Nota Técnica

A): 151-155. 1991.

DETECCION DEL VIRUS DEL MOSAICO DEL DASHEEN
EN ARACEAS POR LA TECNICA DE RADIOINMUNOENSAYO!

Ileana Salazar *
Astrid Roy **
Luis Gémez *
Oscar Arias *

ABSTRACT

Detection of Dasheen Mosaic Virus (DMV) by the radioimmunoassay
(RIA) technique. The RIA technique on polystyrene plates was optimized to
detect DMV in aroid plants, either produced in vitro or from the field. Different
antigen and antibody dilutions, as well as incubation temperatures were tested.
Best results were: for un-labeled antibody, 24 hr incubation at 4°C with a
1:1000 dilution; for the antigen, 1 hr incubation at 37°C with a 1:10 dilution;
and for the I125-labeled antibody, 6 hr incubation at 40°C with 1:10 dilution.
Preliminary observations were made on different Xanthosoma leaf areas sho-
wing either evident symptoms or healthy appearance; this test gave an idea of
virus distribution and degree of infection of the plant. Mechanical transmission
to Xanthosoma and Dieffenbachia plants confirmed the RIA results. The data
obtained show that the RIA technique is precise and reliable for the diagnosis of

DMV in aroids.

INTRODUCCION

La produccién de los géneros comestibles
de 1a familia Araceae, Xanthosoma sp. (tiquisque)
y Colocasia (fiampi o chamol), se ha incrementa-
do en Costa Rica en los tltimos afios, gracias a las
condiciones favorables del mercado exterior que
ofrecen los grupos étnicos residentes en los
Estados Unidos. En Costa Rica, el drea sembrada
en 1989 fue de aproximadamente 800 ha, y se
proyectan incrementos anuales de siembra entre
30 y 40% para los préximos 5 afios (Rodriguez y
Weisleder, 1989). El aumento en las 4reas de
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siembra también ha traido una mayor incidencia
de enfermedades, entre las que se destaca el virus
del Mosaico del Dasheen (DMV).

El DMV fue descrito por Zettler (1970) y
afecta principalmente géneros de la familia
Araceae de importancia agricola en la produccién
de cormelos comestibles, o bien, plantas de inte-
rés en la horticultura ornamental. Este virus perte-
nece al grupo de los Potivirus; posee particulas
alargadas de aproximadamente 750 nm, una tem-
peratura de inactivacién de 60 a 65°C y una lon-
gevidad in vitro de 75 horas (Zettler, 1970).

Los sintomas pueden variar de muy seve-
ros, como en Richardia, Zantesdeschia, Die-
ffenbachia y Xanthosoma, a poco evidentes,
como en Aglaonema y Spathiphyllum. En gene-
ral, consisten en una clorosis severa en las venas,
que toman la apariencia de plumas blancas, oca-
sionando un mosaico que consiste en grandes
dreas levemente cloréticas y clorosis generaliza-
da en 4reas intervenales, acompafiada a veces de
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deformacién foliar 0 un corrugamiento en las
hojas (Zettler y Hartman, 1987).

Sus vectores naturales son Aphis gossypii,
A. craccivora y Myzus persicae, los cuales trans-
miten el virus a través del estilete en forma no
persistente y pueden encontrase en cualquier sitio
donde haya ariceas cultivadas. El 4fido del bana-
no, Pentalonia nigronervosa, que a menudo se
encuentra donde hay ariceas, no trasmite el DMV
(Zettler y Hartman, 1987). Su distribucién es
mundial, pues se ha reportado en todos los conti-
nentes. Tanto el incremento del intercambio inter-
nacional de plantas de la familia Araceae como el
aumento de las dreas de cultivo para fines de
exportacion, han provocado una mayor incidencia
del virus, quedando en evidencia de esta manera
la magnitud del problema fitopatélogico.

Las siembras tradicionales a base de cormos
han probado ser la mayor fuente de diseminacién
viral, por lo tanto, la produccién de semilla sana
por medio de cultivo de tejidos permitiria elimi-
nar este problema en las nuevas plantaciones.

Debido a la falta de un procedimiento para
la deteccién de este virus en Costa Rica, se inicia-
ron estudios para la implementacién de una técni-
ca que permitiera el diagnéstico viral efectivo de
gran nimero de plantas producidas in vitro y pro-
venientes de campo.

La técnica del radioinmunoensayo (RIA)
ofrece una combinacién tnica de especificidad,
sensibilidad, precisién y comodidad para la
microdeterminacién de proteinas epecificas en
mezclas no fraccionadas, debido a que permite la
medicién de un antigeno en solucién a concentra-
ciones de picogramos (10°12 g) (Hunter, 1978).

Los objetivos de este trabajo fueron estan-
darizar la técnica del RIA para la deteccién del
DMV en plantas de la familia Araceae, y conocer,
preliminarmente, la distribucién del virus en la
planta, con miras a la produccién de semilla sana
por medio de cultivo de tejidos.

MATERIALES Y METODOS

En esta investigacién se trabajé con anti-
cuerpos policlonales contra el Virus del Mosaico
del Dasheen (DMYV), producidos en conejo con un
titulo de 1:512 en pruebas de microprecipitacién.
Los anticuerpos se purificaron en una columna de
proteina A sepharosa (SIGMA) (Hunter, 1978).
De estos anticuerpos se tomaron alicuotas de 50

ul que se reservaron y se marcaron con 1125 por
el método de cloramina T (Hunter, 1978). En
todos los casos, los anticuerpos se adsorbieron en
placas de poliestireno (Immunolon Dynatech
Lab., Alexandria VA.).

Los antigenos de referencia fueron purifica-
dos de Colocasia esculenta y Xanthosoma sp.

Se probaron diferentes diluciones para el
anticuerpo no marcado (1:25, 1:50, 1:100, 1:500,
1:1000) y para el anticuerpo marcado (1;5, 1:10 y
1:25). Para cada una de estas diluciones de anti-
cuerpo se determiné la temperatura 6ptima de
incubacién, probando 4, 37 y 40°C. Se probé
tanto el volumen de anticuerpo como el de antige-
no necesario en cada pozo: 200, 100, 75, 50
microlitros. También se determinaron los tiempos
de incubacién m4s apropiados para cada anticuer-
po y para el antigeno (1, 4, 6, 12, 24 horas). Se
probaron diferentes tampones para procesar las
muestras: tampén de fosfatos (0,2M pH 7,4), tam-
p6én de fosfato-salina (0,15M pH 7,4 (PBS)),
hidrocloruro de tris (hidoximetil) aminoetano
(Tris-HCI), y agua.

El anticuerpo se adsorbié en placas de 96
huecos (Immunolon Dynatech Lab., Alexandria
VA.); después de la incubacién se lavaron las pla-
cas con la solucién tampén PBS y se procedié a
optimizar la concentracién de antigeno (Clark y
Adams, 1977; Voller et al., 1976).

Las muestras se tomaron de plantas obteni-
das por cultivo de meristemas creciendo in vitro,
plantas cultivadas en invernadero provenientes de
cultivo in vitro y plantas provenientes de semilla
convencional. Se colectaron hojas de plantas con
apariencia sana y con sintomatologia evidente. De
cada una se tomaron muestras de diferentes sec-
ciones de hoja y de diferentes pesos (40; 1; 0,6;
0,2 y 0,1 g). Las muestras se trituraron con la
ayuda de un mortero o de un homogenizador de
tejidos.

Se realizé también un ensayo biolégico, en
el que se tomaron extractos puros de plantas de
Xanthosoma que habfan dado positivas segiin la
técnica de RIA, se prepararon en diferentes solu-
ciones tampén y se frotaron sobre hojas previa-
mente tratadas con carborundum 600 (Rana et al.,
1983). Las pruebas se hicieron en plantas de
Philodendrum sellum, Dieffenbachia y
Xanthosoma sp. Estas plantas permanecieron en
el invernadero y se examinaron cada 7 dias duran-
te 4 meses y luego se volvieron a evaluar utilizan-
do la técnica de RIA.



SALAZAR et al.: Técnica RIA en ariceas 153

RESULTADOS Y DISCUSION

En el Cuadro 1, se observan las temperatu-
ras y los tiempos éptimos de incubacién.

La dilucién 1:1000 para el anticuerpo sin
marcar permitié una buena discriminacién ‘entre
positivos y negativos. Esta discriminacién se rea-
liz6 por medio de la siguiente férmula; se multi-
plicé el promedio de los negativos més altos por
un factor de 2 o de 1,5 y se obtuvo el valor limite,
a ese valor se le sumé o se le resté el 10% del
valor limite, para determinar la zona dudosa.

La dilucién de 1:10 para el anticuerpo mar-
cado demostrd ser la mas apropiada, ya que per-
mite trabajar por més tiempo antes de que el is6-
topo decaiga.

Los datos obtenidos de las diferentes sec-
ciones de hojas y del tallo probadas por la técnica
de RIA (Cuadro 2) dieron una idea de la distribu-
cién del virus y del grado de infeccién de la plan-
ta. Se encontr6 que cuando la muestra proviene
de una planta con cormo enfermo con DMV,
puede presentar tanto hojas con sintomas eviden-
tes como hojas sanas; ambos tejidos, al realizar-
les la prueba de RIA dan reaccién positiva, lo
que puede sugerir una infeccién sistémica con
una distribucién viral desigual. Cuando la planta

Cuadro 1. Tiempos, temperaturas y diluciones éptimas para
la deteccién del DMV en ardceas por medio de la

técnica de RIA.
;fn’o 24 horas 4C 1:1000
Ag 1 hora 37°C 1:10
Ac+1125 6 horas 402C 1:10

Cuadro 2. Relacién entre la sintomatologia y la presencia del
DMV en hojas de tiquisque blanco.

Seccién de la hoja Presencia

Con sintomas (hoja sistémica)
Lejos del sintoma (hoja sistémica)
Vena central (hoja sistémica)
Vena central (hoja sana)

Planta sana

Clorosis generalizada

Planta corrugada

Planta in vitro

Lejos del sintoma (hoja sistémica)
Hoja sin sintomas proveniente de planta con
otras hojas con sintomas

Fr+rrr+++

+

presentd sintomas localizados en una o varias de
las hojas de la planta, dieron positivas sélo las
secciones de hoja més adyacentes al sintoma, lo
que sugiere una infeccién reciente debida a 4fi-
dos, y un movimiento viral restringido a un 4rea.
Las plantas que presentaron una sintomatologia
corrugada en las hojas siempre dieron positivas a
la prueba de RIA. El hecho de que estas plantas
no presentaran la plumilla tipica de la sintomato-
logia viral causada por el DMV podria tener
varias explicaciones, entre ellas una concentra-
ci6n viral diferente, diferentes cepas del DMV,
condiciones fisiolégicas especiales en el momento
de la infeccion, etc.; la determinaci6n de la causa
de la diferencia en sintomatologia se dejé para
futuros trabajos debido a que no formaba parte de
los objetivos de esta investigacién.

Se puede decir que las secciones de hojas
son una fuente confiable de material para la detec-
cién del DMV por medio de la técnica de RIA,
pero se debe ser cuidadoso, cuando se toma la
muestra, para no tomar secciones u hojas en las
que la concentracién de virus esté por debajo del
nivel detectable; se recomienda la realizacién de
pruebas a varias hojas y secciones de éstas para
poder tener resultados fidedignos. ,

La prueba de transmisién mecénica del
virus dio resultados positivos ya que a los 2 meses
se observaron los sintomas caracteristicos causa-
dos por la infeccién viral tanto en Xanthosoma
como en Dieffenbachia, como se puede observar
en la Figura 1.

La técnica de cultivo de meristemas, ha pro-
bado ser muy eficiente en la limpieza de plantas
afectadas por el DMV y la técnica de RIA demos-
tr6 ser precisa y confiable para el diagnéstico
viral, lo que le permite servir de respaldo para el
programa de "semilla” sana en Ariceas comesti-
bles que se estd impulsando en Costa Rica.

RESUMEN

Se estandarizé la técnica de RIA con el pro-
posito de usarla para detectar el Virus del Mosai-
co del Dasheen en plantas de la familia Araceae,
producidas in vitro y provenientes del campo.

Se probaron diferentes diluciones de antige-
nos y anticuerpos, y diferentes temperaturas de
incubacién. Los mejores resultados fueron: para
el anticuerpo sin marcar, 24 horas de incubacién a
4°C con una dilucién de 1:1000; para el antigeno,
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1 hora de incubacién a 37°C con una dilucién de
1:10 y para el anticuerpo marcado con 1125, 6
horas de incubacién a 40°C con una dilucién de
1:10.

Se hicieron observaciones preliminares
sobre diferentes zonas de la hoja de tiquisque, que
presentaban sintomatologia evidente o apariencia
sana; esta prueba dio una idea de la distribucién
del virus y del grado de infeccién de la planta. Se
realizaron también ensayos bioldgicos para corro-
borar los resultados del RIA.

Los datos obtenidos demostraron que la téc-
nica de RIA es precisa y confiable para el diag-
néstico viral del DMV en aréiceas.
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