AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DEL VIRUS DEL MOSAICO DEL “DASHEEN” (DMV) EN

COSTA RICA'/

P.RAMIREZ*

Dasheen mosaic virus (DMV] was isolated from field-infected Xanthosoma spp
and Colocasia csculenta plants in Costa Rica The identification of the virus was based
on sympromatelogy of infected plants, electron microscopy of virus preparations and
cross reaction of the Costa Rican fsolate with antiserum against a Florida fsolate of
DMV Highly purified and concentrated preparations of the virus were obtained by g

modified procedure described in this paper.

Introduccion

{Tiguisque) vy Colocasia esculenta (Malsnga), se

ha incrememtado en Costa Rics en los ultimos
cinco afios. debido a i creciente demanda por estos
tubérculos en Luropa y los Estados Unidos de Améri-
ca L'xisten varios factores que afectan la produccion
de estos cuiltivos tales como enflermedades de origen
bacteriano v lungoso (8) y una enfermedad de origen
viral objeto de este estudio bsta enfermedad es causa-
da por el virus del mosaico del “dasheer™ {DMV}. que
se ha enconirado en Florida (6}, Puerto Rico (1}
Venezuela {3}, Trinidad y las Islas Sulomdn (5}

E I cultivo comercial de ardceas, Xanthosoma spp
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Estudios preliminares hechos en Costa Rica han
demostrado que la incidencia del DMV en las planta-
ciones comerciules de tiquisque, es de por lo menos el
80% y que las plantas en las que se observa una sinto-
matologra muy severs presentan una drdstica dismi-
nucion en su produceion

Fn este artsculo se describen los sintomas produci-
dos por la infeccion del DMV en ardceas en Costa
Rica. el aistamiento. purificacién y caracterizacion del
virus. ademds de su relacion seroldgica con el aisla-
miento del DMV de Florida, FUA

Materiales y métodos
Recoleccion de muestras

Durante el periodo comprendido entre agosto de
1982 v noviembre de 1983, se eflectuaron muestreos
en cuatro plantaciones comerciales de tiquisque y
malanga en Gudpiles (regidn atlintica). en siete del
cantén de San Carlos (regidn Norte} y en el campo
expaerimental del Centro Agrondmico Tropical de
[nvestigacién vy Ensefianza {CATIE). localizado en
Turriatba  Estas regiones corresponden al iropico
himedo bajo de Costa Rica El sistema de finca y el
plan de manejo utilizado por los agricultores de estas
plantaciones fue desciito por Jiménez ef al. (7} Las
plantas que presentaban sintomas semejantes a los del
DMV (2} fueron lotografiadas para un registro de sin-
tomas y luego Hevadas al laboratorio para exdmenes
posteriores

Turrinlba Vol. 35, No. 3, pp. 279-283



280 TURRIALBA: VOL 35 NUM 3, TRIMESTRE JULIO-SETIEMBRE 1985

Inoculacidn mecdnica

Las hojas del tiquisque fueron maceradas en un
tampon de fosfatos 02 M. ptl 7.4 ki extracto asi
obtenido fue wiilizado pars inocular hojas jovenes de
plantas de Plilodendron sellowum libres de virus. pro-
ducidas por cultivo de tejidos y donadas por el Dr
Wiltiam Zettler de 1a Universidad de Florida. USA

Microscopia electronica

La suvia de las hojas se {ij0 en un tampon de [osla-
tos 02 M. pH 74, conteniendo glutaraidehido al
3% Se colocd fuego sobre rejillas de cobre cubiertas
con uma pelicula de nitrato de celulosa al 1% y se
{ifio negalivamente con acetato de uranilo saturado
en agua Las preparaciones fueren cxaminadas en un
microscopio electronico Hitachi HUT2A

Serologia

L.as hoiss [ueron maceradas en un tampon de fos-
fatos-saiina G 15 M a pH 7 2 (PBS} o en hidrocioruro
de tris (hidroximetil} amincetano (Tris-HCLY0 01 M,
pH 74 Este extracto fue iniciubmente analizado con
un suero anti-DMV provisto por el Dr W Zettler de
la Universidad de Florida y posteriormente con el
anti-DMV preparado en Costa Rica Para la reaccion
antigeno-anticuerpo se utilizd fa técnica de reoforesis
{10) en un gel de agar noble al 8 8%, con dodecil
sulfato de sodic (SDS) al 0 5% vy azida de sodio al
1%{11)

Inmunomicroscopia electrdnica

Los extructos de plantas fueron anolizados al
microscopio electrénico por el método denominado
“serplogicutly specific electron microscopy’™ (SSEM)
descrito por Desrick y Brlansky {(4) modificado, va
que para la tincidén se utilizo acetato de urznilo en
agua y no en aleohol El antisuero empleado fue ei
suministrado por el Dr Zettler Las preparaciones
se examinaren en un microscopio electrénice Hitachi
HUI2A

Purificacion del DMV

b material vtilizado para purificar el DMV consis-
tio en hojas muy jovenes de planiss de tiguisque. cu-
yo extracio reacciond positivamente con el suero
anti-DMV de Florida Las plantas presentaban la sin-

tomatcelogia de Fipo 3, descrita en la Figura [, C. Se
utitizd un método de purificacion descrito por Abo-
Elnil ef af (23 con algunas modificaciones: 200 g de
tejido fueron homogeneizados en una mezcla de
500 ml de citrato de sodio 0 1 M (pH 7 4) que conte-
nia 15 g de sulfito de sodio y 001 M de Na, EDTA,
250 ml de cloroformo y 250 ml de teiracloruro de
carbono Después de clarificar a 13000 x G durante
20 minutos. af sobrenadante se le adiciond polieti-
fenglicol (PEG) 6 000 (Sigma No P-2139) al 6% y
NaCl 1 75 M a 4°C durante 16 horas El precipitado
fue recuperado por centrifugacion a 13 000 x G du-
rante 30 minuios v se resuspendio en un tampén de
Tris-HCl 2 002 M. pH 74 2- mercaptoetanol al
O 1% y Na2EDTA al 0.01 M (TEM) Después de
centrifugar a 13 000 x G durante 20 minutos, una
alicuota del sobrenadante fue anslizada por micros-
copig electrédnice. El resto fue dializado dos dias
contra TEM vy finshmente liofilizado Lste material
se resuspendid en Tris-HCL a 002 M, pH 74 y se
diglizé nuevaments contia ei tampdn TEM  Una
alicuota de esta suspension se analizd bajo el micros-
vopio electronico y el resto fue sometido a una cen-
trifugacion isopicrica a 40 Q00 x G en CsCl disuelto
en Tris-HCL 002 M, pH 74 en un rotor SW 50 |
Hitachi a 18°C durante no menos de 40 horas Des-
pués de lu centrifugacion. la gradiente fue fracciona-
da vy se determind la absorbancia de cada alicuota a
280 am Las fracciones que zbsorbieron a 280 nm
fueron analizadas por microscopia electronica para
comprobar la presencia del virus Se ulilizaron dos
métodos para recuperar el virus de la solucién de
(sCh el primero es semejante al descrito por Abo.
Elnil er al {2} que consiste en diluir la suspension de
vitus-CsCl en tampon Tris-HC! 002 M, pH 74,
2ME 0 1%  seguido de una  centrifugacién a
84 500 x G durante dos horas Ei virus asi sedimenia-
do fue resuspendido entampon TEM. El segundo
métode consistio en diluir la suspension virus-CsCl
en el tampon [ris-HCL 002 M pH 7 4 hasta una
concentracion de CsC1 0.3 M para luego agregar PEG
6 000 al 6%, a 4°C durante tres horas Fl virus asi
precipitedo fue recuperado por centrifugacién a
13 000 x G por 30 minutos y resuspendido en TEM

Produccién de antisuero

El antisuero fue preparado inyectando subcutinea-
mente en las almohadillas de los dedos de un conejo
I mg de virus emulsificado con adyuvante completo
de Freund A los 13y 20 dias después de la primera
inyeccion se repitieron las dosis aplicadas intramus-
cularmente . usando adyuvaate incompleto de Freund
Stete dias después de la Gltima inyeccion, el conejo
se sangro del corazoén y el suero obtenido se dividid
en porciones pequefias y se congeld a -20°C v poste-
riormente se liofilizd
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Resultados

Asociacién del virus con los sintomas de la enfer-
medad

La sintomatologiz foliar que produce Iz infeccion
del DMV en piantas de Xanthosorma spp ., a pesar de
ser variada, puede resumirse en tres tipos:

I Clorosis severa de las venas, que toman la aparien-
cia de plumas blancas (Figura 1A)

2 Mossico gue consiste en grandes dreas levemenie
clordticas (Figura 1B)

3 Clorosis generalizada en fas dreas iniervenales.
scompafiada frecuentemente de deformacion foliar
(Figura 1C)

Es comun encontrar los tres tipos de sintoma en
hojas diferentes de una misma planta En general Jas
plantas de Colocasia no presentan una sintomatologia
tan severa como las piantas de Xanthosoma, por lo
cuai se utilizéd esta altima aracea para efectuar las
purificaciones

En la Figura 2 se muestran plantas de Philoden-
dron selloum inocuiadas, fas que presentaron los sin-
iomas Lipicos de la infeccién con DMV (12)

Luas preparaciones at microscopio electronico muos-
traron que ¢l tamafio de las particulas virales era
750 nm y corresponde con lo descrito por Zettler
para el DMV (12) La mayor cantidad de particulas
virzles se encontrd en plantas que presentaron lu sin-

tomalologia de Tipo 3. Los extractos de plantas que
presentaban alguno de fos tres tipos de sintomatolo-
gia descritos en la Figura 1. reaccionaron positiva-
mente contra el antisuero del DMV de Florida La
inmunomicroscopia electronica mostrd una altisima
concentracion de virus inicamente en las rejillas trata-
das con antisuero de Florida (Figura 1), pero no en
los controles, que consistieron en rejillas no {ratadas
con el antisuero del DMV

Purificacién del virus

En la purificacion del virus a partir de hojas ma-
duras de tiquisque, el mueilage constituyd un proble-
ma. pues precipitaba con el PEG formando una masa
de la cual era imposible recuperar el virus; esto pudo
ser obvizdo utilizando hojas muy jovenes. Bl examen
al microscopio electronico del material obtenido des-
pués de la primera precipitacion con PEG, mostré que
estaba constituido por impurezas y particulas flexuo-
sas de 750 nm semejantes a las del DMV

Lste material pudo liofilizarse y resuspenderse
algunos meses después sin que el tamafio de las par-
treufas sufriers cambios apreciables La centrifuga-
¢ién posterior del virus en CsCl dio origen a una sola
banda centrifugacional localizada a vna densidad de
13 %02 g/em® El método de precipitacion con
PEG demostid ser el mas elicaz pars recuperar el
virus DMV del CsC1 Las preparaciones del DMV puro
presentaron una relacion 260/280 de 1 11-1.19 Estos
vafores coinciden con los reportados por Noordam
{9) para los potyvirus y por Abo-Elnil (2} pars el
DMV.F]

Fig 1 Sintomatologia foliar de plantas de Xenrhosoma spp asociada a la infeceidn del DMV A)Y Clorosis severa de lus venss que toman
Ia apariencia de plumas blancas B) Mosaico que consiste en grandes dreas levemente clordticas C) Clorosis generalizada en las
areas intervenales, acompafiada frecuentemente de deformacion foliar
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Serologia

El antisuero preparado contr el virus pusificada
reacciond tanto con el virus como con extracto de
plantus infectadas no asi con el de plantas sanas

En estudios comparativos con el antisuero de
Florida, se notaron diferencias serolégicas entie las
cepas de Costa Rica y Florida. Estos resultados serdn
descritos por separado

Conclusion

Lz nueva metodologia para aislar el DMV descrita
en este trabajo permite 1 obtencion de preparaciones
virales de alta concentracion y pureza bslo hizo po-
sible 1z preparacidn de antisueros de titulo elevado.
que facilitarin en adelante los trabajos de diagnds.
tico del virus tante er materiales provenientes del
campo como en plantas obtenidas por cultivo de
meristemos. en trabajos de limpieza de cultivares in-
fectados por el DMV La disponibilidad de prepasa-
ciones apropiadas del DMV facilitard también por
otra parie. los estudios sobre aspectos de la biologia
molecular de este virus que se han viste serinmente
fimitados hasta el presente por la fatta de dichos ma-
teriules.

Resumen
Fig 2 Simomas tipicos de la inteccidn con DMV en una
hoju de Phitodcudron setlowm k| presente trabajo describe el aislamiente y puri-
ficacion del virus del mosaico del ~dasheen™ (DMV}
en Costa Rica El virus fue identificado con base en
la sintomatologia producids en plantas de tiquisque
(Xanthosoma) vy malanga {Colocasiay a las varacte-
risticas morfelogicas de vicus examinado al micrasco-
pio electronico y 2 su reaccion con un antisuero del
DMV de Florida Un nuevo méiode de purificacion
dei virus utilizado en este frabajo. permite por primera
vez la obtencion de preparaciones virales de alta con-
centracion y pureza. que facilitardn trabajos subsi-
guientes de diagndstico y biologla molecular del
virus
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