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Variación en las tasas de infestación

de Aleyrodes proletella (Linnaeus,

1758) en tres cultivares de col repollo

Mariano Muniz

Centro de Ciencias Medioambientales (CSIC). Departamento de Protección Vegetal.

c/ Serrano 115 Dpdo. 28006 Madrid. Tel.: 91 745 2500. FAX: 91 4640800.

E-mail: mmuniz@ccma.csic.es.

Resumen

Mediante experimentos de libre elección en in

vernadero, se han determinado las tasas de infes

tación de Aleyrodes proletella (L.) en los siguien

tes cultivares de col repollo: "Bruswick", "Picador"

y "Quisto". El orden decreciente de preferencia de

los adultos en términos de porcentajes de infesta

ción fue "Bruswick">"Picador">"Quisto". Con los

valores de las tasas de infestación {y) por adultos,

se estimaron por regresión lineal los porcentajes

de infestación de plantas, con al menos un adulto,

en función del número de insectos (x) presentes

diariamente, utilizándose la función z = -ax, siendo

z=ln[1-(y/100)]. Se obtuvieron valores de los coefi

cientes de regresión (R) con significación estadísti

ca del 99,99% en todos los casos. El número esti

mado de adultos de A. proletella necesario para

infestar el 50 y el 90% de las plantas utilizadas fue

similar en todos los casos: "Bruswick": 23 y 76, res

pectivamente; "Picador": 17 y 57 y "Quisto": 24 y

79.

Palabras clave:

Aleyrodes proletella, brassicas, col repollo, tasas

de infestación, modelos.

Introducción

Según datos del Anuario de Estadística

Agroalimentaria del Ministerio de Agricultura, Pes

ca y Alimentación, la superficie y producción de

coles en España en el año 2000 fue de 11000 hectá

reas y 306000 toneladas, respectivamente. En las

Islas Canarias, estos valores fueron de 321 ha. y

5824 t. (Anónimo, 2000). La "mosca blanca de la

col", Aleyrodes proletella (L.) fue citada por prime

ra vez en Tenerife (Gómez-Menor, 1954) y ocasiona

actualmente importantes daños en numerosos cul

tivos del género brassica en Europa, entre los que

se incluyen la coliflor y diferentes tipos de coles

como bróculi, lombarda y romaneso (Loomans y

col., 2002). Recientemente se ha detectado en Es

paña un incremento de sus poblaciones (Alcázar y

Lacasa 1999; Lacasa y col., 1998) y, en concreto, en

Cananas se extiende portodas las islas, donde ata

ca a diferentes cultivos de cruciferas, especialmen

te coles (Hernández-Suárez, 1999; Hernández-

Suárez y Carnero, 2000). Considerando que el es

tado fenológico de los cultivos parece no verse afec

tado gravemente por la presencia de un número

relativamente elevado de adultos y que no existen

datos sobre la transmisión de virus asociados a esta

especie, podría pensarse que la distribución e inci

dencia de esta especie no presenta problemas dig

nos de considerar dentro de posibles programas

de control integrado de este insecto. Sin embargo,

A. proletella ocasiona importantes daños directos,

ya que los adultos y las larvas extraen elementos

nutritivos de la planta, e indirectos al excretar sus

tancias que facilitan el desarrollo de hongos, con

la consiguiente disminución de su valor en los

mercados.

Por otra parte, la aplicación prolongada de

plaguicidas de amplio espectro, induce la aparición

de poblaciones resistentes y provoca efectos

medioambientales adversos. Por ello, es importante

realizar investigaciones para tratar de encontrar

germoplasma resistente que, junto a la utilización

conjunta de enemigos naturales conducirá a una

aplicación racional de programas de control de este

insecto (Ramsey y Ellis, 1994).

El principal objetivo de este trabajo ha sido de

terminar las tasas diferenciales de infestación en

tres cultivares de col mediante experimentos de li-
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bre elección en invernadero y, a partir de los datos

obtenidos, elaborar modelos de predicción que

permitan estimar porcentajes de infestación depen

diendo de I número de adultos que están presen

tes en las plantas.

Material y Métodos

En un invernadero de 60 m 2 con malla anti

insectos se situaron 20 plantas de cada uno de los

siguientes cultivares: "Bruswick" (Superhort), "Pi

cador"" (Clause Semences) y "Quisto" {Syngenta

Sedes S.A.). Las plantas se colocaron equidistantes

con un diseño al azar, de forma que las hojas de las

macetas próximas no se tocasen. Tres días después

se soltó un número indeterminado de adultos de

A. proleteila, recolectadas en el año 2000 sobre

cultivos de coliflor en San Martín de la Vega^Ma

drid) y criados en col repollo durante más ele 30 '

generaciones. A partir del quinto día, para facilitar

que los adultos se distribuyeran por las plantas, se

contabilizó diariamente sin excepción el número de

adultos en todas las hojas de las plantas hasta la

emergencia de la siguiente generación, día en que

se contabilizaron las pupas en cada planta. La po

blación inicial fue de 300 adultos. Las condiciones

medias en 24 h. del invernadero durante los días

de experimentación fueron: Temp: 20.02 ± 0.1^;

humedad relativa: 65.2 ± 0.6 %.

Los valores observados de porcentajes de plan

tas infestadas (y) con un cierto número de adultos

de A. proleteila [x) se ajustaron a la recta: z = -ax,

siendo z = ln[1-(y/100)J y a el parámetro a estimar

(Muñiz y Nombela, 1999, Nombela y col. 2001,

Muñiz y col., 2002). Para el ajuste de los datos se

utilizó el programa SPSS para Windows.

Resultados

En la Figura 1 se ha representado la distribu

ción de los adultos en los tres cultivares durante el

experimento, así como la variación diaria de los

porcentajes de plantas infestadas, observándose

que, respecto a la abundancia de adultos, los valo

res más elevados se obtuvieron en "Bruswick" prác

ticamente a lo largo de todos los días del ensayo.

En la Figura 2 se han representado la forma

exponencial correspondiente a la transformación

de la recta z = -ax, siendo z = ln[1-(y/100)], y = por

centaje de plantas infestadas, x = número de adul

tos. En todos los casos se obtuvieron valores del

coeficiente de determinación significativos al 99,

99%. Como se puede observar, los valores de las

pendientes son próximos en todos los casos, lo que

indica que el número

de insectos estimado

que infestaría un cier

to porcentaje de plan

tas infestadas es si

milar (Tabla 1).

En la Tabla 1 se

pueden observar los

valores medios de di

ferentes parámetros

de infestación por A.

proleteila en los tres

cultivares utilizados a

lo largo del experi

mento. Tanto el por

centaje de plantas in

festadas por uno o

más insectos, como

el de adultos, fue

significativamente

más elevado en

"Bruswick" que en los otros cultivares, no hallán

dose diferencias significativas al 95% en dichos

valores entre "Picador" y "Quisto". El número

medio de pupas por planta fue estadísticamente

igual en "Bruswick" que en "Quisto" y

significativamente mayor que en "Picador". Debi

do a que el número de hojas en "Bruswick" fue

menor que en los otros dos cultivares, el número

medio de pupas por hoja fue significativamente

mayor en estas plantas.

Por hibridación molecular en Tenerife se diag

nóstica TYLCV y en Gran Canaria se detectan TYLCV

y TYLCSV tanto por separado como de forma mix

ta, sin embargo, la especie TYLCV se detecta en

mayor número de muestras que la especie TYLCSV.

Los resultados positivos se corresponden a varie

dades tolerantes y susceptibles de tomate (Figura

3). Las muestras en las que se han diagnosticado

ambas especies de esta enfermedad deben ser es

tudiadas en mayor profundidad, ya que podría tra

tarse de poblaciones mixtas o de la presencia de

algún recombinante natural entre las dos especies

asociadas.

Tras el análisis de malas hierbas por ELISA-TAS,

se obtuvieron resultados positivos para TYLCD en

diferentes especies: Matva parviflora, Solanum

nigrum y Chenopodium múrale. Estos resultados

se vieron confirmados con los resultados de PCR e

hibridación molecular que también dieron positi

vos para TYLCV en las especies mencionadas.

Actualmente se mantiene este estudio, con el

análisis de nuevas muestras tomadas en la campa

ña 2002-2003 para seguir la evolución de ambas

especies virales en Canarias. Esto permitirá aclarar

y confirmar los resultados preliminares obtenidos.

CONCLUSIONES

Existe la presencia del Virus de la Cuchara

(TYLCD} afectando tanto a variedades de to

mate susceptibles como tolerantes en diferen

tes zonas de Tenerife y Gran Canaria.

- Se encontró una distribución diferente de las

especies de TYLCD en las 2 islas estudiadas.

En Tenerife se detectó solamente la especie

TYLCV.

En Gran Canaria se detectaron las dos espe

cies por separado TYLCSV y TYLCV, además de

la asociación de ambas.

BIBLIOGRAFÍA

- Se confirmó en Tenerife la especie TYLCV en

las malas hierbas: Solanum nigrum, Cheno

podium múrale y Malva parviflora, consideran

do estas dos últimas como posibles nuevos

huéspedes.

Como consecuencia de los resultados obteni

dos, es complicado tomar unas medidas de con

trol eficaces, ya que la población actual de TYLCD

está constituida por diferentes especies virales

TYLCV, TYLCSV, la asociación de ambas especies

y/o la posible presencia de algún recombinante, que

estaría por determinar. Por ello, es necesario el

desarrollo de nuevas variedades comerciales que

tuvieran en cuenta esta diversificación genética de

la población (Monci ef al., 2003), así como seguir

tomando las medidas fitosanitarias conocidas por

todos de forma exhaustiva y por zonas en conjun

to, por todos los agricultores.
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tocólo de diagnóstico por Hibridación con Sondas

Moleculares marcadas con Digoxigenina (DIG) (de

tección no radioactiva quimioluminiscente) de la

empresa Roche.

Las Sondas de ADN utilizadas fueron: TYLCV-

Mld (psp 72/97) para detectar la especie TYLCV

(obtenida del clon pPORT2 de un aislado provenien

te de Portugal) y TYLCSV (psp98) para detectar la

especie Sardinia, TYLCSV obtenidas mediante el

protocolo DIG y el Kit de detección (Boehringer

Mannheim GmbH) (Navas-Castillo et ai, 1999).

Resultados y Discusión

Se detectó por ELISA-TAS la presencia de la en

fermedad de la cuchara (TYLCD) en todas las zo

nas muestreadas, tanto en Gran Canaria como

Tenerife, en variedades sensibles y tolerantes, aun

que estas últimas manifiesten los síntomas de for

ma menos severa (Foto 4).

Se diagnosticó por PCR la especie TYLCV en

todas las zonas de cultivo de tomate de Tenerife,

causando daños de ligeros a severos en varieda

des tolerantes y susceptibles respectivamente (Ta

bla 2, Gráficoi y Figura 1).

Sin embargo en Gran Canaria por PCR, se de

tectó la presencia de la especie TYLCV únicamente

en una muestra y TYLCSV en el resto (Tabla 3, Grá

fico 2 y Figura 2).

Para interpretar los resultados obtenidos es ne

cesario tener en cuenta algunos aspectos impor

tantes sobre las técnicas moleculares utilizadas para

la detección. Por un lado, la técnica de PCR y por

otro la Hibridación Molecular, y aunque ambas tie

nen alta sensibilidad y pueden detectar específi

camente la presencia de especies virales, es de re

saltar que con la segunda se puede detectar una

mayor población del virus dentro de una misma

especie, por ser menos específica que la primera.

Además, el protocolo de PCR utilizado tiene el in

conveniente de no poder distinguir una especie de

la otra en presencia de poblaciones mixtas de

TYLCD; el kit contiene dos primers universales

(AV632-AC923) que amplifican una banda a 462 pb,

presente en un gran númerodebegomovirus.yque

se obtendría tanto en presencia de TYLCV como

TYLCSV; sin embargo, contiene otro primer (AV950)

que es específico y solamente amplifica una banda

a 135 pb presente en TYLCSV (Martínez-Culebras

ef al., 2001). Por tanto, cuando se obtienen las 2

bandas no podemos discriminar si únicamente está

presente la especie TYLCSV o una población mixta

TYLCV-TYLCSV.

Por la técnica de PCR, con el protocolo utilizado

y teniendo en cuenta los inconvenientes antes men

cionados, en Gran Canaria se detecta la especie

TYLCV y mayoritariamente la especie TYLCSV con

la posibilidad de que esté presente en asociación

con la anterior.

c

Foto 4. Síntomas suaves de la enfermedad en variedad tolerante {EIdíez) en 2002
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Figura 1. Variación diaria de los
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TABLA 1. Valores medios de parámetros de infestación de A. Proletella en

diferentes cultivares de col repollo a lo largo del experimento {23 días)

■nfpultivar

3ruswick

Picador

Quisto

Plantas

infectadas

96 a

92 b

94 b

Adultos//

Cultivar

39 a

24 b

37 b

Pupas/

planta

85 ac

53 b

87 c

Pupas/ hoja

17 a

8 b

11 b

Num. Estimado de insectos

necesarios para infectar el

50% de las j 90% de las

plantas palntas

13

17

15

43

57

49

En esta misma tabla se indica el número esti

mado de adultos necesario para infestar el 50 o el este cultivar en lugar de

90% de las plantas, derivado de las funciones re

presentadas en la figura 2. Como puede observar

se son necesarios más adultos para infestar plan- Agradecimientos

tas de "Picador" que los otros cultivares.

lo que cabe recomendar una utilización mayor de

este cultivar en lugar de "Bruswick" y "Quisto".

De los resultados anteriores se puede deducir

que, si bien ninguno de los cultivares presenta un

grado de resistencia notable a este insecto, las ta

sas de infestación en "Picador", en términos del

porcentaje de adultos observados en las plantas y

del número de pupas por planta, fue considerable

mente menor que en los otros dos cultivares, por

Mi agradecimiento a la Dra. Gloria Nombela

Blázquez por su ayuda en la realización de los en

sayos y a los Dres. Estrella Hernández Suárez y

Aurelio Carnero Hernández que me suministraron

las semillas para estas investigaciones. Este estu
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vos por PCR para todas las muestras analizadas y

positivos para TYLCV por hibridación molecular en

las siguientes especies: Sonchus oleraceus L.

Chenopodium múrale, Malva parviflora, Nicotiana

glauca Graham, Solanum nigrum, Datura

stramonium L, citadas anteriormente en la litera

tura como hospedantes (Hernandez-Suárez et al.,

2003). Amaranthus retroflexus L, Oxalis europaea

L, Setaria adherens (Forssk) Chiov. Y Forskaolea

angustifolia Retz no han sido citadas para TYLCD

en la bibliografía consultada, por lo que si se con

firmaran estos resultados mediante otros estudios,

podrían constituir un potencial de inoculo de la

enfermedad. Concretamente, las especies Malva

parvifloray Chenopodium múrale resultarían nue

vas citas en España para la especie TYLCV.

En el año 2002, se detecta por primera vez en la

isla de la Palma en el municipio de Puntagorda en

cultivos de tomate de ensalada al aire libre (varie

dad Indalo). Actualmente, la enfermedad no se ha

vuelto a detectar desde su primera aparición

(Betancourt, 2002, Agencia de Extensión Agraria de

Punta Gorda, comunicación personal). Se confir

mó la enfermedad por ELISA-TAS en el Laborato

rio de Sanidad Vegetal.

Objetivos

El objetivo principal del presente trabajo es la

detección y diagnóstico de la enfermedad TYLCD y

especies implicadas TYLCV y TYLCSV por diferen

tes métodos de diagnóstico: serológicos con

anticuerpos específicos para TYLCD (ELISA-TAS) y

moleculares con "primers" y sondas específicas

para TYLCV y TYLCSV (PCR e hibridación mole

cular), en cultivos de tomate de exportación en

Tenerife y Gran Canaria, así como la detección de

estas especies en malas hierbas procedentes de

Tenerife.

Material y Métodos

Se realizó un muestreo al final de la Cam

paña del 2001-2002 en las zonas de cultivo de to

mate de exportación de Tenerife y Gran Canaria.

Se hicieron muéstreos de plantas con síntomas de

TYLCD, tanto en cultivos en condiciones de aire li

bre como invernadero (malla). Además, se toma

ron diferentes muestras de malas hierbas con sín

tomas localizadas en las parcelas estudiadas de

Tenerife.

Las zonas prospectadas fueron:

- Tenerife: Granadilla, Arico, Guía de Isora, San

tiago del Teide.

- Gran Canaria: Telde, Ingenio, Agüimes, Santa

Lucia de Tirajana, San Bartolomé de Tirajana.

Se muestrearon diferentes variedades tanto

tolerantes (T) como susceptibles (S) al virus de la

cuchara, que presentaron síntomas de la enferme

dad, apareciendo rangos desde ligero hasta seve

ro en las diferentes zonas. Las variedades tomadas

fueron:

- Tenerife: Boludo (T), Cherry (S), Malí (S),

Dominique (S), Thomas (S), Timpany (T),

Dorothy 0"), Tyrade (T), Daniela (S).

- Gran Canaria: Isa (T), Gardel (T), Boludo (T),

Naysica <S), 1003 (T) El Diez (T)

lera (S), Pitenza (S), Yosefin (S), Daniela (S),

Boro (T), Sinatra (S), Nereyda(S)

Para el diagnóstico de todas las muestras, tan

to tomate como malas hierbas se utilizó el método

serológico (ELISA-TAS) para comprobar la presen

cia del TYLCD. Posteriormente se diagnosticaron

mediante métodos moleculares (PCR e Hibridación

Molecular) para determinar las especies presen

tes: TYLCV, TYLCSV y la asociación TYLCV +

TYLCSV.

A continuación se resumen los métodos de análi

sis y reactivos empleados:

ELISA-TAS (Triple Antibody Sandwich):

Para la detección del TYLCD se usaron 3 anticuerpos

de la marca DSMZ:

-, Anticuerpo Policlonal IgG : AS-0588.

- Anticuerpo Monoclonal Mab: A-0546/2.

- Anticuerpo de antiratón marcado con fosfatasa

alcalina RAM-ap.

PCR (Reacción en Cadena de la Polimerasa):

- Extracción del ADN: Se utilizó el producto EZNA

Plant DNA Miniprepkit (referencia D3486-02, de

Omega).

- Amplificación del ADN: Se utilizó el Set TYLCV

de Need, que contiene los primers AV632-

AC923 y AV950 (Martínez- Culebras et al., 2001).

- Electroforesis: Los productos de la PCR (ADN

amplificado) se analizan mediante electroforesis

en gel de agarosa al 2%, tras tinción con

Bromuro de Etidio, utilizando el marcador de

peso molecular: Gene RuberTM 100 pb ladder

Plus (Ref. SM 0321, MBI Fermentas) para deter

minar el peso molecular de las bandas genera

das: TYLCV- 462 pb y TYLCV+TYLCSV - 462 y

135 pb.

Hibridación con Sondas Moleculares marcadas con

Digoxigenina (DIG)

Las muestras recolectadas fueron analizadas

para detectar la presencia de virus mediante el pro-
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