Subdesérticos, tipo 4, de Almeria con inactividad vegetativa en

verano.

I1.2.1. ZONAS VITICOLAS. LA MANCHA - Con el fin de comprobar si la incidencia del

virus y el nematodo, por un lado, y su relacibn con la sintomatologia observada, por olro,
mostraba diferencias en las distintas condiciones ambientales, se eligieron para el estudio
previo tres zonas que presentaban ambientes distinlos, en un transecto que iba de
Galicia a Murcia: Galicia como representante de la Espafia silicea, verde y himeda. con
un ambiente Eurosiberiaro donde, como se indicaba anteriormente, no existe inactividad
vegetativa ni por sequia ni por frio; La Meseta arcillosa, correspondiente a la Espaha
parda. con uno clima semiarido, representante de los ambientes mediterrancos
continentales donde existe inactividad vegetativa en invierno; Murcia, caliza, de clima
mediterraneo arido y ambiente de transicidn hacia el subdesértico (Fig.9). Finalmente,
el estudio se centrdo en Jos videdos de La Mancha, debido a su extension v

peculiaridades ambientales.

La Mancha es la regibn natural de mas exlension y quizas la mas continental de todas
las regiones centrales de la Peninsula. Es una planicie de tipo fisiografico con una altura
media de 650 m sobre el nivel del mar. Limita al Norte con la Mesa de Ocaha, planicie
que constituye una continuacibn de La Mancha y se extiende hasta el rio Tajo; por el
sur limita con el Campo de Montie] y estribaciones de Sierra Morena; al Este con las
Serranias de Cuenca y Alcaraz, en Albacete, y al Qeste con el Campo de Calatrava y

estribaciones de los Montes de Toledo.
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El clima es continental con precipitaciones escasas que oscilan alrededor de los 400 mm,
dandose las maximas en primavera y finales de otoiio y las minimas en invierno y
verano, Seglhn el indice hidrico anual de Thorntwaite, se distinguen cinco tipos
climéiticos gradientes (Fig. 10), de los que los mas extendidos en el area de estudio son
el seco subhiimedo (lm = -20 - 0) y semiarido Im = -40 -20. La temperatura media
anual va desde los 9 a los 17° C (Fig. 11}, si bien el area de estudio esta comprendida
entre los 13 y 15° C, con riesgo de heladas nocturnas desde finales de otofio a
primavera avanzada, los veranos son secos y calurosos. Su hidrografia esta representada
fundamentalmente por dos rios, el Guadiana y el Jucar, que afectan poco a la region
manchega. Los dos afluentes principales del Guadiana, el Zancara y el Cigiela aportan
poco caudal, lo que unido a la escasa pendiente del terreno y al drenaje imperfecto de
la roca subyacente, caliza, hace que se produzcan fendmenos de endorreismo y la
formacion de lagunas o charcas de caracter salino. Por otro lado, el agua de lluvia se
filtra por las numerososas fisuras de la roca y se acumula formando un manto acuifero
muy potente. Los restantes afluentes y arroyos son de poca importiancia, debhdo a su
curso intermitente y normalmente estan secos en verana debido a las escasas luvias,

la intensa evaporacidon estival y el caracter karstico de la roca caliza.

Desde el punto de vista geomorfologico, ha seguido la misma evolucipn del antiguo
Macizo Ibérico del que es parte integrante. Desde el litologico se encuentran en La
Mancha los siguientes materiales que, a continuacibon se indican y que daran lugar a los
respectivos suelos:

- Sierras constituidas por materiales palegzoicos (pizarras y c¢uarcitas) y que forman,
aparte de las grandes cordilleras, los montes-slas ditribuidos principalmente por las

provincias de Toledo, Cuenca y, en menor proporcion, Ciudad Real.



4440

4420

4400

43808

4360

4340

4320

4300

4280

4268

388 408 420 440 460 488 588 522 548 568 S8@ 688 G520

oAy

TEETHEE e

i

1

g §87 ) neaat

]

1
Tl (o,

Fig.10.- Tipos climaticos de La Mancha: Bz=-:m’nedo 11; B]= Hamedo I ;
Cz= Subhimedo; c]’ Seco, subhimedo; D = Semiarido y E = Arido.
(segin el Im de thornthwaite).



s

R
8 | 16al7°C
44080 &
= i1Salg*C

538@ g =5

14ai5°C
4360

13a14°C
4348 7

12al3°'C

iinld' C
4300

i2alli°’C

4 HE

- 9alB*C
32

o

& ——p Tl 4 _ , e o —
388 408 428 448 468 482 S@e 528 540 SE@ 588 6508 528 648

t.med.

2

Fig. 11.- Temperaturas medias en La Mancha.



61

- Los conos de materiales volcanicos (basaltos y limburgitas) que forman el Campo de
Calatrava y que hacen de limite occidental.

- Materiales de origen secundario {margas abigarradas, dolomitas, areniscas, calizas y
margas) que pertenccen a los pisos Triasico, Jurasico y Liasico y que se localizan en
las proximidades del Campo de Montiel, entre Valdepefias y Villanueva de los Infantes.
Dan logar a suelos muy aptos para el cuoltivo del cereal.

- La lanura manchega, formada principalmente por materiales terciarios y cuariernarios
de origen quimico y detritico. Los primeros constituidos por arcillas, yesos, margas y
calizas de origen mioceno y oligoceno principalmente; los segundos formados por cantos
de cuarcita, arena, arcillas, etc., de naturaleza mas bien silicea.

-Entre los materiales de origen quimico hemos de destacar la costra caliza o caliche que
forma parte u origina la mayoria de los suelos manchegos, cuyo aprovechamiento
principal hasta hace poco tiempo ha sido el cultivo de la vid v ahora se estan imponiendo
los cultivos de regadio (alfalfa, maiz, etc.).

~Otros terrenos cuaternarios son los constituidos por los derrubios pedregosos de ladera
de las sicrras paleozoicas o montes-sla, compuestos por cantos de cuarcita apenas
rodados y unidos por una matriz arcillosa que proviene de la descomposicion de la

pizarra. Suelen estar aprovechados para el cultivo del olivar.

Desde e! punto de vista edafico destaca el marcado cariacter eltrico de la casi totalidad
de los suelos presentes en esta region. En consecuencia, salvo raras excepciones, los
suelos mas desarrollados no suelen sobrepasar del estadio de Luvisol, como también es
frecuente en olras regiones mediterraneas. En el area de estudio, de acuerdo con el
mapa de suelos de la FAO/UNES CO (1985), se distinguen nueve asociaciones de suelos
(Fig. 12), luvisoles rodocromicos y cromocalcicos, cambisoles calcicos, districos, eutricos,

gleicos, solonchaks gleicos y vertisoles, los que presentan una mayor extension
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superficial poseen como tipo principal los Cambisoles (suelos pardos), districos y efitricos,
en la region occidental (sobre sustratos graniticos y neisicos en el primer caso y
pizarrosos en el segundo) y calcicos en la oriental (sobre calizas y otros materiales
carbonatados). Como en otras areas con predominancia de los ambientes mediterraneos
semiaridos (caracterizados por recibir menos de 400 mm de precipitacidn anual), los
principales riesgos de estos suelos son los de erosion y los de sahnizacion, tras su puesta
en regadio, si no se toman las medidas preventivas oportunas. Por filtimo cabe destacar
los problemas que, en este tipo de ambientes, tiene la pérdida de materia organica del
suelo, por accibn de jas practicas agricolas. $§i ésto ocurre, se inicia un procese de
degradacion de la estructura del! svelo, se pierde gran parte de la capacidad de
almacenamiento de agua y se favorecen los procesos erosives. En otras palabras se
aridifica el ambiente edafico con los consiguientes problemas de desertizacion en unos

ecosistemas mediterraneos semiaridos de por si muy fragiles.

La extension del viﬁe&o en esta region representa la mayor concentracion mundial de
dicho cultivo, el 8% de la superficie vitfcola mundial, el 11,4% de la europea, el 2,79 de
la superficie geografica total de la regidn, el 18,39 de sus tierras cultivadas y el 73,3%
de las dedicadas a cultivos leflosos y en torno al 50% (47,4% en regadio y 48,59 en
secanc) de la superficie nacional dedicada a viaedo. Su distribucibn de acuerdo con el
"Mapa de Cultivos y Aprovechamiento del Ministerio de Agricultura, Pesca y
Alimentacion” (1986) se indica en la Fig. 13. Se recomienda preferenfemente que segfiin
Real Decreto 115/1985 de 5 de Junio para el cultivo en esta zona, 14 variedades distintas
y otras seis estan avtorizadas pero la variedad mas exiendida es la Airen, seguida de

Garnacha, Bobel, Monastrel y Cencibel entre otras.
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Respecto a la produccibn, segln el Anuario Estadistico de la Produccion Agraria de
1988, representa el 50,98% de la produccion nacional de uva, correspondiendo casi el

70% a la variedad Airen.

Desde el punto de vista demografico existen en La Mancha 511 ha de vid por cada 1000
habitantes, lo que representa 1334 ha/1000 kabitantes de poblacion activa y 4528 h/1600
habitantes de problacion econbmicamente activa, por lo que actha como factor de

riqueza y fijacion de poblacion.

Las zonas viticolas se asientan en una gran llanura de escasas ondulaciones, con una
altitud media que oscila entre los 600900 m, con clima continental extremado muy
adecuado al cultivo de la vid, pero de escasa fertilidad y pluviometria (menos de 400 mm
afo), que le hacen poco rentable para olros cullivos, si no se nlroduce el regadio,
Debido a ello el viﬁgdo constituye en La Mancha el aprovechamiento idoneo de los

terrenos mas desfavorables - pobres, secos, semiaridos y arenosos de poce fondo.

11.2.2. FINCAS EXPERIMENTALES .- Para la realizacion de estudios puntuales se han

elegido dos fincas que por sus caracteristicas resultan idoneas a nuestros fincs y que a

continuacibn se describen,

11.2.2.1 Finca experimental "La Higueruela" (Fig. 14).- La Finca Experimental "La

Higueruela” se encuentra situada entre los términos municipales de Santa Qlalla y
Maqueda, a 80 km de Madrid, tiene una extensibn de 90 ha distribuidas en 7 parcelas
(Fig.14), de acuerdo con las caracterfsticas y topografia de la finca. Casi en su totalidad
se dedica a cultivos de secano y actualmente existen 4 ha de vihedo, ya que en 1983,

siguiendo las directrices del Ministerio de Agricultura se levantaron 6,5 ha de vifia vieja.
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Los suelos de la finca se incluyen en los suelos desarrollados sobre sedimentos detriticos
arcosicos que se definen como "Facies Madrid". El vifiedo se encuentra sobre un luvisol
con horizonte A franco arenoso, un Bt variable entre arcilloso, franco-arcilloso y franco-
arcilloso-arenoso, la presencia de carbonato calcico en profundidad es desordenada y
arbitraria, generalmente en forma de vetas blancas en los sedimentos detriticos. La
variedad de vid cultivada es la Garnacha tipica de la denominacion de origen Méntrida
sobre pie Ritcher. La produccion media es de 3.000 kg/ha, lo que supone 3 kg/cepa. El
clima, de acuerdo con OLIVER et _al (1985), se encuadra en el clima continental

semiarido, con inviernos frescos y elevadas temperaturas estivales.

11.2.2.2. Finca de la Escuela Museo de la vid v el vino de Madrid .- Situada dentro del

recinto de la Casa de Campo (Avda.de Portugal), tiene una superficie de unos 15.000 m?

cultivados de vid, unas 5.400 cepas de las variedades Garnacha, Tinto Fino, Airén,
Ohanes y Cavernet Sauvignon principalmente, y dos subparcelas con distintos

portainjertos (Fig. 15). Conociéndose la procedencia y evolucion de todas las variedades.

H.3. MUESTREQS REALIZADOS.

Los datos existentes en la bibliografia sobre GFLV en Espaha, indicaban la exisiencia
del virus en aproximadamente el 80% de los viedos, ante tales planteamientos bastaria
disefiar un muestreo en La Mancha, en el que para un error menor del 0,025% seria
necesario tomar 1,000 muestras para confirmar tales hipotesis. Todas las estimas de
frecuencias que vienen acompafadas de un intervalo de confianza al nivel estadistico detl
95 % como los tamafios de las muestras son relativamente grandes. Utilizamos para
calcular los intervalos la aproximacion normal;

Zo s v 9(19)/N = 1.96 V 9(19)/N
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donde N es el tamafo de la muestra. Sin embargo, se considerd necesario realizar un
muestreo previo al estudio epidemiologico en zonas viticolas con distintas condiciones
mediocambientales, a fin de comprobar sila magnitud del problema presentaba diferencias

en unas y otras condiciones.

1H.3.1. MUESTREOQS PREVIOS.- En las zonas vitivinicolas elegidas se realizaron
mues{reos enire Junio y Noviembre de 1989, dirigidos, en general, a aquellas zonas
donde previamente se habia detectado sintomatologia o alghin otro problema, teniendo

en cuenta los distintos tipos de suelos y el mayor niimero de variables posible.

En cada muestreo se inventarid la sintomalologia observada, en el vibedo en general y
en la cepa muestreada y se tomaron muestras tanto de svelo como de material vegetal
(hojas, sarmientos vy raices), a fin de estudiar la presencia de virus y/o nematodos
veclores, asi como la de otros factores bibticos y abibticos que pucdieran ser causa de
las alteraciones observ-adas. Las muestras, en este caso, se (omaron siempre de sueclo y
material vegetal en la cepa mas deprimida o con sintomatologia mas clara vy, ademas,
se tomd material vegetal de otras dos cepas proximas, una de las cuales se eligio en

todos los casos con buen porte.

Ep la Tabla I se da la relacibn por orden cronologico de recogida de las muestras de
suelo tomadas en las tres zonas viticolas elegidas, indicando el nimero de orden, fecha
de recogida, ntimero de laboratorio, localidad vy coordenada UTM a que perienece,
variedad, cuando se conoce, y sintomatologia vhservada ambas codificadas y nitmero de
muestras de material vegetal tomadas en cada punto. En las muestras recolectadas en
Noviembre de 1989, la sintomatologia considerada fué Gnicamente deformacibn de

madera, al no existir ya hoja por lo avanzadoe de la época.
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Paralelamente se ha estudiado e incluido el material amablemente cedido por los
compafieros del Centro de Diagndstico de Aldearrubia (Salamanca) guienes realizaron
prospecciones, ep colaboracién con técnicos y agricultores de Ja Autonomia de Castilla-
Leon, en las zonas de depnominacion de origen de Toro, Cebreros, Cigales, El Bierzo,
Ribera de Duero y Rueda. Las muestras de material vegetal fueron recogidas en las
zonas de dichas denominaciones que venian planteando problemas y mostraban una clara
sintomatologia, posteriormente se tomaron muestras de suelo en aquellas zonas en que
se habia detectado presencia de virus. En la Tabla 11 se recoge el total de muestras
estudiadas, con indicacion del nimero de parcelas estudiadas y muestras recogidas en
cada una, en los distintos municipios, ordenadas segiin la denominacion de origen y

sehalando su coordenada UTM.,

[1.3.2. MUESTREQ EN LA REGION DE LA MANCHA - Tras los anéalisis de los

resultados de los muestreos previos se centrd el estudio en los vihedos de La Mancha

debido, como ya se ha indicado, a la gran extension del cultivo en la zona, su

3 o

homogeneidad y peculiares caracteristicas edafoclimaticas.

Por lo tanto, durante los meses de Noviembre (1989), Mayo y Junio (1990) se realizaron
en la zona una serie de muestreos en los gque Ginicamente se recogid material vegetal
{sarmientos y brotes jovenes respectivamente} a fin de realizar en el laboratorio el
seguimiento de la presencia y titulacion del virus a lo largo del afio, tanto en material
reciente como en el procedente de su estaquillado en invernadero. Para ello se tomaron
dos muestras en cada punto, al azar en las recolectadas a lo largo de Noviembre de 1989

y tomando una al azar y eligiendo para la segunda aquella que mostraba mayor
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deformacion de madera en el muestreo de Mayo-Junio de 1990. En la Tabla HI se
relacionan los puntos de muestreo, con indicacibn de fechas de recogida, localidad y

coordenada UTM correspondiente a ambos muestreos.

En Diciembre de 1990 se llevb a cabo un nuevo muestreo de madera deformada para
estaquillar en invernadero y seguir su evolucion, a la par se tomd al azar una muestra
de suelo por cada 5 de madera, la relacibo de todas ellas se refleja en la Tabla IV, en

la que se indica, fecha, localidad, coordenada, UTM y punto en que se tomd suelo.

Posteriormente, a lo largo de 1991, se realizarion muestreos periodicos de suelo y
planta en aguellos puntos donde se habian obtenido resultados positivos en muestreos
anteriores, a fin de comprobar la correlacion virus-nematodo, estudiar la biologia del
nematodo, obtener material para }a realizacion de pruebas de transmision en laboratorio
y estudiar en estos puntos en qué parte de la planta y época del afio se conseguian

lecturas mayores por ELISA.

11.3.3. MUESTREOS EN FINCAS EXPERIMENTALES.- Debido a que en la parcela

dedicada a viiia en la finca de "La Higueruela” se venian observando clorosis, desde hacia
algunos ahos, y tras comprobar su correspondencia con la presencia de virus se disefid
en dicha parcela un muestreo al azar por ordenador (Fig.16) a fin de comprobar el grado
de infeccibn existente, de acuerdo con el disefio se tomaron 30 muestras de material

vegetal y 10 de suelo.
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A la vista de los resultados se realizo un seguimiento de las cepas infectadas, a fin de
comprobar la presencia del virus en las distintas partes de la planta, todo a lo largo del
afio y comprobar los posibles efectos de la termoterapia en los meses mas calidos, dadas
las altas temperaturas que se alcanzan en la zona en los meses estivales. Para ello se
tomaba material vegetal de 15 cepas, cada semana durante los meses de primavera,
verano y otofio de 1990 y mensualmente a lo largo del invierno hasta tomar los primeros
brotes en la primavera de 1991, cerrandose asi el ciclo vegetativo. Se tomaron también
muestras de tierra a distintas profundidades para comprobar la presencia o ausencia del

vecior.

En Agosto de 1990, cuando la sintomatologia era mas patente, se disefio un nuevo
muestreo, en que tomando como centro alguna de [as cepas positivas en que se venia
realizando cl seguimiento, se hacia una toma de las cepas colindantes de forma radial,
con ello se pretendia discernir si la infeccion se venfa propagando a través del veclor
o era debida al patron & material de injerto; de este modo se recogid una media de 25

muestras de material vegetal por cada punto lo que supone un total de 294 muestras.

A fin de eslablecer la correlacion entre la sintomatologia observada y la presencia de
virus se realizaron tres observaciones visuales en toda la finca, con sus correspondientes
muestreos, cepa a cepa a lo largo del mes de Agosto, representando un {fotal de 3832

myestras,

Para comprobar la incidencia de la enfermedad en la produccion, en la época de
recoleccion se estimd la produccion de 100 cepas positivas de virosis frente a 100 sanas,

pesandose el total de uva procedente de cada cepa.
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La existencia en la Escuela Museo de la Vid y del Vino de Madrid de variedades de vid
bien tipificadas brindaba la oportunidad de comprobar la relacion sintoma-variedad-
virosis. A tal fin se realizd, igualmente por ordenador, un disefio (Fig. 17) que implico
la toma en Junio de 1990, de 126 muestras pertenecientes a ¢ variedades distintas:

Airén, CavernetSouvignon, Chadornpnay, Garnacha, Qhanes y Tinto Fino.

Posteriormente se realizaron dos muestreos sucesivos, siempre de material vegetal, el
primero de 11 muestras de las variedades de vid mas ampliamente cultivadas en
Castilla-La Mancha, Airén y Tinto Fino, que presentabapn fuertes sintomas de
deformacion de madera. El otro consistid en la toma de 49 muestras de las mismas
variedades en dos filas de cepas contiguas, lo que igualmente nos permitirad establecer
la relacibn sintomatologia-virosis y el ‘“pattern” de transmisién por veclor o

injerto/patron. EJ total de muestras {omadas en este caso fué de 178.

En la coleccibn de variedades de la Finca del Departamento de Viticultura y Enologia
del Centro de Investigaciones Agrarias de la Consejeria de Agricultvra y Alimentacion
de La Rioj se tomaron muestras de las siguientes: Viura, Malvasia, Garnacha blanca,
Garnacha tinta, Tempranillo, Mazuelo y Graciano. De estas mismas variedades se
estudio, en distintas partes de la planta vy en diferentes épocas del afio, material

estaquillado en invernadero, enviado en repetidas ocasiones desde esta finca.

En la tercera repelicion del campo de variedades de la Finca de Investigacion y
Experimentacion Vitivinicola de Tomelloso. {(Consejeria de Agricultura de la Junta de
Comunidades de Castilla-1.a Mancha) se tomaron muestras de las signientes: cepa 12 de
la variedad Merlot, la 16 de la Cencibel, fa 16 de la Pedro Ximenez, la 14 de la Cavernet

franc, la 13 de Airén, la 15 de Albillo, la 12 de Garnacha, la 10 de Chadornnay, la 8 de
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Cavernet Sauvignon, la 6 de Macabeo, la 15 de Tinto Velasco, la 4 de Malvar, la 3 de
Ugni-blanc, la 4 de Moscatel grano menudo, la 6 de Monastrel, la 9 de Pinot Noir, la 10
de Messeguera, la 12 de Tintorera, la 14 de Sauvignon, la 15 de Coloraillo, la 16 de
Riesling y la 17 de Torrontés; y cinco muestras de Ja coleccion de variedades de
portainjertos y viniferas. Las 22 muestras del campo de variedades habjan sido tratadas

con DD.

11.4. RECOGIDA Y PREPARACION DE MUESTRAS.

La recogida y preparacion de muestras puede tener gran influencia en los resultados que
se obtengan, por lo que debe hacerse de acuerdo con los fines perseguidos. En el caso
de los nematodos fitoparasitos hay que tener en cuenta que al depender del hospedador
tienen una distribucion espacial en agregados o contagiosa, una distribucion vertical o
temporal, dependiendo de su biologia y medio ambiente. En el caso de los virus, también
pueden existir variaciones en su concentracion en las distintas partes de la planta v en
las diferentes épocas del afo. Por tanto, se describe a continuacion con detalle el

procedimiento seguido para la toma de muestras de suelo y material vegetal.

.41 MUESTRAS DE SUELQ.- Para la toma ordinaria de una muestra de sucio se

utilizan como instrumentos una azadilla y en ocasiones una sonda o un pico, dependiendo
del tipo de suelo. Con la azadilla se eliminan los primeros centimetros de la capa
superficial del suelo y a partir de este punto se cava, en la orientacion conveniente,
hasta encontrar las raicillas secundarias de la planta, en cuya proximidad se toma una
porcion de tierra y raices de unos 500 g aproximadamente, en el mismo punto se vuelve
a cavar hasta encontrar un horizonte distinto de donde se toma una segunda muestra

de caracteristicas similares. Las muestras se introducen en sendas bolsas de plastico y
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se cierran, para evitar la pérdida de humedad y se etiguetan debidamente con un
nitmero correspondiente al cwaderno de campo, de este modo se transporta al
laboratorio. Paralelamente se anotan en e} cuaderno de campo todos los datos de mnterées
sobre localidad, coordenada UTM, sintomatologia observada y cualquier otro dato dc

interés para el estudio del material recogido.

Para el estudio de las poblaciones de nematodos en los distintos horizontes de un punto
concrelo con fuerte infeccidn de virus en "La Higueruela® y Socuéllamos, se diseftaron
una serie de muestreos en invierno, primavera, verano y otofio, en zonas de coincidencia
de puntos positivos de virus y de Xiphinema que ademas eram focos claramente
viroticos. Las zonas elegidas fuercn: Socuéllamos, una zona de mosaico amarillo; Ossa
de Montiel, también zona de mosaico amarillo; Valdepeias, en los parajes "Los Cordoba”
y "La Encomienda”. Videdos con fuertes sintomas de virus vy, por Gltimo, entre
Valdepenas y Daimiel se tomd un punto con mosaico amarillo, que siempre da positivo

de virus, aunque no se ha encontrado el vector.

La toma de muestras se hizo en las cuatro orientaciones de la cepa y a distintas
profundidades (Fig. 18). Simultanecamente se tomaron muestras de material vegetal en
las distintas orieotaciones de la cepa (N.S.E.Q.} y de raices de distintas tomas y a

diferentes profundidades, para analizar por ELISA.

En la Finca Experimental "La Higueruela" se hace un corte entre las cepas 1 y I de 2,50
x 0,70 x 1,50 m de profundidad y se toman muestras de raiz y de tierra en el talud junto
a Cl y CIl v en el lateral entre ambas cepas a 1,25, 0,40, 0,80, 1,20 y 1,50 m de

profundidad (Fig. 19).
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11.4.2. MUESTRAS DE MATERIAL VEGETAL.- En los muestreos previos de las zonas

viticolas y fincas experimentales se tomaron muestras de cepas aparentemente virdlicas.
Las muestras se tomaron en los brotes terminales de diferentes partes de la planta, asi

como de hojas y tallos mas viejos, proximos a la base de la cepa, asi como de raiz.

De acuerdo con los resultados obtepidos, en los signientes muestreos se buscaba
cuidadosamente la planta que presentaba una sintomatologia mas acusada, tomando
igualmente tallo, raiz y hoja, y en la misma vifa se tomaron de igual modo otras tres
muesiras de distintas cepas una de ellas con porte normal o ausencia de sintomas. Las
muestras se introducen en bolsas convenientemente etiquetadas yse trasladan en nevera
al laboratorio. En las muestras de otofio se tomaron 5 varctas de unas cinco yemas de

cepas elegidas al azar.

11.5. METODOS DE EXTRACCION Y ESTUDIOQ DE NEMATODOS DEE SUELO

Existe un gran nimero de técnicas de extraccion de nematodos, muy variadades en su
complejidad y eficacia, desde el sencillo método de Cobb por tamizado, que sbdlo requicre
dos cubos y dos cedazos de distinta malla, hasta el complejo elutriador disefado por

SEINHORST (1956 y 1962).

De todos ellos, el de centrifugacion en azGcar (NOMBELA y BELLO, 1983) puede
considerarse como el método de extraccion mas general, mediante el cual se obtiene la
mayor parle de los pematodos contenidos en una muestra basandose en su flotabilidad,
siendo de especial aplicacion para nematodos de baja movilidad y huevos. Sin embargo,

para el estudio de los grandes Longidoridos, entre los que se encuentran los
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transmisores de virus es mucho méas eficaz el método de FLEGG (1967), basado en su
movilidad y velocidad de sedimentacion, que es uvna modificacion de la técnica de
decantacion-fijacion de COBB y que es el que basicamente se ha utilizado en este
estudio, junto al de centrifugacidn, antes citado, que se utilizd en el muestreo previo

y que permitid la extraccion de los jovenes de primer estadio de menor tamafo.

En este tipo de extracciones pueden distinguirse una serie de pasos previos a la

preparacion de muestras y el proceso de extraccibn propiamente dicho, que es diferente

si se parte de una muestra de suelo, raiz o fraccion periradicular.

I1.5.1. PREPARACION DE MUESTRAS DE SUELQ.- En el laboratorio la muestra se

etiqueta y se registra con el nomero correspondiente en el cuaderno de laboratorio,
donde se anotan todos fos datos recogidos en campo. Para su conservacion se mantienc
en camara a 5° C hasta el momento de su extraccibn, para evitar en lo posible, la

variacibn de poblaciones de nematodos desde el momento de la recoleccion.

La preparacidon de la muestra para la extraccidon de nemalodos comienza vertiendo el
contenido de la bolsa sobre un papel de filtro, procediendo a separar cuidadosamente las
rafces del suelo. Después de homogeneizado el suelo se pasa por un tamiz de 2 mm de
malla, con objeto de eliminar la grava, vy se anotan en una hoja de caracteristicas sus
rasgos mas destacables: textura, humedad, compactacibn, presencia de raices de malas

hierbas. Otra fraccion se utiliza para la extraccion de nematodos.
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En estudios nematologicos el aislar los nematodos contenidos en las muestras de suclo
y raiz, con objete de proceder a su posterior recuento, determinacidon y estudio
consitituye uno de los aspectos fundamentales. El método empleado para ello sera tanto
mas eficaz cuanto mayor nGmero de nematodos consiga extraer, después de eliminar,
a set posible, los demas componentes del suelo (arcilla, arena, limo, materia organica,

etc.) y su eleccidn depende del tipo de nematodo que se investigue.

11.5.2. METODO DE SEDIMENTACION - DECANTACION (Fig. 20 A).- Se ponen 250

c¢c de agua en un vaso graduado y se le afiade suelo cribado y homogeneizado como se
indica arriba, suficiente hasta enrasar a 450 cc con lo que darid una media de 200 cc de
suelo independiente de los espacios ocupados por el aire. La suspension resultante se

vierte en un vaso de plastico de un litro que se enrasa con agua.

Para los suclos arenosos es suficiente gue se remoje durante media hora, pero para las
muesiras arcillosas se precisa una hora. Durante el periodo que permanece en agua la
suspeDsibn se agita dos o tres veces con una placa circular de didmetro poco menor gque
el del vaso y taladrada con niimerosos agujeros conicos, removiendo rapidamente hacia
arriba. Una vez pasado el periodo de remojo necesario de la muestra, tras enrasarlo con
agua, se mueve profundamente a mano para suspender las particulas. Después de 25
segundos de sedimentacion, el fluido sobrenadante se decanta a través de una bateria

de 3 cedazos de 150 ym de apertura de malla.

El residuo de los cedazos se lava de un modo suave y se recoge en un vaso. El residuo
de la filtracibn se enrasa con agua, se remueve de nuevo profundamente vy, tras 15
segundos de sedimentacion, se decanta a través de la misma bateria de cedazos. El

residuo de los cedazos se lava cuidadosamente y se recoge juntamente con el anlerior.
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Los filtrados asi recogidos se agitan suavemente para suspender todas las particulas
antes de verterlo sobre el cedazo de pylon de 90 pm de apertura de malla, montado
sobre un anillo de polietileno, que después se coloca en un embudo Baerman con agua
suficiente para que el filtro y los residuos queden sumergidos. Pasadas 20 horas se
pueden recoger en el extremo del embudo en una copa de unos 25 cc de agua gque

contendra los nematodos de la muestra.

1.5.3. METODO DE CENTRIFUGACION. (Fig. 20 B).- Como en e} caso anterior, del

suelo tamizado se toman 100 c¢, que se depositan en upa capsula de porcelana, junto
con una etiqueta de plastico en la que figure el nimero de muestra; se cubre de agua
y se deja durante un cuarto de hora como minimo, antes de proceder a la extraccion
propiamente dicha. En el caso de que la muestra esté hiimeda y no se pueda tamizar,
se eliminan con la mano las piedras y {ibras y se ponen directamente los 100 cc.

El bocal se completa con agua, si es necesario, para que quede lleno hasta el borde,
dejandolo reposar 2 horas como minimo o mejor toda una noche, para que sedimente ¢l
limo y suban a la superficie los restos vegetales, los cuales se eliminan a presion sobre

la superficie del bocal.

Si se sospecha la presencia de Heterodera, es necesario colocar una banda de papel de
filtro de una anchura de unos 10 cm alrededor del boca! antes de llenarlo, para que los
quistes se adhieran a ella. En este caso, la banda se retirara cuidadosamente para
observarla bajo el microscopio estereoscopico a 20 aumentos, antes de proceder a la

eliminacion de las fibras vegetales.



Fig. 20
A.-Esquema del método de extraccion por sedimentacién filtracion.

B._ldem. del método por centrifugacidn en azicar.
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Para eliminar parte de la arcilla que esta en suspension se utilizan unos sifones de
filtracion con un tamiz de 28 pm, mediante los cuales el contenido del bocal se reduce,
y se trasvasa a un recipiente graduado de un volimen aproximado de 1000 cc, dejandolo
reposar alrededor de una hora; este recipiente contiene fundamentalmente los nematodos

y el limo.

Tras la sedimentacion se filtra por un tamiz de 28 pm reduciendo el volumen a unos 300
cc, los cuales de distribuyen uniformemente entre cuatro tubos de centrifuga, procurando
que su contenido no llegne al borde, y se somete a unas 1800 revoluciones durante 3
minutos. El liguido sobrenadante de los tubos se recoge en un recipiente y se afade a
los tubos de centrifuga una solucidn de aziicar al 30% homogeneizando el contenido
perfectamente cop una espatula antes de volver a introducirlos en la centrifuga, esta vez
sblo durante 30 segundos. El liguido sobrenadante se recoge en un recipienle que
contiene la suspension procedente de la primera centrifugacion y se filtra todo a
continuacion por un tamiz de 20 pm, al mismo tiempo que se lava inlensamente con
agua para eliminar el aziicar. El tamiz se inclina y se lava cuidadosamente haciendo
escurrir el agua hacia la parte inferior para recoger todo su contenido en una sola
porcion de dicho tamiz, pasando a continuacidbn a una placa de Petri; asi queda lista la
muestra para su conservacion y recuento bajo el microscopio estereoscopico, después

de haberla dejado reposar unos minutos.

1154, METODOS DE ESTUDIO CUANTITATIVO Y CUALITATIVO DE 10S

NEMATODOS .- En este apartado se describen los métedos empleados para la
cuantificacion de los nematodos extraidos, asi como los métodos y caracleres

mor fologicos utilizados en la determinacidon de las especies.



11.5.4.1. Recuento, aislamiento, fijacion v montaje.- El recuento de los nematodos se

realiza en placas de Petri de fondo plano, bajo microscopio estereoscopico a 30
aumentos; si el ntmero de nematodos es pequeiio se recuentan directamente, pero si
se observa una gran cantidad de ellos, se divide la placa en cuadrantes con un lapiz
graso. Los resullados se anotan en una hoja de recuento en la que constan los géneros
mas frecuentes estudiados. La cantidad de nematodos presentes en 1.000 cc. de suelo
se obtienen multiplicando por 5 ¢l ntimero obtenido en ¢l recuento, ya que éste esta

referido a 200 cc.

El aislamiento de los nematodos se realiza inmediatamente después de la extraccion
para evitar el crecimiento de micelios de hongos en la placa. Los nematodos se aislan
con un pincel v se colocan sobre un portaobjetos, donde previamente se ha colocado una
gota de agua destilada. El nfimero de nematodos por preparacion no sobrepasara a 10,
poniéndose en un pocii]o con agua destilada el resto de los nematodos, cuyo estudio se

considere de interés, para su posterior montaje y fijacion.

La muerte de los nematodos aislados en el portaobjetos se realiza calentando ligeramente
éste con la llama de un mechero de alcobo! para que se evapore al mismo tiempo la
mayor parte de la gota de agua, procurando que no llegue a evaporarse en su totalidad,
a [in de que los nematodos no se contraigan, A continuacion se aftade una pequefia gota
de azuldactofenol y se desliza suavemente sobre ella un cubreobjetos. Por filtimo la
preparacidn se bordea con "glyceel”, primero en cuatro puntos y, una vez estos secos,

en su totalidad.
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La muerte y fijacion de los individuos considerados de interés, previamente aislados en
el pocillo, se realiza en el mismo dia para evitar asi que crezcan los micelios de hongos
sobre ellos. Con una pipeta se procede a retirar la mayor parte de agua del pocillo y a
continuacion se ahade fijador I, previamente calentado a 75-80° C, al bafio Maria y se
tapa el pocillo. Transcurridos unos dias se destapa el pocillo y se introduce en un
recipiente de cierre hermético con alcohol de 96° y éste, a su vez, se coloca en una
estufa durante 12 horas a 39° C; transcurrido este tiempo el pocillo se saca de la

atmbsfera de alcohol y se deja evaporar lentamente en la estufa.

Una vez evaporado el fijador I, se anade fijador IT y se vuelve a introducir en la estufa
hasta que éste se evapore; por fltimo se anade fijador HI, introduciéndose de nuevo
en la estufa, en la que debe permanecer hasta una semana. Posteriormente se extrae
el pocillo de la estufa v se lleva a un desecador que contiene cloruro calcico o "silicagel”,

donde permanecera en glicerina hasta el momento de su montaje.

La composicion de los fijadores utilizados siguiendo el método de DE GRISSE (1969)

es la siguiente:

Fijador I
Agua destilada ... 89 cc
Formol 40% ....covvviimviiiiiiirieiinnnnen, 10 ¢cc
Glicering ..oooveeinenniciieee e, 1 cc
Fijador 11:
Etanol 969 .o.cooveievieiiieieeeeee, 95 cc

GlICETING .oovveieiieeeeiceee e eee vt 5cc
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Fijador III:
Etanol 96%% ..., 50 cc

Glicering ..o 50 cc

11.5.4.2. Conservacion del extracto de la muestra.- Reahzado el aislamiento de los

nematedos para su montaje, e} contenido de la placa de Petri con los nematodos restants
se pasa a una copa graduada, dejandose sedimentar como minumo durante dos horas.
Una vez sedimentado se reduce el agua con un frasco lavador, pasandose el contenido
a un frasquito de 15 cc de volumen, para su posterior conservacion. A continuacion, la
copa graduada se lava con fijador I, previamente calentade a 75-80° C al bafio Maria, y
éste se vierte en el frasco de conservacibn, con lo que los nematodos quedan fijados.
Posteriormente el frasco se tapa con un tapon de corcho, quedando dispuesto para ser
etiquetado. En la eliqueta se indica el nUmero de la muestra, asi como la planta,

localidad y fecha en que se prepara el frasco para su conservacion.

11.5.4.3. Observaciones microscogicas.-Las observaciones se han realizado de 400 a 1.200
aumentos, utilizando un microscopio "ZEISS" con contraste de fases y camara clara

incorporados.

Mediante inmersibn y contraste de fases se ban estudiado las caracteristicas
morfologicas de los nematodos, permitiendo su determinacion a nivel de género; y por
medio del estudio morfo-métrico de fos ejemplares, complementados con dibujos a
camara clara, se ha llegado a su determinacidon a nivel de especie, utilizando

principalmente los indices somatométricos de De Man.
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Indices dc DE MAN (Fig. 21}

L~ Longitud total en mm

a= Longitud Ltotal
anchura maxima

b= Longitud tota!
Longitud def extremo anterior hasta el
final del esolago

c= Longitud total
Longitud de la cola

V= Distancia del extremo anterior de la vulva x100
Longitud total

SOUTHEY (1970) introduce la longitud en pm dcl odontostilo y el siguiente indice:

o= Distancia de) ano al extremo posterior
Diametro anal

HOOPER y SOUTHEY (1973) ahaden las longitudes del odontostilo (od) v odonteloro
{odp) en pm y ¢l indice: oagr= Distancia en pm del anillo guia del estilete al extremo

anterior.

Fig. 21.~ Indices de DE MA N: L= Longitud total; v= distancia region
anterior - vulva; L es.= Yongitud del eséfago; 0, y 0,=
longitud ramas ovéricas; L c= longitud de 1a regién cgudal
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11.6. TECNICAS PARA EL ESTUDIO DEL MATERIAL VEGETAL

Ya en el laboratorio tanto el material verde como los sarmientos se preparan y procesan
inmediatamente de acuerdo con los fines y métodos elegidos en cada momento. En
algunos casos, debido a la cantidad de muestras recogidas,se ha conservado alguna

mediante congelacion a 20°C,

Por otro lado, los sarmientos se estaguillaron en mesa caliente (24° C) en invernadero
para su brotacion rapida. Para ello se cortan varetas de fres yemas, enterrando dos de
ellas en arena y parafinando el extremo libre del sarmiento, periddicamente se hacen
riegos con solucibn nutritiva. Parte de la madera también se conserva en frigorifico a

4° C para su posterior estudio.

11.7. TECNICAS PARA LA DETECCION DEL VIRUS

Las técnicas que se han utilizado para la deteccion del virus son: 1) transmision
mecanica a planta herbacea; 2) tincibn pegativa; 3) immunogelectromicroscopia (1IEM);
4) secciones ultrafinas; 5) métodos serologicos (ELISA - DAS, Biotina - streplavidina);

6) hibridaciones de acidos nucléicos, que 2 continuacion se describen.

11.7.1. TRANSMISION MECANICA A PLANTA HERBACEA. - Para el estudio del virus

en planta herbacea, se transmite a plantas susceptibles en las que produce sintomas
claros en periodos cortos de tiempo segiin las comdiciones de invernadero. Se ha
utilizado, a tal fin, Chenopodium quinoa Willd, Gomphrena giobosa L. y Petunia hibrida

L. Para ello se ipoculan plantulas de 2 a 4 bojas del modo siguiente:
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Para preparar el inbculo se homegeiniza el material vegetal infectado en un tampén
fosfato pH 6,5 y molaridad 0,05, con 2,5% de nicotina si el material infectado procede de
vid. Se espolvorean las hojas de la plantula a infectar con un abrasivo (carborundo 600
mesh) para provocar heridas en la superficie foliar, a continuacion se frota suavemente

el inbculo sobre las hojas utilizando guantes o sirviéndose de un bastoncillo de afgodon.

Se dejan dos tipos de planta testigo, unas inocujadas con tampdn en las mismas
condiciones que las anteriores y otro lote sin inocular para apreciar el efecto de las

heridas realizadas al hacer la transmision.

11.7.2. TINCION NEGATIVA (Microscopia Electronica). - El Microscopio Electrbnico nos

permite, gracias a la sencilla técpica de las tinciones negalivas, conocer la forma y el
tamafo de las particulas virales presentes en una disolucibn de savia, medio de

extraccion, purificado, ete.

Esta informacidn morfologica es de gran interés en diagndstico o en investigacion pues
permite conocer {recuentemente al menos el grupo a que pertenece el virus en estudio.
Para su realizacion es convenienie seleccionar la parte de la planta que presente mayor
concentracion de virus. Suelen preferirse las zoras con mas sintomas o las proximas

a ellas,

Son varios los agentes de tincion utilizados: PTA (acido fosfotingstico), acetato de
uranilo, formiato de uranilo, molibdato ambnico, etc. Todos ellos tienen en combin el ser
sales de metales pesados que se unen en la superficie de la particula haciendo
electrodensos los contornos de ésta, mientras que el interior de la particula si puede ser

atravesado por los electrones.
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No es posible utilizar un sblo colorante de forma universal, ya que cada virus necesita
una concentracion, tampbdn y pH determinados, para GFLV se ftilizo PTAa pH 6,5 y

a una concentracion del 29. La técnica se ha desarrollade de dos maneras diferentes:

A. - Triturar la muestra con unas gotas de PTA sobre un porta con unas pinzas o varilla
de vidrio redondeada.

- Poner una gota de la muestra triturada (que no esté muy verde, preferiblemente
de color amarillo verde palido) sobre una rejilla del Microscopio Electronico.

- Dejar dos minutos a temperatura ambiente.

- Retirar el liquido en exceso con una pipeta Pasteur y secar con un papel de filtro
tocando svavemente la replla. Dejar secar a temperatura ambiente y observar al

Microscopio Electromico.

B.- Triturar la muestra en un mortere con un tampobn adecuado en una proporcion 1/10.

- Centrifugar 10 minﬁlos a 10.000 RP; en una microfuga.

- Llevar una gota del sobrenadante a un porta y mezclar con otra gota de PTA. Dejar
2 minutos a temperatura ambiente.

- Retirar el liguido en exceso con una pipeta Pasteur y secar con un papel de filtro
tocando suavemente la rejilla. Dejar secar a temperatura ambiente y observar al

Microscopio Electronico.

i1.7.3. INMUNOELECTROMICROS COPIA (I.EM.) - La técnica LE.M. conbina la gran

sensibilidad de fa serologia con ei alto poder de resolucion de la microscopia electronica.
Permite observar directamente la interaccibp virus-anticuerpo y cuando esta se produce,
deducir la relacion entre antigeno y anticuerpo con valor de diagnostico. En realidad es

un ELISA efectuado sobre una rejilla de! microscopio electronico donde no utilizamos



92
un conjugado ni un revelador cop sustrato. Se tapiza la rejilla con anticuerpos,
acontinuacidn se pone el antigeno, y segiun el método se ahade un segundo anticuerpo.
Esta asociacion anticuerpo-antigeno o anticuerpo-antigeno-anticuerpo puede ser
observada al microscopio. Se ha utilizado para la deteccidn del virus tanto en tejidos

vegetales como en los vectores,

Se han vtilizado tres técnicas de 1EM: ISEM "inmunosorbent electromicroscopy”, que
consiste en tapizar una rejilla con antisuero, afiadir el antigeno y posteriormente tefir;
AVM "antiserum virus mixture” que, como su nombre indica, es una mezcla de virus y
antisueros que se coloca conjuntamente en la rejilla y Decoracion, gque es basicamente
como ISEM, pero afiadiendo después del antigeno o anticuerpos que recubren la

particula, decorandola.

11.7.3.1. ISEM_(Inmunosorbent Electromicroscopy).- El proceso a seguir para su

realizacion, es el siguiente:

- Triturar la muestra en el tampdon apropiado en una proporcion 1/10.

- Centrifugar en microfuga a 10.000 RPM durante 10 minutos.

- Preparar un porta parafinado con divisiones en cada rejilla y ponerlo en una Placa de
Petri con 3 papeles Watmann humedecidos.

- Sobre este porta poner pequeilas gotas de 10 pl) de antisuero diluido 1/500 en tampén
Sorensens 66 mM pH 6,5. Sobre estas gotas colocar las rejillas. Incubar 1 hora a 37° C.
Lavar las rejillas durante 10 minutos en el mismo tampdn y a temperatura ambiente.
Situar las rejillas de tal manera que la parte que haya estado en contacto con el

antisuero esté hacia el tampdn.
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- Poner en otro porta parafinado con las adecuadas divisiones gotas de 10 ml de la
muestra. Colocar todo en una placa de Petri con papel humedecido como en 1). Poner
las rejillas nadando sobre la muestra con el tapizado hacia el antigeno e incubar 2 horas
a 37° C. Lavar dejando caer 10 gotas de agua destilada suavemente sobre la rejilla. Tefir
con PTA dejando caer 1 6 2 gotas del colorante y procurando que éste esté en contacto
con la rejilla solo unos segundos. Retirar cuidadosamente ¢! PTA sobrapte tocando la
rejilla tangencialmente con trozos de papel de filtro, dejar secar y observar al

microscopio electronico.

11.7.3.2. AVM (Antiserum Virus Mixture):

-Se tritura en el tampdn apropiado y en fa proporcion 1:10). Centrifugar en microfuga
durante 10 minutos.

- Preparar un porta parafinado con divisiones para cada rejilla v ponerio en una placa
de Peiri con 3 papeles Whatmann bumedecidos, poner sobre €l pequefias gotas (de 10
uly de antisuero diluido 1/500 en tampdn Sorensens 66 mM pH 6,5 junto con 10 pl de
muestra y mezclar con la misma micropipeta. Sobre estas gotas colocar las rejillas.

- Incubar 1 hora a 37° C.

- Lavar las rejillas durante 10 minutos en el mismo tampdn y a temperatura ambicnte.
Situar las rejillas de tal manera que la parte que haya estado en comtaclo con el
antisuero esté hacia el tampbn.

- Poner en otro porta parafinado con las adecuadas divisiones gotas de 10 pl de la
muestra. Colocar todo en una placa de Petri con papel humedecido como en 1).
-Poner las rejillas nadando sobre 1a muestra con el tapizado hacia el antigeno e incubar
2 horas a 37° C.

- Lavar dejando caer 10 gotas de agua destilada suvavemente sobre la rejilla.
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- Tefiir con PTA dejando caer 1 & 2 gotas del colorante y procurando que eslé en
contacto con la rejilla solo unos segundos.
- Retirar cuidadosamente el PTA sobrante tocando la rejilla tangencialmente con trozos
de papel de filtro.

- Dejar secar y observar al microscopio electronico.

I1.7.3.3. Decoracion:

- Triturar la muestra en el tampdn apropiado y en la proporcion 1:10. Centrifugar en
microfuga a 10.000 RPM durante 10 minutos.

- Preparar un porta parafinado con divisiones para cada rejilla y ponerio en placa de
Fetri con 3 papeles Whatmann humedecidos, sobre este porta poner pequeiias gotas (de
10 pl) de antisuero diluido 1/500 en tampon Sorensens 66 mM pH 6,5. Sobre estas gotas
colocar las rejillas.

- Incubar 1 hora a 3?°‘C.

- Lavar la rejilla duran‘te 10 minutos en el mismo tampdn y a temperatura ambiente.
Situar las rejillas de tal manera que la parte que bhaya estado en contacto con el
antisuero esta hacia el tampon.

- Poner en otro porta parafinado, con las adecuadas divisiones, gotas de 10 ml de la
muestra.

- Colocar todo en una placa de Petri con pape! humedecido como en 1).

- Poner las rejillas nadando sobre la muestra con el tapizado hacia en aniigeno.

- Incubar 2 horas a 37° C.

- Lavar dejando caer 10 gotas de agua destilada suavemente sobre la rejilla. Sobre este
porta poner pequefias gotas (de 10 pl) de antisuero diluide 1/500 en tampbdn Sorensens
66 mM pH 6,5. Sobre estas gotas colocar las rejillas.

- Iocubar una hora a 37 ° C.
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- Lavar dejando caer 10 gotas de agua destilada suavemente en la rejilla.
- Tenir con PTA, dejando caer 1 & 2 gotas del colorante, procurando que éste esté en
contacto con la rejilla sdlo unos segundos.
- Retirar cuidadosamente el PTA tocando la rejilla tangencialmente con trozos de papel
de filtro.

- Dejar secar y observar al microscopio electronico.
NOTA: Siempre que se utilice acetato de uranilo en cualquiera de estos tres métodos,
es imprescindible lavar la rejilla con agua destilada para arrastrar el tampin fosfato, que

es incompatible con el acetato de uranilo y produce fuertes precipitados sobre la rejilla.

11.7.3.4 Tampones v colorantes necesarios:

- Tampon Fosfato Sorensens (Preparar previamenle las soluciones madre A y B):
A) 1/15 M KPO4. H20. Pesar 9,06 g y Hevarlo hasta 1 litro de agua destilada.

B) 1/15 M Na2PO4H. 2 H20. Pesar 11,8 g y llevar hasta 1 litro con agua destilada.

Para un pH 6,6: 73,2 ml de A y ahadir 26,8 m! de B

Para un pH 7: 392 ml de A+ 60,8 ml de B

- Colorante PTA
-2 g de acido fosfotfingstico
- disolver en 80 ml de agua destilada
- ajustar el pH a 6,9 con NaOH ¢ KOH 1 N

- completar a 100 ml con apua destilada
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11.7.4. SECCIONES ULTRAFINAS.-Para el estudio de las variaciones uliraestructurales
provocadas tanto en células de plantas indicadoras como de vid infectadas con GFLV,
se han examinado secciones ultrafinas de estos tejidos por microscopia electronica de
transmision, asi coma de controles sanos para su comparacibn.

- Fijacibn:

Para evitar la destruccion de la arquitectura celular al separar los tejidos de la planta
y por procesos quimicos y [isicos por los que tienen que pasar las muestras al ser
procesadas y examinadas por microscopia electrbnica, es necesario "fijar" esta estructura.
Hemos utilizado glutaraldebido al 5% en tampbn "palade”, a una temperatura de 5° C
y durante 45 minutos, introduciendo en este fijador trozos pequeifios de tejido de unos
1 mm cibicos (como una cabeza de alfiler) para que se produzca una fijacion rapida y

unilorme.

Después de un lavado en el mismo tampon palade se efectiia una segunda fijacibn con

tetroxido de osmio al 2% en agua bidestilada, durante 2 horas ya 5 ° C.

- Desbidratacion:

Por estar el microscopio electrénico en condiciones de alto vacio, es necesario
deshidratar las muestras para evitar una evaporacidon rapida que destruiria el material
biviogico ademas de contarminar el microscopio, Para ello se hacen pasos sucesivos por
concretaciones crecientes de acetona desde el 30% al 100% introduciendo sales de
metales pesados como el acetato de uranilo y el sulfato de Cu en la acetona de 70% y

1009 respectivamente, para aumentar ¢l contraste de la muestra.
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- Inclusion:

El material fijado y deshidratado se pasa dos veces por dxido de propileno para exiraer
la acetona y posteriormente se introduce la resina ARALDITA en la que se ha de
mantener ¢ "incluir" las piezas para ser cortadas después de uma polimerizacion

adecuada en estufa 24 horas a 50° C y 48 horas a 70° C.

- Secciones:
En ultramicrotomo LKB I1I, se procede con cuchilla de vidrio o de diamante a cortar este

material en secciones de aproximadamente 400 A y montados en rejillas de 200 mesh.

- Tincibn:

Una vez cortados y montados los cortes sobre rejilla se tiemen con citrato de plomo o
uranil acetato, dejando flotar las rejillas sobre gota de este colorante unos 10 minutos
y posteriormente bafados con agua destilada dejando unas gotas con pipeta Pasteur.
Una vez secas las rejillas a temperatura ambiente o en vacio son examinadas en el

microscopio electronico.

I1.7.5. METOD(OS SERQOLOGICOS.- Recientemente se han desarroliado técnicas

serologicas de inmunoensayo como la ELISA ("Enzyme -linked inmunosorbent assay") que
son de gran utilidad en diagnosticos virologicos, son sensibles, especificas y facilmente
aplicables a un gran nfimero de muestras. Por estas caracteristicas, la técnica ELISA
se hz utilizado en nuestros trabajos de deteccidon de virus de forma gemneral, tanto en

planta como en vector.
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De los diversos tipos de test ELIS A existentes, los tres mas utilizados son: - ELISA-DAS
(double antibody sandwich). (CLARK y ADAMS, 1977); - ELISA indirecto - ELISA
indirecto sandwich o TAS (triple antibody sandwich) (KOENING ef al. 1982, CHU gt al.
1989). En este caso se ha elegido ELISADAS por su gran especificidad y sensibilidad

(Fig.22).

11.7.5.1. ELISA-DAS .- Previamente a! desarrollo de esta técpica se hize una placa de
condiciones para determinar las concentraciones ideales de antigeno, anlisuero vy

conjugado, asi como un estudio de diluciones del antisuero.

- Desarrolio de la técnica:

- Marcar en Ia placa de ELISA, los pocillos que se vayan a rellenar, segin un esquema
previo.

- Diluir las gamma globulinas (IgG) de! virus correspondiente con tampon carbonato en
la proporcidn mas adecuada, haciendo un estudio previo de diluciones.

- Afadir 200 pl de lgG diluida a cada pocillo.

- Tapar la placa con un plastico para evitar evaporaciones.

- Incubar a 37° C durante 4 horas.

- Preparacion de muestras:

Para extraer el jugo vegetal de las muestras se pueden utilizar diferentes métodos:
morteros y manos, un politria, introducir el material vegetal en bolsas de plastico
resistentes y homogeneizar con un rodillo, procesador automatico de muestras. Utilizar
el tampbn de extraccidbn méas adecuado, seghn sea el material vegetal (generalmente

PBS -Tween) en la concentracion mas adecvada.
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Fig.22 .- Cuatro modificaciones de las técnicas ELISA nic empleadas
en virologia vegetal: 1 = ELISA DAS (Doble anticuerpo sand
wich); 2 = ELISA indirecto; 3 = ELISA triple anticuerpo
sandwich; 4 = ELISA amplificado.
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Lavar la placa e incubar durante cuatro horas. Transcurridas las cuatro horas de la
incubacion, se lava de nuevo con PBS Tween, con cuidado de no sobrepasar los pocillos.

Repetir la operacidon 3 veces dejando cada vez el tampbdn al menos 3 minutos.

Vaciar la placa. Anadir 200 pl de cada muestra al pocillo correspondiente. Anotar en un

croquis la posicion de cada una de las muestras. Tapar la placa con plastico.

Incubar a 4° C de 12 a 20 horas (se svelen dejar toda la poche). Lavar la placa con PBS

Tween tres veces como en el lavado anterior.

- Corjugado:

- Diluir el conjugado correspondiente con tampbn conjugado en la proporcion méas
adecuada.

- Anadir 200 pl del conjugado diluido a cada pocillo.

- Tapar la placa con plastico.

- Incubar a 37° C durante 4 horas.

- Lavar la placa con PBS Tween 3 veces del mode descrito.

- Sustrato:

- Preparar el sustrato con tampbn sustrato en la proporcion 1 mg/ml. Después de tres
lavados, abadir a cada pocillo 200 ul de solucion sustrato, rellenando también los
pocillos de la primera columna de la placa que nos serviran de testigo al medir
posteriormente en el lector automatico. Mantener a temperatura ambiente en oscuridad
y esperar a que aparezca color. Medir las absorbancias absolutas y relativas a tiempos
fijos (por ejemplo a la media hora, a la bora, a las 3 horas y al dia siguiente después de

dejar la placa toda la noche a 4° C),
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11.7.5.2. Sistemas de amplificacion de ELISA - Para amplificar Ja sensibilidad del ELISA

s¢ vicnen utilizando fundamentalmente dos métodos diferentes, basados el primero
(Biotinstreptaviding)) en introducir mas moléculas de cnzima por cada molecula de
anticuerpo y el segundo (Ampak) gue utilizan cenzimas unidos a la molécula de
anticuerpe activando un ciclo de oxidacibn-reduccibon del sustrato, para esle trabajo se

ha elegido el primero que, a continuacibn se describe en detalle:

- Método Biotin-Streptavidina:

Para detectar virus en un nimero pequeio de nematodos vectores se ha utilizado una
técnica ELIS A modificada para incrementar su sensibilidad. La modificacion consisie en
marcar unos anticuerpos con biotina v otros anticuerpos conjugados con Toslatasa alcaling
a la que se han unido ademas la Streptavidina, que {orma puente con la biotina dando
como resultade lu posibitidad de union de mis molécolas de E por anticuerpo sobre las

quc reaccionarian mas moléculas de sustrato dando mavyor coloracibn (Fig.23).

y‘KE'E

e ) 3

Fig.23 .- Método ELISA amplificado con biotina-streptavidina.




11.7.6.- HIBRIDACIONES DE ACIDOS NUCLEICOS. SONDAS RADIACTIVAS Y

e e e e e e

COLORIMETRICAS .- En estos filtimos afios se han desarrollado técnicas de

diagnobstico en virologia vegetal, que utilizan la hibridacion de! acido nucléico del virus
con sondas complementarias del mismo, bien marcadas radiactivamente (normalmente
con P32) o bien con sondas, no radiactivas, colorimétricas (biotina). Estas hibridaciones
inicialmente se hicieron en soluciones (SOUTHERN, 1975) vy hoy se realizan sobre
membranas de nitrocelulosa o de nyldn, por su capacidad de fijar acidos nucléicos. Estas
hibridaciones sobre membranas (HULL, 1984) suponen una gran ventaja frente al ELISA
por su mayor sensibilidad, wnas 100 veces mayor para virus purificado (CHU ¢t al.,
1989). Otra gran ventaja es el que es capaz de deteclar el genoma o una parte del
mismo seghn la longitud y de la naturaleza de la sonda gue se ulilice, mientras que el
ELISA solamente dele;ta la proteina de Ja capsida, que esta tan solo determinada por
un 10% del genoma de) virus, quedando , por tanto, oculta gran parte de la informacibn

genética con el metodo ELISA,

Con ambas técnicas se pueden procesar gran nfimero de muestras de una mancra
rapida, sensible y especifica. No obstante, las hibridaciones presentan algunas
desventajas frente al método ELIS A, como son: mayor complejidad en las instalaciones,
al manejar material radiactivo, y necesidad de mayor especializacion en el personal de
laboratorio. Parte de estos inconvenientes se soslayan con la aparicibn de sondas no

radiactivas (DONOVAN et al. 1987).
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1.8 METODOLOGIAPARAEL ESTUDIO DE L.OS VIRUS ENEL INTERIOR DE LOS

NEMATODOS VECTORES,

Debido al pequefo tamafio de los nematodos y, por lo tanto, a la escasa concentracion
de virus en ellos fué necesario diseilar una técnica de preparacion de los vectores tanto
para su estudio por microscopia electrpnica en secciones ulirafinas e IEM, como para la
aplicacion en ellos de las técnicas serologicas. Los distintos procedimientos se describen

a continuacibon:

.81 METODOLOGIAPARA LADETECCION DEL VIRUS EN EL NEMATODO POR

MICROSCOPIAELECTRONICA.-Se hace una extraccidn de nematodos del suelo

donde existe una planta presuntamente infectada de virus por los métodos antes
indicados. La suspension resultante se lleva al estereomicroscopio donde se seleccionan
los nematodos que se desea testar, cuidando de elegirlos vivos, que muestren actividad

y que presenten el cuerpo oscuro, lo que indica gque estan alimentados.

- Poner en 2 © 3 pocillos una gota de agua y sobre ella 10 nematoedos.

- Fijar con glutaraldehido al 2% en tampon fosfato 0,1 M a pH 7,4.

Siempre con la ayuda de} estereomicroscopio, se secciona la region labia! del nematodo,
con un bisturi de oculista o una cuchilla enmangada, a fin de que penetre el fijador en
el interior, lo que se nota por el cambio de color que se advierte. Mantener 30 minutos
a temperatura ambiente y lavar con fosfato 0,1 M, a pH 7,4, tres veces, dos seguidas y,

la tercera, a los 15 minutos.
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Para retirar el glutaraldehido y realizar los correspondientes lavados sin arrastrar los
nematodos se utiliza una pipeta Pasteur, estirada al fuego para conseguir una punta muy

fina y ligeramente curva,

- Tras el tercer lavado, procurando retirar todo el liguido, se ahaden 5 gotas de tampon
y 5 de tetrbxido de osmio al 2% {con lo que queda al 19%).

-Dejar una hora a temperatura ambiente y retirar el osmio, bajo campana con aspirador.

- Lavar con el lampbn una vez y dejarlo de nuevo en tampdn durante una hora.

A continuacion se procede a la deshidratacion. Para ello, se ponen de nuevo en tampbdn
durante una hora, se deja enfriar un poco y se agrega al pocillo tras haber quitado el

tampon.

Se deja enfriar de nuevo y con una aguja enmangada fina se levantan los nematodos del
fondo del pocillo a fin de que permanezcan en el centro del agar, con un espesor de 2-3
mm. Una vez Irio el agar, bajo el estereomicroscopio se procede a cortarlo en blogues,

los nematodos largos (Longidoridos) se cortan por la mitad antes de incluirlos en agar.

- Poner los bloques en tubos y afiadir etanol al 709 durante S minutos, a} cabo de los
cuales se pasa a alcohol de 90% y, a los 5 minutos al de 100% que contenga una
sustancia higroscopica para absorber toda el agua ("Molecular Steve” = silicato aluminico
potasico cristalizado). Con este alcobol de 100% se repite el lavado tres veces,
manteniendo los bloques en el liguido 5 minutos cada vez. A continuacion se lava 2 veces
con oxido de propileno, con un intervalo de 5 minutos, también bajo campana con

aspirador.
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- La inclusibn se realiza en una resina comercial, "Exin Resin Kit", para ello se retira el
oxido de propileno con las debidas precauciones, se agrega la resina y se mantiene la
muestra girando mecanicamente durante dos horas a 37° C. Al cabo de los cuales se
llena un bloque de silicona con la resina. Volcar sobre un Kleenex y separar los bloques
que se distinguen por aparecer blancos. Colocarlos en el extremo del recipiente de
silicona y orientar bajo el estereomicroscopio el nematodo para proceder a su corte.
Dejar en estufa a 70° C toda la nocche. Al dia siguiente proceder a cortarlos. Fara
cortarlos primeramente se tallan los bloques en forma de piramide con la ayuda de un

bisturi, procurando que la seccidbn sea pequena. Colocar en el ultramicrotomo y cortar.
- Tincion de Yos corles:

- Colocar en papel parafinado una gota de acetato de vranilo y dejar sobre ¢l la rejilla
flotando, durante 2 minutos.

- Lavar con agua destilada a chorro con el frasco lavador.

- Secar cuidadosamente.

- Tefir de nuevo con 2-3 gotas de citrato de plomo durante 7 minutos.

- Secar cuidadosamente y ilevar directamente al microscopio electronico para su

observacibn.

11.8.2. PREPARACION DE NEMATODOS PARA LA DETECCION DE VIRUS EN SU

INTERIOR POR ELISA e ISEM.- Mediante estas técnicas es posible detectar el

virus en I, 5, 10, 15 o 20 nematodos, para ello es imprescindible homogeneizarlos vy

triturarlos perfectamente para lo que se han utilizado tres procedimientos:
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a) En pocillo con 500 pl de tampon de extraccion PBS - T - PVP, se trituran con la
ayuda de una varilla de vidrio con uno de sus extremos redondeado al fuego. Su
inconveniente es que al precisar mucho volumen de tampbn por nematodo, se alcanza
gran dilucion del virus, lo que lleva a la diminucion de la sensibilidad, maxime para

pequeiio nitmero de nematodos (1-3).

b) En este procedimiento se utiliza para homogeneizar el nematodo un minitaladro, como
el torno de un dentista con un mondadientes partido a la mitad. Para ello en tubo
eppendor( se ponen 25 u! de tampon PBS - T - PVP, los nematodos a homogeneizar y
una pequeha porcion de carborundo; se hace girar la maquina durante 30 segundos, al
cabo de los cuales se afhaden 25 pl de tampbdn y se homogeiniza hasta que el contenido
esté perfectamente liguido, lo que ocurre en unos 30 segundos. Se golpea suavemente
el tubo con los dedos a fin de arrastrar las gotitas que quedan en las paredes. Toda la

operacibn se reahiza dentro de hielo, para evilar el calentamiento del tubo.

- Centrifugar 10 minutos en microfuga a 10.000 rpm y depositar los los tubos en nevera
a 4° C, mientras se carga la placa ELISA o se preparan las rejillas del microscopio
electronico.

Con este procedimiento, en ocasiones, quedan nematodos por triturar o en fragmentos
bastante grandes, io que también causa problemas de sensibilidad cuando se trabaja con

pocos nematodos.

¢) A fin de soslayar estos problemas se ha disefiado un "micromortero”, adecuado al
tamafio de los nematodos, que comsiste en introducir un microémbolo de diametro
adecuado en un tubo de pipeta (Fig.24);, este procedimiento permite trabajar con

volumenes de 10 pl y un solo nematodo y seguir el proceso bajo microscopio y
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comprobar la completa trituracion del nematodo. Para introducir ef tampbdn en ef tubo
y retirar ¢l homogeneizado, se utiliza una geringa Hamilton de 10 pl, o tambitn pipetas

Pasteur estiradas al fuego hasta conseguir un extremo capilar.

El0==

Fig. 24.- Micromortero empleado para la adecuada trituracion de
nematodos
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11.8.3. METODOLOGIA PARA DETECTAR EL VIRUS EN EL NEMATODO POR LA

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA ("POLIMERASA CHAIN

REACTION") (PCR).- En la actualidad se estan emplendo lécnicas de gran
sensibilidad en el diagnostico de virus. Asi para CLRV, BORJA y PONS, 1991,
comparando tres técnicas (ELISA, Dot-blot y PCR) encuentran gue Dot-Blot es 100
veces mas sensible que ELISA y PCR es 107 veces mas sensible que Dot-Blot, en
tabaco. Por esta técnica se amplifica el ntmero de copias de un frgamento del DNA o

¢DNA del virus (CHU et al., 1989) elevandola hasta niveles detectables, empleando una

enzima, la DNA polimerasa, estable a altas temperaturas. Este método es conocido como
reaccion de la polimerasa en cadena "Polimerase Chain Reaction” o PCR (SAIKI ¢t al.
1985 y 1988). Hasta ahora era necesario partir de virus purificado, pero recientemente
se ba publicado su aplicacibn a extractos de savia bruta (BORJA gt al., 1991). Para
aplicar esta técnica a .virus RNA es necesaric hacer previamente una reaccion de
transcripcion inversa para obtener fos ¢cDNA. Este método es de gran sensibilidad y
especificidad debido a su capacidad de hacer copias de secuencias de forma fiable v eficaz
(WEIER y GRAY, 1988), facilmente automatizable e ideal para aplicarla a la deteccion
de virus en solo nematodo vector o en aquellos casos en que [a titulacion del virus es

muy baja 0 se presenta de forma irregular en una planta.

11.9. METOBOLOGIA PARA EL ESTUDIO DE LA TRANSMISION POR VECTORES.

Para la determinacion inequivoca de transmision de virus vegetales por el nematodo

vector, TRUDGILL et al. (1983) establecieron los siguientes criterios:

1.- Tanto el virus como el nematodo deben estar perfectamente identificados y

caracterizados.
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2.- La infeccibn por el virus a estudiar en las plantas cebo debe comprobarse mediante
test adecuvados (ELISA e ISEM).
3.- Los nematodos utilizados en el test deben ser los Gnicos posibles vectores de virus
en el experimento.
De acuerdo con estos criterios establecidos, dichos autores diseflaron una metodologia
a seguir para la correcta determinacion de la transmisidn que es la que se ha seguido

en este estudio (Fig.25).

- Método de transmision {Fig.26):

- Se extraen nematodos de tierra procedente de rodales con vides infestadas con GFLV.
Elegir plantas de Ch. quinoa con 34 hojas y ponerlas en macetas de 25 cc con arena
esterilizada y de un tamafio < 150 pmg> de 250 pm, llenando de forma inclinada en la
maceta. Humedecer ligeramente el fondo y poner la planta de Ch. guinoa lavando

previamente, cuidadosamente su sistema radicular.

Poner los nematodos en 10 cc de agua y afiadirlos al fondo del tiesto. Completar con
arena del mismo tamano que la del principio. Colocar las macetas en invernadero en
batea sobre arepa humedecida. Afiadir agua con frasco lavador a las macetas y

humedecer la arena de la batea para crear una camara homeda.

Al cabo de 34 semanas observar la sintomatologia y comprobar la presencia de virus por
ELISA o ISEM.

Para completar el ciclo de transmisidn se inocularan plantas de Ch. quinoa con GFLV
procedente de las mismas plantas de las que se tomd tierra para la extraccibn de

nematodos.
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Cuando estas plantas de Ch. quinoa tienen sintomas y testadas con ELISA , son

posilivas se hace un proceso de transmisidon mverso, asi:
a) En macetas, como en el proceso anterior, con Ch. quinoa infestados con GFLV se

mtroducen nematodos que han sido mantenidos en batea con higuera y se ha

comprobado que estan libres de virus,

b) Se les tienen alimentandose en esta planta enferma alrededor de una semana y se

comprueba mediante test que han adquirido e} virus.

c) Se extraen los nematodos y se ponen en macetas de la misma manera con Ch. quinoa

sana y s¢ sigue el proceso como se describe anteriormente.

11.10. METODOS PARA EL ESTUDIO DE LAS CARACTERISTICAS EDAFICAS

En la determinacibn de las texturas y contenido de carbonatos del suclo se han
utilizado los meétodos usuales del Imstituto de Edafologia y Bioclogia Vegetal, el de
Boyoucos para las texturas, ligeramente modificado por GARCIA LOZANO y GONZALEZ

BERNALDEZ (1963} y el de ALLISON y MOODIE (1969} para los carbonatos.

La determinacion del pH se ha realizado en suspension de agua, tras pesar 10 g de
muestra, se ahaden 20 cc de agua destilada y se remueve, se espera 15 minutos y

después se vuelve a remover, midiendose a continuacibr con el pHmetra.
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11.11. METODOS ESTADISTICOS UTILIZADOS PARA EL. TRATAMIENTO Y

CARTOGRAFIADO AUTOMATICO.

Para la planificacion de los muestreos en fincas experimentales y el cartografiado de los
datos se ha utilizado el programa "EXPAN-1" elahorado por Rey (REY ¢t al., 1983) que
resuelve el problema de las zonas de compensacibn que plantea el sistema UTM en la
Peninsula Ibérica, basandose en el método de CAMARGO DE PARADA (1973) para la
transformacion de una coordenada UTM a coordenada geodésica de su propia zona v,
a partir de ésta calcular la coordenada UTM de la zona adyacente. Este tipo de
cartografiado automatico facilita la eleccidn correcta de las areas de estudio y puntos

de muestreo.

La cartogralia de los datos edaficos y climaticos se ha llevado a cabo con programas del
mismo autor segin las técnicas descritas por REY (1988) y LAZARQ y REY (1990),
mediante los gue se ban elaborado mapas de suclos basados en las de FAO-UNESCO
(1985) de temperaturas medias asi como del indice hidrico anual (OLIVER MOS CARDO
y GIL CRIADQ, 1985). Para su realizacibn se ha utilizado un microordenador HP 9020

A

Los datos del muestreo previo se somctieron a un analisis de correspondencias
miltiples, los niveles de significacion de los distintos muestreos se sometieron a la

prueba del X2.
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En este capitulo se recoge, en primer lugar, los resultados obtenidos en el muestreo
previo llevade a cabo en diferentes zonas viticolas, cuyos datos se sometieron a un
analisis factorial de correspondencias multiples. A continuacion se dan los resultados
de los ensayos efectuados para comprobar el grado de fiabilidad de la técnica ELISA,
utilizada para la deteccion del virus, en la gque se comprueban los tampones de
extraccidn idoneos a tal fin, las partes de la planta mas adecuadas para la realizacion
del test, la sensibilidad del método a distintas concentraciones de muestra, la variacidon
de la concentracidon de! virus en los diferentes tejidos vegetales a lo largo del afo, asi

como la correlacidbn entre la sintomatologia observada y la presencia de virus.

Posteriormente, se dan los resultados acerca de la incidencia de GFLV en La Mancha
y la de virus-nematodos vectores, para finalizar con la deteccion del virus en la planta

y en los nematodos v con la realizacion del test de transmision,

HL.1. MUESTREO PREVIO,

Los resultados obtenidos del muestreo previo en las zonas viticolas elegidas (L.a Mancha,
Galicia y Murcia) se encuentran reflejados en la Tabla V, en ella se indica el nimero de
muestra, numero de nematodos encontrados por cada uno de los métodos de extraccion
utilizados (Flegg y centrifugacidon), excepto para los endoparasitos en que sbdlo se
estudio la presencia-ausencia de nematodos formadores de nbdulos del género
Meloidogge. Los ectoparasitos transmisores de virus se relacionan a nivel especie, los
restantes ecloparasitos a nivel de género, y los libres, a nivel de grupo trofico.

Asimismo aparecen en la tabla los datos de presencia - ausencia del virus GFLV en cada
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muestra, asi como los datos resultantes de los analisis del suelo (pH, porcentajes de
arena, limo, arcilla y carbonatos). Hay que tener en cuenta que solamente se relacionan
en dicha tabla aquellas muestras en que ademéas de material vegetal se recogio y
estudid muestra de suelo, ya que por cada una de ellas se tomaba una media de 2 a 4
plantas, lo que supone un total de 540 muestras de material vegetal testadas
serologicamente en este muestreo previo y 260 de suelo. Los resultados de los analisis
serologicos (Tabla V1) indican que solamente 64 muestras revelaron la presencia de
GFLV lo que representa un 11,8% de cepas infectadas, mientras que la presencia de
nematodos transmisores de virus esta en aproximadamente un 30% de las muestras de

suelo estudiadas, (X.index en 31 y X.italiae en 60 muestras).

Sc observa que la Nematofauna en estas muestras es pobre, con poca variabilidad de
formas y poblaciones, en general, pequeiias, sobre todo para las especies fitoparasitas,
con la Gnica cxcepci()n' de los Hoplolaimidos, presentes en el 829 de las muestras y con
pablaciones superioreé a los 2000 wndividuos /000 ¢c de suelo (hasta 2200 en Murcia,
8000 en Galicia y 1850 en La Mancha). De los restantes grupos troficos, los mas
frecuentes son los omnivoros {Dorilaimidos), seguidos de fos micofagos (Rabditidos) vy
en altimo lugar los depredadores (Mononquidos), si bien las poblaciones no fueron muy

numerosas no superando la cifra de 500 individuos / 1000 cc.

De las especies del género Xiphinema, la mas frecuente, una vez mas resultdo ser
X pachtaicum, especie no comprobada como vectora de virus pero frecuentemente
asociada a la presencia de virosis, que aparecid en el 83,3% de las muestras de suelo

estudiadas y en 52 de las 64 positivas de GFLV (81,3%), en 14 de ellas (17,4%) asociada

a X.index, en 7 (11%) a Xindex y X.italiae y en 5 (7,8%) a Xitaliac,
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Xilaliae, especie comprobada como transmisora de GFLV al viiiedo pero considerada
Adlatiac, esp P
poco efectiva como vector en el campo, aparecio en el 23,8% de las muestras, 13 de ellas

positivas de virus en 7 de las cuales se hallaba en asociacibn con Xindex vy
LIncer

X.pachtaicum.

X.index, la especie mas importante como vector de GFLV en viiedo, se encontrd en el
14% de las muestras (32), 18 de ellas positivas para el virus, lo que representa un 29,6%

de incidencia, en ocho ocasiones aparecid asociado a X.italiae y en siete de ellas también

a X.pachtaicum.

Por Gltimo en el 4% de las muestras se hallaron otras especies de Xiphinema (X rivesi,

X.turcicum y X.vuittenezi), L.vineacola, especie tambien frecuente en vihedos, se

encontrd en el 29 (6 muestras) y Trichodorus spp. en el 1,5%.

Por otro lado, se¢ han encontrado 25 focos con fuertes infestaciones de Meloidogyne
causando serios problemas en viiiedo, asi como la presencia de nematodos
“anillados“(Criconematidos) en mas de 50 puntos, que bien pudieran ser causa de
aparicion de clorosis. En cuanto a los factores abibticos del suelo destaca la presencia
de carbonatos y, en consecuencia, elevado pH, en unos 200 puntos de suelo, lo que
también da lugar a amarilleos en las plantas, sobre todo en zonas de poco suelo, como
pequeitas lomas en los vikedos, por otro lado, faciles de diferenciar de las clorosis

amarillas producidas por GFLV.



118
Respecto a la utilizacion de uno u otro método de extraccion, hemos encontrado que
X pachtaicum aparecito en un 54,2% de las veces que se extraia por ambos mélodos, con
poblaciones variables en uno y otro, dependiendo que se tratara de adultos y juveniles
de los Gltimos estadios, que aparecieron en mayoer nfimerc por el método de Flegg, o
de los primeros estados larvarios, mas numerosos cuando se extraian por centrifugacion.
Er un 24,6% se encontro al aplicar el métlodo de Flegg y, en el 19,4%, por
centrifugacion. X.index aparecid en el 100 % de los casos por el método de Flegg vy en

el 28% por centrifugacibn. Xitaliae, en el 90% por ¢l método de Flegg, en el 29% por

el de centrifugacibn. L.vineacola solamente aparecid por el método de Flegg, por el
contrario los Hoplolaimidos aparecen en el 89% de los casos por el métode de
centrifugacion y, enm general, por este método se obtienen las poblaciones mas
numerosas, aunque por Flegg se extrajeron en el 64,65 de las muestras. Con respecto
a los restantes grupos troficos, Dorilaimidos y Mononquidos se extraen por ambos
métodos pero mejor por Flegg, dado su tamafio y movilidad, sobre todo en los adulios
y Oltimos estados juveniles, y, por el contrario, Rabditidos v Tilénquidos se extraen

mejor por centrifugacion.

En cuanto a la incidencia de virus y sus nematodos vectores en las distintas zonas
estudiadas, encontramos que en La Mancha de 473 muestras de material vegetal
estudiadas, 56 fueron positivas para GFLV, el 11,9%, X.index aparecio en el 28,6% de
las muestras de suelo estudiadas, Xitaliae en el 12,56 y ambas en el 54% de las
muestras de GFLV positivas. En Galicia, aparecis GFLV en menos del 6% de las 143
muestras de material vegetal testadas y los nematodos transmisores de virus en el 20%
de los casos, X.index en el 9% y Xitaliae en el 13,6%. Por 1ltimo, en Murcia aparecid
X.italiae en 15 muestras de las 21 de suelo estudiadas (719%) y en 10 puntos positivos

de GFLV (50%), no habiéndose encontrade Xindex.
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Respecto a la distribucién (Fig.27) a pesar de la relativamente baja frecuencia de
incidencia del virus, este se encuentra disperso en todas las zonas muestreadas, sin que
parezcan influir en su presencia los factores ambientales ni las variedades cultivadas en

cada zona. En cuanto a los nematodos vectores, X.italiae esta igualmente distribuido en

todas las zonas excepto Castilla-Lebn, donde solamente se encontrd Xindex y, por el
contrario en la Region Murciana solo Xitaliae. En Galicia y Castilla-La Mancha se

encuentran las dos especies, siendo mucho mas frecuente X.index en esta fltima.

En Castilla-La Mancha, donde el nimero de muestras permitid estudiar su distribucion
respecto a los factores ambientales, tipos de suelo y clima (Figs. 31, 32, 33 y 34 del
apéndice), encontramos que X.index aparece distribuido en cambisoles (calcicos y
gleicos) y en un punto de luvisol cromo calcico, esta igualmente disperso en los climas
(E) arido v (D) semiarido de Thornthwaite (gradiente de 40 a 20 y -20 a 0 ) del Indice
Hidrico Anual (IM) vy en las zonas con temperaturas medias comprendidas entre 13¢C
y 16°C. X.italiae, se ]bcalizb Gnicamente en suelos de cambisol, en clima (E) arido, no
apreciandose diferencias de su distribucién respecto a las temperaturas medias ni los
tipos de suelos de esta Region. Se aprecian focos de mavor intensidad de infeeccidn virica

en las zopas de Socuellamos, Ossa de Montiel y Valdepefias, donde existen las mayores

poblaciones de nematodos transmisores de virus de la zona.

En la Tabla VII se dan los resultados del muestreo realizado en Castilla-Leon,
ordenados de acuerdo con las denominaciones de origen e indicando e! nUmero de
parcelas muestradas, nimero de muestras testadas por ELISA, numero de muestras

positivas de GFLV, porcentaje y numero de muestras positivas de X.index, el Qtnico

nematodo transmisor de virus que aparecid en esta Region. Teniendo en cuenta que las

muestras de suelo para el analisis nematolégico se tomaron, tras comprobar la presencia
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de virus, solamente en cepas que resultaron positivas para GFLV, que el nimero de
plantas testadas fué de 1703 y que resultaron positivas 204, el porcentaje de incidencia
del GFLV es del 11,9% (= 0,015), practicamente el mismo obtenido en el muestreo
previo. Se observan grandes diferencias de los resultados entre las distintas
denominaciones de origen, asi por ejemplo, en Rueda, de 382 muestras estudiadas fueron
positivas 74 lo que supone aproximadamente un 19% (20.039) de muestras positivas, en
Ribera del Duero de 187 muestras, resultaron 35 viroticas (el 18 % +0.055), en Toro de
183, 32 (17% +0.054), en Cebreros 22 de 125 (17% +0.066), en Cigales 28 de 327 (8.8
+0.031) vy, por Gltimo, en El Bierzo 13 de 500 (2.5% =0.014), quizas debido a que este
muestreo se realizo en funcidon de los viiedos en que los técnicos de SEA y viticultores
de las distintas zonas habian comprobado la presencia de problemas. En cuanto a la
presencia de nematodos transmisores en las muestras en que se realizd el estudio
nematologico, solamente 24 fueron positivas para X.index, aproximadamente un 30% de

las wvirdticas.

Los datos de 251 muestras de la prospeccidn previa (Tabla VIII), tras eliminar aqucllas
que contenfan datos incompletos 0 no representativos, se sometieron a un analisis
factorial de correspondencias con diferentes estados (clases) de las variables, a fin de
conocer las direcciones principales de la variabilidad, definidas por las variables

indicadoras.

Se estudiaron dos niveles de analisis, el primero incluyendo todas las variedades de vid
procedentes de las diferentes zonas viticolas, aunque el peso mayor, con gran diferencia,
estaba en la variedad Airén. Por ello, en el segundo anilisis se trataron solamente los

datos correspondientes a dicha variedad (196 muestras).
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En ambos analisis se han obtenido resultados muy similares, descubriéndose dos
direccibn de variabilidad o tendencias, definidas, una por los componentes edaficos
(porcentajes de arena, limo y arcilla) y la sintomatologia observada, y, la otra, por la

presencia de virus y las poblaciones de los nematodos vectores.

En el primer arnalisis (251 muestras) (Tabla 1X, Fig.28 y 29), el eje I aparece definido
por las variedades de vid, "mo conocida” (contribucibn C= 13,4), Airén (C=32) vy
Albarifio (C= 2,0) v el pH (Contribucion total CT= 19,7); encontrandose una asociacidn
clara entre los valorcs més altos de pH con la variedad Airém, mayoritaria en La
Mancha, v los mas bajos con la Albarifio. El eje 1I estad definido por los componentes
edaficos, porcentaje de arena (CT= 20,2), de limo (CT= 16,0), carbonatos (CT= 10,1) y
arcilla (CT= 8,6). El eje 111 estad en relacibn con las sintomatologias de fasciacidn
(C= 3,4), madera deformada (C= 3,2), sintomas generales de virosis (C= 3,1) y mosaico

amarillo (U= 2).

Dicho eje se relaciona asimismo con la presencia (C= 10,6) y ausencia de virus (C= 3,6)
y con los nematodos {ransmisores, poblaciones de 25 a 50 individuos /1000 cc de suele de
X.index (C= 7,6), de 5 a 25 indv/1000 cc de dicha especie y de X.italiae ambas con la

misma contribucion (C= 1,6).

Como ya se ba indicado, e) analisis efectvado considerando solamente las muestras
tomadas en [a variedad Airén (Tabia X, Fig.30 y 31), confirma [a existencia de las
direcciones de variabilidad del primer analisis relativas a los componentes edaficos (eje
I), sintomatologfa y presencia de virus (eje II). En cuanto al eje 111, parece estar
relacionado con los nematodos, cuya presencia se encuentra condicionada por los valores

de pH, y contenido de carbonatos. Del analisis se deduce, en particular, que las
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poblaciones mas altas de X.index aparecen asociadas en geperal a suelos con contenidos
de arena entre 50-70%, por otro lado, dichas poblaciones disminuyen al aumentar el
contenido de carbonatos. Por el contrario, las poblaciones de X.italiae se muestran
relacionadas con suelos de contenidos medios de carbonatos y arena. X pachtaicugg y los
nematodos "anillados”, Criconemoides s.]., parecen estar asociados a suelos con mayor
contenido de arcilla, mientras que se confirma que la presencia de Meloidogyne esta
condicionada por altos contenidos de arena (alrededor del 709%). Las sintomatologias
"falta de vigor", "cepas improductivas” y "clorosis” aparecen ligadas a concentraciones altas

de carbonalos, mientras que las restanies clases de sintomatologia observada, no

muestran una relacion clara con los deméas parametros considerados.

IH2.DETECCION DEL VIRUS DE LA DEGENERACION INFECCIOS A

Dado que en el muestreo previo, el porcentaje de vides infectadas por GFLV resultd
muy inferior al eslimadb en los trabajos precedentes y el que empiricamente se deducia
de la sintomatologia existente en los vihedos, se pensd que estas diferencias podian
deberse a alguna de las causas siguientes:

- Algiin fallo en las técnicas de diagnostico que se vemian utihizando.

- Posibles efectos de termoterapia en zonas muestreadas con temperaturas extremas
(Castilla-La Mancha o Murcia), sobre todo las tomadas en verano o diferencias de la
concentracion del virus en las distintas partes de la planta y en las diferentes épocas
del afio y del estado vegetalivo de la planta.

- Dificultad en discernir entre los sintomas propios de la infeccibn del virus y las
caracteristicas fisiplogicas o varietales, asi como la influencia de otros patbgenos y las

debidas a alteraciones climaticas o factores edaficos.
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111.2.1. COMPROBACION DE LA FIABILIDAD DEL METODO .- A fin de comprobar

la bondad de! método se aplico el test a material procedente de las cepas 1 y Il de La
Higueruela, que habian resultado positivas en repetidas ocasiones y que se mantienen
estagoilladas en invernadero desde 1988, asi como en Ch.gninoa inoculado previamente
con virus de estas cepas.Se tomaron como controles positivos V.rupestris de Lot y

negativo vides tratadas por termoterapia y Ch.quinoa de semillero.

Se utilizaron tampones generales para todas las etapas del ELISA v se ensayaron
simultaneamente distintas partes de la planta (raiz,tallo y hoja) a {res concentraciones
diferentes {1/10,120 y 1/40) asi como homogeneizados por tres métodos distintos (N
liquido, mortero o macerado a temperatura ambiente de laboratorio durante 4 horas).
Se realizaron 6 repeticiones con 6 plantas distintas todas ellas procedentes de la cepa
I de La Higueruela (Toledo I = Tol). Los resultados obtenidos aparecen en el Cuadro
Ha donde se observa que existe claramente mayor sensibilidad a concentraciones de
extracto de planta de 1/10 que a 1/20 6 1/40 para cualquier planta, cualquier parte de
la misma y con cualguiera de los métodos de extraccion utilizado, y que, en las
condiciones de experimentacion seguidas, la parte de la planta que mejores resultado did
fué hoja, en cinco de los casos frente a uno, en que con pequehas diferencias did mejor
resultado en tallo. En todo momento, para este ensayo se utilizd hoja joven. El mejor
método de extraccidon resulto ser el de triturar directamente en mortero con tampon,
frente a los de N liquido o macerado. Por el contrario, cuando se utiliza hoja adulta (mes
de septiembre), ato empleando ELIS A amplificado con biotina streptavidina, apreciamos
lecturas similares en hoja y tallo y menores en raiz (Cuadro I1b); repitiendo el test con
hoja mas vieja de la misma planla se aprecian lecturas considerablemente menores en

hoja que en tallo (Cuadro Ilc).



1iquido

Mortero

Macerado

CUADRD

IT a .- COMPARACION DE D.0. DE TRES PARTES DE LA PLANTA (HOJA, TALLO, RAIZ)A TRES CONCENTRACIONES

DIFERENTES 1/10, 120, 1/40 Y POR TRES METODOS DE EXTRACCION DISTINTGS (MACERADO, MORTERQ Y

CON NITROGENO LIQUIDO) EN SETS PLANTAS PROCEDENTES DE LA VID To I

1 (1) I (2) |G EH) Tty T (5} I {6)
1412 /20 145 - . 1410 1/20 1/40 - . /10 /20 1/40 - 1/10 1720 1/40 . /10 /20 1740 - 1/18 /20 L/40
0,125  0.12% 0,107 0,504 0,316 0,225 0,180 0,171 0,150 0,185 0,160 o, 1% 0,182 0,160 0,151 0,193 0,163 0,136
2 > 2 1,260 0,422 0,355 0,278 a,234 0,215 0,190 c,268 0,226 a,180 0,300 0,229 0,169 0,215  ©¢.195 0,175
0,751 0,608 0,403 0,910 0,721 o, 491 a, 241 0,220 0,149 0,626 0,307 0,216 0,400 0,294 0,265 0,700 0,415 0,386
2 0,643 0,572 y 2 ©,220 06,200 » 2 0,300 0,250 y 2 0,442 a,225 > 2 1,727 1215 0,75 0,602 0,569
1,734 1,500 1,126 | B E 0,318 0,260 o200 |8 | Y 0,354 0,303 o229 | & 9,529 0,442 0,300 | 2 1,245 0,400 o300 | g y 2 0,720 0,490 | §
N “la It ol - -
0,864 0,652 o628 [ ™ 0,580 0,329 0,205 | ® | @ 0,237 0,214 0,195 | @ 1,800 0,524 0,426 | © 1,700 0,800 0,515 { @ 1,570 0,490 0,380 | ©
0,680 0,571 0, 340 0,310 0,192 0,173 0,192 0,180 0,160 G218 0,157 0,168 0,510 0,335  0,]15 0,305  D,300 0,185
0,97% 0,486 0,291 0,209 @185 0,174 0,219 0,193 0,175 0,170 0,172 0,161 6,21¢ 9,170 0,150 0,231 0,191 0,190
0,495 Q0,361 Q,287 0,354 Q, 280 Q,225 ¢,183 0,178 Q, 173 0,25 0,704 0,210 @,19 0,188 0,190 0,292 9,200 0,196




CUADRO I1 b

Fondo
Hoja Tallo Rafz vid (=)
1/10 1/20 1/40 1/10 1/20 1/40 1/10 1/20 1/40
1 hora 0,519 0,359 0,262 0,500 0,382 0,272 0,356 0,323 0,228 0,087
3 kores 0,857 0,586 0,401 0,831 0,637 0,450 0,568 5,516 0,352 0,096
O/N > 2 1,736 1,188 > 2 1,930 1,307 1,641 1,515 1,026 0,116
CUADRO 1l¢

Cepe T (1) Cepa I (2} Vvid Itaifa vid (+) vid (-} Tampén

leje Tallo Rafz Hoja Talls Rafz H;jn Tallo Ralz Kola Hoja

N LY vigja Jéven Jéven
1 hora 0,241 0,771 0,519, -0,160 0,918 0,756 0,155 0,845 0,571 1,012 0,135 0,115
3 horas 0,536 1,838 1,280 0,240 > 2 1,760 0,266 1,942 1,073 > 2 0,208 0,175
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111.2.2. COMPARACION DE TAMPONES DE EXTRACCION .-En este segundo ensayo
comparamos el comportamiento de la cepa Tol del experimento anterior, tomando res
partes de la misma (rafz, tallo y hoja) y utilizando como tampdn de extraccion PBS-
Tween y PBS-Tween + PVP (polivinil pirrolidona) al 2,5% y ovoalbGtmina al 0,2%,
utilizando dos métodos de extraccibin (mortero y macerado durante 6 h a temperatura
ambiente). Los resultado obtenidos se indican en el Cuadro 111, dondc se observa gue
PBS -Tween no dio lectura en nioguna parte de la planta y a ningupa concentracion,
mientras que PBS-Tween + PVP lo detectd a concentracion 1/10 en cualquiera de las
partes de la planta, utilizando el mortero como método de extraccion y siendo la lectura
mavyor en hoja, que en tallo o en raiz. Por Gltimo, por el procedimiento de macerado sblo
se detectdo GFLV en hoja, dando mayor leclura a la concentracion de 1/10 que a la de

1/20.

El experimento se repit_i(') con las cepas Tod y To6 y con vides con clara sintomatologia
de virus, procedentes de dos consultas, testindose del mismo modo raiz, tallo v hoja en
las vides To4 y Tot v tallo y fruto (uva entera) y semilla en una de las consultas. Los
resultados se recogen en el Cuadro IV en la que se observa lecturas similares en todos
los casos, detectindose ademas el virus tanto en uva entera como en semilla.
”

Para comprobar la fiabilidad del suero que se venia utilizando, se compard con otro
procedente de un lote nuevo de la misma firma comercial, que dieron lecturas idénticas

{Cuadro V).

La obtencidn frecuente de resultados dudosos o negativos al aplicar el test ELISA a
hojas de plantas estaquilladas de la cepa Tol y observar que los resultados eran

irreproducibles segiin las hojas envejecian, mientras que los resultados eran mas o



CUADRQ 111.- RESULTADCS DE CLISA COMPARANDO TRES PARTES DE LA PLANTA (HOJA,
TALLO, RAIZ) A DOS CONCENTRACIONES DIFERENTES ¢1/10,1/20). DOS
TAMPONES DE EXTRACCION (PBS~T y PBS-T +PVPY} Y POR DOS METODOS
DISTINTOS DE TXTRACCION, MORTERG Y MACERADO

PBS-T PES-T + PVP ES-Y o PVP Controles
WORTIRQ RACTRADSG
o3 1750 1720 170 /20 110 1720 1110 1720
- oy (=)
HoJa 0,037 0,012 0,238 o.185 0,732 o. 210 0,032
CFV (e}
Tulle 0,642 0,047 0,993 0,400 0,303 . 0,0% 1,207
Tampln:
Rafz 9,045 0,042 0, hen 0,053 €,038 0,028 0,000

CUADRD IV .- VALORES DE ELISA EN FRUTO (UYA ENTERA Y EN PEPITAY COMPARANDD DOS PARTES DIFERENTES
DE LA PLANTA Y A CONCENTRACIONES DISTINTAS DE LA VID To 4 y-To 6 Y DE DOS MUESTRAS
DE CONSULTA CON SINTOMATOLOGIA DE VIROSIS

¥id vid ¥id (3-x-bt8} via (18-x-b8) Controles
I {a) T (s}
iha /20 1/ o 1110 /20 110 /20
ruts
v CIv [«
Hoja joven r2 1,116 1,50 0,635 0,575 0,430 o,.5650 &, 340 ' 2
Talle
Tompba
Talie 1,766 1,20 1.2 1,100 0,734 0,356 Q,400 0,157 17.000
Feplta
G (=)
Raly 32 1,522 1,100 ©, 909 o, 407 0,350 0,452 0,265 0,056
'

CUADRO V: — COMPARACION DE LECTURAS OBTERIDAS UTILIZANDO DOS LOTES DIFERENTES DE SUERG, ANTIGUO ¥
HUEYD, A TRES CONCEMTRACICHES DIFERENTES DE MUESTRA (110, 1/20, 1/4D)

.Concentracién Susro a Taapin Suaro b
muestra +* - + -
1710 1,407 0,028 0,00 1,417 0,022
1/20 0,725 0,026 0,00 0,805 0,022

1/40 0,610 0,028 0,00 0,578 0,022
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menos constante en otras partes de la planta (tallo y raiz), unido al rapido
oscurecimiento del extracto de hojas de vid, mientras que permanecian verdes los de
Ch.quinoa y los de hojas jovenes de vid nos llevd a consultar la bibliografia y contactar
con otros centros que venian aplicando esta técnica de diagnostico, concluyendose que

aparecian variaciones dependientes de la naturaleza del tampon de extraccion.

De acuerdo con todo elio se planted un experimento en que manteniendo constantes los
tampones de tapizado, conjugado y sustralo, se ensayaron para hojas de las mismas cepas

de los experimentos anteriores los siguientes fampones de extraccibdn:

a) PBS- T+ PVP 29 b) PVS-T + PVP + 2,5 % de nicotina; ¢) AFT (agua fisiologica
tampopada)+ 2% de PVP + 0,2 de DIECA; d) AFT + 2% de PVP + 2,5 % de Nicotina
y ¢) Tris-HCI 0.5 molar, pH 8.2 + 2% de PVP + 0,05 % de Tween 20 + 1 % de PEG
(Polietilen glicol) 6000 + 0,8 9% de CLNa + 0,02 % de NaNs. Los resultados obtenidos
se reflejan en el Cuadro VI donde se observa gue el tampbn a) no fué capaz de detectar
nipguna de las cuatro muestras posilivas, e! ¢) po detectd la nimero 1 y las 3 y 5 con
niveles muy bajos, mientras que los tampones b}, d} y e) feyeron todos los positivos con
niveles parecidos vy en todos los casos altos, cualquiera de los tampones detectaron el
virus cuando se trataba de Ch.quinoa. Las diferencias entre estos tampones consisten
en que mientras b) y d) contienen Nicotina, que produce sintomas de toxicidad en los
usuarios, ¢l e) no contiene Nicotina y da niveles de lectura similares a los anteriores,
lo que representa una ventaja.

El ensayo se repitid con 8 plantas procedentes igualmente del estaquillado de la cepa
Tol, frente a los mismos cinco tampones y cor diez hojas de la propia cepa Tol tomadas
desde la base al brote final, procesadas con los tampones a), ¢} y e) (Cuadro VII}. Los

resultados son similares a los del experimento anterior, con el tampdn a) no se



CUADRC VI.— COMPARACION DE TAMPONES DE EXTRACCION FRENTE A MUESTRAS VID To I (PLANTAS 1, 3 y 5), NOs 36 y 77
DE LA MANCHA Y LOS CORRESPONDIENTES CONTROLES (Ch. quinoa (+), VID (-), TAMPON y Ch. quinoa BE

SEMILLERO
Tampones
Muestra
a b c d e

I (1) 0,050 1,920 0,043 1,422 1,810

I(3) 0,030 > 2 0,710 1,940 1,910

I (5) 0,020 > 2 0,830 1,708 1,925

36 0,035 >»2 »2 »2 »2

77 0,010 0,005 3 0,000 0,013 0,014
Ch. quinoa

{(+) 1,110 0,900 0,671 0,650 0,812

vid (-) 0,010 0,011 0,020 0,080 0,010
Tampén 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Ch. guinoca
Semillero 0,050 0,012 0,010 ¢,011 0,012




CUADRO VII.- REPETICION OE ENSAYO DE TAMPONES DE EXTRACCION EN GCHO PLANTAS DOE To I (1 a 8) Y EN DIEZ HOJAS
DE UN SARMIENTO DE LA VID To I NUMERADAS DE 1 EN LA BASE A 10 EN EL BROTE TERMINAL. CONTROLES
VID TERMOTERAPIA, Ch. quinoa (+ y +) Y DE SEMILLERO

Muestra I (1) 1 {2} I {3) I {4) I (5) 1 {8) T (7) 1 {8) Ch. guinoa Ch. quinoa :’h)l Tampn

{+) (-) -

Tampdn
a 0,012 6,088 0,594 0,012 0, 666 0,090 0,002 0,073 0,910 0,011 0,020 0,000
b 1,011 0,947 0,514 0,893 0,513 0,629 0,637 0,521 0,940 0,017 0,013 0,000
[ 0,311 0,016 0,680 0,452 0,518 0,554 0,001 0,002 0,663 0,019 0,020 0,000
4 0,783 0,854 0,750 0,942 0,711 0,774 0,731 0,472 0,872 0,012 0,013 0,000
o 0,628 0,857 0,622 0,918 0,948 0,676 0,450 0,781 0,791 0,019 0,003 0,000
vid I hoja 1-10

i 2 3 ] 5 & 7 B 9 10 vid Tampbn

{=)
a 0,709 0,239 0,611 0,422 0,382 0,283 0,275 0,228 0,180 0,422 0,020 0,000
b 0,%%6 0,348 0,379 c,578 0,349 0,117 0,010 0,011 0,019 0,232 0,013 0,000
< Q0,771 0,719 0,700 0,634 0,653 0,552 0,210 G,321 0,396 0,380 9,020 0,000

X
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detectaron virus en cuatro de los ocho casos planteados y con el ¢) no se leyd en tres
de los ocho, y dieron lecturas bajas. Con los tampones b}, d) y e) los resultados fueron
siempre positivos, de lecturas similares y elevadas, en cualguier caso con los cinco
tampones se pudo detectar el virus en Ch.quinoa de modo similar al experimento
aotlerior. En cuanto a los resultados en hoja se pudo leer con los tampones a) y €) en
cualquiera de las 10 hojas, con lecturas mas bajas en a) que en c). Con el tampbn ¢)
dieron negativos caatro de los diez casos. Hay que sefialar que el test de hoja se hizo

con material joven, hojas tomadas a los dos meses de haber brotado en invernadero.

De todo lo anterior cabe destacar que es imprescindible utilizar como tampbn de
extraccidos para vid Tris HCl & cualquiera de los descritos con Nicotina, con los que
cualquier hoja de la base al apice y cualquier parte de la planta (hoja, tallo, raiz) dan
resultados positivos. Cualquiera de los tampones ensayados es adecuado para detectar

virus en Chk.quinoa.

I11.2.3. YVARIACION DEL pH EN FUNCION DEL TAMPON UTILIZADO .-Debido al

fuerte cambio de coloracibn observado en los extractos de hoja y el fallo de alguno de
los tampones de extraccion en el test ELISA se prepararon muestras de hoja de la
misma planta Tol, en los mismos tampoenes ¥ a las mismas concentraciones de los
ensayos anteriores. Se realizaron de este modo dos experimentos el primero encaminado
a comprobar la variacion del pH de una misma muestra en los diferentes tampones,
comparandola con dicha variacion en el propio tampbdn y en el segundo en hoja tallo y
raiz de vid y hoja de Ch.quinoa comparandolas igualmente con las variaciones de pH en

los tampones (Cuadros VIII y IX).



CUADRO VIII.- VARIACION OEL pH EN EXTRACTGS DE HOJA DE VID To 1 EN DIFERENTES MEDIOS DE EXTRACCION.

COMPARACION DE CADA EXTRACTO CON SU TAMPON A DIFERENTES TIEMPOS

Tiempo
Tampén 1h 2h 3h 8 h O/N
PBS—Tw Muestra 4,00 3,92 3,91 3,82 3,98
+
PVP 2 % Tampén 7,20 7,27 7,25 7,25 7,40
(a)
(a) + Muestra 8,70 8,60 8,62 8,38 8,67
2,5 % Nicotina Tampdn 9,60 9,60 9,56 9,52 9,62
(b)
AFT + PVP 2% Muestra 4,40 4,36 4,34 4,33 4,53
+
DIECA 0,2% Tampén 8,60 8,60 8,60 8,60 8,50
(c)
(c) + Muestra 8,40 8,37 8,37 8,30 8,42
2,5 % Nicotina Tampén 9,60 9,60 9,58 9,55 9,61
{d)

Iris-HC1

7,94
0’5 u_pH 8,2 Muestra 8,20 7,90 ?,gl 7,68 N
2% PVP, 1% PEG i
0,8% ClNa Tampén 8,50 8,00 8,00 7,83 8,06
0,05% Tw. 20
0,02% NaN

(e} 3



CUADRO 1X.-COMPARACION DE LA VARIACION DE pH ENTRE DIFERENTES EXTRACTOS
' Y SUS TAMPONES DE PARTES DISTINTAS DE VID (HOJA, TALLO, RAIZ)
INFECTADAS ¥ SANAS, Y EN PLANTAS HERBACEAS

Tiempo
Parte
Tampén Planta planta 12 h 13 h O/N
Ch. guinoa Hoja 6,97 7.02 ,84
vid Hoja 3,99 4,02 4,06
Infect. Raliz 7.06 7,09 6,91
A
vid Hoja 4,08 4,16 3,92
Sana Tallo 6,77 6,69 6,62
Tampén 7,15 7,16 7,15
:
Ch. quinoa Hojia 9,38 9,32 9,01 |
i
vid Hosa 8,79 8,75 8,54 :
B {+) Rafz 9,40 9,38 9,23 :
|
i vid Hoja 8,87 8,83 8,73 !
| (-3 Tallo 9,50 9,50 9,37
Tampiin 9,60 9,60 9,58
1
!
Ch. quinoa Ho ja 7,24 7,38 7,47 !
vid Hoja 5,B4 6,03 6,98
[+) Ralz 7,67 4,80 7,86
C
Yid Hoja 6,63 6,28 6,54
(-] Talla 7,32 7,33 7,36
Tampsn 9,06 8,97 8,90 ;
€h. quinoa Hoja 9,22 9,12 5,87
vid Hoja B.75 8,70 8,47
D {+) Rafz 9,32 9,27 9,16
vid Ho ja 8,72 8,67 8,56 '
(-} Tallo 9,15 9,15 8,96 !
Tanpsn 9,40 9,51 9,37
Ch. quinoca Houja 7.96 7,91 7,83
vid Hoja 7,95 7,89 7,70
{+) Rafz 8,00 7.93 7,90
E
vid Hoja 7.86 7,75 7.85
{-) Tallo 8,04 7,95 7,94
Tampén 8,00 7,97 7,97
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Las muestras de vid preparadas en los tampones a) y c), que presentaban mayores
dificultades en la deteccibn de virus mostraron, variaciones de 3 a 4 unidades de pH
respecto al tampon, por el contrario las de Ch.quinoa no mostraron variacion del pH
respecto a dichos tampones. Estos valores de pH en los distintos extractos se
mantuvieron constantes a lo largo de varias horas incluso pasada una noche. Las
variaciones de pH en extractos de tallo y raiz de vid fueron minimas con cualquicra de
los tampones utilizados. De todo ello se deduce que aguelios extractos que sufrieron
variaciones minimas de pH tuvieron siempre un resultado positivo en el test ELIS A, por
el contrario agquellos que sufrieron fuertes variaciones en el pH dieron resultados bajos,
negativos o con fallos ocasionales, sin duda debido a que los grandes descensos del pH
dan lugar a una desnaturalizacibn proteica en los extractos de hoja de vid, ocasionada
posiblemente por polifenoles de la planta que son contrarrestados por la accion de la

Nicotina y del Tris HCL

Test de concentraciones. Para calcular la concentracion ideal en nuestras condiciones de
ensayo, tanto de los anticuerpos del tapizado como de los antigenos (muestra problema)
y del conjugado se realizbd la siguiente placa de condiciones (Cuadro X), En el Cuadro
puede observarse gue las concentraciones de anticuerpos de tapizado 12000, de antigeno
120 y de conjugado 1/4000 dieron lecturas aceptables después de 12 h, pero para
tiempos menores, evilar problemas de fondo y, en casos dudosos, en muestras con titulos
de virus muy bajos, es conveniente utilizar concentraciones de 1/10 para antigeno y
1/1000 para anticuerpo y conjugado gue seran utilizadas de forma standard en los

ensayos posteriores.



_ ENSAYO DE DILUCIONES OPTIMAS DE ANTISUERO, CONJUGADO Y DE MUESTRA . LAS LECTURAS DE LAS

CUADRO X.
0D.0. ESTAN TOMADAS A 30 MINUTOS Y G/N
anticuerpo
Tiempo 1/800 1/1000 1/2000 Muestra/Concentracién
30° 0,63 0,30 0,45 G, 87 T, 46 0,28 0,36 8,23 2,24
1/10
O/N > 2 > 2 > 2 > 2 > 2 1,61 > 2 1,93 1,95 5
o
-]
30" 0,39 0,33 0,30 0,36 0,32 0,28 0,28 0,23 0,24 b
L]
o/N » 2 y 2 » 2 > 2 > 2 y2 > 2 1,84 1,90 = 1/20
ey
307 0,23 0,18 0,21 0,30 0,22 0,18 0,17 0,15 0,10 k
o/x 1,55 1,38 1,47 > 2 1,64 1,41 1,20 0,91 0,57 > 1/40
30° 2,09 0,09 0,10 0,09 0,08 0,09 0,09 0,08 0,09
L3
o/N 0,13 0,12 0,12 0,13 0,10 0,09 0,11 0,10 0,12 e 1/10
0n
30° 0,05 0,08 0,08 0,07 0,08 0,08 0,09 0,08 0,09 s
o/K 0,05 0,10 0,10 0,10 0,09 0,09 0,10 0,09 0,09 > 1/20
ag” 0,08 0,08 0,09 0,00 0,09 0,09 0,08 0,09 0,08
OfN 0,12 0,10 0,10 0,12 0,10 0,10 0,09 0,09 0,10 TampSn
1/1000 1/2000 1/4000

con jugado
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I11.2.4. ENSAYOS DE COMPROBACION ENTRE DISTINTAS PARTES Y ESTADOS

DE_LA PLANTA FRENTE A DIFERENTES TAMPONES .- Con la planta 8 de

la vid Tol se ensaya material fresco y congelado a -202 durante 72 h, de hoja, tallo y raiz
procesadas todas ellas de la misma manera en los cinco tampones anteriormente
ensayados {Cuadro Xl1). En los resultados se observan grandes diferencias entre las
lecturas de hoja de vid fresca y del material congelado, en cualquiera de los tampones
b), d) y e), apareciendo nuevamente resultados negativos con tampon de extraccidn a)
y ¢) tanto de material fresco como congelado. Estos resultados muestran de nuevo la
menor repercusibn de la naturaleza de los tampones en algunas partes de la planta de
vid, tallo y raiz, as{ como en Ch.quinca donde las lecturas son similares con cualquicr

tampon que se utilice para la extraccion.

Para comprobarlo con material procedente directamente del campo se realizd un
segundo experimento con tres muestras procedentes de la finca de La Higueruela
(Toledo) de las cepas 5°(To3’), 22 (To22), 27(T027) v 29 (To29), positivas, asi como otras
negativas, 1 (Tel), 2 (To2), elc., haciendo dos blogues de cada una de las partes de las
plantas (hoja y t1allo), uno de los cuvales se congela durante 48 h a 20°C y el otro se
mantiene a 4°C, en frigorifico, posteriormente se procesaron ambos lotes de muestras
en el tampobn de extraccion e) (Cuadro XII). Los resultados indican que en las muestras
To22, To27 y To29 varian las lecturas de > 2 en hoja fresca a 0,30,4 en hoja congelada,
siendo buenas las lecturas, > 2 también en tallo. De todo elio podemos concluir que la
hoja presenta dificultades si se utiliza congelada en el test ELISA, tanto mas cuaoto
mas vieja sea la hoja en el momento de la congelacion, a no ser que se trilure
directamente el material sin descongelar con lo que se consigue mejorar ligeramente los
resultados. Las muestras procedentes del primer muestreo de La Mancha se procesaron

en Agosto, Abril y Septiembre. En la Tabla X1 se reflejan los resultados del ELISA de



CUADRQ XI.- DETECCION DE GFLV EN DIFERENTES PARTES DE LA PLANTA, HOJA, TALLO, RAIZ, Y ESTADOS DE LA
MUESTRA, FRESCO O CONGELADG, EN DISTINTOS MEDIOS DE EXTRACCTON. LECTURAS TOMADAS A T HORA

DE INCUBACION DE SUSTRATO

—

\\_ Tampsn
a b c d -
Muestra
Hoja 0,050 ,912 0,025 1,080 1,250
<
P Tallo 0,740 0,600 0,024 0,840 0,860
E
Rafr 0,888 0,873 0,028 0,757 0,950
Hoja 0,070 0,915 0,028 0,260 0,282
3
a Tallo 0,275 0,174 0,020 0,168 0,468
o
T d
= 8 Rafzx 1,095 1,045 0,026 0,235 0,692
Lol
Tampbn-, 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
vid (=) 0,020 0,02% 0,023 0,022 0,028
Ch. quinoa 1,505 1,550 1,416 1,415 1,495
(+)
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las muestras que inicialmente resultaban positivas. Por procesos de congelacibn y

descongelacion, ya que no estaban alicuotadas las muestras, los resultados fueron cada

vez menos reproducibles.

CUADRO X1I
ZLoUnh ALl . COMPARACION DE LECTURAS EN LA DETECCION DE GFL
¥
DE MUESTRAS POSITIVAS DE LA FINCA ZLA 'HIGUERUEI..’\PE H(E)JA
MATERIAL FRESCO Y CONGELADO EN MEDIO DE EXTRACCION (ED

Estado
Fresco Congelado
Muestra
22 .
»2 0,312
27 ‘ . 1,931 0,301
2
9 *2 0,401
I - 1,650 0,295
Tanpén : 0,000
’
vid {-) 0,028
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I11.2.5. SENSIBILIDAD DEL TEST ELISA PARA DISTINTAS CONCENTRACIONES

DE MUESTRA .- Una vez establecida la concentracion mas adecuada de

anticuerpos, interesa comprobar hasta que concentracion de antigeno es sensible el
método, tanto en extractos de Ch.quinoa como de vid, para ello se prepararon diluciones
en ambas fuentes de material de 1/5 a 1/10240 (Cuadro XIiI), resultando claramente
positivas en Ch.quinoa las dilucciones hasta 1/2560, mientras que en vid la maxima
concentracibn con resultade positive fue entre 180 y 1/160 . El experimento se repitio
con las mismas dilucciones pero utilizando tapizados de placa de 200 y 100 ul, no se
apreciaron diferencias significativas en Jos resultados, aunque se tardd mas tiempo para
conseguir las mismas lecturas (Cuadro XIV), con el riesgo que supone la aparicion de
fondos mas altos a tiempos mas largos, que dificulta por Jo tanto la lectura de

titulaciones débiies, (Fig.32).

Debido a la aparicion de fondos muy altos en los controles negativos se penso que algin
tampon actuaba incorrectamente o se deterioraba con facilidad, a fin de comprobar esta
hipitesis se ensayaron los tampones a), b}, e) v e’} de extraccion, siendo el €' ) igual
al ) mas Nicotina frente a otros tampones conjugados y tampones sustrato procedentes
de distintos Kids o los preparados en el laboratorio en momentos diferentes (Cuadro
XV). Las muestras utilizadas fueron la planta 2 de la Tol, tomando hojas de la 12 1a 8
desde la base del tallo a Ja parte apical del mismo, y Ch.quinoa, inoculado con virus de
dicha planta. Los extractos se prepararon a la concentracion 1/10 en el correspondiente

tampbn.



CUADRO XIII v XIV .- VARIACION DE LA D.O. A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE

MUESTRA DE C. _guinoa Y VID. LECTURAS TOMADAS A 1 HORA
DE INCUBACION DE SUSTRATO

200 yl
Ch. quinca (+) vid (+) Ch. quinoca (=) Tampén
:8 I
Concentracién 1
1/5 y 2 y 2 R 0,110
1/10 y 2 » 2 0,150 0,110
1/20 » 2 1,762 0,145 0,110
1740 > 2 1,190 0,155 0,110
1/80 > 2 0,805 — 0,110
1/160 > 2 0,550 0,149 0,110
1/320 1,440 0,396 — 0,110
1/640 0,850 0,280 D,180 0,110
1/1200 0,495 0,216 _ 0,110
1/2560 0,326 0,170 — 0,110
1/5120 0,230 0,159 — 0,110
1/102a0 0,180 C,148 —— 0,110
100 yl
Ch. quinoa (+) I (1) vid {+} vid Tampdn
(+) 100 ul muestra (-}
Concentracidn

/5 > 2 > 2 -_— -_— 0,089
1/10 r 2 1,862 1,712 0,117 0,089
1/20 » 2 1,330 1,207 0,112 0,089
1/40 2,000 1,030 0,943 — 0,089
1/80 1,500 0,860 0,725 0,123 0,089
1/160 0,870 0,605 0,476 - 0,089
1/320 0,550 0,280 0,257 0,130 0,089
1/640 0,340 0,175 0,160 — 0,089
171280 0,233 0,135 0,130 0,130 0,088

1/2560 0,180 0,127 0,120 -_— 0,089
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Fig. 32 - Variacion de la D.0. en Ch. quinoa , 6—6 , yen
hoja de vid, 4 A , €n tuncién de la concentracién

de la muestra. Lecturas tomadas a 3 horas de incubacién de
sustrato




CUADRO XV.~COMPARACION DE D.0.  CONJUGANDO TAMPONES DE EXT

Tg!p_én Bustrato

Tampdn cohjugado

vid {-)
Tampdn
€h. quinoa {4 }

Tampdn de extraccisdn

a PBS~T s pyp

b * " + 2,5 % Nicoting
e Tampén vid
e " " + 2,5% Nicotina

e ————

I iI

RACCION, CONJUGADD
Y SUSTRATG. LECTURAS TOMADAS A 3 HORAS Dg INCUBACION DE SUSTRATO

Tampén de extraccidn

I 1r I Ir

11

FBS-T + pyp , BSA

H » 1]

reclen preparado
Tampén conjugado de Vig

4 Tampén vig

5 PBS~T 4+ pyp ain BSA

1

iI

Tampén sustrato

Bustrato____w" e

Tampdin sustratg y sustrato de Xig

Y sustrato general




CUADRO XVI.— DETECCION DE GFLV EN VID To I CON DOS SUEROS, LOTE

— e ——em

ANTIGUO Y NUEVO,

EMPLEANDG CUATRO TAMPONES DE EXTRACCION (A), (B), (B> y (E7).
LECTURAS TOMADAS A 30 Y 60 MINUTOS DE INCUBACION DE SUSTRATO

1
- Suero antigeno
Muestra a b e s
I 0,548 0,615 1,150 0,747
(1) 1,419 1,567 > 2 > 2
I 0,113 ¢, 202 0,455 0,431
(4} 0,126 0,426 1,290 1,000
I 0,136 0,136 G, 429 a,296
((:}] 156 Q,303 1,231 0,722
Ch. quince 8,140 0,138 0,176 0,156
{-} 0,181 0,108 0,27% 0,206
0,124 0,127 0,134 0,128
Tampdn
0,151 0,146 0,157 0,141
Th. quinoa 1,617 1,073 1,522 1,477
{+} > 2 » 2 »2 > 2
Muestra

I (1) Hoja joven (brote)

I 4y - -
I (8) "~

(posicidon media en el tallo)

vieja (préxima a la base del tallod

DM T

Wwonono

Suera nueva
a b e e
0,607 1,043 1,428 1,252
1,745 y 2 y & » 2
0,129 Q0,294 0,652 0,787
0,160 0,750 1,909 y 2
0,130 0,234 0, 668 0,505
0,204 0,543 1,925 1,399
0,175 0,149 0,162 0,172
0,227 0,221 0,263 0,225
0,124 0,137 0,149 0,136
0,159 0,169 0,177 0,160
1,948 2 1,929 r 2
» 2 » 2 y 2 > 2
Tampones
‘PBS-T + PVP

4+ 2,5% Nicotina
Tris CIH. pH 8,2. 0,5 M
- - -+ 2,5 Nicotina

Lectura a 307

a 607
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Asimismo, se comprobd si el tampbn Tris (tampbn e) mejoraba su accibn antioxidante
al afadirle nicotina al 2,5%, utilizandolo en hojas que habian estado sometidas a
temperaturas altas (Fig.33) en invernadero. Se midieron y comprobaron la composicion
y pH de todos los tampones asi como el pH de los distintos extractos utilizados,
obteniéndose resultados coincidentes con los de los Cuadros VIII y IX, asi el pH fug de
4,2 en el tampdn a), 8,7 en el b), 8,2 en el e) y 8,44 en el e'). Los Cuadros XVI
muestran los resultados de los test ELISA efectuados en este material y con los citados
tampones, donde se comprueba que la adicion de nicotina no mejoro los resultados
obtenidos con el tampdn e). Las hojas jovenes dieron lecturas muy superiores a las
viejas, mas proximas a la base del tallo {(Cuadro XVIil). Las muestras extraidas en el
tampon a) dieron resultados negativos en dos de las cinco muestras testadas y, las
positivas, siempre con lecturas muy inferiores (menores del 50%) a las obtenidas con los
otros tampones. En ¢l caso de Ch.quinoa los resultados fueron similares con todos los
tampones. Los lampones conjugados, preparados con BSA (Seroalblmina bovina) con
anterioridad mostraron peores resultados que los recien preparados o los que no

conticnen BSA

1a-5emana de Agosto

e L | ! ! IR IJ_J_I“| }
411?4IT_;'T]‘I_HHIUHH[@“ Wl[ Illlk.\fl TI 1 T JTTSATTTIT T 1 T mew !
I/_\"\'.,TJ'IT_r?"’l‘ﬂIIH]H,t N 1y ! AN 1] Tt T_T]I |
[0 SERRSE\ QEREAV BEEEANSRARPIRENLSARADT A F? ' i 11% '?xd {}4i% %
TN T AT - IR BRBE - T <
/l . 4+TM LEE%EF\T{LI + (1II-T.] T T Ll 1 TT] L B l'l'il \W\\

Fig. 33 .— Curva de temperaturas del termohidrégrafo durante la primera
' semana de Agosto y en Invernadero. Graficas similares se han
registrado de mitad de Julio a mitad de Agosto y a lo largo

de cuatro afios de seguimiento




CUADRO XVII
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-— COMPARACION DE D.D. EN HOJAS DE VID To 1 EN FUNCION DE

SU POSICION EN EL TALLO NO 1 EN LA BASE A NO 10 EN EL

BROTE FINAL

Hoja

Lectura

vid (-}

Tampbn

10

0,461

0,478

0,803

1,200

0,132

0,103
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En los "eppendorf” con extractos preparados, introducidos cn hiclo, se observd un
oscurecimiento progresivo desde la superficie al interior del tubo, incrementandose, esta
coloracion, con el tiempo y siendo mayor cuanto mas vieja era la hoja testada (Fig.34).
A fin de evitar el contacto con el aire de la muestra y para evitar los fenomenos de
oxidacion, se afiadieron en los pocillos de ELISA, 50 pl de dos tipo de sustancias no
mixcibles con el extracto (vaselina y butanol saturado en agua). Los resultados obtenidos
se indican en el Cuadro XVIII, manifestandose un ligero incremento de la lectura para

las muestras con vaselina, sobre todo para el tampon Tris-HCl, v no se observo

variacion alguna en las cubiertas con butanol respecto a las testigo.

L M)

Fig. 34.- Extracto de hoja de Ch. gquinoa y de hoja de vid. Ch. quinoa
después de 12 horas de homogeneizado. A, B, C hoha de vid a
1, 3 y 12 horas de su extraccion



LUADRD XVIII,- COMPARACICN DE D.Q. EN CONTROLES POSITIVOSY 'NEGATIVOS, FRENTE A
TAMPON DE EXTRACCION (E) CON Y SIN NICOTINA Y CUBRIENDC O SIN
CUBRIR LOS POCILLGS CON 50 pl DE BUTANOL O VASELINA

Tampdn vid Tampbn vid Tarpbn vid Tampbn vid
con nicotina sin picoting con nicotina sin nicetina
|
]
0,784 o,888 (V) 0,360 0,663 (V) 1,677 1,415 (V) E
&7
0,588 0,574 (V) 0,488 0,439 {V) 1,696 (D) 2 .5
0,405 (B) 0,637 (8) 0,350 (B) ©,312 (b} 0,100 {B) 0,100 (B) o
bl
1,112 (V) 0,434 0,637 (¥} 0,378 0,100 (V) 0,100 F-s
1,178 (V) 0,388 0,582 (v) 0,385 0,120 (B) 0,134
0
1,232 (B) 0,609 (B) 0,755 {8} 0,674 {4) 0,120 (vj C¢,112 (v} -
s
4

V, Pocillo cublerto cen vaselina

B. Pocillo cublerto con butanol

Al cambiar de lote de suecros, es aconsejable comparar el lote antiguo con el nuevo,
frente a los controles que se vengan utilizando como positivos y negativos, asi como
sobre las plantas herbaceas utilizadas en los ensayos de transmision, tanto mecanica
como por vectores. El Cuadro XIX mucstra los resultados obtenidos al comparar dos
lotes de sueros con dos tampones de extraccion (e y e J, sin cubrir y cubriendo con
butanol y vaselina respectivamente, donde sc aprecian notables diferencias entre los
resultados obtenidos con el suero anliguo y el nuevo, pequeiias diferencias en los
cubiertos con vaselina frente a los testigos sin cubrir, no apareciendo diferencia alguna
en los cubiertos con butanol, asf como ligeras diferencias respecto a los tampones de

extraccidn, con o sin nicotina,




CUADRO XIX.— COMPARACION DE DOS LOTES DE SUERO, ANTIGUO Y NUEVO, FRENTE A DISTINTOS MEDIOS DE EXTRACCION Y
MUESTRAS POSITIVAS To 1 (2,3,4), AMARILLA, To 22 Y A SUS CORRESPONDIENTES CONTROLES POSITIVOS

Y NEGATIVOS. LECTURAS TOMADAS A 1 HORA DE INCUBACION DE SUSTRATO

Mucstras

I (2) 1 {3} I (4) Aparilla 22 Controlea
| Suerc Suero Suero Sutro Suere Suero 1
Tampones de -
extraccidn ‘ Antigeno Ruavo Antigeno Nusvo Antigeno Nuevo Antigeno Hoevg Antigeno Nuevo AntIgeno Fuevo I
A 0,436 1,902 0,336 1,096 0,527 y2 0,176 0,214 0,204 0,218 > 2 > 2 g
£
-
: ] C,401 1,225 0,424 1,154 0,530 1,886 0,229 0,408 0,525 0,575 » 2 > 2 3-‘2
[ 0,356 0,513 0,449 1,118 0,333 »2 0,268 0,406 0,247 0,422 1,605 > 2 5
o] 0,309 1,300 0,363 1,402 0,522 1,822 0,333 0,438 0,290 0,505 0,075 0,088 .S
o
E 0,396 *»2 0,392 1,329 0,598 2 0,286 0,325 0,234 0,386 0,066 0,069 E
F 0,254 1.156 0,374 1,139 0,529 1,797 0,353 0,427 0,267 0,609 0,100 0,120 ;z
-

TAMPONES DE EXTRACCION

vid con Nicotina X y pocillos ain cubrir

¥id sin Nicotina y pocillos cublertos coa 50 ul Q¢ vaselina
Vid con Nicotinm 2,5 X y pocilloa cubiertos con 50 pl de butancl
Vid ain Hicotina y pocillos sin cubrir

Vid con Nicotina al 2,5X y cubiertos con 50 wl de vaselina

:QI‘JUQWD

vid sin Nicotina y pocillos cublertos con 50 i de butanol
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En ocasiones al utilizar lotes nuevos de sueros frente a plantas de Ch.quinoa
procedentes de semillero o de testigos negativos en experimentos de transmision en
invernadero, se han obtenido lecturas muy elevadas, inclusd a nivel de positivos debiles,
unas tres veces superiores al control negativo de vid (Cuadro XX), probablemente debido
a que dicho suero reconoce proteinas de la planta , quizas utilizada para su obtencibn.
Esto representa un grave problema para la deteccion del virus en los experimentos de

transmision a planta herbacea , ya mecanicamente o a travées de vectores.

CUADRO XX .— OBSERVACIONES DE FONDQS ALTOS Y POSITIVOS EN Ch. quinoa DE
= SEMILLERO SIN INOCULAR.COMPARACION DE D.0. ENTRE Ch. quinca

TESTIGO, INOCULADA CON YID DE TERMOTERAPIA COMG CONTROL (-)

Y TAMPON
Tiempo 1 hora 2 horas O/N
Muestra
Ch. guinoa de semillero 0,487 0,825 1,429

Ch. quinoa inoculado con
GFLY de vid To I 0,872 1,450 » 2

Ch. quinca inoculado con
GFLY de vid To Amarilla 0,505 0,733 1,218

Vid (-) de termoterapia 0.118 0,148 0,197

Tampdn 0,900 0,102 0,118




i11.3. YVARIACION DE LA CONCENTRACION DEL VIRUS.

Durante los afios 1988 a 1991 se realizd un seguimiento periddico de las plantas que,
en el muestreo relizado en La Higueruela, seghin el disefio al azar antes descrito,
resultaron positivas (To5’, To6’, To8’, Toll’, Tol5, To22,To27 y To29). Como controles
negativos se utilizaron las Tol y To2, mientras que para el positivo se eligieron las Tol
y Toll, que habian side detectadas como fuertemente positivas en 1988. El material
procedente de la cepa Tol, estaquillade en inverpadero desde 1988 y que se utilizd en
la comprobacibn y puesta a punto del test ELISA en laboratorio, fué también objeto
de seguimiento a lo largo del periodo indicado a fin de comprobar que parte de la planta
y qué época del afio eran las mas indicadas para ulilizarse como fuentes de virus.
Asimismo se realizd el mismo seguimiento en La Mancha, en focos claramente positivos,

en las zonas de Socuéllamos (dos focos), Ossa de Montiel (uno) y Valdepenas (dos).

Los resuliados del muestreo de La Higueruela se reflejan en los Cuadros XXI, XXII y
XXIII, Tabla XII y Figs. 37, 38, 39 y 40 de los que se deduce que en raiz y talio las
absorbancias obtenidas se mantienen constantes a lo largo de todo el afio, siendo
inferiores en raiz que en tallo. Ea hoja las lecturas son superiores a las detectadas en
tallo y en rafz durante la primavera y principio de verano, decreciendo paulatinamente
hasta no ser detectables a finales de otofio en campo pero si en invernadero (Cuadro
XXV, Fig 41) siendo las de hoja joven muy superiores a las obtenidas en el resto de la
planta. En fruto, puede detectarse el virus en cualquiera de sus partes (piel, pulpa,
pepita ¢ incluso en mosto)(Fig. 42), destacindose que la pepita da lecturas muy

superiores a las otras partes del fruto, muy similares a las obtenidas para hoja joven.



CUADRG XXI.- DETECCION DE GFLV EN CEPAS CONTROL DE LA FINCA EXPERIMENTAL
“LA HIGUERUELA®. SEGUIMIENTD PERIODICO Y ESTUDIO DE LA PRE
SENCIA DE VIRUS EN DISTINTOS TEJIDOS DE LA PLANTA. -

1 2 5" £ i 11° 15 22 27 29 1 11 Amar . Vig. Vec,
Muestras compuestas - - * + + + - + + + + + + + - 19-6-1969
por cuatro brotes - - + + + + + + - + ' . * + - T-6-1990
finales de talloe - - + + + . + + + + + + + + - 21=6-1990
de 10 cm. Hoja jdven - - + + . N . + . + . - R . 4=T7=1990
3 mucstras por cepa. - - - + + + . + + + + + + ' -
- - + + + + + + + + + + - 11-7-1960
Heja - Tallo - Ralz - - 4+ + + . + + + + + o+ . + -
Kuestras de hoja
muy jéven - - + M * + + + * + [ + + - 1B-7-1990
Hoja jéven - - - + + + + + + + + . ' + + -
Tolle base - - » + N . . . . B . N N _ ?5-7-1990
Hola 3.~ Tallo v.- Rafz - = 4 + + + * + + . + * + + -
Suza de cuatro orients -+ + * - + + + + + + + + - 31-7-1990
ciones de la planta - -+ + + + + - + - + + + + -
Hoja v.- Hoja J. P s A T e ++ e ++ + P S ++ ++ - - 7-8-1890
Brote final - Suma madera] =~ - ~ = ++ r ++ - v+ ‘+ ++ ++ T+ e ++ + - -
Suma de brotes finalco - - 4 + + + + + + + ¥ + + + - 13-8-1990
Hoja bage del tallo - - * ¥ + + . + + . + + + * -
Hojo del brote finesl - - + - - . + + + + ¢ + + + - 22-8-15%0
Madera de la base - - + + + + + + * + + ‘ + + -
Control ds hojas muy - - + . - ' + . ‘ + + ' + . - 25-8-1990
Jévenes nacidas con )
fuertes temperaturns - - . + * [ + FL1=-B~199C
Suma de¢ Hola viejs - - + + + + + + + + + + - i
" " Jbven - - + . . + * + * + ¢ N + ~ 5=9-31990
" madera base - - + + + + + + * + ' + . + -
Hoja vieja - Hoja jéven N - e ot .t 44 st 4 I ++ - - 12-9-1950
Suna madera - brote - - 4 et - 4 TR L R LT ++ - - -
Hoja vieja - Hoja Jbven | - = = = ¢+ ¢+ ¢+ 4+ P T Lt " ++ - -
Madera v. - Madera jJ. [ .+ e - ' ++ ++ 4 ot +4 ‘4 - - 19919505
Sum: de uva -~ Rafz [T T T S 2 +t ++ * 3 T YR L ) v ' - -
- - Lad 4 + ¢ tE *t +1 - -
Piel pulpa -~ pepita ] N . , h . _ 23-8-1990
raguis y mosto EE .4t 4 4 -+ ++ -




vVig.  Vec. {

5 67 B 117 15 g2 27 29 1 Il  Amar.
Hoja vieja - Hoja jéven - -+ = -+ -+ - - -t - - - - - !
Madera v. - Madera j. - ++ -+ + +4 ++ +* +4 ++ ++ ++ ++ 27-9-1990
Rafz v. - Refz j. - - 4 + ++ + -+ ++ 4 + ++ v+
Hoja vie]a - + . +4 s ++ e ' v+ + 10~16-1990
- ++ ++ ++ ++ 4 ++ ++ ++ ++ ++
Hoja jbven
- A A A e it A S 24-10-1990
Madera vieja - L T S S S B T ++
Madera jéven - = T =" - -c - - -t T 6~11-199C
- ++ + e [ T S S TR T o
Hoja - - - - - - - ? + + a
Tallo - ? . . + . . + . . 14-11-1990
Ralz + + s - + + + + + 4
Material estaguilladc
Hoja - - - + + + -
Tallo - + * +* + 17-11-19%0
Raiz + + *
Muestras en nevera a 4° C
{5 dias)
Hoja - - - * - - - - -
Tallo + + + - - + 19-11-1980
Rafz + . -
Sarmientos un afion 4" C - + + + + + + 22-11-1990
Cuatro muestras maders - + ? ++ +4 “+ 4+ 4+ 4 *+ 3-12-19%0
por cepa - + ++ ++ ++ ++ ++ +4+ 4+ ++
Rafz de vid TOI y TOII a| - + ++ -+ P + ++ ++ o+
40,680,120 y 150 cm de - + + i+ 4 + 4 A-1-19
profundidad (5 sarm./plan o hAAE A A A 14-1-1991
ta mis rafz a 60 cm.} - + + ++ 4+ 4 + ++ -+
Custro sarmientos/plantad - + P o+ T S R Y ++
ralz a dos profundidades | ~ + 4 v o+ e Y ++ 12-2-1991
- + + 4 -+ ++ + ++ ++ 4+ Ft -t
Cuatro muestras madera - ++ + ++ ++ ++ -+ - +4 o+ -+
wfis raiz y yema - ++ -+ ++ ++ e ++ At +4 16-3-199]1
- ++ +4 ++ ++ ++ ++ ++ ++ +e *+
Dos suestras de madera | - AL S A S . S L A S A S o e 9-4-1891
¥y dos yeswmas por cepa - +4 * -t ++ ¥ ++ 4 ++ LR ++
Matarial estaguillado. + + + * + + + 4-4-1991
Madera y yemas + + + + + + +
Cuatro muestras de hojas| - (23 + e .t . ++ +4 +4 t4 4 +
de puntas de tallos, - + + ++ v+ 4 4+ + v+ vt bt 4 1-7-1991
brotes y tallos base - ++ + ++ ++ ++ ++ + -+ ++ e I




XX17.- SEGUIMIENTO PERIODICO DE
DE LA FINCA EXPERIMENTAL “LA HIGUERUELA™.
UN ANG EN HOJA; TALLO Y RAIZ DE DISTINTAS E
DE INCUBACION DE SUSTRATO ‘

CJADRO

19-7-90 26-7-90 16-8-90 _29-8-30 — 6-9-9%
HOJA R -1+ blame 2 plants 7 ]' M LA btaria 8
N* piania pt plania HOIA HOJA tHe plonta SHIMIENTO a
— 1 1,930
1 1,182 1 0,680 1 0,880 1 1,0%
3 7,040
2 1,000 HOUA JavEN 1,553 2 0,83 z 1,040 s . 7 1,140
Jtio
3 i, 100 - VIEJA 0,873 3 1,610 31,1 3 1,32
° 7 2,872
A 0,900 3 4 1,800 A 1,270 g =
-] 0,915 HOJA JOVEN 2,900 5 1,990 5 1,400 ] Sl % 2,500 SATAMIEHTO b
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MATERIAL VEGETAL ESTAQUILLADO EN INVERNADERO Y PROCEDENT
SE EFECTUA LA DETECCION DE GFLV POR ELI
DADES Y POSICION EN LA PLANTA. LECTURA TOMADA A 1 HORA
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3-10-90 11-10-90 12-2-91 . 11-3-93
Planta 1 Plants 2 Planta 1 * Planta 3
HOJIA JOVEN 1,040 HOJA JOVEN 1,290 HOIA AQIA
© VIEJA D,555 - VIEMA 0,720 1 0,987 . 1 2,053
1,877
TALLOG JOVER 0,682 21,0 P 2 .
o 500 © v o e RS E R 4
MOJA JOVEN 0,877 : :
" VIEIM 0,021 RAIZ JOVEW 1,100 s 1,100 s 2,154
“ VIEJA D660 : 2,120
P ts & Planta 4 7 7,521
1an N 1,382 Planta } HOIA s 2,827
JA JOVE
MR iraa 20218 HOJA JOVEM 0,376 2 2377
- R - VIBJA 1,578 ; :,333 o .
TALLO BASE 1,430
ro ‘ TALLO JOVEN 0,502 { TiS 3 1304 Plante 4
RAlZ D,E%0 © ¥IEdp 0.%00 | U & 1,228 o
Planta 7 RALZ JOVEN o©,36F | ©™ 5 1,178 HOJA ule
HOJA JOVEN 2,400 | 21 3 ToViEIA 130 1 1 1,882 |gla]
e 1 N 10 2,248
© WIEJA 1,3%4 [ 7Y ™y Planta 4 x WO 1,572
] e
TALLG BASE 1,713 HOJA JOVEN 0,56% 1 TALLO 8,900
VIEJA 1,000
RAIY 8,990 ' 1 RAIZ 0,600
TALLO JOVEW 0,380
Pianta & - VIEO 0,540 c 1
HOJA JOVEN 2,173 RALZ JOVER 1,080 T woJA 1,130
vieda 1,113 o VEiEIA i, M40 TALLO O 960
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RALL 0,620 Flanta 3 3 RAIZ O, 715 "
. T
HOJA JOVEN 0,371 L ale
VIEJA 1,100 Amariilas [ad
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CUADRO XXTTI .- DETECCION DE GFLV EN HOJA Y TALLO DE VID To I (Invernadero, Septiembre). COMPARACION DE D.O.
SEGUN SU POSICION Y TIEMPO DE LECTURA

30° 60”7 _9%0” 120° S h 20 h

PLANTA 4 Lectura Fondo - + Lectura Fondo - * Lectura Fondo -~ + Lectura Fondo - + Lectura Fondo - » Lectura Fondj -
Hoja 1 0,451 0,852 1,186 1,520 3,186 1,908

-2 0,408 0,812 1,113 1,426 3,102 3,907

= 3 0,429 0,810 1,150 1,454 2,995 3,685

"4 0,584 1,145 1,630 2,100 3,507 3,859

" 5 0,685 1,290 1,822 2,331 3,792 3,645

"6 0,695 1,375 1,950 2,487 3,698 3,685

"7 0,710 1,440 2,100 2,675 3,759 3,598

" a 0,750 1,465 2,094 2,685 3,879 3,970 o

" 10 1,051 e il 2,172 © ° @ 2,950 ° °© ° 3,512 e © ° 3,546 °© ° ~ 3,773 ° ef -
Tallo 1 0,888 1,796 2,527 3,091 3,520 3,712

» 2 0,925 1,811 2,570 3,103 3,784 3,p46

" 3 0,510 0,981 1,403 1,817 3,447 3,664

" a 0,490 0,980 1,390 1,808 3,464 3,711

* 5 0,483 0,976 1,390 1,812 3,514 3,773

" & 0,430 0,845 1,206 1,550 3,145 3,558

= 7 0,380 0,712 1,030 1,325 2,918 3,799

* B 0,555 1,097 1,575 2,042 3,499 3,775

"9 0, 604 1,175 1,688 2,188 3,446 3,886

" 10 0,711 1,456 2,077 2,647 3,597 3,664
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Agosto. Comparacién de D.0. segin su posicién en el tallo
(1 en.la base a 8 préximo al brote final )

Fig.40b.- D.0. de muestras de hoja de vid To I (planta 8)
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base a 9 en brote, Hoja 1-@---—B-; hoja 3-O-——{F;
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control (+){g--4&-; vid control (-)a-.@-y tampon
(Septiembre)
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CUADRO XXV .— DETECCION DE GFLV EN CEPA AMARILLA ESTAQUILLADA EN INVERNADERC

= COMPARANDO TRES PARTES DE LA PLANTA (HOJA, TALLO, RAIZ) Y A
BOS CONCENTRACIONES DIFERENTES (1710, 1/20)> EN DICIEMBRE.
LECTURAS TOMADAS a 1 HORA Y O/N DE INCUBACION DE SUSTRATO

Concentracion
1/10 1720

Muestra

Lectura

1hn 0,166 0,080
Hoja

0/N 0,953 0,281

1h 0,655 0,127
Tallo

O/N y 2 (3 0,608

. 1h 0,350 0,093

Raiz

O/N 1,710 0,268

1h 0,071 0,070
Tampon

O/N 0,081 0,064
vid 1h 0,081 0,064
() O/N 0,152 0,109
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Los trabajos iniciales efectuados sobre el material estaquillado de la cepa Tol {ocho
plantas), mostraron que las fecturas eran tanto mas fiables cuanto més jovenes eran las
hojas utilizadas en el test de tal manera que cuando se empleaba hoja vieja las lecturas,
en muchas ocasiones, no eran reproducibles, siendo necesario utilizar tampones de
extraccibn con nicotina o a base de Tris-CIH 0,5M, pH 8,2, con PVP y PEG. Afin con
estas precauciones las lecturas eran menores que empleando estos mismos tampones con
material joven, mientras gque permanecian constantes cuando el material vegetal era tallo
o raiz. Para establecer la causa de estas variaciones en la absorbancia con la edad de los
tejidos o la parte de la planta, asi como la influencia que la temperatura pudiera tener
en dichos tejidos de acuerdo con la &poca del afio, se realizaron test con hojas, desde
su nacimiento en ¢l mes de febrero hasta su agostamiento en noviembre. Los resultados
obtenidos se expresan en la Tabla X1 en la que puede observarse que los test realizados
en febrero con hojas de 15 dias de edad y en tallos de unos 50 cm de longitud, muestran
lecturas similares, cualquiera que sea la posicion de la hoja a lo largo del tallo. Por ¢l
contrario, ya en esta época, se encuentran grandes diferencias entre las lecturas
proporcionadas por hoja, tallo y raiz. En marzo, abril v mayo ya se aprecia una
diferencia de lecturas entre hoja joven y hoja vieja, asimismo se observaron mavyores
absorbancias en raices jovenes (blancas), similares a las de hoja joven, que en las viejas

(marrones}, en los tallos las lecturas permanecieron constantes.

En Junio se testaron las ocho plantas tomando un disco de cada hoja de [a 1 a la 10
desde el apice, y del mismo modo se mezclaron raices de distintas edades de cada planta.
Los resultados obtenidos fueron similares en todas las plantas, tanto en el material verde
como en raices. Hay que tenrer en cuenta que estas plantas no fueron injertadas, puesto

que proceden de estaguillas.
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A mitad de verano (Agosto) se apreciaron grandes diferencias entre las lecturas de hoja
vieja y joven, incluso en hojas jovenes nacidas y mantenidas en las &pocas de maximas
temperaturas s¢ obtuvieron lecturas de absorbancias del doble que en hoja vieja,
permaneciendo constantes los resultados en {allo y raiz. Con el material de esta época
se comprobd ¢l comportamiento de distintos tampones de extraccibn con resultados
similares a los discutidos en el apartade correspondiente. A finales de verano y
comienzos de otofio se acentua lz tendencia a disminuir la absorbancia en hoja vieja,
llegando en algln caso, en octubre, a resullar negatliva, mientras que permanencen
claramente positives los resultados de hoja joven, cuando es posible tomarla,
permaneciendo practicamente constantes los resultados de rafz y tallo. Como resumen
de] comportamiento frente al test ELISA de las distintas plantas control de La
Higucruela, reflejamos las medias de las absorbancias resultantes de los distintos
controles efectuados en la cepa Tol por semanas parte y edades de la planta (Fig. 43 y

Cuadro XXVI)

EUADRO XXVI.— Variacion de la absorbancia en funcidén de la edad -
nart? de la-planta. Vid To I de “La Hiquerusla~

Semana Parte de la& planta Lectura
3 Raiz 0,907
7 " 0,852

11 " 0,862
31 " 0.5i7
38 " 0,927
40 o " 0,505

46 " 0,569




CUADRGO XXVI (Continuacién)

Bemana Parte de la planta Lectura Semana Parte de le planta Lectura
30 Tallo jéven 1,056 30 Talle viejo 1,080
31 " 0,644 3 o 0,773
32 " 0,713 32 " 0,765
33 " 0,832 33 " 0,898
34 " 0,592 34 " 0,637
35 " 0,458 a5 " 0,746
36 " 0,568 36 " 0,996
a7 " 37 " 0,839
38 v 1,020 38 ¢ 1,042
39 " 395 " 0,096
40 " 0,607 40 " 0,931
41 " 41 " 0,918
42 " 42 "

43 v 0,639 43 " 1,115

a4 " 0,663 a4 " 1,270
45 " 45 "

46 " 46 " 0,968
47 " 47 "

48 " 48 " 1,277
49 " 49 "

50 " 50 o 1,086

" " 1,010

" s 1,096

11 L 11 " 0,900

14 " 0,750

27 " 0,724




CUADRQ XXVI (Continuacion)

Semana

Parte de la planta Lectura Semana Parte de la planta Lectura
23 Hoja joven 1,232
25 " 1,267
26 " 1,107
27 u 1,049
28 w 0,963
29 " 1,249
30 " 1,198 30 Hoja vieja 1,153
31 " 0,932 31 " 0,600
3z " 1,320 32 " 0,622
33 " 1,296 33 "
34 " 1,339 34 " 0,537
35 " 0,914 35 " 0,470
36 " 1,040 36 " 0,757
37 " 0,893 37 " 0,526
38 " 1,021 38 " 0,471
39 " 1,104 39 " 0,526
40 v 1,312 40 o 0,574
41 " 1,237 41 " 0,354
a3 " 0,824 43 " 0,305
a4 " 0,475 a4 " 0,210
46 " 0,209
14 " > 2 48 " 0,077
27 » 1,025




CUADRD XXVI ¢Continuacidn)

afic anterior

SEMANA jUVA TRITURADA DISTINTAS PARTES DEL FRUTO
Piel Pulpa Peplta Raquis Mcoato
31 1,524 - - - - -
35 - 0,375 0,800 1,653 0,369 -
36 - 0,385 0,421 0,989 0,421 -
37 1,254 - - - - -
38 1,467 - - - - -
39 - 0,520 0,740 1,484 0,575 0,740
CEPA I Lectura
Semana 14
Sarmiento
afio anterior 0,750
Yema > 2
Semana 27
Hoja Iio 1,000
Brote 1,025
Tallo 0,724
Sarmiento
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Los resultados obtenidos con material de los focos positivos de La Mancha, testados a
lo large de 1991, se recogen en el Cuadro XXVII, donde se observa que se obtienen
lecturas positivas en todos los puntos de muestreo, en cualquier parte de la planta
testada, en cualquier orientacion, profundidad de raices y época en quc se tomd la
muestra, aungue con variaciones en los valores de absorbancia. Es importante destacar
que en todos los casos en que se utilizd yema o racimo recien nacido, como fuente de
virus, cl nivel de absorbancia fué considerablemente mayor que con cualquier otro tejido
de la planta (Fig. 44 y 45, Cuadros XXVIII y XXIX). Se observan también, en estos

focos, grandes diferencias en las absorbancias debidas a hoja, tallo y ralz.

405 =

¥ B 220
HORAS

Fig.44.- Variacién de D.0. en yema y madera de vid
To I y en cepa amarilla a distintos tiempos
de incubacién de sustrato. =@ —@—, yema
To I;-0~w-0~- |, madera To [;-= ~0--=0-=’
yema cepa amarilla; — @- —@— madera cepa
amarilla; ——m——m—control vid; (=) [ TA=ma-
Vid (+) '



_SEGUIMIENTO DE CEPAS CON DIFERENTES SINTOMATOLOGIAS EN CORROS POSITIVOS DE ENERO A JULIO EN

T LA MANCHA
25-1-91 11-11I-91 - 19-113-91 V-9l 30-5-91 16-vI-91 10-¥{1-91
Lactura -~ + Lociure - - Lectura — o fecture -~ o Lecture - + - fLecture - % Lectura -
1
[= TN CEPA 1
SOCUELLANOS Madern ‘o o tola »2
1,128 CEPA 1 s 620 Talle v. 1,450
Zona de Kadera T Maders Y o a5 Tallo v. 1,160 Brote vz
Hoasico Amsarillo - 0,888 . 0.160 Brote 1,400
Y 0,577 1 1072 " 0,465 Rafz 0,749 Raja y 2 Zarcille 1,110 L¥pa 2 Amarills
0,539
: 0,637 z 1,060 hats Tallo v. 0,963 CEPA ¥.B. H. ssar.  —
N. verdse —
0,620 Tall 2z
afs 3 1,065 "; 0. 020 e ’ Hoje V.B. 1,957 v —
. CEPA 2 i, asar. 22 Talls —
u 1,192 4 0,854 51 ©,650 Asar. V.B. H. verde/ Brate -
e 1,%r5 2 1,110 sariila 72
Tallo 0,814 ZPA VERDE
118 @, 560 Rafs 0,296 Brots 0,1640
2 0,950 Hoja 0,608
Tallo v. 0,600 Tallo 0,917
oL 'l""l” Rrote 1,24
al= ule 2 118 elm | - o | o |Zoeetile 1320 | o
el T —in =4 b 215 =
Sadera bl Bl 2 1] Raders S I lnaix 0,419 | o] ~ e ~ Hoja 1,600 o | - froa 0,752 | o
1,638 0. 767 Tallo v, 1,102 Tello v. 0,624
- K . . Brote 2 0,93
Las loyaa b 1,041 I Naders b 0,520 Tallo v. 0,600 Hoje . 2 Rrote .
¢ 0,595 c 0,880 o 1.800 axPa CxPa
a 0,500 ¢ 1:100 e 4 . :':l w;f vifia con
T, rte (14 fuyarte deforma—
Bafx * ©,800 Rafz Tallo §, 1,610 llo » ¥ cién de maders cifn de waders
u 0.650 2z 1,102 NL 0,340 Hoja 1,722 Hoja 1,019
x 0,650 31 a,9z3 Tallo Tallo
El 0,480 visjo 1,596 visjo O, 994
a 2,985 Brots 1,912 ote 1,240
Kadern CEPA 1 CEPA 1
Comino de - 0, L0 X Maders Maders O,160 “Hoja 0,193 Haojs 0,152
Watallana » 0,172 Hoja 0,133 Tello 0,166 Tallo »
< 0,183 1 0,134 I Kad. 0,200 Talle ©,15% Srote o, 198 viejo 0,187
d 0,188 Srota 0,175
Rafz 2 oan Aafz 0,200 oo 2
33 0,174 I Rafz 0,170 '
R2 0,176 Ho ja 0,150
" Tallo 0,155




CUADRO XXVII (Continuacion)

25-1-31 1-111-51 19-171-91 9-v-91 30-v-51 16-v1-51 10-vIr-91 .
lecture - * Lectura - * Lectura - + Lactura - + Lectura - 4 Lectura - - Lecturea -~ «
oEPs 1
Haderu .. "
cera 1 o Amarillo crea V.. CEPA W.A. +
055A DE MONTIERL - 0,521 Hoja 1,14 v.B.
b 0,610 Rafz 0,356 Talle > 2 Hoja
e 0,517 V.. 1,443 Hoja ¥.B. 1,032
Mosalco searillo a 0492 [t Madern IMaders 0,484 Tallo 0,644 CEFa 2 (V.B.) g Tallo 1.101
Hoja > 2 amar. 1,130 Brote L2
Rafz 1 1,650 1 Rafs 0,568 CEPA 2 Tallc > 2
. o.543 pas o0.315 Tallo v. ©,750 CEPA GFV
2 1 208 2 0,700 Yema 0,776 * . cTPA 3 Brote 1,775 Hoju 1,556
‘ Talle 0,398 (%5 + ¥.B.} Rafx 0,690 Tello 1,204
Hojs 0,525 Srote 1,167
Talle 0,660
CEPA VERDE
CEPA 4 - Lo w
Hola 0,892 = - e
Tallo 0,991 - = ol
CEPA S
o v ~ o R ~ |- Hojls 0,518 | ©
s .
== Al - bl [ I-":l fallo 0,545 | 7] o
o - o ~ o. - & [ - CRPA & c; a
Hojn 0,316
Tallo 0,437 cIPA 1
Naders - CEPA 1 '!h..l‘l: 0,160
CEPA 1 o v. 0,160
0,170
: 0.182 . Telle 0,172 krote 0,171
VALDEPEAAS . 0,153 1 tmdera . IMadera — Ralz 0,187 Hoja 0,128 Rafa 0,158
Loa G 4 0,182 Hoja h. Tallo 0,133
psix 1 0,115 IAais —
Rl 0,110
R 0,120 2 0,164
TEFA 1 CRPA AMARTLLA
Madors :::bi :.m Hoja m.a. > 2
t 4
. 2,0m2 T Radera IMaderas 0,400 ICEPA 1 CEPA 1 ’ :-1:“" :'g‘:
b 1.613 ) ] Brots 1,430
La lenda e 1,729 Rafs 0. Mm5
Encoale P 1855 1 1,428 T Boja 1,280 Hojs 1,209 Moja v, 2 p—
Tallo 1,971 Tallo 1,450 H. verde > 2
¥ »
Raix 2 1,73 ema 0,500 Ralr 0,812 H. verde/ Hoja > 2
®l 0,861 asarilla 2 Tallo 1,750
L 0,260 3 2,200 Talloy 2




CUADRD XXYII (Continuacidn)

251-9 —XII-
X 1-I1I-81 19-1TT-91 9-V-91 30-V-91 16-VI-91 0-VII-91
Lectura - o Lectura =~ + lectura -~ Lectura = + Lectura -+ Lectura - o Lecturs
‘1 T
Waders 1 I Madars F Madera cEPA 1 cEra CEPA CFV lcEPA
. 0,394 Mosalco Amariile Hossico Amarillo
VALDEPERAS A DAINIEL b 0,494 1 1,225 VIL Mad. 1,470 Hoja J. 1,787 Hola v. 1,840
c 0,968 Raix 0,629 Talle J. 1,695 _ Hoja m.a. 1,554 Hojs §. 2 Hoje v. 1,250
Km 11 ¢ 0,246 2 1,230 Frute 1,779 H. verda 1,585 Hoja
Rafx 1 VIII mag. 0,939 Ralz 0.241 Hojw verde/ ey e amar. 2
—_r . .
3 0,580 Rafz-0,72% - 1.662 Telle 1,412
"1 1,600 , Reate oty p
[+ 1,600 nat Eps 2 final 1,165 —
« 0,780 z Tallo > 2 omaico Amarillo 4 ¥.B.
Madara 2 Hoja j. 1,616
Ix Mad, 1,050 Mad. 1. 1,596 CEPs V.B
= —_ . .B. Hoja Hoja
b _ 2t 5 gl I Raiz 0,412 | & | o Frute 1640 | o~ |- @ smarille 1,980 V.B. 0,940
. - - o -l x g 1.100 — | m|Raix 0,223 - |m Hojs ¥.B. 1,100 |~ ~ Hojs ol o K. verde 1,212 »
4 — ol o~ ol -1, o ,_:1 o H. verds 1,103 | o - verds I L I - N s ®
Rafz 0,610 Hoja 3. 1,028 1 n allo 1, !
Baix 2 Talla 0,911 Tallo v. 1,560 | @ | ~ | Brote 1,889 &
. Talls J. 1,900
b - CEPA VERDE Fura GrV
. CEPA ¥.B., Hogm 2
ja 1,360 T
Talle o1 Hoje ¥.B. 1,120 wllo z
Rojs §.

2
Talla v. 0,635
falle 1. 1,080




CUADRO XXVIII.- DIFERENCIA DE ABSORBANCIA ENTRE YEMA Y MADERA EN INVIERNO EN LAS CEPAS TO I, To AMARILLA y
To 1. LECTURAS TOMADAS A 0,5, 2, 5, 10 y 18 HORAS DE INCUBACION DE SUSTRATO

Valores Test ELISA
N muestra

i72h T - « ih T - 2h T - «+ 5h T - « wh T -~ « B|h T - +
cI
I Madera 0,262 0,386 0,714 1,313 2,242 3,160
I Yema 0,756 ’ 1,250 2,333 3,515 3,721 3,821
Amarilla
I Madera 0,146 | 0,186 0,267 0,474 0,793 1,246
o~
. © o] P T mleo | alo| o ola|w o || n
i Yema o311 F2 | 59 lovsa | 2 B 8] 0,865 T3 (& hen S{5 (8127 S{Rp&E 7% (8 (&1 &
plolc -ole]l e c|le | o gi{o}~ o|lo]|w ¢ lo| d
1
I Madera 0,098 0,108 0,126 0,155 0,210 0,276
I Yewa 0,103 0,122 0,129 0,144 0,174 0,232
!




CUADRO XXIX,- DIFERENCIA DE ABSORBANCIA ENTRE YEMA Y SARMIENTO
EN INVIERNC

DE LAS CEPAS

CENTRALES DE "LA HIGUERUELA~

N? muestra

Teat ELIS
Valores Tesg LI5A N? muegtra

Valores Test ELISA

2h T - 6h T - + 20 h T - + 2 h T - . 6 h T + 20 h
1 Madera 6"
a 0,134 0,164 0,310 Madera
b 0,118 0,147 0,242 a 0,503 0,889 , 2
b 0,395 0,711 1,852
Yema
a a,129 0,148 0,252 -
b 0,128 0,140 0,214 Madera
a 0,996 1,870 2
R b 0,677 1,225 > 2
Nadera Yema
a 0,125 0,135 0,211 a 0,738 1,330 ¥ 2
b 0,119 0,128 0,211 b 0,642 1,149 > 2
:_'3 u"j’ g - [=] ) ~ )
Lat] ~ ~m ['s} (=)
Voma AR <A AT s SIERE: 5lENR
a 0,137 Ll I 0,177 e of ~ 0,334 ojel|a- [ R g 4%
b 0,134 0,179 0,328 Madera eqe | @ < @ | A
a 0,681 1,282 > 2
b 0,562 1,042 > 2
5
Madera Yema
a 0,426 0,756 1,984 a 1,503 > 2 > 2
b 0,597 1,087 , 2 b 0,624 1,122 y 2
Yoma
15
a >2 > 2 y2
b »2 > 2 >2 Madera
a 0,746 1,381 y 2
b 0,798 1,456 > 2
Yema
a 0,614 1,105 > 2

0,257
0,305
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CUADRO XXIX (Cont

Yalorea Teat ELISA

Valores Test ELISA

N® puestra

Nf muestra

20 h

20 k8

6 h

2h
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Fig.45 .- Comparacién de Absorbancias entre madera ¥y yema de las cepas
. 5, B_‘: 22, To I y cepa amarflla de la Finca “La Higueruela”.
La cepa B” cén yemas heladas. Lecturas tomadas a 2 ¥ & horas
de incubacién de sustrato.

Madera (TS§Y; Yema (T D
1.4, CORRELACION ENTRE SINTOMATOLOGIA Y VIROSIS.

Para este estudio se ha utilizado el material recogido seglin los disefos elaborados para
la "Escuela Musco de" la Vid y del Vino", Finca Experimental "La Higueruela®, las
muestras recogidas en los campos de variedades de la "Escuela de Enologia y Viticultura"
de Tomelloso y Ia Finca Experimental del Centro de Investigaciones Agrarias de La
Rioja, asi como las proccdentes de los focos positivos de La Mancha, en Socuellamos,

Ossa de Montiel y Valdepeias, que {ueron analizados a lo largo del afic.

111.4.1.CORRELACIONSINTOMATOLOGIA-VIROSIS ENDISTINTAS VARIEDADES .-

En resultados obtenidos en la "Escuela Museo de la Vid y del Vino" 116 muestras
tomadas al azar de las variedades cxistentes, es un primer muestreo, solamente 4
resultaron positivas. Los siguientes muestreos se centraron en las variedades Airén y
Tinto Fino, en aquellas cepas que mostraban claras alteraciones, equiparables a las

descritas como debidas a virosis, todas ellas resultaron negativas.
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Los resultados de las muestras recogidas en los campos de variedades de Tomelloso vy
La Rioja fueron similares a los oblenidos en la "Escuela Museo de la Vid y el Vino", a
pesar de que las muestras fueron tomadas en aquellas cepas que mostraban menor vigor,
en ausencia de upa sintomatologia que indicara la presencia de virus. Del material
estaquillado en invernadero, procedente da ambos centros, se realizaron test en distintas

épocas del afio con resultados igualmente negativos en todos los casos.

M.4.2. CORRELACION SINTOMATOLOGIA-VIROSIS EN GARNACHA.- En "La

Higuervela" se testaron 259 cepas de la variedad Garnacha, recogidas radialmente
tomando como centro las Tol, To2, To5’, To6’, To8’, Toll’, Tol5, To22, To27, To29, Tal
y Toll, antes referidas, sin tener en cuenta la sintomatologia que presentaban, de ellas
(Fig 46, Cuadro XXX), resultaron positivas 104, lo que representa un 40.15 % del total.
Paralelamente se realizd un estudio visual de las 3.830 cepas que contiene la parcela,
llevada a cabo por tres observadores distintos en Julio, Agosto y Septiembre, cada uno
de los cuales realiz0 tres repeticiones con intercambio de bloques. Se tuvo en cuenia la
sintomatologia de aquellas cepas en que coincidieron los tres observadores estableciendop
grados de 0 a 3, dandose ef valor 0 a la planta sin sintomas, 1 con sintomatologia ligera,
2 para sintomas claros y 3 para casos muy claros. Los parametros elegidos para definir
esta sintomatologia fueron tan sencillos como: mosaico amarillo, bandeado en venas, hoja
muy dentada, uva corrida o con defecto de coloraciobn o maduracion, madera aplanada,
dobles o triples nudos y entrenudo corto. El resultado obtenido (Fig.47, Tabla X11) fue
el de que, igualmente 104 de las cepas se consideraron con sintomas, con coincidencia
entre sintomatologia- presencia de virus en 82 de los casos, porcentajes similares a los
obteaidos mediante la aplicacion del test ELISA a 35 muestras tomadas al azar. Ello
indica que en la variedad Garnacha, la infeccibn virica parece provocar una

sintomatologia clara, no asi er las y otras variedades estudiadas.



CUADRO XXX .- FINCA EXPERIMENTAL ~LA HIGUERUELA~. DETECCION DE GFLV EN RODALES. CENTRO EN CADA UNA DE LAS CEPAS CONTROL
1,2,5°,6°,117;15,22,26,27,29,To 1, To I1 ¥ CEPA AMARILLA. LECTURAS TOMADAS A 1 HORA DE INCUBACION DEL

SUSTRATO
£J1 PERPENDICULAR EJE DIAGOMAL EFE PERPENDICULAR FJE DIAGOMAL EJE PERPENDICULAR EJE DIAGOMAL
Nt mueatra | Loctura {Fonds | ~ |+ [Nt sugstra | Lectwurn {Fonde | — 1 + | W® muesira | Lectura Fondo | ~ + } WY muentrm § Lectura | Fondo | - + | N muentra | Lacturs | Fondo | - |+ | N8 musstras | lectura | Fondo
+
CEPA ) 0,101 CEPA 1 0,105 CEPA 57 1,186 CEPA 5~ 1,001 CEPA & 1,277 CEPA 6 1,107
1-1 0,098 CEPA 2 0,114 %°-1] 1,593 1 0,800 6°=1 § 0,111 1] 1,580
2 1,509 2| 1,406 z 0,100 2 | 2,198 2] 1,114
3 | 0,123 3{ 0,130 3] o012 3} o,12% 3| 0128 3| 0,104
A 0,130 4 0,116 435 0,104 4 0,111 4 | 0,106 4! o110
5 0,108 5 0,115 5] 1,651 5 1,302 s | 0,105 51 1.178
[ 1,730 6 | o,i16 6! 0,134 6 0,118 6 | 2,362 6| 1,359
7 0,105 7 1,566 73] 0,109 7 0,105 712,061 7| 0,125
a [ o131 81 on8 8| 2,03 B 0,102 al1,47 8] 1,518
s | 0,10 9| o119 ol o5 9 1,263 9 1 0.156 ol 0,126
10 | 0,107 10 1,210 101 1,576 10 0,113 10 | 0,106 10| o©,112
11 0,116 11 0, 104 L] Q2,125 11 1,210 11 0,103
CEPA 2 0,103_ o ™~ uy "] g | <
o - - [=} — m
2-1 0,130 - - . - ol B
2’| 1,857 o 5 w g =, 2 -] o o o o -
37! 0,137 O e oS A B cEPA 1S | 1,218
471 1,905 CEPA 117 | 2,038 o ol w| cEPa 11 1,111 o jo | ~| CEPA 157 { 2,089 )
117-1} 1,833 1] 0,100 15°-1| 0,121 1f 1,28
- - - ’ ¥ - r
cn s 1 I I @ e 1278 213]8 2| 0,148 2| 1,142 2} 0,005 g g:;;:
a'-1 | 2,204 el e 1] o116 o EReS B 31 6,109 3 o0,102 3| 0,090 a| o,z
2 o 128 a (o |o 2| o110 o | o] 4] 0,107 4] 1,045 4! 0,000 s} o101
3 | a0 3| oo 5t r,002 5] 1,198 5| 2,588 sl 1 40
4 ' &1 0,105 6| 0,102 6] 0,102 !
4 0,105 4 1,427 7! 0,104
7 [ 0,006 7{ 1,344 7] 0,100
5 | 0,165 5| o.117 v 8{ 0,116
¢ | 0109 6! o102 8| 1,915 8| 0,103 8| 0,002 8| o.127
7 1,059 + 1,082 9| 0,104 9: 0,101 9] 0,104 w| 1.423
10 ] 0,106 Wl 7,217
8 { o,102 8| o,110
3 | o109 al| oz 11 2,126 11| 0,101
i0 [ o,118 ia | o.104
11 0,104 i1 0,11%
12 | 0,106 12| 0,113




EJE PERPENDICULAR

CUADRO XXX

(Continuacion)

EJE DIAGONAL

N* muestra | Lectura | Fondo — |+ | Nt sueatra | Lectura | Fondo - +

CEPA 22 1,813 CEPA 22 1,194
22-1% 0,117 1| o,11s8
2 0,103 2 0,103
3 0,110 3 0,101
4} 0,097 Af 0,102
5 8,092 s 0,101
53 0,107 [ 1,147
7{ 0,120 7! 0,106
8| o,972 8| 0,115
sf 0,113 g, 0,105
10 0,092 10 0,119
11 0,100 11 g,111
12} 0,107 12| 0,107

I~ uy ~ 8 z

] a1 = =

c | o < o
CEPA 29 1,000 CEPA 29 0,921
29-1| 2,201 1| 0,121
2} 1,891 2| 0,103
3| 1,427 31 0,953
a} 1,321 4l 1,087
5] 1,665 5| 1,063
6f 0,106 6] 0,109
7| 0,095 7| 0,101
af 0,09 8] 1,484
8| 0,105 9 0,156
10 1,877 16! 0,139
1i} 1,718 11| 0,095

12! 1,661

1,736

EJE PERPENDICULAR

EJE DIAGONAL

EJE PERPENDICULAR

N® muestra | Lectura ) Fondo - + N* muestra | Lectura | Fondo - + Nf* muestira | Lectura | Fondo - +
B T-_‘v___ﬁ -
CEPA 26 0,107 CEPA 26/cm | 0,106 CEPA 27 1,475
26-1| 1,175 1{ 0,820 27-1 1,285
2| 2,044 2| o,114 2 1,389
3} 1,421 3| o.103 3 0,883
4] 0,109 4| 0,985 4 0,090
5| 0.127 5| 0,101 6 0,747 ~ w!
6] 0,871 6] 1,100 7 1,131 2 =l 3
7} 0,106 71 0,101 8 1,707 S sl o
8] o,10 8| 0,896 9 1,238
gt 0,121 9! 0,108 10 0,820
10| o,09% 10} 0,106
11} 0,097 11 { 0,102
12) 2,298 12| 0,008
13; 1,102
1” 1,567 N 0,103
2" | roes | & | & % g (5
g | A& 1| o0es | R | A} F
CEPA I 2,120 =] af « z2i{ 0,092 o o -t
3| 0,004
I- a| 1,598 4i 1,126
5l 1,349
8] 1.678 CEPA T 1,254
7 1,792 61 1,171
CEPA ' ' 1
AMARILLA 1,069 .
AMARILLA 1,013 - BJE DIAGONAL
A-8} 1,452 81 1.389
al 1,620
10l 1 o83 9§ 0,101
’ 1wy 1,214 CEPA 27 1,800
11] 0,090
11} 1,003
12{ 0,092
. 1 0,826
13| 0,097 2 2.109
4 .
14 0,205 CEPA VIGOR | 0,900 3 | 1,153
4 0,915
CEPA II 0,139 5 1.433
6 1,196
7 0,117
8 0,128
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AlGn asf{ hemos de tener en cuenta que en esta patcela experimental encontramos gran
cantidad de cepas con anomalias tales como, cepas jovenes, raquiticas, renovadas, sin
injertar, patrones brotados o marras que dificultan el establecimiento de porcentajes de

plantas con sintomas respecto del total (Cuadro XXXI).

Cepas totales ................. 3.830

Cepas muertas ....coovvvvrnnnnnn 181 4,7 %
Cepas Jévenes ...ivvvinnnnnn. 99 2,5%
Cepas raquiticas ............ 74 1,9%
Cepas renovadas ..vvvienenana.ns 163 4,2 %
Portainfertos v ivvvinnnnnnnnns 148 3,6%

Cepas con sintomas .ouvvvvanunrs 925 2%,2%

CUADR@ XRI .- ~La Higueruela”, verano 1990. Anotacién de anamalfas
e tepa por cepa

Al comparar los resultados de 259 plantas estudiadas por ELISA y por observacion
directa (Cuadros XXXI1 y X2XKII1) se aprecia que por ambos métodos resultaron 104
plantas positivas, pero hay 20 casos positivos del observador que fueron negativos para
ELISA y 19 a Ia inversa; en 82 casos coinciden en valor absoluto, claramente positivos
o negativos, los dos métodos, lo que representa un 78,8% de aciertos del observador
frente al ELISA. De estos resultados se podria deducir cierta seguridad en la prediccibn
por el observador en esta variedad y en estas condiciones sobre la sanidad de una cepa.
Por el contrario, al intentar establecer correlaciones entre los datos reales,
propercionados por ¢l ELISA, y los cuatro grados cstablecidos por el observador en las
259 plantas, resulta una recta de regresion (Fig.48):

y= 0,32710 + 0,53084x

y un RZ = 0,383.
lo que implica que el coeficiente de regresion no es significalivo, es decir, en términos
generales las observaciones directas son subjetivas y por lo tanto no son suficientemente

buenas frente a la seguridad proporcionada por el test ELISA. Esta falta de correlacion
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se acusa cuando se hace el tratamiento por corros independientes, en aguellas zonas de
la finca cn las gue hay otras deficiencias debidas a problemas del suelo. Por el contrario
los coeficientas altos correspondes a zonas en que el viiedo es méas uniforme. Es
necesario destacar que de los 22 casos de no coincidencia entre el observador y el
ELIS A, con frecuencia los resultados son opuestos. De todo esto se deduce lo dificil que
resulta en la mayor parte de los casos la dificultad de inferir porcentajes de enfermedad

en funcidon de la sintomatologia.

Fig. 46 .--Esquema de 1a toma de muestras en “La Higuerucla® segin cuatro efes
¥ con centro en las cepas control ¢ 1y 2, 5°, 67,117, 15, 22,
27, 29, 1y 11}, Ejles paralelos y perpendiculares a) caming y
girados €5°*



Fig. 47 . . Representacidn de cepas positivas por ELISA ( @ ) y positivas por observacidn
directa ( @ ) en los corros con centro en las cepas control ( 1y 2, §°, 8

n-, 22, 26, 27, 29, To i, Yo Il y Amarilla )} de la Finca Experimental ~La
Higuerwela”

*






TABLA XXXII.- COMPARACION DE RESULTADOS DE CEPAS ESTUDIADAS POR ELISA Y POR OBSERVACION DE SINTOMATOLOGIA EN RODALES
CON CENTRO EN LAS CEPAS CONTROL DE “LA HIGUERUELA®

Nimero de Positivos de Positivos de Negativos de ELISA ¥ Positivos de ELISA y
Zana Plantas ELISA observacion positivos observacion negativos observacidn Coincidencia
1,2 25 6 6 } 1 5
5 23 9 1n 2 ¢ g
& 23 n N 2 2 9
8’ 25 5 7 3 1 4
n’ 21 9 7 ] 3 6
15 22 6 8 pd 0 6
22 25 3 4 1 1 2
26 26 [1¢ 14 5 1 9
27 18 14 1G a 4 10
29 24 13 11 1 3 9
cI, CII 27 18 15 2 3 13
TOTAL 259 104 104 20 19 82



CUADBD XXX1J11.-VALORES MEDIOS DEL OBSERVADOR, COLUMNA (2) Y LA LECTURA DF ELISA, COLUMNA (3), DEL ESTUDIG
SEGUN CUATRO EJES EN RGDALES CON CENTRO EN CEPAS CONTROL EN LA FINCA LA HIGUERUELA~

O@ND s BN -

0,00
1,60
0,00
0,00
0,00
2,33
0,00
0,00
0,00
6,00
0,00
0.00
0,00
0,00
0,33
0,00
1,00
2,33
G,C0
0,00
1,66
0,00
2,33
0,00
0,00
1,66
1.66
1,23
1,00
1,00
2,00
0,00
0,00
2,00
2.00
2,00
0,00
2,00
2,00
0,33
1,66
1,66
0,00
c,00
0,00
1,66
0,00
0,00
2,00
0,00
0,00
0,50

0,980
1.508
0,123
0.130
0,108
1,730
0,105
0,10t
0,104
0.107
0,116
0,108
0,114
0.130
0,146
0,115
0,116
1,566
0,118
0,119
1,210
0,130
1,857
0,137

1,805 -

1,186
1,593
1,408
0,112
0,104
1,651
0,134
0,109
2,033
1.915
1,576
0.104
0,800
0,100
0,125
0,111
1,302
0118
0,105
0,102
1,263
0,113
0,125
1,001
0,131
2,195
0,128

0,83
0,00
1,66
2.00
2,00
0,00
0.00
1,66
166
1.66
0,00
0,00
1.66
0.00
0.00
2,00
0,00
0,00
0,00
2,03
1,33
0,00
0.50
0.00
0,00
0.00
0,00
0.00
0,00
0,82
0.00
0,16
0,00
0,00
0,00
1,66
0,00
0.00
1.66
0.00
2.00
0.00
0,00
0,00
1.33
0,50
0.00
0.00
0.00
0,00
0,00
0,00

0.106
0,105
2,362
2,061
1,471
0,156
0,106
1,210
1,560
1,114
0,104
0,110
1,178
1,359
0,125
1,518
0,126
0,112
0,103
1,128
2,224
0,128
0,110
0,105
0,165
0,109
1,059
0,102
a,108
0.118
0,104
0,106
0,116
0,110
0,110
3,427
0,117
0,102
1,082
0,110
0,121
0,104
0,115
0,113
2,038
1,833
0.148
0,100
0,107
1,002
0,105
0,960

105
106
107
108
109
110
111

12
113
114
115
116
117
118
119
120
121

122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
1585
156

2,00
0,33
6,00
1,33
0,00
2,00
0,00
0,00
0,00
0,00
2,00
0,00
0,66
2,66
0,00
0,00
0,00
0.00
0,66
0,00
0,00
0,00
0,00
1,66
0,00
2,00
9,00
0,66
0,00
0,00

2,8q .

0,00
0,00
0,00
1,66
1.66
0,00
1,00
0,00
0,00
0,00
0,00
1,66
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0.60

1,915
0,104
0,105
2,126
0,100
1,142
0,102
1,045
1,198
0,102
1,344
0,103
8,101
2,069
0,121
0,085
0,090
0,090
2.588
1.020
0,100
0,092
0,104
2,217
0,101
1,236
0,116
0,106
a,121
0,101
1,410
0,104
a,1té
0,127
1,423
1,813
0,117
6,103
0,110
a,097
0,092
0,107
0,120
0,972
0,113
0,092
0,100
0,107
a,115
0,103
0,101

0,102

157
158
159
150
161
162
163
164
165
166
167
168
1682
170
171
172
173
174
175
176
t77
178
179
i60
81
182
183
184
185
186
187
188
189
190
161
192
193
194
185
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208

1,68
0,006
0,00
0,00
0.00
4,00
¢.00
0,00
0.00
1.33
1.66
2,00
0.00
1,00
1,00
0.00
0,00
0,83.
6,00
0,00
0,00
0,00
0,82
0,00
0,00
1,33
0,00
1.66
8,00
1,68
1.66
0,00
1,00
0.00
1.66
1,00
1,33
1,00
0.00
0,83
1.66
1.66
0,00
1.33
0,83
0,00
1,33
1,66
0,00
0,00
0,00
0,00

0,101
1,147
0,106
0,115
0,105
0119
0,111
0,107
0,107
1,175
2,044
1,421
0,169
0,127
6,871
0,106
0,101
0,121
0.095
0,087
2,208
1,102
0,820
0,114
0.103
0,985
0.101
1,100
0,101
0,896
0,108
0.106
0,102
0.098
1,475
1,285
1,388
0,883
0,090
0,747
1,131
1.707
1,238
0,920
0,826
0,109
1,153
0,915
1,433
1,196
0,117
0,128

209
2190
211
212
213
214
215
216
217
218
218
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
21
232
233
234
235
236
237
238
238
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259

1,00
1.66
2,00
1,33
1.16
0.00
0.00
0,00
6.00
0,00
0.00
1,16
0,00
0,00
6.00
1,16
1,00
0,00
0,00
0,00
1,66
1,00
0.00
0.00
1.66
2,00
1.33
2.00
2,00
2,00
1,56
6.00
0,00
0,00
0.00
0.00
0.83
1,33
2,33
0,83
0.00
0.00
0.00
1.66
1,33
2.00
3.0¢
0.00
0,00
0,00
0.00

1,000
2,201
1,991
1,427
1.321
1,661
0,106
0,095
0,090
0,105
1,877
1.718
1.618
0,121 -
0,103
0,953
1,067
1,063
0,108
0,101
1,484
0,158
0,139
0.085
1,567
1,085
2,120
1,558
1,349
1,678
1,792
1,452
i,620
1,983
0,090
0,092
0,087
0,105
1,389
0,900
0,103
0,095
0,092
0,004
1,126
1,171
1,013
1,389
0,101
1,214
1,013



TOTAL

Fig. 48.— Data from "DATOS ELISA"
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