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RESUMEN

APLICACION DEL DIAGNOSTICO FITOVIROLOGICO
EN CULTIVOS ASOCIADOS A HUERTOS URBANOS

Ana L. Echemendia, Surey Valdés, S. Jiménez, Gloria Gonzalez v J. Fernandez

instituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal Calle 110 no. 514 e/5a. By 5a. F,
Playa, Ciudad de La Habana, CP 11600

ABSTRACT

La agricuttura urbana he adquinido gran importancia en nuestro pais
en {68 dllimos afios como una via més pare garantizaref suminisiro de
vegefales y hortalizas a fa poblacién de las ciudades. Aparejado af
surgimiento de hidropdnicos, organopadricas y huerfas, se han realfza-
do de forma sistematica muestreos e inventarios de las plagas y enfer-
medades gue afectan los culiivos asociados a estos sistemas. Eneste
trabajo se sefiala la aparicidn de tres sintomatologias virales en fos
cuftivos de lechuga (Lactuca sativa L.), apio (Apium graveolens L) v
mefén de Castilfa (Cucumis melo L.), asociados a la presencia de &ff-
dos vectores. Para fa identificacion de los agentes causantes de estas
enfermedades se emplearon diferentes técnicas de diagnéstico como
son. fas plantas indicadoras, microscopia dptica y efectrdnica, y la téc-
mica £LISA en sus variantes DAS e indirecto. Los resuitados demos-
fraron que fos sinfomas observados en lechiuga son producidos por ef
virus def mosaico de la lechuga (LMV), en ef caso def apio se frata ve
una raze def virus del mosaice del pepino (CMV), ambos reportados
por primera vez en nuestro pals, y en ef meldn de Castilfa se identificé
como ef virus de fa mancha anular de la fruta bomba, raza w (PRSV}
nunca antes encontrado este cuttive, Se identifics también por vez pri-
mera una especie de dfido colonizando lechuga v como vector def
LMV,

Paiahras claves: diagnostico, ELISA, Lactuca sativa L., Apium gra-
veolens L., Cucumis melo L, Potyvirus y Cucumovirus

The urban agricuitural is very important to supply vegetable in our
country. A study is presented in which ELISA, pptical end electron mk-
croscopy and host plant were used to detect three different viruses of
fettuce, celery and melon samples. This is the first report of defection
ahouf Letfuce Mosaie Virus, a strain of Cucumber Mosaic Virus and w
strain of PRIV from leituce, celery and mefon plants.

Key words: diagnosis, ELISA, Lactuce sativa L., Apium gravecfens L.,
Cucumis melo L, Pobyvirus y Cucumovirus

INTRODUCCION

La agricultura urbana ha adquiride gran importancia
en nuestro pafs en los tiltimos aflos, como una via mas

ara %arantizar el suministro de vegetales v hortalizas a
a poblacién de las ciudades. El combate de las plagas
en los sistemas de cultivos de organopénicos constitu-
ye un elemento basico para la obtencién de rendimien-
tos aceptables bajo esta modalidad de agricultura
urbana.

La aparicién de diferentes enfermedades en estos siste-
mas requiere de un diagndstico eficiente que permita
que estas pucdan ser manejadas y controladas, por lo
que se han realizado de forma sistemadtica muestreos e
inventarios de las glagas y enfermedades que afectan a
los cultivos asociados a estos.

Este trabajo se realizé con el objetivo de diagnosticar
las vircsis encontradas en los organopdnicos mues-
treados, en los cultivos de apio (Apium graveolens L.},
lechuga iLactum sativa L.) v meldn de Castilla (Cucu-
mis melo L.},

MATERIALES Y METODOS

Toma de muestras

Se realizaron muestress sistemdticos en los organopé-
nicos a partir de enero de 1996-97 hasta la culmina-
cidn delpciclo de los cultivos. Se colectaron hojas v
semillas de lechuga, apio y hojas de melén de Castilla,

fitasanidad!s




Echemendia y otros

debido a la aparicidn de sintomatologias virales asacia-
das 2 estos cultivos.

Las muestras de hojas se procesaron para la realizacion
del diagnéstico por diferentes téenicas, y las semillas
fueron sembradas para determinar si existia trasmision
del virus por esta via.

Plantas indicadoras

Se procedid a macerar el material vegetal con tampén
fosfato 0,025 M pH 7 en el caso del meldn de Castilla,
v con tampén citrato 0,05 M pH 6,5 para el apio v la
lechuga. En todos los casos se emple6 carbén activado
como agente antioxidante v carborundum como abra-
Sivo.

La lechuga se inoculd mecinicamente en posturas de
L. sativa L. y en Gomphrena globosa L., mientras que las
muestras de apio y melén de Castilla se inocularon en
A. graveolens L. y en Cugumis sativus L. respectivamente.,
Las plantas fueron mantenidas en condiciones contro-
ladas a 25-30°C.

Microscopia éptica y electrénica

Fueron analizadas las muestras de lechuga, apio y me-
16n de Castilia por microscopia éptica v electrénica se-
gin fo establecido por Christie y Edwarson (1977).

ELISA-DAS

Para diagnosticar el virus del mosaico del pepino
{CMV) en hojas de lechuga, apio v meldn de Castilia se
empled un kit de la SANOFI capaz de detectar varias
razas de este virus.

El procedimiento consisti6 en el recubrimiento de las
placas con la IgG policlonal durante dos horas a 37°C.
El extracto vegetal fue incubado 16 horas a 4°C. Con el
buffer PBS-Tween-Albtumina pH 7,4 se diluy6 el con-
jugado que se mantuvo cuatro horas a 37°C y poste-
riormente se afiadid el sustrato {4-nitrofenilfosfato en
buffer de dietanolamina pH 9,8) durante 30 minutes a
temperatuwra ambiente, La absorbancia se determind a
405 nm en un equipo SUMAL PE.

Vectores

Fueron hechos muestreos de los &fidos presentes en los
organopénicos, asociados o no a los cultivos de interés,
para la determinacién de la especie y su relacién con las
virosis encontradas. La clasificacién se hizo de acuerdo
con la clave de Holman (1974). En el caso del LMV se
realizd la infeccién por fidos para determinar qué es-
pecies eran capaces de trasmitir el virus,

ELISA indirecto

Esta téenica se empled para diagnosticar e} virus del
mosaico de la lechuga (LMV) en hojas de lechuga. Se
sigui6 el procedimiento descrito por Clark v Adams
{1977). El extracto vegetal se incub¢ 16 horas a 4°C. Al
dia SIguiente se anadié albtmina de suere bovino
(BSA) al 3%, manieniéndose una hora a 37°C. ki in-
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munosuerc especifico empleado procedente de Dina-
marca se adiciond wes horas a 37°C. El conjugado
diluido con PBS-T se mantuvo una hora a la misma
temperatura y el sustrato otra hora, pero a tempera-
tura ambiente. La Jectura se realizé de la forma va des-
Crita.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las semillas de lechuga colectadas de plantas infecta-
das con LMV germinaron tres dias después de sembra-
das, apareciendo los sintomas a los 20 dias de
germinadas. De esta forma se comprobé que hubo un
20% de trasmisién de este virus por semillas. Esto
coincide con lo planteado por muchos autores [Maury
et al,, 1989 y Maury-Chovelon, 1984]. En otros traba-
jos se encontrd en el tejido embrionario y no embriona-
rio de las semillas v en las primeras hojas verdaderas
agregados de particulas de LMV [Hunter et al.,, 1993].
Las semillas de apio sembradas procedentes de plantas
enfermas dieron lugar a posturas sanas,

En el andlisis del rango de hospederos, las plantulas de
lechuga inoculadas con el extracto vegetal de plantas
con sintomas virosos demoraron en mostrar los sinto-
mas de 20-25 dias. Estos consistian en un aclaramiento
en las nerviaciones seguido de un mosaico ligero de co-
lor verde. En el caso de la G. globosa se observd, a partir
del sexto dia, la presencia de lesiones locales necréticas,
coincidiendo con lo obtenide por otros autores para el
LMYV [Tomilson, 1970]).

Después de inocular las plantas de apio con la savia de
plantas virosas, se observé a los 10 dias sintomas de
mosaico verde difuso, y mds tarde anillos amarillos que
se expanden hasta provocar la decoloracién, y con ella
la marchitez de las hojas, Esto se corresponde con lo
descrito para una raza del CMV [Smith, 1972]

Las plantas de pepinc inoculadas con el extracto vege-
tal obtenido del melén de Castilla viroso, mostraron a
los cinco dias sintomas de mosaico intenso verde con
algunas verrugas y deformacién de las hojas. Estas ca-
racteristicas se asemejan a lo encontrado para laraza w
del PRSY [Gonsalves, 19841,

En cuanto a las especies de &fidos colectadas en los or-
ganopdnicos, estas correspondian a Myzus persicae,
Aphis gossypii Sulz y Dactynotus ambrosiae Thomas, las
dos primeras conocidas come vectores de CMY, LMV
v PRSY [Smith, 1972; Kennedy et al,, 1962; Kucharex
and Purciful, 1997], mientras que la dltima se conoce
que habita en lechuga y fue comprobado en nuestro
trabajo que es vector del LMV,

En las muestras de lechuga y melén de Castilla analiza-
das al microscopio de luz fueron observadas inclusio-
nes amorfas citoplasmaticas en las células epidérmicas,
mientras que en el microscopio electrénico se encontrd
por tincién negativa particulas alargadas flexuosas tpi-
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cas de un potyvirus, tanto en las muestras de organo-
pénicos, de las plantas de lechuga germinadas a partir
de semillas infectadas, como en las expuestas a la acti-
vidad vectorial de D. ambrosiae. Es importante senalar
que en las revisiones realizadas no se encontraron re-
portes de la existencia del LMV en nuestro pais.

En el caso de las plantas de apio se observaron al mi-
croscopio éptico inclusiones cristalinas en el citoplas-
ma de las células epidérmicas correspondientes a las
provocadas por el CMV.

El método ELISA indirecto resultd eficaz para detectar
las muestras infectadas con LMV, coincidiendo los re-
sultados con los obtenidos por microscopia éptica y
electrénica. Muchos autores han empleado esta técnica
para diagnosticar Ia presencia de LMV en semillas y
plantas, considerdndola muy efectiva, ya que detecta
bajas concentraciones de virus [Grogan, 1980; Jafau-
pour et al., 1979; Van Vuurde vy Maat, 1983 v Ertun,
19927,

Con la técnica ELISA-DAS se detectd CMV sélo en las
muestras de apio analizadas, lo que coincidié con lo
observado por microscopia dptica. Esta viresis no se
habifa encontrado con anterioridad en nuestro pais, in-
fectando este cultivo.

Las muestras de meldn de Castilla fueron negativas
para este virus vy, teniendo en cuenta los sintomas
desarrotlados después de ser inoculados en pepino, po-
demos decir que estamos ante la presencia del virus de
la mancha anular de la fruta bomba raza W (PRSV-W).

CONCLUSIONES

* Los sintomas observados en lechuga, apio y melén de
Castilla corresponden a los virus del mosaico de la le-
chuga, del mosaico del pepino y de la mancha anular de
la fruta bomba raza W.

* La raza del virus del mosaico del pepino (CMV) en apio,
el virus del mosaico de la lechuga (LMV) v la raza Wdel
PRSV en meldn de Castilla fueron reportados por pri-
mera vez en Cuba.

* Se identificé a Dactynotus ambrosiae, Thomas coloni-
zando plantas de lechuga y como vector del virus del
mosaico de la lechuga,
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