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Estudios epidemioldgicos sobre el virus del mosaico del pepino
en diferentes cultivos y provincias espaiolas:
identificacion seroldgica de los subgrupos DTL y ToRS

C. DE BLAS, G. CARAZO, S. CASTRO y J. ROMERO

En prospecciones de muestras con sintomas de infeccién viral realizadas en diferen-
tes regiones espafiolas y en distintos cultivos durante los afios 1990 y 1991, mediante
analisis por la técnica inmunoenzimdtica ELISA con anticuerpos policlonales, se en-
contraron infecciones de CMV del 28 % en ambos afios. El virus esta presente en altos
porcentajes en las principales horticolas espafiolas: mel6n, pimiento, tomate, calabacin,
judia, y pepino. También se han detectado malas hierbas (datura, nicotiana alba, bledo)
infectadas. Mediante anticuerpos monoclonales especificos se han identificado los dos
subgrupos DTL y ToRS, distribuidos segin zonas y época de recoleccién, encontrin-
dose algunas plantas infectadas con ambos. Esta distribucién parece estar correlaciona-
da con las propiedades de termosensibilidad de los subgrupos.
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INTRODUCCION

El virus del mosaico del pepino (Cucum-
ber Mosaic Virus, CMV), miembro tipo del
grupo de los cucumovirus, presenta una
gama de huéspedes naturales muy amplia:
afecta a mas de 775 especies de 365 géneros
pertenecientes a 85 familias de mono y di-
cotiledéneas (DOUINE et al., 1979 b), princi-
palmente a Cruciferas, Solaniceas, Com-
puestas, Papiliondceas y Cucurbiticeas,
siendo a nivel mundial el primer causante de
pérdidas econémicas en horticolas y orna-
mentales cultivadas al aire libre (TOMLIN-
SON, 1987). El sintoma mas comiin inducido
por CMV es el mosaico; sin embargo, la
gravedad de la enfermedad puede variar
desde no mostrar sintomas en algunos culti-
vos, hasta la muerte de la planta huésped.
CMV se transmite por numerosas especies
de afidos de forma no persistente, siendo los

mds comunes Aphis gossypii y Myzus persi-
cae (HAMILTON, 1985).

DEVERGNE y CARDIN (1973) dividieron
los aislados de CMV en dos grandes subgru-
pos, DTL y ToRS, segiin su comportamien-
to en tests de inmunodifusién. Esta clasifi-
cacion seroldgica se correlaciona con los
grupos C y B definidos por sus reacciones
sobre plantas huésped (MARROU et al.,
1975), asi como con propiedades de hibrida-
cién de dcidos nucléicos (PIAZZOLLA et al.,
1979; OWEN y PALUKAITIS, 1988). Las dife-
rencias entre los subgrupos estan representa-
das en el Cuadro 1.

El serogrupo ToRS es mas prevalente en
las regiones templadas pues se multiplica
mal a elevadas temperaturas. En cambio el
serogrupo DTL, mds termorresistente (MAR-
CHOUX et al., 1976), predomina en las zonas
tropicales y subtropicales (HAASE et al.,
1989). Sin embargo, ambos subgrupos pue-
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Cuadro 1.-Subgrupos de CMV

Caracteristicas .

Grupos diferenciales Referencia
DTL ToRS serologia Devergne y Cardin, 1973
U N serologia Richter et al., 1972
C B sintomas sobre huéspedes Marrou et al., 1975
Termorresistente  Termosensible sensibilidad térmica Marchoux et al., 1976
B L2 mapeado de péptidos Edwards y Gonsalves, 1983
WT S hibridacién acidos nucléicos Piazzolla et al., 1979
Subgrupo I Subgrupo 11 hibridacién dcidos nucléicos Owen y Palakaitis, 1988

den convivir en el campo e incluso en el
mismo individuo y se ha observado que du-
rante los meses de verano puede producirse
un cambio de predominio de cepas ToRS a
DTL, debido a una seleccién de las cepas
DTL, lo que ha sido comprobado en condi-
ciones de invernadero (DOUINE et al., 1979
a; Quior, 1980).

CMV ha sido descrito como un virus im-
portante en los cultivos horticolas en Espafia
(PENA-IGLESIAS et al., 1979; GARCIA-
LUQUE et al., 1983, 1984; LUIS-ARTEAGA et
al., 1988; LUIS-ARTEAGA, 1989; MURANT
et al., 1990; JORDA et al., 1992), tanto sélo,
como asociado a RNAs satélites (GARCIA-
LUQUE et al., 1984; MURANT et al., 1990;
JORDA et al., 1992), habiéndose detectado
una mayoria de cepas DTL (LUIS-ARTEAGA,
1989; JORDA et al., 1992), pero hasta ahora
no se habia realizado un estudio epidemio-
16gico amplio, que incluyera la identifica-
ci6n de los subgrupos de CMV.

En este trabajo se recogieron muestras en
diversas provincias espaiiolas para estudiar
Ia dispersién del virus en el campo, y la
identificacién de los subgrupos presentes en
las diferentes zonas horticolas mediante
ELISA con anticuerpos monoclonales.

MATERIALES Y METODOS

Durante los afios 1990 y 1991 se recogie-
ron en diferentes regiones espafiolas mues-
tras, en su mayoria horticolas, con sintomas
de virosis, y también algunas malas hierbas.

A fin de evitar contaminaciones, se reco-
gieron en bolsas separadamente (directa-
mente a través de la bolsa o con guantes), y
se introdujeron inmediatamente en una ne-
vera portdtil con hielo hasta su conserva-
cion a 4° C, —20° C o desecacion con gel de
silice.

Para la deteccién de CMV se utilizaron:
a) anticuerpos policlonales polivalentes co-
merciales (Sanofi, Francia) que detectan los
serotipos DTL y ToRS, b) anticuerpos poli-
clonales de Agdia Inc. (USA) que detectan
CMV-cr, y ¢) un kit (Sanofi) compuesto por
anticuerpos monoclonales polivalentes, es-
pecificos del subgrupo ToRS y especificos
del subgrupo DTL.

Las muestras fueron ensayadas por
ELISA-DAS (CLARK y ADAMS, 1977) con
los anticuerpos policlonales para determinar
su posible infeccién con CMV, utilizando
placas de poliestireno (Nunc), volimenes de
0,1 ml, y en las condiciones sugeridas por
las casas comerciales. Las muestras se pro-
cesaron en mortero, o en el caso de las
hojas, en bolsa de plastico con la ayuda de
un tubo de vidrio en tamp6n citrato 0,5 M
pH 6,5 conteniendo Triton X-100 al 0,1 % y
dcido mercaptoacético al 0,1 % en la pro-
porcién 1/10 (p/v). Como criterio para con-
siderar una muestra positiva se eligié tres
veces el fondo para los anticuerpos policlo-
nales de Sanofi, y dos veces el fondo para
los anticuerpos policlonales de Agdia (DE
BLAS, 1992).

Para la identificacién de los subgrupos de
CMV se utilizaron anticuerpos monoclona-
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les especificos (Sanofi) en ensayos de
ELISA-TAS realizados segin las instruccio-
nes de la casa comercial. Se utilizé como
criterio para incluir una muestra de CMV en
un subgrupo el que presentara un valor de
A,ys dos veces mayor con el anticuerpo es-
pecifico para dicho grupo que para el con-
trario (DE BLAS, 1992).

RESULTADOS

Durante los afios 1990 y 1991 se recogie-
ron en 18 provincias espafiolas, sobre todo
en las zonas horticolas del Mediterrdneo,
Valle del Ebro, Extremadura y Galicia,
muestras de plantas con sintomas de infec-
cién viral (en general mosaicos mds o
menos severos, deformaciones de hojas o
frutos, enanismo, amarilleamientos, etc.). Se
hizo una especial incidencia en el cultivo
del pimiento. Los sintomas de algunas plan-
tas que resultaron estar infectadas por CMV
se reflejan en la figura 1.

Las muestras fueron analizadas por
ELISA-DAS con anticuerpos policlonales
de Sanofi (afios 1990 y 1991) y de Agdia
(aho 1990), y las que resultaron positivas en
el afio 1991 fueron analizadas con anticuer-
pos monoclonales en ensayos ELISA-TAS
para identificar el subgrupo.

Se observé que las muestras, guardadas a
4° C 6 -20° C, que no fueron procesadas
pronto, perdian los epitopos rapidamente y
los anticuerpos tanto policlonales polivalen-
tes como monoclonales para subgrupo deja-
ban de reconocerlos.

En el afio 1990 se recogieron 173 mues-
tras, en las que se observé una presencia de
CMV del 28,32 % (Fig. 2), considerando
como positivas aquellas muestras que reac-
cionaron con al menos uno de los anticuer-
pos utilizados. Destaca un 44 % de inciden-
cia en Madrid (zonas de Aranjuez y Villa
del Prado), principalmente en pimiento,
judia verde, calabacin y pepino. Por culti-
vos, en melén se detecté un 66 % de CMV,
un 42 % en tomate, un 40 % en pepino, y un
24 % en pimiento.

Los anticuerpos policlonales polivalentes
de Sanofi, aunque comercializados como
capaces de detectar todas las cepas de
CMYV, pertenecientes a los subgrupos DTL
y ToRS, no reaccionaron con 8 muestras
que los anticuerpos de Agdia, que sélo reco-
nocen un tipo cr, si reconocian. Estas mues-
tras suponen un 16 % del total de las mues-
tras recolectadas en el afio 1990 y positivas
para CMV.

En el afio 1991 se recogieron 468 muestras
pertenecientes a las siguientes especies: pi-
miento, judia, tomate, garbanzo, borraja,
Brassica sp., mel6n, pepino, maiz, haba y al-
falfa. En estas muestras se detectd un 28,63 %
de plantas infectadas por CMV (Fig. 3).
Destaca un 92 % de incidencia en tomates
de Almeria, un 50 % de las malas hierbas
muestreadas (N. alba, bledo y Datura sp.), y
un 31 % en pimientos a nivel general .

En cuanto a los subgrupos de CMYV, se
detectaron 57 muestras infectadas con DTL
(76 %) y 15 con ToRS (20 %), asi como 3
muestras con una infeccién mixta (4 %), al
parecer divididos por zonas (Fig. 4). ToRS
se detecté en La Rioja (tanto en abril como
en octubre) y Pontevedra (septiembre), y
DTL en Navarra, Zaragoza, Madrid, y zona
del Mediterraneo. Sélo en Badajoz se detec-
taron los dos subgrupos, con la presencia de
una muestra de ToRS y 3 con infeccién
mixta.

DISCUSION

Aunque el nimero de muestras analizadas
de cada cultivo sea limitado y por tanto la in-
cidencia de CMV no tenga significado esta-
distico, los porcentajes de infeccion del 28 %
encontrados en 1990 y en 1991, indican una
alta y constante presencia del virus en
campo, asi como un porcentaje de infeccion
semejante al del 30 % encontrado por
GARCIA-LUQUE et al., (1983) en una pros-
peccion realizada en varias regiones espafio-
las durante 3 afios (1979-1982), y analizando
las muestras por sintomas sobre plantas indi-
cadoras, microscopia electrénica y ensayos
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Fig. 1.-Sintomas que presentaban algunas de las mues-
tras de campo infectadas con CMV:

A) Hojas de melén con enaciones y mosaico.
B) Mosaico en hoja de tomate.
C) Tomate con filimorfismo.

D) Pimiento con arrugamiento de nervios y mosaico
mate filiforme generalizado a toda la planta.

E) Calabacin con mosaico y deformacién de hoja.
F) Idem, detalle de hoja.

G) Mala hierba (Nicotiana alba) con mosaico.
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serolégicos. El criterio que se ha utilizado aislados del virus por presentar éste una
para considerar una muestra como positiva gran variabilidad serolégica (RYBICKI y
por ELISA es bastante restrictivo, y parece VON WECHMAR, 1985) por lo que es posible
posible que los anticuerpos utilizados no que el porcentaje de infeccién sea ligera-
hayan sido capaces de reconocer todos los mente mds alto.

Fig. 2.-Presencia de CMV en muestras con sintomas procedentes de diferentes cultivos y provincias espafiolas durante

la campafia agricola de 1990.

Fig. 3.—Presencia de CMV en muestras con sintomas procedentes de diferentes cultivos y provincias espafiolas durante

la campaiia agricola de 1991,

ANO 1990

[ PROVINCIAS MUESTREADAS
n: plantas infectadas con CMV

t: plantas analizadas

INCIDENCIA DE CMV:
28,32%

ANO 1991

[ PROVINCIAS MUESTREADAS

m: plantas infectadas con CMV
t: plantas analizadas

INCIDENCIA DE CMV:
28,63%
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Se han encontrado los dos subgrupos de
CMV en Espafia, distribuidos al parecer por
zonas y por €pocas del afio. Es l6gico que
predomine el subgrupo DTL, ya que las cepas
de ToRS son termosensibles (MARCHOUX
et al., 1976; DOUINE et al., 1979 a), y Espafia
es un pafs en el que en verano se alcanzan
temperaturas muy elevadas en general. Ahora
bien, en este resultado parece haber influido
notablemente la época en que se recogieron
las muestras, ya que MURANT et al., (1990)
en sus prospecciones por la zona de Levante y
Badajoz encontraron un 85 % de cepas tipo
ToRS, pero estas muestras fueron recogidas a
principios de junio en una época muy tempra-
na de la campafia agricola, y QUIOT (1980) ya
observo en el sur de Francia que en los meses
de verano cambia el predominio de cepas
ToRS a DTL, por seleccion de las cepas mds
termorresistentes. En cambio, la mayoria de
los andlisis se realizan con muestras proce-
dentes de cultivos que estdn mas avanzados, y
los sintomas de virosis son més evidentes, lo
que explicaria un mayor predominio en esta
época de CMV tipo DTL (este trabajo, LUIS-
ARTEAGA, 1989; JORDA et al.,, 1992). En Ga-

TN
DTL
[ToRS ToRS
DTL
DTL
DTL
PTL.
DTL.ToRS
DTL + ToRS g
DTL
DTL

licia, con veranos mds suaves, solo se ha en-
contrado ToRS. En La Rioja se ha encontrado
ToRS tanto en plantas de borraja recogidas
en primavera como en pimientos recogidos en
otofio, lo que parece indicar que es un subgrupo
constante en la zona. Aunque esta regién es
semejante a la de Navarra, en la que se identi-
fic6 exclusivamente DTL er la misma época,
es posible que la proximidad del rio Ebro a la
Zona en que se recogieron las muestras cree
un microclima especial, en el que no se alcan-
cen temperaturas elevadas. En Badajoz se en-
contraron tanto muestras infectadas con
CMV-DTL, como con ToRS, asi como algu-
nas infectadas con ambos. Estos resultados
parecen estar relacionados con la época en
que se recogieron las muestras, el mes de
julio, y comparando con las observaciones
de QUIOT (1980) y DOUINE et al., (1979 a)
parece que seria la época de transicion de
cepas termosensibles a termorresistentes.
Estos datos de los subgrupos estdn en concor-
dancia con la existencia de un gradiente en el
que aumenta la presencia de DTL segin au-
menta la cercania al ecuador: en Alemania,
Inglaterra y Hungria se ha encontrado ToRS,

ANO 1991

[ PROVINCIAS DONDE SE HA
ENCONTRADO DTL

[ PROVINCIAS DONDE SE HA
ENCONTRADO ToRS

[T PROVINCIAS DONDE SE HAN EN-
CONTRADO LOS DOS SUBGRUPOS

Fig. 4.-Presencia de los subgrupos de CMV en diferentes cultivos agricolas de las diferentes provincias espaiiolas
muestreadas durante 1991.
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en Francia, Esparia, Argelia y Etiopia (clima
mediterraneo o subtropical) se han encontrado
las dos poblaciones, mientras que en Guadalu-
pe, con un clima tropical, sélo se ha encontra-
do DTL (QUIOT et al., 1979).

En nuestros experimentos hemos observa-
do que el andlisis de las muestras por
ELISA-TAS debe hacerse rapidamente, pues
en caso contrario los epitopos propios del
subgrupo se pierden, aunque la muestra es
reconocida por los anticuerpos policlonales.
HAASE et al., (1989) observaron que la dife-
renciacién de los serotipos estd basada en
neotopos, solamente presentes en la particula
viral intacta, y por tanto en extractos vegeta-
les las particulas virales, especialmente las
del grupo DTL, se degradan rdpidamente.
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A survey of samples showing symptoms of virus infection in vegetable crops from
different Spanish regions during 1990 y 1991 has showed 28 % of CMV infected
plants, as judged by ELISA. The virus was found in a high percentage in some of the
main Spanish horticultural crops: melon, pepper, tomato, squash, French bean, and cu-
cumber. Some infected weeds were also detected. Through the use of monoclonal anti-
bodies we have identified the two subgroups of CMV: DTL and ToRS, whose distribu-
tion varied depending on the different zones and sampling time. Some mixed infections
were also detected. A likely correlation of distributions with the different thermal sen-

sitivity proprieties of CMV subgroups is proposed.

Key words: Plant viruses, cucumoviruses, epidemiology, ELISA.
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