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INTRODUCCION

En Chile, La superficie nacional de hortalizas en la temporada 2020-2021 se estimé en
92.720 hectéreas, de las cuales 80.392 ha. Corresponden principalmente a produccion de
hortalizas frescas y 12.328 ha. a hortalizas de uso industrial (Mufioz, 2021). En el pais, la
mayor parte de la poblacion vive en la zona central, elevando la demanda de productos
frescos y concentrando el 75% de la superficie total dedicada a hortalizas (Boza et al., 2019).
La participacién de pequefios productores es muy relevante en la horticultura nacional
(Berdegué y Rojas, 2014) al ser proveedores importantes de frutas y hortalizas frescas, sobre
todo a través de las ferias libres (Observatorio Feria Libre, 2013; Tejada, 2014).

Una de las hortalizas con mayor rango de distribucién dentro del pais es el cilantro
(Coriandrum sativum L..), con una superficie nacional cultivada de 747,10 ha. segun el censo
Nacional Agropecuario (2007), en donde 728,57 ha. se cultivan al aire libre y 18,50 ha. bajo
invernadero (Vega, 2012). Dentro de los patdgenos que afectan a este cultivo destacan:
Pseudomonas syringae pv. coriandricola, Ramularia coriandris, Fusarium oxysporum,
Helminthosporium spp. y Curvularia spp., asi como también las enfermedades causadas por
virus (Gonzélez et al., 2017). Los virus afectan enormemente los rendimientos y calidad de
sus hospederos, acortando su vida Util, y haciéndolos mas susceptibles a otros agentes
infecciosos (Cruzat y Montes, 2009). En Brasil y Yemen se reportaron dos virus que causan
dafo a este cultivo: Celery mosaic virus (CeMV) (Oliveiray Kitajima, 1981) y Alfalfa mosaic
virus (AMV) (Alhubaishi et al., 1987), respectivamente. Para el control se recomienda la
eliminacién de plantas con los primeros sintomas y realizar un adecuado manejo preventivo,
monitoreando y controlando a sus vectores, ya que, una vez establecida la enfermedad es
dificil su erradicacion (Gonzalez et al., 2017). En virologia la PCR es una de las técnicas
preferentes de deteccidn, por ser sensible y especifica (Cruzat y Montes, 2009).

Durante el afio 2019 en Chile, se identificaron varios virus en plantas de cilantro, siete de
los cuales nunca habian sido reportados anteriormente en este cultivo. Estas plantas
provinieron de huertos de pequefios productores, ubicados en la comuna de Maipu en la
region Metropolitana, zona central de Chile. Se observaron diferentes sintomas asociados a
las plantas, como brotes arrosetado, hojas enrojecidas, amarillas y con mosaico. A raiz de
esta situacion, se decidio realizar un analisis geneticos por secuenciacion masiva (Next
Generation Sequencing: NGS), con el cual se identificaron los siguientes virus: Beet mosaic
virus (BtMV) de la familia Potyviridae género Potyvirus, Artichoke latent virus (ArLV) y su
variante genetica Ranunculus latent virus (RaLV) también pertenecientes a Potyviridae pero
del género Macluravirus, Turnip yellow virus (TuYV) y Potato leafroll virus (PLRV) de la
familia Luteoviridae, ambos del género Polerovirus. Ademas, los andlisis realizados
permitieron obtener el genoma completo de otro Potyvirus, Celery mosaic virus (CeMV),
conocido previamente por infectar a cilantro, logrando obtener la secuencia parcial del
genoma de un Umbravirus (familia Tombusviridae), Opium poppy mosaic virus (OPMV).



El resultado mas sorprendente involucrd dos contigs largos con alta cobertura, que mostraron
varias coincidencias de identidad con virus pertenecientes a la familia Rhabdoviridae; un
supuesto Cytorhabdovirus de 14183 nt de largo y un supuesto Nucleorhabdovirus de 11705
nt de largo. En base a estos resultados, se disefiaron nuevos pares de partidores para la
deteccion por RT-PCR de todos los virus mencionados. Los amplicones que se obtuvieron
se eluyeron en geles de agarosa y se secuenciaron en Psomagen Inc (MD, EE.UU.),
confirmando la deteccidn. Las reconstrucciones filogenéticas de los genomas completos
confirmaron la asociacion con los genomas de referencia para virus conocidos y los virus
recién descubiertos forman un clado monofilético con otras especies de los géneros
Cytorhabdovirus y Nucleorhabdovirus.

Los afidos y moscas blancas tienen la capacidad de transmitir el mayor nimero de especies
de virus y esta transmision puede ocurrir a plantas sanas de forma activa en segundos, horas
o dias (Gergerich y Dolja, 2006). Los afidos son vectores del 35% de todos los virus vegetales
descritos y del 50% de todos los virus transmitidos por insectos (Eigenbrode y Bosque-Pérez,
2016). Un vector animal puede transmitir un virus segun diferentes modalidades. La
modalidad se determina fundamentalmente averiguando lo siguiente: si el vector pierde o no
el patdgeno durante una muda; cual es el tiempo de alimentacion necesario para adquirir e
inocular el virus. En consideracion de esto, la relacion vector-virus se caracteriza por la
adopcion de una de estas modalidades de transmisidn: no-persistente (pierde el virus después
de una muda; adquiere y transmite en segundos a minutos), semipersistente (pierde el virus
después de una muda; adquiere y transmite en horas a dias) y persistente (no pierde el virus
después de una muda; adquiere y transmite en dias a semanas). La modalidad persistente a
su vez se caracteriza por ser de tipo circulativa o propagativa. En el primer caso, el patégeno,
desde el intestino es capaz de “circular” al interior del vector hasta llegar a las glandulas
salivales. Con la modalidad persistente propagativa, ademas de lo anterior, el virus también
se replica al interior de los tejidos del vector (Garrido, 2018). La transmisidn no-persistente
es tipica de los virus pertenecientes al género Potyvirus, los cuales producen una proteina
especial llamada “Helper Component” (HC-Pro) que actia como adhesivo entre el estilete y
los viriones (Pirone y Blanc, 1996). Un ejemplo de transmision persistente circulativa, es
tipica de la casi totalidad de las especies virales pertenecientes a la familia Luteoviridae. Las
particulas virales circulan en el vector, moviéndose a través de la pared intestinal hacia la
cavidad corporal, pasando luego a las glandulas salivales. Tal proceso dura aproximadamente
12 horas (periodo de latencia) y solo al término del periodo de latencia, el virus es capaz de
ser transmitido por el insecto en consecuencia de su actividad tréfica (Gray y Gildow, 2003).
La mayor parte de la literatura publicada se refiere a virus transmitidos por afidos, lo que
demuestra su predominio como vectores de virus (Eigenbrode y Bosque-Pérez, 2016).

Los rangos de hospedantes de cada virus son variables. La respuesta de una especie vegetal
a la infeccion de un virus, depende de la susceptibilidad del hospedero, la agresividad del
patogeno y las condiciones ambientales. La infeccion puede causar una enfermedad severa,
hasta la muerte de la planta o puede ser asintomatica. En algunos casos se observan mosaicos



y necrosis en las hojas de las plantas infectadas. Generalmente los virus colonizan gran parte
o latotalidad de los tejidos de la planta, causando una infeccion sistémica (Gergerich y Dolja,
2006). Los virus tienen la capacidad de poder adaptarse a nuevos hospederos, ya que, es una
propiedad biologica importante de la mayoria de los virus de ARN vy, en el caso de infectar
cultivos anuales, necesitan de hospederos alternativos para poder mantenerse en la naturaleza
(Bedhomme et al., 2012).

Debido a la gran cantidad de virus que co-infectan las plantas de cilantro en Chile, ain no
ha sido posible asociar los sintomas con cada especie viral detectada. Tampoco ha sido
posibles identificar insectos vectores y plantas hospederas reservorios. De los virus que se
encuentran en cilantro, se ha comprobado que el pulgon verde del duraznero, Myzus persicae
(Sulzer), es capaz de transmitir de forma natural CeMV, BtMV, ArLV (RaLV), TuYV y
PLRV. Incluso cuando este pulgdn esta muy diseminado en Chile, no se puede descartar que
estos aislados virales hayan evolucionado para ser transmitidos de manera eficiente por otras
especies de pulgones. Es por esto que en el presente estudio se identificaron potenciales
insectos vectores y hospederos alternativos, que contribuyen a la diseminacion de los virus
detectados en el cultivo de cilantro.



HIPOTESIS

Existen plantas reservorios de virus transmitidos por afidos, asociadas al cultivo de cilantro
en Rinconada de Maipd, region Metropolitana.

OBJETIVO GENERAL

Identificar morfologica y molecularmente a virus y &fidos asociados a plantas herbaceas, no
cilantro, presentes en cultivos de cilantro en Rinconada de Maipu, regién Metropolitana.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

-ldentificar morfolégicamente especies de plantas herbéceas, no cilantro, con sintomas de
virosis y a afidos asociados, presentes en cultivos de cilantro en Rinconada de Maipu.

-Caracterizar molecularmente virus asociados a plantas herbaceas, no cilantro, con sintomas
de virosis, presentes en cultivos de cilantro en Rinconada de Maipu.

-Caracterizar molecularmente virus asociados a afidos encontrados en plantas herbaceas, no
cilantro, con sintomas de virosis, presentes en cultivos de cilantro en Rinconada de Maipu.

-Caracterizar molecularmente especies de afidos potenciales vectores de virus encontrados
en plantas herbaceas, no cilantro, con sintomas de virosis, presentes en cultivos de cilantro
en Rinconada de Maipu.



MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del estudio:

El estudio y los andlisis se realizaron en las dependencias del Laboratorio de Fitovirologia
de la Facultad de Ciencias Agronémicas de la Universidad de Chile, ubicado en la comuna
de La Pintana, region Metropolitana.

Material biologico:

-20 plantas malezas asociadas al cultivo de cilantro con sintomas de virosis desde huertos
ubicados en Rinconada de Maipu, region Metropolitana.

-10 plantas de cilantro con sintomas de virosis desde huertos ubicados en Rinconada de
Maipu, region Metropolitana.

- 18 plantas de interés agrondmico con sintomas de virosis desde huertos ubicados en
Rinconada de Maipu, region Metropolitana.

- 29 colonias de afidos (5-15 individuos/colonia) encontradas en plantas con sintomas de
virosis, desde huertos ubicados en Rinconada de Maipu, region Metropolitana.

Tratamientos y disefio experimental

Etapa 1: Obtencion e identificacion de plantas e insectos: se colectaron en total 38 muestras
de plantas con sintomas de virosis; 20 malezas asociadas al cultivo de cilantro, 10 plantas de
cilantro y 8 plantas de interés agrondmico presentes en el lugar. El muestreo se realizo en
tres oportunidades, entre septiembre del 2020 y enero 2021. De estas plantas se colectaron
colonias de afidos presentes, 10 individuos aprox. por colonia para posteriores analisis.

Etapa 2: Analisis moleculares: se realizaron analisis moleculares por RT-PCR a plantas e
insectos colectados para 9 virus: BtMV, TuY M, Cytohabdovirus, Nucleohabdovirus, OPMV,
ArLV (RaLV), PLRV, CeMV, y AMV.

Procedimiento del andlisis
1. Muestreo e identificacion morfoldgica

a) Plantas

En las plantas colectadas se observaron sintomas asociables a la presencia de virus y/o se
encontraron afidos. Se tomaron fotografias para la identificacién morfoldgica, se rotularon'y
se trasladaron al laboratorio. De cada planta se colectaron entre 5 a 15 afidos (dependiendo
de la época de muestreo) con el método de recoleccion de apaleo o de brotes vegetativos (en
caso de presencia de colonias de &fidos). Los insectos se trasladaron vivos en frascos y
recipientes rotulados. Se tomaron fotografias en lupa estereoscépica de individuos para
identificacion morfoldgica, luego se conservaron en tubos Eppendorf de 0,6 mL con alcohol
al 70% para extraccion y analisis. En base a fotografias que se tomaron en terreno y en lupa
estereoscopica, se realizo la identificacién morfolégica. Para la identificacion de plantas se
utilizaron las caracterizaciones morfolédgicas descritas por Espinoza (1996), Hoffmann



(1998) y Fuentes et al. (2014), también se contd con el apoyo de la Prof. Veronica Diaz para
su confirmacion.

b) Afidos

Para su identificacion morfoldgica, se tomaron fotografias de los individuos a traves de una
lupa estereoscopica. Ademas, se fotografiaron los caracteres morfoldgicos para lograr la
identificacion de cada especie (Nieto Nafria y Mier Durante, 1998). Para este proposito, se
desarrollé una matriz de caracteres morfologicos, en donde se observaron, compararon y
analizaron: longitud de cuerpo (mm), forma de cuerpo (ovalado, alargado o huso alargado),
color de cuerpo (verdoso, amarillento, entre otros), color de ojos (café oscuro, rojo o negro),
longitud aproximada de antenas (mm), longitud aproximada de patas (mm), color de
segmentos de patas (oscuro, claro, entre otros), longitud de sifones en relacién al cuerpo,
forma de sifones (cono, cilindrico, subcilindrico, entre otros), color de sifones (oscuro, claro
o claro con é&pice oscurecido) y forma de cauda (papila con placa anal redondeada, papila,
triangular, digitiforme o lingliforme) (Simbaqueba et al., 2014). Cabe destacar, que para la
obtencidn de estos caracteres se utilizaron individuos adultos. Las mediciones de longitudes
(cuerpo total, antenas, patas y sifones) se realizaron con muestras de individuos conservados
anteriormente en alcohol al 70%. Estos se observaron en lupa estereoscopica con regla
milimétrica afiadida a ella, se eligieron 5 individuos por muestra, se tomaron las longitudes
y se obtuvieron rangos aproximados para cuerpo, antenas, patas y sifones.

Se realizd la identificacion morfoldgica en base a la informacién obtenida en la matriz de
caracteres y a caracterizaciones morfoldgicas descritas por Prado (1990; 1991), Hermoso de
Mendoza (1996), Nieto Nafria y Mier Durante (1998), Navarro y Garcia-Mari (2014),
Simbaqueba et al., (2014) y Nieto Nafria et al. (2016). También se cont6 con el apoyo del
Prof. Tomislav Curkovic para confirmar la identificacion.

2. Andlisis moleculares: Caracterizacion molecular

2.1 Extraccion de Acidos Nucleicos Totales (ANT)

a) Plantas
Se utilizaron aproximadamente 150 mg de tejido fresco por muestra, estos fueron macerados
con un buffer de extraccién (Tiocianato de guanidinio 4,0 M, acetato de sodio 0,2 M, EDTA
(Acido etilendiaminotetracético) 25 mM, acetato de potasio 1M, PVP 40 kdal 2,5% p/vy 3
mM B-mercaptoethanol) y se proceso de acuerdo al método de captura con silica (MacKenzie
et al.,1997), donde 1 mL del macerado se mezcla con 300 pL de lauril sarcosyl sulfato de
sodio (NaLS) al 10% e incubado a 70°C durante 10 minutos. Posteriormente se centrifugoé la
solucion a 14.000 rpm a 4°C y se mezcld 300 pL del sobrenadante con 50 pL de solucién de
silica, 150 pL de etanol absoluto frio y 300 pL de Yoduro de sodio 6M. Se incubo por 10
minutos con agitacion por inversion, a temperatura ambiente. Se centrifug6 por 1 minuto a
8.000 rpm y se elimino el sobrenadante. Se lavo el pellet remanente con solucion de lavado
(50% etanol, 10mM de Tris HCI pH 8,0 1ImM de EDTA) y se sec0 a temperatura ambiente.
Finalmente, se resuspendio el pellet en agua bi-destilada estéril, incubando a 70°C por 4



minutos y se centrifugd a 14.000 rpm por 3 minutos. Se rescato el sobrenadante y se almacend
a -20°C hasta que fue usado.

b) Afidos

Para los insectos se utilizd el mismo protocolo de extraccion, ajustando los volimenes
proporcionalmente al peso de los insectos. Los insectos de una misma colonia se analizaron
como una sola muestra. Se colocaron 3 individuos de cada colonia por muestra en un tubo
Eppendorf junto a 350 pL de buffer de extraccion (Tiocianato de guanidinio 4,0 M, acetato
de sodio 0,2 M, EDTA 25 mM, acetato de potasio 1M, PVP 40 kdal 2,5% p/vy 3 mM pB-
mercaptoethanol) y se proceso de acuerdo al método de captura con silica (MacKenzie et
al.,1997), donde 1 mL del macerado se mezcla con 120 pL de lauril sarcosyl sulfato de sodio
(NaLS) al 10% e incubado a 70°C durante 10 minutos. Posteriormente se centrifugo la
solucién por 10 minutos a 13.500 rpm a 4°C y se mezcl6 300 pL del sobrenadante con 50 pL
de solucion de silica, 200 pL de etanol absoluto frio y 400 pL de yoduro de sodio 6M. Se
incub6 por 10 minutos con agitacion por inversion, a temperatura ambiente. Se centrifugo
por 1 minuto a 8.000 rpm a 4°C y se elimino el sobrenadante. Se lavé el pellet remanente con
solucién de lavado (50% etanol, 10mM de Tris HCI pH 8,0 1mM de EDTA) y se sec6 a
temperatura ambiente. Finalmente, se resuspendié el pellet en agua bi-destilada estéril,
incubando a 70°C por 4 minutos y centrifugd a 14.000 rpm por 3 minutos. Se rescaté el
sobrenadante y se almacend a -20°C hasta que fue usado.

2.2 Transcripcion inversa (RT)

El genoma de los virus estudiados es de tipo RNA, por lo que, primero se sintetiz6 su ADN
complementario (ADNCc) por medio de una transcripcion inversa (MacKenzie et al., 1997).
Los ANT fueron diluidos en 150 pL de agua libre de RNasa y 10 pL fueron denaturados a
95°C por 5 minutos y se usaron primers de DNA hexanucleotidos al azar (Roche, Basel,
Switzerland). Luego fueron retrotranscrito con Moloney murine leukaemia virus
retrotranscriptasa (M-MLV RT; Promega, Madison, Wisconsin, USA). EI ADNc que se
obtuvo fue almacenado a -20°C.

2.3 Deteccidn de virus por PCR

Para la amplificacion se utilizaron 30 pL de volumen, usando 2,5 pL de ADNc y 27,5 pL de
mix de amplificacion compuesto por 1 uL d-NTP, 1 pL de cada partidor, 1,5 uL MgCl>, 0,2
uL Tag DNA polimerasa (Invitrogen, Sao Paulo, Brasil), 3 yuL de buffer y 21 uL agua
esterilizada. El programa PCR fue especifico para cada virus a estudiar. Los primers
utilizados para cada virus que se detectd, se muestran en Cuadro 1. Para optimizar la
deteccidn, en algunos casos, fue necesario disefiar parejas de primers en el laboratorio. Los
productos de amplificacion se separaron con electroforesis en gel de agarosa al 1.2%, la
camara de electroforesis funcion6 con 500 amperes, 120 volts, durante 28 minutos. Los
resultados obtenidos fueron observados con un transiluminador UV.



Cuadro 1. Primers utilizados para la deteccién de virus

Tamafio del producto de

Virus Reglon. Orientacion secuencia: 5°-3’ amplificacién y cita bibliografica
gendmica
(bp: pares de bases)

ArLY pCa GGCAAATCCTTCAACAGGGA 660 bp
ATCACATGAGCGGGCATTA Este trabajo

TuyV RdR CGTAAAAGCAATCAAAGAGC 633 bp

P TCATACAAACATTTCGGTGTAGAC Este Trabajo; Hauser et al., 2000

BIMV P AATGCGCAACAGAGAAAG 226 bp
TCTCTGTATCCTCCGATGT Este trabajo

CeMV/ Nib GGTGGTTTTGGCAATGACGT 317 bp
GCTGGTTCACTTGATCGATCC Este trabajo
GTCGGACCCAAAAGCATTCA 427 bp

Nucleorh CP .
TGCTCTCCCTATGTCTCTTAC Este trabajo

Cviorh Gp TGGTTGTGATCAGTTTGATGAG 290 bp

n AACATATGTCCGAACTCAATTTCA Este trabajo

CGGTGTCCACAACAACTC 645 bp

OPMV RdRp GGCATGGTTCGTGTACATC Tang et al., 2016

PLRV P CCACTCCAACTCCCCAGAAG 208 bp
TACATAGGGACGGCTTGCAT Du et al., 2006

AMV P CCATCATGAGTTCTTCACAAAAG 350 bp
TCGTCACGTCATCAGTGAGAC Xu 'y Nie, 2007

2.3 Purificacion de los productos de amplificacion
Posterior a la electroforesis se procedi6 a cortar las bandas de ADN de interés. Estas se
depositaron en tubos Eppendorf de 1,5 mL. Para obtener el ADN desde el gel, se utilizo el
kit ‘EZNA Gel Extraction’ de Omega®.

2.4 Secuenciacion
Los productos de PCR purificados, fueron secuenciados en ambas direcciones. Para esto se
enviaron las muestras a la compaiiia Psomagen Inc (MD, EE.UU.).

2.5 Caracterizacién molecular de afidos

La identificacion morfoldgica descrita anteriormente se complementd mediante un analisis
molecular, utilizando los individuos colectados que se habian rotulado y almacenado en tubos
Eppendorf con Etanol al 70%. EI analisis molecular se realiz6 a través de la amplificacion
del gen mitocondrial citocromo-C-oxidasa subunidad I (COI), conocido como “DNA



Barcode”, y se utilizo el mismo protocolo de extraccion de ANT descrito previamente para
insectos, con los volimenes ajustados a su masa. Los amplicones fueron secuenciados
directamente en Psomagen Inc, EE. UU, y las secuencias fueron contrastadas con las bases
de datos publicas como GenBank y el banco de datos genéticos de “DNA Barcode”
(http://www.barcodinglife.com/). Se realiz6 un alineamiento con las secuencias de referencia
Bioedit v7.2, realizando una construccion filogenética mediante el método de Neighbor
Joining y maxima verosimilitud, utilizando el programa MEGA v7.0.



http://www.barcodinglife.com/

RESULTADOS

1. Identificacién morfologica

1.1 Plantas

Se obtuvo un total de 38 plantas con sintomas de virosis en tres periodos de muestreo (Cuadro
2), que se realizaron a mediados de septiembre (M1), inicio de noviembre (M2) y mediados
de enero (M3).

En el primer muestreo se colectaron 10 plantas herbaceas (no cilantro), que colindaban un
cuartel (C1) en donde previamente se habia establecido cultivo de cilantro (Coriandrum
sativum L.), pero en el momento del muestreo ya se habia realizado la cosecha de este cultivo.
Se identificd: Yuyo (Brassica rapa L.), Chenopodium sp., Ortiga (Urtica urens L.), Epilobio
(Epilobium sp.), Penacho o bledo (Amaranthus retroflexus L.), Malva (Malva nicaeensis
All) y Nilhue (Sonchus olearaceus L.).

En la segunda instancia de muestreo (M2), se colectaron 19 plantas herbaceas desde cuatro
cuarteles diferentes aledafios y se volvid a tomar muestras en cuartel C1, donde se presentaba
cultivo de papa (Solanum tuberosum L.) establecido. Se tomaron muestras de dos plantas de
este cultivo con sintomas de virosis, y de S. olearaceus y de alfalfa (Medicago sativa L.) en
cuartel con este cultivo (C2).

En un tercer cuartel (C3) se muestrearon dos plantas de S. oleraceus, dos Chenopodium sp.
y dos B. rapa, y en un cuarto cuartel se tomaron muestras de plantas de cilantro, cultivo que
estaba establecido (C4), en donde la mayoria de las plantas presentaban sintomatologia
asociada a virosis.

En la tercera instancia (M3) se colectaron 9 muestras de cilantro y malva desde un quinto
cuartel (C5), y una muestra de albahaca (Ocimum basilicum L.) desde el cuartel colindante
(C6). También se muestrearon cuarteles visitados anteriormente, colectando plantas de
alfalfa (C3) y de penacho (C1).

Cuadro 2. Identificacion morfolégica de plantas colectadas en los tres periodos de muestreo.

Muestreo Cuartel Planta Identificacion Planta
M1 C1 P1 Brassica rapa
C1 P2 Chenopodium sp.
C1 P3 Sonchus olearaceus
C1 P4 Urtica urens
C1 P5 Epilobium sp.
C1 P6 Sonchus oleraceus
C1 P7 Sonchus oleraceus
C1 P8 Sonchus oleraceus
C1 P9 Amaranthus retroflexus
C1 P10 Malva nicaeensis
M2 C1 P11 Sonchus oleraceus
C2 P12 Medicago sativa
C2 P13 Medicago sativa

C1 P14 Solanum tuberosum




C1 P15 Solanum tuberosum

C3 P16 Sonchus oleraceus

C3 P17 Chenopodium sp.

C3 P18 Brassica rapa

C3 P19 Sonchus oleraceus

C3 P20 Chenopodium sp.

C3 P21 Brassica rapa

C4 P22 Coriandrum sativum

C4 P23 Coriandrum sativum

C4 P24 Coriandrum sativum

C4 P25 Coriandrum sativum

C4 P26 Coriandrum sativum

C4 P27 Coriandrum sativum

C4 P28 Coriandrum sativum

C4 P29 Coriandrum sativum
M3 C5 P30 Coriandrum sativum

C5 P31 Malva nicaeensis

C5 P32 Coriandrum sativum

C6 P33 Ocimum basilicum

C3 P34 Brassica rapa

C3 P35 Medicago sativa

C3 P36 Medicago sativa

C3 P37 Medicago sativa

C1 P38 Amaranthus retroflexus

M1.: septiembre, M2: noviembre, M3: enero.

De las 38 plantas colectadas, 20 son malezas: 7 S. oleraceus, 4 B. rapa, 3 Chenopodium sp.,
2 A. retroflexus 1 U. urens, 1 Epilobium sp., y 2 M. nicaeensis. Las plantas de interés
agronémico han sido: 10 de cilantro, 5 de alfalfa, 2 de papa y 1 de albahaca.

1.2. Afidos

Se desarroll6 una matriz de caracteres morfoldgicos de los afidos asociados a las plantas
para guiar su identificacion. Se colect6 un total de 29 muestras (cada muestra corresponde a
una colonia de aprox. 5 a 15 individuos) de estos insectos durante los tres periodos de colecta.
En el primer periodo, se colectaron 10 muestras (Cuadro 3), en el segundo 19 muestras
(Cuadro 4), y durante el tercer periodo de muestreo no se encontrd presencia de estos insectos
en las plantas colectadas.

Los individuos muestreados presentaron longitud total aproximada de cuerpo entre 2 a 5
mm. Formas de cuerpo periforme ovalado, ovalado alargado y de huso alargado. En su
mayoria la tonalidad de cuerpo es de color verde amarillento con algunas diferencias, como
presencia de bandas longitudinales de posicion dorsal y/o lateral méas oscurecidas, y
cubrimiento de cera blanco-grisacea pulverulenta como es el caso de las muestras Al, Al6,
Al7, Al18, Al19, A20, A21 y A23. En el caso de A8 se presentaron individuos de color café
oscuro brillante.



Cuadro 3. Matriz de caracteres morfoldgicos de &fidos colectados en primer muestreo.

Afido Caracter Morfoldgico
Longitud  Forma Color Color Longitud Color Longitud  Color Longitud  Forma Color Forma cauda
cuerpo Cuerpo cuerpo 0jos antenas antenas patas (mm) segmentos sifones sifones sifones
(mm) (mm) de patas (mm)
Al 20 Ovalado  Verdoso Café 1,0-15  Claro hasta 1,5-2,0 Oscuro 0,11-0,15 Cono con Oscuro Triangular
cubierto de  oscuro 3er borde
cera blanco- antenito, marcado
grisacea luego
pulverulenta 0scuro
hasta pice
A2
A3 25 Huso Verde Rojo 2,5-3,0 Clarocon  2,0-2,5 Clarocon 0,25-0,33  Subcilindrico Claro con Liguliforme
alargado  amarillento apices de tarso con apice
con banda segmentos oscurecido reticulacion  oscurecido
longitudinal oscurecidos poligonal en
dorsal el &pice
oscura
A4 20-30 Huso Verde Café 2,5-3,0 Clarocon 2,0-2,6 Clarocon 0,25-0,33  Subcilindrico Claro con Liguliforme
alargado  amarillento  oscuro apices de tarso con apice
con banda segmentos oscurecido reticulacion  oscurecido
longitudinal oscurecidos poligonal en
dorsal el apice
oscura
A5 25-3,0 Periforme Verde Café 1,0-2,5  Oscuro 2,0 Clarocon 0,75 Recto Claro con Digitiforme
amarillento tarso apicey
oscurecido base
oscurecido
A6 2,5-3,0 Periforme Verde Café 2,0-25  Oscuro 3,0 Clarocon 0,75 Recto Claro con Digitiforme
amarillento tarso apicey
oscurecido base

oscurecido




A7 2,0-30 Huso Verde Rojo 20-25 Clarocon 2,0-2,5 Clarocon 0,4-0,5 Cilindrico Claro con Digitiforme
alargado  amarillento apices de apice de con apice apice
opaco segmentos tibiay ensanchado  oscurecido
oscurecidos tarso
oscurecido
A8 2,5-3,0 Periforme Café oscuro Oscuro  2,5-3,0 Oscuro 2,5-3,0 Clarocon 0,75 Subcilindrico Negro Liguliforme
brillante coXa, con
apice de reticulacion
fémury poligonal en
tibia el &pice
oscurecido
A9 20-30 Huso Verde Rojo 2,5-3,0 Clarocon  2,0-2,5 Clarocon 0,25-0,33  Subcilindrico Claro con Liguliforme
alargado  amarillento puntos tarso con apice
con banda 0SCuros oscurecido reticulacion  oscurecido
longitudinal entre poligonal en
dorsal segmentos el apice
oscura
Al10 20 Ovalado  Verde Rojo 20-25 Clarocon 15 Clarocon 0,20-0,28 Cono con Claro con  Triangular
alargado  amarillento apice apice de borde apice
con linea oscurecido tibiay marcado oscurecido
longitudinal tarso
central y oscurecido
lateral més

oscurecida




Otras muestras con colores distintivos en comparacion a las demas fueron; A13 con color
de cuerpo cafée-amarillento y con presencia notoria de manchas dorsales en hileras paralelas,
de sentido vertical y horizontal de color café claro u oscuro, y A14 con un color amarillo
oscuro fuerte.

Se observaron color de ojos cafés, cafés oscuros, rojos y rojos oscuro. Longitudes
aproximadas de antenas entre 0,7 a 4,5 mm. en su mayoria de color claro con variaciones de
zonas mas oscurecidas, como apice de segmentos oscurecidos, color claro hasta tercer
antenito y luego oscurecido hasta apice. A excepcion de A13 y Al4, donde se observo un
color de antenas café con apice oscurecido y color oscuro, respectivamente. La longitud total
aproximada de patas fue entre 1,5 a 4,0 mm. presentando segmentos de color oscuro y claro
con tarso oscurecido, y en algunos casos con &pice de tibia y tarso oscurecido.

Los sifones o corniculos, presentaron longitudes aproximadas entre 0,2 a 0,75 mm. Entre
las formas que mas se observaron de estas prolongaciones abdominales fueron; forma de
cono con borde marcado, subcilindrico con reticulacion poligonal en el &pice y cilindrico con
apice ensanchado. A5 y A6 presentaron forma recta y A13 de cono corto.

Los sifones observados se presentaron en su mayoria de color oscuro y claro con
variaciones, en algunos casos con el apice méas oscurecido y en otros como A5 y A6, con
base y apice oscurecido. Dos muestras presentaron diferencias con las demas por el color de
sifones; A8 con sifones negros y Al13 café (mismo color de manchas que presenta el
individuo en el abdomen). En cuanto a la cauda, se identificdé en su mayoria la forma
triangular, le sigue digitiforme y liguliforme. Hubo dos excepciones; una cauda con
estrangulamiento, apice abultado y plato anal bilabiado (A13), y otra que presentd forma
digitiforme, pero con la porcion terminal mas ancha en comparacion a las demas (Al14).

En base a informacion obtenida de la matriz de caracteres morfologicos desarrollada, se
identificaron 8 muestras (colonias) de pulgdn de la col, las cruciferas o grasilla (Brevicoryne
brassicae L.), 4 de pulgdn verde del duraznero (Myzus persicae S.), 2 de pulgén verde de las
solanéceas (Macrosiphum euphorbiae T.), 1 de pulgén de la papa (Aulacorthum solani Kalt.),
3 de pulgdn de la lechuga (Hyperomyzus lactucae L.), 1 de pulgdn de la zanahoria (Cavariella
aegopodii Scop.), 1 de pulgén de la radicha (Uroleucon sonchi L.), 1 de pulgén de la ortiga
comun (Microlophium carnosum B.), 1 de pulgon del laurel de flor (Aphis nerii Boyer) y 1
de Therioaphis sp. Como se muestra en Cuadro 5. En los casos de A12 y A22 no se pudo
determinar su identificacion morfoldgica. En dos oportunidades (A2 y A20.1) se observo la
presencia de individuos que no pertenecen a Homoptera, sino al suborden Heteroptera, por
lo que no se les realizo analisis morfoldgico en base a la matriz de caracteres. En primera
instancia, se encontr6é una colonia de estos insectos sobre Chenopodium sp. (P2) en estado
juvenil (A2), y luego sobre otra planta del mismo género (P20) individuos de este suborden
en estado adulto (A20.1), estos ultimos se encontraban en la misma planta junto a una colonia
de B. brassicae. En los casos de A26 y A27 se presentaron entre 2 a 3 individuos alados por
planta muestreada, por lo que no se analizaron morfol6gicamente.

A las 29 muestras (colonias) se les realizaron analisis moleculares para complementar la
identificacion morfoldgica. Como se observa en el Cuadro 6, se presentaron resultados con
coherencia en su identificacion con un porcentaje de identidad > 98% en 21 muestras. Entre
ellas, con un 100% de identidad: B. brassicae (Al, Al6, Al7, A18, A19 y A2l), M.
euphorbiae (A3 y A9), H. lactucae (A6, A7 y A1l), U. sonchi (A8), M. persicae (A10y A24)
y C. aegopodii (A25).



Cuadro 4. Matriz de caracteres morfoldgicos de afidos colectados durante el segundo muestreo.

Afido Caracter Morfoldgico
Longitud  Forma  Color cuerpo Color Longitud  Color Longitud Color Longitud Forma Color Forma
cuerpo Cuerpo 0jos antenas antenas patas segmentos sifones sifones sifones cauda
(mm) (mm) (mm) patas (mm)
All 2,0-3,0 Huso Verde Rojo 20-25 Clarocon 2,0-25 Clarocon 0,4-0,5 Cilindrico Claro con Digitiforme
alargado amarillento apices de apice de con apice apice
opaco segmentos tibiay ensanchado  oscurecido
oscurecidos tarso
oscurecido
Al2 3,0-50 Huso Verde Rojo 40-45 Clarocon 35-40 Clarocon 1,2 Subcilindrico Claro con  Liguliforme
alargado amarillento  oscuro zona oscura tarso con apice
entre el oscurecido reticulacion  oscurecido
tercery poligonal en
cuarto el apice
segmento
Al3 25 Ovalado Café Rojo 2,0 Café con 2,0 Clarocon 0,2 Cono corto Clarocon Con
amarillento, apice tarso apice estrangula-
manchas oscurecido oscurecido oscurecido miento,
dorsales en apice
hileras abultado y
paralelas plato anal
vertical y bilabiado
horizontal de
color café
clarou
0scuro
Al4 175-25 Ovalado Amarillo Oscuro 2,0 Oscuro 1,5-2,0 Oscuro 0,5 Cono con Claro con  Digitiforme
borde apice con porcion
marcado oscurecido terminal muy
ancha
Al5 20 Ovalado Verde Rojo 2,0-2,5 Claro con 15 Clarocon 0,20-0,28 Cono con Claro con  Triangular
alargado amarillento apice apice de borde apice
con linea oscurecido tibiay marcado oscurecido
longitudinal tarso
central y oscurecido
lateral méas

oscurecida




Al6 2,0-2,5 Ovalado Verdoso Café 1,0-15 Clarohasta 1,5-2,0 Oscuro 0,11-0,15 Cono con Claro con  Triangular
cubierto de  oscuro 3er borde apice
cera blanco- antenito, marcado oscurecido
grisacea luego
pulverulenta oscuro hasta
apice
Al7 2,0-25 Ovalado Verdoso Café 1,0-15 Clarohasta 1,5-2,0 Oscuro 0,11-0,15 Cono con Claro con  Triangular
cubiertode  oscuro 3er borde apice
cera blanco- antenito, marcado oscurecido
grisacea luego
pulverulenta oscuro hasta
apice
Al8 2,0-2,5 Ovalado Verdoso Café 1,0-15 Clarohasta 1,5-2,0 Oscuro 0,11-0,15 Cono con Claro con  Triangular
cubierto de  oscuro 3er borde apice
cera blanco- antenito, marcado oscurecido
grisacea luego
pulverulenta oscuro hasta
apice
Al9 2,0-25 Ovalado Verdoso Café 1,0-1,5 Claro hasta 1,5-2,0 Oscuro 0,11-0,15 Conocon Claro con  Triangular
cubierto de oscuro 3er borde apice
cera blanco- antenito, marcado oscurecido
grisacea luego
pulverulenta oscuro hasta
apice
A20 2,0-2,5 Ovalado Verdoso Café 1,0-15 Clarohasta 1,5-2,0 Oscuro 0,11-0,15 Cono con Claro con  Triangular
cubierto de  oscuro 3er borde apice
cera blanco- antenito, marcado oscurecido
grisacea luego
pulverulenta oscuro hasta
apice
A20.1
A21 2,0-25 Ovalado Verdoso Café 1,0-1,5 Claro hasta 1,5-2,0 Oscuro 0,11-0,15 Conocon Oscuro Triangular
cubierto de  oscuro 3er borde
cera blanco- antenito, marcado
grisacea luego

pulverulenta

oscuro hasta
apice




A22 15-28 Ovalado Verde Café 0,7 Claro con 1,5-2,0 Clarocon 0,44 Cilindrico Claro Digitiforme
alargado amarillento  oscuro apice tarso con apice
oscurecido oscurecido ensanchado
A23 2,0-25 Ovalado Verdoso Café 1,0-15 Clarohasta 1,5-2,0 Oscuro 0,11-0,15 Cono con Oscuro Triangular
cubierto de  oscuro 3er borde
cera blanco- antenito, marcado
grisacea luego
pulverulenta oscuro hasta
apice
A24 20 Ovalado Verde Rojo 2025 Clarocon 15 Claro con  0,20-0,28 Cono con Claro con  Triangular
alargado amarillento apice apice de borde apice
con una linea oscurecido tibiay marcado oscurecido
longitudinal tarso
central y oscurecido
lateral de
color verde
Mas 0SCuro
A25 15-28 Ovalado Verde Café 0,7 Claro con 1,5-2,0 Clarocon 0,4 Cilindrico Claro Digitiforme
alargado amarillento  oscuro apice tarso con apice
oscurecido oscurecido ensanchado
A26
A27
A28 2,0 Ovalado Verde Rojo 2,0-2,5 Claro con 15 Clarocon 0,20-0,28 Cono con Claro con  Triangular
alargado amarillento apice apice de borde apice
con una linea oscurecido tibiay marcado oscurecido
longitudinal tarso
central y oscurecido
lateral de
color verde

MAas 0Scuro




Con el 99- 99,80% de identidad con la especie tipo: M. carnosum (A4), A. solani (A5),
M. persicae (A15 y A28), B. brassicae (A20 y A23) y Therioaphis sp. (A13). Solo una
muestra, a parte de las detectadas como pertenecientes a Heteroptera (A2 y A20.1), dio
un % de identidad < 98 %: Cavariella aegopodii (A22) con el 97,10%.

Cuadro 5. Identificacion morfoldgica de plantas y afidos asociados.

Muestreo  Cuartel Planta Identificacion Afido  Identificacion

M1 C1 P1 Brassica rapa Al Brevicoryne brassicae
C1 P2 Chenopodium sp. A2 *
C1 P3 Sonchus olearaceus A3 Macrosiphum euphorbiae
C1 P4 Urtica urens A4 Microlophium carnosum
C1 P5 Epilobium sp. A5 Aulacorthum solani
C1 P6 Sonchus oleraceus A6 Hyperomyzus lactucae
C1 P7 Sonchus oleraceus A7 Hyperomyzus lactucae
C1 P8 Sonchus oleraceus A8 Uroleucon sonchi
C1 P9 Amaranthus sp. A9 Macrosiphum euphorbiae
C1 P10 Malva nicaeensis Al0 Myzus persicae

M2 C1 P11 Sonchus oleraceus All Hyperomyzus lactucae
Cc2 P12 Medicago sativa Al2 **
C2 P13 Medicago sativa Al3 Therioapihs sp.
C1 P14 Solanum tuberosum Al4 Aphis nerii
C1 P15 Solanum tuberosum Al5 Myzus persicae
C3 P16 Sonchus oleraceus Al6 Brevicoryne brassicae
C3 P17 Chenopodium sp. Al7 Brevicoryne brassicae
C3 P18 Brassica rapa Al8 Brevicoryne brassicae
C3 P19 Sonchus oleraceus Al9 Brevicoryne brassicae
c3 P20 Chenopodium sp. A20 Brevicoryne brassicae

Chenopodium sp. A20.1 *

C3 P21 Brassica rapa A21 Brevicoryne brassicae
C4 P22 Coriandrum sativum A22 *x
C4 P23 Coriandrum sativum A23 Brevicoryne brassicae
C4 P24 Coriandrum sativum A24 Myzus persicae
C4 P25 Coriandrum sativum A25 Cavariella aegopodii
C4 P26 Coriandrum sativum A26 -
C4 P27 Coriandrum sativum A27 -
C4 P28 Coriandrum sativum A28 Myzus persicae
C4 P29 Coriandrum sativum -

M3 C5 P30 Coriandrum sativum -
C5 P31 Malva nicaeensis -
C5 P32 Coriandrum sativum -
Cé6 P33 Ocimum basilicum -
C3 P34 Brassica rapa -
C3 P35 Medicago sativa -
C3 P36 Medicago sativa -
C3 P37 Medicago sativa -
C1 P38 Amaranthus retroflexus -

M1: septiembre, M2: noviembre, M3: enero. *: no corresponde a afido. **: por determinar.



Las muestras A2 y A20.1 que se identificaron previamente como pertenecientes al
suborden Heteroptera, tuvieron el 86,80% de identidad con Corythucha padi en el
analisis molecular (* en Cuadro 6). A26 y A27 no presentaron resultados en el analisis

molecular, por poseer secuencia de muy baja calidad para la lectura.

Cuadro 6. Resultados de analisis moleculares para identificacion de afidos asociados a
plantas colectadas.

% identidad

e . N® genbanl_< nucleotidica
Afido ID morfoldgica ID molecular ge la especie .o especie
e referencia tipo
Al Brevicoryne brassicae Brevicoryne brassicae MH407715.1 100
A2 * Corytucha padi? M63980941.1 86,8°
A3 Macrosiphum euphorbiae Macrosiphum euphorbiae EU701726.1 100
Ad Microlophium carnosum  Microlophium carnosum  JX507422.1 99,8
A5 Aulacorthum solani Aulacorthum solani KF639123.1 99,8
A6 Hyperomyzus lactucae Hyperomyzus lactucae MW596769.1 100
A7 Hyperomyzus lactucae Hyperomyzus lactucae MW596769.1 100
A8 Uroleucon sonchi Uroleucon sonchi MW596771.1 100
A9 Macrosiphum euphorbiae Macrosiphum euphorbiae EU701726.1 100
Al0 Myzus persicae Myzus persicae KR889094.1 100
All Hyperomyzus lactucae Hyperomyzus lactucae MW596769.1 100
Al2 &? Chaitophorus leucomelas KF639289.1 99,84
Al3 Theriaphis sp. Therioaphis trifolii MK766411.1 99,2
Al4  Aphis nerii Aphis nerii JF969254.1 99,84
Al5  Myzus persicae Myzus persicae MT198936.1 99
Al6 Brevicoryne brassicae Brevicoryne brassicae MH407715.1 100
Al7 Brevicoryne brassicae Brevicoryne brassicae MH407715.1 100
Al18  Brevicoryne brassicae Brevicoryne brassicae MH407715.1 100
Al19  Brevicoryne brassicae Brevicoryne brassicae MH407715.1 100
A20 Brevicoryne brassicae Brevicoryne brassicae MH407715.1 99
A20.1 * Corythucha padi? M63980941.1 86,8"
A21  Brevicoryne brassicae Brevicoryne brassicae KT877996.1 100
A22 &? Cavariella aegopodii® MG168203.1 97,1°
A23  Brevicoryne brassicae Brevicoryne brassicae KT877996.1 99,52
A24 Myzus persicae Myzus persicae MT198936.1 100
A25  Cavariella aegopodii Cavariella aegopodii GU667509.1 100
A26 - - -
A27 - - -
A28  Myzus persicae Myzus persicae MT198936.1 99

¢?: por determinar; *no corresponde a &fido; 2Especie mas cercana a la muestreada en este trabajo.
bldentificacion incompleta.



2. Caracterizacién Molecular de virus

De las 38 plantas analizadas para BtMV, TuYV, Cytohabdovirus, Nucleohabdovirus,
OPMV, ArLV (RaLV), PLRV, CeMV, y AMV, 33 muestras resultaron positivas para
algunos virus. Como se muestra en Cuadro 7, se detectaron: 12 plantas con TuYV (3 B.
rapa, 1 Epilobium sp., 1 Amaranthus sp.,1 M. nicaeensis, 1 U. urens, 2 S. oleraceus y 3
C. sativum), 25 plantas con AMV (5 M. sativa, 2 S. tuberosum, 2 Chenopodium sp., 10
C. sativum, 2 S. oleraceus, 1 B. rapa, 1 O. Basilicum, 1 M. nicaeensis y 1 Amaranthus
retroflexus), 2 plantas con Nucleohabdovirus (Chenopodium sp. y 1 S. oleraceus), 1
planta con OPMV y TuYV (U. urens) 1 planta con AMV y OPMV (S. oleraceus), 2
plantas con AMV y TuYV (1 S. oleraceus y 1 B. rapa), 4 plantas con AMV y BtMV (C.
sativum), 2 plantas con AMV y CeMV (1 C. sativum y 1 M. sativa), 2 plantas con AMV,
TuYV y OPMV (C. sativum), 1 planta con AMV, TuYV, OPMV y CeMV (C. sativum)
y 1 planta con Cytohabdovirus, Nucleohabdovirus y TuYV (S. oleraceus).

De los 29 insectos analizados para estos 9 virus, 17 resultaron positivos: 10 afidos con
TuYV (1 M. carnosum, 2 M. persicae, 6 B. brassicae y 1 Cavariella sp., 3 afidos con
PLRV (1 A. solani, 1 H. lactucae y 1 Aphis nerii), 1 &fido con AMV (H. lactucae), 1 con
ArLV (chinche con 86,80% de identidad con Corytucha padi (A20.1)), 1 afido con AMV
y TuYV (M. carosum), 1 afido con OPMV, AMV y ArLV (M. euphorbiae), y 1 &fido con
OPMV, PLRV y Nucleohabdovirus (H. lactucae).

Cuadro 7. Resultados de analisis RT-PCR realizados a plantas y afidos y Tingidae
asociados para 9 virus: BtMV, TuYV, Cytohabdovirus, Nucleohabdovirus, OPMV,
ArLV (RaLV), PLRV, CeMV, y AMV.

Planta RT- PCR Afido o Tingidae RT-PCR
P1 Brassica rapa TuYVv Al Brevicoryne brassicae TuYyVv
P2  Chenopodium sp. Nucl A2 Corytucha sp. -
P3  Sonchus olearaceus - A3 Macrosiphum euphorbiae ~ AMV, OPMV, ArLV
P4  Urtica urens OPMV, TuYV A4 Microlophium carnosum AMV, TuYV
P5  Epilobium sp. TuYVv A5 Aulacorthum solani PLRV
P6  Sonchus oleraceus - A6 Hyperomyzus lactucae PLRV
P7  Sonchus oleraceus - A7 Hyperomyzus lactucae AMV
P8  Sonchus oleraceus - A8 Uroleucon sonchi -
P9  Amaranthus sp. TuYVv A9 Macrosiphum euphorbiae -
P10 Malva nicaeensis TuYV Al10  Myzus persicae -
P11 Sonchus oleraceus AMV, OPMV All  Hyperomyzus lactucae OPMV, PLRV, Nucl
P12 Medicago sativa AMV A12  Chaitophorus leucomelas -
P13 Medicago sativa AMV Al3  Therioaphis trifolii -
P14 Solanum tuberosum AMV Al4  Aphis nerii PLRV
P15 Solanum tuberosum AMV Al5  Myzus persicae TuYV
P16 Sonchus oleraceus AMV, TuYV Al6  Brevicoryne brassicae TuYV
P17 Chenopodium sp. AMV Al7  Brevicoryne brassicae TuYV
P18 Brassica rapa TuYV Al18  Brevicoryne brassicae TuYV
P19 Sonchus oleraceus Cyto, Nucl, TuYV A19 Brevicoryne brassicae TuYV
P20 Chenopodium sp. AMV A20  Brevicoryne brassicae TuyVv

- A20.1 Corythucha sp. ArLV

P21 Brassica rapa AMV, TuYV A21  Brevicoryne brassicae -



p22
P23
P24
P25
P26
P27
P28

P29
P30
P31
P32
P33
P34
P35
P36
P37
P38

Coriandrum sativum
Coriandrum sativum
Coriandrum sativum
Coriandrum sativum
Coriandrum sativum
Coriandrum sativum
Coriandrum sativum

Coriandrum sativum
Coriandrum sativum
Malva nicaeensis
Coriandrum sativum
Ocimum basilicum
Brassica rapa
Medicago sativa
Medicago sativa
Medicago sativa
Amaranthus retroflexus

AMV, TuYV, OPMV
AMV, BIMV
AMV, BtMV
AMV, BIMV
AMV, TuYV, OPMV
AMV, BIMV

AMV, CeMV, TuYV,
OPMV
AMV, CeMV

AMV
AMV
AMV
AMV
AMV
AMV
AMV, CeMV
AMV

A22
A23
A24
A25
A26
A27
A28

Cavariella sp.
Brevicoryne brassicae
Myzus persicae
Cavariella sp.

Myzus persicae




DISCUSION

La identificacion de pulgones se considera una tarea no sencilla, debido a la plasticidad
morfologica y, a veces, a la falta de caracteres morfologicos notoriamente diferenciados,
ya que poseen una gran cantidad de variacion intraespecifica y similitud fenotipica entre
diferentes especies que podrian impedir una identificacion adecuada. Sin embargo, la
mayoria de las muestras analizadas morfolégicamete se correspondieron con la
identificacion molecular. Durante los Gltimos afios la utilidad del método DNA barcoding
(cédigo de barras de ADN) ha demostrado su valor para complementar y apoyar la
identificacion de estas especies. Esta herramienta se desarrolla en base a un fragmento
del gen mitocondrial citocromo C oxidasa subunidad I (COl), que es una region de cédigo
de barras de DNA estandar para la identificacion de especies y animales. En los afidos,
se ha descubierto que un valor umbral del 2% de distancia genética es adecuado para
distinguir a la mayoria de las especies (Li et al., 2020), por lo que, obteniendo un
porcentaje de identidad > 98% de similitud se puede afirmar que se trata de una misma
especie. De las 29 muestras de afidos analizadas, 21 coincidieron con un porcentaje de
identidad > 98% con la identificacion previa en base a la matriz morfoldgica, lo que
respalda lo expresado por Li et al. (2020): que el método DNA barcoding es un método
solido para identificar especies de forma rapida y precisa, siendo una buena herramienta
complementaria a la identificacion morfoldgica, sobre todo para especies cripticas como
son los afidos.

Las muestras A2 y A20.1 identificadas previamente como pertenecientes al suborden
Heteroptera presentaron el 86,8% de identidad con Corythucha padi. En Chile hay 5
especies descritas presentes (Drake, 1939; Drake y Ruhoff, 1965) de este grupo de
insectos llamados comunmente “Chinches de encaje” o “Lace bug” (Hemiptera,
Tingidae). De ellas, solo una corresponde a este género, la especie Corythucha ciliata.
Como indica Prado (1990), esta especie en particular es conocida por ser plaga del platano
oriental (Platanus spp.), las ninfas y adultos se alimentan de los fluidos vegetales
provocando graves dafios y pueden ser vectores de hongos (Gnomonia platani y
Ceratocysti fimbriata). En comparacién a las caracteristicas morfoldgicas de los
individuos adultos presentes en la muestra A20.1 con la especie Corythucha padi, hay
diferencias significativas a simple vista (color y forma general cuerpo, antenas, forma del
pronoto, entre otras), lo que explicaria el bajo porcentaje de identidad obtenido para la
especie Coythucha padi. Se sugiere un estudio mas especializado para su identificacion,
no descartandose la presencia de una nueva especie descrita en el pais para este género.
Por esta razon, la identificacion se mantiene hasta el nivel de género para A2 y A20.1
(Cuadro 7). Algunas especies pertenecientes al suborden Heteroptera son vectores de
fitovirus, como Piesma quadratum (Hemiptera, Heteroptera, Piesmatidae) que es vector
del virus Beet leaf curl virus (BLCV), integrante de la familia Rhabdoviridae (EFSA PLH
Panel, 2014). Si bien, en esta oportunidad no se detectaron rabdovirus en los insectos A2
y A20.1, no se descarta la posible potencialidad de Corytucha sp. como vector, lo que
tambien sugiere un estudio posterior.

A22 presentd un porcentaje de similitud del 97,1% con la especie tipo Cavariella
aegopodii, al ser < 98% la identificacion se mantiene hasta el nivel de género, sugiriendo
un estudio posterior para especificar la especie analizada.



A26 y A27 mostraron secuencias de muy baja calidad, en consecuencia, no se pudo
completar el analisis molecular. Esto pudo haber sucedido por la presencia de parasitoides
en los individuos analizados, los cuales alterarian los resultados de las secuencias.

Aphis nerii es una de las plagas mas comunes de plantas ornamentales en las familias
de Apocybaceae y Sclepiadaceae (Rouhani et al., 2012), no asi en cultivos tradicionales.
Sin embargo, se encontraron individuos en una planta de papa (S. tuberosum). La muestra
de estos afidos resultd positiva para Potato leafroll virus (PLRV - Polerovirus,
Luteoviridae), este es uno de los virus que generan mayores pérdidas en los cultivos de
papas a nivel mundial y es transmitido por diferentes especies de afidos, siendo mas
eficientes Myzus persicae y Macrosiphum euphorbiae (Mesa et al., 2016).

No se registra que Aphis nerii se alimente de plantas de papa, por este motivo se
volvieron a revisar fotografias previas tomadas en detalle, y se observaron 2 individuos
adultos alados con caracteres morfologicos diferentes a los descritos por Holman et al.,
(1991) para Aphis nerii, sobre todo en forma y color de sifones. En este caso, pudo haber
habido un cruzamiento de otra especie que se encontraba en la muestra y que esta haya
estado con PLRV, lo que explicaria la deteccion. Estas fotografias no permiten obtener
una identificacién morfoldgica més detallada de estos individuos alados en particular, por
lo que, no se pudo obtener mayor informacion de este caso.

Dentro de los criterios de identificacion de un virus, el medio y modalidad de
transmision, son unos de los mas relevantes, porque determinan su capacidad de
diseminacion y ademas los posibles medios de control que se puedan aplicar sobre él
(Garrido, 2018). En este estudio se detectaron 4 plantas con BtMV y 3 con CeMV. Estos
virus se transmiten de forma no-persistente, es decir, que el virus se mantiene en el estilete
del insecto, teniendo periodos muy cortos para la adquisicion y retencion del virus. Como
lo indica Garrido (2018), hasta el momento todos los virus conocidos con este mecanismo
de transmisién tienen como vector exclusivamente a afidos. La adquisicion y la
inoculacién se producen durante las breves inserciones de prueba que realiza el afido
(segundos a minutos), lo que hace mucho mas rapida su diseminacion en un area
determinada, y por ende dificulta su control. Esta caracteristica explica que no se hayan
detectado, a través de los analisis moleculares, estos virus en los afidos analizados y si en
las plantas que los alojaban. Cabe destacar que la eficiencia de este mecanismo de
transmision disminuye cuando el tiempo de adquisicion aumenta y ademas tienen poca
especificidad virus-vector, lo que genera que muchas especies sean capaces de
transmitirlos (Garrido, 2018).

En una planta de alfalfa y en dos de cilantro se detecto el virus CeMV, conocido por
infectar a este Ultimo cultivo. Estas plantas estaban ubicadas en un sector de cilantro, en
el cual se observo una gran cantidad de plantas con sintomas causados por virus, COMO
amarillez, mosaico y marchitez en las hojas. Los huéspedes de este virus son
comunmente apio, cilantro y perejil. Puede ser trasmitido de forma no-persistente por mas
de veintiséis especies de afidos como Aphis middletonii, A. ferruginea-striata, A.
apigraveolens, A. apii, A. gossypii y Cavalliera aegopodii (Traicevski, 2000).

Dos plantas de malezas presentaron virus pertenecientes a la familia Rhabdoviridae.
Una S. oleraceus con Nucleorhabdovirus y Cytohabdovirus, y una planta de
Chenopodium sp. con un Nucleorhabdovirus. Estos virus habian sido detectados
anteriormente en plantas de cilantro que se encontraban en huertos del mismo sitio y



poseen una modalidad de transmision del tipo persistente circulativa. Como lo sefiala
Garrido (2018), en este tipo de transmision el virus es absorbido y retenido por los tejidos
del insecto y se caracteriza por la invasion de las glandulas salivales. Los virus, deben ser
capaces de atravesar el intestino del insecto y diseminarse a los drganos vecinos para
llegar a las glandulas salivales para su transmision. Esta accion requiere de un periodo de
latencia dentro del vector, atravesando la barrera hematoencefélica del insecto. Los virus
alcanzan las glandulas salivales por la via de la hemolinfa o por otras rutas tales como el
tejido nervioso (ruta neurotrépica) o mediante tejidos conectivos. Esta actividad involucra
interacciones complejas entre los virus transmitidos y sus insectos vectores, y la
especificidad de las interacciones virus-vector estd determinada principalmente por la
capside viral (proteinas y glicoproteinas), asi como por algunas proteinas no estructurales.
Ademas, algunos virus poseen otra caracteristica de importancia; que son propagativos,
es decir, que son capaces de multiplicarse en las células del insecto durante su circulacion,
comportandose como un organismo parasito tanto en la planta huésped como en el insecto
vector. Pudiendo de vez en cuando, llegar a infectar a la progenie del insecto
transovaricamente y algunos de ellos pudiendo ocasionar la muerte del vector.

Como ocurre con otros virus que se replican en sus vectores, los rabdovirus pasan por
un periodo de latencia de 3 a mas de 60 dias (Hogenhout et al., 2008), lo que significa
gue su propagacion se pueda extender y mantener en el tiempo. Suelen ser transmitidos
por afidos y cicadélidos (Homoptera: Cicadellidae), entre otros artropodos (Walker et al.,
2018). En este estudio fue detectado un Nucleorhabdovirus en un &fido de la especie
Hyperomyzus lactucae. Este afido es conocido generalmente por transmitir dos
rabdovirus, Lettuce necrotic yellows cytorhabdovirus (LNYV) (Francki et al., 1989) y
Sowthistle yellow vein virus (SYVV). Segun Hogenhout et al., (2008) el periodo de
latencia de SYVV en H. lactucae es largo y depende en gran medida de la temperatura
ambiental. Las razones de este periodo de latencia mucho mas largo en comparacion con
los virus que son simplemente circulativos (no propagativos) probablemente se relacionan
con el requisito de que el virus se replique antes de que se vuelva transmisible,
confiriéndole una importancia fitopatoldgica relevante en comparacion a otros
mecanismos de transmision.

Se detectaron 10 afidos y 12 plantas con TuYV, las cuales resultaron ser 3 cilantros y
las demés todas malezas. Este virus causa enfermedad principalmente en especies del
género Brassica (Jay et al., 1999; Sharma et al., 2013; Wang et al., 2015; Farzadfar et
al., 2007) y es amplio el nimero de especies cultivadas y de malezas susceptibles. Esto
indica que hay numerosas especies de plantas que se comportan como reservorio del virus
(Latham et al., 2003). TuYV pertenece al género Polerovirus (Familia Luteoviridae)
caracterizandose por poseer una modalidad de transmision persistente circulativa, al igual
que los rabdovirus mencionados anteriormente (Stevens et al., 2008; Garrido, 2018).

Colonias de B. brassicae, M. carnosum, C. aegopodii y M. persicae resultaron positivas
a TuYV en este estudio. Se ha demostrado que este virus es transmitido por algunas
especies de pulgones como B. brassicae, A. solani, y M. euphorbiae, pero su principal
vector es el pulgon verde del duraznero (M. persicae) (Milosevic et al., 2019). De M.
carnosum y C. aegopodii no se tienen registros anteriores de ser vectores de este virus.
Los resultados de este estudio lo indican como potenciales vectores. Es necesario
proceder con las pruebas de transmision para poder definir si efectivamente son o0 no
vectores de TuYV.

Una colonia de afido de la especie H. lactucae encontradas sobre S. oleraceus y otra de
A. solani sobre Epilobium sp. resultaron positivas a PLRV. Como se menciono
anteriormente, H. lactucae es generalmente conocido por transmitir LNYV



(Rhabdoviridae, Cytorhabdovirus) de manera persistente propagativa (Francki et al.,
1989) y se ha observado que presenta un alto grado de asociacién entre H. lactucae como
vector principal y S. oleraceus como huésped primario, entre otros, como la lechuga
(Lactuca sativa) (Moreno y Fereres, 2012). Aunque este pulgén no se desarrolla en la
lechuga, los individuos adultos alados se alimentan de estos huéspedes y transmiten virus,
lo que hace a esta plaga econémicamente significativa para este cultivo. Este afido es
vector de aproximadamente 12 virus no persistentes, como el Lettuce mosaic virus (LMV)
y varios virus persistentes, entre ellos LNYV y Papaya ringspot virus (PRSV). No se
encuentran registros de H. lactucae como vector de PLRV, sin embargo, varias especies
de &fidos son capaces de transmitirlo, entre ellos Myzus persicae, que segin Hidayet et
al. (2006) es uno de sus vectores mas eficientes. Por el contrario, el pulgon de las
solanaceas (A. solani) como lo indica Naga et al. 2019, si es capaz de transmitir PLRV,
pero con baja eficiencia (7,1%) en comparacion a M. persicae (66,6%), lo que respalda
el hecho que esta especie sigue siendo una de las mas eficientes para la transmision de
este virus. En este estudio no se detectaron individuos M. persicae positivo para PLRV.

Se detectd6 OPMV junto a TuYV (familia Luteoviridae), en una planta de ortiga (U.
urens) y en 3 cilantros. Opium poppy mosaic virus es un virus del género Umbravirus
(familia Tombusviridae) recientemente descrito para este género. Los Umbravirus se
diferencian de otros fitovirus en que no codifican proteina de la cubierta (CP) y no forman
particulas virales en las plantas infectadas. Para compensar la falta de particulas, estos
virus dependen para sobrevivir de un virus asistente o auxiliar (virus helper) que siempre
es un miembro de la familia Luteoviridae (Taliansky y Ryabov, 2008), como se presento
en la planta de ortiga y en los 3 cilantros. También se detecto6 OPMV en una S. oleraceus,
pero sin la presencia de un virus auxiliar Luteoviridae. Es importante destacar, que los
tombusvirus pueden también adquirirse a través de aguas superficiales y suelos, sin la
ayuda de vectores, es decir, que la mayoria de los virus pertenecientes a esta familia,
pueden transmitirse desde el suelo de forma dependiente o independiente de un vector
bioldgico (King et al., 2012), pero cuando son transmitidos por afidos solo es posible con
la presencia de un virus auxiliar Luteoviridae (Tang et al., 2016) como se observé en
estos cuatro casos.

En diez plantas de cilantro se detectd6 AMV, virus conocido previamente por infectar a
este cultivo y pertenece al género Alfamovirus, uno de los cinco géneros de la familia
Bromoviridae. Se presenta principalmente en climas templados, causando enfermedades
importantes en alfalfa y trébol dulce (Melilotus officinalis), asi como también
ocasionalmente en cultivos vecinos como la soja, tabaco, tomate y pimiento (Kenyon et
al., 2014). Como lo mencionan Moreno y Fereres (2012) tiene una amplia gama de
hospederos, infectando al menos 430 especies de 51 familias de plantas dicotiledoneas
(Dikova y Lambey, 2010). Los sintomas inducidos por AMV generalmente se presentan
en forma de moteado de color amarillo a verde palido, que se desarrolla entre las
nervaduras de los foliolos y, que puede o no, estar acompafiado de enanismo (Bujarski et
al., 2019). En este estudio, AMV fue el virus con el mayor nimero de detecciones,
presentandose en 25 plantas infectadas (de un total de 38), de las cuales 7 fueron malezas
de las especies Chenopodium sp., B. rapa, M. nicaeensis y A. retoflexus. Las especies de
importancia agrondémica infectadas con AMV fueron alfalfa, papa, cilantro y albahaca.
Este virus se caracteriza por distribuirse en todo el mundo y puede transmitirse
mecanicamente por polen, semilla y de manera no persistente por varias especies de
afidos (Kenyon et al., 2014), lo que explicaria su amplia distribucion y diseminacion. Se
sospecha que AMV puede ser transmitido por todas las especies de afidos que atacan la
alfalfa, pero como lo indica Bujarski et al. (2019) el pulgén verde de la alfalfa
(Acyrthosiphon pisum) es el vector mas importante. En este estudio se detecto en afidos



de las especies: M. euphorbiae, M. carnosum y H. lactucae, ninguno nombrado en la
literatura como vector de AMV y tampoco habian sido encontrados en alfalfa, segun el
“Catalogo de los afidos de Chile, con plantas hospedadoras y distribuciones regional y
provincial” (Nieto Nafria et al., 2016). El pulgén manchado (T. trifolii) ha sido
ampliamente reportado en la literatura como causante de dafios en alfalfa (Cavalieri y
Simon, 2019) y en este estudio se encontrd en una planta de alfalfa positiva para AMV
(P13), pero no en los insectos. EI modo de transmision (no-persistente) contribuye a que
el virus no sea detectado por los analisis moleculares en los pulgones, pero si en las
plantas de las cuales se alimentaron. Dada las formas de transmision de AMV, se pueden
aplicar una serie de medidas generales de control, como el uso de semillas libres de virus
(certificadas), control de propagacion del virus desde huéspedes que hibernan mediante
separacion espacial y control de vectores (pulgones). Importante sefialar que los
insecticidas tienen un uso limitado en este caso, al ser una transmision no-persistente.

En el tercer periodo de muestreo realizado a mediados de enero no se presenciaron
colonias de afidos en las plantas muestreadas, porque su aparicion inicia principalmente
desde el comienzo de la primavera en la zona central del pais y va disminuyendo durante
el verano a medida que se detiene la brotacion (Ripa et al., 2008).

Se ha registrado que, para asegurar su sobrevivencia en el tiempo, los virus de ARN
normalmente son objeto de altas tasas de mutacién, tiempos cortos de replicaciéon y
grandes tamarfios de poblacion, por lo que, poseen un alto potencial evolutivo que los
acredita como principales patdgenos responsables de enfermedades emergentes
(Bedhomme et al., 2012). Los virus generan la capacidad de moldearse a las diferentes
caracteristicas del medio, adaptandose asi a nuevos hospederos para mantener su
permanencia, mas aun en ausencia de sus hospederos primarios, generando nuevas
variantes e interacciones que aseguran su estadia y desarrollo, logrando expandirse y
diseminarse en el largo plazo. Por ello, y porque una vez establecidos estos patdégenos es
muy dificil su erradicacidn, es importante conocer como se comportan en el campo, cuéles
son sus posibles hospederos y/o plantas reservorios, y cuéles son sus posibles insectos
vectores. Conociendo estos parametros podemos desarrollar un plan de manejo
preventivo que apunte a estos factores, con un conjunto de toma de decisiones que logren
disminuir en un futuro el impacto de una infeccion en nuestras plantas y por ende en la
produccion. Estas acciones pueden hacer una gran diferencia en la economia local, sobre
todo en la agricultura a pequefia escala como la que se encuentra en rinconada de Maipu,
que abastece (en su mayoria) de hortalizas frescas a la zona sur-poniente de la Region
Metropolitana de nuestro pais.



CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos,

Se determina que se presentan plantas malezas reservorios (B. rapa, Chenopodium sp.,
U. urens, Epilobium sp., Amaranthus sp., M. nicaeensis, S. oleraceus y Amaranthus
retroflexus) para los virus: TuYV, OPMV, AMV, Nucleorhabdovirus y Cytorhabdovirus,
todos detectados anteriormente en Chile en plantas de cilantro durante el afio 2019.

Se detect6 BtMV, TuYV y OPMV en cilantro, los cuales no estan reportados para este
cultivo a nivel mundial, confirmandose la deteccion realizada en el afio 2019.

En cuanto a los é&fidos potenciales vectores se detecté: ArLV, TuYV, PLRV,
Nucleorhabdovirus OPMV y AMV en afidos de las especies B. brassicae, M. euphorbiae,
M. carnosum, A. solani, H. lactucae, Aphis nerii, M. persicae, Cavariella sp. y en el
chinche Corytucha sp.

De las 29 muestras de afidos analizadas con identificacién molecular, 21 coincidieron con
la identificacion previa en base a la matriz morfoldgica, por lo que, el método DNA
barcoding es una buena herramienta complementaria a la identificacion morfoldgica,
sobre todo para especies cripticas como son los afidos.

Este estudio aporta informacion novedosa acerca de los virus que afectan al cultivo del
cilantro, sus potenciales afidos vectores y plantas reservorios.

Es importante sefialar, que es necesario realizar pruebas de transmision para definir si los
afidos encontrados son efectivamente vectores de los virus identificados en este estudio.
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