Identificacién del Marchitamiento Moteado
del Tomate (TSWYV) en Impatients walerana en Costa Rica’

ABSTRACT

‘The tomato spotted wilt viras (TSWYV) was identified for
the first time in fmpatients walerana in commercial greenhouses
in Costa Rica by electron micrescopy of crude sap and thin
sections, and by DAS-ELISA. Quasi-spherical enveloped
particles some 85 nm in diameter were observed in crude sap
by negative staining. [In thin sections, the virus particles
appeared in clusters within membranous cisternae in the
cytoplasm. Amorphous, densely stained masses (vireplasm) and
tubules were also observed in the cytoplasm of infected eclls.
Two serologically distinct isolates of the tomato spotted wilt
virus group, related to TSWV-I and TSWV-L, were identified
by DAS-ELJISA. No relationship between symptoms, varieties
and the ELISA results were observed.

INTRODUCCION

1 virus del marchitamiento moteado del tomate
o tomato spotted wilt virus (TSWV) es el
miembra tipo del grupo del mismo nombre
(13), y es el dnico virus conocido, transmitido en
forma persistente por algunas especies de trips (4,
23). El virus presenta un amplio rango de
hospederos: 157 especies de dicotiledéneas en 29
familias y seis especies de monocotiledéneas en cinco
familias (2). Tiene una amplia distribucién mundial
y causa pérdidas en algunos cultivos econdmicamente
importantes (ales como los ormamentales, (1, 18, 20,
21), tomate, chile dulce, tabaco (8), meldn (12, 16),
lechuga (3) y papaya (7). Induce sintomas diversos,
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COMPENDIO

El virus del marchitamients meteado del tomate (TSWY)
se identificd, por primera vez, en Impatients walerana en viveros
comerciales de Costa Rica, mediante téenicas de microscopla
electrdnica de extractos crudos y de cortes finos, y del Enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA). Per microscopia
electrdnicn de extractos crudos tefidos negativamente, se
observaron parifculas virnles cuasiesféricas con enveltura de
apreximadsmente 85 nm de didmetro. En las secciones finas ¢f
citoplasma tenfa masas amorfas electrodensas ¢ viroplasmas,
tibuelos, y las particulas virales en apregades dentro de
cisternas membrancsas. Mediante la téenica de ELISA se
identificaron dog aislamientos seroldgicamente diferentes,
relacionades con TSWV-1 y TSWV-L. No se observé ninguna
relacién entre los diferentes sintomas denotndes, las diferentes
variedades analizadas y los resultados obtenidos por ELISA.

aun dentro de la misma planta hospedera, ficilmente
confundidos con los sintomas inducidos por otros
virus o por hongos y bacterias e incluso con
desdrdenes nutricionales (2).  Este virus se ha
encontrado {recuentemente en plantas infectadas con
otros virus en infecciones mixtas, y algunas plantas
atacadas por este tipo de enfermedad preseniaron
solamente los sintomas del marchitamiento, mientras
otras tuvieron ademds otros sintomas (5). En algunas
hospederas son comunes las infecciones asintomaticas
de TSWV (21).

Existen diferentes aislamientos del virus. Kameyi-
Iwaki et al. (16) identificaron una raza (TSWV-W) en
meldén. Law y Moyer (18) describen un aislamiento
del virus en Impatients sp. Nucva Guinea (TSWV-I),
como un miembro diferente del grupo del TSWV.
Hsu et al, (11) produjeron un anticuerpo monoclonal
en ratén contra un aislamiento de TSWV de Lactuca
sativa L. (TSWV-L) y utilizaron para la deteccidén de
TSWV el Dot-blot immunoassay (DBIA) y el
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (10).
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La particula viral del TSWYV es esuucturalmente
compicja, cuasieslérica, de aproximadamenic 85
milimicrones (nm) de didmetro, compuesta por una
nucieocdpside, rodeada de una envollura con
proyecciones o espiculos (2, 22, 25), la que se
encuentra  generalmente  demtro  de  cisternas
membranosas en el ciloplasma (6). Las células
infectadas con el virus presenian  regularmente
parches amorfos o granulares (viroplasma) vy
membranas tubulares caracteristicas en el citoplasma

(6).

L.a nucleocdspide (N) estd formada por una
subunidad proteinica de peso molecular entre 26 y 28
kilodalions (K) (18, 22). La envoltura estd formada
por dos glicoproteinas G1 y G2 de 78 K y 52 K de
peso molecular, respectivamente (18). El virus tiene
un genoma ARN tripartita; cada ARN se "encapsida”
individualmente dentro de diferenies particulas virales
(15, 18, 26, 27).

Este articulo describe Ia caracterizacion del virus
como uno de los asociados a diferentes variedades de
Impatients walerana  ("chinas" en Costa Rica)
sintomdticas, en invernaderos comerciales en Costa
Rica. Esa caracterizacién se realizd mediante
microscopfa elecirénica de exwactos crudos y de
cortes finos de tejido, y ELISA-DAS (Enzyme linked
immunoassay-double antibody sandwich).

MATERIALES Y METODOS

Descripeion de las plantas

Plantas de diferenies variedades comerciales de
Impatients walerana que presentaron  sinlomas
diversos, se observaron y recolectaron en viveros
comerciales y se mantuvieron en invernadero en la
Universidad de Costa Rica durante este estudio.
Muestras de hojas de las diferentes varicdades,
asociadas a diferentes mezclas de los sintomas
descritos em la seccidn de resuliados fueron
preparadas para microscopia electrénica de extraclos
crudos y de corte fino v ELISA. Como controles
sanos se utilizaron muestras de Impatients silvestres
asintomdticos.

Microscopia electrdnica de extractos crudos

Las hojas se cortaron con bisturi sobre un porta-
objeto en presencia de un tampon fosfato Na2HPO4-

KH2PO4 0.01 molaridad (M), pH 7.2 (PB). El
extracto obtenido se colocd sobre rejillas de cobre de
400 "mesh", recubiertas previamenie con una
membrana de "formwar” y carbdn. Después de lavar
con agua destilada, ias rejillas sc tiileron con acetato
de uranilo al uno por cienlo y se observaron en un
microscopio clectrdnico.

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Se prepararon extractos de hoja mediante la
trituracién del tejido en una dilucidn de 1/10 pfv en
un tampon de fosfato de sodio y potasio 0.01 M, pH
74, NaCl 0.15 M, Tween-20 al 0.05% (PBS-T),
conteniendo 2% de ovo-albiimina, 2% de polivinilo
pirrolidona (PVP-40) y 0.01 M de sulfito de sodio.

Los extractos fueron analizados por dos diferentes
procedimienios de ELISA-DAS. En el primero se
wlilizé un anticuerpo  policlonal  ami-TSWV-I
producido en conejo y conjugado con peroxidasa. El
conjugado-1gG-peroxidasa se wtilizd en una dilucidn
de 1/1000 v/v, de acuerdo al protocolo suministrado.
En el segundo procedimiento se empled un anticuerpo
menoclonal de ratén anti-TSWV-L biotinilade, 1/1000
viv (9), segin Hsu et al (11), v un comjugado
avidina-fosfalasa alcalina 1/1000 v/v. Platos de
microtitulacidn de cloruro de polivinilo se incubaron
secuencialmenie a la temperatura ambiente con: IgG-
anti-TSWV en presencia de un tampdn de carbonato
de sodio 0.01 M, pH 9.6 por dos horas, albimina de
suero bovino (BSA) al uno por ciento por treinta
minulos, extractos vegeiales preparados por dos horas,
anli-TSWV-L biotinilado por dos horas, conjugado
avidina-fosfatasa alcalina por una hora, y p-nitrofenil
fosfato (PNP) por treinta minutos. Despuds de cada
incubacidén los platos fueron lavados tres veces con
PBS-T. Los valores de absorbencia se leyeron a 405
nm en un jector de ELISA. Se consideraron como
reacciones positivas aguellos valores de absorbencia
mayores o iguales que la media de los sanos (n=5)
mds tres desviaciones estdndar.

Microscopia electrénica de cortes finos

Secciones de un milimetro cuadrado de tejido
foliar de plantas comprobadas previamenie por
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serologia como positivas para TSWV (véase Cuadro
1, muestras 1 y 11), se wataron de acuerdo al
protacolo modificado de Lawson y Hearon (19). Las
secciones se fijaron al vacio a 40°C por dos horas en
un tampon de fosfato de sodio y potasio 0.05 M, pH
7.0 (PB), conteniendo 2% de glutaraldehido y 1.5%
de acroleina. Las muestras se posfijaron en PB que
contenia uno por ciento de 0s04 por una hora y treinta
mimstos. Se deshidrataron en una serie de etanol al
30, 50, 90 y 100 por cienio; se transfirieron a dxido
de propileno y se cmbebicron en LX 112, Las
secciones se cortaron con un ultramicrétomo, se
tifieron con acetado de uranilo al uno por ciento y
citrato de plomo (24) y se observaron en un
microscopio electrénico.

RESULTADOS

Sinfomas

Los sintomas observados fueron: mosaico (M) y
deformacion de la lamina foliar (DH) (Fig. la),
anillos necrdticos concéntricos (ACN) (Fig. b),
patrones clordticos anulares y lineales en 1a hoja (PC)
(Fig. 1¢), manchas necréticas en el tallo (NT) (Fig.
id), deformacidn y reduccidn del tamafio de la flor
(Fig. le) y enanismo de la planta (Fig. 1f). Las
plantas presentaron, generalmente, mezclas de los
sintornas  descritos, los que son similares a los
reportados para TSWV en diversos hospederos (13,
20, 21).

Fig. 1. Sintomas observados en diferentes variedzdes de fmpatients walerana; 1) mesaice y deformacién de la ldmina foliar; b) anitlos
necréticos concéntricos: ¢) patrones clorGticos lineales; d) manchas necrdticas en el tailo; e) deformacién y reduccidn del tama-
fia de lu flor {derecha) comparada con flores sanas; [} reduccidn del tamafio de la planta (derecha) comparado con ¢f tamafio de

plantas sanas.
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Microscopia electrénica de extractos crudos

Se observaron particulas virales con envoltura, con
un didmetro aproximado de 85 nm, similares a lIas
descritas por Francki ef al, (6) (Fig. 2).

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

La mayoria de Ias plantas que presentaron mezclas
diferentes de sintomas fueron positivas por ELISA
para TSWYV (Cuadro 1). No se observd relacion entre
los resultados obtenidos por ELISA, fos diferentes Fig 2. particulas virales observadas por microscopia electrd-
patrones de sintomatologia y las distintas variedades ™ en‘ extractos cmd(); (lle [mpa!i-crrrlx. Barra =
de Impatients. Por ejemplo, plantas de una misma 100 nm

Cuadro 1, Anilisis serol6gico de plantas sintomadticas de /mparients sp.

ELISA Absorbencia

Nimero Planta Sintomas Anticuerpo
de muestra TSWV.I TSWV-L.
i 1D1083 -4 ANC, M, NT 0.187 0018
2 IDI0E3 -4 ANC, M, NT 0.1:7 0.012
3 ID125-3 ANC, M 0.116 0.0t4
4 1067 -1 ANC, M, NT, DH 0.167 o.0le
5 ID67 -1 ANC, M, NT, DH 0118 G.021
6 D671 ANC, M, NT. DH 011y 0.008
7 D671 ANC, M, NT, DH 0018 0021
8 D67} ANC. M. NT, DH 00i6 0017
9 ID9743 ANC 0.120¢ 004
i0 IDI083 -3 M, DH 0.170 0.023
il ID1083 -3 M, DH 0.143 0.181
i2 Fast47(13 ANC, DH 0156 0.44%
13 Fast47C13 ANC, bH 0.023 0.133
14 BAU-75CH * 0254 0010
15 22514--7328 * 0.267 G016
16 David44(C55 DH, PC 0.142 GOt8
17 InesiSOSCH M. DH, PC 0.120 6021
i8 Inest505C8 M, DH, PC 0.021 £.027
19 WRG-163C5 ANC. M D 0041 0224
iy Wend3C-11 DH 00t1 3012
2] Lino68~C3 ANC, M, PH 0.026 0016
a2 135~-1 M, DH 0012 0014
23 EOR1420-2 M, PC 0012 Go13
24 KWKWI1713 DH, BC 00i3 Gaolz
23 Verde 5783 DH 0015 Gol13
26 Rojo8236--2 ANC. M G.012 0014
27 21 Pulsar ANC DH GOi8 8017
Eeyenda:

{ANC) anifos necrticos concéntricos, (M) mosaico, (NT) manchas necréticas en el tallo, (DH) deformacién de la limina toHar, (PC) pa-
trones clorticos anulares y fineales (*) Sin descripeién de sitomas.
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variedad, con sintomas similares, dieron resuliados
diferentes por ELISA (Cuadro 1, muestras 6 y 7, 10
y 11, 12 y 13); plantas de distintas variedades, con
sintomas diferentes, dieron resultados similares por
ELISA (Cuadro 1, muestras 1, 3, 5, 9), y plantas de
distintas variedades, con log mismos sintomas, dieron
diferentes resultados por ELISA (Cuadro 1, muestras
13y 27,

De las 27 planias simomaticas analizadas, 12
plantas (44.49%) fueron positivas para TSWV-I; dos
plantas (7.4%), positivas para TSWV-L; dos plantas
(7.4%), positivas para ambos anticucrpos; y 11,
negativas (40.8%) (Cuadro 1).

Se asumieron como positivos aquellos valores de
absorbencia mayores o iguales que 0.045; valor de

absorbencia obtenido de la media de los sanos (X =
0.021) més tres desviaciones estindar (3, = 0.0079),
donde n = 5.

Microscopia electrénica de cortes finos

En el citoplasma de células infectadas se
observaron  parches  amorfos o granulares
(viroplasmas) tefiidos densamente, y membranas
tubulares caracteristicas de la presencia de TSWV (6)
(Fig. 3a). Se observaron también particulas virales
cuasiesféricas, con envoltura, con un didmetro
aproximado de 85 nm, dentro de cistemnas
membranosas (Fig. 3b) similares a las reportadas para
TSWV (6, 14, 17).

big 3 Microgratia clectronica de cottes tinos de fmpaticnts inleetadas aaturalmente por TSWVa) parches amorfos granulares o viro-
plasmas viry ¥ membranas tubudares (m) Barra = 200 nmob) particelas virales (v) cuasicstéricas de 83 nn: de didmetro dentro
de isternas membranosas Barra = 400 nm

DISCUSION

Los resultados obtenidos por microscopia
electronica de extraclos crudos, de cortes finos y por
ELISA permiten concluir que TSWV ¢s uno de los
virus que infectan Impatents sp. en invernaderos
comerciales en Costa Rica, La morfologia de Ia
particula y la citopatologia del virus son muy
diferenies a las de cualquier otro virus de plantas, lo
que permite utilizar ambas caracteristicas como un

diagnostico para TSWV (6). La citopatologia
observada en la muestra 11 (Fig. 3), positiva por
ELISA contra TSWV-I1 y TSWV-L (Cuadro 1), fue
idéntica a la denotada en la muestra 1, la que fue
positiva tinicamente para TSWV-I. En ambas se
observaron parches amorfos granulares electrodensos,
membranas tubulares (Fig. 3a) y particulas virales
dentro de cisternas membranosas (Fig. 3b). En
ninguna de las muestras sc dieron las estructuras
filamentosas, asociadas a TSWV-I y descritas por
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Law y Moyer (18). Los resultados por ELISA
confirman la naturaleza del agente viral encontrado
por microscopia electrénica e indican la presencia en
Impatients en dos aislamientos dec  TSWV
seroldgicamente diferentes entre si; uno relacionado al
TSWV-L y el otro al TSWV-L. Hsu y Lawson (10)
reportan que 12 muestras de [mpatiens provenientes
de Costa Rica, analizadas con los anticuerpos contra
TSWV-L y TSWV-I por los métodos de ELISA y
DBIA, fueron negativas para TSWV-L. Es probable
que el andlisis de un mayor nimero de muestras en
este trabajo, permitio detectar el 14.8% de plantas
positivas para TSWV-L.,

La presencia de un 40.8% de plantas sintomaticas
negativas por ELISA conta ambos anticuerpos,
podria reflejar los limites de sensibilidad de la iécnica
de ELISA. Hsu v Lawson (10) indican una mayor
sensibilidad del DBIA para detectar TSWV en
Impatients que la presentada por ELISA; ellos
obtuvieron resultados positivos por DBIA en plantas
gue fueron negalivas por ELISA,

La identificacion del TSWV por sintomatologia en
Impatients wallerana carece de un valor de
diagndstico por falta de conocimiento de la respuesta
ante la infeccién de las diferenies variedades, los
niveles relativos de la misma, y Ia similitud de Jos
sintomas observados con los inducidos por ofras
enfermedades o por infecciones mixias.
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