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Resumen

El Cordén de San Francisco (Leonotis nepetifolia) es una planta ornamental introducida a
nuestro pais probablemente de Sudafrica. Esta planta se utiliza principalmente como follaje
seco en arreglos florales. Eventualmente se cultivo en el Valle de Atlixco, pero actualmente
sobrevive como maleza en los mérgenes de los canales de riego, en donde crece en colonias
mas o menos densas. Esta planta es resistente a condiciones de sequia, suelos alcalinos y
pobres; su propagacién es por semilla, la cual se produce abundantemente y tiene una
viabilidad muy alta. El Cordon de San Francisco no es competitivo con los cultivos de Ia
region, pero se han localizado colonias de plantas que manifiestan clorosis, mosaicos de
color amarillo, enanismo y proliferacion de hojas, sintomas al parecer de origen viral. Estas
colonias crecen v estdn asociadas a cultivos de cebolla, alfalfa, frijol ejotero, tomate de
cascara, gladiolo, crisantemo, terciopelo, cempoaxdéchitl, calabaza y numerosas especies
menores, varias de las cuales son afectadas por diversos virus. Por las caracteristicas antes
descritas, es probable que varios de los virus que afectan a los cultivos sefialados se
encuentren y sobrevivan en las plantas de L. nepetifolia en el Valle de Atlixco, por lo que el
objetivo del presente trabajo fue caracterizar a los virus que afectan al Cordén de San
Francisco en Atlixco Puebla.

Se colectaron plantas de L. nepetifolia con sintomas de mosaicos de color amarillo,
enanismo y proliferacién foliar. Los virus se separaron por transmision mecénica de tejidd
enfermo macerado en solucion amortiguadora de fosfatos-DIECA 0.01 M, pH 7.0, se
realizaron pruebas de transmision por medio del afido Myzus persicae a rango de
hospedantes diferenciales ¢ indicadoras; pruebas seroldgicas de ELISA (Agdia Co.),
microscopia electrénica, asi como andlisis electroforética de RNA de doble cadena
(RNAdc) que permitieron establecer la presencia de tres virus.

Se separaron por transmision mecanica a tres virus. El primero caus6 moteado y mosaico
en plantas de tabaco (Nicotiana tabacum y N. occidentalis), alfalfa (Medicago sativa),
chicharo (Pisum sativum) 'y moteado sistémico en melon (Cucumis melo), pepino (C.
sativﬁs) y en calabaza gray zuchinii (Cucurbita pepo); lesiones clordticas locales en
Chenopodium quinoa y Chenopodium amaranticolor; en Datura stramonium se observd
moteado sistémico ligero. Las pruebas serolégicas de ELISA, la extraccion y electroforesis

de RNAdc en geles de poliacrilamida al 6% y la microscopia electronica indicaron que el



patégeno separado era el virus mosaico del pepino CMV (Cucumber Mosaic Virus.
Cucumovirus). Otro virus aislado causé lesiones locales necréticas y después mosaico
sistémico severo con deformacién de hojas apicales en Chenopodium quinca y C.
amaranticolor y Gomphrena globosa. Datura stramonium no presentd ninguna clase de
sintomas por inoculacidén mecénica. Las pruebas serolégicas de ELISA, la microscopia
electronica, la extraccién y electroforesis de RNAdc en geles de poliacrilamida 6%,
confirmaron que este virus es el virus mosaico de la alfalfa. AMV (Alfalfa Mosaic Virus.
Alfamovirus). Estos dos virus fueron transmisibles en 100% a diversas plantas del rango de
hospedantes utilizando al vector Myzus persicae. El tercer virus aislado causé lesiones
clordticas locales en Chenopodium quinoa, C. amaranticolor L. nepetifolia, lesiones
necréticas locales en Phaseolus vulgaris, Nicotiana tabacum var. xanthi y N. glutinosa.
Mosaico y deformacion foliar en Pisum sativum, mosaico ligero en Lycopersicon
esculentum, mosaico intenso y deformacién foliar en Nicotiana occidentalis, entre otros.
Las pruebas serologicas ELISA, la microscopia electrénica, la extraccion y electroforesis
de RNAdc indicaron que el virus aislado es el Virus Mosaico del Tabaco. TMV (Tobacco
Mosaic Virus. Luteoviridae). Los andlisis electroforéticos de RNAdc mostraron la
presencia de un RNA de bajo peso molecular asociado al CMV que probablemente
corresponda al CARNA-5 y que no pudo ser aislado.

La deteccion de CMV, AMV y TMV infectando a Leonotis nepetifolia indicd que esta
planta es un hospedero alterno muy importante para la sobrevivencia y como fuente

primaria de indculo de los tres virus.



I.- Imtroduccion

Los virus han sido reconocidos como entidades bioldgicas desde hace aproximadamente
cien afios. El primer reporte que los presenté como unidades pequeiias y con identidad
hereditaria propia aparecié en 1898 cuando M.W. Beijerinck describié al virus mosaico del
tabaco (TMV) y F. Loeffler identific6 otros virus responsables de enfermedades en
animales. Durante los cincuenta afios siguientes se descubrieron una gran cantidad de virus
de plantas, animales y de bacterias, se corrobor6 su capacidad de atravesar filtros a prueba
de bacterias, se desarrolié el concepto que los considera parasitos intracelulares obligados.
En 1935, W. M. Stanley aislé y purificé al TMV y le considerd constituido por proteinas,
dos afios después, F.C. Bawden y N.W. Pirie reportaron la presencia de acidos nucleicos en
el mismo virus. Fue hasta 1952 cuando los experimentos de Hershey y Chase con
Escherichia coli y con un fago de la serie T, demostraron la capacidad infectiva del DNA
del fago y en 1956 cuando se demostré la infectividad del RNA del TMV, estos
experimentos ademds ayudaron a establecer la naturaleza del material genético. Durante
este periodo se desarrollaron por separado la virologia vegetal y animal hasta 1955 cuando
se consideré a la virologia como una disciplina unificadora dade que se reconocid que
todos los virus poseen caracteristicas fisicoquimicas y estructurales comunes (Luria et al.
1978).

Los virus consisten de 4cido nucleico (RNA o DNA) envuelto por una capside de
naturaleza proteica. Los 4cidos nucleicos contienen la informacién necesaria para la
replicacién y diseminacién viral utilizando parte del sistema enzimético de bacterias,
plantas, animales u hongos. Alrededor del 99% de los virus que infectan plantas almacenan
su informaci6n genética en moléculas de RNA, por o cual durante mucho tiempo se creyd
que los virus de vegetales exclusivamente poseian RNA de cadena sencilla (RNAcs) o de
doble cadena (RNAdc), sin embatgo, en algunos de los Caulimovirus y en Geminivirus la
informacidn genética estd almacenada en moléculas de DNA de doble cadena (DNAdc) y
de cadena sencilla (DNAcs) respectivamente. Los genes o marcos de lectura (Open
Reading Frames) de algunos virus de RNA estén contenidos en una sola molécula; a éste
tipo se le conoce como monopartitas, otros, de RNA o DNA, ﬁenen sus genes distribuidos
en dos 0 mas moléculas o componentes y se les conoce como bipartitas, tripartitas o

multipartitas.



La capside viral estd constituida por subunidades o mondmeros proteicos cuyo arreglo
determina la morfologia del virus al microscopio electronico. Vistos asf, los virus de
plantas aparecen como isométricos (esféricos o icosahédricos), baciliformes o en forma de
varilla alargada rigida o flexible. El tamafio de los primeros puede oscilar entre 17 y 70
nanometros (nm), el de los baciliformes generalmente alrededor de 300 nm y finalmente los
virus en forma de varilla pueden medir hasta 2000 nm de longitud. (Walkey 1985).

Los virus de plantas hasta hace algunos afios eran agrupados y nombrados con base en el
hospedante principal y en la enfermedad producida, a partir de 1976 los criterios en los que
se basa su clasificacién han sido modificados. Actualmente la clasificacién atiende a la
naturaleza molecular del genoma viral, al nimero (1 o 2) de filamentos que constituyen a la
moiécula hereditaria, a la facilidad para la transcripcion reversa y a la polaridad del
genoma. Siguiendo estos criterios los virus estan clasificados en 233 géneros, de los cuales
204 pertenecen a 64 familias y los 29 restantes no han sido asignados a taxones superiores.
Se reconocen 3 ordenes: Caudovirales, virus de DNA doble cadena (DNAdc), con tres
familias (Myoviridae, Siphoviridae y Podoviridae), Mononegavirales, virus de RNA de
cadena sencilla (RNAcs) de sentido negativo que infectan animales o plantas, y que incluye
cuatro familias (Paramyxoviridae, Rhabdoviridae, Filoviridae y Bornaviridae} y el érden
Nidovirales, virus de RNAcs de sentido positivo, con dos familias (Coronaviridae y
Arteviridae). Al menos 64, la mayoria de RNA, de los 233 génetros reconocidos, tienen
representantes que infectan a plantas cultivadas o silvestres (Pringle 1999).

Casi todas las plantas cultivadas en el mundo son susceptibles a la infeccién de virus o de
agentes relacionados con ellos (virus cripticos, virus satélites, RNA satélite, etc.) sufriendo
una disminucién en la cantidad y/o en la calidad de sus productos. En cultivos anuales,
como los cereales, la infeccidn viral puede ocasionar la pérdida total de los cultivos en una
estacién particular; mientras que en los cultivos perennes, las infecciones virales pueden
causar pérdidas més severas ya que los drboles infectados pueden pasar desapercibidos y
permanecer asi toda su vida permitiendo la diseminacion de la enfermedad. Ademas,
cuando son detectados lc;s arboles enfermos deben eliminarse y con frecuencia el terreno
no puede ser resembrado con la misma especie durante espacios temporales prolongados

(Stevens 1990).



En la naturaleza los virus requieren para sobrevivir de una sucesién de hospedantes
susceptibles en los que puedan multiplicarse, asi como de mecanismos de transmision
efectivos que les permitan diseminarse de una planta a otra para generar las virosis en los
cultivos. En el inicio y desarrollo de muchas enfermedades virales es tan importante la
presencia y distribucién de hospedantes silvestres como la presencia de los vectores que
permiten su diseminacioén. El inéculo primario de virus puede provenir de distintas fuentes,
en ocasiones puede ser de plantas del mismo cultivo, de plantas de diferentes cultivos o de
malezas internas o circundantes al cultivo o incluso alejadas de éste. Las malezas
circundantes pueden actuar como fuente de indculo primario al permitir que los virus
persistan de un ciclo de siembra a otro. De esta manera el conocimiento de las fuentes de
indculo primario y de los mecanismos utilizados por los virus para su diseminacién en los
cultivos son aspectos importantes para el disefio y establecimiento de medidas de control de
las enfermedades virales (Rocha 1985, Walkey 1985).

La transmisién de virus més comin en la naturaleza se da cuando insectos, hongos y/o
nemdtodos primero se alimentan o se reproducen en plantas con virosis sistémica y
posteriormente en plantas sanas (Carter 1973). Entre los biovectores, los insectos son el
grupo mas importante en la transmisidon de virus de importancia econdémica: de 381
especies de animales vectores, aproximadamente el 94% corresponden al phylum
Arthropoda y el 6 % al Nematoda. El 99 % de los artropodos vectores son insectos y de
éstos 70% pertenece a los drdenes Homoptera y Aphididae (Harris 1981). La transmision
de virus por afidos se ha agrupado en no persistente, persistente circulativa, persistente
propagativa y semipersistente dependiendo del tiempo de adquisicién, de retencién y de la
fase de latencia y transmision (Stevens 1990).

Una vez que los virus han sido transportados de una planta a otra por medios naturales o
artificiales y que se han introducido a las células del hospedante, la particula se
desensambla y su programa genético se empieza a expresar con la ayuda del equipo
enzimatico de la célula. De esta 'manera se inicia el proceso que culmina con la
multiplicacion del virus y con su diseminacién de una célula a otra o de una planta a otra.
Las estrategias utilizadas para la replicacién viral varian con la naturaleza de la molécula
que almacena la informacidn genética. Por ejemplo, el RNA de los virus de RNA de

cadena sencilla (RNAcs) de sentido positivo, como el virus mosaico de la alfaifa (AMV), es



copiado en filamentos negativos que sirven como moldes para la sintesis de mds cadenas
positivas que en las etapas tempranas de la infeccién pueden ser traducidas o incorporadas
en cépsides en la etapa tardia (Nassuth et al 1983, Nassuth and Bol 1983). En los virus de
RNA de sentido negativo (Mononegavirales) el material genético sirve para la generacion
de RNA mensajeros que serdn traducidos durante la etapa temprana, mientras que en la
etapa tardia el mismo filamento negativo serd replicado para su incorporaciéon en las
capsides (Conzelmann 1998),

El movimiento viral a través de la planta puede realizarse de dos maneras: de célula a célula
adyacente via plasmodesmos, con velocidades de micras por hora o bien de hoja a hoja via
floema y con velocidades de centimetros por hora. En estos procesos se requiere de la
interaccion de proteinas virales y hospedantes. Algunos virus (p. ej. bromovirus, comovirus,
carmovirus y cucumovirus) requieren de la proteina del movimiento (MP) y de la proteina
de la capside (CP) para trasladarse de una célula a ofra, mientras que otros (p. €j.
tobamovirus y tobravirus) también requieren de las proteinas para el movimiento de un
brgano a otro via floema (Séron et al. 1996). Para la diseminacién o movimiento de los
virus de una planta a otra, dada su incapacidad para penetrar la cuticula del hospedante y
establecer la infeccién por si mismos, se requiere de una herida que se puede lograr
mediante contacto directo, injertos naturales y artificiales, vectores habitantes del suelo
(hongos o nematodos} o por vectores aéreos (insectos o dcaros} (Rocha 1985, Walkey
1985).

En México se han detectado y descrito diversos virus en cultivos de frijol, maiz, trigo,
cebada, tomate, chile, tomate de céscara, papa, papaya, pepino, melén y sandia entre otros.
Pueden citarse como los més importantes, por su distribucién, tipo de hospedantes y por las
pérdidas econdmicas que causan el: virus mosaico del tabaco (TMV), €l jaspeado del
tabaco (TEV), el de la mancha anular del tabaco (TRSV), el huasteco del chile (PHV), el
mosaico de la sandia variantes 1 y 2 (WMS-1 y WMS-2 respectivamente), el mosaico del
pepino (CMV), el mosaico de la calabaza y el mosaico amarillo de la calabaza italiana
zuchini (ZYMV) entre otros (Alvizo y Rodriguez 1987).



I1.- Revision de literatura

En Meéxico la informacién en torno a los virus que infectan a las especies de interés
econdmico se empez6 a generar a partir de los afios sesenta. Actualmente se tienen bien
caracterizados los virus y cuantificados los dafios que ocasionan en los distintos cultivos y
en las distintas zonas agricolas del pais. A continuacién se presenta una revisidén de los
virus que afectan a los cultivos anuales de México.

La caracterizacion de los virus implica la combinacién de diversos métodos. En la segunda
parte de esta seccion se hace una breve presentacion del fundamento de cada uno de ellos,

también se mencionan las ventajas y desventajas que presentan.

II.1.- Los Virus de las plantas anuales cultivadas en México.

II.1.1- Virus de Gramineas

La importancia de las gramineas en México se refleja en el drea destinada para su cultivo:
12 194 039.8 Ha. Las especies mas importantes son: maiz (Zea mays), arroz (Oryza sativa),
trigo (Triticum aestivum), cebada (Hordeum sativum), avena (dvena sativa), sorgo
(Sorghum vulgare) y alpiste (Phalaris canariensis) (INEGI 1997).

En el mundo se han reportado cerca de 40 virus que infectan el maiz (Damsteegt 1977), en
Meéxico los primeros reportes se dieron a finales de 1960 cuando se observaron plantas con
sintomas que en 1973 fueron relacionados con el virus mosaico enanismo del maiz
(MDMV) (Nobmann 1973) v en 1980 con el virus rayado fino del maiz (MRFV) (Rocha et
al 1980). A su vez, entre 1979 y 1980 se identific6 al virus mosaico del maiz (MMV)
(Rocha et al. 1982); finalmente, en 1982 se identificé al virus moteado clordtico del maiz
(MCMYV) (Tapia 1986).

Los dafios ocasionados por el virus MRFV varian en funcién del genotipo del hospedero y
de las condiciones climéticas, entre otros factores. Se ha establecido que si la infeccion se
realiza en estado de plantula se puede alcanzar una reduccién en el rendimiento del 92% y
que este virus se encuentra ampliamente distribuido en importantes dreas maiceras de los
estados de México, Veracruz, Tabasco, Morelos, Nuevo Le6én, Michoacin, Jalisco,
Tlaxcala, Hidalgo Zacatecas, Puebla y Guanajuato (Rocha 1981).



En nuestro pafs la incidencia del MDMYV fluctia de 10 a 30% y puede ocasionar una
disminucién en la productividad de hasta 61% cuando es inoculado en plantas de dos hojas.
Tiene una distribucién extensa en los estados de Jalisco, Guanajuato, México, Michoacan,
Querétaro, Veracruz, San Luis Potosi, Nuevo Ledn, Sinaloa, Morelos y Tamaulipas. Se ha
establecido que para su diseminacién el “zacate johnson™ es un hospedero invernante muy
importante, dado que a partir de ¢l, algunos 4fidos lo diseminan de manera extensiva
(Nobmann 1973).

El virus mosaico de maiz (MMV) ha ocasionado infecciones del 20 al 70% en el sureste de
Meéxico (Campeche, Chiapas, Tabasco y Yucatan) disminuyendo la produccion al reducir el
tamarfio y el llenado de la mazorca (Rocha et al. 1982).

Los dafios ocasionados por el virus moteado clordtico del maiz MCMV son més severos
(hasta 70%) cuando se encuentra en complejos con el VMEM o con virus mosaico del
rayado del trigo (TRMV) y se ha identificado en los estados de Guanajuato, Michoacan,
Querétaro y Veracruz (Delgadillo 1987).

Solamente se han reportado dos virus que infectan al resto de gramineas: el virus mosaico
estriado de la cebada (MECV) y el virus del enanismo amarillo de la cebada {(VEAC). Aln
cuando también se ha encontrado al VEAC en trigo y avena, la cebada es el hospedero
principal, alcanzando en este cultivo las pérdidas en el rendimiento hasta el 75%, sin
embargo en los estudios de invernadero en México se ha calculado un 32% méximo. El
VEAC es responsable de la virosis de mayor importancia mundial, ataca a todos los
cereales de grano pequefio (trigo harinero, trigo duro, cebada, avena vy triticale) y ademas
infecta al menos a 100 especies de las gramineas (maiz y arroz entre ellas). En México s le
ha reportado con mayor incidencia en cebada, afin cuando también se le encuentra en trigo,
sin embargo no se han realizado estudios que establezcan la disminucién del rendimiento

generada por este virus (Burnett y Gilchrist 1987).

I1.1.2.- Virus de Leguminosas

Las especies de esta familia cultivadas en México son: cacahuate (drachis hypogaea),

chicharo (Pisum sativum), ebo (Vicia sativa), frijol (Phaseolus vulgaris), gartbanzo (Cicer



arietinum), haba (Vicia faba), jicama (Pachirrizus erosus), lenteja (Lens esculenta) y soya
(Glycine max). La superficie sembrada en el ciclo 1990-91 alcanzé los 34 624 321.8 Ha, de
las cuales 8.12% corresponden al frijol (INEGI 1997).

Las enfermedades virales, al disminuir la produccién en algunas dreas agricolas, son
consideradas una de las limitantes més importantes para el cultivo de leguminosas. De los
16 virus que se han reportado a nivel mundial, en México se encuentran en forma extensiva
los 4 siguientes: Virus del mosaico comtin (BCMV), del mosaico surefio (BSMYV), del
mosaico dorado (BGMV) y el virus del moteado clorético del frijol (BYSV).

El virus del mosaico comtin del frfjo] (BCMV) se encuentra ampliamente diseminado en las
zonas tropicales y semitropicales de México en donde no se le considera limitante en la
produccidn, la excepcién se presenta en la regién de El Bajio, donde la superficie sembrada
en ¢l ciclo primavera ha disminuido asi como los rendimientos unitarios de la variedad Flor
de Mayo (en 43%) (Lepiz 1986).

La enfermedad causada por el virus del mosaico dorado del frfjol (BGMV) se ha detectado
en las regiones del Golfo de México y en los estados de Nayarit y Sinaloa en donde se le
considera un problema serio dado que la incidencia oscila entre 80 y 100% (Jiménez 1987).
En la regién de las Huastecas, en las siembras con variedad Jamapa, el BGMV reduce la
produccién hasta 54%, mientras que en Sinaloa la disminucién fluctiia entre 30 y 40%. En
el estado de Sinaloa las pérdidas alcanzan el 30% en siembras de otofio-invierno y mas del
50% en las de invierno primavera (Lepiz 1986).

El virus del mosaico surefio (BSMV) ha sido reportado en las 4reas frijoleras del Centro,
del Golfo y del Noroeste de México en donde causa dafios menores (Jiménez 1987).

El virus del moteado amarillo también Hamado del moteado clorético del frijol (BYSV) ha
sido aislado de plantaciones del Noroeste, principalmente en Sonora y Sinaloa. Su efecto en
el rendimiento es leve, pero cuando se encuentra en asociacién con BSMV produce dafios
severos en los cultivos (Jiménez 1987).

Para el resto de las especies de esta familia cultivadas en México no existen reportes de
incidencia ni de dafios en la produccién, sin embargo en este trabajo se realizaron
muestreos en cultivos de haba en el estado de Puebla y se determiné la presencia, por
andlisis de RNA doble cadena (RNAdc), de AMV en plantas con “hojas arrosetadas” (datos

no presentados).



I1.1.3.- Virus de Cucurbiticeas

Las especies pertenecientes a esta familia actualmente cultivadas en Meéxico son: Cucurbita
pepo, C. mostacha, C. méxima, C, mixta, Cucumis melo, C. sativus Y Citrullus lanatus. A
nivel mundial se ha reconocido 2 las enfermedades virales como los principales obstdculos
en el cultivo de estas especies y se han reportado cerca de 30 virus y viroides que las
infectan de manera natural. En nuestro pais desde hace tiempo se han identificado los virus
que se encuentran con mayor frecuencia en estos cultivos en infecciones simples o en
combinaciones: el virus del mosaico del pepino (CMV), el virus mosaico de la calabaza
(SqMYV), virus del mosaico de la sandia (WMV-2), el virus de la mancha anular del papayo
(PRSV-8), el virus de la mancha anular del tabaco (TRSV) y el virus mosaico amarilio
zuchinni (ZYMV) (Alvizo y Rodriguez 1987).

En la década de los ochentas en México se reconocia al Valle de Apatzingan Michoacan
como la principal zona productora de mel6n (C. melo), el cultivo se inici6 en la década de
los cuarentas y tuvo su méaximo en los setentas. En el ciclo 1985-86 se sembraron 7580 Ha
que producian principalmente fruto con calidad de exportacion, sélo cinco afios después, en
el ciclo 1990 — 1991, se sembraron en el estado un total de 161.276 Ha (INEGI 1997), esta
drastica reduccion en la extension de terreno dedicadas a su cultivo ha sido atribuida por
varios autores a la incidencia de las enfermedades virales. En 1987 se realizaron muestreos
durante el ciclo otofio-invierno en 10 municipios del Valle de Apatzingan y se identificaron
ent infecciones simples y combinadas al WMV, CMV, TAMV (Delgadillo et al. 1987).

El sur de Tamaulipas es otra regién tradicionalmente importante en la produccién de melén
para exportacién. En ese estado aparecieron cultivos con sintomas atribuidos a virosis en
1988 y el rendimiento medio regional se redujo de 600 a 100 cajas’ha. Los virus
identificados por serologia fueron: CMV, SqMV, WMV-2, PAMV y TAMV los que se
encontraron formando cuatro complejos (Yanez-Morales y Delgadillo 1991).

En el Valle del Grullo y Autlan, Jalisco se sufrié una reduccién en la produccién de meldn
calidad exportacién del 95% en el ciclo 1983-84 incluso, las virosis, determinaron la
desaparicién de esta region como entidad productora (Garzén 1985).

En los Estados de Baja California, Guanajuato, Guerrero, Jalisco, Nayarit, Oaxaca, Sinaloa,

Tabasco y Veracruz se registraron hasta 1987 las virosis en melén y se atribuyeron a la
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participacion de los mismos patégenos que en los casos anteriores (Alvizo y Rodriguez
1987).

En el estado de Morelos, en 1994, mediante serologia (ELISA) se identificaron virus en
plantas de pepino y de calabaza zuchini en las zonas norte y sur del estado. Se reporté al
SqMV como el mas frecuente en los dos ciclos de cultivo anuales, seguido por el CMV y
ZYMY (Aguilar - Rios y Lozoya 1994).

En 1988 en la zona productora de calabaza variedad italiana y calabaza de guia de los
Mochis y Culiacdn Sinaloa, se observé un sindrome no reportado anteriormente en
cucurbiticeas. Los andlisis de este material permitieron determinar al geminivirus
enrollamiento de la hoja de la calabaza (SqLCV) como agente causal (Silva et al. 1994).

El cultivo de la calabacita tipo verde y tipo amarillo es de los mas explotados en el Valle
del Mayo Sonora, su produccién estd destinada en su totalidad a la exportacion.
Recientemente se observaron sintomas atribuidos a virosis en los cultivos. Se ha
determinado la presencia de los virus: CMV, WMV, ZYMV, SqMV y SqLCV, los cuales
en infecciones individual o en complejos limitan la produccién de frutos en fechas
tempranas y tardias evitando su colocacién en el mercado de exportacién (Ramirez —
Arredondo y Gallegos 1995). El virus enrollamiento de la hoja de la calabaza ha sido
asociado con las disminuciones del 40% en el crecimiento de plantas de calabaza y de hasta
70% en plantas de sandia observados en el mismo valle (Ramirez — Arredondo et al. 1995).
La Comarca Lagunera en Torreén Coahuila es la zona mexicana donde el cultivo de meldn
se realiza para comercializar en el mercado nacional. En esta zona se ha incrementado la
incidencia de enfermedades virosas y se ha reducido el rendimiento regional promedio de
20 a 6 ton/ha a partir de 1990. Entre los virus reportados, los més comunes en esta entidad
son: CMV, WMV, PRSV y SqMV (Aguilar - Rios 1994). En esta localidad se colectaron
63 muestras de malezas (Solanaceae, Malvaceae, Cruciferaceae, Leguminosae,
Compositae, Cucurbitaceae y Chenopodiaceae) y por serologia ELISA se determiné en 31
de ellas la presencia de al menos un virus, siendo CMV el més frecuente. Se ha propuesto
que los virus que afectan al melén en esta regién se mantienen en estas herbdceas durante el

invierno y que postetiormente son transmitidos por insectos vectores (Jiménez-Diaz 1996).
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I1.1.4.- Virus de Solansceas

Las especies cultivadas en México son: Chile (Capsicum annuum), Tomate rojo
(Lycopersicon esculentum), Papa (Solanum tuberosum), Tabaco (Nicotiana tabacum) y
Tomate verde o tomatillo (Physalis ixocarpa), de las cuales se cultivaron 299 679 Ha en e}
ciclo 1990-91 (INEGI 1997).

Por su distribucion en el pais y por las pérdidas econémicas que causan, fos virus mdas
importantes en tomate (Lycopersicon esculentum) son: virus mosaico del tabaco (TMV),
mosaico del pepino (CMV), jaspeado del tabaco (TEV), enanismo arbustivo del tomate
(TBSV), enchinamiento de la hoja del tomate (TCLV), mancha anular del tabaco (IRSV)y
el virus huasteco del chile (PHV). También se han identificado virus menos frecuentes: en
Puebla se identificé al Virus X de la Papa (PVX) (Rodriguez 1983), en Sinaloa se
determiné la presencia del virus de la marchitez manchada del tomate (TSWV) en cultivos
de Physalis sp. y malezas distribuidas por toda la regién (Verdugo 1989). En Morelos se
aisl6 y caracterizé al viroide de la Planta Macho del Jitomate PMTV (Galindo et al. 1982).
El TBSV fise reportado desde 1965 y asociado con la enfermedad “pinto del jitomate”; en
plantaciones del estado de Hidalgo ocasioné manchas en 29% de los frutos y disminuy6
entre 30 y 100% su valor en el mercado (Garzén 1987). En Autlan Jalisco, en 1986, ias
virosis en jitomate alcanzaron incidencia del 70 al 100% ¥y ocasionaron la desaparicién de
su cultivo para el siguiente ciclo (Martinez 1990).

En 1997 en Puebla a partir de cultivos de tomate de cascara {Physalis ixocarpa) se aislé e
identific6 un grupo de virus, entre los que s¢ encontraban algunos ampliamente conocidos a
nivel mundial: CMV, TEV, TRSV, TMV y geminivirus, ademss se encontraron otros hasta
entonces desconocidos o no descritos en nuestro pais: se aislo un virus, ficil de transmitir
mecanicamente y por injerto a solanaceas, que causé un mosaico y moteado amarillo
brillante (célico), al que se denomind Physalis célico virus (PhCaV) (De la Torre 1997).

En México, a partir de 1970 han aumentado los reportes de virosis en cultivo de chile, en
ese afio se identific en Guahajuato, Tamaulipas y Sinaloa al virus del jaspeado del tabaco
(TEV), posteriormente se le localizé en los estados de Jalisco y Veracruz. En Tamaulipas se
registraron dafios entre 10 y 100%, en Guanajuato se observaron lotes con incidencia del
100% y en Autlan Jalisco la incidencia alcanzé 90% (Garzén 1987).
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El virus del mosaico del pepino (CMV) se encontrd por primera vez, en cultivares de chile,
a mediados de los setentas en Tamaulipas, en ¢l El Bajio y en el Valle de Cualiacén
Sinaloa, actualmente se encuentra ademds diseminado en los estados de Sonora, Nayarit,
Michoacan, Morelos, Guerrero, Veracruz y Tabasco, donde frecuentemente se le ha
encontrado asociado a otros virus generando dafios que oscilan del 8% al 100% (Garzén
1987).

El virus que infecta a plantas de chile mds ampliamente diseminado en México es el
mosaico del tabaco (TMV), se le reportd por primera vez en 1974 en el Valle de Culiacén y
en el Bajio mexicano, actualmente se sospecha de su presencia en todas las dreas agricolas
del pais, sin embargo son pocos los trabajos que han evaluado los dafios en estas
plantaciones (Garzén 1987).

En 1986 se afiadieron a los virus que infectan a los chilares mexicanos el virus Y de la papa
(PVY) y el virus de la mancha anular del tabaco (TAV) (Martinez 1987). En esa década en
el estado de Sonora se observaron cultivos con sintomas atribuidos a virus, en 1995 se
determiné que estaban ocasionados por el virus huasteco del chile (PHV) (Ramirez-
Arredondo et al. 1995), simultineamente en los Valles Altos de México (Edo. de México,
Puebla y Morelos) se reportd la presencia del mismo virus en plantas de tomate, chile,
calabaza, pepino y tomatillo (De la Torre 1995), asi se establecié la presencia de este
geminivirus en los cultivos mexicanos y a partir de entonces se le ha localizado en chilares
de practicamente todo el pais. En ese mismo afio se reportd que el PHV asociado al virus
del chile jalapefio (PJV) eran los responsables del “rizado amarillo del chile” (Torres -
Pacheco 1995).

De las mas de 20 enfermedades virales que atacan a la papa (Solanum tuberosum), en
México sobresalen las ocasionadas por el virus Y (PVY), el virus X (PVX) v el virus del
enrollamiento de la hoja de la papa (PLRV). En ocasiones la incidencia de virosis alcanza
hasta el 80% y representa el problema mas importante en la produccién de papa comercial
y de semilla (Pifia 1986). El PVX en infecciones simples puede generar disminuciones en la
produccién de hasta el 40‘%; pero ademds, en infecciones miltiples con otros virus puede
presentar sinergia (Diaz-Valasis et al. 1995),

Atn cuando la mayoria de las especies del género Nicotiana e¢s susceptible a una gran

cantidad de virus vegetales, los reportes de la incidencia de virosis en México no son
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numerosos, tampoco se tiene mucha informacion acerca de los dafios ocasionados en su

produccion.

11.2.- Medios utilizados para la identificacién y caracterizacién de virus de plantas

[1.2.1.- Rango de hospedantes

El rango de hospedantes y los sintomas causados en plantas susceptibles son una
herramienta importante en la identificacion de los virus de vegetales que actualmente se
utiliza en combinacién con otros procedimientos.

La determinacién experimental del rango de hospedantes esti afectada por la sensibilidad
del ensayo para detectar la presencia del virus, por lo que algunos autores sélo incluyen
dentro del rango a las plantas que ademds de ser infectadas, permiten la diseminacion
sistémica del virus. Adicionalmente, debe tenerse en cuenta, que los sintomas pueden
diferir debido a la variacién de los patdgenos en poblaciones naturales, a la variabilidad de

los hospederos utilizados y a las condiciones ambientales (Dawson and Hilf 1992).

11.2.2.- Microscopia electrénica

La observacién de la forma y del tamafio de la particula viral es un requisito importante
para identificar al agente causal de enfermedades virales, constituye una via répida para
establecer, al menos, €l grupo al que pertenece el patégeno. Las muestras para analizar
pueden ser de savia infectada o bien de muestras purificadas que pueden someterse a
procedimientos rdpidos y relativamente baratos como el sombreado metdlico o bien a
tincidén negativa. Se han utilizado otras técnicas relativamente sofisticadas que pueden
aportar informacién importante acerca de los procesos de replicacién y transporte de los
virus en la planta, pero gue requieren de una cierta especializacion y que resultan caras
{(Roberts 1986).
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I1.2.3.- Serologia

Las pruebas serolégicas son consideradas como definitivas en la identificacion de més de
300 virus de plantas y son una herramienta importante en el establecimiento de lés
relaciones entre cepas y aislados virales, se basan en la capacidad de los anticuerpos para
unirse a los antigenos especificos.

Los antisueros, obtenidos usualmente en conejos, pueden utilizarse para ensayos de
precipitacién en pruebas de doble difusion en agar, o conjugados con compuestos
radioactivos fluorescentes o con enzimas en ensayos ELISA. De éstas, la técnica mas
utilizada actualmente es la de séndwich directa o indirecta con anticuerpos conjugados con
fosfatasa alcalina o peroxidasa. Debe tenerse en cuenta que si no se utilizan otros medios de
deteccién puede pasar inadvertida uma gran cantidad de virus o agentes infecciosos

relacionados con ellos, como viroides y satélites de virus (Walkey 1985).

I1.2.4.- Anslisis de perfiles electroforéticos de acidos nucleicos

Durante la replicacién de los virus de RNA en las plantas se produce un intermediario de
RNA doble cadena (Replicative Forms) resistente a la degradacién enzimdtica que
normalmente no se encuentra en las plantas sanas. Se ha desarrollado un método para el
aislamiento y andlisis de los RNAdc a partir de plantas y hongos infectados con virus
utilizando la capacidad del RNAdc para adherirse a la celulosa en solucién amortiguadora
(STE) que contiene etanol al 16%. El RNA extraido puede caracterizarse por separacién
electroforética en geles de agarosa o poliacrilamida, o puede hidrolizarse v marcarse o
desnaturalizarse y usarse para prepatar DNA complementario (¢cDNA).

Los grupos virales pueden distinguirse en primer término por la movilidad de los RNAdc
de peso mayor y por 1a movilidad, cantidad, peso, intensidad de bandas, etc de los RNAdc
adicionales. Los miembros de un grupo pueden distinguirse en la mayorfa de los casos por
pequefias diferencias en la movilidad de los componentes mayores y por la presencia,
mimeic e intensidad de los menores. Asi mismo las diferencias en los patrones de

migracion pueden servir para distinguir incluso a nivel de cepas (Dodds 1987).
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Algunos inconvenientes del uso de esta técnica son: sélo permite detectar los virus de
RNA, se requiere conocimiento del nimerc y tamafio del genoma de los distintos grupos
virales; sin embargo, presenta ventajas importantes: permite la deteccién de mezclas de
virus, de virus cripticos y de RNAs satélites, ademds la técnica resulta 1til dada la rapidez y
su bajo costo (Valverde et al. 1990).
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II1.- Justificacién y objetivos

Dados los dafios que las enfermedades virales pucden ocasionar en las plantas cultivadas, y
los cuantiosos dafios econémicos que son generados a las comunidades agricolas, y la
importancia que las malezas tienen en la diseminacién de enfermedades virales que afectan
a las especies cultivadas en México, y que el Valle de Atlixco Puebla es una de las regiones
agricolas mas importantes del estado en la que se cultivan especies que son susceptibles a la
infeccion por virus. En este trabajo se determinaron y se caracterizaron, biolégicamente los
virus que infectan a Leonotis nepetifolia, una planta ornamental de la familia Labiatae,
aparentemente introducida de Sudéfrica y que se ha constituido como maleza presentdndose
durante todo el afio en los linderos de los sembradios del Valle de Atlixco con sintomas

atribuidos a virosis.

Objetivo general

Caracterizar biolégicamente los virus que. infectan a la maleza Leonotis
nepetifolia:Labiatae (Cordén de San Francisco) en la regién agricola de riego de Atlixco
Puebla, México.

Objetivos particulares

Aislar y caracterizar los virus que infectan a Leonotis nepetifolia mediante plantas

indicadoras y diferenciales.
Caracterizar, mediante ensayos inmunolégicos, a los virus que infectan en forma natural a

Leonotis nepetifolia y en las plantas indicadoras para establecer su identidad y participacién

en los sintomas producidos.
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Caracterizar, mediante analisis de RNAdc, a los virus de RNA presentes en . nepetifolia y

en las plantas indicadoras y diferenciales susceptibles.

Determinar si los virus que infectan a L. nepetifolia son transmisibles por semilla.
Comprobar la transmisién de los virus de L. nepetifolia por insectos vectores.

Purificar los virus obtenidos a fin de obtener antisuero especifico en conejos de la raza

Nueva Zelanda.
Determinar mediante la morfologia el tipo de particulas virales presentes.

Evaluar la participacién ecologica — epidemiolégica de L. nepetifolia en la diseminacion de

las enfermedades virosas en los cultivos aledafios de la zona agricola de Atlixco Puebla.
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IV.- Materiales y métodos

IV.1.- Descripci6n botdnica de Leonotis nepetifolia (1L.) R. Brown.

Planta herbécea, anual; tallos simples o ramificados desde la base, erectos, hasta de 2 m de
alto, con pubescencia retrorsa; hojas sobre peciolos de 2 a 10 cm de largo, limbo ovado a
ovado-deltoideo, en ocasiones lanceolado, de 2 a 12 cm de largo, por 1 a 6 em de ancho,
apice obtuso o agudo, borde crenado a lobulado, base atenuada a subcordada, pubescente;
inflorescencia en verticilios globosos, de 4 a 6 cm de didmetro, interruptos a lo largo del eje
principal vy en los secundarios, pedicelos de 1 a2 2 mm de largo, bracteas ovadas o
lanceoladas, pubescentes, bractéolas de 8 a 12 mm de largo, pubescentes, atenuadas en una
punta rigida; céliz de 1 a 1.5 cm (0 2.5 cm en fruto) de largo, glabro, con 8 a 10 dientes
triangulares, el diente posterior sumamente largo y ancho, los demés pequefios; corola de
1.5 a 4 cm de largo, de color rojizo — naranja, muy vistosos, de aspecto aterciopelado, labio
superior densamente pubescente, el inferior glabro o con escasos pelos; filamentos de 1.5 a
1.7 cm de largo; estilo de 3.8 a 4 cm de largo; mericarpos de més o menos 3 mm de largo.
Dentro del Valle de México se le ha colectado en los municipios y delegaciones de
Tequisquiac, Otumba, Villa G. A. Madero, Coyoacan y Xochimilco. Alt. 2250-2500 m.
Orillas de caminos y de habitaciones humanas. Se le ha observado ademas en Texcoco y en
otros sitios del Valle. Es una planta introducida de Sudafrica como omamental y
naturalizada en muchas partes de América tropical. Se le menciona también como usada en
la medicina popular (Rzedowski 1979).

IV.2.- Descripcion del sitio de colecta
El municipio de Atlixco Puebla se localiza entre los 18° 557 latitud norte, 97° 56’ de
longitud oeste, su altitud es 1840 msnm. El clima corresponde a Cb(wl)(w)igw™":

Tetuplado lluvioso con temperatura media del mes mas frio entre -3 y 18 °C y la del mes

més caliente con temperaturas media mayor a 10 °C. Régimen de lluvias en verano, con
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porcentaje menor al 5% de ltuvias en invierno. La oscilacién anual de las temperaturas
medias mensuales es menor de 5°. El mes mas caliente se presenta antes del solsticio de
verano. La localidad presenta canicula (Garcia 1988). El suelo predominante es Fluvisol
edtrico, el secundario es Regosol etitrico ambos con textura gruesa. Es una region agricola
de riego dedicada a cultivos anuales y semipermanentes, principalmente: maiz, cebolla,
jitomate, calabaza, gladiolo, zempoalxochitl, terciopelo y alfalfa (INEGI Cartas de uso de
suelo y vegetacion y Carta edafologica)

IV.3.~ Aislamiento, identificacion y caracterizacién bioldgica de virus

IV.3.1.- Separaciéon e identificacién de virus por plantas hospedantes indicadoras y

diferenciales

Hojas de plantas de Leonotis nepetifolia con sintomas de virosis se maceraron con solucidén
amortiguadora de fosfatos DIECA 0.02 M pH 7.2 en relacién 1:2 (P/V). El macerado se
frotd con hisopo de algodén con carborundum 620 mallas, sobre hojas de plantas
indicadoras sanas de: Gomphrena globosa, Chenopodium amaranticolor, C. quinoa,
Cucumis sativus, C. melo, Cucurbita pepo var. Gray Zucchini, Pisum sativum var. Sta
Elena, Phaseolus vulgaris var. Madero, Datura stramonium, Nicotiana glutinosa, N.
rustica, N. tabacum var. xanthi, N. occidentalis, Physalis ixocarpa, Lycopersicon
esculentum var. Royal Ace, y Capsicum annuum var. Ancho, Vicia faba, Leonotis
neptifolia, Heleantus annum, Beta vulgaris y Medicago sativa.

Para separar al mayor nimero de virus transmisibles mecanicamente, se seleccionaron
plantas de L. nepetifolia con diferentes sintomas y con sus extractos se inocularon plantulas
de especies indicadoras. Se escogieron plantas que mostraron diferentes sintomas, para
inocular con sus extractos. a otros grupos. Los virus separados fueron mantenidos en
Nicotiana occidentalis, Chenopodium amaranticolor y Cucurbita pepo como fuentes de
inculo fresco permanente o en tejido deshidratado.

Los conjuntos de plantas hospedantes que fueron utilizadas como controles negativos

fueron frotadas con solucién amortiguadora y carborundum.
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1V.3.2.- Transmisidn con biovectores

En las pruebas de transmision por insectos se utilizé una colonia sana del pulgén Myzus
persicae. Individuos 4pteros se sometieron a un ayuno de 20 minutos, para después
colocarlos con un pincel en Nicotiana occidentalis o Cucurbita pepo inoculadas
mecénicamente 10 dias antes del ensayo y con sintomas de virosis. Se permitié la
alimentacién — adquisicién por un periodo de 30 minutos. Posteriormente, 20 pulgones
fueron transferidos a un rango de hospederas sanas en las que se dejaron 60 minutos para
permitir la alimentacién - transmision.

La transmision se consideré como positiva por la aparicion de los sintomas previamente
observados en plantas susceptibles y en algunos casos por analisis electroforético de
RNAdc.

IV.3.3.- Transmisién por semilla

En Atlixco Puebla, se colectaron semillas de plantas de Leornotis rnepetifolia con y sin
sintomas de virosis. En invernadero, se germinaron por triplicado lotes de 100 semillas de
plantas sanas y enfermas, en recipientes de poliuretano y durante 60 dias se dejaron crecer
aisladas de plantas enfermas. Durante este periodo se inspeccionaron visualmente y por
analisis de RNAdc.

IV.4.- Purificacion de virus

100 gramos de hojas con sintomas (de Nicotiana occidentalis o Cucurbita pepo ) de 15 a 20
dias después de inoculadas y con sintomas de virosis, se homogeneizaron con 100 ml de
K:HPO,, 0.1M, acido ascél"bico 0.1M y 0.2 M de EDTA, pH 7.1 (ajustado con KOH), y se
filtraron con manta. El filtrado fue rehomogeneizado con 100 mi de butanol - cloroformo
(1:1). La emulsion se centrifugé a 8 000g durante 15 min. A la fase acuosa recuperada, se le
agregd 5% (P/V) de Polyetilenglicol (P.M. 8000) y se centrifugd durante 15 min a 8000g, la
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pastilla obtenida fue resuspendida en 20 mi de solucién de fosfatos (0.01M NaH,PO4, pH
7.0 ajustado con NaOH). La pastilla después de dos ciclos de centrifugacidon alta - baja
(8000g y 76000g respectivamente) fue resuspendida en 2 ml de solucién de fosfatos
almacenandose a —4 °C centigrados en alicuotas de 0.5 ml las cuales fueron usadas para
obtener el antisuero y para observacién al microscopio electrénico (Vloten-Doting and
Jaspars 1972).

IV.5.- Obtencién de antisuero especifico

Se utilizaron conejos de la raza Nueva Zelanda de aproximadamente 3 kg de peso, a los que
se inyectd hasta en 8 ocasiones sucesivas con 0.5 mg del virus purificado y 1 ml de
adyuvante completo de Freund (Sigma Chemical), con intervalos de 8 dias. Ocho dias
después de la altima inyeccion los conejos fueron sangrados para obtener ¢l antisuero, que
se mantuvo a — 20 °C para su utilizacién en las pruebas de doble difusion en agar.

Después de cinco inyecciones con el antigeno, se tituld el antisuero enfrentando diluciones
seriadas de 1/1 hasta 1/1024 a extractos de planta enferma.

IV.6.- Observacion de las particulas virales por microscopia electronica

Rejillas de cobre con cubierta de Formvar (0.25% P/V en cloroformo) y cubiertas con
carbono fueron sumergidas en la suspension de virus purificado por 3 min. Cada rejilla se
colocé en upa gota de dcido fosfotingstico al 2% o en acetato de uranilo 2% con
glutaraldehido al 1% en tres ocasiones: en el primero el contrastante se retir6
inmediatamente, en el segundo se dejé durante 30 segundos y en el tercero se dejo por 2
minutos. Posteriormente se colocaron en papel filtro, para eliminar el liquido sobrante y

observar al microscopio electronico Jeol M 2000.
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IV.7- Analisis de inclusiones virales

Se determind el tipo de inclusiones que induce el virus mosaico del pepino en microscopio
compuesto. Se utilizaron tiras de tejido epidérmico de plantas enfermas (inoculadas
mecanicamente), tefiidas con azul de bromofenol por 15 minutos, lavadas con agua

destilada y montadas con glicerol en porta y cubreobjetos (Cardenas 1986).

IV.8.- Inmunodeteccién de virus

1V.8.1.- Inmunodeteccién enzimatica (ELISA) ligado a enzima fosfatasa alcalina.

Se utilizé la técnica de inmunoabsorcién enzimatica en fase sdlida de doble sandwich
(DAS-ELISA), a desarrollarse en dos dias (Clark and Adams 1977), para detectar
infecciones por virus directamente en muestras de campo, hospedantes indicadoras asi
como a los virus purificados.

Los antisueros (Anti-IgG) utilizados en esta prueba, contra muestras de plantas de campo,
fueron para TRSV, TMV, TEV, CMV, AMV, TRV, TRSV, PMMoV e INSV y anti-IgG-
fosfatasa alcalina para los mismos virus adquiridos de Agdia Co. La lectura de absorbancia
a 405 nm se realizé en un espectrofotémetro Bio-Tek Modelo EL-309. En cada placa se
incluyeron controles positivos y negativos, diluidos con la solucion amortiguadora de
extraccion. Las plantas indicadoras inoculadas en invernadero y los virus purificados
solamente se corrieron contra los antisueros de CMV, AMV y TMV. Se consideraron
positivos las muestras cuyas absorbancia superan al triple de las lecturas de los controles
negativos.

Las muestras de tejido fresco (0.2 g) fueron maceradas con 2 ml de solucion de extraccion
(Sulfito de sodio 1.3 g, polyvinilpirrolidona 24-4000 20.02 g, azida de sodio 0.2 g,
albGmina de huevo de pollo 1.0 g y tween-20 20.0 g por litro con pH 7.4) y depositadas en
placas para ELISA, previamente sensibilizadas con el anticuerpo de cubrimiento diluido
segin las indicaciones del proveedor en buffer de cubrimiento (Carbonato de sodio 1.59 g,
hicarbonato de sodio 2.93 gy azida de sodio 0.2 g por litro con pH de 9.6) durante 4 horas.
Se permiti6 la reaccién antigeno anticuerpo durante 12 horas y posteriormente se afiadié el

anticuerpo conjugado y se permitio su incorporacién al complejo durante 3 horas a

23



temperatura ambiente. Finalmente se afiadi6 para-nitrofenil-fosfato 0.5 mg/ml (PNP)
disuelto en solucién buffer de PNP (Albimina de suero bovino 2.0g, PVP 24-40000 20g y

azida de sodio 0.2 por litro), la placa se colocd en camara oscura y se realizé la lectura a los

15 y 30 minutos,

1V.8.2.- Inmunodeteccién por doble difusién en agar.

El ensayo de doble difusion en agar se realizé utilizando el protocolo descrito por Hampton
et al 1990, utilizando agar purificado al 1% (Merck) en solucion salina 0.85% con azida de
sodio 0.5%. Los antisueros utilizados en esta prueba fueron los obtenidos, en los conejos

Nueva Zelanda, después de la inmunizacién con los virus purificados de AMV y CMV.

IV.9.- Extraccién y analisis electroforético de RNAdc viral en geles de poliacrilamida 6%

IV.9.1.- Obtencién de marcadores y controles negativos de RNA doble cadena

Se aislaron e incrementaron virus conocidos en plantas de Nicotiana benthaminana, N.
glutinosa y Capsicum annuum entre otras, de donde se obtuvo RNAdc viral para utilizarse

como marcadores de peso molecular. Los RNAdc extraidos fueron: virus mosaico del
pepino (CMV 23, 2.0, 1.4 y 0.7x106 Da); mosaico del tabaco (TMV 4.2x106 Da),
moszico de la alfalfa (AMV 2.3, 1.5, 1.3 y 0.5x106 Da), Aspermia del Tomate (TAV 2.3,
2.0, 1.4 y 0.7x106 Da) y Jaspeado del Tabaco (TEV 6.2x10 6 Da).

Los controles negativos fueron preparados de extractos de plantas sanas de Nicotiana
occidentalis, Phaseolus. vulgaris,Cucurbita pepo, Chenopodium amaranticolor, v C.
quinog.

Para confirmar la presencia de varios de los virus detectados se utilizd la técnica de ELISA,
empleando los antisueros'tAnﬁ-IgG) y conjugados de antiIgG-fosfatasa alcalina (Agdia

Co.) para los virus arriba mencionados (Clark and Adams 1977).
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IV.9.2.- Extraccién de RNAdc de tejido vegetal.

La extraccién de RNAdc se realizé macerando 3.5 g de material vegetal en un mortero con
nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino. El tejido macerado fue transferido a un tubo
de centrifuga de 50 m!l y se agregd 8.0 ml de STE 1X (NaCl 0.1 M, Tris 0.05 M, EDTA
0.001 M, pH 6.8), 0.5 ml de una suspension de bentonita al 2% p/v, 1 ml SDS 10% y 9 ml
de fenol preequilibrado con STE 1X. El tubo bien tapado se agit6é por 30 minutos, después

se centrifugd a 8000 g por 15 min. Se recuperaron 10 ml de ia fase acuosa superior, se le

adicionaron 2,1 mi de etanol al 95%. La mezcla fue almacenada a 4 0C durante 12 h.

Se llevaron a cabo dos ciclos de cromatografia en celulosa para eliminar todo el RNA de
cadena sencilla (RNAcs), DNA, polisacéridos y proteinas contaminantes. 1 g de celulosa
CF-11 suspendida en 25 m! de STE 1X - etanol 16% (v/v) fue vertida en una columna
hecha con un tubo de jeringa de plastico de 20 ml taponada con papel filtro, permitiendo el
drenado de todo el liquido. La muestra se adiciond a la columna y una vez que drené el
liquido se realizaron dos lavados con 40 ml de STE 1X -etanol 16%. Después se agregaron
2.5 mi de STE 1X a la columna y se permitié su elucion. Finalmente se adicionaron 10 ml
de STE 1X, una vez eluidos se colectaron en un tubo de centrifuga de 50 ml, agregando 2.1
ml de etanol 96%.

El segundo ciclo de cromatografia se realizé de igual forma que el anterior pero al final se
agregaron y colectaron 6 ml de amortiguador STE 1X. El eluido fue precipitado con 0.5 ml
acetato de sodio 3M y 20 ml etanol 96% frioy se almacené durante 12 ha -20 ¢C.

Las muestras con etanol y acetato de sodio fueron centrifugadas a 8000 g por 25 min. Ei
etanol se desechd y el tubo se colocd sobre papel secante enr forma invertida por 1 a 2
horas. El RNAdc fue resuspendido en 200 pl de agua bidestilada - desionizada y
almacenado a 4 °C (Valverde et al. 1990).

25



IV.9.3.- Separacion electroforética de RNAdc.

La separacidn electroforética de RNAdc se realizé en geles de poliacrilamida (6%),
utilizando un minigel (1.75 mm x 7 cm x 8 ¢cm), montado en una mini cdmara Biorad doble.
El volumen del extracto de ARN-cd, viral y de testigos fue de 40 pl por muestra.

Las condiciones de electroforesis fueron 100 volts por 2.15 o 1.45 h a temperatura de
laboratorio. Los geles fueron tefiidos con nitrato de plata 0.011M, secados y fotografiados

en un transiluminador de huz blanca (Sambrook 1989).
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V.- Resultados

En el Valle de Atlixco Puebla, en los mérgenes de sembradios de cebolla, alfalfa, frijol
ejotero, tomate de cdscara, gladiolo, crisantemo, terciopelo, cempoaxdchiti, calabaza y
otros cultivos menores se localizé una poblacién de Leonotis nepetifolia (Foto no. 1) que se
mantiene durante todo el afio. Las plantas de L. nepetifolia en cualquier época presentan
sintomas atribuidos a virosis y que fueron agrupados en: A) Célico amarillo, B) Célico
blanco, C) Enchinamiento y reduccién foliar y D) Mosaico (Foto no. 2).

De esta poblacién, se realizaron colectas de plantas y semillas durante las épocas de lluvia
y estiaje de 1998 y 1999, los ejemplares fueron determinados, herborizados y depositados
en el herbario de la Escuela Nacional de Estudios Profesionales Iztacala y utilizadas para
aislar y caracterizar los virus de RNA que las utilizan como hospedantes naturales.

En invernadero las muestras colectadas se utilizaron para determinar rango de hospedantes
experimental mediante la inoculacién mecénica de 21 especies de plantas de las familias:
Chenopodiaceae, Compositae, Cucurbitacea, Leguminosae, Labiatae y Solanaceae, para
analizar el patron electroforético de RNAdc viral y para la determinacion de los virus por
serologia (ELISA). Las plantas del rango de hospedantes inoculadas con savia infectiva de
L. nepetifolia y los controles negativos fueron mantenidas bajo observacion por periodos no
mayores a 60 dias en invernaderos con fotoperiodo y temperatura natural. En los ensayos
de determinacién inmunoenzimatica de virus en los ejemplares de campo, se utilizaron
nueve anticuerpos (Agdia Co.) en la técnica desarrollada en dos dias. Plantas sanas de L.
nepetifolia y algunas del rango de hospederos experimental fueron sometidas al ensayo de
extraccion y analisis electroforético de RNAdc para evidenciar la posible presencia de
RNAdc que pudiera ser considerada como de origen viral, Ninguna produjo bandas en geles
de poliacrilamida 6%.

Por la diversidad de sintomas de Leonotis nepetifolia en campo asi como por los sintomas
producidos fras la inoculacion mecénica en las especies del rango de hospederos se
sospechd de la presencia' de un complejo viral que pudimos separar mediante plantas
diferenciales. La aparicién de mosaico sistémico en Cucurbita pepo y en Datura

stramonium indicaba la posible presencia de CMV; las lesiones cloréticas o mosaico en
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Foto no. 1.- Zona de muestreo en Aflixco Puebla, México. Las fotografias muestran parte de la
colonia de Leonotis nepetifolia en periodo de luvia (superior) y de estiaje (inferior).
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Foto no. 2.- Leonotis nepetifolia en condiciones naturales con sintomas de virosis. A) Célico
amarillo, B) Célico blanco, C) Reduccién y enchinamiento foliar y D) Mosaico.
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Chenopodium amaranticolor y en C. quinoa sugerian la presencia de AMV; las lesiones
necroticas en Nicotiana glutinosa y N, rustica hicieron suponer la presencia de al menos

otro virus.

Aislamiento, determinacion y caracterizacion de CMV, TMV y AMV en plantas

indicadoras

En el Cuadro no. 1 se presentan los sintomas observados en cada una de las especies del
rango de hospedantes tras su inoculacién con mezcla de savia de plantas de Leonoiis
nepetifolia con calico, mosaico y reduccion foliar,

La aparicién de lesiones clordticas en Cucurbita pepo, en Chenopodium quinoa y C.
amaranticolor, inoculadas con savia de L. nepetifolia silvestre, permitié establecer la
presencia de virus del mosaico del pepino (CMV), 1a aparicién de mosaico y deformacién
foliar sistémica en las dos Chenopodiacea permitieron sospechar de la presencia del virus
mosaico de la alfalfa (AMV). Se utilizé a estas plantas como fuente de inéculo para
conjuntos de plantas formadas por C. pepo, Gomphrebna globosa, C. quinoa y C.
amaranticolor. De las hojas cotiledonales de C. pepo con lesiones cloréticas se recupero al
CMV y el AMV fue aislado de hojas jovenes (no inoculadas) de C. amaranticolor y C.
quinoa que presentaron mosaico y deformacion foliar. Con savia de estas hojas se inoculd
mecanicamente y por separado al conjunto de especies del rango de hospedantes. Las
plantas inoculadas con estos dos virus generalmente empezaron a manifestar los sintomas
ocho dias después de la inoculacion. La presencia de los virus se confirmd por analisis de
RNAdc y por ELISA.

El virus del mosaico del tabaco (TMV) fue aislado en Nicotiana rustica. La infeccién de
TMV en esta planta se manifesté inicialmente por lesiones clordticas sistémicas que
posteriormente se convirtieron en lesiones necréticas en forma de anillos. Este virus fue
transferido a plantas de N. occidentalis para mantenerlo como fuente de indeulo fresco. Los
sintomas producidos por este virus en las plantas del rango de hospederos generalmente se

manifestaron antes de los seis dias.
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Cuadro Ne. 1

SINTOMAS PRODUCIDOS POR SAVIA INFECTIVA DE Leonotis nepetifolia
CON SINTOMAS DE VIROSIS EN LAS ESPECIES
DEL RANGO DE HOSPEDANTES

ESPECIE

CHENOPODPIACEAE

Beta vulgaris
Cheropodium.quinoa

C. amaranticolor

Gomphrena glabosa
COMPOSITAE

Heliantus annuus
CUCURBITACEAE

Cucumis melo

C. sativus

Cucurbita pepo var. Gray Zucchini
LABIATAE

Leonotis nepetifolia

LEGUMINOSAE

Medicago sativa
Phaseolus vulgaris var. Madero
Pisum sativum var. Sta Elena
Vicia faba
SOLANACEAE

Capsicum annuum var. Ancho
Datura stramonium
Lycopersicon esculentum

var. Roval Ace,

Nicotiana occidentalis

N. rustica

N. tabacum var. xanthi

N. glutinosa

Physalis ixocarpa

*

SINTOMAS

Ninguno

Lesiones clordticas locales, lesiones clordticas sistémicas
deformacion foliar.

Lesiones cloréticas locales, lesiones cloréticas sistémicas y
deformacion foliar.

Lesiones necrdticas locales y mosaico amarillo

Ninguno

Moteado sistémico
Mosaico
Moteado sistémico

Célico amarillo -~ blanco, mosaico y lesiones clordticas
locales

Mosaico

Lesiones necrdticas locales y mosaico
Mosaico y deformacion foliar
Ninguno

Cdlico, mosaico y lesiones necrdticas sistémicas
Moteado sistémico
Mosaico ligero

Mosaico vy deeformacion foliar

Lesiones cloréticas y lesiones necréticas sistémicas
Mosaico

Lesiones necréticas locales y mosaico amarillo verdoso
intenso.

Ninguno

Las plantas fueron inoculadas mecanicamente y mantenidas en condiciones de invernadero para su

observacién durante 60 dias. Se inocularon al menos tres conjuntos de plantas para corroborar los sinfomnas.

Se iesumen los sintomas mostrados tras la inoculacion con savia L. repetifolia con célico, mosaico y

enchinamiento foliar.
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Los virus una vez aislados y determinados se utilizaron para inocular al menos a tres
conjuntos de rango de hospedantes para comparar los sintomas con los reportados.

Los sintomas generados por la inoculacion del virus mosaico de la alfalfa (AMV) en las
especies del rango de hospedantes se presentan en el Cuadro no. 2 y en las Fotos no. 3y 4.
El AMYV produjo lesiones cloréticas locales, mosaico sistémico y deformacién foliar en tres
de las cuatro especies Chenopodiacea utilizadas (Chenopodium quinoa, C. amaranticolor y
Gomphrena globosa). Tanto las cucurbiticeas como Heliantus annus (Compositae,) no
mostraron sintomas aparentes durante los 60 dias que se mantuvieron en observacion. Las
plantas de L. nepetifolia fueron inoculadas mecénicamente con AMV en las primeras hojas
verdaderas, al cabo de 8 dias presentaron calico amarillo que en algunas hojas vir6 a blanco
después de 30 dias de la inoculacion. De las leguminosas utilizadas solamente Medicago
sativa y Phaseolus vulgaris presentaron sintomas, la primera presenté mosaico amarillo
verdoso sistémico, la segunda mostrd lesiones necréticas en las hojas inoculadas al cabo de
8 dias, en ningln ejemplar de frijol se presentaron sintomas sistémicos. Ocho especies de
solandceas se incluyeron en el rango de hospedantes, cuatro de ellas, Nicotiana glutinosa,
N. rastica, Datura stramonium y Physalis ixocarpa nunca presentaron sintomas. Entre las
demas, Lycopersicon esculentum presenté mosaico ligero, Capsicum annuum mostr6 calico
amarillo, N, occidentalis después de ocho dias de la inoculacion presentd mosaico intenso,
marchitamiento y necrosis en las hojas inoculadas, éstas plantas generalmente se
recuperaron mostrando célico intenso y deformacion de las hojas nuevas, Nicotiana
tabacum var, xanthi mostré mosaico con amarillamiento intervenal ligero.

El Cuadro no. 3 y la Foto no. 5 presentan los sintomas generados por el virus mosaico del
pepino (CMYV) inoculado en las especies del rango de hospederas experimentales a partir de
savia infectiva de Cucurbita pepo.

Las lesiones cloréticas y necréticas producidas por CMV en Cheropodium amaranticolor y
C. quinoa solamente afectaron a las hojas inoculadas, mientras que Gomphrena globosa
solamente presentd un ligerp mosaico con deformacién foliar. Las tres cucurbiticeas que
integraron el rango mostraron mosaico iras la inoculacién. Cucumis melo y C. sativus
evidenciaron mosaico sistémico ligero mientras que en Cucurbita pepo el moteado o

mosaico fue intenso vy se present6 en el 100% de las plantas inoculadas. En L. nepetifolia el
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Cuadro No. 2

SINTOMAS PRODUCIDOS POR SAVIA INFECTIVA DE Chenopoditum. amaranticolor
CON LESIONES CLOROTICAS SISTEMICAS EN LAS ESPECIES
DEL RANGO DE HOSPEDANTES

ESPECIE

CHENOPODIACEAE

Bera vulgaris,

Chenopodium quinoa

C. amaranticolor

Gomphrena globosa
COMPOSITAE

Heliantus annuus
CUCURBITACEAE

Cucumis melo

C. sativus

Cucurbita pepo var. Gray Zucchini
LABIATAE

Leonotis nepetifolia
LEGUMINOSAE

Medicago sativa
Phaseolus vulgaris var. Madero
Pisum sativum var. Sta Elena
Vicia faba
SOLANACEAE

Capsicum annuum var. Ancho
Datura stramonium
Lycopersicon esculentum

var. Royal Ace.

Nicotiana occidentalis

N. rustica

N. tabacum var. xanthi

N. glutinosa

Physalis ixocarpa

SINTOMAS

Ninguno

Lesiones clorticas locales, sistémicas y deformacién foliar
Lesiones cloréticas locales, sistemicas y deformacion foliar
Lesiones necréticas locales, mosaico amarillo verde

Ninguno

Ninguno
Ninguno
NInguno

Cilico amarillo y blanco

Mosaico
Lesiones necréticas locales
Ninguno
Ninguno

Célico
Ninguno
Mosaico ligero

Mosaico intenso deformacién foliar y necrosis
Ninguno
Mosaico
Ninguno
Ninguno

Las plantas fueron inoculadas mecénicamente y mantenidas en condiciones de invernadero para su

observacién durante 60 dias. Se inocularon al menos tres conjuntos de plantas para corroborar los

sintomas. Los sintomas empezaron a manifestarse a partir del octavo dia.
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Foto no. 3.- Sintomas en plantas inoculadas mecanicamente con AMY aislado de L. nepetifolia. A)
Chenopodium quinoa con lesiones cloréticas sistémicas (mosaico), B} Ch. amaranticolor con
lesiones cloréticas y deformacién foliar, C) Gomphrena globosa con mosaico, en las hojas
inoculadas presentd lesiones necréticas y D) Nicotina tabacum var. White Burley con mosaico. Los
sintomas se empezaron & manifestar generalmente a partir del octavo dia después de la inoculacion
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Foto 4.- Sintomas en plantas inoculadas mecénicamente con AMYV aislado de L. nepetifolia A)
Phaseolus vulgaris con lesiones necroticas locales, B) Ph. vulgaris con mosaico sistémico, C} L.
nepetifolia con cilico amarillo y D) Capsicum annuum con célico amarillo. Los sintomas se

empezaron a manifestar generalmente a partir del octavo dia después de la inoculacion.
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Cuadro No. 3

SINTOMAS PRODUCIDOS POR SAVIA INFECTIVA DE Cuciirbita pepo
CON MOTEADO SISTEMICO EN LAS ESPECIES
DEL RANGO DE HOSPEDANTES

ESPECIE SINTOMAS
CHENOPODIACEAE
Beta vulgaris Ninguno
Chenopodium quinoa Lesiones cloréticas y necréticas locales
C. amaranticolor Lesiones cloréticas y necréticas locales
Gomphrena globosa Ninguno
COMPOSITAE
Heliantus annuus Ninguno
CUCURBITACEAE
Cucumis melo . Moteado sistémico ligero
C. sativus ) Moteado sistémico ligero
Cucurbita pepo var, Gray Zucchini Moteado local y sistémico severo
LABIATAE
Leonotis nepetifolia Mosaico
LEGUMINOSAE
Medicago sativa Mosaico
Phaseolus vulgaris var. Madero Ningnno
Pisum sativum var. Stz Elena Moszico
Vicia faba Ninguno
SOLANACEAE
Capsicum annuum var, Ancho Ninguno
Datura stramonium Moteado sistémico
Lycopersicon esculentum Mosaico leve
var. Royal Ace
Nicotiana occidentalis Mosaico
N. rustica Ninguno
N. tabacum var. xanthi Mosaico
N glutinosa Ninguno
Physalis ixocarpa Ninguno

Las plantas fueron inoculadas mecénicamente y mantenidas en condiciones de invernadero para su
observacion durante 60 dias. Se inocularon al menos tres conjuntos de plantas para corroborar los

sintomas. Los sintomas empezaron a manifestarse a partir del octavo dia.
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Foto no. 5.- Sintomas en plantas inoculadas mecénicamente con CMV aislado de L. nepetifolia. A)
Cucurbita pepo con moteado o mosaico sistémico, B) Nicotiana occidentalis con mosaico C)
Lycopersicum esculentum con mosaico’y D) N. tabacum var. xanthi con mosaico. Los sintomas se
empezaron a manifestar a partir del actavo dia después de Ia inoculacién. ’
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mosaico sistémico ligero disminuyé o desaparecid con las disminuciones en las
temperaturas ambicntales (variable no controlada). De las leguminosas probadas solamente
Medicago sativa y Pisum sativum mostraron mosaico tras 8 dias de la inoculacién. En
cuatro especies de las solandceas (Datura stramoniaum, Lycopersicon esculentum,,
Nicotiana occidentalis y N. tabacum) €|l CMV ocasiondé mosaico sistémico.

El virus mosaico del tabaco (TMV) fue aislado tras la inoculacién del rango de hospedantes
con L. nepetifolia con enchinamiento y reduccion foliar; Nicotiana rustica presentd
sintomas que no habian sido producidos por ninguno de los dos virus aislados previamente:
lesiones cloréticas a partir del sexto dia y que se convirtieron en lesiones necréticas en
forma de anillo después de 20 dias aproximadamente. La naturaleza del patégeno fue
corroborada mediante serologia y en algunos casos por anilisis de RNAdc. La savia
infectiva de Nicotiana occidentalis fue utilizada para inocular mecénicamente al menos tres
conjuntos de rango de hospedantes para confirmar los sintomas (Foto no. 6, Cuadro no. 4) y
para compararlos con los reportados. El aislamiento de TMV generd la aparicion de
lesiones cloréticas locales de aproximadamente 3 mm en Chenopodium quinoa y C.
amaranticolor. Leonotis nepetifolia presentd lesiones clordticas y en algunas ocasiones
necréticas en las hojas inoculadas, Entre las leguminosas probadas, solamente Phaseolus
vulgaris mostré lesiones necréticas locales y Pisum sativum mostrd mosaico y deformacién
foliar intensos. Seis de las solandceas incluidas en el rango de hospedantes mostraron
sintomas tras la inoculacién con TMV: Nicotiana occidentalis presenté mosaico verde
intenso y deformaciéon (embolsamientos) de las hojas, N. rustica lesiones cloréticas y
anillos necréticos sistémicos, N. glutinosa y N. tabacum lesiones necrdticas locales de
aproximadamente 5 mm de didmetro. Los sintomas generalmente empezaron a manifestarse
a partir del sexto dia de la inoculacién.,

Tres lotes de cuatro plantas de Leonotis nepetifolia fueron utilizadas para confirmar los
sintomas producidos, en .infeccién mixta, por los dos virus que se diseminaron
sistémicamente en ella. Estas plantas fueron inoculadas mecanicamente con mezcla (1:1
p/p) de savia infectiva de CMV y AMV, los sintomas se presentan en la Foto no. 7 (Pag.
42). Las plantas infectadas con mezcla de CMV y AMV presentaron el mosaico verde
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Cuadro No. 4

SINTOMAS PRODUCIDOS POR SAVIA INFECTIVA DE Nicotiana occidentalis
CON MOSAICO SISTEMICO Y DEFORMACION FOLIAR EN LAS
ESPECIES DEL RANGO DE HOSPEDANTES

ESPECIE

CHENOPODIACEAE

Beta vulgaris,

Chenopodium quinoa,

C. amaranticolor

Gomphrena globosa
COMPOSITAE

Heliantus annuus
CUCURBITACEAE

Cucumis melo,

C. sativus,

Cucurbita pepo var. Gray Zycchini,
LABIATAE

Leonotis nepetifolia,
' LEGUMINOSAE

Medlicago sativa
Phaseolus vulgaris var. Madero
Pisum sativum var, Sta Elena
Vicia faba
SOLANACEAE

Capsicum annuum var. Ancho
Datura stramonium
Lycopersicon esculentum

var. Royal Ace

Nicotiana occidentalis

N. rustica

N. tabacum var. xanthi

N. glutinosa

Physalis ixocarpa

»

Las plantas fueron inoculadas mecdnicamente y mantenidas en condiciones de invernadero para su
observacion durante 60 dias. Se inocularon al menos tres conjuntos de

SINTOMAS

Ninguno
Lesiones clordticas locales
Lesiones cloréticas locales

ninguno
Ninguno

Ninguno
Ninguno
Ninguno

Lesiones cloréticas locales

Mosaico

Lesiones necréticas locales
Mosaico y deformacion foliar
Ninguno

Lesiones necréticas sistémicas
Lesiones locales necréticas, deformacion foliar
Mosaico ligero

Mosaico intenso con deformacion foliar

Lesiones clor6ticas y lesiones necréticas sistémicas

Lesiones necréticas locales
Lesiones necréticas locales
Ninguno

sintomas. Los sintomas empezaron a manifestarse a partir del sexto dia
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Foto no. 6.- Sintomas en plantas inoculadas con TMV aislado de L. nepetifolia. A} Nicotiana
occidenzalis con mosaico sistémico y deformacion foliar, B) N. rustica con lesiones necrticas
sistémicas que iniciaron como moteado clorStico, C) Chenopodium amaranticolor con lesiones
cloréticas locales y D) N. glutinosa con lesiones necrdticas locales. Los sintomas se empezaron a
manifestar a partir del sexto dia.



amarillento tipicamente generado en infecciones simples por CMV. La presencia y
diseminacidn sistémica de los virus inoculados fue verificada por serologia DAS ELISA en
una planta elegida al azar. Los resultados confirmaron la presencia de los dos virus atn
cuando la absorbancia (a 405 nm) para AMV, cuando es inoculado en mezcla, correspondid
aproximadamente al 50% de la lectura correspondiente al mismo virus en infeccién simple
{Cuadro No. 5).

Transmision con biovectores

Los ensayos de transmisién con biovectores se realizaron al menos por triplicado utilizando
por lote tres plantas receptoras sanas con la misma edad que las plantas utilizadas para la
trantsmision mecéanica.

El virus mosaico del pepino (CMV) fue transmitido con eficiencia del 100% por Myzus
persicae de Cuciirbita pepo a plantas sanas de Nicotiana occidentalis y C. pepo los
sintomas caracteristicos aparecieron despu€s del octavo dia de la transmisién, la presencia y
naturaleza del patégeno fue corroborada en C. pepo por la aparicion de los sintomas, por
serologia (ELISA) y por el andlisis del patrén de corrimiento electroforético del RNAdc en
geles de poliacrilamida 6% (Foto no. 9 carril C).

Fl virus mosaico de alfalfa se transmitidé con eficiencia de 100% de plantas de
Chenopodium amaranticolor a plantas sanas de C. amaranticolor, C. quinoa, Nicotiana
occidentalis, N. glutinosa y N. tabacum var. xanthi utilizando Myzus persicae. La
transmisién del virus fue verificada por la aparicion de los sintomas y en N. occidentalis

por analisis electroforético de RNAdc (Foto 11 carril a).

Pruebas de transmisidn por semilla
Ninguna de las plantas de Leonotis nepetifolia germinadas en invernadero a partir de

semillas de plantas con sintomas de virosis colectadas en Atlixco Puebla present6 sintomas,

tampoco mostraron patrones de corrimiento electroforético de RNAdc relacionado con
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CuadroNo. §
PETECCION POR ENSAYO INMUNOLOGICO LIGADO
A ENZIMAS (ELISA) DE AMV Y CMV EN L. nepetifolia
INOCULADA MECANICAMENTE

Mauesira Absorbancia a 405 nm con anticuerpos vs. Lectura
AMV CMV

CALICO 0.26 0.06 15 min
0438 0.12 30 min

MOSAICO 0.07 0.50 15 min
0.14 0.85 30 min

MOSAICO* 0.13 048 £5 min
028 0.75 30 min

NEGATIVO 0.04 0.02 15 min
0.06 0.04 30 min

Las determinaciones se realizaron segém el protocolo para prucba DAS ELISA (Clark and Adams
1977), Doble anticuerpo séndwich usando enzima fosfatasa alcalina. Se consideran positivas fas
muestras que superan ef triple de lfos controles negativos. La muestra indicada con *asterisco fue
inoculada con con mezcla de AMV/CMYV y corresponde a la imagen central de la foto no. 7.

Foto no. 7.- Sintomas de L. nepetifolia inoculadas mecénicamente con savia infectiva de AMV
(izquierda), CMV (derecha) y mezcle de AMV/CMV 1:1 p/p (al centro).
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algin virus. Las plantas se mantuvieron aisladas de los rangos de hospederas inoculadas

con los virus aislados.

Purificacién de virus y obtencién de antisuero especifico

El AMV fue incrementado en 30 plantas de Nicotiana occidentalis y purificado 15 dias
después de la inoculacién. Para incrementar el CMV se tomé in6eulo de Cucirbita pepo
con mosaico ¥ se transmitié6 mec4nicamente a lotes de 40 plantas de la misma especie que
fueron utilizadas 15 dias después de la inoculacién. Alicuotas de los purificados fueron
utilizadas para confirmar la presencia del virus por serologia ELISA, para obtencion del
antisuero especifico y para obsetvacién al microscopio electrénico.

El antisuero especifico contra AMV se obtuvo inyectando cada ocho dias 0.5 mg del
purificado durante ocho semanas a un conejo de la raza Nueva Zelanda de
aproximadamente 3 Kg de peso. El titulo del antisuero (1/8) se determiné una semana
después de la Gltima inyeccion. El suero sin diluir fue enfrentado en pruebas de doble
difusién en agar con savia de plantas con AMV aislado de L. nepetifolia, AMV aislado de
Physalis ixocarpa del Edo. de México, CMV de L. nepetifolia y contra controles negativos.
La foto no. 13 muestra la reaccién positiva del antisuero contra los aislamientos de AMV

de Leonotis nepetifolia y de Physilas ixocarpa.

Observacién de inclusiones virales

La epidermis de las plantas del rango del hospedantes fueron utilizadas para la observacidn
de inclusiones virales. Las muestras de epidermis se procesaron a 5 y 10 dias después de la

inoculacién. Inclusiones de tipo globular amorfo fueron observadas para CMV en plantas
de Cucurbita pepo var. zuchinni (Foto no. 14).
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REACCION DE PRECIPITACION DE ANTISUERO
ESPECIFICO CONTRA AMV EN ENSAYO DE DOBLE
DIFUSION EN AGAR

A) AMV de L. Nepetifoliu en N. Occidentalis, BY AMV de Physalis ixocarpa
del Edo. de México en N. occidentaliv, Cy CMV de L. nepetifolia en C. pepo.
E} y F) C. pepo y N. occidentalis sanas, respectivamente.

Foto no. 13.- El antisuero contra AMV se obtuvo en conejos de raza Nueva Zelanda y se utilizd sin
diluir.

Foto no. 14.- Inclusiones citopldsmicas globulares vacuoladas, (4000 X), en plantas de Cucurbita
pepo después de 10 dias de la inoculacién con CMV aislado de L. nepetifolia.



Analisis de RNAdc

Las muestras de Leonotis nepetifolia de campo se separaron por sus sintomas para realizar
la extracciéon de RNAdc y para su andlisis por electroforesis en geles de poliacrilamida 6%.
Las muestras con célico se dividieron por el color en amarillo y célico blanco - amarillo, las
de mosaico se separaron en mosaico ligero ¢ intenso, finalmente las muestras con
enchinamiento y reduccién foliar.

El patrén electroforético del RNAdc de todas las muestras de Leonotis nepetifolia coincide
con el producido por CMV (Foto no. 8), las bandas més densas corresponden a los RNAdc
3y4(1.4y0.5x 10°Da). En los carriles ¢, e y f (calico amarillo y blanco, mosaico intenso
y enchinamiento foliar, respectivamente) se presenta ademdas una banda de alto peso
molecular (marcada con A) que probablemente corresponde al RNAde (4.6 x 10° Da) del
virus mosaico del tabaco.

Con savia de Cucurbita pepo con mosaico sistémico se inoculd a otros conjuntos de
hospederas, para confirmar la presencia del CMV, se extrajo el RNAdc de las plantas y se
obtuvo el patrén de corrimiento electroforético en geles de poliacrilamida 6%. El patrén de
corrimiento de las bandas {(Foto no. 9) de todas las muestras con sintomas coincide con el
producido por el CMV. En Gomphrena globosa y Physalis ixocarpa, ademas de las 4
bandas caracteristicas det CMV puede observarse una banda de alto peso molecular cuya
identidad no fue precisada.

La presencia del virus mosaico de la alfalfa en las plantas del rango de hospedantes
inoculadas con savia infectiva de Chenopodium amaranticolor y C. quinoa con mosaico
sistémico y deformacién foliar, se confirmé por el patrén de corrimiento electroforético de
RNAdc en geles de poliacrilamida 6%. En la Foto no. 10, 11 y 12 se presenta el patrén
producido por algunas de las hospederas, se observa la distribucién caracteristicas de los
RNAdc 1,2,3 y4 (2.3, 1.5, 1.3 y 0.5x10° Da respectivamente) de AMV.

La transmisién de AMV con Myzus persicae se confirmé por inspeccién visual y por
analisis de RNAdc. En las fotos no. 11 y 12 se presenta el patrén de corrimiento
electroforético del RNAdc extraido de Nicotiana. occidentalis y N. glutinosa inoculadas
mecdnicamente y mediante el 4fido con AMV.
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PATRON ELECTROFORETICO DE RNA de
DE MUESTRAS DE CAMPO DE Leonotis nepetifolia

Carriles a) CMV, b) Mosaico leve, ¢) Célico amarillo y blanco, d) Célico
amarillo intenso. ¢) Mosaico intenso v i Enchinamiento v reduccién foliar.

PATRON ELECTROFORETICO DE RNAdc DE DISTINTAS ESPECIES
INOCULADAS CON CMV AISLADO DE L. nepetifolia

Carriles a) AMV, b) Gomphrena globosa con mosaico ligero con deformacién
foliar, ¢) Cucwrbite pepo con mosaico (inoculado con Mjyzus persicae), d)
Nicotiana occidentalis con mosaico, €} Physalis ixocarpa con mosaico y
reduccion foliar f) C. pepo con mosaico g) Picum sativum con mosaico ligeroy
Y CMV

Fotos no. 8 y 9.~ Las condiciones de extraccion y corrimiento de RNAdc se indican en materiales y
métodos.



0.5x10%

PATRONES ELECTROFORETICOS DE RNAde DE
DISTINTAS ESPECIES INOCULAPAS CON AMV
AISLADO DE Leonotis nepetifolia

Carriles: a) Ficia faba, b) Chenaum amaranticolor, <
Gomphrena globosa, d) Ch. quinoa'y e} L. Nepetifolia con
CMV

PATRON ELECTROFORETICO DE RNAdc
DE N. occidentatis CON MOSAICO

oculadza via Myzus persicae.b) Inoculado
mecanicamente y ¢) Helianthus annus sin
4 simtomas aparentes.

PATRON ELECTROFORETICO DE RNAdc
DE N. glutinosa SIN SINTOMAS
APARENTES

d) Inoculada via M. Persicae €) Inoculada
mecénicamente y £) CMV (control)

Fotos no. 10, 11 y 12.-Las condiciones de extraccién y corrimiento de RNAdc se indican en

materiales y métodos.

47




Las plantas de Nicotiana glutinosa inoculadas con AMV mecédnicamente o con biovectores
no mostraron sintomas durante el periodo de observacién. Sin embargo el analisis del
RNAdc viral, evidenci6 Ia presencia del virus en ambos casos (Foto no. 12).

En 1a Foto no. 9 carril ¢) se presenta el patron electroforético del RNAdc caracteristico de

CMYV obtenido de Cucurbita pepo con mosaico sistémico inoculada con el biovector.

Deteccion de virus por ensayo inmunolégico ligado a enzima (fosfatasa alcalina) ELISA

En el Cuadro no. 6 se enlistan los antisueros ligados a fosfatasa alcalina (Agdia Co.) contra
9 virus (pertenecientes a 6 familias virales) utilizados en la deteccion de virus en L.
nepetifolia. Las muestras de plantas de campo fueron agrupadas, segin su sintoma, en
mosaico, calico amarillo - blanco, célico amarillo y enchinamiento con reduccion foliar y
sometidas por triplicado a este andlisis del que solamente resultaron positivas para los virus
TMV, CMV y AMV. En el Cuadro no. 7 se muestran los valores de absorbancia a 405nm
en uno de los ensayos. Todas las muestras de Leonotis nepetifolia que resultaron positivas
para el CMV, a su vez, las que presentaron cdlico (amarillo o blanco) invariablemente
resultaron positivas para CMV y AMV. Las muestras con enchinamiento y reduccion foliar
invariablemente dieron resultados positivos para €] TMV y CMV. En ninguna de las
muestras sometidas a este ensayo dieron positivo para AMV exclusivamente.

El Cuadro no. 5 (Pag. 42) presenta los valores de absorbancia de luz de 405 nm para la
deteccion de CMV y AMV en muestras de L. nepetifolia inoculadas mecanicamente con
CMYV, AMV en infecciones simples y mixtas (1:1 p/p de tejido enfermo). Los resultados
confirmaron la presencia y distribucion sistémica de ambos virus en las plantas inoculadas

con mezclas.

Microscopia electrénica de particulas virales

El virus mosaico del tabaco (foto no. 15) fue observado a partir de muestras de savia de

Nicotina occidentalis con mosaico intenso y deformacion foliar sometida a contrastacién
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Cuadre No. 6
ANTISUEROS UTILIZADOS POR INMUNOABSORCION
ENZIMATICA (ELISA) PARA DETECCION DE VIRUS EN
Leonotis nepetifolin DE ATLIXCO, PUEBLA,

Antisuero vs. Resultado *
AMYV (Alfalfa mosaic virus: Bromoviridae) +
CMV (Cucumber mosaic virus: Bromoviridae) +
TEV (Tobacco etch virus: Potyviridae) -
™V (Tobacco mosaic virus: Luteoviridae) +
TBSV {Tomato bushy stunt: Tombusviridae ) -

TRV (Tobacco ratle virus: Luteoviridae) -
PMMoV (Pepper mild mottle virus: Luteoviridae) -
TRSV {Tobacco ringspot virus: Comoviridae) -
INSV (Impatiens Necrotic Spotted Virus: Bunyaviriae) -

Las determinaciones se realizaron segin el protocolo para prueba DAS ELISA (Clark and Adams,
1977). Doble anticuerpo sdndwich usando la enzima fosfatasa alcalina.
* 4= Positivo, =— Negativo.

Cuadro Ne. 7
DETECCION DE AMV, CMV Y TMV POR ENSAYO INMUNOLOGICO
LIGADO A ENZIMAS (ELISA) EN Leonotis nepetifolia
COLECTADAS EN ATLIXCO PUEBLA

Muestra Absorbancia a 405 nm con anticuerpo vs. Lectura
ALMV CMV ™V
MOSAICO 0.0 0.377 0.018 15 min
0.005 0.987 0.043 30 min
CALICO 0.037 0.314 0.007 15 min
BLANCO 0.103 0.814 0.009 30 min
CALICO 0.031 0.329 0.005 15min
AMARILLO 0.085 0.860 0.009 30min
ENCHINAMIENTO 0.028 0.321 0.079 15 min
FOLIAR 0.076 0.836 0.174 30 min
NEGATIVOS 0.009 0.040 0.023 15 min
0.0016 0.115 0.048 30 min

Las determinaciones se realizaron segén el protocolo para prucba DAS ELISA (Clark and Adams 1977).
Dojle anticuerpo sandwich usando ‘enzima fosfatasa alcalina. Solo se presentan las lecturas para anticuerpos

resultaron positivos al menos en una muestra.
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Foto no. 15.- Particulas de varilla rigida de 350 nm de longitud en savia de Nicotiana occidentalis
inoculada con TMV. Contrastado con acetato de uranilo 2% (64000 X).

Foto No. 16.- Inclusién viral en célula de Nicotiana rustica infectada con TMV. V: Vacuola, Cl;
cloroplasto, PC Pared celular e I: Inclusién viral de 350 nm de espesor y 3714nm de longitud
aproximadamente. El tejido fue incluido en resina Spurr, fijado con glutaraldehido y contrastado

con acetato de uranilo y citrato de plomo.
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con acetato de uranilo 2% segin se indica en materiales y métodos. Las varillas rigidas de
aproximadamente 350 nm de longitud y 20 nm de espesor fueron observadas a partir de
25000 aumentos.

Muestras de tejido de hojas de Nicotiana ristica con lesiones clordticas y necréticas
sistémicas fueron fijadas en glutaraldehido y preparadas para su infiltracién con resina
Spurr para localizar las particulas virales en el interior de la célula vegetal. En la foto no. 16
se distinguen inclusiones virales de 350 nm de espesor y 3700 nm de longitud que
contienen gran cantidad de particulas varilla rigida que corresponden al TMV y que estan
intimamente asociadas al cloroplasto.

Alicuotas de los purificados de AMV fueron fijados con glutaraldehido 1% y contrastados
con acetato de uranilo 2%. En la Foto no. 17 se muesiran las particulas con longitud
aproximada de 60, 50, 40 y 30 nm del AMV.

Las preparaciones de CMV fueron elaboradas con alicuotas del purificado y contrastadas
con acetato de uranilo 2%. En la Foto no. 18 se observan las particulas icosahédricas,

aparentemente vacias, con didmetro aproximado de 18 nm.
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Foto no. 17.- Particulas de AMV en savia infectiva de Gomphrena globosa (84000X) fijadas con
glutaraldehido 1% y contrastadas con acetato de uranilo 2%. Se indican las particulas A, B, Cy D

de 60, 50, 40 y 26 nm respectivamente.

Foto 1io. 18.- Particulas icosahedricas de 18 nm de didmetro en savia de Cuedrbita pepo inoculada

con CMV de Leonotis nepetifolia. Contrastadas con acetato de uranilo 2% (218000 X).
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V1.- Discusién de resultados

Desde hace tiempo se ha reconocido la participacion de hospedantes alternos silvestres
como fuente de indculo primario en la diseminacién de virosis que afectan a las plantas
cultivadas. Sin embargo los trabajos enfocados a la identificacién y caracterizacién de los
virus en malezas no son abundantes, a pesar de la certeza que el entendimiento de la
ecologia de los virus que afectan a un cultivo en una localidad es esencial para la
implementacién y desarrollo de métodos apropiados de control (Rocha 1985). En 1996
Jiménez-Diaz colecté en la Comarca Lagunera plantas silvestres de 11 especies (de 9
familias botdnicas) asociadas a cultivos de mel6én con sintomas de virosis y detecto la
presencia de cinco virus (CMV, PRSV, ZYMV, WMV-2 y SgMV) y los asoci6 con la
presencia de afidos Aphis gossypii y Myzus persicae. En 1995 Hernéndez et al. colectaron
malezas, piantas de chile y jitomate en nueve localidades de Yucatin y detectaron la
presencia la TMV, TEV, TRSV y PEV. Bravo et al. en 1995 identificaron por hibridaciéon
molecular los hospedantes alternos de algunos geminivirus con la finalidad de plantear
estrategias de manejo integrado para reducir los dafios causados por el “chino del chile”.
Aquilar — Rios y Lozoya 1995 detectaron la presencia del CMV, ZMV, TMV y FYMV por
medio de ELISA en 19 especies de 11 familias asociadas al cultivo de cucurbitéceas.

En este trabajo, dada la abundandancia de malezas con sintomas de virosis en los linderos
de los sembradios de Atlixco Puebla se decidié determinar los virus presentes en Leonotis
nepetifolia 'y caracterizarlos biolégicamente. Leonotis nepetifolia, a pesar de ser
considerada planta anual, se encuentra durante todo el afio en los linderos de los sembradios
en la localidad de agricultura de riego de Atlixo Puebla, lo que la hace un buen hospedante
alterno de virus durante las temporadas del afio en las que no se cultivan las zonas aledaiias.
En este trabajo se combiné el analisis de los patrones electroforéticos de RNAde, la
microscopia electrénica, la formacién de inclusiones virales, el rango de hospedantes y la
serologia para la identificacién y caracterizacién de todos los patogenos de RNAdc de
Leonotis nepetifolia colectada en las riveras de los sembradios de Atlixo Puebla
considerando que en la deteccion de virus por PCR, ELISA o hibridacion de 4cidos
nucleicos, pueden pasar inadvertidos virus que no correspondan a los antisueros, cebadores

o sondas probados. Por otro lado, la determinacién de virus por los sintomas en el rango de
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hospedantes requiere de experiencia para su reconocimiento, la variacién en las condiciones
ambientales afecta su expresién, la variabilidad en las poblaciones virales y la de las
variedades hospedantes pueden modificar la manifestacion de sintomas (Dodds 1987).

En el andlisis de plantas silvestres de L. nepetifolia con sintomas de virosis, fue frecuente
encontrar complejos virales. Se determiné la presencia de dos representantes de Ia familia
Bromoviridae: el virus mosaico del pepino (CMV) y el virus mosaico de la alfalfa (AMV) y
un virus de la familia Luteoviridae: el virus mosaico del tabaco (TMV} ademés de un RNA
de bajo peso molecular (CARNA 5) probablemente asociado al CMV que no fue posible
transmitir por medios mecanicos ni caracterizar. Los ensayos serologicos ELISA indicaron
la presencia de AMV en muestras con cilico blanco, célico amarillo-blanco y con
enchinamiento y reduccion foliar; el CMV se encontré en las muestras con mosaico, en
algunas de ellas se encontr$ asociado al TMV; éste se localizd frecuentemente en muestras
con enchinamiento foliar y con cdlico amarilio intenso. El andlisis de patrones
electroforéticos de RNAdc de plantas de L. nepetifolia evidencié al CMV en todas las
muestras y al TMV en algunas (célico amarillo, mosaico y reduccién foliar). En ninguna de
las muestras se identificé el patrén de corrimiento caracteristico de AMV. El patron de
corrimiento de RNAdc de plantas de L. nepetifolia inoculadas en invernadero con mezcla
de CMV y AMV evidencié la presencia inicamente del primero, sin embargo el ensayc
ELISA demostré la presencia de AMV. De esta manera, ain cuando el andlisis de RNAdc
ofrece ventajas, es posible que en mezclas de virus la eficiencia de la técnica sea limitada.
Los tres virus de L. nepetifolia fueron transmitidos mecédnicamente a las plantas indicadoras
utilizadas de manera eficiente, excepto el probable CARNA 5. El AMV y CMV son virus
transmitidos de manera no persistente por muchas especies de éfidos (Brunt et al. 1996).
En el presente trabajo se transmitié con una eficiencia del 100% a estos virus utilizando
Myzus persicae, la presencia del virus en las plantas infectadas fue corroborada por
inspeccion visual y a través del analisis de RNAdc. La presencia constante del complejo
AMV/CMV en las plantas analizadas puede ser explicada por la diseminacién de ambos
por éfidos. .

El CMV es un virus con distribucién mundial del cual se han aislado una serie de
variedades que difieren en su rango de hospederos y en su patogenicidad y que pueden ser

agrupados, con base en relaciones seroldgicas, en el subgrupo DTL distribuido en regiones
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tropicales y subtropicales y que genera sintomas severos, y en el subgrupo ToRS que se
distribuye en regiones templadas (Rizos et al 1992). Recientemente se han denominado,
con base en su sensibilidad térmica, como CMV-Iy CMV-II (Hasse et al. 1989), el primero

no es sensible a 32 9C, causando sinfomas aln a mayores temperaturas, Variantes de este

subgrupo se encuentran en regiones tropicales y subtropicales. E! subgrupo CMV-II causa

sintomas a 25 ©C, pero no a 32 °C y sus variantes se localizan en regiones templadas
(Owen and Palukaitis 1988). El aislamiento de CMV obtenido a partir de L. nepetifolia se
identifica como variante gue pertenece al subgrupo I dado que se aislé y mantuvo en
condiciones de invernadero donde las temperaturas fluctiian entre los 25 y 40 °C.

EL AMV es un virus de distribucién mundial cuyas variantes no han sido agrupadas. Los
sintomas del aislamiento de Leonotis nepetifolia en Vignia unguiculatay en 10 variedades
criollas de Phaseolus vulgaris cultivadas en distintas regiones del Estado de Puebla se
compararon con los producidos por el aislamiento de AMV obtenido de Physalis ixoparpa
colectadas en el Estado de Morelos, Puebla y Estado de México por De la Torre en 19935.
En ocho de las 10 variedades de P. vulgaris el aislamiento de L. nepetifolia produjo
lesiones necréticas locales, mientras que solo 6 variedades de P. vuigaris y V. unguiculata
mostraron el sintoma tras ser inoculadas con el aislamiento de De la Torre. Estas
observaciones permiten sospechar de variaciones en los aislamientos que habria que
caracterizar.

El virus mosaico del tabaco (TMV) fue fécil de separar, aunque no fue el mds frecuente en
el material colectado y muy dificil de eliminar cuando se encontré con otros virus. TMV es
de ficil transmisién mecdnica; no se conocen insectos vectores que lo distribuyan por el
campo v la transmisién por semilla no existe, por lo que la posibilidad de distribucién de
este virus es principaimente por contaminacién inducida por el hombre durante las practicas
de manejo, que explica el bajo niimero de muestras que se enconiraron con este virus
(Zaitlin and Israel, 1975).

Plantas de Leonotis nepetifolia fueron inoculadas con CMV, AMV y con mezcla

AMV/CMV (tgjido enfermo en proporcién 1:1), como se mencioné en parrafos anteriores
los sintomas mostrados por cada una de ellas fueron mosaico, célico amarillo y mosaico
respectivamente. El analisis de RNAdc evidenciaron la presencia de AMV y de CMV en
los lotes inoculados de manera individual. En el lote coinfectado el andlisis de RNA de
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evidencio el patrén electroforético caracteristico de CMV por lo que se procedid a la
deteccién de por ELISA en hojas no inoculadas, como se indica en el Cuadro no. 7. Del
resultado se deduce que la concentracién de los RF’s de AMV no estdn en niveles
suficientes para ser evidenciados mediante RNAdc y que el movimiento de la proteina de la
capside o del RNA3 o del fragmento subgendémico (RNA4) no se vio impedida por la
presencia de CMV. Los resultados obtenidos en este trabajo no permiten distinguir el tipo
de inferaccion que se establece en la coinfecciones AMV/CMYV, Seria interesante utilizar en
posteriores trabajos técnicas que permitan cuantificar ia concentracion de los RNA de cada
uno de los virus para intentar establecer si la cinética de sintesis de cada uno se ve alterada
en la coinfeccién,

En Leonotis nepetifolia AMV, CMV y TMV forman mezclas en numerosas muestras, por
lo que fue evidente que esta maleza es susceptible y reservorio de diferentes virus, cuyo

comportamiento epidemiolégico podria evaluarse en el futuro.

VII.- Conclusiones

Los sintomas de virosis en las poblaciones Leornotis nepetifolia de Atlixco Puebla son
producidas por un complejo viral en el que participan al menos el virus mosaico de la
alfalfa (AMYV), virus mosaico del pepino (CMV), y el virus mosaico del tabaco (TMV).

Los aislamientos del virus mosaico de la alfalfa y el mosaico del pepino, aislados de L.
nepetifolia, son transmitidos eficientemente por el &fido Myzus persicae en condiciones de
laboratorio.

Los resultados del presente trabajo indican que ninguno de los virus determinados en las
poblaciones naturales de L. nepetifolia son transmitidos por semilla,

Leonotis nepetifolia es un hospedante alterno importante para la sobrevivencia y como

fuente primaria de inéculo de los tres virus,
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lo que fue evidente que esta maleza es susceptible y reservorio de diferentes virus, cuyo

comportamiento epidemiolégico podria evaluarse en el futuro.
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Los sintomas de virosis en las poblaciones Leonotis nepetifolia de Atlixco Puebla son
producidas por un complejo viral en el que participan al menos el virus mosaico de la
alfalfa (AMV), virus mosaico del pepino (CMV), y el virus mosaico del tabaco (TMV).

Los aislamientos del virus mosaico de la alfalfa y el mosaico del pepino, aislados de L.
nepetifolia, son transmitidos eficientemente por el 4fido Myzus persicae en condiciones de
laboratorio.

Los resultados del presente trabajo indican que ninguno de los virus determinados en las
poblaciones naturales de L. nepetifolia son transmitidos por semilia.

Leonotis nepetifolia es un hospedante alterno importante para la sobrevivencia y como

fuente primaria de indculo de los tres virus.
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