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INTRODUCCION

En prospecciones efectuadas durante 1972
en las zonas de La Serena, Ovalle y Salamanca,
se observaron plantaciones de aji y pimiento
mostrando sintomas . caracteristicos de . una
enfermedad virosa que estd atacando, en gran
escala, esos cultivos tanto en el campo como
bajo invernaderos de pléstico.

1Recepcién originales: 23 de abril de :1973..

2Ing. Agr., M. S., Servicio Agricola y Ganadero (sac).

3Profesor de Biologia, Ph. D., Facultad de 'Ciencias, Univer-
sidad de Chile, Casilla 653 Sanhago, Chile.

4Bioquimico, Comité de Investigaciones. Tecnolbgicas, corro.

Las plantas enfermas presentaban.mosaico
foliar, enanismo y un rendimiento muy infe-
rior-'al de las plantas sanas.

Dada la vasta dispersi(')n de esta enfermedad
a través de la provincia de Coquimbo, donde
se concentra el 909, de la superficie total
destinada a aj{ y pimiento, y la grave inci-
denc1a que tiene en los rendimientos y calidad
de los frutos, la presente investigacién tuvo
como objetlvo la identificacién y caracteriza-

cion del virus causante .de esta enfermedad.
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REVISION DE LITERATURA

La literatura mundial proporciona numeiosos
antecedentes sobre virosis que-afectan los cul-
tivos de aji y pimiento. Anderson y Corbett
(1957) , en Florida, informan que los principa-
les virus que atacan estos cultivos son: virus
del grabado del tabaco (TEV), virus Y de la
papa (PVY), mancha
(ARSV) y mosaico del pepino (CMV).

Nagai y Smith - (1968), sefialan al PVY vy
al TEV como las principales enfermedades

-virosas- en les pimientos “de CaliforniaSaki-~~

mura (1958), a su vez, determina la presen
cia de-PVY en Hawaii.

Otros autores, como Gamez (1962) , en Cos-
ta Rica, Nitzany y'Tanne (1962), en Israel y
Gracia et al. (1969), en Argentina, coinciden
en considerar al PVY como la enfermedad
virosa de mayor incidencia eén pimiento, se-
guido en orden descendente por CMV, TEV
y mosaico del tabaco (TMV) .

Simons (1956), menciona para el sur de
Florida el mosaico del bandeado de las nerva-
duras -(PVBM) con caracteres muy semejan-
tes a PVY y a TEV.

En Francia, Marchoux, Marrou y Migliori
(1965) , describen la presencia de"'TMV, PVY,
CMV y mosaico de‘la alfalfa (AMV).- -

En nuestro pafs, por el contrario, no- exis-
ten trabajos .sobre virosis en plmlento ° aji,
excepto una mencién de un “mosaico” en
Capsicum annum determinado sélo por sinto-
matologla (Accatino, 1964) .

MATERIALES Y METODOS

.La investigacién se realizdé en la’ Estacién
Experimental La Platina del Instituto de In-
vestigaciones Agropecuarias, en el Departa-
mento de Biologia de la Facultad de Ciencias,
Universidad de Chile y en la Facultad de Me-
dicina de la Universidad:de Chile: -

AISLAMIENTOS DEL VIRUS Y METODO DE
INOCULAGION.

Se trabajé con los siguientes aislamientos:

1. Plantas de aji (Capsicum pendulum) var.
~Cristal, provenientes de La Serena y Ovalle.
2. Plantas de pimiento-dulce (Capsicum an-
num) var. California Wonder, provenientes
de Ovalle.
8. Plantas de pimiento para deshidratar (C.
annum), tipo htingaro y espanol provemen—
tes de Salamanca y Ovalle. -

Cada aislamiento se mantuvo separadamen-

te en plantas de Nicotiana glutinosa L. y Ni-

cotiana tabacum L. variedad White Burley.
El in6culo se obtuvo macerando hojas de plan-
tas enfermas con agua destilada y- filtrando

anular- deél - 4ster:
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luego con gasa humeda. Las inoculaciones se
realizaron en invernadero, con temperatura
controlada (21-25°C). Se espolvorearon las ho-
jas con carborundum malla 400 y se frotaron
suavemente con una térula de algodén hume-
decido con el in6culo. Posteriormente se lava-
ron las hojas inoculadas con agua destilada.

TRANSMISION MECANICA A HUESPEDES'
DII‘ERENCIALES

Todos los-aislamientos- del Viras produJeron' o

sintomas idénticos al ser inoculados en los
huéspedes diferenciales seleccionados, por lo
cual el inéculo utilizado para los €nsayos pos-
teriores se obtuvo de plantas de aji variedad
Cristal. La seleccién de los huéspedes ‘diferen-
ciales se basé en un andlisis bibliografico de
todos los virus de transmisién mecénica que
infectan naturalmente al aji y pimiento y de
las plantas mds adecuadas para ponerlos
de manifiesto (Gracia et al, 1969) (Nagaiy
Smith, 1968) (Smith, 1957) . ‘

Para las primeras inoculaciones con mate-
rial traido del campo se usarom:

Capsicum. annum L. (plrmento) varledad Ca-
lifornia Wonder;

Capsicum. - pendulum Willd. (ap) variedad
Cristal;

Cucumis sativus L. (pepmo) vamedad Mar-
keter;

Datura stramonium L. (chamico);

Gomphrena globosa L.;

Nicotiana glutinosaL.;

Nicotiana tabacum L. (tabaco) variedad Whl-
te Burley;

Phaseolus vulgaris L. (frejol), variedad Pin-
to,

Vigna sinensis Endl. (caupi) .

Se inocularon. 6: -plantas. de’ cada especie y

'se dejé una como testigo. Estas inoculaciones
se repitieron 4:veces para cada especie y va-

riedad usada, en las condiciones experimenta-
les ya descritas.

Posteriormente, con el fin de completar la
identificacién del virus se utilizaron, ademds,
los siguientes huéspedes diferenciales:
Capsicum frutescens L. (a]1) variedad Tabas—

co;

Ghenopodium amamntzcolor Coste 'y Reyn
Datura metel L.;

Lycopersicon esculentum M111

Nicandra physaloides Gaertn.;

Nicotiana tabacum L. (tabaco) varledad Sam—

sun; P
Petunia hybrida Vilm. (petuma)

Physalis peruviana L.;
Solanum nigrum L.,y
Zinnia elegans ]acq (zinia) .



A. BRUNA DE TOSSO, V. SANTILLI, R.'ESPEJO — ENFERMEDAD DEL AJI CAUSADA POR VIRUS Y DE LA PAPA 197

Asimismo se utilizé el método: de la heja
amputada al inocular el hibride de Solanum
demissum: (Solanum demissum 3 Solanum tu-
berosum variedad Aquila);, denominado A6;
segun -el método usado por De Bokx y Ghaffa-

(1969) .- Las- pruebas de recuperacién . del
virus, a partir de los huéspedes -diferenciales
se realizaron. en. Nicotiana glutinosa..

PROPIEDADES FISICAS.’

Se determiné el “Punto de Inactivacién Ter-

mal” (PIT)*y el “Punto de Dilucién Final’""

(PDF), de acuerdo a métodos estandarizados
originalmente propuestos por Johnson y Grant
(1932) ; se us6 A6 como huésped inmdicador.
Para establecer el PIT, el in6culo de taba-
co infectado, se colocd en capilares que se se-

Haron en ambos extremos y se sumergieron. ...

en agua caliente durante 10 minutos. Al re-

tirarlos, se los enfrié rdpidamente y se inoculd .

en hojas de A6. Las temperaturas usadas. fue-
ron 45, 50, 55, 56, 58, 60 y 65°C.
El PDF se determiné diluyendo el jugo de

tabaco infectado con agua destilada en las -

diluciones: 1:1, 1:10, 1:100, 1:1.000, 1:10.000,
1:100.000 y 1:1.000.000.

PRUEBAS SEROLOGICAS.

Las técnicas seroldgicas usadas fueron la
microprecipitacién de van Slogteren (1955) y
la de doble difusién en el gel de agar de"
Ouchterlony, adaptada a virus vegetales por -

van Slogteren (1955a). Para esta tltima. téc-
nica se utilizé un medio preparado con Bacto-
agar al 0,859, cloruro de sodio.al 0,859, y

azida de sodio al 0,19, en agua destilada. Sef L
agregd 12 ml de este medio a cada disco Petri,

dejando un orificio central y 6-8 orificios pe-

riféricos de 5 mm de didmetro, colocados™a b5

mm uno de otro.
El indculo usado se traté con una solucién
tampén de etanolamina y HCI,

ra degradar las particulas de virus y facilitar
su difusién en al agar. Esta técnica de degra-
dacidén se utilizé en 2 formas distintas.

Método A.

Consistié en macerar el tejido infectado,”

con la solucién tampén (1 g/2 ml) filtrando

el jugo obtenido y dejindolo reposar: 2 -horas .

antes de usar.

Método B.

Consistié en macerar el tejido infectado

con HyO destilada (1 g/2 ml) y filtrar el
jugo. Luego se centrifugd por 30 minutos a
2.500 g y los “pellets” fueron resuspendidos en

pH 10,5, segn:
la técnica de Purcifull y Gooding- (1970}, pa- - -

la solucién tampén (0,5: ml/g / tejido) .- Se
dejé reposar 2 horas.

Los antisueros usados en este trabajo, espe-
cificos. para mosaico- de la ‘alfalfa (AMV); vi-
rus X de la papa (PVX), virus Y de la papa
(PVY),, virus del grabado del tabaco (TEV) y
mosaico del tabaco (TMV), fueron proporcio-
nados por. el Ingeniero Agronomo Luis Sala-
zar, del Centro Internacional de la Papa, Li-

© ma, Perd. "También 'se- usdé suero para PVY

proveniente de Holanda. Cada prueba serold-
gica se repitid 3 veces.

‘MICROSCOP{A ELECTRONICA.

Para Jas observaciones y fotografias del virus

“en estudio se utilizaron los microscopios Sie-

mens Elmiskop 1 y Phillips EM 300, usando
la tincién negativa con 4cido fosfottingstico al
0,19, (Brenner y Horne, 1959). Las muestras

‘infectadas con virus fueron obtenidas de Ni-
‘cotiana glutinosa, extrayéndose- algunas gotas

de-savia, las que se colocaron sobre las grillas.

Después de algunos segundos, se succiond el

liquido con papel filtro y se lavo la superficie

‘de las grillas con una solucién de acetato de
"amonio 0,1 M por 14" ‘minuto; se. extra]o la

solucién con papel filtro y se dejé flotar las

" grillas en una solucién de dcido fosfottingstico

0 1%, pH 7,0 por varios segundos.

‘El microscopio electrénico se utilizé a un
voltaje de 80 kv y las fotografias se tomaron

“con aumento de 20.000 a 40.000 veces.

»El largo de las particulas se determiné pro-

yectando las microfotografias en papel y usan-

de.un integrador lineal (linear integrator).
RESULTADOS Y DISCUSION
}_i_{Ié'AcméN EN HUKSPEDES DIFERENCIALES.

“Los sintomas obtenidos -en las distintas es-

‘pecies y variedades usadas, asi como los dias

que éstas demoran en manifestar la reaccién

“-se-consignan en el Cuadro L.

Inoculaciones periddicas-en plantas de Cu-
cumis sativus var. Marketer, Datura stramo-
nium, Gomphrena globosa y Vigna sinensis

“dieron siempre reacciones negativas, lo que
~indicé la ausencia de CMV y PVX en el ma-

terial infectado (Smith, 1957).

Las reacciones del in6culo en Capsicum fru-
tescens var. Tabasco, Nicotiana glutinosa y
Phaseolus vulgaris var. Pinto eliminaron la
posibilidad de TEV y TMV como los agentes
patégenos (Ferndndez Valiela, 1969).

Zinnia elegans no se infectd, descartando la
presencia del virus del bandeado de las ner-
vaduras (Simons, 1956).
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Chenopodium amaranticolor, el clon de pa-
pa A6 (Figura 1) y Nicandra physaloides re-
accionaron con lesiones:locales necréticas, ti-

picas para PVY (Delgado-Sédnchez y Grogan,

1970) .

Los sintomas observados en Capszcum an-
num, C. frutescens, C. pendulum, Datura me-
tel (Figura 2), Lycopersicon esculentum, Ni-

AGRICULTURA TECNICA — VOL. 33 -N° 4

cotiana glutinosa (Figura 3), Nicotiana taba-
cum (Figura 4) y.Petunia hybrida son- simila-
res a los descritos como caracteristicos. para
PVY -por Anderson y Corbett (1957), Costa
y-Alves (1950), Gracia ef al. (1969), Nitzany
y Tanne (1962), Simons (1956) y Zabala y
Delle Coste (1946) .

El virus fue recuperado de todos los huéspe-

Cuadro -1 — Smtomas produados por el in6culo en estudio en diferentes huéspedes .

diferenciales.
Huésped Sintomas Duracidon periodo
.. incubacion

Capsicum annum var. 8.8 aclaramiento de ner- '12' -15

Ca]ifomia ‘Wonder - vaduras, mosaico, enanis-

) mo. .

qusicdm frutescens S.8.: mosaico. 5

var. Tabasco :

Capsicum pendulum 8.-S.: aclaramiento de ner- 12-15

var. Cristal vaduras, mosaico, enanis-
mo,

Chenopodium amaranticolor - S.L2 lesiones necréticas. 5

Clon de papa A 6 S.L. Iesioric:s necréticas. ‘ 3

Cucumis sativus var. " Sin sintomas.

Marketer )

Datura metel -8.8.: aclaramiento de 1fer- 15
vaduras, mosalco, ampolla-

. dura.

Datura stramonium Sin_sintomas,

Gomphrena globosa Sin sintomas.

Lycopersicon esculentum S.S. aclaramxento de ner- 15

o : vaduras.

Nicandra physaloides S.L: lesiones necroticas. '5-6
8.S.: lesiones necréticas y 15
mosaico suave.

Nicotiana glutinosa 8.8 aclaramiento de ner- 6
vaduras, mosaico

Nicotiana tabacum ..8.8.: aclaramiento de ner- 6

var. Samsun vaduras. mosaico, :

Nicotiana tabacum S:8.: aclaramiento de ner- 6

var. White Burley: * vaduras. mosaico.

Petunia hybrida S.8.: aclaramiento de ner- 6-12
vaduras, mosaico suave,
alteracién del color de las

) . flores.

Phaseolus vulgaris _-Sin sintomas,

var., Pinto T . .

Physalis peruviana S.L.: lesiones necréticas. 5

- I $.8.: mosaico apical, ne- 15

Solanum nigrum
Vigna sinensis
Zinnia elegans =

crosis, muerte.

:Sin: sintomas.
-'Sin sintomas . -
- -Sin sintomas

S. = Sintomas sistémicos.
L, = Sintomas locales.
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Figura 1 — Sintomas- del virus Y de la papa: le-
siones locales en A 6; abajo, testigo.sano. -

des que presentaron sintomas en N. glutinosa.

No se evidenci¢ infeccion en D. stramo-
nium, G. globosa y . nigrum, confirmindose
asi que el indculo en estudio corresponde a
virus Y de papa (Gracia et al., 1969; Smith,
1957) .

PROPIEDADES FiSICAS.

Punto ‘de inactivacion termal, Los resul-
tados obtenidos en la prueba de’inactivacién

Figura 2 — Sintomas
del virus Y de la pa-
pa: mosaico inten-
so y deformacién en
Datura. metel; dere:
cha, testigo sano.

termal del virus Y de papa se presentan en
el Cuadro 2.

De acuerdo a los resultados obtenidos, el
virus se inactiva al someterlo, durante 10 mi-
nutos a-60°C.

Punto-de. dilucion fmal El virus fue in-
fectivo a la dilucién 1 10.000, pero no a la
dilucién '1:100.000.

Las propledades fisicas del alslamlento en
estudio son similares a las sefialadas por Dar-
by, Larson y Walker (1951) y por Salazar

(1971) para razas'de PVY aisladas de papa,

y por Gamez. (1962) para-PVY aislado de pi-
miento. -

PRUEBAS SEROLOGICAS.

En el Cuadro 3 se dan los resultados de la
prueba de microprecipitacién que se efectué
para confirmar la identidad del virus aislado.

Cuadro 2 — Punto de inactivacion termal.

Tempera:
tura 45°C 50°C 55°C 56°C 58°C 60°C 65°C
Reaccién® + B T - -

IEl signo + stgmﬁca formac:on de Iesmnes locales en’ el
clon de papa :

Cuadro 3 — Reacciones de xmcroprecxpltam()n con
virus aislado de ajf.

Antisueros
MoN B AT
Fuente antigeno E ?., E E g
, &
C. pendulum = - — + —_ = =
N tabacum var.

White - Burley T e + - R —
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Todas las reacciones ‘de ‘microprecipitacién
fueron positivas para virus Y de papa.

Los controles con suero normal reaccionaron
negativamente, dando validez a la prueba sero-
1égica. e

Al efectuar las pruebas de difusién en agar,
ensayos preliminares con jugo clarificado de

plantas enfermas dieron resultados negativos

para PVY. L g e

Los. extractos tratados con solucién tampoén
de etanolamina y HCl1 (ETA), provenientes
de plantas infectadas de tabaco y aji, dieron
lineas de. precipitacién frente al antisuero
PVY, a diferencia de los extractos no tratados
que no dieron reaccién. Los in6culos prepa-
rados por los métodos Ay B dieron lineas de
precipitacién equidistantes entre la posicion
del suero anti-PVY:y los antigenos;. a. las 24
horas de efectuada la prueba (Figura 5). La
banda de precipitacién fue algo mas marcada
con el antigeno preparado por el método B
que con el antigeno preparado por el método
A. No hubo reacciéon con los componentes
normales de la planta.

Posteriormente se enfrentaron los extractos
de tabaco y aji tratados por el método B con
los antisueros especificos para TMV, PVY de
Perti y PVY de Holanda, AMV, TEV y. PVX
observandosé reaccion sélo con el suero PVY
(Figura 6) .

La falta de reaccién en el caso de los.anti-
genos no-tratados se debe, probablémente, a
la agregacién de las particulas virosas, las que
al ser tratadas alcalinamente se separany pue-
den difundir rdpidamente en el gel de agar.

Estos resultados confirman que el PVY es
el responsable de esta enfermedad presente en
pimiento y aji.

. "AGRICULTURA TECNICA — VOL. 33-N® «

igura 3 - Sintoma
~del virus Y de I

_.papai’ mosaico er
Nicotiana glutinosa
- derecha, testigo sa
“no.

IMICROSCOP{A ELECTRONICA.

Las fotografias tomadas con microscopic
electrénico mostraron particulas alargadas, fle
xibles y filamentosas.

Cuarenta y siete particulas fueron. seleccio
nadas al-azar y medidas. La mayor concentra

Figura 4 — Sintomas del virus Y de la papa
mosaico y clorosis en Nicotiana tabacum: vax
White Burley; izquierda, -testigo: sano.
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antigenos infectados de: tabaco v aji, respecti-

vamente, tratados con etanolamina (metodo :
B); 3y7 antlgenos infectados de tabaco yaji; -
respectivamente,. sin tratar; 4y 8 anugenos Ene

sanos- de: tabaco y a]1, respecuvamente.

cién de partlculas se obtuvo en el rango de

700-900 nm, constituyendo un 649, de las
particulas totales (Figura 7). Entre los ran-
gos de 74-700 nm y 900-1:625 nm sélo se en-
contraron particulas aisladas, no habiendo
mas de dos por cada espacio de 25 nm. Las es-
casas particulas encontradas, ya sea bajo.los
700 nm o sobre los 900 nm se consideraron
restos de particulas o agregados, respectivamen-
te, y no se consideraron para calcular el largo
promedio, que correspondié a 788 == 44 nm.

De acuerdo al largo y la forma de la’ partlcu-
la, se determiné que ‘el virus en estudio estd
comprendido en el grupo del virus Y y corres-
ponde especificamente al virus Y de la papa
(Brandes y Bercks, 1965; Varma et al., 1968).

El ancho de las particulas fue variable aun

dentro de la misma particula, por lo que no
se intent6 su determinacion.
No se tiene ninguna explicacién para este

hecho, excepto que se ha notado que las par-

ticulas reunidas en haces poseen didmetros
mucho menores, generalmente la mitad, que

aquellas particulas aisladas, como puede apre-’

ciarse en la fotografia (Figura 8) en donde
aparecen particulas aisladas y un haz de ellas
en el extremo inferior izquierdo.

Esto se ha observado también en particulas
de virus del mosaico de la sandia (WMV-2) ob-
tenidas de plantas de melén (Cucumis melo
L.) de la variedad Honey Dew, preparada en
una forma semejante (Bruna y Santilli, no pu-
blicado). Esto sugiere que €l mayor didmetro
de las particulas aisladas y libres puede deber-

: ntisuero PVY, 1y 5 antlgenos'
infectados de’ tabaco y  aji, respectivamente, _
tratados con etanolamina (método; A); 2 y. 6.

Figura 6 — El orificio:central contiene:

A) antigeno de. tabaco infectado, tratado con
..etanolamina (método B);

B) antigeno de aji infectado, tratado con eta-
nolamina (método B);

Los orificios periféricos contienen: i1, antisue-
ro TMV; 2 y 6, antisueros PVY, de Peri y
- Holanda, respectivamente; 3, antisuero AMV;
4, antisuero TEV; 5, antisuero PVX.
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Figura 7 — Distribucién de frecuencia de las
particulas de virus Y de la papa, segun su
longitud. .
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Figura 8 — Fotografia con microscopio electrénico de particulas de virus Y de Ia Papa, prove-
nientes de hojas de Nicotiana glutinosa inoculadas con extracto de ajt 'infectado.
Aumento 90.000 x.

se a la adhesién de las proteinas del huésped,
lo que ocurre sélo después de que los haces se
han separado. Ello implica que en el huésped
las particulas virosas se acumulan:primero en
haces, posiblemente envueltos por una mem-
brana, tal como lo expresa Markham (1968)
para PVY. o ‘

‘De los resultados obtenidos en las pruebas
de transmisién mecénica, serologia, propieda-
des fisicas y microscopia electrénica, se iden-
tifico al virus Y de la papa (Solanum virus 2,
Smith) como el causante de Ia virosis que afec-
ta a las plantas de aji y pimiento en la pro-
vincia de Coquimbeo,

RESUMEN

Se estudié una enfermedad virosa que atacd intensamente a los cultivos de aji.y
pimiento de la provincia-de Coquimbo, Chile, y se determiné que su agente causal

es el virus Y de la papa (PVY).

El diagnoéstico se basé en sintomas en huéspedes.diferenciales, en las propiedades
fisicas del virus, en reacciones serolégicas y en observaciones al microscopio electré-
nico. El virus produce lesiones locales de tipo necrético en el hibrido Solanum de-
missum A6. El punto de inactivacién termal es de 60°C, el punto de dilucién final
es 1:10.000 y el antigeno tratado alcalinamente da una clara linea de precipitacién
al enfrentarse con antisuero para PVY. El largo promedio de las particulas corres-

ponde a 788 =+ 44 nm.

e e e SUMMARY

A severe ‘virus disease affecting commercial peP}féf crrops< 111 Coquinibo " province,
Chile, was studied and potato virus Y (PVY) was found to be the causal agent.



A. BRUNA DE TOSSO, V. SANTILLI, R. ESPEJO — ENFERMEDAD DEL AJI CAUSADA POR VIRUS Y DE LA PAPA 203

The dlagnosm was based on differential hosts,: serolog1cal reactxons, physical pro-
perties of the virus ‘and ‘electron mlcroscopy The virus produces necrotic local lessions
on Solanum demissum A6. The thermal inactivation point is 60°C., the dilution-end
point is 1:10.000-and the’ alkaline-treated antigen gives 2 wellx defined line of precipi-
tate with the PVY antiserum. The average length of the virus partlcles is 788 =+ 44 nm.
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