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INTRODUCCION

El clavel (Dianthus car‘yophyllus L) €s una

especie de importancia potencial en' el desa-’

rrollo de la floricultura en Chlle, con, bue-

nas posibilidades de mercado interno y espe-'
cialmente de exportaaon Un factor negiti-
VO para su expansion es la lumtada disponi-.

bilidad de plantas de calidad, espec1a1mente
en lo que se refiere a enfermedades produci-

das por virus, las ‘que atin no han side 1den-'

tificadas en. nucstro pals
En un cultivo comeraal de clavel en La
Calera, Chile, se detecté la presencia genera-

lizada de un virus transmisible por savia, sin

que las plantas presentaran sintomas-aparen-

tes, sospechdndose la presencia del virus:del

moteado clavel (VMC). El VMC ha sido
detectado mundialmente en muchos cultiva-
res de clavel (Hollings y Stonc, 1964) . Es uno
de los virus mas infecciosos que afectan al cla-
vel, aunque en muchos:casos no produce sin-
tomas o éstos son dificiles de observar (Brier-
ley y Smith, 1957). Es de amplia distribucién
geogréfica y se encuentra presente dondequie-
ra que se cultive .comercialmente el clavel
(Hollings, 1970).

El objetivo del presente trabajo fue determi-
nar si. el agente infeccioso transmisible por
savia, que se encontraba afectando a claveles
en Chile, correspondia al VMC.

1Recepcién originales: 11 de septiembre de 1979.
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'MATERIALES Y METODOS .

La presente investigacién se realizé -en. la Es-
cuela de Agronomfa de la Universidad Caté-
lica de Valparaiso y en la Estacién Experi-
mental La Platina del Instituto de Investiga-
cicnes Agropecuarias.

Purificacion del virus

El aislamiento chileno (VMG - Ch) se purifi-
¢6 a partir de clavel cv. Scania mediante el
siguente procedimiento: 107 g de tejido en-
fermo fueron triturados en licuadora junto
con 200 cc de tampén fosfato de Na (130
M, pH 7,6). El material homogenizado se
filtré en muselina y al filtrado se le agrego
dcido acético 'IN gota a gota, agitando la so-
lucién hasta alcanzar un pH 4,8. La solucion
acidificada se agit6 durante 60 minutos a
4°C y luego se clarificé centrifugando a 10.000
rpm por 20 minutos. Al sobrenadante se le
agregé polietilén glicol-6000 al 8%, y NaCl
0,2'N, se agité durante 40 minutos y se cen-
trifugd a 10.000 rpm por 20 minutos. Se des-
carté el sobrenadante 'y el precipitado se re-
suspendié en 40 cc de tampo6n fosfato de Na,
agitdndose durante 16 horas a 4°C. Luego la
solucién se centrifugé a 10.000 rpm durante
20 minutos. El sobrenadante se analiz6é en un
espectrofotémetro UV (Prolabo), obtenién-
dose una curva con un miximo de absorcién
a los 260 nm. Con el propdsito de lograr una
mayor purificacién, se agregd nuevamente po-
lietilén- glicol-6.000 (8%, y NaCl 0,2N) y se
repiti6 la metodologia descrita. De igual mo-
do s¢ procedi6é a purificar un aislamiento in-
glés del VMC (VMCGI), enviado por el Dr.
Hollings (Glasshouse Crops Research Insti-
tute, Inglaterra), a partir de Chenopodium
quinoa, con el propésito de preparar un an-
tisuero patrén a utilizar en la identificacién
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del aislamiento nacional. Ademds, una mues-
tra del VMC-Ch fue enviada al propio Dr.
Hollings.

Serologia

Los extractos purificados del VMC-Ch y
VMC-I en concentraciones de 1,4 mg/cc y
2,8 mg/cc, respectivamente, fueron utilizados
para preparar respectivos antisueros, utilizan-
do los siguientes procedimientos: 1) Se inyec-
t6 una serie de cuatro inyecciones intraveno-
sas cada 4-5 dias a dos con€jos con’cada ais-
lamiento. Cada inyeccién contenia 0,7 mg de
VMC-Ch 6 0,8 mg de VMG, diluida en
igual volumen de solucién salina (NaCl
0,859%); 2) Un conejo se inyecté con: dos
inyecciones intramusculares de l,4mmg de

VMC-Ch cada una, emulsionadas en igual vo-

lumen de coadyuvante Freund completo, inter-
caladas con dos inyecciones intravenosas de
0,7 mg cada una; 3) Un conejo se inyecté
con una serie de tres inyecciones intramuscu-
lares del VMC-I, de 1,4 mg de virus cada una,
intercaladas con tres inyecciones intravenosas
de 0,8 mg de virus cada una.

A los 85-38 dias se efectué la sangria de
los animales y la sangre se de]o coagular a
4°C durante 16 horas. El suero se centrifugo
a 3.000 rpm por 15 minutos, el antisuero se
mezclé con igual volumen de glicerol y se
almacendé a 0°C.

Todas las pruebas serologqcas se efectuaron
empleando la técnica de doble difusién en
gel de agar de Quchterlony (Ball, 1974). El
gel se preparé agregando agar purificado
(Difco) al 0,759,y NaCl al 0,859, a un tam-
pén fosfato de K (1/100 M, pH 7,2).

Huéspedes diferenciales

Las’ siguientes’ especxes fueron utilizadas co-
mo huéspedes diferenciales: D. cmyophyllus,
cv Senator Dirkensen, Saponaria vaccaria cv
Pink Beauty, Chenopodium album, C. qui-
noa, C. amaranticolor y Gomphrena globosa.
La transmisién mecdnica a los huéspedes di-
ferenciales se hizo con indculo constante con-
sistente en soluciones purificadas del VMC-
Ch y del VMC-I. Por cada especie se inocu-
laron cinco plantas con cada uno de los ais-
lamientos, dejando dos como testigos. En los
huéspedes que no mostraron sintomas se tra-
té de recuperar el virus moculando en C.
amgaranticolor.
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Propiedades fisicas

Como fuente de inéculo se utilizaron hojas
de clavel infectadas con el VMC-Ch, las que
se trituraron en mortero; el extracto se filtrd
en muselina y se inoculd mecdnicamente en
C. amatranticolor.

El punto de inactivacién termal (PIT) se
determiné usando capilares sellados de vi-
drio conteniendo savia viral, las que se so-
metieron a diferentes temperaturas por 10 mi-
nutos en bailo de agua. Al retirarlas se en-
friaron rdpidamente, diluyéndose 1:10 en
agua destilada y se inoculé inmediatamente.
Se efectué una prueba preliminar utilizando
temperaturas. comprendidas entre 60°C y
90°C. En un experimento posterior, para de-
terminar un rango mis ajustado del PIT se
emplearon las siguientes temperaturas: am-
biente, 82, 84, 85, 86, 88 y 90°C. El extracto’
viroso de cada tratamiento térmico fue ino-
culado en media hoja, dejindose como testi-
go la otra mitad de la ldmina. Se inocularon’
5 hojas por tratamiento y cada hoja se ubic'
en 5 plantas diferentes en distintas posiciones.

El punto de dilucién final (PDF) se deter-
miné diluyendo la savia virosa en tampon
fosfato de Na, 1/30 M, pH 7,6, en las siguien-
tes proporciones: 100, 1071, 102, 1073, 10-%, 10°
y 1078, El extracto viroso de cada tratamiento
fue inoculado en 5 mitades de hoja por plan-
ta, en 5 plantas, dejandose una mitad de la
limina como testigo.

Microscopia electrdnica

Ambos aislamientos (VMG-Ch y VMCI) fue-
ron tefiidos negativamente, mezclando partes
iguales de suspensién de virus purificado con
fosfotungstato de potasio al 29, pH 6.,5.
Posteriormente se expuso a la superficie del
liquido por dos segundos una grilla cubierta
con membrana de colodién y ‘se secaron los
bordes con papel filtro. Las preparaciones fue-
ron observadas en un microscopio electrénico
Phillips EM-3007. :

RESULTADOS

Purificacion del virus

Los aislamientos VMC-Ch y VMC-I produ-

IL.os autores agradecen al Ing. Agr., Carlos Arufa M., del
" Instituto de Defensa de las Plantas de la Universidad Austral de

thle por las electromicrofotografias.
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jeron una curva de absorcién méxima en el
espectro UV a los 260 nm. El max/min
(260/242) fue de 1,13 para VMC-Ch y de
1,15 para VMC-I. Los rendimientos obteni-
dos calculados con un E %% o4, = 4,95,
fucron de 32,2 mg/100 g de tejido fresco pa-
ra el VMC-I y de 12,7 mg/100 g para el
VMC-Ch.

Serologia

Los antisueros titulados con savia cruda de
clavel infectado alcanzaron en pruebas de
inmunodifusién, un titulo de 1/128 para el
VMC-Ch (ASVMC-Ch) preparado con com-
binaciones de inyecciones intravenosas € in-
tramusculares € igual titulo para el obtenido
mediante una serie de inyecciones intraveno-
sas solamente. Para el antisuero del VMC-I
(ASVMC-I) se obtuvo un titulo de 1/512 al
prepararlo con la combinacién de inyeccio-
nes intravenosas e intramusculares y de 1/256
al inyectar conejos con una serie de inyeccio-
nes intravenosas.

Los antisueros no presentaron respuesta a
los componentes normales de las plantas, no
encontrandose reaccién positiva €n pruebas
de inmunodifusién con extractos directos pro-
venientes de plantas sanas de clavel o C. qui-
noa.

Para detectar relaciones entre €l VMGC-Ch

y el VMG-], se hizo reaccionar en forma cru~

zada el ASVMC-Ch y el ASVMC-I con cada
uno de los aislamientos. En todos los casos se
produjo reacciones de identidad entre los ais-
Iamientos sin la formacién de una prolonga-
cién o cola. En Inglaterra, Hollings (comu-
n’cacién personal) obtuvo similares resulta-
dos, utilizando €l material de VMC-Ch envia-
do.

Plantas indicadoras.

Los huéspedes diferenciales inoculados con
VMGC-Ch y VMC.I reaccionaron en forma
idéntica. Produjeron lesiones locales en C.
amaranticolor, C. album y C. quinoa. En este
huésped se detecté ademds invasién sistémi-
ca sin sintomas visibles. En D. caryophyllus
no se observaron sintomas en las plantas in-
fectadas. En plantas de S. vaccaria se obser-
varon sintomas sistémicos consistentes en clo-
rosis de las venas acompafiada de moteado.
Ninguno de los aislamientos reaccioné en G.
globosa.

Propiedades fisicas.

El VMC-Ch se inactivé entre 86-88°C. En
un ensayo preliminar se comprobd que el
PDF se encontraba entre 10 a 1076, pero en
el segundo ensayo para determinaf un ran-
go mas ajustado se comprobé que fue supe-
rior a 1076, :

Microscopia electronica.

Las microfotografias revelaron la.presen-
cia de particulas polihédricas. El diametro
promedio medido en 52 particulas fue idén-
tico para el VMC-Ch y el VMC-I. En In-
glaterra, Hollings (comunicacién personal),
determiné la presencia de particulas del ti-
po VMG, “de aproximadamente 29 nm de
didmetro, en preparados de virus purificado
del VMC-Ch.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos en
las pruebas serolodgicas, sintomatologia cbser-
vada en los huéspedes diferenciales, alta es-
tabilidad in witro demostrada por su alto
punto de inactivacién termal y dilucién fi-
nal, ademds del tamafio y morfologia de Ia
particula al microscopio electrénico, se con-
cluye que el agente transmisible por savia
que se encontraba afectando a un cultivo co-
mercial de clavel en Chile, corresponde al
virus, del moteado del clavel (Carnation
Mottle Virus) miembro del grupo Bromo-
virus (Waterworth y Kaper, 1972).

La similitud en las respuestas observadas
¢n los huéspedes diferenciales inoculados con
los aislamientos chileno e inglés del VMG,
ademds de las relaciones de identidad que
s¢ produjeron en las prucbas serolégicas, su-
gieren que se trata del mismo “strain” de
VMC presente en Chile.

Para Hollings y Stone (1964) en purifica-
cién del VMC, se obtienen' mejores rendi-
mientos a partir de savia de clavel; sin em-
bargo, en el presente trabajo se logré un ma-
yor rendimiento utilizando C. quinoa.

Las variaciones del PDF encontradas. en dos
experimentos, podrian deberse a que €l segun-
do experimento se llevé a cabo en-primave-
ra, época en que Puopet, Beck y Maia - (1973)
determinaron un brusco incremento en la
concentracién de VMG en plantas de clavel,
Por otra parte, debido a la gran variabilidad
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en la concentracién de VMC en clavel, dife-
rentes investigadores han determinado ran-
gos de PDF entre 105 y 106 (Hollings y
Stone, .1964), 10% y 107 (Thomson y Rey-

nolds, 1963) y entre 107 y 108 (Waterworth’

y Kaper, 1972).
- El VMC puede estar afectando en forma
generalizada a un gran ndmero de. cultivares
comerciales de clavel en Chile, debido al
sistema vegetativo de reproduccién y al ex-
cesivo manipuleo de las plantas durante su
cultivo.

Paludan y Reknstrom (1968) determina-
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ron que el VMC puede reducir hasta en un
219, el rendimiento de plantas de clavel in-
fectadas con €l virus y que para evitar su
efecto detrimental era basico contar con
plantas de clavel libres del virus. Sin embar-
go, la €léccién de plantds madres libres de
virus no es facil de efectuar mediante la ob-
servacién visual, debido a la ausencia de sinto-
mas claves en plantas infectadas. La selec-
cién de plantas libres del virus deberfa efec-
tuarse mediante el empleo de plantas indi.
cadoras y/o serologia.

$ RESUMEN

Se identific6 por primera vez en Chile el virus del moteado del clavel (VMC)
afectando a un cultivo comercial de clavel cv. Scania.

El virus se aislé y purificé a partir de clavel o de Chenopodium quinoa mediante
precipitacién con polietilén glicol-6.000. En pruebas serolégicas de doble difusién en
gel de agar utilizindose antisueros preparados con el aislamiento chileno, se obtuvo
reaccion de identidad ante un aislamiento inglés del virus.

La inoculacién mecénica utilizindose virus purificado produjo lesiones locales
en Chenopodium amaranticolor, C. dlbum y C. quinoa y sintomas sistémicos en Sa-
ponaria vacoaria. En Dianthus caryophyllus, se detecté invasién sistémica sin sinto-
mas visibles. No se logré infectar Gomphrena globosa.

El virus se inactivo entre 86-88°C y el punto de dilucién final fue superior a 1078,

Las observaciones al microscopio electronico de virus purificado del aislamiento
chileno y de un aislamiento inglés de]l VMC revelaron que ambos aislamientos eran

idénticos en tamafio y morfologia.

SUMM ARY

IDENTIFICATION OF CARNATION MOTTLE VIRUS IN CHILE

Carnation Mottle Virus (CMV), hitherto unreported in Chile was purified by pre-
cipitation with polyethylene glycol-6.000 from diseased carnations or Chenopodium

quinoa.

Serological tests done with an antiserum prepared with the Chilean isolate and tes-
ted against an English isolate of CMV demonstrated that both isolates were identi-
cal. Mechanical inoculation using purified virus produced local lesions on Chenopo-
dium amaranticolor, €. album and C. quinoa and systemic symptoms on Saponaria
vaccaria, Systemic invasion with no visible symptoms was demonstrated in carnations,
while the virus did not infect Gomphrena globosa. Thermal inactivation point was bet-
ween 86-88°C and dilution point was higher than 1076, Electron microphotographs
revealed that the Chilean and the English isolates of CMV were identical in shape

and size,
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