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RESUMEN. Las semilas de tomate constituyen la via fundamental de transmisién del virus del mosaico del tabaco (TMVY) per lo
que es una necesidad al empleo de métodos de diagndstico que garanticen de forma eficiente el estado fitosanitario del material a
emplear. Con este objetivo se probaron las técnicas de Inoculacién en plantas Indicadoras y 1a contrainmunoelectroforesis detec-
tandose por ambos métodos el virus en 8 de las 120 muestras coincidiendo los resultados en un 100%. Con |a técnica propuesta
se ofrece mejor servicla de diagndstica por su rapidez y posibilidad de procesar mayer ndmero de mueslras, El costo de andlisis

&5 menar con &l uso de la técnica propuesta.
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INTRODUCCION

El virus del mosaico del tabaco se encuentra am-
pliamente extendido en cualquier regién del mundo
donde se cultive el tomate. La fuenie de infeccién mas
importante es la semilla (Cowley, 1957; Gilmer y Wilks,
19671 ya que las plantas desarrolladas de aguellas
infestadas contribuyen en la diseminacién del virus a
plantas jovenes, originando mayores pérdidas en el
cultivo, de ahi la necesidad de emplear un método
sensible y rapido que garantice la certificacién de ma-
terial sano destinado a la produccidn de semillas y que
a su vez pueda ser asequible en los laboratorios de
diagndstico. Para lograr este objetivo se ensayé la
técnica de la contrainmuncelectroforesis (CIEF) desa-
rollando la metodologia establecida para la deteccitn
de la hepatitis B.

MATERIAES Y METODOS

El trabajo se desarrollé en los laboratorios de Viro-
logia del Banco de Sangre Provincial y el Laboratorio
Provincial de Sanidad Vegetal en Cienfuegos, proce-
sandose 120 muestras procedentes de dreas de pro-
duccidon comparando las 1écnicas de inoculacién en
plantas indicadoras y la CIEF que es una modificacién
de la técnica de agar doble difusién que incrementa su
sensibilidad al emplear la corriente eléctrica y acelera
la reaccidn entre los componentes del sistema
(antigeno-anticuerpo) produciéndose la inmunoprecipi-
tacién en un tiempo de 45 minutos. En los andlisis se
utilizé una cdmara CIEF Girdn de produccidn nacional.

Medio Cultivo

Agarosa 1g
Buffer Veronal 140 mi
Agua destilada &0 ml
Preparacidn

Buffer Veronal pH 8.5

Acido barbiturico T.16g
Sedio dietil barbitdrico 4160g
Azida shdica 400g
Agua destilada 4000 ml

Los reactivos, disuettos en 2 000 ml de agua tibia
afiadiendo el resto después. El pH se midié una vez
terminada la preparacion del buffer.

El medic después de afadido al porcentaje o lami-
na de vidrio ya endurecido se mantuvo 1 hora a 4°C
para la manifestacion de las propiedades electroforéti-
cas del gel (Somnowirth, 1883). Pasada esta incuba-
cion los pocillos se perforaron afiadiendo el antigeno
(Ag) y el anticuerpo (Ac) y se desarrollé la corrida,

Una vez concluida la misma, se realizé la lectura
resultando positivas las muestras que reaccionaron
con el antisuero, originando un precipitado blanco visi-
ble a simple vista. En cada lamina se utilizé dos répli-
cas por muestra y dos testigos: la savia de la planta
enferma y el control positivo de la hepatitis B.
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Este método tienen una sensibilidad de 0.03
mg-ml’. La extraccion de la savia se hizo en una rela-
cién 1:10 gramos de semilla: agua destilada o tampén
fosfato pH 7.2. Para cada lamina se confecciond un
protocolo de trabajo antes de realizar el montaje de las
muestras. Los antisueros del virus del mosaico del
tabaco (TMV} utilizados en la realizacidn del trabajo
proceden del Institutc de Patologia de Semillas de
Copenhagen, Dinamarca y el Instituto de Investigacio-
nes de Sanidad Vegetal, La Habana, Cuba.

En las incculaciones se ulilizé Micoliana glutinosa
L. como planta indicadora (2 testigos por muestra)

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos al comparar las dos téc-
nicas, muestra la posibilidad de apiicar CIEF en la de-
teccion del TMV en semillas de tomate, ya que por
ambas se diagnosticd el virus en 8 de la 120 muestras
analizadas coincidiendo en un 100% los resultados. No
hubo diferencias en cuanto a la reaccién entre réplicas,

Esta técnica se aplicé en la deteccidn de la hepati-
tis B en los laboratorios del MINSAP por su sensibili-
dad y reproductibilidad, también en el diagnostico de la
bacteria agente causal de la meningitis meningocéoci-
ca (Rojas ef al, 1987). En la agricultura ha sido de
gran utilidad para detectar hongos patdégenos como
Diplodia natalensis (Fernadndez ef al, 1985). Las plan-
tas de N. glutinosa inoculadas, mostraron las lesiones
locales necrdticas al tercer dia, resultando més lento el
procesamiento de la muestra. Sin embargo, con la
aplicacion de la CIEF se logrd mayor rapidez en la

informacién del diagndstico (1 dia) y se pudo procesar
mayor ndmero de muestras.

En el trabajo se comprobd que no es necesaria la
trituracién de la muestra evitando de esa forma reac-
ciones inespecificas.

CONCLUSIONES

La tecnica de la contrainmunocelectroforesis es apli-
cable para el diagndstico del TMV en semillas de
tomate.

Permite procesar mayor ndmero de muestras en
menor tiempo de trabajo.

Ofrece el resultado de los analisis en menor tiempo
que la técnica convencional,
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