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RESUMEN: El viroide del enanismo del [apulo (HSVd) es el agente causal de la cachexia de los citricos,
enfermedad que puede ocasionar pérdidas importantes en este cultivo. En Cuba se ha informado la
presencia del HSVd en citricos en un alto porcentaje de plantas y se dispone de métodos de deteccién
basados en ensayos bioldgicos en plantasy su combinacién con el andlisis delos acidos nucleicos mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida e hibridacion de acidos nucleicos. Estos métodos involucran un
paso previo de inoculacién en un amplificador biolégico citrico, a partir del cual se analizan los acidos
nucleicos, lo cual impone como limitante e requisito de al menos tres meses de incubacion. El objetivo del
presente trabajo ha sido desarrollar una metodologia para la deteccion de las variantes de secuencias del
HSVd presentes en citricos mediante el empleo de plantas de pepino (Cucumis sativus L. var. Japonés)
como amplificador biolégico intermedio que supera en rapidez al existente en la actualidad sin detrimento
de su eficacia. Para ello se evaluar on controles positivos de plantas de citricos provenientes de campo. L os
resultados definieron una metodologia para el diagndstico del HSVd en plantas citricas provenientes de
campo en la que se combina la amplificacion bioldgica intermedia en plantas de pepino y la deteccion
mediante la hibridacion de acidos nucleicos. Esta metodologia presentd una eficacia de un 98.9% y requirio
un tiempo de replicacion del viroide en la planta de 14 dias, €l cual resulta inferior al de la metodologia
empleada actualmente. Su empleo podria disminuir € tiempo para la toma de decisiones de medidas de
control y el periodo deriesgo, aspectos de gran relevancia para los servicios especializados que gar antizan
la calidad fitosanitaria del material de propagacion.
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USE OF CUCUMBER PLANTSFOR THE DETECTION OF HOP STUNT VIROID (HSVd)
IN CITRUS

ABSTRACT: Hop stunt viroid (HSVd) isthe etiological agent of citrus cachexia and it can cause consider able
lossesin thiscrop. In Cuba, HSVd has been reported occurring in a high percentage of plantsin different
citrus areas, and works concerning its detection have been mainly based on biological assays and their
combination with nucleic acid analysisby polyacrilamida gel eectrophoresisand nucleic acid hybridization.
These methodsinvolve a previous step of inoculating a citrus biological amplifier before nucleic acids can be
analyzed. It imposes a regtrictive requirement of incubation for at least three months. The objective of the
present work wasto develop a new methodology for detecting HSVd in citrus plants using cucumber plants
(CucumissativusL. var. Japanese) asan intermediate biological amplifier that requiresa shortest incubation
time than the amplifier presently used without affecting its effectiveness. Positive citrus plants controls from
field were evaluated and compared with reference methods. The results defined a methodology for HSVd
diagnosis in citrus where the intermediate biological amplification in cucumber plants is combined with
detection by nucleic acid hybridization. This methodology showed an effectiveness of 98.9% and required a
replication time of theviroid in the plant of 14 days, shorter than that presently required. Itsuse could diminish
the time of decision taken of control measuresand therisk period, both aspectsthat are of great importance
for the specialized servicesthat guaranteethe propagation material phytosanitary quality.
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INTRODUCCION

Los viroides son las entidades patogénicas mas
simples descritas hasta el momento, capaces de afec-
tar solo a plantas superiores (4, 5, 6, 7, 8, 23). Estas
moléculas estdn compuestas Unicamente por una
cadena simple de 4cido ribonucleico (ARN, 246-401
nucleodtidos), cerrada covalentemente y con una alta
complementariedad interna, lo cual determina su es-
tructura secundaria mayoritariamente en forma de
varilla (19). Otra de sus caracteristicas excepciona-
les es la ausencia de marcos de lectura abiertos, lo
cual los clasifica como moléculas de ARN no
codificantes y los convierte en la forma mas elemen-
tal de parasitismo, pues dependen de los mecanis-
mos celulares para el desarrollo de sus ciclos
replicativos, incluso, de la maquinaria de transcrip-
cionde ARN (7). A pesar de su simplicidad, los viroides
son capaces de replicarse autbnomamente en célu-
las susceptibles, mostrar especificidad por el
hospedante, moverse de célula a célulay a larga dis-
tancia, y son capaces de inducir efectos patogénicos
especificos en sus hospedantes (9).

En citricos se ha identificado la presencia de cinco
especies de viroides (1) y mas recientemente se ha
descrito una nueva especie informada solamente en
Japon, identificada con las siglas CVd-OS (del inglés
viroid citrus, en muestras llamadas OS) (9). De estas
especies solo dos son causantes de enfermedades
bien caracterizadas hasta el momento: la exocortis
de los citricos (causada por el viroide de igual nom-
bre, CEVd) y la cachexia de los citricos (ocasionada
por un tipo de variante del viroide del enanismo del
lGpulo, HSVd) (3). El resto de las especies descritas
provocan sintomas muy leves, generalmente relacio-
nados al enanismo y en la mayoria de los casos no
provocan sintoma alguno (1, 9, 13).

En Cuba se ha informado la presencia del HSVd
en citricos con un alto porcentaje de plantas en dife-
rentes zonas citricolas (17, 18, 25) y durante afios el
Instituto de Investigaciones en Fruticultura Tropical
(IFT) ha desarrollado un importante trabajo en la ca-
racterizacion biolégica de aislados cubanos de citri-
COS que contienen a este viroide (17, 18). Sin embar-
go, desde el punto de vista molecular, no se tiene in-
formacion sobre las variantes de secuencias del HSVd
presentes en estos aislados. También se ha trabaja-
do con métodos de deteccidon basados en ensayos
bioldgicos (17, 18) y su combinacién con el analisis
de los &cidos nucleicos mediante electroforesis en
geles de poliacrilamida e hibridacion de &cidos
nucleicos (24). Estos métodos involucran necesaria-
mente un paso previo de inoculacién en un amplifica-
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dor bioldgico citrico (11, 24) a partir del cual se anali-
zan los acidos nucleicos, lo cual impone como limitante
el requisito de al menos tres meses de incubacion.

En la actualidad, la citricultura en Cuba esta efec-
tuando un proceso de sustitucion y diversificaciéon de
patrones de citricos como parte de las medidas de
manejo y control del complejo virus de la tristeza de
los citricos-Toxoptera citricida K. Los nuevos patro-
nes, sin embargo, resultan en su mayoria suscepti-
bles a las enfermedades provocadas por viroides (14,
21). En este sentido, la bausqueda de procedimientos
rapidos y eficaces, que permitan el andlisis rutinario
de un gran namero de muestras para su aplicacion
en el sistema de produccion de material certificado
es una de las lineas de trabajo a seguir.

El objetivo del presente trabajo fue desarrollar una
nueva metodologia para la deteccion de las variantes
de secuencias del HSVd presentes en el cultivo de
los citricos, mediante el empleo de plantas de pepino
(Cucumis sativus L. var. Japonés) como amplificador
bioldgico intermedio, y la posterior hibridacion de los
acidos nucleicos para su deteccion, que supere en
rapidez al existente en la actualidad sin detrimento de
su eficacia.

MATERIALESY METODOS

Material vegetal y extraccion de 4cidos nucleicos

En todos los ensayos realizados se utilizaron dos
tipos de material vegetal a partir de citricos: plantas
de toronjo (Citrus paradisi Macf. var. Marsh.) injerta-
do sobre Citrus macrophylla Wester provenientes de
un campo en el que previamente se determino la pre-
sencia de cachexia en porcentajes elevados (16) y
plantas del patrén Citrus volkameriana Ten y Pasq.,
inoculadas con aislados que contenian a CVd-Ilb en
ensayos realizados en la Unidad Cientifica Técnica
de Base (UCTB) en Jagiey Grande, Matanzas. Se
emplearon ademas plantas de pepino (Cucumis
sativus L. var. Japonés), las cuales se mantuvieron
en casas de malla. Como controles negativos se em-
plearon plantas sanas de Clemelin 11-20, Citrus
clementina Hort. Ex Tan. X Citrus sinensis (L.) Osb.,
injertadas sobre cidro (Citrus medica L.), plantas de
cidro y de pepino var. Japonés.

La extracciéon de acidos nucleicos se realiz6 si-
guiendo el método descrito por Palacio-Bielsa et al.
(12). Para ello se analizaron 5 g de tejido vegetal de
tallos y hojas jévenes y se homogeneizaron en un
volumen de 5 mL de tampon de extraccion (tris
hidroximetil aminometano (Tris-HCL) 0.4M, pH 8.9;
sal sodica de dodecilo sulfato (SDS) 1% (p/v); acido



etilendiamino-tetra-acético (EDTA) 5 mM, pH 7.0; b-
mercaptoetanol 4% (v/v) y 15 mL de fenol saturado
en agua). Los &cidos nucleicos totales se fracciona-
ron en cloruro de litio (LiCl) 2 M y la fraccion soluble
se concentrd por precipitacion con etanol, y se
resuspendio en 100 pL de tampdn TKM (Tris-HCI
10mM; cloruro de potasio, KCL 10mM; cloruro de
magnesio, MgCl, 0.1mM; pH 7.4).

Inoculacidn en plantas de pepino y extraccion de
acidos nucleicos

Los extractos obtenidos a partir de las plantas de
citricos se utilizaron para inocular plantas de pepino.
La inoculacién se realizé cuando las plantas conta-
ban con la primera hoja verdadera y el procedimiento
de inoculacién fue mecanico, provocando pequefias
heridas en el tallo de la planta con el uso de una cu-
chilla previamente desinfectada en solucion de
hipoclorito de sodio al 1%. Sobre estas heridas se
aplicaron 10 pL del extracto que contenia al inéculo y
se cubrieron con varias capas de cinta plastica
adhesiva. Las plantas se mantuvieron en condicio-
nes de casas de malla, y la extracciéon de acidos
nucleicos se realizé a los 9, 14 y 21 dias
posinoculacién. En cada momento se analizaron
muestras foliares superiores e inferiores.

Por cada extracto a evaluar se inocularon dos plan-
tas de pepino. Como controles negativos se emplea-
ron plantas no inoculadas, las cuales conjuntamente
con las plantas inoculadas, se mantuvieron en condi-
ciones de casa de malla a temperatura ambiente, por
un periodo de 25 dias, y durante este tiempo se ob-
servo la posible aparicion de sintomas. La extraccion
de &cidos nucleicos se realiz6 segun el procedimien-
to descrito por Querci et al. (20), el que fue modifica-
do. Este procedimiento fue descrito inicialmente para
la deteccion del viroide del tubérculo ahusado de la
papa (PSTVd) mediante la hibridacién de acidos
nucleicos, y como principio se basa en la extraccion
directa de los &cidos nucleicos totales con el empleo
de un tampodn que contiene formaldehido para evitar
el paso de desnaturalizacién previa a la hibridacion
de acidos nucleicos. Para ello se parti6 de 0.5 g de
tejido foliar, a los cuales se les afiadié 1 mL de solu-
cién de extraccion (formaldehido 18.2 %y SSC 5.06X)
(NaCl 0.7 My citrato de sodio 0.07 M) y se maceraron
en mortero. Luego se transfirié el homogeneizado a
un tubo de microcentrifuga y se centrifug6 durante 5
minutos a 12 000 rpm a temperatura ambiente, y la
fraccion soluble se traspasé a un nuevo tubo de
microcentrifuga. En este caso se obvio el tratamiento
con fenol, asi como la posterior precipitacion con
etanol, lo cual constituy6 la modificacion realizada al

procedimiento original. Las preparaciones de acidos
nucleicos se conservaron a -20°C hasta su posterior
utilizacion.

Deteccion del HSVd mediante hibridacion de aci-
dos nucleicos (NASH)

Los extractos de &cidos nucleicos se aplicaron
sobre membranas de nylon cargadas positivamente
(Boehringer Mannheim), utilizando un equipo en for-
mato de dot-blot conectado al vacio (Schleider &
Schuell, modelo SRC-96/1). Las membranas se ex-
pusieron a 80°C durante dos horas para fijar los aci-
dos nucleicos. En el caso de los extractos de las plan-
tas citricas, previo a la aplicacion en la membrana se
desnaturalizaron 20 pL de estos en una solucion que
contenia 12 pL de SSPE 20X (cloruro de sodio, NaCl
2.9 M; di-hidrégeno fosfato de sodio mono-hidratado,
NaH,PO,H,O 0.1 M; EDTA 19.8 mM) y 8 uL de
formamida, se mantuvieron a 60°C durante 15 minu-
tos y posteriormente se incubaron cinco minutos en
hielo. Los extractos de las plantas de pepino se apli-
caron directamente sobre la membrana (100 pL de la
fase acuosa).

Como controles positivos para los ensayos de
NASH se utilizaron plasmidos que contenian un in-
serto monomérico del HSVd. Previo a su aplicacién
sobre las membranas, estos se desnaturalizaron du-
rante 10 minutos a 100°C y luego se mantuvieron en
hielo.

La sonda de &cidos nucleicos utilizada consistid
en un fragmento de ADN de doble cadena, corres-
pondiente a un monémero del HSVd al cual se le in-
corporoé la digoxigenina (DIG, Roche) como marcador
no radiactivo. El método de marcaje empleado con-
sistid en una reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) segun describe Palacio-Bielsa et al. (12), en el
gue se afiadi6 al contenido de la mezcla de la reac-
cién ademés, 5 mM de dUTP-DIG (Roche). La con-
centracion de ADN se determind mediante la medida
de la densidad Optica a 260 nm de longitud de onda
(Ultrospec 2100 pro, Amersham Pharmacia Biotech)
(22).

La NASH se realizé segin lo describe Palacio-
Bielsa et al. (12). Para la prehibridacion se afiadieron,
por cada 100 cm? de membrana, 10 mL de una solu-
cioén que contenia 50% formamida; 0.5% SDS; 6X
SSPE (0.87 M NacCl; 0.03 M NaH,PO, H,0; 5.94 mM
EDTA pH 7.4), solucién Denhardt 5X (0.1% Ficoll;
0.81% polivinilpirrolidona; 0.1% albdamina de suero
bovino) y 10 mg de ADN de esperma de salmén des-
naturalizado por calor. Las membranas se mantuvie-
ron en esta solucion a 50°C durante dos horas.
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La hibridacion se realizé afiadiendo, por cada 100
cm? de membrana, 10 mL de una solucion que con-
tenia 50% formamida; 5% SDS; 6X SSPE (0.87 M
NaCl; 0.03 M NaH,PO, H,0; 5.94 mM EDTA pH 7.4),
10 mg de ADN de esperma de salmén y 10 mg de
sonda de ADN marcada con DIG. Tanto el ADN de
esperma de salmon como la sonda se desnaturaliza-
ron por calor previo a ser aplicados a la solucion de
hibridacion. Las membranas se mantuvieron
hibridando durante 16 horas a 50°C.

Al concluir el tiempo de hibridacién se realizaron
dos lavados a temperatura ambiente durante 15 min.
en SSC 2X (0.29 M NaCl; 0.03 M citrato de sodio, pH
7)y 0.1% SDS, y un lavado a 60°C por una hora con
SSC0.1X (0.014 M NaCl; 1.5 mM citrato de sodio, pH
7)y 0.1% SDS.

La deteccion de los hibridos marcados se realizo
por un método quimioluminiscente, con el empleo de
un conjugado anti-DIG-fosfatasa alcalina (fragmen-
tos Fab), siguiendo el procedimiento descrito por el
productor (Boehringer Manneheim). Como sustrato de
la enzima se utiliz6 el compuesto quimioluminiscente
CSPD (3-(4-metoxispiro{1,2-dioxetano-3,2"-(5"-cloro)
triciclo[3.3.2.13,7] decan}-4-il) fenil fosfato (Roche).
La visualizacion de los hibridos se realiz6 mediante la
exposicion de laminas X-omat (KodaK) a 37°C du-
rante 1 hora.

Adicionalmente, se evalu6 el efecto de la toma de
muestras y el tiempo posinoculacion sobre la intensi-
dad de sefial de la NASH en la deteccion del HSVd.
En tal sentido, se analizaron plantas de pepino inocu-
ladas con extractos de acidos nucleicos a partir de
15 plantas de citricos provenientes de campoy 14 del
patrén C. volkameriana. En el caso de estas ultimas,
se tomo6 como fuente de indculo material vegetal de
diferentes zonas de la planta (inferior, medio y supe-
rior). Para determinar la influencia del tiempo
posinoculacién (PI) en relacién con la posicion de la
hoja de las plantas de pepino inoculadas, los extrac-
tos de acidos nucleicos fueron analizados por hibri-
dacion de acidos nucleicos alos 9, 14y 21 dias Pl, y
en todos los casos se muestrearon las hojas inferior y
superior verdaderas de cada planta.

Para el andlisis de los resultados de las plantas de
pepino inoculadas con los extractos de acidos
nucleicos de citricos provenientes de campo, se de-
terminé la intensidad de la sefial de NASH mediante
la medida de la densidad Optica, utilizando un
densitometro (BIORAD) y el programa Molecular
Analyst (BIORAD, versién 4.1.2). Los valores obteni-
dos se compararon mediante una pruebat de Student
de muestras independientes (1). En el caso de las
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plantas de pepino inoculadas con extractos de plan-
tas de C. volkamerina se compararon las fuentes de
indculo que resultaron positivas mediante una prueba
de comparacion multiple de proporciones (2).

A partir del analisis de los resultados obtenidos se
definieron las condiciones del ensayo que permitie-
ron una mejor deteccién del viroide y se elabor6 una
propuesta de metodologia de diagndstico.

Comparacion de la metodologia propuesta con
métodos de referencia paraladeteccion del HSVd

La comprobacion de los resultados obtenidos me-
diante la metodologia propuesta se realizo a partir de
15 muestras de citricos empleando dos métodos de
referencia. En el primero de los métodos de referen-
cia (16, 24), cada muestra de campo fue inoculada
por injerto en dos plantas de Clemelin 11-20 injerta-
das sobre cidro, las cuales se mantuvieron en condi-
ciones de casa de mallas durante seis meses. Des-
pués de este tiempo se evalud la presencia de sinto-
mas tipicos de cachexia (18) y se les realizo la ex-
traccion de acidos nucleicos (12) para su posterior
andlisis por NASH siguiendo el procedimiento descri-
to por Palacio-Bielsa et al. (12).

En el segundo método de referencia, luego de la
inoculacién en las plantas de Clemelin 11-20 como
se describi6 anteriormente, la deteccién del HSVd se
realizd mediante la reverso transcripcion combinada
con la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR),
de acuerdo al procedimiento descrito por Palacio-
Bielsa et al. (12). La sintesis del ADN del fragmento
esperado (aproximadamente 300pb) se confirmé
mediante electroforesis en geles de agarosa al 2%
en TBE 0.5X (Tris-HCI 0.04M; EDTA 1 mM; &cido
bérico 0.04 M; pH 8), a 100V de voltaje constante. El
ADN se visualiz6é en un transiluminador de luz
ultravioleta mediante tincion de los geles con bromuro
de etidio (22).

Paralelamente, las muestras fueron analizadas
mediante la metodologia de diagndstico propuesta en
este trabajo. Para ello se tomaron 5 g de material ve-
getal de diferentes zonas de las plantas de citricos,
incluyendo la zona inferior, y se les realiz6 la extrac-
cién de &cidos nucleicos segun lo descrito por Pala-
cio-Bielsa et al. (12). Los extractos obtenidos se ino-
cularon de manera mecénica en plantas de pepino de
la variedad Japonés cuando contaban con la primera
hoja verdadera. Las plantas se mantuvieron bajo con-
diciones de casa de malla y a los 14 dias
posinoculacion (PI) se analizaron muestras de las ho-
jas superiores para realizar la extraccién de los aci-
dos nucleicos totales por el procedimiento modifica-
do de Quercietal. (20). Se realizé la NASH en forma-



to dot blot, con sonda de ADN especifica del HSVd
marcada con digoxigenina, siguiendo el procedimien-
to descrito por Palacio-Bielsa et al. (12). La evalua-
cion de las sefiales de hibridacion se realiz6 de ma-
nera cualitativa, segun la presencia o ausencias de
manchas oscuras definidas en las peliculas de rayos
X (X-omat, Kodak).

Evaluacion de los parametros de desempefio

El limite de deteccién de la NASH a partir de los
extractos de las plantas de pepino previamente ino-
culadas con muestras de campo se evalu6 mediante
diluciones seriadas de estos: muestra pura, 1:10,
1:100 y 1:1000. Las evaluaciones se realizaron con
cuatro controles positivos.

Para la definicion de los parametros de desempe-
filo se evaluaron 52 controles positivos y 44 controles

negativos (Tabla 1), con cuyos resultados se calcula-
ron los parametros de desempefio del ensayo siguien-
do la metodologia establecida por Peralta y Villoch (15).

RESULTADOS

Las muestras foliares de las plantas de pepino ino-
culadas con los extractos de 4cidos nucleicos de las
plantas de citricos provenientes de campo, mostraron
sefiales de hibridacion especificas para el HSVd en to-
dos los tiempos Pl analizados. Estos resultados indican
no solo la replicacion del viroide, sino su movimiento
dentro de la planta y el éxito de la inoculacién en plan-
tas de pepino a partir de muestras citricas de campo.
Los valores de densidad 6ptica obtenidos en la sefial
de hibridacidn para cada tipo de hoja muestreada en
los diferentes tiempos se presentan en la Figura 1.

TABLA 1. Descripcion de los controles empleados para la determinacion de los parémetros de desempefio de la
metodol ogia propuesta para la deteccion del HSVd en citricos./ Description of the controls used for the determination
of validation parameters of the methodology proposed for the detection of HSVd in citrus

Controles positivos Controles negativos
Descripcion de controles Cantidad Descripcidn de controles Cantidad
C. paradisi var. Marsh./C. macrophylla 17 Clemelin 11-20/ C. medica 15
C. volkameriana 35 C. medica 5
C. sativus var. Japonés 24
Tota 52 Tota 14
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FIGURA 1. Valores medios de densidad Optica paralas sefiales de NASH adiferentestiemposy hojas muestreadas de las
plantas de pepino inocul adas con extractos de &cidos nucleicos de 15 plantas de citricos portadoras del HSVd provenientes
decampo. T1: 9 diasposinoculacion (Pl); T2: 14 diasPl; T3: 21 diasPl; S: hojasuperior./ Average of NASH signal optical
density values at different times and surveyed |eaves of cucumber plantsinoculated with nucleic acid extractsof 15 citrus
plants carrying field HSvd isolates. T1: 9 post inoculation days (P1); T2: 14 PI days; T3: 21 PI days; S higher leaf.
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Puede apreciarse de manera general que las se-
fiales de hibridacion fueron mas fuertes en las mues-
tras analizadas a los 14 dias de la inoculacion, ya fue-
se en las hojas verdaderas primeras o superiores. La
prueba t de Student revelé que no existieron diferen-
cias significativas (p<0.05) entre la sefial obtenida para
las diferentes hojas en el mismo tiempo de muestreo,
en cada réplica de las plantas de pepino analizadas.
Para cada comparacién realizada el valor del
estadigrafo t se mostr6 en el rango de 2.77 a 4.30.

El porcentaje de deteccién en las muestras foliares
inferiores fue del 93,6, 100 y 100 % para los analisis
realizados a los 9, 14 y 21 dias posinoculacion, res-
pectivamente. Mientras que fue positiva en el 100%
de las muestras evaluadas de hojas verdaderas supe-
riores a los 9y 14 dias. A los 21 dias aunque fue posi-
ble detectar la presencia del HSVd sélo se pudo
muestrear una hoja debido al deterioro de las plantas.

Al analizar las plantas de pepino inoculadas con
los extractos de C. volkameriana se detecto la presen-
cia del HSVd con diferencias en las proporciones de
deteccion en funcidn de la zona de la planta de citrico
empleada para la inoculacion, la hoja de pepino
muestreada y el tempo Pl en el que fueron analizadas.

La Tabla 2 muestra que la deteccion del HSVd a
partir de los extractos de la primera hoja verdadera

de las plantas de pepino inoculadas no difirid
significativamente en relacion a la region de la planta
de C. volkameriana que se utilizé como indculo, ni al
tiempo posinoculacién en el que se analizaron las plan-
tas de pepino. Sin embargo, cuando se analizaron las
hojas verdaderas superiores de las plantas de pepino
inoculadas se observaron diferencias significativas.
En este caso, cuando la fuente de inéculo correspon-
dié a la regién inferior de las plantas de C.
volkameriana y el andlisis de los extractos de 4cidos
nucleicos de las plantas de pepino se realizé alos 14
dias PI, se detectd la presencia del HSVd en el 100%
de los indculos. Este valor no difirid significativamente
de los obtenidos a los 9 y 14 dias Pl en el caso en que
el indculo provino de la zona media de las plantas de
citricos, pero mostr6 diferencias significativas con el
resto de los casos comparados (Tabla 3).

Teniendo en cuenta las diferencias observadas en la
deteccién del HSVd en las plantas de C. volkameriana
segun la region de la planta utilizada como fuente de
in6culo para las plantas de pepino y el tiempo
posinoculacién de estas en las que se analizan los ex-
tractos de acidos nucleicos mediante NASH, se deter-
mino que las condiciones de muestreo que permitieron
obtener mejores resultados fueron las hojas superiores
alos 14 dias posinoculacion, similar a lo observado cuan-
do el inéculo provino de plantas de citricos de campo.

TABLA 2. Proporcidn de controles de C. volkameriana empleados como indculos en |os que se determind la presencia
del HSVd mediante la NASH en la primera hoja verdadera de plantas de pepino a diferentes tiempos posinoculacion
con extractos de diferentes regiones de la planta./ Proportion of C. volkameriana controls used as inocula in which the
presence of HSVd was determined by NASH in the first true leaf of cucumber plants at different post inoculation times

Regidn dela planta de 9 dias 14 dias
C. volkameriana gue se tom6 como inéculo posinoculacién posinoculacién
Inferior 0.78 0.85
Medio 0.71 0.64
Superior 0.71 0.71

TABLA 3. Proporcidn de controles de C. volkameriana empleados como indculos en |os que se determind la presencia
del HSVd mediante la NASH en la hoja verdadera superior de plantas de pepino a diferentes tiempos posinoculacién
con extractos de diferentes regiones de la planta./ Proportion of C. volkameriana controls used as inocula in which the
presence of HSVd was determined by NASH in the superior true leaf of cucumber plants at different post inoculation

times
Regién dela planta de 9 dias 14 dias
C. volkameriana gue se utilizé como in6culo posinoculacién posinoculacion
Inferior 0.78%® 1.00°
Medio 0.57° 0.92%
Superior 0.71° 0.71°

* Proporcion con letras diferentes indican diferencias significativas para p<0.05 (ES = 0.044).
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A partir de los resultados obtenidos en la detec-
cion del HSVd en plantas de citricos provenientes de
campo y del patron C. volkameriana se propone una
metodologia en la cual se emplea la planta de pepino
como amplificador bioldgico intermedio:

Metodologia propuesta para la deteccion del
viroide del enanismo del ldpulo (HSVd) en mues-
tras citricas de campo con el empleo de plantas
de pepino como amplificador biolégico interme-
dio y posterior andlisis por hibridacion de los &ci-
dos nucleicos

1- Extraccion de muestra de las plantas citricas de
campo

Se deben extraer ramas jovenes de la planta de
diferentes zonas, incluyendo en ellas la region infe-
rior. Las muestras debidamente identificadas se lle-
varan al laboratorio para su procesamiento.

2- Extraccion delos acidos nucleicos de las plan-
tas de citricos einoculacién en plantas de pepi-
no.

Para la extraccion de acidos nucleicos se utilizara
fundamentalmente la corteza de los tallos, y el proce-
dimiento se hara segun el descrito por Palacio-Bielsa
etal. (12) a partir de 5 g de material vegetal. El extracto
final puede conservarse a -20°C hasta su utilizacion.

La inoculacion en plantas de pepino (C. sativus
var. Japonés) se realizara cuando las plantas cuen-
ten con la primera hoja verdadera, provocando pe-
queiias heridas en el tallo de la planta, con el uso de
una cuchilla previamente desinfectada con una solu-
cién de hipoclorito de sodio al 1%. Sobre estas heri-
das se aplicaran 10 pL del inéculo, y se cubriran con
varias capas de cinta plastica adhesiva. Por cada ex-
tracto a analizar se inocularan dos plantas de pepino.
Las plantas se mantendran en condiciones de casa
de malla, a temperatura ambiente.

3- Toma de muestras de las plantas de pepino y
extraccion de &cidos nucleicos.

Alos 14 dias posinoulacion se extraeran hojas de
las plantas de pepino, preferiblemente de la parte su-
perior. La extraccion de &cidos nucleicos se realizara
segun el procedimiento modificado de Querciet al. (20).

4- Realizacion de la hibridacién de acidos
nucleicos con sondas especificas al HSVd.

La fase acuosa de los extractos se aplicara direc-
tamente sobre membranas de nylon cargadas positi-
vamente y se fijaran por exposicion a 80°C durante
dos horas. Se deberan incluir al menos dos controles
positivos y dos negativos.

El procedimiento de hibridacion se realizara se-
gun describe Palacio-Bielsa et al. (12) empleando una
sonda de ADN especifica al HSVd marcada con
digoxigenina obtenida mediante PCR. Luego de 16
horas de hibridacion se realizaran los lavados descri-
tos en dicho protocolo y la deteccién de los hibridos
usando un sustrato quimioluminiscente.

5- Andlisis de los resultados.

La evaluacion de los resultados se realizara de
manera cualitativa: en las posiciones donde aparez-
ca una mancha de sefial de hibridacién se considera-
ra como positiva (en comparacion con los controles
positivos y negativos). Las plantas que resulten posi-
tivas seran debidamente eliminadas.

Comparacion de la metodologia propuesta con
métodos de referencia paraladeteccion del HSVd

La Tabla 4 muestra los resultados obtenidos en la
deteccion del HSVd en 15 muestras de citricos pro-
venientes de campo, mediante dos métodos de refe-
rencia y la metodologia propuesta en este trabajo (ino-
culacion en plantas de pepino y deteccion por hibrida-
cién de acidos nucleicos).

TABLA 4. Resultados de la deteccion del HSVd a partir de muestras de citricos provenientes de campo mediante dos
métodos de referenciay el propuesto (inoculacion en plantas de pepino y posterior andlisis por NASH). Los valores
indican la cantidad de muestras consideradas positivas./ Results of the detection of HSVd from samples of citrus from
field by two reference methods and that proposed (inoculation in cucumber plants and posterior analysis by NASH).
Numbers indicate the quantity of samples considered as positive

Sintomas | Deteccion de écidos nucleicos del HSVd
Métodos de referenciat Clemelin 11-20-NASH 7/15° 15/15
Clemelin 11-20-RT-PCR 7/15 15/15
Método propuesto Pepino-NASH 0/15 15/15

"M étodos referidos (16; 24).

%El denominador refiere el total de plantas de citricos provenientes de campo analizadas.
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Los resultados obtenidos por los métodos de refe-
rencia ensayados mostraron la presencia del HSVvd
en las 15 muestras analizadas. En ambos ensayos la
utilizacion de la planta indicadora Clemelin 11-20 per-
mitio identificar la existencia de variantes tipo CVd-llb
en siete de las 15 muestras analizadas, las cuales
mostraron sintomas especificos de cachexia (Fig. 2).
Esto indica que en las muestras que no indujeron sin-
tomas a la planta indicadora estaban presentes va-
riantes tipo CVd-lla o intermedias, ya que se ha com-
probado previamente que en Clemelin 11-20 no tiene
lugar el fendomeno de interferencia entre CVd-lla y
CVd-lIb referido para cidro Etrog Arizona 861 S-1 (16).

FIGURA 2. Sintomas de acumulacién de gomainducidos
en plantas de Clemelin 11-20 por lapresenciade variantes
del HSVd causantes de cachexia en una de las muestras
analizadas. Se sefialala acumulacion de gomaen la zona
donde se descortezé para la evaluacion de los sintomas./
Gumming symptoms induced in Clemelin 11-20 plants
caused by HSVd variants causing cachexia. Gumming is
observed in the unbarked area for further symptom
evaluations.

El andlisis de las 15 muestras de campo mediante
el método propuesto en el cual se combina el empleo
de plantas de pepino como amplificador intermedio y
posterior analisis por hibridacién de acidos nucleicos,
permitid detectar al HSVd en la totalidad de ellas. La
comparacion de este método con los resultados ob-
tenidos por los de referencia indicé un 100% de coin-
cidencia entre ellos.
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En el caso del método que se evallia no se observé
la aparicion de sintomas en las plantas de pepino ino-
culadas, por lo que a través de la sintomatologia no se
pudo discriminar entre variantes patogénicas o no.

Evaluacion de los parametros de desempefio

El limite de deteccién obtenido en la hibridacion
de &cidos nucleicos al evaluar los extractos de acidos
nucleicos de las plantas de pepino inoculadas fue de
1:10. Por su parte, los resultados en la evaluacion de
los controles positivos y negativos por la metodologia
propuesta y los parametros de desempefio determi-
nados sobre la base de estos resultados, se mues-
tran en las Tablas 5y 6.

TABLA 5. Valores basicos para estimar los parametros
de desempefio de la deteccion del HSVd mediante NASH
con el uso de las plantas de pepino como amplificador
biologico intermedio./ Basic values to estimate the
validation parameters for HSVd detection by NASH using
cucumber plants as intermediate biological amplifier

Controles de referencia
Infectados Sanos
Resultados de la + 51 0
NASH apartir de Vp|Fp
extractos de pepino | _ Fn|Vn
inoculados 1 44

TABLA 6. Pardmetros de desempefio determinados para
la detecciéon del HSVd mediante la metodologia
propuesta./ Validation parameters determined for HSVd
detection using the methodol ogy proposed

Parédmetros NASH
Especificidad diagnostica (D-SP) 100%
Sensibilidad diagnostica (D-SN) 98.0%
Eficacia (E) 98.9%
Valor predictivo de positividad (Vpp) 100%
Valor predictivo de negatividad (Vpn) 97.7%

El método establecido, en el cual se utiliza la plan-
ta de pepino variedad Japonés como amplificador bio-
I6gico para la posterior deteccion del HSVd mediante
la NASH, mostré una eficacia de 98.9%.

DISCUSION

La deteccion del HSVd en plantas de pepino var.
Japonés inoculadas con extractos de acidos nucleicos
de plantas de citricos que contenian a este viroide,



mostro que este hospedante puede utilizarse como
amplificador bioldgico intermedio para lograr niveles
detectables de este mediante la hibridacion de 4cidos
nucleicos. Las evaluaciones realizadas permitieron
definir que las mejores condiciones fueron cuando el
muestreo de las plantas de pepino se realiz6 a los 14
dias luego de la inoculacién con extractos a partir de
muestras citricas de campo. En dicho momento se
pudieron analizar tanto las hojas verdaderas inferio-
res como las superiores, sin que existiesen diferen-
cias significativas entre ellas. Por otra parte, aunque
en estos experimentos se determing la fortaleza de la
sefial de hibridacion en cada caso mediante la medi-
cién de la densidad 6ptica, para los ensayos rutina-
rios es suficiente su evaluacion cualitativa, ya que pudo
constatarse la coincidencia entre la presencia de se-
fial visible y la identificacion de muestras positivas
segun los valores de densidad Optica.

La evaluacion de diferentes zonas de las plantas
de C. volkameriana como fuente de inoculo para las
plantas de pepino confirmaron la distribucion irregu-
lar del HSVd en las especies citricas, lo cual ha sido
mencionado con anterioridad por Velazquez (24), e
indicaron la conveniencia de incluir muestras de la
zona inferior de la planta para la conformacion del
indculo y la utilizacion de hojas superiores de las plan-
tas de pepino a los 14 dias posinoculacion para la
deteccion del HSVd.

La ausencia de sintomas en las plantas de pepino
inoculadas no permitié determinar el tipo de variante
gue estaba presente en las muestras. Esto limita la
utilidad que pudiera tener para la caracterizacion bio-
I6gica de aislados de viroides de citricos, sin embar-
go, no afecta su valor para la deteccion del HSVd, ya
sea de las variantes CVd-lla o CVd-Illb, pues fue ca-
paz de replicar a ambos, en lo que mostré un 100%
de coincidencia con los métodos de referencia com-
parados. A pesar de que las variantes CVd-lla no es-
tan asociadas a enfermedades, la estrategia que se
sigue en la obtencion de material de multiplicacion de
los citricos es que este se encuentre libre de viroides
(16). Por lo tanto, la metodologia propuesta en este
trabajo cubre dicho requerimiento.

Una de las premisas fundamentales para el ma-
nejo de las enfermedades ocasionadas por viroides
es la obtencion y utilizacién de material de propaga-
cion certificado, aspecto en el cual la disponibilidad
de métodos de diagnéstico eficaces resulta fundamen-
tal. Los métodos de referencia y disponibles para el diag-
néstico del HSVd requieren al menos de tres meses
posinoculacion para su deteccion mediante el andlisis
de los acidos nucleicos. En cambio, los resultados obte-

nidos en este trabajo permitieron obtener una metodo-
logia en la cual se detecta al HSVd a los 14 dias, luego
de la inoculacion. Los altos valores de los parametros
de desempefio, todos por encima del 97%, mostrando
una eficacia de un 98.9%, similares al del método exis-
tente en la actualidad (16), evidencian su utilidad para el
diagnéstico en el sistema de produccion de material
certificado de citricos en Cuba.

Las evaluaciones realizadas forman parte de la
primera fase de la metodologia de validacion de un
ensayo o estrategia de diagnéstico, mediante la cual
se establecen los parametros y caracteristicas de este
(10). Para cumplimentar su evaluacién a nivel
poblacional, como proceso continuo de validacion de
ensayos, seria conveniente el andlisis de un nimero
mayor de controles y muestras que permitan confirmar
laidoneidad de su uso en el programa de manejo y con-
trol de los viroides de los citricos y realizar los ajustes
gue fueran necesarios. El empleo de la metodologia que
se propone para la deteccién del HSVd en muestras de
citricos disminuye el tiempo de toma de decisiones y el
periodo de riesgo, aspectos de gran relevancia para los
servicios especializados que garantizan la calidad
fitosanitaria del material de propagacion.
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