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Resumen

El azafran cultivado en Espaiia esta adquiriendo relevancia en las Ultimas décadas como producto de gran
calidad, lo que requiere la seleccién de cormos (sus érganos reproductivos) sanos para la plantacién con
el objetivo de mantener un adecuado estado fitosanitario del cultivo. Este trabajo presenta un estudio del
estado fitosanitario del azafran en Teruel, donde el cultivo fue muy importante econémica y socialmente.
Ademas, este estudio pretende ser de utilidad para las zonas productoras con caracteristicas agroclimati-
cas similares. Con dichos objetivos, se prospectaron 10 plantaciones comerciales de azafran en 6 localida-
des del valle del Jiloca entre los afos 2008 y 2011, estudiando la presencia de insectos, acaros, nemato-
dos, virus, bacterias y malas hierbas. El acaro Rhizoglyphus robini, una de las plagas mas importantes del
azafran, se detect6 en los cormos y en el suelo en una parcela. También el nematodo Aphelenchoides blas-
tophtorus, plaga en plantas ornamentales, se encontré abundantemente en cormos de dos parcelas. Se
detectaron infecciones ocasionales de virus del género Potyvirus en el cultivo y en la mala hierba Eruca
vesicaria. Las malas hierbas Lolium rigidum y Descurainia sophia podrian causar serios problemas de com-
petencia al cultivo y se considera necesario realizar operaciones de escarda en otofio y en invierno. No se
detectaron insectos nocivos ni bacterias fitopatdégenas. La multiplicacion vegetativa del azafran hace acon-
sejable realizar muestreos, especialmente en los cormos antes de ser replantados, para detectar la presencia
de acaros, nematodos y virus que podrian ocasionar pérdidas de produccion y calidad.

Palabras clave: Rhizoglyphus robini, Aphelenchoides blastophtorus, potyvirus, Lolium rigidum, Descu-
rainia sophia, prevencion.

Abstract
Phytosanitary status of saffron crop in Aragén (Spain): insects, mites, nematodes, viruses, bacteria and
weeds

In the last decades, saffron produced in Spain is gaining relevance as a high-quality product, which re-
quires the selection of healthy corms (the reproductive organ) for planting in order to maintain adequa-
te phytosanitary status of the crop. In this work, the phytosanitary status of saffron was studied in Te-
ruel (Aragon, Spain), where the crop has economic and social importance. Moreover, it aims to be useful
for the production areas with similar agro-climatic characteristics. Ten commercial saffron plantations
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in six locations of the Jiloca valley have been surveyed between 2008 and 2011 and the presence of in-
sects, mites, nematodes, virus, bacteria and weeds was studied. The mite Rhizoglyphus robini, one of the
most important pests of saffron, was detected in both corms and soil in one plantation. The nematode
Aphelenchoides blastophtorus, pest in ornamental plants, was also found in corms in two plantations. Poty-
virus infections were occasionally detected in both the crop and in the weed Eruca vesicaria. The weeds
Lolium rigidum and Descurainia sophia could cause diminutions of the yield by competition, therefore,
weeding operations are necessary in autumn and winter. No harmful insects and phytopatogenic bac-
teria were detected. Because reproduction is only possible through corm propagation, it is advisable
to analyse the plants, especially the corms, before being re-planted, in order to detect the presence of
mites, nematodes and virus that could reduce yield and quality decreases.

Key words: Rhizoglyphus robini, Aphelenchoides blastophtorus, potyvirus, Lolium rigidum, Descurai-

nia sophia, prevention.

Introduccion

El azafran (Crocus sativus L.) pertenece a la
familia Iridaceae, cuyo género comprende
85 especies distribuidas en areas con invier-
nos frios y veranos calidos. El azafran es una
especie geofita de floracién otonal. Se ca-
racteriza por un reposo estival, durante el
cual la planta sobrevive a los periodos de se-
quiay altas temperaturas a través de sus cor-
mos, que son sus estructuras reproductivas
que permanecen bajo tierra y generan uno o
varios cormos nuevos anualmente. El ciclo
biolégico comienza después de las primeras
[luvias de otofio con el crecimiento vegeta-
tivo de la parte aérea, la emisién de hojas 'y
flores, terminando con la produccién de cor-
mos de sustitucion a finales de marzo. Con-
trariamente a otras especies del género Cro-
cus que florecen en invierno-primavera, el
azafran florece en otofo, desde mediados de
octubre hasta finales de noviembre, depen-
diendo de las condiciones climaticas.

El azafran es una especia interesante debido
a su agradable color, sabor y fragancia, y ha
sido utilizada con fines medicinales, cosmé-
ticos y como tinte desde la edad de bronce
tardia, cuando esta planta gedfita fue do-
mesticada (Ferrence y Bendersky, 2004). En la
actualidad, el azafran se produce en algunos
paises mediterraneos europeos como Espana,

Italia y Grecia. En Espaia fue cultivado tra-
dicionalmente de forma masiva hasta los
afos sesenta, tanto en Castilla-La Mancha
como en el valle del Jiloca (Teruel) y propor-
cionaba elevados ingresos (Pérez Bueno,
1989). Debido al despoblamiento de la zona
rural, la superficie cultivada descendié desde
11.282 ha en 1930 (Pérez Bueno, 1989) a 200
ha en 2004 (Fernandez, 2004). No obstante,
la superficie se ha mantenido en 146 ha en
2012 en Castilla-La Mancha (MAGRAMA,
2013) y en Teruel, la creacion de la Asociacion
de Productores de Azafran del valle del Jiloca
(AZAJI) en 2004 y de dos empresas especiali-
zadas son muestra del interés de potenciar
este cultivo que dispuso de aproximadamen-
te 15 hectareas en la zona en el afio 2014
(AZAJI, com. pers.), buscando ofrecer exce-
lente calidad al consumidor. Se han llevado a
cabo prospecciones de cormos para comple-
tar colecciones de germoplasma en cinco pa-
ises productores y comercializadores de aza-
fran de la Unién Europea (UE) y en siete
paises no pertenecientes a ella (Fernandez et
al., 2011), lo cual demuestra el interés por
este cultivo no s6lo en Espafia sino también
en otros paises como Grecia, Hungria, Fran-
cia, Italia, Azerbaiyan, Turquia, Egipto, etc. Si
bien se ha avanzado notablemente en estu-
dios genéticos, la informacion disponible
desde el punto de vista de la sanidad vegetal
sigue siendo escasa.
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El cultivo del azafran es perenne y en Espafia
la permanencia en el suelo tiene una duracion
de 3 a 4 afos (Fernandez, 2004). Con el paso
del tiempo, la produccién de la especia se re-
duce por el incremento de la competencia
entre plantas por el aguay los nutrientes, asi
como por el menor tamafo de los cormos y su
menor capacidad de florecer. Ademas, el aza-
fran es androestéril y se multiplica exclusiva-
mente de forma vegetativa (Grilli Caiola y
Canini, 2010), por lo que la seleccién apro-
piada de cormos y la revision de su estado fi-
tosanitario antes de replantarlos es esencial
para la conservacién de las mejores caracte-
risticas morfoldgicas, productivas y de cali-
dad. Los agricultores rechazan aquellos cor-
mos podridos o danados, lo que no permite
descartar la posible existencia de patégenos
no facilmente visibles. En cuanto a las malas
hierbas, no existen datos sobre las especies
mas frecuentes, mas abundantes y mas com-
petitivas en este cultivo, exceptuando algunos
estudios realizados en Irdn (Kumar et al.,
2009; Mesgaran et al., 2008). Sin embargo,
este conocimiento es imprescindible para po-
der planificar bien las tareas de desherbado y
contribuir a una elevada producciéon y calidad.
Actualmente, se realiza un desherbado ma-
nual tradicional en combinacién con el uso de
pequefos aperos, pero es esencial el conoci-
miento de las malas hierbas mas daininas para
poder realizar estas tareas de forma eficaz'y
en el momento adecuado.

Muchos insectos fitéfagos pueden alimen-
tarse de cultivos, llegando a ser plagas im-
portantes. El estudio de la relacién entre el in-
secto fitéfago y el cultivo es importante para
establecer estrategias de control adecuadas a
las caracteristicas bioldgicas, fisiologicas y
agronoémicas del cultivo. Como ya se ha men-
cionado, a diferencia de la mayoria de las
plantas cultivadas y silvestres, el azafran tiene
la peculiaridad de presentar un ciclo otofio-in-
vierno-primavera, floreciendo en otono (oc-
tubre-noviembre). Esta caracteristica puede

llegar a ser ventajosa, ya que el periodo de
floracion no coincide con el maximo pobla-
cional de insectos en el ambiente. No obs-
tante, se han descrito en el azafran algunas
plagas de insectos (trips) y acaros (Rhizogly-
phus robini) que pueden afectar a las hojas y
cormos en épocas de no floracion (Shahrokhi
etal., 2006). Ademas, el hecho de que sea una
especie geodfita la hace vulnerable a especies
nocivas de invertebrados edéaficos, como al-
gunos acaros y nematodos. Por otra parte, al-
gunos invertebrados no edaficos, como pul-
gones, trips u otros nematodos, podrian
actuar como vectores de enfermedades.

Ademas del posible papel de los vectores, la
reproduccién vegetativa obligada del aza-
fran constituye la via mas directa de disper-
sion de enfermedades, como las ocasiona-
das por virus y bacterias. En azafran se han
descrito infecciones naturales causadas por el
virus del mosaico del nabo (TuMV del nom-
bre en inglés: Turnip mosaic virus), el virus del
mosaico amarillo de la judia (BYMV: Bean
yellow mosaic virus) y otros miembros del
género Potyvirus (familia Potyviridae). Fre-
cuentemente, las infecciones por potyvirus
son latentes en azafran, sin la aparicién de
sintomas visibles (Grilli Caiola y Faoro, 2011).
Otras especies de Crocus silvestres y orna-
mentales se han descrito también como hués-
pedes de potyvirus y de virus de otras fami-
lias, como el virus del mosaico del pepino
(CMV: Cucumber mosaic virus), el virus del
bronceado del tomate (TSWV: Tomato spot-
ted wilt virus), el virus del cascabeleo del ta-
baco (TRV: Tobacco rattle virus) y el virus del
mosaico del arabis (ArMV: Arabis mosaic vi-
rus). Todos ellos pueden transmitirse por pro-
pagacion vegetativa, pero los potyvirus y
CMV se transmiten ademas por pulgones,
TSWV por trips, y TRV y ArMV por nematodos
de las familias Trichodoridae y Longidoridae.
Los citados aqui estan presentes en Espafia
(Abelleira et al., 2010; Melgarejo et al., 2010)
y, por tanto, podrian constituir un riesgo po-
tencial para nuestros cultivos de azafran.



La informacién acerca de las enfermedades
bacterianas en el cultivo del azafran es muy
escasa, Yy la Unica bacteria fitopatdégena des-
crita es Burkholderia gladioli pv. gladioli (an-
teriormente Pseudomonas gladioli) (Xu y Ge,
1990). Esta bacteria también afecta a otras
especies del género Crocus, Gladiolus spp.,
Freesia spp., Iris spp. y a otros miembros de la
familiia Iridaceae. B. gladioli pv. gladioli pro-
duce lesiones en las hojas y pudriciéon de los
cormos. Las lesiones en hojas estan a me-
nudo localizadas en la porcién basal de las
mismas. En las fases iniciales de la infeccién
se observan pequefias manchas de color ro-
jizo en las hojas, que posteriormente au-
mentan de tamafo y adquieren una colora-
ciéon marrén oscura o negra, mostrando un
ligero hundimiento en la zona central de la
lesion. Las partes aéreas de la planta se des-
prenden del cormo con facilidad. En los cor-
mos, las lesiones iniciales se muestran como
areas hundidas de color amarillo o anaran-
jado y, en fases avanzadas de la infeccién,
tiene lugar la pudricion de los cormos que, al
ser presionados, liberan exudados de color
amarillento. B. gladioli pv. gladioli ha sido
descrita en algunos paises de Asia, América,
Africa, Australia y Europa (CABI, 2012). Los
brotes severos de la enfermedad pueden lle-
gar a ocasionar importantes pérdidas (Fiori et
al., 2011). Recientemente se ha sugerido que
otra posible especie del género Burkholderia,
todavia no identificada, podria estar tam-
bién asociada con las podredumbres blan-
das del azafran en Italia (Fiori et al., 2011).

El azafran es un cultivo con un lento desarro-
llo y de porte escaso, lo que hace de él un
competidor pobre (Soufizadeh et al., 2007).
La competencia con las malas hierbas pro-
voca una reduccion en la produccion, e in-
cluso la muerte del cultivo si ésta es muy ele-
vada (Kumar et al., 2009). Algunos autores
consideran las malas hierbas como el princi-
pal problema de este cultivo (Ghorbani y Ko-
ocheki, 2007; Gresta et al., 2008). Las malas
hierbas mas daninas podrian ser las especies
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con presencia en otoino que dificultan la co-
secha de las flores y, por otro lado, aquellas
especies que se desarrollan en la primavera
hasta la desaparicion de la parte aérea del
cultivo en mayo, que conllevan una menor
produccién de cormos y flores en el otofio si-
guiente (Gresta et al., 2008). A pesar de su
importancia, no existe informacion sobre las
malas hierbas mas frecuentes y abundantes
en el cultivo de azafrany, por tanto, no se ha
determinado cudles son las especies mas pro-
blematicas. No obstante, este conocimiento
resulta imprescindible para poder planificar
estrategias efectivas de control. También es
necesario tener en cuenta que las malas hier-
bas pueden ser reservorios de virus que, a su
vez, podrian ser transmitidos a las plantas de
azafran mediante insectos vectores (Cooper
y Jones, 2006). Por ello, es importante aco-
meter un estudio multidisciplinar para poder
aportar informacién al respecto.

El objetivo de este trabajo es describir el es-
tado fitosanitario del cultivo de azafran en el
valle del Jiloca (Teruel), prestando especial
atencién a insectos, acaros y nematodos como
potenciales plagas y/o transmisores de enfer-
medades, virus, bacterias y malas hierbas, asi
como a las posibles interacciones entre ellos.

Material y métodos

El estudio se ha llevado a cabo entre los afios
2008 y 2011. Se han realizado prospecciones
en 10 plantaciones comerciales de azafran si-
tuadas en seis localidades del valle del Jiloca
(Fuentes Claras, Blancas, Monreal del Campo,
Peracense, Torrijo del Campo y Caminreal), si-
tuadas en la provincia de Teruel (Espafia). En
ellas se evaluo la presencia de insectos, acaros,
nematodos, virus y bacterias en la parte aérea
del cultivo o en los cormos y en el suelo, asi
como las malas hierbas en las plantaciones
(Tabla 1). Para llevar a cabo el estudio del es-
tado fitosanitario de los cormos, éstos se ex-
trajeron del suelo entre los aios 2008 y 2010.
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Caracterizacion de insectos, acaros
y nematodos

Los muestreos se realizaron tanto en la parte
epigea (hojas) como hipogea (cormos y suelo)
del cultivo. Las muestras de la parte epigea se
obtuvieron en cuatro parcelas durante dos
periodos para maximizar la cobertura espa-
cio-temporal en el area de estudio: primavera
(marzo-abril) y otofo (octubre-noviembre)
de 2008 (Tabla 1). La técnica empleada para
la recogida de insectos fue el barrido con
una manga entomoloégica de 25 cm de dia-
metro. Las muestras de hojas se recogieron
manualmente, seleccionando aleatoriamente
dos plantas por parcela. Para los muestreos
de la parte hipogea del cultivo se recogieron
54 cormos. Aquellos que presentaron aca-
ros, u otra fauna de artrépodos en las cu-
biertas exteriores, se cortaron en laminas y se
estudiaron bajo lupa binocular para detectar
posibles areas necrosadas. Se recogi6é una
muestra de 100 ml de suelo. En las parcelas
en las que no se observaron sintomas, las
muestras se tomaron al azar, sin embargo
en las parcelas con rodales o indicios de en-
fermedad, las muestras se tomaron en estas
areas sospechosas de la presencia de orga-
nismos nocivos. Se utilizé el embudo Berlese
para aislar los artropodos edaficos de las
muestras de suelo. Muestras de suelo, cormo
y hojas se enviaron al Laboratorio de Refe-
rencia de nematodos del Museo Nacional de
Ciencias Naturales de Madrid (CSIC) para la
identificacion de especies.

Caracterizaciéon de virus

Durante las prospecciones, realizadas en pri-
mavera y otofio (Tabla 1), se recolecté al azar
un minimo de 10 muestras foliares por par-
cela, siguiendo en cada una de ellas un iti-
nerario predefinido. Igualmente, se recogie-
ron hojas y flores de azafran o de la flora
arvense que mostraban sintomas atribuibles
a una etiologia viral (mosaicos, clorosis, de-
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formaciones, estriados o rotura de color en
flores, etc.). También se recolectaron cormos
proporcionados por los agricultores, que ha-
bian sido previamente rechazados como ma-
terial de propagacién debido a la presencia
de manchas necréticas, deformacion o ta-
manio insuficiente.

Se analizé un total de 215 muestras por se-
rologia mediante ELISA (Clark y Adams, 1977)
usando antisueros comerciales preparados
para la deteccién general de potyvirus (Ag-
dia, Elkhart, Indiana, EE. UU.) o para la de-
teccién especifica de CMV, TuMV y BYMV
(DSMZ, Braunschweig, Alemania).

Se prepararon extractos de las muestras po-
sitivas (diluidos en proporcién 1:4 en 30mM
Na,HPO,, 0,2% dietil-ditiocarbamato sédico,
carborundo y carbon vegetal, ambos a 75
mg ml") y se inocularon en una gama de 17
especies indicadoras pertenecientes a siete
familias botanicas distintas: Amarantaceae,
Asteraceae, Brassicaceae, Chenopodiaceae,
Cucurbitaceae, Fabaceae y Solanaceae (el lis-
tado de especies se presenta en la Tabla 4).
Las plantas se mantuvieron en invernadero
bajo condiciones controladas al menos 30
dias tras la inoculacién, periodo durante el
que se anotaron las reacciones observadas en
cada huésped.

Caracterizacion de bacterias

En primavera y verano del periodo 2008-
2010, se recolectaron muestras en parcelas
ubicadas en seis localidades (Tabla 1). Se re-
cogieron 882 cormos que presentaban danos,
aunque solo se analizaron 54 de ellos, puesto
que presentaban sintomas similares a los des-
critos para la infeccién por B. gladioli pv. gla-
dioli. Los cormos se desinfectaron superfi-
cialmente mediante inmersién en hipoclorito
sédico (0,5%) y se lavaron tres veces con
agua destilada estéril. Se seleccionaron pe-
quefos fragmentos del tejido préximo a las
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lesiones (zona de avance) y se dilaceraron
en 10 ml de agua destilada estéril. Las sus-
pensiones resultantes se sembraron en medio
de cultivo B de King (King et al., 1954) y se in-
cubaron a 25°C durante 72 h. Se selecciona-
ron aquellas colonias que presentaban el as-
pecto caracteristico del género Burkholderia
en este medio: color blanco cremoso y no
fluorescentes bajo iluminacién UV. Los aisla-
dos se purificaron y caracterizaron mediante
pruebas bioquimicas y fisiolégicas (Hilde-
brand et al., 1973), amplificaciéon por PCR con
iniciadores especificos para B. gladioli (Fu-
ruya et al., 2002) y reaccion de hipersensibi-
lidad en tomate y tabaco (Klement y Good-
man, 1967). La cepa tipo de B. gladioli pv.
gladioli ATTC 10248 se utiliz6 como testigo
en todas las pruebas. El poder patégeno de
una seleccion representativa de estos aislados
se confirmd mediante inoculaciéon en cormos
sanos desinfectados del modo descrito ante-
riormente. Se realizaron heridas en los cor-
mos y se depositaron en ellas las suspensiones
bacterianas (107 UFC ml-'). Cada uno de los
aislados bacterianos se inoculé en cinco cor-
mos. Se incluyeron cinco cormos sanos ino-
culados con agua destilada estéril como con-
trol negativo y la cepa tipo de B. gladioli pv.
gladioli ATTC 10248 se utilizé6 como control
positivo. Los cormos inoculados se incuba-
ron en una camara de cultivo a 25°Cy en con-
diciones de humedad relativa préxima al
100% durante 6 dias, observandolos regu-
larmente para detectar posibles sintomas.

Prospecciones de malas hierbas

Después de haber iniciado ensayos de control
mecanico en las parcelas de Fuentes Claras | y
Il'y Monreal del Campo lll entre los ainos 2007
y 2011 (Cirujeda et al., 2014), se decidi6 reali-
zar una prospeccion en ocho parcelas comer-
ciales de azafran en primavera de 2010 (Tabla
1), cuando el azafran estaba en su maximo
desarrollo vegetativo aéreo. En todas las par-

celas se habia llevado a cabo algun tipo de es-
carda en las semanas o meses anteriores. Con
la eleccion de esta época de muestreo se trato
de identificar la flora infestante después de la
cosecha del azafran, momento en el cual se
pueden detectar aquellas especies que no
fueron controladas en el periodo anterior, o
que germinaron con posterioridad a la escar-
da realizada. En los Unicos trabajos encon-
trados en la bibliografia sobre esta temética,
realizados en Iran (Shahrokhi et al., 2006),
las prospecciones se llevaron a cabo en la
misma época, lo que permite la comparacion
de ambos estudios. Debido al reducido ta-
mafio de las parcelas se prospectaron los cam-
pos enteros. Para ello, dos personas entrena-
das los recorrieron siguiendo transectos en
zigzag, anotando las especies de malas hier-
bas encontradas, su abundancia media en la
parcelay el porcentaje total de cobertura del
suelo por el conjunto de especies. Se utilizé la
flora de Carretero (2004) para la identifica-
cién de especies.

Resultados

Insectos

En la plantacién | de Fuentes Claras la abun-
dancia de insectos fue mayor que en el resto
de los campos, dominando la especie Ceu-
torhynchus pulvinatus (Coleoptera: Curculio-
nidae: Ceutorhynchini), sequida de los Hyme-
nopteray Diptera (Tabla 2). En la plantacion Il
de Blancas la abundancia fue intermedia, tam-
bién con preponderancia de los Coleoptera,
mientras que en la plantacién Il de Fuentes
Claras (Il) y la plantacién | de Blancas la abun-
dancia fue la mas baja, y ademas, en esta ul-
tima parcela, la riqueza taxondémica fue la
menor (Tabla 2). En todas las plantaciones
muestreadas los Hemiptera y Thysanoptera
fueron poco abundantes. No se recogié nin-
gun insecto cuando se muestreé la parte aé-
rea del cultivo en la época de floracion.
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Tabla 2. Riqueza (n° de taxones) y abundancia (n° de individuos/taxén)
de insectos encontrados en la estacién vegetativa (primavera de 2008)
Table 2. Insect richness (taxon number) and abundance (individuals/taxon)
found in the saffron fields during the vegetative phase (spring 2008)
Localidad Fuentes Claras Blancas
Parcela | Il I I
Ceutorhynchus pulvinatus 293 7 0 57
Otros Coleoptera 84 16 4 43
Hymenoptera 110 14 4 29
Diptera 106 19 0 35
Hemiptera 10 3 1 6
Thysanoptera 12 2 1 5
Acaros beloides y Aphelenchus avenae aunque con

En la plantacion Il de Monreal del Campo se
encontré una gran abundancia de individuos
de Rhizoglyphus robini (Acaridae) tanto en el
suelo como en la corteza de los cormos y en
zonas necroéticas de éstos en el muestreo re-
alizado en primavera. Este acaro no se de-
tectd en ninguna muestra de cormos y suelo
procedentes del resto de las parcelas.

Nematodos

En total se identificaron 22.441 ejemplares de
nematodos procedentes de muestras de
suelo y cormos, representando a 11 géneros
y ocho familias (Tabla 3 y 4). Las muestras de
suelo mostraron mayor riqueza especifica de
nematodos que los cormos. Sin embargo, la
mayor abundancia se obtuvo en las muestras
de cormos, en las que la especie predomi-
nante fue Aphelenchoides blastophtorus, re-
presentando el 64,5% de la abundancia to-
tal. En la plantacién Il de Blancas y en la
plantacién Il de Monreal del Campo la abun-
dancia de esta especie fue mucho mayor que
en el resto de las parcelas. En todas las mues-
tras de suelo se detectaron Acrobeles, Acro-

baja abundancia. En las hojas solo se detec-
taron unos pocos especimenes de A. blas-
tophtorus y Rhabditidos, en muestras proce-
dentes de la plantacién | de Fuentes Claras y
plantacion Il de Monreal del Campo. En el
resto de las parcelas no se encontré ningun
nematodo parasito en hojas.

Virus

Durante las prospecciones realizadas en los
periodos de cultivo 2007-2008 y 2008-2009
(primavera y otofio de 2008, respectivamen-
te) no se observaron sintomas en plantas de
azafran que fueran atribuibles a un origen vi-
ral. Solo se observaron de forma ocasional
plantas con hojas retorcidas en espiral o con
los apices foliares de color amarillo en algu-
nas de las parcelas. Estas alteraciones, sin im-
portancia sintomatoldgica aparente, podian
deberse a la emergencia de las plantas en un
suelo extremadamente seco y duro. Dichas
plantas fueron analizadas en laboratorio
para descartar una posible etiologia viral. En
el periodo 2009-2010 (primavera de 2010)
s6lo se encontré en la parcela de Il de Blan-
cas una planta de la especie Eruca vesicaria
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Tabla 3. Nematodos encontrados en muestras de 100 ml de suelo en cada parcela (2008/2010)

Table 3. Nematodes found in 100 ml soil samples in each plot (2008/2010)
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Fuentes Claras Blancas Monreal del Campo Peracense

Familia Género/Especie | Il I

Aphelenchidae Aphelenchus avenae 74 26 22 5
Aphelenchoididae  Aphelenchoides 2 - - -
Cephalobidae Acrobeles 3 24 16 8
Cephalobidae Acrobeloides 18 60 6 80
Cephalobidae Cephalobus - 7 10 14
Dorylaimidae No identificado - 40 60 38
Hoplolaimidae Helicotylenchus - - - 2
Hoplolaimidae Rotylenchus - - - 1
Qudsianematidae  Ecumenicus 6 - - -
Rhabditidae No identificado - - 30 -
Rhabditidae Rhabditis 9 - 5 14
Tylenchidae Psylenchus - 2 8 -
Tylenchidae Tylenchus - 10 - 2

Tabla 4. Nematodos encontrados en 5 cormos en cada parcela (2008/2010)
Table 4. Nematodes found in 5 corms in each plot (2008/2010)

Fuentes Claras Blancas Monreal del Campo Peracense

Familia Género/Especie | Il I

Aphelenchoididae  Aphelenchoides 212 6552 7623 68
blastophtorus

Aphelenchidae Aphelenchus avenae 17

Cephalobidae Acrobeloides 15

Rhabditidae No identificado 18 77 7245 12

con mosaico y distorsiones foliares que indi-
caban una posible infeccion viral.

Se analizé por ELISA un total de 150 muestras
foliares, 12 procedentes de flores y 49 pro-
cedentes de cormos de azafran para detectar
infecciones por CMV, los potyvirus TuMV y

BYMV o cualquier otro potyvirus. De ellas,
solo una muestra foliar y otra de cormo, am-
bas recogidas en la misma parcela de Mon-
real del Campo en primavera de 2010, resul-
taron positivas frente al suero general de
potyvirus y al especifico de TuMV. Ademas,
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tres muestras foliares adicionales proceden-
tes de germoplasma de Crocus sp. recolec-
tado en el Centro de Investigacion y Tecno-
logia Agroalimentaria de Aragén (CITA) para
su caracterizacion fueron positivas al suero
general de potyvirus, detectdndose en dos de
ellas la presencia de BYMV.

Para confirmar la infeccion viral de las plan-
tas que resultaron positivas por serologia y
descartar su infeccién por otros virus de
transmision mecanica, se inocularon extrac-
tos de dichas plantas en una gama de hués-
pedes indicadores. La reacciéon observada en
ellos al inocular las dos muestras procedentes
de Monreal del Campo y la muestra de E. ve-
sicaria fue la esperada para TuMV (Tabla 5).
Concretamente, se observé la induccion de
mosaico sistémico en nabo (Brassica rapa), de
lesiones locales cloro-necréticas sin aparicion
de sintomas de infeccion sistémica en tabaco
(cvs. "Xanthi nc’, ‘Samsun’ y ‘Paraguay’) y de
sintomas de infeccion local y sistémica en otras
especies del género Nicotiana. No se observa-
ron sintomas en rdbano (Raphanus sativus). La
infeccion por TuUMV de varios huéspedes indi-
cadores (Chenopodium quinoa, Nicotiana
clevelandii, N. megalosiphon y N. bentha-
miana) inoculados con extractos de la planta
de E. vesicaria se confirmé ademas por sero-
logia. La reaccién observada al inocular
muestras positivas para BYMV solo consistio
en la aparicion de manchas locales cloréticas
en C. quinoa, C. amaranticolor, judia (Phase-
olus vulgaris), haba (Vicia faba) y guisante (Pi-
sum sativum), sin que se observaran sintomas
de infeccién sistémica.

Por ultimo, en otofio de 2012, una planta de
azafran procedente de cormos proporciona-
dos por agricultores y mantenida en el her-
bario del CITA mostré rotura de color en flo-
res y distorsion del eje de los pétalos. La
inoculacién de un extracto de estos pétalos
en huéspedes indicadores reprodujo los mis-
mos sintomas descritos anteriormente, ca-
racteristicos de la infeccién por TuMV.
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Bacterias

No se observaron sintomas de infeccion bac-
teriana en las hojas. Solo 54 de un total de
882 cormos mostraban sintomas de pudri-
cion (8%), aunque éstos no correspondian
con el aspecto caracteristico de la lesiones
producidas por B. gladioli pv. gladioli. Se ob-
tuvieron aislados bacterianos con las si-
guientes caracteristicas: no fluorescentes en
medio B de King, gram negativos, anaerobios
estrictos, positivos para actividad oxidasa, re-
duccion de nitratos e hidrolisis de gelatina 'y
arginina; y negativos para la produccion de
indol. Estas caracteristicas bioquimicas coin-
ciden con las esperadas para Pseudomonas
spp., pero no con las propias de B. gladioli pv.
gladioli. No se obtuvo amplificacion me-
diante PCR para ninguno de los aislados,
mientras que se amplificé un fragmento del
tamano esperado (300 pb) para la cepa ATTC
10248 de B. gladioli pv. gladioli utilizada
como testigo. Los aislados ensayados no in-
dujeron reaccién de hipersensibilidad en ho-
jas de tomate o tabaco. No se observaron sin-
tomas en los cormos inoculados con los
aislados analizados ni con el control negativo
de agua, mientras que en los controles posi-
tivos se observaron las pudriciones caracte-
risticas. Por tanto, las bacterias estudiadas
no eran fitopatégenas y correspondian a
flora saprofita.

Infestacién por malas hierbas

El porcentaje medio de cobertura del suelo
por malas hierbas en las parcelas prospecta-
das en primavera fue de 27 £ 6,2%, lo cual es
considerable teniendo en cuenta que en to-
dos los campos se habia llevado a cabo un
desherbado manual o mecanico entre unos
meses y unas semanas antes de la evalua-
cion. Ademas, cabe tener en cuenta que el
cultivo mostraba su maxima cobertura del
suelo en el momento de realizar la prospec-
cion y las hojas mostraban su maxima capa-
cidad competitiva.
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Tabla 5. Reaccion de una gama de huéspedes indicadores a la inoculacion de muestras infectadas
por TUMV (hojas, cormos y flores de azafran, y hojas de E. vesicaria)
Table 5. Host range responses in inoculations from samples infected by TuMV
(saffron leaves, corms, flowers and leaves of E. vesicaria)

Familia botanica

Huéspedes indicadores

Reaccion’ local / sistémica

Amarantaceae Gomphrena globosa LLn/0
Asteraceae Lactuca sativa 0/0
Brassicaceae Brassica rapa 0/M
Raphanus sativus 0/0
Chenopodiaceae Chenopodium amaranticolor LLcn / Scn
C. quinoa LLen /M
Cucurbitaceae Cucurbita pepo 0/0
Cucumis sativus 0/0
Fabaceae Vigna unguiculata 0/0
Solanaceae Capsicum annuum cv. '‘Doux des Landes’ 0/0
Datura stramonium 0/0
Nicotiana benthamiana LLc/ M
N. clevelandii LLn/ M
N. megalosiphon LLc/Recn
N. tabacum cv. ‘Paraguay’ LLen /0
N. tabacum cv. ‘Samsun’ LLcn/0
N. tabacum cv. 'Xanthi nc’ LLcn/0
Physalis floridana 0/0
Solanum melongena cv. ‘Cerna Krazavitza’ 0/0
S. melongena cv. ‘Violette de Barbentane’ 0/0

T ¢: clorético(a); n: necrético(a); cn: cloro-necrético(a); LL: lesion local; M: mosaico; S: manchas; R: man-

chas anulares; 0: ausencia de sintomas.

Se identificaron un total de 43 especies, siendo
la riqueza media de 13 + 3,1 especies. Lamium
amplexicaule fue la mas frecuente (86% de las
parcelas), sequida por Diplotaxis erucoides y
Descurainia sophia (71%), Veronica hederifolia,
Papaver rhoeas, Medicago spp. y Eruca vesica-
ria (57 %)y Anacyclus clavatus, Hordeum muri-
num, Crepis vesicaria, Malva sylvestris y Cirsium
arvense (43%). El resto de las especies de ma-

las hierbas presentes se encontraron en fre-
cuencias menores. La densidad media fue baja
(2 £0,6% cobertura del suelo) exceptuando al-
gunas especies que posiblemente causaron se-
rios problemas de competencia: Lolium rigi-
dum (densidad media, cuando presente, del
20%) y, en un segundo rango de abundancias,
D. erucoides, Stellaria media e Hypecoum pro-
cumbens (6%) y L. amplexicaule (4%).
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Discusion

Los resultados descritos confirman la existen-
cia de organismos nocivos para el cultivo. El
gorgojo C. pulvinatus fue el insecto mas
abundante y parece estar relacionado con las
flores de especies pertenecientes a la familia
de las Brassicaceae (DBIF, 2013). Al igual que
los Hymenoptera y Diptera encontrados, C.
pulvinatus no esta citado como plaga en el
azafran. Asimismo, entre los insectos se han
citado los trips como causantes de dafos en
plantaciones de azafran. Concretamente
Thrips tabaci puede desarrollarse en las hojas,
alcanzando su maximo demografico en los
meses de marzo y abril (Shahrokhi et al., 2006).
La ausencia de insectos en floracién puede es-
tar causada por las bajas temperaturas. Las es-
pecies de malas hierbas mas frecuentes per-
tenecientes a esta familia fueron D. erucoides
y E. vesicaria, muy abundantes en las areas
muestreadas, sobre todo en la plantacién | de
Fuentes Claras.

Por otro lado, los acaros y nematodos podrian
jugar un papel decisivo en la dispersion e in-
cremento de dafnos causados por bacterias fi-
topatdgenas en el cormo de la planta (Young,
1954; Forsberg, 1955, 1959). En efecto, el
acaro R. robini, considerado una de las plagas
mas importantes en el cultivo del azafran
(Shahrokhi et al., 2006) puede también al-
bergar bacterias y hongos en el tracto diges-
tivo llegando a ser un importante vector de
enfermedades (Diaz et al., 2000). De hecho,
se ha descrito la adquisicion y retencién de la
bacteria fitopatégena B. gladioli pv. gladioli
por R. robini (Poe et al., 1979). No obstante,
el paso de bacterias y propagulos fungicos
viables a través del intestino del acaro no es
una evidencia suficiente para considerarlo
como vector de enfermedades, especial-
mente porque también podrian estar invo-
lucrados otros mecanismos mas complejos
en la transmisién de bacterias y hongos.
Beute y Benson (1979) sugieren que la mi-
crofauna del suelo puede producir dafios ra-
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diculares contribuyendo a: i) crear vias de
entradas de patégenos; ii) acumular inéculos
en lugares de infeccion y iii) alterar la sensi-
bilidad del huésped a la enfermedad. Esto
coincide con nuestras observaciones en la
plantacion Il de Monreal del Campo, donde R.
robini fue especialmente abundante en el
sueloy en la corteza de los cormos, lo que su-
geriria que la infestacion del acaro podria
proceder del suelo por penetracién a través
de la parte basal o de las cubiertas mas in-
ternas de la corteza del cormo (Okabe y
Amano, 1991). La amplitud de los mecanismos
involucrados en la transmision de enferme-
dades por este acaro permanece sin determi-
nar, ya que en nuestro estudio no se ha en-
contrado ninguna bacteria fitopatégena que
pudiera ser transmitida por R. robini. No obs-
tante, en caso de introduccién en la zona de
B. gladioli pv. gladioli, la presencia de R. ro-
bini podria contribuir a su dispersion.

Con respecto a los nematodos, gran parte del
interés que despiertan radica en su relacion
con los hongos, bacterias y virus. En las mues-
tras recogidas en este estudio, la mayoria de
los nematodos encontrados fueron parasi-
tos de plantas (A. blastophthorus) o pertene-
cientes a grupos tréficos bacterivoros (Rhab-
ditidae, Acrobeloides sp.) y fungivoros (A.
avenae, Aphelenchoides sp.). Los nematodos
fungivoros podrian permitir el control de hon-
gos patodgenos de plantas. Por ejemplo, el
control de Rhizoctonia solani, un hongo pa-
tégeno importante en el azafran, podria con-
seguirse mediante la aplicacién del nematodo
A. avenae (Ishibashi y Choi, 1991; Lootsma y
Scholte, 1997; Lagerlof et al., 2011) y algunas
especies de Aphelenchoides (Lagerlof et al.,
2011). A. avenae esta presente en todas las
muestras, lo que sugiere la posible existencia
de una relacién hongo-nematodo. A. blas-
tophthorus, considerado como plaga en plan-
tas ornamentales y en cultivos como la fresa
(EPPO, 2008), fue muy abundante en cormos
en la plantacion Il de Blancas y Il de Monreal
del Campo (Tabla 4). Por ello, esta especie de-
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beria ser objeto de un seguimiento y control
estricto en el cultivo del azafran. Por otro
lado, en muestras de suelo y cormos no se
han identificado especies pertenecientes a Tri-
chodoridae y Longidoridae, familias de ne-
matodos que incluyen especies vectores de
algunos virus, lo cual es coherente con la au-
sencia de muestras infectadas por estos virus
en este estudio. En consecuencia, aunque los
virus TRV y ArMV estan presentes en Espafa
(Abelleira et al., 2010; Melgarejo et al., 2010),
la ausencia de sus vectores impide que ac-
tualmente representen un riesgo para los cul-
tivos de azafran en el valle del Jiloca.

Sin embargo, se han detectado dos potyvirus,
BYMV y TuMV, bien en hojas o cormos reco-
lectados en campos de azafran, o bien en cor-
mos manejados por los agricultores como
material de propagacién. En primer lugar,
BYMV se ha detectado al menos en dos cor-
mos tanto por serologia como por inocula-
cion experimental, en la que las reacciones
locales observadas fueron compatibles con
las esperables para este virus (Bos, 1970), a
pesar de no obtener reacciéon sistémica en
ningln huésped. Se han encontrado, con
cierta frecuencia, inclusiones citoplasmicas
caracteristicas de la infecciéon por BYMV vy
por otros potyvirus en plantas no sintomati-
cas de azafran o de otras especies de Crocus
(Russo et al., 1979; Pisi y Bellardi, 1990; Grilli
Caiola y Faoro 2011). Este tipo de infeccion
latente también se ha encontrado en C. cart-
wrightianus, una especie probablemente
progenitora del azafran, por lo que dichas in-
fecciones podrian estar causadas por cepas
atenuadas de potyvirus, seleccionadas en
azafran a través de fenémenos de coevolu-
cion huésped-patoégeno a lo largo de repeti-
dos ciclos de propagacién vegetativa (Grilli
Caiola y Canini, 2010; Grilli Caiola y Faoro,
2011). Tales infecciones latentes podrian es-
tar relacionadas con la reduccién de vigor y
rendimiento observados en azafran tras al-
gunos afios de cultivo (Grilli Caiola y Faoro,
2011). La ausencia de infeccidn sistémica en
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nuestras inoculaciones podria deberse a di-
chas cepas atenuadas de BYMV, que aunque
detectadas por serologia, no serian capaces
de inducir una sintomatologia sistémica apa-
rente en azafran o en el resto de huéspedes
ensayados. En segundo lugar, se han detec-
tado infecciones por TUMV en hojas y cormos
de azafran procedentes de campo, en cormos
para propagacion y en la especie arvense E.
vesicaria, confirmadas por serologia y me-
diante inoculacion experimental (Tabla 5),
en la que se reprodujo la tipica reacciéon in-
ducida por este virus (Tomlinson, 1970). La in-
feccion de E. vesicaria es destacable, ya que
esta especie se ha encontrado con una fre-
cuencia considerable (57% de los campos)
en las prospecciones de flora arvense reali-
zadas en este mismo trabajo, y por tanto, po-
dria considerarse como un reservorio poten-
cial de virus para subsiguientes infecciones
del azafran. Sin embargo, su densidad media
cuando estd presente en el campo es baja
(0,3%), y su ciclo vegetativo no cubre el pe-
riodo de descanso vegetativo del azafran,
de modo que el propio azafran, como hués-
ped perenne (en su periodo vegetativo y ge-
6fito), se comportaria como un mejor reser-
vorio para garantizar la supervivencia del
virus que la especie arvense durante la esta-
cion estival. Por tanto, el papel de E. vesica-
ria como reservorio de virus parece tener
poca relevancia epidemiolégica. Por otro
lado, los eventos de transmision de potyvirus
por pulgones tendrian pocas oportunidades
de ocurrir en azafran, ya que la mayor parte
de su ciclo vegetativo tiene lugar en invierno,
con escaso solape con el periodo tipico en
que se darian los niveles maximos de pobla-
cion de pulgones. De hecho, no se han en-
contrado pulgones, ni siquiera en primavera,
entre las especies de insectos identificadas en
el drea de estudio de este trabajo. Todo ello,
unido a la deteccion directa de potyvirus en
material de propagacién, indica que el origen
mas probable de estas infecciones en azafran
es su propia propagacion vegetativa, y que la
infeccién por TUMV de E. vesicaria respon-
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deria a un evento esporadico y puntual de
transmision vectorial desde el azafran.

A pesar de las operaciones manuales y me-
canicas de control de malas hierbas después
de la recoleccion de las flores del azafran, la
cobertura del suelo continué siendo consi-
derable en primavera, lo que demuestra la
poca capacidad de competencia de este cul-
tivo y la necesidad de mejorar los métodos de
control. La riqueza especifica media encon-
trada en los campos de azafran fue mucho
mayor que la de los campos de cereal en la
provincia de Teruel (13 frente a 4,7) (Cirujeda
et al., 2011). Teniendo en cuenta que una
menor riqueza especifica suele estar asociada
a zonas de manejo intensivo, los resultados
indican que el azafran se cultiva de una
forma muy extensiva en la zona. El cultivo
parece ser gestionado de forma mas inten-
siva en Iran, donde predominan las especies
de gramineas, constituyendo el conjunto de
gramineas anuales y perennes el 72% de las
especies de malas hierbas (Vafabakhsh, 2001).
La mayor diversidad observada en el valle del
Jiloca ofrece, a priori, mayores posibilidades
de control (Rassam et al., 2011), ya que
cuando en una zona dominan pocas especies
éstas suelen estar muy bien adaptadas a las
técnicas de manejo habituales, lo que difi-
culta su control.

La especie mas frecuente, L. amplexicaule,
fue la quinta especie mas abundante, mos-
trando la necesidad de su control para evitar
pérdidas de rendimiento del cultivo. No obs-
tante, esta especie tiene un tamafno pequefio
en comparacién con el de L. rigidumy D. so-
phia, por lo que posiblemente compita menos
que éstas. A pesar de su menor frecuencia y
abundancia, L. rigidumy D. sophia probable-
mente sean mas problematicas debido a su
elevada capacidad competitiva, como tam-
bién lo son C. arvense y P. rhoeas. En efecto,
L. rigidum es una de las especies de malas
hierbas mas importante en campos de cereal
de invierno tanto en Aragon (Cirujeda et al.,

Cirujeda et al. ITEA (2016), Vol. 112 (1), 3-19

2011) como en el conjunto de Espaia. Este
hecho deberia ser tenido en cuenta, ya que el
azafran se planta en rotacion con cereal de in-
vierno. Resulta llamativo que, a pesar de la
distancia geogréfica, L. amplexicaule y D. so-
phia fueron también clasificadas dentro del
grupo de las 10 especies de mas dificil control
en este cultivo en dos de las tres regiones
prospectadas en Iran, aunque en ese estudio
las gramineas mas problematicas fueron Hor-
deum spontaneous y Bromus tectorum (Shah-
rokhi et al., 2006). También Mesgaran et al.
(2008) encontraron una mayor representa-
cién de gramineas en plantaciones de azafran
en solitario respecto a aquellas en las que el
azafran estaba combinado con otro cultivo.

Los resultados obtenidos confirman la nece-
sidad de acometer estudios multidisciplina-
res, ya que se han detectado interacciones
entre organismos potencialmente nocivos.
Por ello es recomendable realizar el analisis
de los cormos antes de ser replantados en
nuevas parcelas con el fin de evitar la posible
propagacién de organismos nocivos para el
cultivo. El &caro R. robini que podria jugar un
papel decisivo en la dispersiéon e incremento
de daios causados por bacterias y hongos en
el cormo, y puede ser detectado en el mo-
mento de la extraccion del suelo. Las infec-
ciones latentes por potyvirus podrian provo-
car reducciones prematuras de vigor en las
plantaciones, por lo que se recomienda el
analisis de al menos una muestra de los lotes
de cormos destinados a la propagacién. Tam-
bién es recomendable analizar el suelo de
aquellas fincas de las que se vayan a extraer
cormos, ya que la abundancia detectada del
nematodo A. blastophthorus, considerado
como plaga, hace que esta especie debiese
ser objeto de un seguimiento y control es-
tricto en el cultivo del azafran del valle del Ji-
loca. Para prevenir posibles infecciones viricas
es importante seguir los niveles poblacionales
de trips y de otros insectos vectores de virus.
La dominancia de especies de germinacion
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otofal o primaveral, observada también por
Mesgaran et al. (2008) en Iran, muestra que
las tareas de desherbado en el area de estu-
dio deben de ser efectuadas tanto en prima-
vera como en otofo para evitar elevadas in-
festaciones, que pueden llegar incluso a
ocasionar la muerte del cultivo (Kumar et al.,
2009). Por tanto, se recomienda un desher-
bado inmediatamente después de la cosecha
y otro en primavera, o bien mantener el suelo
cubierto con algun tipo de acolchado o cu-
bierta vegetal durante todo este periodo.

Dada la similitud climatica y edéafica en todas
las zonas productoras, que engloba como
minimo cinco paises miembros de la UE y
siete no pertenecientes a ella (Fernandez et
al., 2011), los resultados presentados en este
trabajo resultarian de interés para todas
ellas. No obstante, no se pueden descartar
posibles diferencias en la presencia y/o abun-
dancia de agentes patégenos entre las dis-
tintas zonas, por lo que seria muy interesan-
te extender este tipo de estudios a estas otras
areas productoras de azafran.
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