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Efecto inhibitorio de savias vegetales sobre el virus de mo-

saico del tabaco (VMT)Y

MAGDA CARVAJAL MORENO*

ABSTRACT

The inhibitory effect of 28 plant saps over the hifectivity of Tobacco Mesaic
Views was sndied. The mechaiical inocnlation was done on Nicotiana glutinosa to
obtain a cxantitative analysis with the local necrotic lesions produced by the virni.

The saps that presented an inbibitory effect against the Tobacco Moraic
Virns were: Chenopodium quinoa, Chenopodium amaranticolor, Opuntia spr, So-
lanum tuberosum, Spinacia rp, Solanum nigrum, Datura stramonium, Pelargonium
geranium, Pennisetum clandestinum and Cuscuta spr.

Intreduccion

AS enfermedades de Jas plantas causadas por

hongos, bacterias y nemdtodos fitopatdgenos se

han podido controlar en muchos casos. Por
otro lado, el tamafio tan pequeiio de los virus y el
hecho de estar intimamente relacionados con el me-
tabolismo celular de Ia planta hospedante, hacen més
dificii su control, aunque hay muchas enfermedades
virales bajo control actualmente.

Los inhibidores de virus estin ampliamente dis-
tribuidos en el reino vegetal; Simons et al. (20} se-
fialan 75 especies vegetales de 30 familias diferentes
como poseedoras de inhibidores de virus.

Duggar y Armstrong (6) observaron la inhibi-
cion de fa infectividad del Virus de Mosaico del Ta-
baco (VMT) con extractos de Phytolacca decandra.

En muchas plantas hay compuestos fendlicos que
reaccionan con las proteinas inactivindolas de varios
modos. Ia cantidad de fenoles varfa segln la familia
botinica y la edad del tejido, alcanzando con fre-
cuencia altas concentraciones. Hay difereates fenoles
en las plantas, mondmercs con uno o varios grupos
hidroxilo en el anillo bencénico, o biea polimeros. Los
taninos, o sea los fenoles de las plantas forman pe-
quefios precipitados insolubles con las proteinas por
puentes de hidrégeno, y pueden ser oxidados a qui-
nonas que son compuestos altamente reactivos.

Los fenoles que pueden formar quinomas, pueden
unirse en covalencia a proteinas a través de grupos
-SH y grupos aminados libres.

Puede también ocurrir un ligamento cruzado de
proteinas donde la quinona tiene un segundo grupo
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reactivo  Dstos tipos de teaccidn parece ser que su-
ceden entre fenoles y las proteinas de los virus pa-
sisitos de las plantas (15), lo que traeria consigo
la inhibicién del virus, pero no hay evidencia de que
unz especie de planta que contiene una aita concen-
tracion de fenoles sea de algin modo protegida de la
infeccién viral en la naturaleza.

Sin embasgo, existen investigaciones que muestran
la importancia de los fenoles oxidadoes como causa de la
pérdida de infectividad de varios virus en ‘extractos
crudos (10).

Los extractos de diferentes plantas inhiben la in-
feccion viral cuando se aplican en otras plantas, pero
no sobre la misma de donde se extraen (9).

Sabiendo que algunos extractos vegetales contie-
nen inhibidores de viras, se consideré importante ha-
cer pruebas exploratorias con plantas de la region,
para después estudiar detalladamente las que produ-
jeran buena inhibicién viral.

Materiales y métodos

Virws y plantas utilizadas

En el presente trabajo se uso el VMT por ser un
virus ficil de manejar y que da lesiones locales en
pocos dias sobre Nicofiana glutinosa  Las lesiones
locales permiten establecer un método cuantitativo para
analizar con mayor precision fos resultados por medio
de [a estadistica. Este método estd basado en lesiones
locales y es muy sensible ya que puede detectar una
diferencia hasta del 10 por ciento entre dos concen-
traciones de virus activo en dos indculos (18) (15).
Ademis el nimero de infecciones locales detectables
en los sitios de inoculacidn tienen correlacidn con la
infectividad del indculo {18}

La fuente de inéculo de VMT fueron plantas in-
fectadas de tomate de la variedad “Homestead’, las
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cuales se mantuvieron en macetas con 300 g de suelo
La edad de las plantas de tomate y de N, glutinosa
fue de 8 semanas, cuando tenian 10 o mis hojas,
A todas las plantas se les regd 3 veces por semana
cen una solucion nutritive, ya que el buen estado
nutricional de la planta avmenta su  susceptibilidad
al virus (8) ILa solucién nutritiva estuvo constituida
por: nitrato de amonio {225 g), fosfato monobisico
de amonio (225 g) y cloruro de potasio (2253 g),
fos cuales se disolvieron en 20 It de agua; de estz
solucidén base se tomd una parte por 20 de wgua vy
con ello se regaron fas plantas,

Obtencion del indenlo paia lay praebas

i inoculo usade para probar jos extractos vege-
tales se obtuvo aplicande VMT a plantas de tomaie,
y cuando mostraron los sintomas del mosaico, se
cortaron las hojas, se pusieron a congelar por 24
horas, se¢ molieron en un mortero y se filtraron con
gasa.

Tenica de inoculacion

Se aplico carborundum de 400 mallas por pulgada
sobre el drea que se iba a inocular y después se froté
¢l indculo con una mota de algodén.

La aplicacion del virus en todos los tratamientos
se hize en In tarde, cuando ya no habla mucha fuz,
puesto que fa iluminacidon afecta al virus y a ka sus.
ceptibilidad de la planta (1, 2

Dilucidin del indenlo

Se hize esta pruebu para saber a qué dilucidn se-
rin apropiado utilizar al sirus, para obtener un ni-
mero de lesiones locales entce 10 y 100 por mitad
de hoja, que es considerado por Matthews (15) como
el Optimo para N. glutinosa Se probaron 6 diferentes
concentraciones del indculo: el extracto foliar de la
planta donante sin diluir o sea la dosis original (DO)
y diluciones de /10, 1/100, 1/1000, 1/10 000 ¥y
17600 000. Como solvente se usd una solucidon de un
gramo de Na,HPO, 2H.O en 100 ml de agua desti-
fada que da un pH de 8,9

En cada una de las 10 plintas de N. glwrinasa se
inocularon Ias 6 diferentes diluciones del virus en 10
medias hojas de difcrente edad, y en cada hoja se
utilizd solo wna mitad, nunca las dos mitades. Con
estos datos se sacé el promedio de lesiones locales
por mitad de hoja (15) para decidic cual era la me-
jor dilucién a usarse (7). Se usé la dilucion de virus
1/10 que nos dio 79,6 lesiones.

Lixtiactos vegetales con pasibles inhibidoies. preparacion
¥ o

Las partes vegetales a usarse, de las especies ci-
tadas en el Cuadro 1, se lavaron y sc molieron en un
mortero; posteriormente se exprimierou €01 gasa para
cbtener un filtrade que fue el que se empled en las
pruebas. Este extracto se utilizé siempre en su dosis
original (DO) mezclando al virus, en una misma
aplicacion.

Se decidié usar ef inbculo en una dilucidn 1510,
las proporciones de la mezcla final u aplicarse, fue-
ron las siguientes: extracto de tomate con VMT (indcu-
lo)=0,5 ml, extracto de¢ fa planta o probarse (inhi-
bidor)= 0,5 ml y una solucién af 1 por ciente de
Na,HPO, = 9,0 ml

Cada mezcla asi preparida se aplico en 2 plantas
de N glethiosa de Ta mizna edad (8 somanas), uti-

lizando 5 hojus de cada planta, por tratamiento

A cada heoja se le puso carborundum de 400 -
llas por pulgada, después a la mitad derecha se le
aplico la mezcle del virus con ¢l extracto de e planta
a probar como inhibidor Como testigo se usd inva-
rigblemente la mitad izquierc[a de cuda wna de las
10 hojas inoculadas, usando una mezcla igual pero
sugtituyendo ¢l extracto vegetal por aguw Jestilada,

Después de aplicar los extsactos conteniendo indcu-
lo y sus correspondicntes testigos, se lavaron [as ho-
jas con agua corriente

Los 28 extructos vegetales wiados (Cuadre 1) se
aplicaron indistintamente en hojas superiores, medias
¢ inferiores para compensar ¢l efecto de Ir edad de la
hoja sobre la formacidn de lesiones locales

El disefio estadistico usado fue un disefio com-
pletamente al azar con 10 repeticiones.

Obtencion v muanejo de la bnformacidn

Después de 4 dias de aplicados los tratamientos,
se cortaron las hojas de cada una de las dos plantas
de N, gletinera, se les ordend por separado entee
hejas de papel manila vy se colecaron en bolsas de
plistico cerradas para evitar la deshidratacion. Se les
ordend de la siguiente manera: con los niumeros 1 &
5 a cade hoja de la primera planta y det 6 al 10 a
lus hojas de la sepunda, correspondiendo las posi-
ciones 1 y G a las holas mds viejas y In 5y 10 a las
mis jovenes. Se pesd a cada hoja y se contd el ni-
mero de lesiones por gramo de tejido,

Para las comparaciones entre los datos obtenidos
s¢ usd o prueba estadistica de Duncan Con el ab-
jeto de tener una medida homogénea del ndmero
de lesiones observadas, se considerd el nimero de fe-
siones por unidad de peso. Se considerd conveniente
usar un indice ai que se lamd "Diferencia en nimero
de lesiones por unidad", para aprovechar de mancra
optima la informacion del centeo de lesiones locales,
cste indice se obtuvo utilizande I ecuacidn siguiente:

Lesiones loales/g Les'ones focales/p Difereadia
de tratamiento =T bestigo corres. e
pundiente alnero

de fes‘ones
por unidud

Lu diferencia puede ser un nimero positive o
bien negativo; si es negativo (~—) indica que el tra-
tamiento con el extracto vegetal tuve un efecto inhi-
bitorio contra el VMT, comparado con su testigo,
es decir, que presenta un némero menor de lesiones

por gramo, Si la diferencin es ¢ero o es un niumero
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Cuadro 1.--Plantas de donde se obtuvieron los extractos vegetales usados para buscar inhibidotes de VMT.

Nombze cientiflico Numbre comin Parte
en México utilizada

Apium graveeleus 1 Ferejil Hojas
Chenopodium amaranticolor
Chenoprodinm ambrosivides Bert. Epazote
Chenapodinm quinoa Wiild
Coffea arabipga L Café
Corisandrum rativam 1 Cilantro

Cusent sp L

Dutuira stramoninm L
Erythroxylum coca Lam
Ercalypins sp L'Hérit
Iris sp 1.

Ligustram [aponicun Buch

(X}

i 3

Lrioborrya japonica Lindl.
Nicotiana platinosa L

Nicotiana tabacum var. Kanthi T
Qpruatia sp. Mill

Pelurpouinn peranivm L Herit
Pennisetun: clandestinnn Hochst
Pinus sp 1

Saliv sp L

Solansnr nigram  Acesh  ex Dun,
Sclansm  inberosum 1.

Sphwacia oleracea L

Tagetes lncida Cav

Ustilago mardis Cda.

Zea mays L

Toda la plana
Toloache Hlojas

Coea
Fucalipto
lirio acudtico
Trucro Flores
Hojas
Pecialos
Nispero Hojas
Tabaco
Tabaco
Nopal
Geranio
Pasto
Pino
Sance

Chichiguelite

Papa

Espinaca

Cempoatxochit]

Huitlacoche Lsporas
Maiz Hojas

positive (+) ¢s que no hubo inhibicidn, o bien que
algunos tratamientos favorecicron l formacidn de le-
siones locales, es decir, que hay mayor numero de
lesiones locales que en los testigos.

Resultados y discusion
Accién inhibitoria de los extractos vegelales.

De los 28 extracios probados, los 11 que presen-
taron efecto inhibitorio fueron: Chenopodium quinod,
Ch. amaranticolor, Opnntia sp, Solanwm tuberosumn,
Spinacia sp., Solanum nigrnm, Dalura stramonin,
Pelargoninn: geraninm, Pennisetum dandestinnm, Cui-
cata sp. y Tagetes sp

Los resultados del andlisis de varianza para estos
11 extractos y su nivel de significancia al 5 por ciento
de probabilidad se muestran 2 continuacion  (Cua-
dro 2)

Es curioso observar que hay una correspondencia
entre la relacién taxondmica de las plantas y la pre-
sencia o ausencia de inhibidores; coinciden por ejem-
plo los resuitados en Ja familia Chenopodiaceae con
Ch. quinoa y Ch. amaranticelor en nuesiro estudio,
y Ch. albaw estudiada por Thomson y Peddie (21},
en que las tres cspecies contienen inhibidores; tam-
bién coinciden en laz familia Selanaceae con 5. ia-
berosum y S nigram en nuestro estudio y Capsicwm

Turrialba Vel 30, N° 3, 1980
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Cuadre 2 —Efecto inhibitorio de los extractos vepge-
tales sobee la infectividad del VMT en
Nicotiana glutinosa

e .
Media de 10 \:;\rixlz‘f?r.!'lfén

repeticiones dada en ! ; Seh de
wsine i /0
lesiones/grama probabilidad

Planta de [a que s
obtuvo el extracta

Chenopadinm guinoa Willd — 568,42 )

Chenopodinm amaranticolur — 368,12 Pl

Oprntia sp. Miil ~— 500,46 a b
Solamum  tuberosum 1. — 307,62 ab
Spinacia oleravea 1. — 27099 ah
Solanrurm wigram Dun 172,91 a2 b
Datura stramoniny L - 163546 a b
Pelargoninm gesaninm 1 Hér e 127,49 a b
Pennisetun: clandestinnm Ch - 123,51 ab
Cousenta sp. L — 60,97 ab
Tagetes hucida Cav e 39,59 b

Este cuadra muestra gue solo 7. Jucida s diferente estadisticamente
del resto en su acoien inhibitoriz y que Qas dos especies de Chenopodion
tueron las mejores,

frutescens estudindo por Simons e &/ (20) y Mar-
choux (14). A este respecto Blaszczak of ol (3) di-
cen que las sustancias inhibitorias no son esporidicas
en una especie, ya que cada vez que se usan dos o
mids del mismo génera, el nivel de actividad inhi-
bitosia entre ellas es semejante. Igualmente Simons
ef al. (20) opinan aue la diferencia en actividad
inhibitoria entre especies telacionadas, es principal-
mente cuantitativa.

A continuacidn se discuten los resuitados de cada
una de las especies vegetales que mostraron accidn
inhibitoria.

Chenopodium  guinoa 'y Chenopodinm  amaranticolo:

Se puede observar que las dos especies de Che-
nopodizm fueron las de efecto mds inhibitorio sobre
el VMT y no difirieron estadisticamente de Opuntia
sp., Selanum inberosum, Spinacia sp., Solanwm nigrim,
Datura siramoninm, Pelargonium gevaninm y Penniie-
tnm clandestinnm. De acuerdo con los trabzjos sobre
inhibidores de virus realizades por Nagano (16) e
factor inhibitorio puede ser un complejo de proteina
y polisacirido, siendo la porcidn polisacirido la ac-
tiva, que inhibe la sintesis viral dentro de la célula
Este autor menciona que no esth comprobado que
el desarrollo viral se interfiers, y supone que ¢l fac-
tor inhibitorio actia sobre la fosforilacidn oxidativa

Marchoux (14) menciona que las chenopodideeas
no manifiestan una alta actividad de la ribonucieasa,
por lo que es posible que el inhibidor sea un poli-

sacirido Por otro lado cen ef propdsite de identificar
al inhibidor del VMT en Chenopodinn, Yoshii y
Sako (22) determinaron algunas de Ias caracteristi-
cas de Ia sustancia inhibitoria como: el punto de inace
tivacion térmica del inhibidor que esti cerca de 100* C
por 10 minutes; el inhibider ne se translocs, es e
tivo en una difucion 1/100 y permanece activo cuando
se aplica 48 horas antes de Iz inoculacion Ademds
Thomson y Peddie (21} encoatraron que el inhibidor
es activo después de almacenar iz savia a 200 C por
6 dias, y que la mayor candidad permanecid en ¢l
sobrenadante después de centrifugar Ja savia a 40 000
rpm por 4 horas.

También Yoshii y Sake (22) suponen que el
mecanisme de inhibicidn se debe a que el compuesto
actin sobre el citoplasma de las células del hospe-
dante, e inhibe Iaformacion del complejo virus-receptor

) /mu!}zt sh.

El extracto de esta planta presentd una fuerte in-
hibicion del VMT (Cuadro 2); ya existe un ante.
cedente de esto en el trabajo de Simons et of (20)
quienes probaron a Opuntia robuasta, chteniendo una
inhibicidn total del VMT con extructo crudo y con
extracto calentado 80* C por 10 minutes, el inhibidor
no se desnaturalizé a esta temperatura Simons ef af
(20) sefadan que eof hedw de que el nopal sen ulu-
aado por un reducido némero de virus, no es garantia
de que contengz inhibidores, ya que son dos fend-
menos destigados Esto es apoyado por Matthews (15)
quien menciona que no obstante que muchas especies
de rosiceas son comimmente nfectadas por diferen-
tes virus, sus extracios son genemlmente potentes in-
hibidores de virus

Selannm tnberosum

De acuerdo con los resultados presentados en el
Cuadro 2, el extracto de esta especie presentz una
inhibicidn de VMT considerable. No hay mucha in-
formacion al respecto, sin embargo Matthews (15)
menciona que fa familia Solinaceae se cuenta entre
las que poseen inhibidores de wvirus

Spinacia oleracea

El extracto de esta planta se encuentra en quinto
lugar de efectividad (Cuadro 2), como inhibidor del
VMT, bajo fas condiciones de nuestro ensayo. Ya
desde 1947, Kuntz y Walker (12) habian probado
esta planta para ¢l mismo fin, y entre otras caracte-
risticas sefialan que la inhibicidon es reversible.

La accién inhibitoria de In espinaca podria ex-
plicarse por el hecho de que contiene fierro (17),
v segin Mulf ef ol (11) trazas de este elemento
pueden see un factor de inestabilidad del ARN. Sin
embargo esta explicacidn no es satisfactoria porque,
como se¢ menciond, Kuntz y Walker (12) demostra-
ron que Ja accidn de [a espinaca sobre el VMT es
reversible, y Matthews (15) aungue supone que ki
accion  del fierro que ocurre en peesencia de luz,
ocurre también in vivo, aclara que este efecto sobre

el ARN del VMT es irreversible
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Sofannm Higinm

Con el extracto de esta planta se ebtuvo buena
inhibicidn, estadisticamente igual a ln de los mejores
extractos. No se encoatraron en la literatura, ningu-
nos antecedentes del efecto de esta planta como inhi-
hibidor del VMT o de cualquier otro virus Matthews
(15} informe que la familia Solanacese es rica en
especics con inhibidores Esta fue una de las razones
por Ias que se incduyd esla especie en I investiga-
cion. Cabe mencionar que esta planta fue seleccionada
para hacer una investigacidn posterior y conocer en
qué fraccion del extracto se encuentra el inhibidor

Latma stramoninm

Este extracto mostso una foerte  inhibicidon  del
VMT, estadisticamente igual al presentado por las
chenopodiiceas (Cuadro 2) A este respecte Marchoux
(t4) menciona que esta plada tiene poderosos ishi-
bidores y que junto can Capsicam y Phytolacca de-
candra, presenta mayor actividad de la ribonucleasa,
que cualquies otra especie de planta estudiada hasta
entonces. Por otro lado loring (13) opina que la
mactivacion del virus por Datwra puede deberse a
la formacion de un complejo virus-enzima y Casterman
y Jeener (4) suponen que el VMT puede pasac por
un estado inicial en el que es susceptible a la ribe-
nucleasa Estos ultimos autores sefialan que en general,
las hojas contienen nucleasas y el ARN viral des-
nudo es muy susceptible a la accidn de estas

Por su parte Matthews (15) sefiala, que cual-
quier agente que rompa la proteina del VMT puede
producir una aparente inactivacion del virus, ya que
el rompimiento de o cublerta de proteina, proba-
blemente permita a Ias nucicasas contaminantes inac-
tivar ai ARN de la particula viral. De acuerdo con
este autor, las nucleasas fragmentan el esqueleto de
fosfodiester de la cadena de ARN y el rompimiento
de unn simple cadena viral es suficiente para una
inactivacidn irreversible  Sin embargo, considera que
no hay cvidencia de gque las ribonucleasas de las
hojas juepuen algin papel en la resistencia de Ins
plantas a Ia infeccion visal Esto Gltimo es apoyado
por el trabajo de Santilli ¢/ o/ (19) quienes encon-
traron un alto contenido de ribonucleasas en  las
hojas de feijol susceptible al VMT

Pelargoninm gerdiinn

Lo el Coadro 2 vemos que el geranio muestra
una inhibicidn del VMT considerable, esto coincide en
cierta forma con el trabajo de Simons e af  (20)
quienes encontraren cue una fuente de inhibicidn se
presentaba con Pelar goniunm hoitorum

Cusesita sp

Aunque’ Ja Cosenta presentd una inhibicion menor
que los extractos de las plantas discutidas anterior-
mente, en el andlisis estadistico no hubo una dife-
rencia significativa al nivel de significancia de 5 por
ciento de ptobabilidad, con las chenopodiiceas (Cua-
dro 2) Los hechos de que Cwsewta transmita virus
y posea ademids inhibidores, no son opuestas; Corbett

{5) cita un trabajo de Miyakawa y Yoshit que dice
que varias especies de Cwscnta contienen  sustancias
que inhiben a [a infeccidn viral cuando se mezclan
con los viras in vitro

Pennivetunr clamdestivim y Tapetes sp

No hay informacidéa sobre la mnbibicion de VMT
causada por los extractos de estas plantas; sin em-
bargo, se puede observar en el Cuadro 2, que la in-
hibicion causada por Pewwiretnm clandestinun: no di-
fiere significativamente de la causada por las che-
nopodiiceas, mientras gue Tageles sp. presentd menor
inhibicion, que  difirid  significativamente  del  resto

Conclusion
[3e los 28 extractos vegetales probados, los que
presentaron efecto inhibitorio contra el VMT fueron
en orden de eficacia: Chenopodinm quinoa, Ch. ama-
ranticolor, Opnutia sp, Solawm tuberosum, Spinacia
sp o, Solanwa wigram, Datura stramonian, Pelargonium
geraninm, Pennisetum clandestingm y Cuscnta sp
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