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RESUMEN

Se evaluaron los hibridos Mixteca, Stallion, Antigua, Car-
tagonova y Centauro de lechuga (Lactuca sativa), en dos fe-
chas de plantacion y tres localidades en los municipios de
Corregidora, Pedro Escobedo y Huimilpan, Querétaro, Mé-
xico. Se evalué por ELISA la presencia de los virus BWYYV,
CMV, LMV, AMV y TSWV, a los 30, 45 y 60 dias después del
trasplante, y se confirmo por RT-PCR. Por serologia la fre-
cuencia de los cinco virus fue de 9,8; 23,6; 0,9; 2,2 y 9,3%,
respectivamente. De las 39 muestras analizadas por RT-PCR,
el 69,9% resultaron negativas y el 30,1% presentaron infec-

ciones bien sea monovirales o complejos de dos y tres virus.
Los virus detectados se presentaron como infecciones de un
solo virus en el 41,0% de las muestras, como complejos de
dos virus en el 33,3%, de tres virus en el 154%, y como
muestras negativas a los cinco virus en el 10,3%. A partir
del analisis de RT-PCR, la frecuencia de los virus BWYYV,
CMV, AMV y TSWV fue de 38,5, 48,7, 10,3 y 56,4; respecti-
vamente. La mayor infeccion viral por ELISA y RT-PCR fue
de CMV, BWYV y TSWV, los cuales estuvieron presentes en

las tres localidades estudiadas.

Introduccion

La importancia del cultivo
de lechuga ha aumentado en
los ultimos afios, debido a la
diversificacion de variedades
y al incremento de su consu-
mo (Suérez y Serrano, 2012).
En México, en el afio 2014 la
superficie cultivada fue de
19440ha, con una produccion
de 406678t. Los principa-
les estados productores fue-
ron: Guanajuato, Zacatecas,
Puebla, Aguascalientes, Baja
California, y Querétaro, con
102639, 69041, 51702, 44330,
22085 y 26064t, respecti-
vamente (SIAP, 2014). Para
2014, en los estados de
Guanajuato y Querétaro se
cultivaron 6033 y 732ha con
un rendimiento promedio de
17,64 y 28,55t'ha!, respectiva-
mente (SIAP, 2014).

La lechuga es afectada por
una serie de enfermedades que
merman su produccion. La
incidencia y severidad de éstas
depende del organismo causan-
te, la susceptibilidad de la
planta y el medio ambiente.
Entre los principales factores a
considerar en el proceso pro-
ductivo de la lechuga estan las
enfermedades virales, las que
han aumentado en las regio-
nes productoras de lechuga
(Moreno et al., 2004). Se ha
reportado al virus del mosaico
de la lechuga (Lettuce mosaic
virus; LMV) como uno de los
patdogenos mas importantes a
nivel mundial y probablemente
la transmision por semilla es
el factor principal en la disper-
sion de este virus. Estudios
sobre la transmision por semi-
lla del LMV en lechuga mos-
traron tasas de transmision en

hibridos tolerantes y suscepti-
bles del 1,9 y 16,5%, respecti-
vamente (Jadao et al., 2002).
En la regiéon de Murcia y
Navarra, Espaia, los principa-
les virus que afectan a esta
hortaliza son, ademas del
LMV, el CMV (Cucumber
mosaic virus) del pepino, el
TSWYV (Tomato spotted wilt
virus) del tomate y el BWYV
(Beet western yellows virus) de
la remolacha, los cuales son
transmitidos por varias espe-
cies de afidos y trips (Moreno
et al., 2004). Fletcher et al.
(2005) encuentran a los virus
BWYV, CMV y LMV como
de los més importantes que
afectan a la lechuga en Nueva
Zelandia; sin embargo, repor-
tan no haber detectado al
TSWV. Pavan et al. (2008)
mencionan a los virus LMV,
TSWV y CMV como de los

mas importantes que afectan a
la lechuga en Brasil. Soleimani
et al. (2011), indican que en la
Provincia de Teran, Iran, en
un estudio realizado en los
cultivares de lechuga Mantilia
y Terocadero, obtuvieron por-
centajes de infeccion por
LMV, CMV y TSWV de 21,
16 y 10%, respectivamente; en
infecciones mixtas reportan
que la co-infeccion por LM V-
CMV fue de 16%, LMV-
TSWV 8%, CMV-TSWV 8%
y LMV-CMV-TSWV del 5%.
Estos autores indican que in-
dependientemente de que la
infeccion haya sido simple o
mixta se detectaron a los virus
LMV, CMV y TSWV en 49,
44 y 31% de las muestras
analizadas.

Los principales insectos
plaga del cultivo de lechuga
son los trips y afidos, los que
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PATHOGENIC VIRAL COMPLEXES DETECTED IN LETTUCE BY ELISA AND CONFIRMED BY RT-PCR
Luis Pérez-Moreno, Graciela Hortensia Nifio-Mendoza, Ma. Fabiola Ledn-Galvan and Martha Juana Navarro-Leon

SUMMARY

Five lettuce (Lactuca sativa) hybrids were evaluated: Mixteca,
Stallion, Antigua, Cartagonova and Centaurin, with two plant-
ing dates at three locations in Corregidora, Pedro Escobedo and
Huimilpan counties, Queretaro state, Mexico. By means of ELI-
SA, five viruses were evaluated: BWYV, CMV, LMV, AMV and
TSWYV, at 30, 45 and 60 days after planting and findings were
confirmed by RT-PCR. Serologically, the five detected viruses
had frequencies of 9.8, 23.6, 0.9, 2.2 and 9.3%, respectively. Of
the 39 samples analyzed by RT-PCR, 69.9% were negative and

30.1% had either single virus infection or viral complexes of two
and three viruses. Detected viruses were presented in 41.0% of
the samples as a single virus infection, in 33.3% as a complex of
two viruses, in 15.4% of three viruses, and in 10.3% as negative
samples to the five viruses. Frequencies from RT-PCR analysis
for BWYV, CMV, AMV and TSWYV viruses were 38.5, 48.7, 10.3
and 56.4%, respectively. Most of the viral infections detected by
ELISA and RT-PCR were CMV, BWYV and TSWV, and these vi-
ruses were also detected in all three counties.

DETECCAO DE COMPLEXOS PATOGENICOS VIRAIS EM ALFACE POR ELISA E CONFIRMADOS POR RT-PCR
Luis Pérez-Moreno, Graciela Hortensia Niflo-Mendoza, Ma. Fabiola Ledn-Galvan e Martha Juana Navarro-Leon

RESUMO

Avaliaram-se os hibridos Mixteca, Stallion, Antigua, Cart-
agonova e Centauro de alface (Lactuca sativa), em duas datas
de plantagdo e trés localidades nos municipios de Corregidora,
Pedro Escobedo e Huimilpan, Querétaro, México. Avaliou-se por
ELISA a presenga dos virus BWYV, CMV, LMV, AMV e TSWV,
aos 30, 45 e 60 dias depois do transplante, e se confirmou por
RT-PCR. Por serologia a frequéncia dos cinco virus foi de 9,8;
23,6; 0,9; 2,2 e 9,3%, respectivamente. Das 39 amostras anali-
sadas por RT-PCR, 69,9% resultaram negativas e 30,1% apre-

sentaram infec¢oes bem seja monovirais ou complexos de dois e
trés virus. Os virus detectados se apresentaram como infec¢oes
de um so virus em 41,0% das amostras, como complexos de
dois virus em 33,3%, de trés virus em 15,4%, e como amostras
negativas aos cinco virus em 10,3%. A partir da andlise de RT-
PCR, a frequéncia dos virus BWYV, CMV, AMV e TSWV foi de
38,5; 48,7; 10,3 e 56,4, respectivamente. A maior infec¢do viral
por ELISA e RT-PCR foi de CMV, BWYV e TSWV, os quais esti-
veram presentes nas trés localidades estudadas.

ademas del dano al follaje,
afectan la calidad de la cabeza
(SDR, 2010). Sin embargo, los
dafios indirectos que provocan
los trips en el cultivo de lechu-
ga son mas graves y consisten
en la transmision del virus de
la marchitez manchada del
tomate (TSWYV), siendo el trips
occidental (Frankliniella occi-
dentalis (Pergande)) la espe-
cie vectora mas importante
(Lacasa y Contreras, 1993;
Agrios, 2005).

El presente estudio tuvo
como objetivo detectar los vi-
rus presentes, ya sea en forma
simple y/o en complejos virales
en follaje de lechuga mediante
analisis por ELISA y confir-
marlo por RT-PCR.

Materiales y Métodos

Hibridos de lechuga
evaluados

En las tres localidades de
prueba fueron evaluados los
hibridos de lechuga (Lactuca
sativa) conocidos como Mix-
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teca, Stallion, Antigua, Carta-
gonova y Centauro.

Localizacion de los cinco
experimentos y las fechas de
plantacion

En una primera fecha de plan-
tacion, el 09/02/2010, se estable-
cieron dos experimentos: el pri-
mero en el Rancho Vanegas, en
el municipio de Corregidora
(20°36°-20° 22°N y 100°22°-
100°30°0, 1820msnm) y el se-
gundo en el Rancho Noria
Nueva, en el municipio de Pedro
Escobedo (20°35°01.907-20°21’N
y 100°04’-100°18°0, 1920msnm).
En la segunda fecha de plan-
tacion, el 01/06/2010, se estable-
cieron tres experimentos: el pri-
mero en el Rancho Vanegas en
Corregidora, el segundo en el
Rancho Noria Nueva, en Pedro
Escobedo y el tercero en el
Rancho el Milagro, en el mu-
nicipio de Huimilpan (20°36’-
20°22°N y 100°11°-100°24°0,
1970msnm). Los tres municipios
pertenecen al estado de Que-
rétaro, México.

Diserio experimental

El disefio experimental utili-
zado para evaluar la presencia
de virus fitopatogenos fue de
bloques completos al azar, con
tres repeticiones. Cada uno de
los cinco experimentos tuvo 15
parcelas o unidades experimen-
tales, las cuales consistieron de
un surco de 5Sm de largo por
Im de ancho; se establecieron
dos hileras de plantulas de le-
chuga por surco, con una sepa-
racion entre hileras de 0,30m y
una distancia entre plantas de
0,30m, para una densidad de
poblacion de 65000 plantas/ha.

Evaluacion viral

Las muestras se procesaron
en el Laboratorio de Fito-
patologia, Division de Cien-
cias de la Vida, Campus
Irapuato-Salamanca, Uni-
versidad de Guanajuato, Méxi-
co. Se evalud la presencia del
luteovirus: virus del amarilla-
miento occidental de la remo-
lacha (Beet western yellows

virus; BWYV), del cucumovi-
rus: virus mosaico del pepino
(Cucumber mosaic virus;
CMV), del potyvirus: virus
mosaico de la lechuga (Lettuce
mosaic virus; LMV), del alfa-
movirus: virus mosaico de la
alfalfa (Alfalfa mosaic virus;
AMYV), y el tospovirus: virus
de la marchitez manchada del
tomate (Tomato spotted wilt
virus; TSWV). Para la detec-
cion de los virus se utilizo la
técnica de inmunoabsorcién
enzimatica (ELISA; Clark y
Adams, 1977; Cruz y Frias,
1997). Para la determinacion
de los virus, se utilizaron los
kits de Agdia Inc., conjugan-
dose con la enzima fosfatasa
alcalina. Los controles positivo
y negativo (extracto de hojas
de lechuga) fueron obtenidos
de Agdia Inc. La absorbancia
se determind en el espectrofo-
tometro BIO-RAD Modelo
3550-UV, a 405nm. Para la
confirmacion de los resultados
obtenidos con ELISA se uso
la técnica de RT-PCR (Pérez-
Moreno et al., 2013).
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Fechas de evaluacion y
colectas

La deteccion viral se realizd
en tres fechas de muestreo, a
los 30, 45 y 60 dias después
del trasplante (ddt). Para for-
mar la muestra a evaluar, se
recolectd una hoja de cada
una de cinco plantas de la
parcela experimental; depen-
diendo del hibrido plantado,
las plantas podian presentar
sintomas presuntivos de una
virosis, como por ejemplo:
enchinamiento, mosaico, ama-
rillamiento, necrosis y enanis-
mo, o ser asintomaticas. Se
analizaron 225 muestras (3x
15%5), obtenidas al realizar
tres muestreos en cada una de
las 15 unidades experimenta-
les de los cinco experimentos.
Las muestras se colocaron en
bolsas de plastico y se mantu-
vieron en congelacion (-20 °C)
hasta su procesamiento.

Evaluacion por ELISA y
determinacion del limite de
deteccion

Se obtuvieron lecturas de
cada muestra por duplicado y
se asignd el valor medio de
cada par. El valor del control
sano se calculd con base en el
promedio de los dos valores de
absorbancia del testigo sano
(negativo) para cada virus.
Como criterio para determinar
el limite de deteccion, se uso
el valor medio del control ne-
gativo +0,05 de densidad opti-
ca; todo valor mayor a este li-
mite se considerd positivo
(Cruz y Canseco, 1995).

Deteccion de los virus por
RT-PCR

Los resultados obtenidos en
la deteccion viral por ELISA,
se corroboraron por RT-PCR.
En las muestras de follaje de
lechuga seleccionadas por su
resultado obtenido con la técni-
ca de ELISA se realizo la ex-
traccion de RNA total, utili-
zando el método del Trizol
(Trizol®; Invitrogen), siguiendo
las instrucciones proporcio-
nadas por el fabricante. Para
la retrotranscripcion (sintesis
de cDNA) se empled 1pgdel
RNA de cada muestra ana-

lizada. Para su sintesis se utili-
z6 la enzima Super Script ITA
(Invitrogen) y se siguieron las
indicaciones descritas por el
fabricante.

Los oligonucleotidos para
cada virus fueron disefiados en
regiones especificas del gen
que codifica para la proteina
de la capside.

BWYV F 5-CGTGGGTAGGAGAACAATCAATG-3
BWYV R 5>-TAAGACGCTGTAAACGCCGC-3
CMV F 5-GGGTAGTGAGCGTTGTAAACCTGG-3
CMV R 5-ATGTGGGAATGCGTTGGTGC-3’;
LMV F 5-AAGAAGGACGACGACTCCAACG-3
LMV R 5’-CTCCATCCATTCCAAACAGTCTG-3’
TSWV F 5-GCATACTCTTTCCCCTTCTTCACC-3’
TSWV R 5°-CTTCAGACAGGATTGGAGCCAC-3’
AMV F 5 TAATGGGCTCGGCGTGAGATTC-3
AMV R 5’-CAAACAGAGGGCTACGGCATAG-3’

Para obtener los amplicones
de cada virus se utilizaron las
siguientes condiciones en un
termociclador C1000 DUAL de
Biorad: para todos se realizé
una desnaturalizacion inicial a
95°C por 3min, seguido de 35
ciclos con una temperatura de
desnaturalizacion de 95°C por
30s, temperatura de alinea-
miento por 60s, de 61,4°C para
BWYYV; de 61,0°C para CMV;
de 64,1°C para LMV; de
61,0°C para AMV; y de 60,2°C
para TSWYV; una extension a
72°C por 90s, y un ciclo con
una extension final de 72°C
para los cinco virus por 7min.
Los productos amplificados
fueron analizados por electro-
foresis en gel de agarosa al
1%, teniidos con bromuro de
etidio y observados en un tran-
siluminador con luz UV.

Resultados
Deteccion de virus por ELISA

Se detectd la presencia de
los cinco virus en 225 mues-
tras de follaje de lechuga. En
la primera, segunda y tercera
fechas de muestreo se detectd
el BWYYV con una frecuencia,
respectivamente, de 4,0; 9,3 y
16,0%; el CMV con 16,0; 18,7
y 36,0%; el LMV con 1,3; 1,3
y 0,0%; el AMV con 5,3; 0,0 y
1,3%; y el TSWV con 8,0; 1,3
y 18,7%. La frecuencia prome-
dio de los virus BWYV, CMV,
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LMV, AMV y TSWYV fue de
9,8; 23,6; 0,9; 2,2; y 9,3%, res-
pectivamente (Figura 1).

De las 39 muestras positivas
al menos a un virus por
ELISA, el 100% presentaron
infecciones simples, complejos
de dos, tres y cuatro virus. Los
virus detectados se presenta-
ron como infecciones de un
solo virus en el 79,5%; como
complejos de dos virus en el
12,8%; de tres virus en el
5,1%; y de cuatro virus en el
2,6% (Figura 2).

Deteccion de virus presentes
en follaje de lechuga por
RT-PCR

La técnica de RT-PCR per-
miti6 detectar y confirmar la
presencia de cuatro de los
cinco virus analizados. El ta-
mafio de los fragmentos am-
plificados por RT-PCR fue de
461 pb para el CMV
(Figura 3), de 313 pb para el
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O2daevaluacién (45 ddt) WPromedio de lastres evaluaciones

AMYV (Figura 4), de 403 pb
para el TSWV (Figura 5), y
de 468 pb para el BWYV
(Figura 6). Finalmente, se
confirmé6 por RT-PCR que la
muestra de follaje de lechuga
positiva detectada por ELISA
no tenia la presencia del virus
LMV. En la localidad de
Pedro Escobedo se tuvo ma-
yor frecuencia de los virus
TSWV y CMV con el 30,8 y
20,5%; seguido del BWYV y
AMYV con 18,0 y 7,7%, res-
pectivamente. En Corregidora
se encontré que los virus
BWYV, CMV y TSWYV pre-
sentaron una frecuencia del
15,4%; seguido del AMV con
2,6%. En Huimilpan se tuvo
mayor frecuencia del virus
CMV con 12,8%; seguido del
TSWV y BWYV con 10,3 y
5,1%, respectivamente. Final-
mente, el virus LMV no fue
detectado en ninguna de las
muestras analizadas de las
tres localidades (Figura 7).

187%

Figura 1. Frecuencia (%) de infeccion por los virus BWYV, CMV, LMV,
AMV y TSWV en follaje de lechuga, en tres fechas de muestreo, duran-
te el periodo de Febrero-Julio de 2010.
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Figura 2. Porcentaje de muestras positivas por ELISA a los diferentes
virus evaluados en el follaje de lechuga, durante el periodo de Febrero -

Julio de 2010.

563



bp

12000
5,000

2,000
1,650

461 pb

§EEE 8

Figura 3. Virus CMV. Marcador de tamafio molecular y muestras (loca-
lidad, hibrido y fecha de plantacion -fp). MPM: Marcador de tamafo
molecular (Invitrogen 1kb + ladder); M1: Corregidora, Stallion, segunda
fp); M5: Corregidora, Mixteca, primera fp; M6: Corregidora,
Cartagonova, primera fp; M8: Corregidora, Centaruro, segunda fp; M9:
Corregidora, Cartagonova, segunda fp; M10: Corregidora, Antigua, se-
gunda fp; M13: Corregidora, Cartagonova, primera fp.

MPM M4 M21 M25 M26 M27 M28 M29

Figura 4. Virus AMV. Marcador de tamafio molecular y muestras (loca-
lidad, hibrido y fecha de plantaciéon -fp). MPM: Marcador de tamafio
molecular (Invitrogen 1kb + ladder); M4: Corregidora, Mixteca, primera
fp; M21: Pedro Escobedo, Centauro, primera fp; M25: Pedro Escobedo,
Antigua, primera fp; M26: Pedro Escobedo, Antigua, segunda fp; M27:
Pedro Escobedo, Mixteca, segunda fp; M28: Pedro Escobedo, Centauro,
primera fp; M29: Pedro Escobedo, Antigua, primera fp.

Figura 5. Virus TSWV. Marcador de tamafio molecular y muestras (lo-
calidad, hibrido y fecha de plantacion -fp). MPM: Marcador de tamafo
molecular (Invitrogen 1kb + ladder); M1: Corregidora, Stallion, segunda
fp; M6: Corregidora, Cartagonova, primera fp; M7: Corregidora,
Centauro, segunda fp; M8: Corregidora, Centauro, segunda fp; M9:
Corregidora, Cartagonova, segunda fp; M10: Corregidora, Antigua, se-
gunda fp; M14: Pedro Escobedo, Stallion, segunda fp.
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Figura 6. Virus BWYV. Marcador de tamafio molecular y muestras
(localidad, hibrido y fecha de plantacion -fp). MPM: Marcador de ta-
mafio molecular (Invitrogen 1kb + ladder); M1: Corregidora, Stallion,
segunda fp; M3: Corregidora, Antigua, primera fp; M5: Corregidora,
Mixteca, primera fp; M11: Corregidora, Antigua, primera fp; M12:
Corregidora, hibrido Mixteca, primera fp; M14: Pedro Escobedo,
Stallion, segunda fp; M15: Pedro Escobedo, Satillon, segunda fp.
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Figura 7. Porcentajes de muestras positivas a distintos virus de lechuga
por RT-PCR, en las tres localidades evaluadas, durante el periodo de

Febrero - Julio de 2010.

De las 39 muestras analiza-
das por RT-PCR, el 69,9% re-
sultaron negativas y el 30,1%
presentaron infecciones monovi-
rales y complejos de dos y tres
virus (Tabla I). Los virus detec-
tados se presentaron como in-
fecciones de un solo virus en el
41,0%, como complejos de dos
virus en el 33,3%; de tres en el
15,4%; y como muestras negati-
vas a los virus probados en el
10,3% (Figura 8). A partir del
analisis de RT-PCR, los virus
TSWV, CMV, BWYV y AMV
se encontraron en el 56,4; 48,7;
38,5 y 10,3% de las muestras,
respectivamente (Figura 9).

Comparacion de las técnicas
de ELISA y RT-PCR

Al realizar la comparacion
entre los resultados obtenidos

en la deteccion de virus en 39
muestras de follaje de lechuga
con las técnicas de ELISA y
RT-PCR en las tres localidades
estudiadas se tuvieron 15
muestras positivas por ambas
técnicas para el BWYV, 15
muestras positivas por ELISA
y 19 por RT-PCR para el
CMYV, una muestra positiva por
ELISA y ninguna por RT-PCR
para LMV, cinco muestras po-
sitivas por ELISA y cuatro por
RT-PCR para AMV, y 15
muestras positivas por ELISA
y 22 por RT-PCR para TSWV.
Con ELISA se tuvieron 51
muestras positivas de un total
de 195 analisis, lo que corres-
ponde al 26,2%, mientras que
con RT-PCR se tuvieron 60
muestras positivas de un total
de 195 analisis, lo que corres-
ponde al 30,1%. (Tabla I).
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TABLA 1
MUESTRAS POSITIVAS POR ELISA Y RT-PCR A CINCO VIRUS EN LECHUGA, EN DOS FECHAS
DE PLANTACION, TRES LOCALIDADES Y CINCO HIBRIDOS, EN FEBRERO-JULIO 2010

Ne . . Fecha de LMV AMV BWYV CMV TSWV
Hibrido Localidad -
muestra plantacion ELISA PCR ELISA PCR ELISA PCR ELISA PCR ELISA PCR
1 Stallion Corregidora 2 - - - - - + + + - +
2 Centauro Corregidora 1 - - - - + - - - - -
3 Antigua Corregidora 1 - - - - + + - - - -
4 Mixteca Corregidora 1 - - + + - - - - - -
5 Mixteca Corregidora 1 - - - - + + - + - -
6 Cartagonova  Corregidora 1 + - + - - - + + + +
7 Centauro Corregidora 2 - - - - - - - - + +
8 Centauro Corregidora 2 - - - - - - + + - +
9 Cartagonova  Corregidora 2 - - - - + - + + + +
10 Antigua Corregidora 2 - - - - - - - + + +
11 Antigua Corregidora 1 - - - - + + - - - -
12 Mixteca Corregidora 1 - - - - + + - - - -
13 Cartagonova  Corregidora 1 - - - - - - + + R R
14 Stallion P. Escobedo 2 - - - - - - + +
15 Stallion P. Escobedo 2 - - - - - - - + -
16 Centauro P. Escobedo 2 - - - - - - + + - +
17 Mixteca P. Escobedo 1 - - - - + + - - - -
18 Mixteca P. Escobedo 1 - - - - + + + + + +
19 Cartagonova  P. Escobedo 2 - - - - - + + + - +
20 Centauro P. Escobedo 2 - - - - - - + + - +
21 Centauro P. Escobedo 1 - - + + - - - - - -
22 Stallion P. Escobedo 1 - - - - - - - - + +
23 Mixteca P. Escobedo 1 - - - - - - - - + -
24 Centauro P. Escobedo 2 - - - - - - - + + +
25 Antigua P. Escobedo 1 - - + + - - - - - -
26 Antigua P. Escobedo 2 - - - - + + - - + +
27 Mixteca P. Escobedo 2 - - - - - - - - + +
28 Centauro P. Escobedo 1 - - - - - - + + - +
29 Antigua P. Escobedo 1 - - - - - - + + - -
30 Stallion P. Escobedo 2 - - - - + + - + + +
31 Cartagonova  P. Escobedo 1 - - + + - - - - - -
32 Cartagonova  P. Escobedo 1 - - - - + - - - -
33 Cartagonova  P. Escobedo 2 - - - - - - - - + -
34 Cartagonova  P. Escobedo 2 - - - - - - - - + +
35 Cartagonova  Huimilpan 2 - - - - + + - - - +
36 Stallion Huimilpan 2 - - - - + - + + _ .
37 Cartagonova  Huimilpan 2 - - - - - + + + - +
38 Mixteca Huimilpan 2 - - - - + + + + ; +
39 Antigua Huimilpan 2 - - - - - - + + - +
Muestras + a cada virus por ELISA y RT-PCR 1 0 5 4 15 15 15 19 15 22

Total de muestras positivas al menos a un virus por ELISA: 51; se obtuvieron a partir de las 39 muestras seleccionadas por los cinco virus, dando
un total de 195 analisis, lo cual corresponde al 26.2% de muestras positivas.
Total de muestras positivas al menos a un virus por RT-PCR: 60; se obtuvieron a partir de las 39 muestras seleccionadas por los cinco virus, dando
un total de 195 andlisis, lo cual corresponde al 30.1% de muestras positivas.
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Figura 8. Muestras positivas por RT-PCR a los diferentes virus evaluados  Figura 9. Deteccién de los cinco virus evaluados en 39 muestras de follaje
en el follaje de lechuga, durante el periodo de Febrero - Julio de 2010. de lechuga por RT-PCR, durante el periodo de Febrero - Julio de 2010.

JINERCIENCIA AUGUST 2016, VOL. 41 N° 8 565



En la localidad de Corre-
gidora se tuvieron seis mues-
tras positivas por ELISA y cin-
co por RT-PCR para el BWYV,
cinco muestras positivas por
ELISA y siete por RT-PCR
para el CMV, una muestra po-
sitiva por ELISA y ninguna
por RT-PCR para LMYV, dos
muestras positivas por ELISA
y una por RT-PCR para AMV,
y cuatro muestras positivas por
ELISA vy seis por RT-PCR para
TSWV (Tabla I). En Pedro
Escobedo se tuvieron seis
muestras positivas por ELISA
y siete por RT-PCR para el
BWY'V, seis muestras positivas
por ELISA y ocho por RT-PCR
para el CMV, ninguna muestra
positiva por ELISA o por RT-
PCR para LMV, tres muestras
positivas por ELISA y tres por
RT-PCR para AMV y once
muestras positivas por ELISA
y doce por RT-PCR para
TSWYV (Tabla I). En Huimilpan
se tuvieron tres muestras posi-
tivas por ELISA y tres por
RT-PCR para el BWY'V, cuatro
muestras positivas por ELISA
y cuatro por RT-PCR para el
CMYV, ninguna muestra positi-
va por ELISA o por RT-PCR
para LMV y AMYV, y ninguna
muestra positiva por ELISA y
cuatro positivas por RT-PCR
para TSWV (Tabla I).

La mayor infeccion viral
detectada por las técnicas de
DAS-ELISA y RT-PCR en fo-
llaje de lechuga fue de CMV,
BWYV y TSWV, los cuales
estuvieron presentes en las
tres localidades estudiadas
(Tabla I).

Deteccion de complejos
virales por ELISA

Se encontraron complejos de
virus en las tres localidades.
En la localidad de Corregidora
se presentaron cinco complejos:
tres formados cada uno de dos
virus, siendo éstos BWY V+
CMV en tres muestras, CMV+
TSWV en una muestra y
CMV+AMYV en una muestra;
el complejo de tres virus
BWYV+CMV+TSWYV en una
muestra; y el complejo de cua-
tro virus CMV+LMV+AMV+
TSWV en una muestra. En
Pedro Escobedo se presentaron
tres complejos: dos formados
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cada uno de dos virus,
BWYV+CMV en cinco mues-
tras, CMV+TSWYV en tres
muestras y el complejo de tres
virus BWYV+CMV+TSWV en
cuatro muestras. En Huimilpan
se presentd el complejo forma-
do de dos virus BWYV+CMV
en dos muestras (Figura 10).

Deteccion de complejos
virales por RT-PCR

Se encontraron complejos de
virus en las tres localidades.
En Corregidora se presentaron
tres complejos: dos formados
de dos virus: BWYV+CMYV en
una muestra y CMV+TSWYV en
cuatro muestras, y el de tres
virus BWYV+CMV+TSWV en
una muestra. En Pedro Esco-
bedo se presentaron tres com-
plejos: dos formados de dos
virus BWYV+TSWYV en dos
muestras, CMV+TSWV en
cuatro muestras y uno de tres
virus BWYV+CMV+TSWYV en
tres muestras. En Huimilpan se
presentaron tres complejos: dos
formados de dos virus
BWYV+TSWYV en una mues-
tra, CMV+TSWV en una
muestra y uno de tres virus
BWYV+CMV+TSWV en dos
muestras (Figura 11).

Discusion

Los resultados obtenidos en
relacion a la frecuencia de los
virus en el follaje de lechuga
indican que los virus estan
presentes en los hibridos pro-
bados, en las dos fechas de
plantacion y en las tres locali-
dades evaluadas. Las frecuen-
cias de los virus evaluados
variaron en los diferentes
muestreos, siendo pocos los
que aumentaron de un mues-
treo a otro, lo cual no significa
que los virus hayan desapareci-
do del follaje del primer al se-
gundo muestreo, sino que posi-
blemente se haya reducido su
concentracion y por lo ello la
prueba de ELISA resulté nega-
tiva. Estos resultados coinciden
con los de Rosales et al.
(2006), quienes reportan una
mayor frecuencia viral en com-
paracion con las encontradas
en el presente estudio.

Por serologia se encontrd
que en las localidades de
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Figura 10. Combinaciones de virus en las tres localidades evaluadas por

DAS-ELISA.
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Figura 11. Combinaciones de virus en las tres localidades evaluadas por

RT-PCR.

Corregidora y Pedro Escobedo
los virus BWYV, CMV vy
TSWYV fueron los mas fre-
cuentes. Esto concuerda con
los resultados de Fletcher et al.
(2005), quienes reportan a
BWYV y CMV como de los
mas importantes que afectan a
la lechuga en Nueva Zelandia;
ademas, concuerda con los re-
sultados de Pavan et al. (2008),
quienes reportan a TSWV y
CMV como de los mas impor-
tantes en Brasil.

Al considerar las 225 mues-
tras analizadas, se encontro
que la frecuencia de los virus
BWYV, CMV, LMV, AMV y
TSWYV fue de 9,8; 23,6; 0,9;
2,2 y 9,3%, respectivamente.
Para LMYV, los resultados de
este estudio concuerdan con
los reportados por Garnica
et al. (2007), quienes mencio-
nan que no obtuvieron mues-
tras positivas para este virus;
esto se puede atribuir a las

condiciones climaticas simila-
res de las localidades de eva-
luacion y la tolerancia al virus
LMYV de los hibridos de lechu-
ga evaluados Mixteca, Stallion,
Antigua, Cartagonova y Cen-
tauro, lo que coincide con lo
citado por Jadao et al. (2002).
Contrariamente, Moreno et al.
(2004) mencionan que obtuvie-
ron el 13% de muestras positi-
vas para este virus, y So-
leimani et al. (2011), reportan
que el 21% de las muestras
analizadas fueron positivas
para el LMV en infeccion sim-
ple y el 49% en infeccion mix-
ta. La discrepancia de los re-
sultados obtenidos para este
virus en el presente estudio,
con respecto a los reportados
por Moreno et al. (2004),
Pavan et al. (2008) vy
Soleimani et al. (2011) pudiera
atribuirse a las condiciones
climaticas diferentes de las lo-
calidades de evaluacion y a la
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susceptibilidad de los hibridos
evaluados al virus LMV por
los tres grupos de investi-
gacion, lo cual coincide con lo
reportado por Jadao et al.
(2002). Con respecto al TSWYV,
los resultados obtenidos coinci-
den con los reportados por
Soleimani et al. (2011), que
reportan la presencia de este
virus en 10% de infecciones
simples y en 8% de infecciones
mixtas en las muestras analiza-
das; contrariamente, difieren de
los resultados publicados por
Moreno et al. (2004) quienes
reportaron una frecuencia de
este virus del 55,5%. Con res-
pecto al CMV la frecuencia en
este estudio fue del 23,6%, que
coincide con lo publicado por
Moreno et al. (2004) quienes
mencionaron una variacion del
13 al 100% y con Soleimani
et al., (2011) quienes reportan
una frecuencia del 16% en in-
feccion simple y del 5% para
mixta, del total de muestras
positivas, dependiendo de la
localidad evaluada. Lo anterior
sugiere que, dependiendo de la
localidad y la estacion del afio
en que se realice la plantacion,
aumenta o disminuye la inci-
dencia de virosis. En la segun-
da fecha de plantacion del pre-
sente estudio, la reduccion de
la frecuencia de virosis se
pudo deber a la disminucion de
insectos vectores, ya que du-
rante el ciclo de cultivo se pre-
sentaron lluvias durante un
periodo de una semana, y esto
pudo influir en la reduccion de
la infeccion viral.

Por RT-PCR se encontr6 que
los virus TSWV, CMV vy
BWYYV fueron los mas fre-
cuentes en las tres localidades;
también, para las 39 muestras
analizadas se encontrd que la
frecuencia de BWYV, CMV,
AMYV, LMV y TSWYV fue del
38,5; 48.,7; 10,3; 0,0 y 56,4%,
respectivamente. La ausencia
de infecciones por LMV difie-
re de lo reportado por Firmito
et al. (2008) y Rosales et al.
(2006), quienes mencionan 37,3
y 50,0% de muestras positivas
al LMV, respectivamente. Con
respecto a los resultados para
TSWYV, éstos se acercan a los
reportados por Rosales et al.
(2006), que obtuvieron un
28,0% de muestras positivas;

contrariamente, difieren de los
resultados de Kamberoglu y
Alan (2005), quienes reportan
una frecuencia del 1,2% para
TSWV en Cukurova, Turquia,
y por Fletcher et al. (2005)
quienes no detectaron el virus
en Nueva Zelandia. Con res-
pecto al virus BWYV los re-
sultados obtenidos se aproxi-
man a los reportados por
Moreno (2005), quien indica
que obtuvo una frecuencia del
20,5% de ese virus en el culti-
vo de la lechuga; sin embargo,
no concuerdan con los publica-
dos por Rosales et al. (2006),
quienes mencionaron una va-
riacién en la frecuencia del
BWYYV en el cultivo de lechu-
ga del 0,3 al 14,0%. Para el
CMV los resultados obtenidos
no se aproximan a los reporta-
dos por Lee y Ryu (2008)
quienes seflalan que en las
muestras analizadas se obtuvie-
ron frecuencias mayores del
85%. Finalmente, para el caso
del AMV los resultados obteni-
dos concuerdan con los repor-
tados por Aftab y Angela
(2006) quienes mencionaron
una variacion en su incidencia
en cultivos de lenteja, haba,
garbanzo y lupino del 0 al
100% dependiendo del afio y la
localidad evaluada.

Los resultados obtenidos res-
pecto a mezclas de virus son
similares a los reportados por
Moreno (2005) quien menciona
que las mezclas mas frecuentes
encontradas en el cultivo de
lechuga fueron las de TSWV+
BWYV o TSWV+CMYV, y
BWYV+CMV, BWYV+LMV y
BWYV+TSWV. Con respecto
al TSWYV, los resultados coin-
ciden con los reportados por
Soleimani et al. (2011), que
reportan la presencia de este
virus en infecciones mixtas
con CMYV en el 8,0% de las
muestras analizadas.
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