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IDENTIFICACION DE UNA RAZA DEL VIRUS Y DE LA PAPA
(“POTATO VIRUS Y”) AISLADA DE Dablia variabilis.*

RIXI0 A. SANTOS P, ¥

RESUMEN

Un virus que induce clarificacion de las nervaduras, moteado y severa distorsion de las hojas

de dalia {Dablia variabilis Desf. var. ‘Betty Ann’'), fue identificado como una raza del virus ¥ de la
papa (“'potato virus “Y"’). El virus fue transmitido mecanicamente de plantas enfermas de dalia a
plantas sanas de Vinea rosea, Chenopodium quinoa, C. amaranticolor, Nicotiana tabacum y N, glu-
tinosa. EN'N. tabacum, N. glutinosa y Vinca rosea 10s sintomas comunmente observados fueron
clarificacién de las nervaduras y moteado en las hojas, mientras que plantas de Chenopodium gui-
noa y C. amaranticolor solamente presentaron lesiones locales cloréticas en las hojas inoculadas.
No se observaron sintomas ni se recuper6 el virus de plantas de Datura stramonium, Vigna sinensis,
Lycopersicon esculentum, Solanum demissum, y §. meloggena. En savia cruda de plantas infecta-
das de Vinca rosea €l virus tuvo una inactivacién termal de 54°C, un punto final de dilucion de
10-1 v una longevidad in vitro de dos dias. E! virus reacciond positivamente con antisuero de “po-
tato virus Y’ {PVY), pero no con antisuero de “tabacco etch virus” (TEV). Estudios de proteccion
cruzada en tabaco sugirieron que el virus estd relacionado con dos razas de PVY, mostrando mayor
afinidad con PVY-36 que con PVY-4, En tabaco “White Burley”, el virus mostré una interaccion
sinergrstica con el virus X de la papa {“‘potato virus X).

ABSTRACT

A virus causing a disease on plants of the ‘Betty Ann’ variety of dahlia was identified as a
strain of potato virus Y (PVY). In crude sap of infected periwinkle leaves, the virus had a termal
inactivation point of 54 °C, a dilution end peint of 10 -1, and a longevity in vitro of 2 days. The
virus reacted positively with antiserum to PVY but not with antiserum to tabacco etch virus.
Cross-proteccion tests showed the virus to be related to two strains of PVY and more closely rela-
ted to PVY-36 than to PVY-4. The virus did become involved in a synergistic interaction with po-
tato virus X in 'White Burley' tabaco.

INTRODUCCION

En hojas de una ptanta de dalia colectada en una siembra comercial establecida en el estado
de California, U.S.A., se observé un mosaico similar al causado por virus (Fig. 1). Pruebas iniciales
de transmision mecdnica con savia de 1a planta enferma a plantas indicadoras, corroboraron que el
agente causal de la enfermedad era un virus, E! estudio de las propiedades det virus mostré que
eran diferentes a las correspondientes a los virus comunmente reportados en dalia: “*dahlia mosaic
virus'’, “cocumber mosaic virus'" y ‘“tomato spotted wilt virus™ {1,4,8). El objetivo de este trabajo
es reportar la identificacion y caracterizacion parcial del virus causante del mosaico en la variedad
‘Betty Ann’ de dalia. ‘

Indice de palabras claves: Microscopia electronica, transmisidn por insectos, purificacién, rango de hospederos.

*  Recibido para su publicacién el 11-02-81
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MATERIALES Y METODOS

FUENTE DE INOCULO. Plantas de chipe (Vinca rosea L. var. ‘Little Pinkie’) inoculadas me-
cénicamente con el virus y mantenidas bajo condiciones de invernadero, sirvieron como fuente de
inéculo,

TRANSMISION MECANICA. E!I inéculo fue preparado triturando hojas de chipe en una so-
lucién buffer de K2HPO4 al 0.03 M, pH 7,0. Las pilantas indicadoras de dos semanas de edad, antes
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Fig. 1-6 1) Mosaico en hojas de dalia var. ‘Betty Ann’ {izquierda: hoja sana; derecha: hoja enferma); 2) Hoja de
chenopodium quinoa mostrando lesiones locales clordticas; 3,4,5) Sintomas producidos por el virus en
Capsicum annuum var. ‘Mexican chili’ (3), Nicotiana glutinosa (8) y N. tabaco var. ‘Havana 425’ (5).
6) Prueba de serologia usando via cruda de Caapsicum annuum var, ‘Mexican chili’ y antisuero de PVY,
{AS: antisuero de PVY; 1: savia de plantas sanas; 2,3 4: savia de plantas infectadas),
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de ser inoculadas, se mantuvieron por 24 horas en la obscuridad a fin de aumentar su susceptibili-
dad. Las plantas fueron espolvoreadas con carborundum 600 e inoculadas af frotar sus hojas con el
dedo fndice previamente mojado en el indculo. Después de un minuto, el exceso de carborundum
600 e in6culo depositado sobre las hojas fue lavado con agua destilada.

RANGO DE HOSPEDEROS. Treinta y nueve especies de plantas perfenecientes a nueve fa-
milias fueron inoculadas mecdnicamente. Dos plantas sanas de cada especie fueron dejadas como
control, Las plantas inoculadas, mantenidas bajo condiciones de invernadero, fueron consideradas
como infectadas si mostraban sintomas sistémicos o una reacciéon localizada, Savia de plantas que
no mostraron sintomas fue inoculada a plantas ya conocidas como susceptibles al virus, a fin de
detectar infecciones latentes,

PROPIEDADES IN VITRO, La inactivacién termal, el punfo final de dilucién y 1a longevi-
dad in vitro fueron determinadas en muestras de savia cruda de hojas de chipe infectadas. En estas
determinaciones se usé Chenopodium quinoa Wilid, como planta indicadora.

SEROLOGIA, En cajas de petri que contenian 0.5 por ciento ionagar y 0.1 por ciento clo-
ruro de sodio se hizo reaccionar savia cruda de hojas de ajl infectadas (Capsicum annuum L. var.
‘Mexican chili’) con antisueron de PVY y TEV. A la savia se le afiadié sulfato latrico de sodio has-
ta alcanzar una concentracién de 0.1 por ciento (p/v) y se incubé por una hora a temperatura am-
biente. Savia cruda de plantas sanas de ‘Mexican chili’ fue utilizada como testigo.

TRANSMISION POR INSECTOS. Colonias de afidos (Myzus persicae Sulz, “dfido verde del
durazno') libres de virus se mantuvieron en plantas de rdbano (Raphbanus sativus L.}. Se realiza-
ron tres pruebas: (i) sobre una hoja joven de ‘Mexican chili’, infectada con el virus, se colocaron
afidos que no se habian alimentado por dos o tres horas. Diferentes grupos de dfidos se dejaron
alimentar por 1-10,11-20 segundos y 21-30 segundos, e inmediatamente, se tranfirieron a diez
plantas sanas de ‘Mexican chili’ (10 afidos/planta). Veinticuatro horas después los dfidos fueron
eliminados mediante aplicacion de un insecticida. (ii) los afidos se alimentaron sobre una planta in-
fectada de ‘Mexican chili’ por una semana. Luego los dfidos fueron transferidos a un grupo de diez
plantas sanas de ‘Mexican chili’ {10 dfidos/plantas). Veinticuatro horas después fos dfidos fueron
eliminados mediante aplicacion de un insecticida. (iii) plantas de tabaco infectadas (Nicotiana ta-
bacum L.) fueron usadas como fuente de inbculo. Los afidos se dejaron en estarvacion por 2-3 ho-
ras, y luego, se-transfirieron por § minutos a una hoja joven de tabaco infectada. Diez afidos por
planta se transfirieron a diez plantas sanas de tabaco por un periodo de 10 minutos. Posteriormen-
te, los afidos se eliminaron mediante la aplicacion de un insecticida.

PURIFICACION, El virus fue purificado mediante ef método de Makkouk (5), el cual fué
modificado en lo referente al pH del buffer citrato de sodio (Tabla 1).

Tablal.  Procedimiento para purificar ef virus aislado dedalia var. ‘Betty Ann’.

Hojas infectadas de tabaco ‘Havana 425’ fueron homogenizadas en buffer citrato de so-
dio, 0,5 M, pH 9.0, que contenia 1 por ciento mercaptoetanol (1 mi de buffer por
cada gramo de hojas).
Trituradas en una licuadora por 2 minutos
$
Pasado a través de dos copas de gasa esterilizada
Clarificado con n-butanol {6,5-7 por ciento; p/v)
¥
Centrifugado a 9,000 rpm por 30 minutos

Precipitado

El liguido supernadante fue guardado a 4°C durante la noche, y centrifugado a 9,000
rpm por 15 minutos '

Precipitado

El virus fué precipitado del Iiquido supernadante afiadiendo polyetileno glicélico (4
por ciento; p/v) y cloruro de sodio (3 por ciento; p/v)

Centrifugado a 9,000 rpm por 15 minutos
{{quido su- :

pernadante (______.__I
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Virus precipitado fué resuspendido en el buffer ortoborato, 0,02 M, pH 8,2, que con-
tenfa 1 m MEDTA.,

Dos ciclos de centrifugacién diferencial

Muestras de virus colocadas sobre gradientes de soluciones de azicar {concentraciones
entre 10-40 por ciento), fueron centrifugadas a 27,000 rpm por 1 hora en el rotor SW27.

" Gradientes fueron examinados con un fraccionador de gradientes para detectar bandas
de virus puro

MICROSCOPIA ELECTRONICA., Preparacionas puras del virus y savia cruda proveniente de
hojas infectadas de tabaco ‘Havana 425’ fueron tedidas negativamente con 2 por ciento de acido
fosfotungstico a pH 7,5 {neutralizado con hidréxido de sodio), sobre rejillas recubiertas con plasti-
co (Formvar) y reforzadas con una pelicula de carbdn. Las preparaciones se observaron en el mi-
croscopio electronico Hitachi. HU-12.

COMPARACION DEL VIRUS CON RAZAS DEL PVY. Considerando que los resultados
preliminares indicaron que el virus podia ser una raza del PVY, el virus fué¢ comparado con razas de
PVY en pruebas de proteccién cruzada y rango de hospederos,

En el estudio de rango de hospederos se utilizaron 4-6 plantas pertenecientes a nuave espe-
cies, Plantas de tabaco *Havana 425' infectadas sirvieron como fuente de indculo en el estudio del
rango de hospederos. igualmente, plantas sanas de tabaco ‘Havana 425’ fueron utilizadas como
plantas indicadoras en las pruebas de proteccién cruzadas.

Se usaron seis razas de PVY designadas previamente (5) como PVY-NC, raza tipo de PVY,
PVY-10, PVY-82, PVY-165, PVY-36 y PVY-4. Las primeras cuatro razas fueron usadas en el estu-
dio de rango de hospederos, y las dos uitimas, las cuales producen lesiones necréticas en tabaco
‘Havana 425" {5), en las pruebas de proteccidn cruzada.

ESTUDIO DE SINERGISMO. Debido a que infecciones mixtas de PVY y “potato virus X’
interactdan sinergisticamente (3,7,10), se condujeron experimentos para determinar si ef virus po-
dria estar envuelto en una relacidn sinergistica, al ser inoculado en plantas de tabaco ‘White Bur-
ley’ previamente inoculadas con una raza del *“potato virus X",

RESULTADOS

RANGO DE HOSPEDERQOS. Veinte y dos especies de plantas de seis familias fueron suscep-
tibles al virus (Tabla 2). L.os sintomas en muchas de las especies susceptibles {Fig. 2,3,4,5) fueron
similares a los causados en las mismas por PVY {2,9). El virus indujo fa produccién de lesiones lo-
cales cloroticas en Chenopodium amaranticolor y C. quinoa; clorosis en hojas inoculadas seguido
por sintoma sistémicos en hojas nuevas de, Gompbrena globosa, Vinca rosea, Ageratum conyzoi-
des, Dablia variabilis, Zinnia elegans, Cucumis sativus, Capsicum annum, C. frutescens, Nicotiana
clevelandii, N. glutinosa, N. sylvestris, N. tabacum, Petunia hybrida, ¥ Physalis floridana. Infec-
cién no ocurrib en Beta vulgaris, Spinacea oleracea, Brassica oleracea var. ‘Capitata’ B. oleracea var,
‘Botrytis', Vigna sinensis, Phaseolus vulgaris, Limonium latifolium, Datura stramonium, Lycoper-
sicon esculentum, Solanum melongena y S. demissum. '

Tabla 2. Rango de hospederos del virus aislado de Dahlia variabilis y sintomas producidos en
plantas susceptibles.

HOSPEDEROS SINTOMAS
Amaranthaceae
Gomphbrena globosa L. Pequefias lesiones necréticas,
moteado, enanismo, hojas de-
formadas.
Continda
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Continuacion
Apocynaceae

Vinca rosea L. var, ‘Little Pinkie’

Chenopodiaceas
Beta vulgaris L. var, ‘Red Ball'
Chenopodium guinoa Willd.
C. amaranticolor Coste & Reyne
Spinacea oleracea L. var. ‘New zealand’
Compositae

Ageratum conyzoides L. var. ‘Biue Ball’

Dablia variabitis Desf,’var, ‘Betty Ann’

Zinnia elegans Jacq. var. ‘Polar Bear’
Cucurbitaceae

Cucumis satives L. var.
‘Sunnybrook’

Cruciferae

Brassica oleracea L, var, ‘Capitata’
B. oleracea L. var. ‘Botrytis’

Leguminosae

Vigna sinensis (Tornér) Savi var.
‘Black Eye’

Phaseolus vulgaris L. var. ‘Prince Bean'
Piumbaginaceae

Limonium latifelium (J.E. Sm.) Kunize

Solanaceae
Datura stramonium L.
Capsicum annuum L. var. 'Mexican chili’
C. frutescens L. var. ‘Tabasco'
Lycopersican esculentum Mill. var. ‘Rutgers’
Nicotiana clevelandii L.
N, glutinosa L.
N. sylvestris Speg & Comes

N. tabacum L. var. ‘Havana 425’
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Moteado, hojas y flores defor-
madas.

No sintomas.
Pequefias lesiones locales ne-
croticas.

L.esiones locales necréticas
No sintomas.

Moteado.

Clarificacion de las nervaduras,
moteado, hojas deformadas.

Moteado, enanismo.

Mosaico, necrosis apical, lesio-
nes necroticas del tallo muerte
de ia planta.

No sintomas.
No sintomas.

No sintomas.

No sintomas.

No sintomas.

No sintomas.

Moteado severo, enanismo, ho-
jas deformadas, no producion
de flores ni frutos.

Moteado, enanismo, floracién
y fructificacién retardada.

No sintomas.

Clarificacién de las nervaduras,
moteado, enanismo.
Clarificacion de nervaduras, ho-
jas deformadas, enanismao.
Clarificacidbn de nervaduras,
bandeo de las venas, enanismo.
Clarificacién de las venas, ban-



deo de las venas, hojas forma-
das, necrosis.

Petunia bybrida Vilm, var, ‘Burpee Blue’ Mosaico, enanismo,

Physalis floridana Ryd, Moteado severo, necrosis, hojas
deformadas.

Solanum demissum L_. var. P} 160221 a/ No sintomas.

S. demissum L. var, Pl 161365 No sintomas.

S. melongena |, No sintomas.

a/: Variedades de S. demissum fueron suministradas por The Potato Introduction Station, Stur-
geon Bay, Wisconsin, U.S.A, .

PROPIEDADES IN VITRO. Savia extraida de hojas de chipe infectadas, permanecié infecti-
va al elevarse su temperatura hasta 54 °C, diluirse hasta 10 -1, y al ser incubada a temperatura am-
biente hasta por 2 dias {Tabla 3). Estas propiedades son similares a las reportadas para PVY (2,9).

Tabla 3. Propiedades in vitro del virus aislado de Duhlia variabilis. a/

INACTIVACION TERMAL  PUNTO FINAL DE DILUCION LONGEVIDAD IN VITRO

Temperaturas Lesiones Dilucion lesiones Edad del Lesiones
L.ocales locales jugo locales
No calentado 25,0 b/ No diluido 29,0 Fresco 22,3
40°C 20,3 1:10 18,2 1dia 12,3
50 °C 12,4 ¢/ 1:102 0,0 2 dias 20
60 °C 0,0 1:103 0,0 3 dias 0,0
70°C 0,0 1:104 0,0 4 dias 0,0
80°C 0,0 1:105 0,0 5 dias 0,0

a/: Average de seis replicaciones

b/: Promedio de lesiones locales por mitad de hoja de Chenopodium qauinoa.

¢/: Experimentos conducidos entre 50 °C y 60 °C, a intervalos de 2 °C, revelaron que el jugo per-
maneci6 infectivo hasta 54 °C.

SEROLOGIA. Savia cruda extraida de hojas infectadas de ‘Mexican chili’ reacciond positiva-
mente con el antisuero de PVY. Ninguna reaccién fue observada con antisuerc de TEV. Savia de
plantas sanas de ‘Mexican chili' no reacciond con ninguno de los antisueros (Fig. 6).

TRANSMISION POR INSECTOS. Myzus persicae no transmitié el virus de '‘Mexican chili' a
‘Mexican chili' pero si lo transmitié de tabaco a tabaco. Los sintomas caracteristicos de la enferme-
dad aparecieron en cuatro plantas de tabaco de 12-15 dvas después de la transmisién del virus por
los afidos. La presencia del virus fué confirmada mediante- inoculacién de savia proveniente de
plantas de tabaco enfermas a plantas sanas de Chenopodium guinoa.

PURIFICACION. Mediante el uso del microscopio electronico, estudios del espectro de ab-
sorcién de luz uttravicleta y pruebas de infectividad en €. guinoa se comprob6 que el virus fué ex-
trafdo y purificado de hojas infectadas de tabaco ‘Havana 425'. El espectro de absorcién de luz ul-
travioleta del virus puro, entre 190 nm y 320 nm, se asemejd al de los virus de forma de hilo
flexuoso. La relacién 260/280 nm fué igual a 1,37. Los gradientes preparados con soluciones de
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azucar (10-40 por ciento) no presentaron ninguna banda que absorbiera luz ultravioleta., Sin em-
bargo, virus infectivo se recuperd del fondo de los tubos que contenian los gradientes, y esto fué
demostrado, al inocular este material sobre hojas de €. quinoa,

MICROSCOPIA ELECTRONICA, Solamente particulas de virus en forma de hilo flexuoso
fueron observadas en el microscopio electronico. El tamafio de las particulas no pudo ser determi-
nado debido a baja concentracion de particulas intactas en preparaciones de virus puro, y a la frag-
mentacién y agregado de las particuias en preparaciones de savia cruda.

COMPARACION DEL VIRUS CON RAZAS DEL “POTATO VIRUS Y". El virus indujo Ia
produccion de sintomas similares a aquelios inducidos por cuatro razas del “potato virus Y" (Ta-
bla 4) pero con ciertas diferencias en algunas plantas hospederas, El virus difiere en que no induce
produccion de lesiones locales en Physalis floridana, no infecta a dos variedades de Solanum demi-
ssum e induce sintomas similares pero mas severos en aji ‘Mexican chili’, tabaco ‘Havana 425’ y
Nicotiana glutinosa. Pruebas de proteccidén cruzada mostraron que el virus protegié parcialmente a
tabaco 'Havana 425’ contralainfeccion por PVY-4y compietamente contra infeccién por PVY-36.

Tabla4. Rango de Hospederos y sintomatologia del virus aislado de dalia y cuatro razas de “potato virus Y. a/

SINTOMATOLOGIA b/

Virus en

estudio PVY-NC PVY-10 PVvY-82 PVY-165
Chenopodium quinoa Wilid. LL L LL Li LL
Datura stramonium L. NS NS NS NS NS
Capsicum annuum var.’
*‘Mexican chili’ S S S S S
C. frutescens L. var,
‘Tabasco’ ~ S S S S s
Nicotiana tabacum L. var.
‘Havana 425’ S S S S S
N. glutinosa L. S S S S 5
Physalis floridana Ryd. S LL,S LLS LL,S LL,S
Solanuw demissum P1 160221 ... NS LL LL LL LiL
S, demissum P1 161365 NS LL LL LL LL

a/: Razas de PVY suministradas por el Dr. D.J. Gumpf, University of California, Riverside, USA.

b/:  LL -lesiones locales. NS=No sintomas. S_sistémico

ESTUDIOS DE SINERGISMO. Pilantas de tabaco ‘White Burley’ inoculadas con "potato vi-
rus X" y el virus en estudio, presentaron pequedas lesiones cloréticas de 1 mm de diametro, cerca
del dpice de hojas nuevas, 4 dias después de |a inoculacion.

Las lesiones cloroticas incrementaron gradualmente su tamafo hasta alcanzar 3 mm de diametro;
luego coalescieron cubriendo casi la totatidad de la superficie foliar. Esto fué seguido por una ne-
crosis de las venas en la porcién basal de las hojas. Dos semanas después, las hojas estaban deforma-
das. Plantas de tabaco inoculadas solamente con el *potato virus X'’ ¢ el virus en estudio, no mos-
traron sintomas hasta nueve dias después de la inoculacidon. Los sintomas fueron menos severos
que los observados en las plantas de tabaco inoculadas con ambaos virus. Estos resultados son simi-
lares a los reportados por Ford y Ross {3) para hojas jovenes de tabaco ‘Samsun NN’ infectadas al
mismo tiempo por el PVY y el “potato virus X".
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

De acuerdo al rango de hospederos, propiedades in vitro, serologia y sintomas en plantas
susceptibles, el virus aislado de la variedad ‘Betty Ann’ de dalia fué identificado como una nueva
raza del PVY. La comparacién del virus con otras razas detl PVY también soporta esta conclusion.

Aunque el tamano de la particula de virus no pudo ser determinada, esta es similar a 1a par-

ticula de PVY seqin lo observado en el microscopio electrénico. Los datos sobre las propiedades
in vitro son similares a los previamente reportados para el PVY {2,9) pero el virus presenta un pun-
to final de dilucién mds bajo {10 -1 versus 10 -2 a2 10 -3).
Seguin los resultados de la prueba de proteccion cruzada, el virus estd relacionado a la raza PVY-36
del PVY, ya que el virus protegié a plantas de tabaco ‘Havana 425' completamente contra la infec-
cién por PVY-36 Sin embargo, los sintomas descritos en tabaco *Havana 425’ para PVY-36 (5} son
distintos a los descritos en este trabajo para el virus aislado de dalia, indicando que ambos virus no
son idénticos.

Myzus persicae ha sido reportado como un vector eficiente del PVY., Los resuitados de los
experimentos de transmision por insectos, en este trabajo, indicaron gue el virus fué transmitido
de tabaco a tabaco y no de ‘Mexican chili’ a ‘Mexican chili' Podr{a ser que el dfido verde del duraz-
no no es un vector eficiente para esta raza del PVY, o que el virus no se encontraba en una con-
centracion alta en las plantas usadas como fuente de indculo, para poder ser adquirido eficiente-
mente y transmitido por los dfidos.

Baja concentracién y agregado de las particulas virosas ha sido siempre un problema asociado con
la purificacion de razas del PVY. Se han reportado muchos procedimientos de purificacion, pero
aparentemente, cada raza de PVY presenta sus propios requerimientos que deben ser encontrados
para as/ lograr su purificacién. En este caso, el procedimiento descrito por Makkouk (5) fué atil
para extraer y purificar el virus en estudio, pero ias preparaciones finales preseniaron una concen-
tracién baja de virus puro y esto hizo dificil el lograr una mejor caracterizacion del virus,

Este no es el primer reporte del PVY en plantas de dalia. En Europa, Martin (6} en pruebas de la-
boratorio logré transmitir PVY a dalia. Este es el primer reporte de plantas de dalia infectadas na-
turatmente por PVY.
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