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Resumen

La falta de métodos de diagnostico de enfermedades, monitoreo y control de poblaciones de insectos, ademas de
la deficiente calidad del material de siembra, han permitido que las enfermedades de tipo viral se diseminen en una
gran variedad de cultivos como es el caso de las cucurbitaceas. El objetivo de este trabajo fue identificar los
principales géneros y especies virales que actualmente atacan a las plantaciones de melén, sandia y pepino en el
cantén Pedro Carbo de la provincia del Guayas y sus posibles vectores. Se recolectd material vegetal con sintomas
compatibles a los de enfermedades virales, a partir del cual se inocularon plantas indicadoras, se prepararon
suspensiones semipurificadas que fueron observadas en el microscopio electronico de transmisién mediante
tincion negativa y se realizaron pruebas inmunoquimicas con diagnosticadores comerciales (AGDIA). Se
recolectaron &fidos presentes en los campos muestreados y se identificaron. Los principales sintomas en campo
fueron mosaico, moteado clorético, amarillamiento y arrugamiento o “blistering” en las hojas; deformacion de
hojas y frutos y marcada disminucion del crecimiento en plantas jovenes. La obtencién de lesiones locales en las
plantas de Chenopodium quinoa inoculadas y las manchas cloréticas observadas en Solanum nigrun, fueron
algunos de los sintomas de mayor valor diagnéstico; ademas, se realizo la reproduccidn experimental de sintomas
en plantulas de melén, observandose luego de 10 dias sintomas similares a los apreciados en campo. En las
preparaciones semipurificadas se observé la presencia de particulas virales circulares de 28 a 30nm de diametro y
particulas filamentosas flexuosas de 600 a 900 nm de longitud. Los resultados de las pruebas inmunoenzimaticas
(ELISA), junto a los resultados anteriores, permitieron la identificacién de tres géneros virales: Comovirus,
Cucumovirus y Potyvirus. De las especies virales identificadas hasta el momento, el virus del mosaico de la
calabaza (SqMV) constituye el primer registro para el Ecuador. Se detectd infecciones mixtas en el 16% y el 11%
de las plantas de sandia y mel6n evaluadas, respectivamente. Las especies de afidos identificadas hasta el presente
son Myzus persicae y Aphis gossypii. De forma adicional, se evalué el porcentaje de transmisibilidad del virus por
medio de semillas, obteniendo un 57% del total de plantas germinadas con presencia de sintomas virales
relacionados con el virus del mosaico de la calabaza (SqMV).
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Abstract

The lack of methods for diagnosing diseases, monitoring and control of insect populations, besides the poor
quality of planting material, have allowed such viral diseases spread in a wide variety of crops as cucurbits. The
aim of this study was to identify major viral genera and species currently attacking plantations melon, watermelon
and cucumber at Pedro Carbo in the province of Guayas and its possible vectors. Plants with symptoms related to
viral disease was collected, from which were inoculated indicator plants were prepared semipurified suspensions
that were observed in transmission electron microscope by negative staining and immunochemical tests performed
with commercial diagnosticians (AGDIA ). Aphids present in the sampled fields were collected and identified. The
main symptoms on field were mosaic, chlorotic mottling, yellowing and blistering in the leaves, distortion of leaves
and fruits, a marked decrease in growth in young plants and reduction of the production. Obtaining local lesions in
plants of Chenopodium quinoa and chlorotic spots observed in Solanum nigrun were some symptoms with greater
diagnostic value, besides experimental reproduction of symptoms were performed in small plants of melon,
observing after 10 days the same symptoms found on field. In semipurified preparations showed the presence of
viral particles round of 28 to 30nm in diameter and flexuous filamentous particles of 600 to 900 nm of length. The
test results linked immunoassay (ELISA), together with previous results allowed identification of three viral genera:
Comovirus, Cucumovirus and Potyvirus. Viral species identified so far, the Squash mosaic virus (SqMV) which is
the first report in Ecuador. Mixed infections were detected in 16% and 11% of watermelon and melon plants,
respectively. The aphid species identified at the moment are Myzus persicae and Aphis gossypii. Additionally we
evaluated the percentage of transmissibility of the virus through seed, obtaining a 57% of all plants germinated
with the presence of symptoms related with Squash mosaic virus (SqMV)
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1. Introduccién

A nivel mundial es reconocida la gravedad de
los dafios ocasionados en los cultivos a causa de
enfermedades virales, en especial las emergentes y
reemergentes, que han venido incrementandose
durante la dltima década (Peralta, 2008).
Latinoamérica no esta al margen de estos problemas.
En paises como en México las pérdidas por virosis
en los cultivos de cucurbitaceas pueden llegar a méas
del 80% (Guerrero et al., 2008).
En Ecuador, la produccion de cultivos de ciclo corto
en los que se incluye a las cucurbitaceas, es
desarrollada en su mayor parte para consumo interno,
siendo los pequefios productores quienes estan a
cargo de esta actividad. La falta de inversion en esta
area ha traido como consecuencia una notable baja
en la produccidn de estos vegetales. Un ejemplo es el
caso del pepino, que en el afio 1994 alcanzé
producciones de méas de 2400 toneladas, mientras
que para el afio 2002 esta cifra bajo a tan solo 500Tm
(Troya et al., 2005).
En las Gltimas décadas se han reportado alrededor de
35 especies de virus diferentes que estan afectando a
los cultivos de cucurbitaceas en todo el mundo
(Mnrai-Hattab et al., 2009), mientras que en Ecuador
en el afio 2007 se report6 la presencia de
enfermedades de tipo viral que afectaron varios
cultivos de la provincia de Manabi, produciendo
pérdidas de 8 millones de ddlares aproximadamente
(El Diario, 2007). En el 2009, el Instituto Nacional
de Investigaciones Agropecuarias (INAP) identificd
para dicha zona la presencia del virus anillado de la
papaya (PRSV) y se indicé la posibilidad de la
existencia de infecciones mixtas en cucurbitaceas
(DICYT, 2009).
Segun estas premisas el objetivo de este trabajo fue
identificar las principales familias virales que se
encuentran afectando a los cultivos de cucurbitaceas
en la zona de Pedro Carbo, provincia de Guayas, Yy
determinar los posibles insectos vectores de los
mismos.
Este es el primer paso para poder determinar la
afectacion e incidencia de este tipo de enfermedades
y obtener resultados relacionados con su transmision,
distribucion y posibilidades de control.

2. Materiales y métodos

Recoleccion de muestras y descripcion de
sintomas: Se inspeccionaron fincas de las localidades
de Valle de la Virgen, Cascajal, Bachillero y
Toquilla ubicadas en el cantén Pedro Carbo,
provincia de Guayas, dedicadas a la produccion de
melon, pepino y sandia. Se recolectaron muestras de
diferentes  drganos vegetales con  sintomas
compatibles con enfermedades virales. Todas las
muestras fueron refrigeradas para su traslado.
Ademaés, se atraparon insectos como moscas blancas
y pulgones presentes en los sembrios, los cuales

fueron almacenados en frascos de vidrio para su
posterior identificacion.

Pruebas seroldgicas: Se realizaron pruebas
serolégicas haciendo uso de la técnica ELISA-DAS
(Enzyme-linked immunosorbant assay, double
antibody sandwich), siguiendo las indicaciones
detalladas por el fabricante (AGDIA). Se utilizaron
los juegos de reactivos SRA44700 Reagent set
CMV, SRA26400 Reagent set SgMV, ECA61500
Reagent set WSMoV & GBNV y PSA27200
Reagent set Potyvirus. Las lecturas fueron realizadas
en un lector de ELISA Sunrise (TECAN), a 405 nm.
Se establecio el limite de positividad o “cut-off”
como dos veces la media de los controles negativos
incluidos en cada placa.

Inoculacién  en  plantas  indicadoras vy
reproduccién de sintomas: Con parte del material
obtenido de campo se procedié a realizar una
maceracion del tejido vegetal con solucion fosfato
tamponada en relacion 1:3 p/v, a la que se le agrego
tierra diatomea; seguidamente se inocularon plantas
de las siguientes especies: campanilla (Datura
arborea), hierba mora (Solanum nigrum), tabaco
(Nicotiana tabacum var. White Burley), tomate
(Solanum lycopersicum). Con el mismo material se
infectaron plantas de melén (Cucumis melo) y pepino
(Cucumis sativa) para tratar de reproducir los
sintomas observados en campo. Las plantas
inoculadas se mantuvieron bajo condiciones de
invernadero, realizando las evaluaciones de sintomas
cada tres dias hasta 15 dias luego de la inoculacidn.

Evaluaciéon de la transmisibilidad por semilla:
Debido a que en el campo el uso de semillas no
certificadas o “recicladas” es una practica comdn
entre los agricultores, se decidio establecer un ensayo
para determinar el porcentaje de infecci6n en
semillas de melén. De los frutos recolectados en la
zona de muestreo se tomaron 150 semillas que
fueron colocadas en bandejas de germinaciéon con
substrato BM2, para luego de 15 dias realizar un
conteo de las plantas con presencia de sintomas
virales y estimar un porcentaje de semillas infectadas
(Morales, 1987).

Obtencién de semipurificaciones virales: Las
semipurificaciones fueron realizadas a partir de cinco
gramos de material vegetal fresco. Una vez macerado
el tejido en tampon fosfato 0.1M, pH 7,4 (1.5, p/v),
se realiz6 una clarificacion con 50% del volumen
total de cloroformo-butanol, que fue centrifugada a
15000 rpm (centrifuga Eppendorf) por 20 min.
Luego de colectar la fase acuosa, se procedid a la
precipitacion por adicion de polietilenglicol (PEG
6000, 8%) y 0.04% de NaCl. El precipitado obtenido
mediante centrifugacién a 8000 rpm por 10 min, fue
secado y resuspendido en tampdn fosfato 0,01M,
realizando finalmente una centrifugacion a 5000
rpm de 2 a5 min y la recoleccidn del sobrenadante.
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Las suspensiones semipurificadas obtenidas fueron
evaluadas mediante ELISA-DAS y microscopia
electronica.

Microscopia electronica: A partir de extractos
puros de hojas infectadas y de las suspensiones
semipurificadas obtenidas, se realizaron
preparaciones por tincién negativa (Roberts, 1986)
con el objetivo de detectar las estructuras virales
presentes. Adicionalmente, a partir de secciones de
tejido foliar fresco, se realizaron preparaciones para
corte e inclusiéon (Bozzola y Russel, 1999). Todas
las observaciones fueron realizadas en el
microscopio electronico de transmision JEOL del
INH (Instituto Nacional de Higiene).

Identificacion de insectos: Los  insectos
recolectados  fueron identificados por  sus
caracteristicas morfologicas, haciendo uso de las
claves taxonomicas (Bustillo et al., 1977), por lo que
se realizd un proceso de aclaramiento de los
especimenes mediante una perforacion en la parte
ventral del abdomen de cada uno de los especimenes,
luego se colocé los afidos en bafio maria con alcohol
al 95% a punto de ebullicién por dos minutos, se
decant6 el alcohol y se agreg6 hidroxido de potasio
(KOH) al 10%, se realiz6 otro bafio maria por tres
minutos, luego se decant6 el hidroxido de potasio y
se lavo los especimenes de cinco a seis veces con
agua destilada. Posteriormente se los colocé con
acido acético glacial por dos minutos mas y se
procedio a lavar. Una vez limpios del &cido acético
se le adicion6 unas gotas de aceite de clavo por 20 o
30 minutos, los afidos fueron transferidos a un
portaobjetos con una gota de aceite de Canada, se
mojo con Xileno el cubre objetos y se coloco el
insecto, luego se lo dej6 secar en un horno a 50°C
por una semana.

3. Resultados

Sintomatologia encontrada en campo: Los
sintomas mas frecuentemente observados en el
cultivo de melon fueron clorosis, moteado,
oscurecimiento de las nerviaciones (“vein banding”),
deformacion y ampollamiento (“blistering”) de la
Iamina foliar y maduracion irregular del fruto (Figura
1). Esta sintomatologia fue observada en un 90% de
incidencia en los campos.

Figura 1. Sintomatologia encontrada en plantas de
meldén en campo A. Bandeado de las venas “Vein
banding” en hoja de melon. B. Variacion de
coloracion en fruto. C. Ampollamiento de hojas
“blistering” D. Hoja con malformacion, clorosis y
bandeado.

En el cultivo de pepino se observé una variedad de
sintomas, desde leves moteados cloréticos en las
hojas hasta deformacion de la lamina foliar, clorosis
de las nervaduras (“vein clearing”). Ademas, se pudo
apreciar la existencia de colonias de afidos en el
envés de las hojas y moscas blancas (Figura 2). Por
otra parte, mediante evaluacion visual se determin6
el 70% de incidencia con estos sintomas.

Figura 2. A. Colonias de afidos. B. Clorosis marcada
de las nerviaciones (“vein clearing”) en hojas de
pepino.C. Deformacién y mosaico. D. Ligera clorosis
en las nervaduras.

En el cultivo de sandia se aprecio fuerte moteado en
las hojas, filiformidad ademéas un abarquillamiento
hacia arriba de las hojas; en otras plantas se observd
clorosis marginal. Por otra parte en malezas que
bordeaban el cultivo se encontr6 una gran cantidad
de trips no identificados, tal como se presenta en la
Figura 3.
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~ O WS :
Figura 3. A. Clorosis marginal B. Hoja con moteado
C. Acartuchamiento hacia arriba D. Trips presentes
en el cultivo.

Pruebas seroldgicas: Mediante la aplicacion de
ELISA-DAS se pudo determinar la presencia de

especies virales como el virus del mosaico del pepino
(CMV) y el virus del mosaico de la calabaza
(SgMV); ademas, se obtuvieron resultados positivos
al emplear diagnosticadores para la deteccion
genérica de Potyvirus. En ninguna de las muestras
evaluadas se encontr6 la presencia de los Tospovirus
del marchitamiento manchado del tomate (TSWV) y
el moteado plateado de la sandia (WSMoV).

En la tabla 1 se observan los resultados obtenidos
para cada uno de los especies de cucurbitaceas
evaluadas. En el caso del melon, se evaluaron 56
muestras de las cuales seis mostraron valores
positivos para CMV, 23 para SQMV y cuatro para
Potyvirus;  ademas, del total de las muestras
positivas, el 18% presentaron infecciones mixtas. En
las muestras de pepino se estudiaron 32 muestras, 11
de las cuales resultaron positivas para CMV y cuatro
para SQMV. De las 31 muestras de sandia evaluadas,
nueve se encontraron infectadas por CMV y en 16 se
detectd la presencia de Potyvirus; el 20% de las
muestras identificadas como positivas, mostré
infecciones mixtas entre CMV y Potyvirus. En la
tabla se muestran los rangos minimos y maximos de
los lecturas (UDQOggs nm) Obtenidos en las pruebas .

Tabla 1. Resultados de las pruebas de ELISA realizadas en material vegetal fresco.

Especie  Total de plantas

evaluada analizadas CMV SgMV WSMoV TSWV Potyvirus Negativas Mixtas
2 CMV + SqMV + Potyvirus
Melon 56 6 23 0 0 4 29 4SgMV + Poty
Pepino 32 1 4 0 0 N.E 17 0
Sandia 31 9 0 0 0 16 11 5 CMV + Potyvirus

UDO4osnm controles positivos: 0,9 - 2,5nm
UDO4osnm  controles negativos: 0,12 - 0,25nm
UDO4osm plantas positivas: 0,32 - 2,9nm

N.E No evaluado

Semipurificaciones virales: La evaluacion de las
suspensiones semipurificadas mediante ELISA-DAS,
corroboro la presencia de CMV, SqQMV y potyvirus.
Los valores de absorbancia obtenidos estuvieron
entre 05 a 2,5 UDOgypsm ElI 58.3% de las
suspensiones analizadas mostraron la presencia de
mas de un virus, lo que confirma la existencia de
infecciones mixtas en las plantaciones.

Inoculacién de plantas indicadoras vy
reproduccion de sintomas: Los sintomas que
presentaron las plantas indicadoras fueron los
siguientes: Solanum nigrum, anillos cloréticos bien
marcados y moteado clorético, ambos sintomas
distribuidos de manera sistémica. Datura arborea
presentd un aclaramiento de las nervaduras y un leve
mosaico clordtico en toda la planta. En Capsicum
annum se aprecié una deformacion en la lamina

foliar, engrosamiento de las nervaduras y un mosaico
leve. Solanum lycopersicum no fue hospedero
sintomatico (Figura 4).
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Figura 4. A. Hoja de S. nigrum con sintoma de
moteado clorotico. B. Hoja de D. arbérea con
aclaramiento de nervaduras y mosaico cloroético C.
Hoja de C. annum con deformacion de lamina foliar y
engrosamiento de nervadura D. S. Nigrum con
manchas cloroéticas E. Hoja de S. lycopersicum
asintomatica.

En el caso de C. sativa se realizd la
reproduccioén experimental de diferentes
sintomatologias presentes en campo, presentando
luego de siete dias después de la inoculacion
mosaicos cloréticos, deformacion de la lamina foliar
y clorosis de las nervaduras, al igual que lo
observado en campo (Figura 5).

En C. melo se presentaron sintomas iniciales
como el bandeado y aclaramiento de las nervaduras;
al décimo dia luego de la inoculacién pudo
observarse deformacion de las hojas (Figura 6).

Figura 5. Plantas de pepino (Cucumis sativa) con
inoculaciones procedentes de tres plantas A.
Amarillamiento intervenal B. Arrugamiento y

deformacion de hoja. C. Clorosis de las venas y hoja.

Figura 6. Sintomas presentes en plantas de melén
A. Aclaramiento y bandeado de las venas B.
Obscurecimiento de las nervaduras C. Aclaramiento
de las venas D. Bandeado de venas y deformacion
de las hojas.

Evaluacion de la transmisibilidad por semilla: De
un total de 150 semillas germinadas 85 plantulas
presentaron sintomas tempranos del virus obteniendo
una tasa del 57% de plantas infectadas (Figura 7).



38

L. Espinoza, M. Jama, R. Alvarez, J. Paredes, E.L. Peralta

Figura 7. Sintomas presentes en plantas donde se
evalud la transmision por semilla.

Microscopia  electronica:  Las  observaciones
realizadas al  microscopio  electronico  de
preparaciones tefiidas negativamente, evidenciaron la
presencia de particulas isométricas de 28 a 30 nm de
didmetro, tanto en extractos foliares como
suspensiones semipurificadas obtenidas a partir de
muestras de melén (Figura 8), pepino y sandia con
los sintomas descritos con anterioridad.

El analisis de cortes ultrafinos de secciones de hojas
procesadas mediante inclusion y corte mostraron
alteraciones ultraestructurales en la organizacion
interna de cloroplastos y las mitocondrias, asi como
estructuras membranosas en el citoplasma celular.
Tales hallazgos (no mostrados), pudieran asociarse a
los efectos inducidos por la infeccion viral, pero
deben ser estudiados con mayor profundidad.

Figura 8. Microfotografia electronica de particulas
isométricas de 28-30 nm de didmetro, observadas por
tincidn negativa en preparaciones semipurificadas
obtenidas a partir de hojas de melén con sintomas de
bandeado en las nerviaciones (“vein banding”) La barra
representa 100nm.

Insectos vectores identificados: Se logro identificar a
Myzus persicae Sulz conocido como pulgdn verde
del melocotonero, el cual presenta un margen
frontal concavo y tubérculos antenales laterales
desarrollados. Por otra parte se identifico la especie
Aphis gossypii Glover, también conocida como
pulgén del meldn, en la que se observé el margen
frontal no concavo, ligeramente sinuoso y con los

tubérculos laterales muy desarrollados (Figura 9).

Figura 9. Afidos identificados en la zona de Pedro
Carbo A. Aphis gossypii B. Myzus persicae

4. Discusion

Los eventos del afio 2007 donde se produjeron
pérdidas economicas en el sector agricola por el
desconocimiento de las especies virales presentes en
el pais, fueron el punto de partida para una
investigacion previa realizada por los autores
(Espinoza et al., 2009), en la que se detectaron
sintomas compatibles con enfermedades virales en
varios cultivos como pimiento, zapallo y pepino y a
la vez, para la realizacion del presente trabajo.

Los resultados obtenidos mediante los diferentes
métodos de identificacion y diagnéstico empleados
en este trabajo han permitido la deteccion de géneros
y especies virales que se encuentran atacando a los
cultivos de cucurbitaceas. Ademas de la presencia
de Potyvirus, en la que es necesario profundizar para
comprobar las especies presentes de este género, se
identificaron infecciones por los virus del mosaico
del pepino (CMV, género Cucumovirus), el del
mosaico de la calabaza (SqMV, género Comovirus) e
infecciones mixtas en diferentes cucurbitaceas
cultivadas en el cantén de Pedro Carbo, provincia
del Guayas.

La deteccion de SQMV constituye el primer registro
de esta entidad viral en el pais. Este virus,
transmitido por insectos de la familia de los
Coledpteros, es capaz de diseminarse a través de la
semilla botanica. Autores como Nolan y Campbell
(1984) reportaron indices de transmision por semilla
del 10%, mientras que en este trabajo se han
demostrado ~ valores  superiores al  50%,
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probablemente debido a la baja calidad sanitaria de la
semilla, que carece der certificacion al ser
“reciclada” por los propios agricultores. Tales
resultados explican los elevados porcentajes de
plantas infectadas en los campos evaluados y
justifican los bajos rendimientos obtenidos por los
pequefios agricultores de la zona.

La presencia de infecciones virales concomitantes o
mixtas en cultivos de ciclo corto en la provincia de
Manabi fue motivo de sospechas del Instituto
Auténomo de Investigaciones  Agropecuarias
(INIAP) en su divulgacion del 2009. Aunque en
areas diferentes, los resultados de este trabajo
confirman la presencia de infecciones virales mixtas
en el 18-20% de las muestras infectadas de melén y
sandia que fueron analizadas. La presencia de este
tipo de infeccion esta relacionada, por lo general, con
mayores pérdidas de rendimiento.

Por otra parte, la abundante presencia de afidos y la
identificacion de dos de las especies con mayor
capacidad vectorial (Myzus persicae y Aphis
gossypii) explican también los elevados porcentajes
de plantas infectadas en las areas evaluadas. Estas
especies son polifagas y transmiten una gran
cantidad de especies virales, ain en infecciones
mixtas, entre las que se encuentran diversos
potyvirus y el CMV en cucurbitaceas (Pinto et al.,
2008)

5. Conclusiones y recomendaciones

Este trabajo registra por primera vez en el
Ecuador la presencia del virus del mosaico de la
calabaza (SqMV, género Comovirus familia
Comoviridae), con altas tasas de transmisién por
semilla en el cultivo del meldn. Se reporta ademas la
presencia del virus del mosaico del pepino (CMV,
género Cucumovirus, familia Bromoviridae) y de
potyvirus afectando cultivos de cucurbitaceas, asi
como infecciones mixtas que involucran diferentes
géneros virales en plantaciones de melén y sandia.

Se identificaron las especies de afidos Myzus
persicae y Aphis gossypii con abundante presencia
en las plantaciones evaluadas.

Los resultados obtenidos sugieren la necesidad
establecer programas para el mejoramiento y control
de la calidad de la semilla utilizada por los
agricultores, y de incrementar la capacitacion de los
productores con respecto al manejo de los cultivos y
los riesgos del uso de semilla reciclada. Por otra
parte, se pone en evidencia la importancia de dar
continuidad a las investigaciones en el area de
virologia vegetal, no solo en cucurbitaceas.

La capacidad demostrada para la identificacion
rapida de infecciones virales, plantea ademas la
necesidad de establecer actividades de monitoreo en
las zonas de mayor riesgo para evitar brotes de virus
emergentes y reemergentes en cultivos destinados al
consumo interno y la exportacion, con la finalidad de

asegurar la productividad y la mejora en los ingresos
de los pequefios agricultores.
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