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La transmision horizontal de la
inmensa mayoria de virus de plantas
depende de insectos vectores con aparato
bucal picador-chupador, principalmente
pertenecientes al grupo de los homépteros
y en especial hembras partenogenéticas
de pulgon (Moreno, Fereres y Cambra,
2009; Fereres y Racca, 2015; Fereres,
Moreno y Loépez-Moya, 2016). El virus
de la sharka o viruela del ciruelo, Plum
pox virus (PPV) (Garcia et al., 2014) se
transmite de forma no persistente (“stylet
borne”), por 28 especies de pulgones
distintas (Cambray Vidal, 2016), la mayoria
migrantes polifagas, no colonizantes de
especies de Prunus. Este frecuente modo
de transmision en la naturaleza se realiza
por un proceso activo y se caracteriza por
una adquisicion del virus por el pulgdbn muy

rapida (segundos). El virus se retiene en la
parte distal del estilete unas pocas horas.
Asi, cuando un pulgén virulifero aterriza
en una planta y prueba (introduce el
estilete), aunque no se alimente, realiza el
proceso de egestion (salivacidn)-ingestion
de fluidos y tiene una alta probabilidad de
inocular con éxito el agente patégeno en
una célula sana, puesto que no se requiere
ningun periodo de latencia ya que el virus
esta en el estilete. Este comportamiento
puede ser monitoreado mediante la técnica
de graficos de penetracion electronicos
(“Electrical Penetration Graphs™-EPGs).
Cuando el estilete del pulgén alcanza
el floema de la planta se pueden
registrar dos tipicas formas de onda (E1
correspondiente a salivacion en las células
del floema y asociada a la inoculacién de
virus y E2 correspondiente a la ingestion
de fluidos y ligada a la adquisicion).
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La técnica de EPG ha sido utilizada para
identificar ~ especificamente  actividades
alimenticias relacionadas con la transmision
no persistente de virus por pulgones
(Fereres y Moreno, 2009). Estos estudios
muestran que en el caso de transmision no
persistente, los pulgones son incapaces de
adquirir o inocular virus durante una prueba
en la planta a menos que sea realizada una
puncién intracelular con el estilete (Powell,
1991) y que solo las particulas retenidas en
la parte distal del mismo sean adquiridas
0 inoculadas en la célula receptora del
huésped mediante un proceso de salivacion-
ingestion (Fereres, 2007; Blanc, Drucker y
Uzest, 2014). Un componente asistente de la
transmision entra en juego. Es una proteina
no estructural codificada por algunos virus,
la proteasa “helper component”-HC-Pro, que
cataliza la hidrélisis de la unién G-G en la
secuencia comun Y-X-V-G-G y que actua
como supresora del silenciamiento de ARN
(Garcia et al., 2014). El componente asistente
de la transmisién es un factor que algunas
especies de pulgones y PPV tienen en
comun para transmitir el virus. Se trata de
un mecanismo muy eficiente y sofisticado.
La veccidén dependiente del factor HC-Pro
ha sido revisada por Pirone y Blanc (1996).
HC-Pro actua como puente de unién entre
receptores especificos localizados en la parte
distal del estilete del vector y la proteina de
capsida de PPV. El dominio de union DAG
del HC-Pro es un motivo compuesto por un
triplete de aminoacidos (N-A-G), localizados
cerca de la parte N-terminal de la CP (Blanc et
al., 1997; Lopez-Moya, Wang y Pirone 1999)
y estda muy conservado en aislados de PPV
transmisibles por pulgén (AT). La pérdida de
transmisibilidad, esta asociada con delecién
en ese motivo (Maiss et al., 1989) que no lo
poseen aislados de PPV no transmisibles por
pulgon (NAT). Ademas, el HC-Pro expresado
de forma transiente en plantas transgénicas
de Nicotiana benthamiana es activo para
la transmision por pulgén de aislados de
PPV defectivos (Goytia et al., 2006), lo
cual confirma su importante papel en la
transmision.

Hembras partenogenéticas como
agentes causales de las epidemias
de PPV. Monitoreo.

El ciclo tipico de vida de los pulgones
(partenogénesis ciclica) comienza cuando
una hembra fundadora nace de un huevo
fertilizado que ha pasado el invierno en
una planta huésped. Una de las ventajas
de la reproduccién sexual en pulgones,
entre otras como favorecer la diversidad,
es justamente la de producir huevos fértiles
capaces de resistir el frio asegurando nuevas
generaciones (Simon, Rispe y Sunnucks,
2002). La hembra emergente, que es
partenogenética, comienza a principios de
primavera y a lo largo del verano a realizar
visitas a plantas huéspedes y a producir
multiples generaciones (10-30) (Kindlmann
y Dixon, 1989; Moran, 1992) asexuales de
hembras viviparas aladas o apteras, que
en una semana y durante un mes pueden
generar miles de individuos genéticamente
iguales (Dixon, 1988). Estas hembras en
primavera tienden a aterrizar en brotes
jévenes y verdes a los que son atraidas
inicialmente por los foto-receptores del pulgon
(Chittka y Doring, 2007), aunque la seleccién
de plantas huéspedes es un proceso mas
complejo que viene determinado en el pulgon
por diversos factores como los estimulos
olfativos (volatiles emitidos por la hoja en
funcion de su estado), visuales y gustativos
(Fereres y Moreno, 2009). Estas hembras
son atraidas por las hojas verdes captadas
por los foto-receptores del pulgén. En otofio
los habitos de vuelo de las hembras cambian
al sentirse atraidas hacia hojas amarillas
0 rojizas en ese momento en los arboles
frutales de hueso. Algunas especies de
pulgones son unicamente anholociclicas pero
otras exhiben reproduccion asexual y una
unica sexual dependiendo de la temporada
del ano (holociclicas) normalmente cuando
comienza el frio (Moran, 1992; Ogawa
y Miura, 2014). En un ciclo holociclico o
completo, tras el apareamiento las hembras
aladas ponen huevos fértiles en sus plantas
huéspedes de invierno. Este ciclo general
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propuesto por Chittka y Déring (2007) se
aplica solo a pulgones colonizadores de
frutales pero puede ser muy diferente para
otras especies y condiciones climaticas.
En zonas mediterraneas los pulgones
migrantes pueden pasar el invierno en
flora adventicia o en otro huésped lefioso
o herbaceo y los vuelos de pulgones
comienzan temprano en marzo y duran
hasta finales de noviembre en ciruelo
japonés y melocotonero en regiones como
Murcia, Sevilla y Valencia (Cambra et al.,
2004 y 2006) asi como en albaricoquero en
el sudeste francés (Labonne et al., 1994;
Labonne y Dallot, 2006). Unicamente en
el corto periodo invernal de diciembre a
finales de febrero del afio siguiente, no
se suelen capturar pulgones alados en
frutales en la peninsula ibérica. En climas
mediterraneos la poblacion de pulgones
decrece significativamente cuando la
temperatura media aumenta en verano en
nuestra latitud y alcanza un pico poblacional
importante en mayo-junio y otro menor en
otono. En climas continentales el periodo
sin vuelo de pulgones hembra es mas
largo y también la poblacidn se incrementa
en primavera y decrece en verano con
las altas temperaturas. Algunas especies
de pulgones suelen migrar a especies
herbaceas temporalmente, o alternar los
huéspedes para regresar en invierno a
frutales paralaovoposicion (Kunze yKrczal,
1971). En ambas zonas ecoldgicas las
hembras partenogenéticas asexualmente
multiplicadas de forma muy eficiente,
prosperan y alcanzan picos poblacionales
muy importantes de miles de individuos
en un corto periodo de tiempo que abarca
desde el comienzo de la primavera hasta
el otoio dependiendo de la latitud, altitud
y las condiciones climaticas de cada afo.
Las especies migrantes son en general
mas eficientes que las colonizadoras
de frutales para dispersar virus no
persistentes como PPV, pero las grandes
poblaciones de hembras aladas de ambas
especies (migrantes y/o colonizadoras),
son capaces de generar epidemias de

sharka si existe in6culo viral disponible.
Cuando un pulgon aterriza en una hoja o
fruto, pasea sobre su superficie y analiza
con su antena rica en sensores y prueba
con su aparato bucal. Ello le proporciona
informacion de las propiedades fisicas y
quimicas de la superficie y posiblemente
de las quimicas internas de la planta y
todas estas investigaciones preliminares le
llevan a la decision de introducir el estilete
y probar (Dixon, 1988) lo que es suficiente
para transmitir virus no persistentes que
pueden ser inoculados en epidermis y/o
parénquima, tejidos en los que puede
prosperar la infeccion. Si al pulgén le
agrada el medio y se trata de una especie
colonizadora o adaptada al huésped,
establece colonia, si no es asi tras probar
y/o alimentarse cambia de planta huésped
(especie migrante) que puede ser de
distinta especie botanica.

Las especies de pulgones pueden
ser estimadas, basicamente mediante
los siguientes meétodos de monitoreo:
i) muestreo directo de las colonias
establecidas (proporciona una informacién
precisa sobre las especies colonizadoras,
aunque no sobre las migrantes), ii)
diferentes trampas de succion (Taylor,
1951; Allison y Pike, 1988) (el método
proporciona informacién para estimar
las especies de pulgones presentes
en el ambiente del cultivo), iii) trampas
verdes o amarillas de agua (Moericke,
1951) (estiman las especies de pulgones
presentes en el huerto pero algunas
especies como Aphis spiraecola son
atraidas por el color amarillo falseando la
realidad de la estructura poblacional de
especies presentes enla plantacion, siendo
el uso de trampas verdes una opcion), iv)
trampas de hilos pegajosos (Labonne et
al., 1983) (proporciona informaciéon sobre
las especies que vuelan entre los arboles
de la plantacién cuando es colocada a
la altura de las ramas de la copa), v) la
trampa Malaise (Malaise, 1937; Gressitt,
1962) (proporciona informacion sobre
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las especies presentes en la zona), y vi) la
planta o brote pegajoso (Avinent, Hermoso
de Mendoza y Llacer, 1993; Cambra et al.,
2000; Marroquin et al., 2004) (proporciona
una informacion precisa de las especies que
visitan la planta al quedar pegadas en sus
hojas, frutos, flores, rociadas con una goma
no fitotéxica). Este método permite calcular el
numero real de visitantes por planta u 6rgano
engomado o por superficie inerte tratada y
a partir de los individuos capturados estimar
el porcentaje de viruliferos o portadores del
virus.

Intensidad vectorial y estima del
numero de visitantes viruliferos por
arbol o superficie de vivero.

La intensidad vectorial es un concepto
que puede utilizarse para predecir y modelar
epidemias. Se define como el producto
de la propensién vectorial por la actividad
del vector (Irwin y Ruesink, 1986). La
propension del vector se puede definir como
la probabilidad del mismo para transmitir en
condiciones de campo, que l6égicamente esta
relacionada con la eficiencia de transmision
de la especie vectora. La actividad del vector
es sinobnimo de la abundancia o numero
de pulgones visitantes, de los que los
viruliferos supondran un porcentaje del total
que aterrizan, prueban y/o se alimentan en
una planta, lo que es crucial para provocar
epidemias (lrwin, Kampmeier y Weisser,
2007).

Elnumerorealdepulgonesqueaterrizan
en un arbol o en una planta de vivero puede
ser estimado mediante el método del brote
pegajoso (Cambra et al., 2000; Marroquin
et al., 2004; Capote et al., 2008; Vidal et al.,
2010 y 2013). Resumiendo el método, se
seleccionan brotes de unos 10 cm en el arbol,
patron o planton de vivero (habitualmente 2-3
por arbol adulto en diferentes orientaciones
de la copa y 1 por planta de vivero; 5 arboles
por hectarea o 10 plantas de vivero por
bloque de una hectarea). A continuacion se
georreferencian y marcan con cinta adhesiva
blanca o cualquier sistema que facilite su

localizacién y que no posea color amarillo
(atrae a ciertas especies) o azul (repele a
otras especies). Posteriormente se tratan
con la goma contenida en un bote de aerosol
no fitotéxico (Souverode aerosol, Scotts-
France, distribuido en Espafia por Plant Print
Diagnostics SL) (Figura 1) y se recolectan
los brotes cada 7-10 dias sustituyéndolos por
nuevos.

Figura 1. El método del brote pegajoso es el
mas preciso para evaluar el numero y especie
de pulgones que aterrizan o visitan una planta.
Tratamiento con goma no fitotoxica en hojas.

Los pulgones e insectos capturados se
despegan por agitacién con aguarras y lavado
posterior con agua jabonosa y se conservan
en alcohol del 70% hasta su identificacién
bajo lupa binocular, desechando los insectos
de otras especies que no interesen. Se
cuenta el numero de pulgones por brote, hoja
o fruto o cualquier superficie en la que se
desee establecer el numero de pulgones que
aterrizan o visitan la superficie biolégica o
inerte. El numero de brotes o frutos por arbol
o por planta de vivero puede ser facilmente
estimado. El producto del numero de pulgones
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por brote por el numero de brotes o frutos/
arbol, servira para estimar con precision el
numero de visitantes. La operacion puede
realizarse en superficies inertes (malla
anti-pulgon, cajas de recoleccion, etc.) a lo
largo del afio o en un periodo determinado.
El método puede aplicarse durante el
periodo vegetativo o en reposo invernal
durante el cual es mas sencillo estimar el
numero de brotes/arbol. La comprobacion
del estatus virulifero de cada pulgon
individual puede realizarse utilizando
métodos sensibles de deteccién (Cambra
et al., 2013) como escachado-captura
RT-PCR semianidado (“heminested”)
(Olmos et al., 1997) o preferiblemente
por escachado RT-PCR en tiempo real
(Olmos et al., 2005). La alta sensibilidad
de estos métodos permite detectar RNA
viral sin realizar purificacion del mismo
de cada pulgon. El uso de métodos
directos de preparaciéon de muestras ha
sido ampliamente utilizado y revisado por
Moreno et al. (2009), Capote et al. (2009),
Vidal et al. (2010), De Boer y Lopez (2012),
IPPC-FAO (2012) y Cambra et al. (2013)
para detecciéon de PPV. Brevemente, los
pulgones individuales, manejados con un
pincel entomoldgico, son depositados en la
superficie de la membrana y escachados
hasta total disrupcién en papel Whatman
3MM o nailon cargado positivamente,
con la ayuda del fondo redondeado de
un tubo Eppendorf, utilizando un tubo
diferente para cada individuo para evitar
contaminaciones. Las membranas con
pulgones escachados pueden conservarse
a temperatura ambiente en un lugar seco
y obscuro hasta su analisis. La pieza de
membrana (aproximadamente 0,5 cm? que
contiene el pulgdon escachado se introduce
en un tubo Eppendorf y se afiaden 100 ml
de 0.5% Triton X-100, tras breve agitacién
e incubacién de 2 minutos a temperatura
ambiente y 5 microlitros del sobrenadante
se utilizan directamente como muestra
en RT-PCR en tiempo real. EI método
puede aplicarse a pulgones capturados en
trampas pegajosas, agua (en este caso es
conveniente anadir alcohol al agua de las

trampas Moericke) o cualquier otro método
y por supuesto a pulgones frescos. No
obstante la inmovilizacién o escachado
de pulgones en membranas permite su
remision a temperatura ambiente por
correo ordinario desde el sitio de captura y
escachado a un laboratorio especializado
en el que realizar la deteccién de dianas
virales.

Los beneficios de una estimacion
precisa del numero de dianas de RNA de
PPV adquiridas y transmitidas por un unico
pulgdn no solamente estan relacionados
con estudios basicos de replicacion viral
sino también con investigacion aplicada y
desarrollo de estrategias de control como
estudios epidemiologicos y de mejora de la
resistencia, en definitiva en aquellos casos
en los que se requiere una evaluacion
precisa del numero de viriones usados
para desafiar la resistencia de la planta
frente a la infeccion viral. EI numero de
pulgones PPV-viruliferos que aterriza en
una planta depende de i) la densidad de
indculo de PPV o prevalencia del virus en
una zona, ii) de la superficie de aterrizaje
disponible en hojas y frutos de distintas
especies de arboles frutales, cultivares vy
patrones (Cambra et al., 2004), iii) del color
de las hojas o frutos (Chittka y Doring,
2007), iv) de la poblacion de pulgones en
la plantacion o vivero y en los campos
colindantes, v) del periodo vegetativo del
afno y de la disponibilidad de hojas tiernas
y suculentas, vi) de la altitud y latitud de la
plantacion o vivero y de las condiciones
climaticas en el periodo especifico y en
el afio en curso, y vi) de la velocidad del
viento (Labonne and Quiot, 2006), que
supone que aterricen menos pulgones
en los arboles o plantones directamente
expuestos.

Asi, como ejemplo, el numero y
porcentaje relativo medio de especies de
pulgones que aterrizaron solo en el mes de
mayo en arboles adultos de ciruelo japonés
(media de 1999, 2002 y 2003) se estiméd
en Luchente (Valencia) mediante 45 brotes
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pegajosos (Cambra et al., 2004) y mostré que
Aphis spiraecola fue la especie preponderante
(43.4% del total de capturas) seguida de A.
gossypii (18.0%), Hyalopterus pruni (6.0%),

Brachycaudus prunicola (6.0%), A. craccivora
(3.0%), Myzus persicae (1.5%) y de otras
especies no vectoras (22.1%) (Tabla 1).

Tabla 1. Numero medio y porcentaje relativo de diferentes especies de pulgones que

aterrizaron en darboles adultos de ciruelo japonés (Prunus salicina) (45 brotes pegajosos) en
mayo 1999, 2002 y 2003 en Luchente, Valencia y estima del porcentaje de individuos
portadores de dianas de PPV amplificadas mediante “squash capture heminested RT-PCR.
Elaborado con datos de Cambra et al. (2004). Véase numero de brotes/arbol en Tabla 2.

Especiesque 1999 2002 2003 Total 3 afios/  Porcentaje
aterrizaron porcentaje de pulgones
en Prunus medio PPV-
salicina viruliferos
Aphis

spiraecola 68 106 95 269/43.4 12.3

A. gossypii 56 42 12 110/18.0 7.3
Hyalopterus.

pruni 23 4 10 37/6.0 8.1
Brachycaudus

prunicola 34 1 1 36/6.0 5.5

A. craccivora 3 9 5 17/3.0 17.6
Myzus

persicae 5 2 1 8/1.5 37.5
Otras spp. 58 61 23 142/22.1 8.5

no vectoras

Total o media

(%) 247 225 147 619/100 14.7%
Vectores

viruliferos

En negrita las especies vectoras relativamente mas eficientes en transmitir PPV, segun revisidn

de Cambra y Vidal (2016).

El porcentaje de pulgones PPV-
viruliferos fue estimado mediante escachado
RT-PCR semianidado segun Olmos et al.
(1997) e IPPC-FAO (2012). Los resultados
del analisis de los 619 pulgones individuales
capturados mostraron que el mayor porcentaje
de individuos viruliferos correspondié a M.
persicae (25,0%) seguido de A. spiraecola
(12,3%). Ambas especies muy eficientes en
transmitir PPV (Cambra y Vidal 2016). La

media de pulgones aterrizados/brote fue
de 111.15 en 1999, 101.25 en 2002 y 66.15
en mayo de 2003. Una media de 3,444
pulgones Vvisitd cualquier arbol de ciruelo
japonés en mayo en Valencia, de los cuales
el 11.9% fueron PPV-viruliferos (media de
410 individuos/arbol). El numero de pulgones
aterrizados/arbol fue proporcional a la
superficie estimada de hojas en funcion del
vigor del arbol (Tabla 2).
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Tabla 2. Estima del numero de pulgones que aterrizan en diferentes cultivares de Prunus
salicina segun su vigor y del nimero de pulgones PPV-viruliferos/arbol en el mes de mayo de
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2003 en Luchente, Valencia. Elaborado de Cambra et al. (2004) y Cambra y Vidal (2016).

Cultivar de Estima de Estimade Numero medio Estima de Pulgones PPV-
ciruelo brotes/arbol  superficie capturas de pulgones viruliferos/arbol
japonés foliaren  pulgones/brote visitantes/arbol  solo en mayo
(vigor) m?

Sun Gold 408 82 4,58 1,868 222
(vigoroso)

Fortune

(vigor 237 47 4.58 1,085 129
medio)

Cv. Friar

(erecto o 107 21 4.58 490 58
compacto)

Estos resultados justifican la
alta prevalencia, incidencia y rapida
dispersion de PPV en el area estudiada
en la cual especies eficientes en transmitir
naturalmente PPV son mayoritarias. En
otras zonas ecoldgicas como Bulgaria,
Republica Checa y Polonia las especies
preponderantes son Hyalopterus pruni,
seguida de Phorodon humili y Myzus
persicae. En Rumania A. spiraecola
seguido de H. pruni son las especies
predominantes (resultados del projecto EU
SharCo www.sharco.eu y Vidal et al., datos
no publicados y en preparacién). En areas
mediterraneas de Turquia H. pruni y M.
persicae son las especies predominantes
seguidas de A. craccivora, A. gossypii,
A. fabae, A. spiraecola y Macrosiphum
euphorbiae (Kaya et al., 2014) son
preponderantes. En Canada M. persicae
y A. spiraecola (Lowery et al., 2015) y en
Pensilvania-EEUU A. fabae, A. spiraecola,
B. persicae y M. persicae (Gildow et al.,
2004). Estos autores, ademas confirmaron
los resultados experimentales de Labonne
y Quiot (2001) que encontraron que los
pulgones pueden adquirir el virus de
frutos infectados representando un riesgo
de transmision a larga distancia si los

pulgones prueban de frutos, incluso ya
recolectados y posteriormente visitan
arboles de especies susceptibles. Este
hecho experimental fue comunicado
al Ministerio de Agricultura de Brasil
en vistas a posibles regulaciones de la
importacién y comercio de fruta infectada
(Rezende et al., 2016), pero el papel de
los frutos infectados en la epidemiologia
de PPV a larga distancia es muy incierto
aunque puede ser empleado como arma
de proteccion comercial. Sin embargo, el
papel de los frutos infectados puede ser
importante en la dispersion de PPV dentro
de una plantacion. Se ha comprobado que
el numero medio de pulgones visitantes
por fruto de melocotonero en Sevilla y
Valencia es superior al numero de pulgones
que visitan una hoja. En experimentos
realizados en ambas zonas el numero
de individuos visitantes de A. spiraecola
resultd el doble por fruto de melocotén
Catherine que por hoja (media de 13
pulgones/fruto frente a 6 pulgones/hoja)
durante dos semanas de exposicion en el
mes de mayo en Sevilla. Estos resultados
pueden deberse a la especial atraccion
que ejerce el color amarillo del fruto de
algunos cultivares en esta especie de
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pulgones, pero demuestran que los pulgones
visitan frecuentemente frutos.

En otros estudios la diversidad
poblacional de especies de pulgones que
visitanarbolesdecirueloeuropeotransgénicos
resistente a PPV (C5-HoneySweet) o ciruelos
europeos O japoneses convencionales,
resultd similar en campos experimentales
en Liria (Valencia) (Capote et al.,, 2008).
A pesar del gran numero de pulgones que
visitaron arboles de frutales de hueso
(ciruelos japoneses o melocotoneros) en
Sevilla (media anual de 20.960 A. spiraecola,
9.960 A. gossypiiy 4.365 H. pruni/afio; media
de 35.285 vectores visitantes/arbol afio, por
tanto en una hectarea de ciruelos japoneses
con 425 arboles se estima que 14,99
millones de pulgones la visitan. Con estas
cantidades se produce infeccion natural en
ciruelos japoneses pero no de cultivares de
melocotonero por PPV-D (Dideron) (Cambra
et al., 2006). Este comportamiento, que
se observa tambien en Valencia, no se
observa en Francia, Canada y EEUU donde
los aislados locales de PPV tipo D tienen
caracter epidémico aunque débil en cultivares
de melocotonero, que es muchisimo menor
que el observado para PPV-M (tipo Marcus)
en Francia (Dallot et al., 2004). No obstante,
la transmisién experimental de PPV-M
muestra que este tipo agresivo de PPV es
significativamente menos transmisible desde
cultivares de melocotonero y entre cultivares
que de plantas de melocotonero de semilla
y entre ellas (Capote et al., 2006 y datos no
publicados). EI niumero medio estimado de
pulgones (media de dos afios) determinado
por brotes pegajosos que aterrizaron en
plantas de vivero en Liria (Valencia) fue de 247
pulgones/planta solo en mayo (54.4% fueron
A. spiraecola), en consecuencia si se cultiva
una media de 60.000 patrones de vivero por
hectarea, supone que aproximadamente
14,82 millones de pulgones visitan un bloque
de plantas de vivero de 1 ha, implicando un
alto riesgo de infeccioén si hay inéculo de PPV
disponible cercano. Todo ello da una idea
de las verdaderas oleadas de pulgones que

visitan las plantaciones y los viveros y justifica
la facilidad de la infeccion natural. EI numero
si que cuenta y si ademas es de especies
de vectores eficientes, la infeccion esta
asegurada y la incidencia de la enfermedad
progresa de forma rapida.

Se han establecido 28 especies de
pulgones vectoras de PPV, pero unicamente
10 de ellas colonizan arboles del género
Prunus (Cambra y Vidal, 2016). Por lo tanto,
las especies mayoritariamente responsables
de la dispersion de PPV son las especies
migrantes, siendo las hojas y los frutos
infectados su fuente de indculo. Las especies
vectoras mas eficientes en la transmision
natural de PPV son Myzus persicae,
Phorodon humili y Aphis spiraecola. Las
especies consideradas con eficacia media-
alta para transmitir PPV son Brachycaudus
helicrisi, B. carduiy A. craccivora. Las menos
eficientes son: A. gossypii e Hyalopterus
pruni, no obstante el numero de visitantes
puede compensar la pobre eficiencia en
transmitir PPV. Una simple prueba de un
M. persicae es suficiente para inocular con
exito 26.750 moléculas de RNA de PPV
en una planta receptora de melocotonero
de semilla GF305 provocando un 20% de
infecciones sistémicas (Moreno et al., 2009).
Probablemente pocos M. persicae pueden
producir similares epidemias que cientos
de H. pruni o A. gossypii PPV-viruliferos.
Solo parte del numero total de pulgones que
prueban en hojas infectadas aciertan con
células que contienen viriones, justificando
que no todos los individuos que prueban en
un arbol infectado puedan ser viruliferos. Se
han identificado diversos factores que afectan
a la dispersion de PPV-M en plantaciones
de melocotonero (Dallot et al, 2004).
Ademas, Capote et al. (2005) y estudios
complementarios no publicados demuestran
gque un unico M. persicae que prueba en
un ciruelo japonés cv. Black Diamond con
infeccion mixta PPV-D+M puede transmitir
experimentalmente el tipo D, M o ambos
simultdneamente.
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Asi, por lo expuesto, los pulgones,
por su numero y eficiencia de transmision,
se convierten en un vehiculo muy eficaz de
la dispersion natural del virus. EI numero
de arboles infectados en una temporada
en una plantaciéon esta directamente
relacionado con el numero de individuos
alados eficientes en transmitir PPV.
Estos pulgones han probado o se han
alimentado en hojas o frutos infectados
(Barba et al., 2011). El comportamiento de
los pulgones dentro de una plantacién o
bloque de vivero es un factor considerado
significativo para la dispersion del virus
(Labonne y Quiot, 2006). La eficiencia
de la transmisién natural y el perfil de
dispersiéon temporal y espacial puede
diferir entre tipos de PPV (10 descritos,
Cambra y Vidal, 2016) en funcién de los
tipos de PPV y de los huéspedes. En
Espafna y Norteamérica el movimiento de
pulgones PPV-D viruliferos se produce
mayoritariamente desde un arbol hacia
arboles situados a varios espacios de
separacion en la plantacion (Gottwald et
al., 1995; Gottwald, 2006). No obstante, la
dispersiéon de PPV-M en Francia sugiere
el vuelo preferencial de pulgones hacia
arboles contiguos al infectado, sugiriendo
transmision a corta distancia (Labonne y
Dallot, 2006). En Espana la dispersion de
PPV-M sugiere un proceso de contagio
compuesto de transmisién a larga distancia
(hasta de 150 m) y una serie de contagios
en arboles adyacentes (Capote et al.,
2010). En estudios realizados en Francia
el 90% de los nuevos arboles infectados
se detectaron a menos de 200 m del arbol
previamente infectado, aunque se han
detectado infecciones hasta a 600 m del
foco de in6culo (Labonne y Dallot, 2006).

Estrategias de control de Ia
dispersion natural

Las unicas estrategias eficaces para
impedir y/o mitigar la dispersion natural
de PPV son aquellas dirigidas contra
la actividad vectorial. No obstante, Ila
reduccion de las poblaciones de vectores

de virus no persistentes no son efectivas
mediante tratamientos insecticidas ya
que el virus es inoculado en una breve
picadura de prueba, mas rapido que la
accion del insecticida. El insecto muere
pero ya ha inoculado el virus. En todo
caso los tratamientos solo son capaces
de reducir la poblacién de pulgones que
colonizan el cultivo y no a los migrantes.
Ademas, los tratamientos convencionales
pueden inducir inquietud en los pulgones
implicando un aumento de la actividad o
nuevos intentos de inoculacién comparado
con los que realizan los insectos en calma
(Fereres y Racca, 2015). El uso exclusivo
de material vegetal (variedades, patrones
y plantones) certificados como libres de
PPV y producidos bajo un esquema de
certificacibn suponen una garantia de
no introduccion desde el principio de la
plantacion de material infectado. Ademas,
la sistematica eliminacion de arboles
infectados, fuentes de ind6culo dentro de
la plantacién es muy eficaz para retardar
la progresiéon de la enfermedad de la
sharka. En el proyecto europeo SharCo
(www.sharco.eu) se han generado guias
de cultivo (para viveros y plantaciones)
que resultan muy utiles para contener la
dispersion natural de PPV.

El uso de barreras fisicas es la mejor
estrategia para prevenir PPV (cultivo bajo
malla anti-pulgdn, uso de mallas o tejidos
impregnados en insecticida y tratamiento
con aceite minerales de uso horticola-
HMO). La propagacién de material de
partida o plantas madre libres de PPV
mediante técnicas de multiplicacion in
vitro es una garantia ya que los pulgones
viruliferos no interfieren en el proceso. El
cultivo de patrones y plantas injertadas
bajo malla anti-pulgdbn o incluso de
cualquier cultivar de importancia e interés
economico, previene muy eficazmente
de la infeccion. El cultivo de plantas
madre o de colecciones de germoplasma
bajo instalaciones, que pueden ser muy
simples, es necesario para mantener el
estatus de sanidad requerido. Las mismas
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pueden ser establecidas temporalmente en
plantaciones de interés econdmico (Figura
2), al menos durante primavera o cuando se
detecte la aparicion de los primeros pulgones
PPV-viruliferos (el uso de trampas pegajosas

y el analisis de los pulgones capturados en
grupos de 5 -10 mediante RT-PCR en tiempo
real, puede constituir una herramienta de
alarma para la instalacion de la malla o para
comenzar los tratamientos con HMO).

Figura 2. Las barreras fisicas (mallas de plastico antipulgébn en la imagen) son muy
eficaces para prevenirinfecciones por virus de transmision persistentes y semipersistente
y pueden ser colocadas temporalmente en la época de maximo vuelo de pulgones
viruliferos.

La aplicacion de HMO cada 7-10 dias,
desde la aparicién de los primeros pulgones
viruliferos y hasta el decaimiento de las
poblaciones, ha sido muy eficaz para reducir
significativamente la dispersién de PPV en
zonas de alta densidad de in6culo en viveros
situados en pleno campo (Figura 3) en
diversas zonas ecoldgicas europeas (Vidal
et al., 2010 y 2013).

Esta estrategia ha demonstrado
proporcionar un control completo de
la dispersion de PPV en condiciones
experimentales de transmisién efectuadas
en laboratorio (Samara et al., 2016). El uso
de cultivares de ciruelo europeo transgénicos
resistentes a PPV (C5, HoneySweet),
desregulado en EEUU (Scorza et al., 2013)
o de plantaciones de almendro, especie

resistente a PPV (Rubio, Martinez Gémez y
Dicenta, 2003) o de hibridos melocotonero-
almendro como Adafuel o GF677, podrian
utilizarse como “plantas pantalla” o “barreras
fisicas” (Hooks y Fereres, 2006) en zonas
tampon colindantes a plantaciones infectadas
0 para proteger colecciones de germoplasma
susceptible. Los cultivares resistentes
actuaran de “limpiadores o descargadores
de PPV” de los pulgones viruliferos que
prueben en ellos y tras pocas picaduras de
prueba quedaran sin PPV en su estilete. En
todo caso, estrategias integradas y guias de
cultivo apropiadas son cruciales para prevenir
y en todo caso reducir la infeccidon natural
hasta que estén disponibles y se acepten
legalmente frutales de hueso transgénicos
resistentes a la infeccion natural por PPV.
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Figura 3. Efecto del tratamiento con aceite mineral de uso horticola cada 7-10 dias
utilizado para crear una barrera fisica frente a la transmisién de Plum pox virus. Se trata
de un método muy eficaz para prevenir la infeccion natural y su uso produce efectos
positivos en el vigor del patron de Prunus Mariana GF81. A la izquierda plantas tratadas
y a la derecha plantas sin tratar.
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