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NOTA DEL AUTOR

En los Gltimos afos el conocimiento sobre las enfermedades de la papa,
especialmente de aquellas causadas por virus, se ha incrementado gran-
demente 1o cual hace dificil mantener revisiones al dia sobre el tema.

E1 Centro Internacional de la Papa (CIP), para atender su necesidad en
entrenamiento, considerd oportuna la publicacién de un manual sercillo
que pudiese servir de guia en cursos de adiestramiento en su sede cen-
tral o en las regiones. Asfi, el autor fue designaco para compilar este
manual en 1974. Sin embargo, la informacion presentada en la primera
edicidbn muy pronto resultd escasa ante el desarrollo de la virologia en
papa, tanto en el CIP como en otras instituciones. Por esta razin, la
presente edicidn, incrementada en ciertos capitulos, representa un in-
tento de 1lenar un vacio en informacidon sobre virus de papa para estu-
diantes de habla hispana.

La informacidon que aqui se presenta de ninguna manera sustituye a la
existente en libros y manuales sobre el tema y mds bien trate de dirigir
al lector en la bisqueda de mzyor informacion en ellos. Algunos capi-
tulos han sido mds elaborados que otros por la importancia prdctica en
el control de las enfermedades virosas.

Con el fin de abreviar, las citas bibliogrificas se han omitido en el
texto pero dicha informacidn estd contenida en las referencias selectas
incluidas al final del manual.

Lima, setiembre de 1982

L.F. Salazar



ACRONIMOS DE LOS VIRUS MENCIONADOS EN EL MANUAL

PVA ¢ Potatg virus A

PVYM : Potato virus M

PVS : Potato virus S

PVX : Potato virus X

PVY : Potato virus Y

PVT : Potato v.rus T

PLRV :  kotato leafroll virus

APLY :  Andean potato latent virus
APMV :  Andean potato mottle virus
PBRYV : Potato black ringspot virus
TRSV : Tobacco ringspot virus

TBRY : Tomato blackring virus

TNV : Tobacco necrosis virus

TRV : Tobacco raitle virus

T™V : Tobacco mosaic virus

PMTV : Potato mop-top virus

PSV : Potato stunt virus

PAMY : Potato aucuba mosaic virus
WPMY : Wild potato mosaic virus

CMV :  Cucumber mosaic virus

PYDV : Potato yellow dwarf virus
BCTV : Beet (sugar) curly top virus
TSWV : Tomato spotted wilt virus
TSV : Tobacco streak virus

PSTV : Potato spindie tuber viroid
PYVV : Potato yellow vein virus
PDMV : Potato deforming mosaic virus
SALCY : Solanum apical leafcurl virus
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NOMBRES EQUIVALENTES DE ENFERMEDADES DE LA PAPA CAUSADAS POR VIRUS
Y AGENTES RELACIONADOS

(De Hooker, W.J. 1981.

"Compendium of potato diseases".)

Nombre comi{n

Agente causal Otros nombres Espafiol Alemén Francés
Alfalfa mosaic Lucerne mosaic Mosaico Kalikokran-
virus Calico de la kheit
AMY Tuber necrosis alfalfa
virus
Andean potato Virus la-
latent virus tente de
APLV los Andes
Andean potato Moteado
mottle virus andino
APMY
Aster yellows, Purple top wilt Punta mo- Stolburkran-
stolbur, and Tomato big bud rada kheit
allied disease Purple top roll Amarilla- Parastolbur
Mycoplasma Haywire miento Metastolbur
Late breaking virus apical
Blue stem violdceo
Moron
Purple dwarf
Yellow top
Bunch top
Apical Tleafroll
Deforming mosaic Mosaico de-
PDMV formante
Potato aucuba Pseudo net ne- Mosaico Akuba Mo~ Mosaique
mosaic crosis aucuba saik d'auchuba
PAMY Tuber blotch Mosaico Aucuba-
Viruses F and G necrbtico mosaik
Potato leafroll Potato phloem Enrolla- Blattrollk-  Enroulement
virus necrosis miento rankheit
PLRV Tuber net Enrollado Blattroll-
necrosis Enanismo virus
amarillo Knollennetz-
nekrose
Potato mop-top Mop-head Mop-top de
PMTV Yellow mottling la papa

virus
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Nombre comin

Agente causal Otros nombres Espaiol Alemén Francés
Potato spindle Unmottied curly Tubérculo Spindelk- Tubercules
tuber viroid dwarf ahusado nollen- en fuseau
PSTV Tomato bunch krankheit Tubercules

top Gothic fusiforme
Potato virus A Mild mosaic Mosaico Rauhmosaik Frisolée
PVA suave mosaique
Potato virus M Potato leaf- Mosaico Rol1mosaik
PVM rolling mosaic crespo
Interveinal
mosaic
Paracrinkle
Potato viruses
E and K
Potato virus S
PVS
Potato virus T
PVT
Potato virus X Potato latent Mosaico Kartoffel Mosaique
PVX Potato mild latente X-Mosaik 18gére
mosaic Mosaico Leichtes
Potato simple leve Mosaik
mosaic
Healthy potato
virus
Potato viruses
B and D
Potato virus Y Rugose mosaic Mosaico Strichelk- Bigarrure
PVY Streak rugoso rankheit Frisolé&e
Leafdrop streak Mosaico
>uipple streak severo
Potato virus C
Potato yellow Enanismo Gelbzwer-
dwarf amarillo gigkeit
PYDV
Potato yellow Vein yellowing Amarilla-
vein virus miento de
PYVV las nerva-
duras
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Nombre comiin

Agente causal Otros nombres Espaiiol Alemdn Francés
Sugar beet curly Green dwarf Punta
top crespa
BCTV Broto
crespo (Portuguese)
Tobacco mosaic Mosaico
TMV del tabaco
Tobacco necro- Potato ABC Virus de Tabakne-
sis disease la necro- krose-
TNV sis del virus
tabaco
Tobacco rattle Stem mottle Ratel- Tacheture
TRV Spraing Virus
Corky ring~ Propfen-
spot bildung
Profenkran-
kheit
Stengelbunt-
krankheit
Stengelbunt
Tabakmauche-
virus
Tobacco Andean potato
ringspot calico
TRSV
Tomato black Bouquet Bouquet Bukett- Bouquet
ring Pseudo- Pseudo- krankheit
TBRV aucuba aucuba Bukettvirus
Gelbflecki
gkeit
Tomato spotted Spottled wilt Marchitez Bronzefle-
wilt apical ckenkrankheit
TSWY Necrosis
de los
brotes
Necrose do

Tobacco streak
TSV

topo (Portuguese)
Viracabeca (Portuguese)

Necrose branca

do fumo (Portuguese)




} -
7
Seccibn 1
INTRODUCCION

E1 efecto de los virus en la papa fue observado desde que &sta fue in-
troducida a Europa (siglo XVII), al notar principalmente el enrolla-
miento o encrespamiento de las hojas y su asociaci6n con bajos rendi-
mientos. Debido a que el agente causante de estas enfermedades no habia
sido alin identificado, los sintomas o 'degeneracién’' de las variedades
fueron atribuidos a la continua propagacidn vegetativa. Recién en el
siglo XX las infecciones por virus fueron reconocidas como la causa
principal de la 1lamada 'degeneracidn'.

Los virus infectan las plantas huéspedes (entran y se multiplican) y
generalmente inducen enfermedad (desviaci6n de la actividad biologica
que resulta en la aparicién de sintomas). Cuando la enfermedad no es
evidente, la planta huésped puede ser tolerante o un portador asinto-
matico. Desde las plantas infectadas, los virus se diseminan a plantas
sanas por medio de sus vectores (insectos, nematodos u hongos), por con-
tacto de .artes de plantas enfermas con plantas sanas, y mecdnicamente
por med“o de la maquinaria, el hombre y los animales.

Los virus y agentes similares que se han encontrado afectando a 1la papa
en el mundo sen numerosos, pero afortunadamente muy pocos revisten im-
portancia econbmica significativa generalmente por su ocurrencia espo-
rédica en el cultivo. Estos pueden ser divididos en dos grupos muy de-
finidos por su asociacién con el huésped (Tabla 1). Los virus que
dependen en la papa para su supervivencia y diseminacién generalmente
tienen rango de huéspedes restringido a moderado, mientras que aquellos
que nc dependen en la papa para su supervivencia y diseminacién tienen
rango de huéspedes mds amplio y pueden causar enfermedades econdmica-
mente importantes en otros cultivos.

Algunos virus son comunes en todas o casi todas las areas donde se cul-
tiva la papa, mientras que otros sdlo son prevalentes en algunas. La
mayor variabilidad de los virus de papa y sus variantes puede ser halla-
da en la regidén andina ue Sudamérica. Como esta regién es el centro de



TABLA 1. Distribucidn, por su asociacidn al cultivo, de los virus y
viroides que infectan Solanum tuberosum L.

Virus no dependientes No determinado
de papa para supervi-

vencia y diseminacibn

Virus dependientes de
papa para superviven-
cia y diseminacion

PVX PLRV TRV CMV PBRV
PVY APLV T™V TBRV PSTV
PVS APMV TSWV TRSV PYVV*
PVM PSV SALCV PDMV*
PMTV TSV

PAMV AWV

WPMV PYDV

PVT BCTV

* Su origen viral afin no ha sido confirmado.

origen de la papa, la variabilidad es mayor en algunos virus que depen-
den de la papa para su supervivencia y diseminacidn, probablemente de-
bido a su larga asociacién con el huéspea. La identificacién de los
virus de la papa y el reconocimiento de las enfermedades que causan al
cultivo es de importancia primordial para el desarrollo de las medidas
de control. Por ello, siempre ha existido gran interés en desarrollar
métodos de deteccidn sensitivos y eficientes en todos los programas de
papa del mundo.

En este manual se describen las propiedades mds resaltantes de los vi'us
de papa y agentes similares, las enfermedades que causan y los métodos
méds apropiados de deteccidn y control disponibles en el presente.



Seccibn 2
BREVE INTRODUCCION A LAS PROPIEDADES DE LOS VIRUS

2.1 COMPOSICION

Los dos componentes bdsicos de los virus son: @&cido nucleico (dcido
ribonucleico, RNA, o &cido desoxirribonucleico, DNA) y proteina. El
dcido nucleico contiene la informacidon que determina ias propiedades de
los virus como: infectividad, tamafo y forma de la particula, propie-
dades generales de la cubierta proteica y probablemente las relaciones
con sus vectores,

La mayorfa de virus que afectan a la papa contienen RNA pero al menos
dos de ellos ("beet curly top virus" y "solanum apical leaf curl virus")
parecen contener DNA. E1 RNA puede ocurrir como de una o dos hebras,
siendo la primera la forma mds comGn. El1 porcentaje del peso de la par-
ticula representado por RNA varia desde 5% hasta 40% dependiendo del
virus. Algunos virus tienen moléculas de RNA de varios tamafos encap-
sidadas en una misma o en diferentes particulas. En todos los virus la
proteina es el componente que se halla en mayor concentracibn. Su fun-
cion es la encapsidacion del d&cido nucleico. Sin embargo, las propie-
dades immunoldgicas dependen de la protefna y posiblemente en el caso de
algunos virus es necesaria para iniciar la infeccidon y tiene una funcion
importante en 'a trarsmisi6n por vectores.

Los agentes causantes de enfermedad mas pequefios que se conocen son los
viroides (Figura 1F), los cuales ocurren en la naturaleza como un RNA de
una sola hebra, circular, y con alto grado de apareamiento de bases,sin
cubierta proteica.

2.2 TAMARO Y FORMA
Estas caracteristicas pueden ser deteiminadas con ayuda del microscopio

electrbnico. E1 tamafio es usualmente expresado en nandmetros (nm;
1nm; = 0,000 001 mm) o en Angstroms (A;1A = 0,1 nm).



Las particulas de los virus pueden ser alargadas o isométricas. Las
particulas alargadas tienen simetrfa helicoidal y pueden ser bastones
rigidos (Figura 1B), o flexuosas, las cuales usualmente se denominan
filamentos (Figura 1A). Su longitud puede variar desde 45 hasta
2 000 nm y su ancho entre 11 y 19 nm,

Las particulas isométricas tienen apariencia redondeada (Figura 1C) o
hexagonal (Figura 1D) y pueden variar entre 20 y 70 nm de di&metro.
Algunos virus isométricos ocurren como particulas dobles (por ejemplo,
el BCTV) o triples (SALCV) (Figura 1E). Las partfculas baciliformes
ocurren en PYDV y AMV,

Algunos virus ocurren normalmente con dos o mas particulas de diferente
tamano (virus con genomios divididos). E1 TRV, por ejemplo, es un virus
que se presenta con particulas de dos tamafios. La particula mas larga
(190 nm) contiene la informacion que determina la infectividad y viru-
lencia, mientras que las mds pequefia (45-115 nm dependiendo de la va-
riante) contiene la informacidn que, entre otras propiedades, determina
la produccion de la cubierta proteica. La inoculacion solamente con la
partfcula larga o su dcido nucleico reproduce el &cido nucleico que es
infectivo pero no se producen particulas virales; mientras que la ino-
culacidn s6lo con la particula corta no causa infeccion. E1 AMV es un
ejemplo de un virus con cinco tipos de particulas en el que por lo menos
tres de ellas son necesarias para causar infeccidn.

En una poblacidon de particulas de cualquier virus el tamafio aceptado es
aquél representado por la longitud de la media modal (valor de 1a longi-
tud que ocurre con mayor frecuencia).



FIGURA 1. Diferentes tipos de particulas virales, viroides y micoplasmas
de papa.

Particulas alargadas flexuosas de PVY; referencia = 300 nm.
Particulas alargadas rectas (bastones) de TMV; referencia = 300 nm.
Particulas redondeadas de TSV; referencia = 50 nm.

Particulas isomdtricas de PLRV; referencia = 100 nm.

Particulas triples de SALCV; referencia = 100 nm.

Moléculas de PSTV (flechas); referencia = 250 nm. (Foto cortesia de
T.0. Diener.)

Cuerpos pleomdrficos de MLO's dentro de una célula del floema;
referencia = 1000 nm,
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2.3 VARIANTES ("STRAINS")

"Strains" son variantes de un virus que pueden diferir en virulencia,
sintomatologia producida en una variedad en particular, rango de hospe-
deros y sintomas, propiedades fisicas, habilidad para ser transmitidos
por vectores, reacciones inmunoldgicas, etc. La mayorfa de virus de la
papa tiene diferentes variantes. Cuando una variante infecta una plan-
ta, generalmente evita la infeccibn con otra variante del mismo virus.
Este fendmeno 1lamado proteccidon cruzada ha sido usado o propuesto como
un método de contrcl de PVX, ya que la infeccidn de las plantas con una
variante menos virulenta las protege de la infeccidén con variantes mas
severas.

2.4 INFECCION Y DISEMINACION

E1 término infeccidn en virologfa es considerado como el proceso inicial
de entrada y multiplicacion del virus en el hospedero. Un hospedero es
por 1o tanto una planta susceptible en la cual un virus puede multipli-

carse.

Infeccidn primaria significa infeccion por el virus durante 1a estacidn

de cultivo, mientras que infeccidon secundaria se denomina comlnmente a
aquélla originada de tubérculos infectados o de otras partes para pro-

pagacifn vegetativa de la planta.

Los virus que se diseminan por la semilla botdnica dan lugar a infeccidn
secundaria.

Las plantas puedan mostrar sintomas como consecuencia de la infeccibn o
los sintomas pueden ser "enmascarados" debido a la variante del virus,
el genotipo de la planta y el medio ambiente. En el Gltimo caso, el
hospedero es un portador asintomdtico y el virus es considerado como

causante de infeccidon latente o asintomatica. Plantas de papa o malezas
infectadas que crecen dentro o fuera del campo de cultivo pueden cons-
tituir reservorios de virus de donde pueden ser diseminados mecanica-
mente o por medio de vectores a plantas sanas.

Previous Page Bk



La diseminaci6n de virus desde estos reservorios es comlnmente conocida
como diseminacidn primaria, mientras que la diseminacidn de los virus de
plantas de papa infectadas dentro del cultivo se conoce como
diseminacifn secundaria.

2.5 RANGO DE HOSPEDEROS

La mayoria de virus infectan no s6lo al hospedero principal sino también
a otras especies en otros géneros y familias.

La capacidad para infectar unas cuantas especies 0 un gran nGmero de
ellas es conocida como rargo de hospederos. Este puede ser restringido,
moderado o amplio, dependiendo del nimero de especies que el virus puede
infectar. Un ejemplo de rango de hospederos restringido es aquél del
PVT o el APMV; uno moderado es el caso del APLV o el PVX, mientras que
unc amplio es el del TRV. Evidentemente, los virus que dependen de la
papa para supervivir tienen un rango de hospederos restringido o mode-
rado, mientras que aquéllos no dependientes de dicho cultivo, como el
TRV o el TMV, tienen rangos de hospederos amplios. Algunos hospederos
reaccionan con sintomas conspicuos, sean &stos generalizados o locali-
zados, y pueden ser usados como hospederos de diagnbstico o piantas
indicadoras. En la Tabla 2 se rnombran las plantas indicadoras mds ade-
cuadas para algunos virus conocidos de papa.

2.6 RELACIONES ENTRE VIRUS Y CLASIFICACION

El estudio de las diversas propiedades de los virus de vegetales ha per-
mitido el desarrollo de sistemas de clasificaci6n y con ello el agrupa-
miento de virus con propiedades similares. Las propiedades principales
que se han tomado en cuenta son: forma y tamafio de l1a partfcula (o las
particulas); tipo, nGimero y tamafio del &cido nucleico; relaciones immu-
nolégicas; y, vector y tipo de transmisibn.

Las reacciones immunoldgicas son de alta significaci6n para la determi-
nacidén de variantes de los virus y como método de diagnosis. Por ello,
al igual que la trarsmisién, son detalladas en capitulos separados.



TABLA 2. Sintomas* locales (L) o sistémicos (S) causados por virus de papa en algunos hospederos de

diagnbstico.

PVX PVX PVA PLRV**  PVS PYM PVT APMV APLY PMTV TRV PSTV
Nicotiana tabacum L,S S S - - - - S S - L,S -
N. clevelandii S S S - - - - (::) S - S -
N. glutinosa S S S - - - - S S - S -
N. debneyi S S S - (::) (::) S S S S S -
Physalis floridana L,S L,S S - - - - - - - -
Lycopersicon S S S - - S - - - - - (::)
esculentum
Datura stramonium S - - (::) - - - S - - - -
D. metel S S S - - - - - - - - -
Gomphrena globosa (::) - - - L L - - - - L -
Chenopodium amaranti- L L/- - - L/- L/- @ - @ @ @ -
color
C. gquinoa L L/- - - L/S - S - L - L -
Phaseolus vulgaris - - - - - L L/- - - - L -
Clone A6 L @ @ - - - - - - - - .
* Para cada virus se registran s6lo sintomas con valor en diagndstico. La susceptibilidad o insusceptibilidad

del huésped al virus no se ha considerado. Sintomas sin valor en diagndéstico se representan por -.
**  Trasmitido por &fidos o injerto.

Las letras dentro de circulos indican el mejor sintoma de diagndstico para cada combinacidn virus-huésped.
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La papa (Solanum tuberosum L.) es quizds una de las especies vegetales
mas susceptibles a muchos virus. En la Tabla 3 se enumeran los diversos

grupos de virus en los cuales hay uno o mdas miembros que afectan a la
papa.

La clasificacion de virus tiene una gran importancia para predecir las
propiedades de un virus poco estudiado o en estudio. De la misma manera
permite suponer el riesgo que podria representar algiin virus en un sis-
tema ecologico y también puede servir para desarrollar medidas adecuadas
de control.
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TABLA 3. Grupos de virus que atacan plantas en 1os cuales hay uno o mis
miembros que afectan a la papa.

Miembro tipi- Tamafio de par- Tipo y N° de Transmision
Grupo de virus co en papa ticula (nm) piezas del natural
dcido nuclei-
co
Tobraviruses TRV 190-45x22 RNA (2) Nematodos
Tobamoviruses TMV-PMTV 300x18 RNA (1) Mecénica,
Hongo
Potexviruses PVX 520x13 RNA (1) Mecénica,
Potyviruses PVY 740x11 RNA (1) Afidos
Closteroviruses None 1200-2 000x10 RNA (1) Afidos
? PYT 640x10 RNA (1) Semilla
botédnica
Carlaviruses PVS 640x11 RNA (1) Mecénica,
afidos
Luteoviruses PLRV 25 RNA (1) Afidos
khabdoviruses PYDV 380x75 RNA (1) Saltahojas
Cucumoviruses CMV 30 RNA (4) Afidos
Geminiviruses BCTV 17 (pares) ?  (DNA) Saltahojas
PALCY 17 (triples) ? ?
Tymoviruses APLV 28 RNA (1) Escarabajos
Comoviruses APMV 28 RNA (2) Escarahajos
Nepoviruses PBRV 28 RNA (2) Nematodos
ITarviruses TSV 28 RNA (4) Mecdnica?
Tomato spotted
wilt TSWV 80 RNA (1) Trips
Tobacco necrosis
virus TNV 26 RNA (1) Hongos
Alfalfa mosaic
virus AMV 58, 52, 42x18 RNA (3) Afidos
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Seccidn 3
SINTOMATOLOGIA

3.1 INFORMACION BASICA

Los sintomas observados en plantas de papa infectadas por virus pueden
ser impresionantes y complejos. Algunos virus pueden inducir sfntomas
en la mayorfa de 1ss o6rganos de la planta mientras que otros s6lo en
algunos. El estudio de la sintomatologia requiere de una observacidn
cuidadosa y periddica de las plantas infectadas con el fin de determinar
con precisidn la caiidad, intensidad y prevalencia de cualquier desvio
anormal. Dependiendo de cuando ocurre la infeccibn, se desarrollan dos
clases de sfintomas: primarios y secundarios. Los sfintomas primarios

son aquellos que ocurren durante la estacifn de cultivo inmediatamente
después de que las plantas han sido infectadas (infeccidn primaria). E1
ejemplo mds comin es el enrollamiento de los brotes apicales por infec-
cidbn primaria con PLRV. Los sfntomas secundarios son aquellos exhibidos’
por plantas desarrolladas de tubérculos infectadus. Por ejemplo, el
enrollamiento a partir de las hojas basales con PLRV.

En forma general, un virus tiende a causar un tipo particular de sinto-
ma. Sin embargo, existen varios virus que producen sintomas similares
en la misma variedad de papa, o algunas variedades cue reaccicnan en
forma diferente con el mismo virus. Adems las infecciones simultineas
con dos o mas virus pueden complicar el estudio sintomatolfgico al pro-
ducir sintomas mds severos o diferentes de aquellos causados por cada
virus individualmente. Por estas razones, aunque la sintomatologfa es
una ayuda importante p:zra detectar plantas infectadas en el campo, no es
siempre un criterio seguro para identificar al virus involucrado.

Una planta infectada y que no muesira sintomas se denomina portador
asintomdtico. Este es el caso de las variedades 1lamadas "tolerantes".
Desde el punto de vista de l1a diseminacidn del virus, este tipo de plan-
ta puede ser mas peligroso que 2tro que reaccione con sintomas. El
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"enmascaramiento” de sintomas, comin con algunos virus de papa, puede
ser debido a condiciones del medio ambiente, al genotipo de la planta y
a la variante del virus. Entre los factores ambientales, la temperatura
es el de mayor importancia. Por ejemplo, el mosaico producido por PVX
no se observa o es muy ligero a temperaturas superiores a 28°C o menores
" de 10-12°C.

De otro lado, la combinacién del genotipo de la planta y de la variante
del virus parece ser importante en la intensidad del sintoma. Por
ejemnlo, se ha observado que variedades primitivas de S. tuberosum ssp.
andigena naturalmente infectadas con PVX o PVY generalmente no muestran
sintomas conspicuns. En este caso es dificil separar estos dos factores
y mds bien parece ser un balance bioldgico desarrollado a través del
tierpo por la seleccion de variantes suaves del virus y variedades
tolerantes del hospedero. E1 efecto del genotipo del hospedero es
determinante en la calidad del sintoma causado por PLRV. En variedades
de S. t. ssp. t.berosum el sintoma es el tipico enrollamienio de las
hojas, mientras que en cultivares primitivos de S. t. ssp. andigena se
produce un sfintoma denominado "enanismo amarillo" <con o sin
enrollamiento conspicuo en las hojas. En este G1timo caso no se ha des-
cartado adn la presencia de otro virus desconocido en plantas infecta-
das.

A continuacidn se describen los sintomas mds comunes hallados en papa
por infeccibn con virus, viroides o micoplasmas. Al final se menciona
otro grupe de sintomas causados por defectos genéticos o condiciones
fisioldégicas de 1a planta, los cuales pueden ser confundidos con sinto-
mas causados por infecciones virales.

3.2 SINTOMAS CAUSADOS POR VIRUS EN PAPA
3.2.1 Sintomas en el follaje.

.1 Aclaramiento de nervaduras. Nervaduras con color mis claro jue el
normal. Generalmente empieza por la base de los folfolos y principal-
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mente como consecuencia de infeccién primaria. Usualmente es transito-
rio, antecediendo a los mosaicos.

.2 Mosaico o moteado. Areas de co’ verde claro o cloréticas en las
hojas. Algunas veces estus dreas son predominantes dejando algunas
dreas de color verde norrmal circunscritas como "islas".

.3 Amarillamiento. Es la pérdida del color verde en las hojas. Puede
ser total, parcial o el reemplazo del verde por amarillo intenso. Hay
varios tipos:

.3.1 Clorosis. Es la pérdida del color verde normal uniformemente en
parte o en todo el follaje. No ocurre en forma de manchas o puntos.

.3.2 Calico. Presencia de dreas de color amarillo intenso en contraste
con el verde normal de las hojas. Generalmente se presenta como &reas
grandes que empiezan en cualquier lado del foliolo.

.3.3 Aucuba. Manchas amarillas en las hojas. Usualmente son pequefas,
Tocalizadas o diseminadas. Las manchas pueden coalescer pero alin indi-
vidualizarse.

.3.4 Lineas y arcos amarillos o clorbticos. Se incluyen anillos com-
pletos, anillos parciales (arcos) y lineas sinuosas en las hojas.

.3.5 Amarillamiento de nervaduras. Amarillamiento de las nervaduras o a
los costados de las mismas.

.4 Pigmentacion anormal. Manchas irregularidades de color diferente
al verde o amarillo. Se destacan dos tipos:

.4.1 Antocianescencia. Pigmentos azules, plrpuras, violetas o negros
(no necrdticos) en areas irregulares generalmente visibles en el envés
de los folfolos. Gran parte de la hoja puede mostrar la pigmentacibn.
Usualmente asociada con deformacién de la hoja, enrollamiento o encres-
pamiento.
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.4.2 Bronceamiento. Coloracidn gris u opaca presente usualmente en la
parte superior de la hoja. Puede ser parcial o de todo el follaje.

.5 Cambios en forma, tamafio o textura.

.5.1 Reduccion del tamafio de las hojas. Hojas de tamafio reducido en
comparacién con aquellas de plantas sanas. Este sintoma puede no ser
facilmente detectado si cerca no existen plantas sanas.

.5.2 Enrollamiento. Encarrujamiento o doblez extrema del foliolo te-
niendo la nervadura central como eje y generalmente mis prominente hacia
la punta del foliolo.

.5.3 Encrespamiento. Sinuosidad en el margen de los foliolos. General-
mente esta asociado con mosaico o moteado.

.5.4 Deformaci6n de las hojas. Las hojas pierden su forma normal por
alargamiento o ensanchamientc del limbo. Generalmente estd asociado con
engrosamiento u otro defecto de las nervaduras.

.5.5 Rugosidad. La superficie de la hoja es rugosa o ampollada; gene-
ralmente ocurre en toda el adrea foliar de la planta.

.5.6 Hoja coridcea. Foliolos que se tornan quebradizos.

.5.7 Enacidn. Sobrecrecimientos de la 1amina de las hojas usualmente a
1o largo de las nervaduras.

.0 Cambios en el angulo de insercidn de las hojas.

.6.1 Erectez. Las hojas forman angulos agudos (menos de 60°) en rela-
cion con el tallo.

.6.2 Epinastia. Las hojas forman angulo obtuso (mds de 90°) en relacién
con el tallo, generalmente asociado con una curvatura del peciolo.
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.7 Necrosis del folluje.

.7.1 Necrosis apical. Acronecrosis o necrosis descendente (reaccidon de
hipersensibilidad), en todos o s6lo algunos tallos.

.7.2 Necrosis sistémica. Lfineas o manchas necrfticas distribuidas par-
cialmente o en todo el follaje. Tambi&n se incluyen anillos necréticos,
arcos o lineas sinuosas.

.7.3 Necrosis de las nervaduras. Necrosis sistémica en las nervaduras
por el envés de los foliolos. Puede ocurrir a 1o largo de toda la ner-
vadura, parcialmente, o como necrosis discontinua. Los folfolos pueden
doblarse hacia abajo.

.7.4 Cada de hojas. Caida parcial o total de hojas necrfticas. Usual-
mente empieza por las hojas de la parte inferior de la planta. Algunas
hojas muertas pueden quedar colgando del tallo.

.8 Cambios en el aspecto general de la planta.

.8.1 Enanismo. Plantis que generalmente emergen mas tardiamente y per-
manecen pequefas en comparacidon con plantas sanas. Algunas veces los
tallos son exageradamente gruesos.

.8.2 Debilidad. Tallos delgados y débiles. Plantas usualmente pos-
tradas.

.8.3 Arrosetamiento. Hojas pequefas y encrespadas reunidas en apficulos
terminales a 1o largo del tallo. Algunas veces denominado "bouquet".

.8.4 Escoba de brujas. Proliferacidon de brotes axilares en tallos prin-
cipales; generalmente asociada con clorosis y reduccion del tamaho de
las hojas. Este sintoma es comlinmente relacionado con infeccidn por
micoplasma (MLO).
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3.2.2 Sintomas en tubérculos.

.1 Cambios en forma y posicion.

.1.1 Ahusamiento. Estrechamiento gradual del grosor del tubérculo; més
pronunciado en la insercidon con el estoldn.

.1.2 Tubérculos aéreos. Crecimiento de tub&rculos en las axilas de las
hojas, con estolones o sin ellos. Es un sfntoma comlGn en infecciones

con micoplasmas.

.1.3 Sobrecrecimientos. Hinchamientos o tuberculillos que crecen del
tubércul - principal.

.1.4 Rajaduras. Rajaduras finas, superficiales o profundas.

3.2.2.2 Necrosis del tejido.

.2.1 Anillos necrdticos. Manchas anilladas o lineas irregulares visi-
bles sea en la superficie o mids profundamente en los tubérculos.

.7.2 Lesiones necrdticas. Usualmente lesiones circulares, hundidas y
secas de tamafo variable.

.2.3 Necrosis en red. Lfneas necrdticas que forman red en el interior
del tubérculo.

.2.4 Manchas necrdticas internas. Lesiones necrdticas circulares o
irregulares internas en el tubérculo.

3.2.2.3 Pérdida del vigor de brotes.

.3.1 Ahilamiento de brotes. Brotes delgados y generalmente alargados.

.3.2 Necrosis de brotes. Brotes total o parcialmente necrdticos.
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3.3 ANORMALIDADES SIMILARES A LAS VIRALES PERO DEBIDAS A OTRAS CAUSAS

En papa ocurre una gran cantidad de sintomas cuyo origen no es viral.
Algunos de ellos pueden ser debidos a infecciones por microorganismos u
organismos, pero la gran mayoria son de origen genético o tienen causas
fisioldgicas. So6lo algunas de ellas se mencionan a continuacién:*

3.3.1 Anormalidades en el follaje.
.1 Cambio de color.

.1.1 Mosaico o moteado. No hay diferencia marcada con los sintomas cau-
sados por virus. Generalmente las &dreas clordticas estdn mds circuns-
critas a dreas definidas y de color mds claro que en la mayorfa de los
mosaicos virales. Generalmente es debido a desviaciones genéticas.

.1.2 Amarillamiento. E1 color amarillo intenso comlinmente ocurre en un
solo lado de la hoja y el cambio de las &reas amarillas a verdes es re-
pentino, sin ninguna sefial de transicidn. Estos sintonas también se
denominan quimerzs y son desviaciones de origen genético. En algunos
genotipos (por ejemplo cultivares de S. t. ssp andigena), han sido ob-
servados otros amarillamientos ocasionados por aplicacion de algunos
insecticidas a base de piretroides sintéticos, o por exceso o defi-
ciencia de algunos elementos menores en la fertilizacidn.

.1.3 Clorosis. Este es un sintoma muy comin de deficiencia de elementos
nutritivos (por ejemplo, deficiencia de nitrégeno o magnesio). Algunas
marcas rlor6ticas han sido observadas por efecto de baja temperatura y
pueden conducir a necrosis de las hojas.

* Para mayor informacidn revisar: Hooker W.J., (ed), 1980. Compen-
dio de enfermedades de la papa. Centro Internacional de la Papa. Lima,
Perii. 166 pp.



- 20 -

.2 Anormalidades en la forma de las hojas.

.2.1 Enrollamiento apical. Este sintoma es muy similar al causado por
infeccibn primaria con el virus del enrollamiento de las hojas y puede
ser producido por toxicidad de 1la saliva del afido Macrosiphum
euphorbiae cuando se alimenta en esa parte de la planta.

.2.2 Enrollamiento general. Muy similar al causado por PLRV. Es consi-
derado de origen genético. Hay variedades muy propensas a este dafio por
calor excesivo o deficiencia hidrica.

.2.3 Encrespamiento. A veces asociado con mosaico; parece ser de origen
gendtico.

.2.4 Ampolladuras. También asociado con mosaico y de origen genético.
Las hojas aparecen fuertemente rugcsas.

.3 Necrosis en hojas y tallos.

Este sintoma no es muy comin, sin embargo, 1a necrosis de las nervaduras
se presenta en ciertas progenies hibridas. Tambi&n se han observado
estrias necrdticas en los tallos de algunos cultivares o progenies hi-
bridas.

.4 Anormalidades en la forma general de la planta.

.4.1 Enanismo. Este sintoma puede resultar por infecciones con algunos
organismos (por ejemplo, Globodera pallida), o por falta de nutrientes.

.4.2 Alargamiento. Crecimiento excesivo del tailo principal en algunas
plantas en el cultivo; como consecuencia se notan algunas plantas mas
altas que 1o normal. Genera'iente se le he considerado una reversion
genética hacia progenitores silvestres. E1 rendimiento de plantas con
estos sintomas es menor que el de plantas normales.
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.4.3 Ramificacibn excesiva. Muy similar a escoba de brujas, general-
mente sin clorosis. Es tambi&n considerado una reversibn hacia ances-
tros silvestres. Las plantas afectadas cominmente producen tubérculos
muy pequeilos.

.4.4 Engrnosamiento de nudos. Este sintoma es comlinmente asociado con
epinastia, ligera marchitez y antocianescencia, asemejando infecciones
con micoplasmas. Sin embargo, se le ha encontrado causado por infeccio-
nes con algunos hongos en las rajces (por ejemplo, Rhizoctonia solani).
Las principales diferencias con infecciones por micoplasmas son la menor
deformacidn en la parte apical y ausencia de acortamiento de los entre-
nudos.

3.3.2 Anormalidades en los tubérculos.
.1 Brotes ahilados.

En ausencia de micoplasmas este sintoma parece ser originado pof condi-
ciones adversas de cultivo. Algunas variedades no adaptadas al caler
parecen ser susceptibles a producir estos sintomas. Sin embargo, no
puede descartarse la presencia de algunos hongos u otros patdgendos poco
estudiados.

.2 Necrosis.

La necrosis interna o externa en forma de manchas o areas extensas puede
ser producida por diversas causas. Los goipes en los tubérculos después
de la cosecha o la aplicacién de ciertos productos quimicos en dosis
excesivas (generalmente productos para eliminar el foliaje) son las cau-
sas mas comunes.
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FIGURA 2. Sintomas causados por virus en el follaje.

A)
B)
C)
D)
E)
F)

Enrollamiento apical (sintoma primario) por PLRV.

Enrollamiento ascendente (sintoma secundario) tipico de PLRV.
Clorosis y detencidn del crecimiento (enanismo amarillo) causado
por PLRV en un cultivar de 5. andigena.

Rugosidad, mosaico y arrosetamiento por PVY,

Mosaico comin y ligera rugosidad por PVY.

Moteado severo por APMV,



FIGURA 3. Sintomas causados por virus en el follaje.

A)
B)
C)
D)
E)

Mosaico y encrespamiento causado por PVA,

Necrosis de las nervaduras causado por PVY.

Manchas y anillos necrdticos por PBRV.

Deformacion de las hojas en infeccidén secundaria por TSV.
Amarillamiento de nervaduras (etapa final) por PYVV.



FIGURA 4. Sintomas causados por virus, viroides y micoplasmas en follaje
y tubérculos.

A)  Escoba de brujas causado por infeccidn con micoplasmas.

B) Lineas y manchas amarillas causadas por PMTV.

C) Anillos necrdticos (flechas) en la pulpa del tubérculo por
infeccidn primaria con PMTV ("spraing").

D)  Ahusamientos, rajaduras y sobrecrecimientos en tub&rculos (parte
baja) infectados con PSTV. (Foto cortesia de J.E. Bryan.)

E) Brotes ahilados en tubérculos infectados (flechas) con PVX + PVY.
E1 tubérculo de la derecha tiene brotes normales.
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FIGURA 5. Anormalidades de origen no viral.

A) Deformacidn de hojas y ampolladuras
aparentemente de origen genético.

B) Necrosis de las nervaduras (flecha)
de origen genético.
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TRANSMISION DE LOS VIRUS DE PAPA

En condiciones naturales, los virus de papa pueden ser transmitidos de
plantas infectadas a plantas sanas de varias maneras: a) por contactc o
transferencia de jugo infectado, b) por semilla o polen, c¢) por vectores
como afidos, saltahojas, trips, hongos y nematodos.

Para trabajo experimental, la transmisifn mecdnica es la mds importante,
pero con aquelios virus que no pueden ser transmitidos mecdnicamente
pueden utilizarse injertos.

4.1 TRANSMISION MECANICA

Varios virus que afectan a la papa son estables en jugo extrajdo de
plantas infectadas y por ello pueden diseminarse por contacto entre
plantas, o pueden ser transferidos por equipos, maquinaria, animales y
aun ropa de los operarios. Probablemente ellos entran en las plantas
sanas a través de heridas ocasionadas durante el manejo de las plantas.

Los virus transmitidos mecdnicamente son PVX, PVS, APMV, APLV, el viroi-
de del tubérculo ahusado y TMV. Algunos de estos posiblemente también
sean transmitidos en forma natural por insectos masticadores.

4.1.1 Transmision por contacto entre tubérculos o biotes de tubérculos.

Algunos virus rueden diseminarse cuando los tub&rculos sanos, especial-
mente si estdn brotando, se ponen en contacto con tubérculos infectados
en el almacén. E1 PVX parece que no es transmitido en esta forma por
los tubérculos. Sin embargo, puede ser transmitido cuando los tubércu-
los son cortados antes de la siembra. E1 PSTV también es transmitido
facilmente de esta manera. Aparentemente ia transmivion del PVY, PVS y
PYM no ocurre de esta manera o no tiene mayor importancia.
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4,1.2 Transmisidn por contacto entre hojas y rafces.

Bajo condiciones de campo el PVX y el PSTY pueden ser facilmente trans-
mitidos a plantas sanas que estdn en contacto con plantas enfermas. La
diseminacidn secundaria de estos virus puede ser alta en un campo bajo
cultivo normal. E1 viento, que favorece e! contacto entre plantas, in-
crementa las posibilidades de diseminaci6n de estos virus. F1 PVYN tam-
bién puede ser transmitido por contacto entre hojas, aunque no fdcil-
mente. La proporci6n de transmisi6n de estos virus por contacto no es
conocida exactamente. Este tipo de diseminacién depende de varios fac-
tores como la susceptibilidad del cultivar, la virulencia de la variante
del virus, el estado de fertilidad del cultivo, el espaciamiento entre

los surcos y la distancia entre plantas, ademds de otros.

Aparentemente, la transmisidn por contacto es mds frecuente en inverna-
deros que en condiciones de campo. Esto quizds depende del estado fi-
sioldgico de las plantas, las cuales son mds jugosas y susceptibles bajo
condiciones de invernadero. Se ha observado la transmisién de PVX por
contacto entre rafjces, pero no existe tal evidencia para otros virus de

papa.
4.2 TRANSMIS10N POR AFIDOS

Esta forma de transmisidn es trascendental en papa, pues los dos virus
mas ampliamente distribuidos e importantes, enrollamiento de las hojas
(PLRV) y virus Y de la papa (PVY), son transmitidos por &fidos.

Ademds de transmitir virus, los &fidos también pueden causar dafios al
cultivo. En plantas de papa infestadas con el &fido Macrosiphum
euphorbiae, ocurre un sintoma parecido a infecciones virosas denominado
"enrollamiento de las puntas".
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4.2.1 Nota sobre 1a biologfa de los afidos.

Los afidos tienen un cicle de vida bastante complejo en el que alter-
nan generaciones sexuales y asexuales. Huéspedes primarios son aquellos
en los cuales los afidos depositan sus huevos. Usualmente son plantas

perennes, arbustos o drboles. Los huevos permanecen latentes en el
huésped primario y cuando las nuevas hojas empiezan & desarrollarse,
eclosionan produciendo hembras 4pteras. La descendencia inmadura es
denominada ninfas y se desarrolla a través de cinco estados. Después de
unas cuantas generaciones las hembras d&pteras producen hernbras aladas.
fstas nuevas generaciones migran a huéspedes secundarios. Durante 1la

migracion se alimenta en malezas o plantas remanentes de cultivos ante-
riores. Las hembras aladas colonizan los huéspedes secundarios o un
cultivo y llegan a ser las fundadoras de generaciones viviparas. A
partir de éstas, los &fidos se dispersan dentro del cultivo y de un
cultivo a otro.

Los afidos también pueden invernar como generaciones viviparas y son
capaces de infestar los cultivos mds temprano que aquellos que invernan
como huevos. En dreas tropicales donde la longitud del dia y la tempe-
ratura raramente estimulan la produccién de formas sexuales y donde los
huéspedes alternantes son escasos, muchas especies de &fidos pueden man-
tener sus pobiaciones en huéspedes secundarios.

4.2.2 Tipos de transmisidn.

Durante 1a migracibn en regiones de clima templado o durante la bGsqueda
de huéspedes preferidos en regiones tropicales, los &fidos 1legan a las
plantas e insertan sus estiletes en las hojas y pueden ocurrir tres for-
mas de comportamiento de los &fidos: a) la planta puede desagradarles y
por ello la abandonan inmediatamente; b) la planta puede gustarles y se
quedan quizds por el resto de sus vidas en la misma planta o en plantas
similares (un cultivo compuesto de gran nGmero de plantas similares es
un buen ambiente para este segundo comportamiento); y c¢) pueden alimen-
tarse en la planta por un tiempo y luego abandonaria debido a factores
extrinsecos al huésped.
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Uno u otro de estos comportamientos puede dar lugar a uno o varios de
siguientes tres tipos de transmisién de virus:

.1 Transmisi6n no persistente. Los virus son adquiridos y transmiti-
dos en pocos minutos por afidos que estdn en el proceso de prueba en el
huésped. Estos virus han sido denominados “virus transmitidos por es-
tilete" y también son rapidamente eliminados del insecto. E1 mejor
ejemplo es el PVY,

.2 Transmision semipersistente.  Algunos afidos, como el Myzus
persicae, que se mueven frecuentemente mientras colonizan un cultivo,
pueden adquirir ciertos virus en unos 15 minutos y transmitirlos hasta
por dos dias. Esta forma de transmisidn es denominada semipersistente.

No se conocen virus en papa que sean transmitidos de esta manera.

.3 TransmisiCn persistente. Los virus que se transmiten persisten-
temente necesitan periodos mas largos para ser adquiridos y transmi-
tidos. Entre adquisici6n y transmision es necesario un perfodo de
latencia (o incubacién). Los afidos pueden retener estos virus por el
resto de su vida. E1 virus del enrollamiento de las hojas, el virus mis
importante del cultivo, es transmitido de esta manera.

Los virus transmitidos en forma no persistente y semipersistente son
también conocidos como no circulativos, mientras que aquellos transmiti-
dos peisistentemente pueden ser circulativos. La retencién de virus
después de la muda (ecdisis) es un criterio empleado para distinguir
entre virus circulativos y no circulativos. S&lo los virus circulativos

son retenidos a través de la muda. Algunos virus se multiplican en el
vector; sin embargo, no se conoce ningln caso en papa.

Dos virus de papa, el PVYC y el mosaico aucuba (PAMV) son transmitidos
por Myzus persicae sdlo si los insectos se alimentan previamente en una
planta infectada con una variante transmisible del PVY o el PVA. Este

tipo de transmision es denominado transmisidn dependiente.
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4,2.3 Virus de papa transmitidos por dfidos.

Los virus PLRV, PVY, PVA, PVM, mosaico de la alfalfa y mosaico del pe-
pinillo son transmitidos por &fidos en el campo. Algunas variantes del
PVS son también transmitidas por &fidos. Entre éstos, Myzus persicae es
el vector mis importante de los virus de papa pero Macrosiphum
euphorbiae, Aphis nasturtii, Aulacorthum solani, Aphis fabae y algunos
otros tienen una funcion importante en la dispersién de virus. En la
Tabla 4 se indican algunos afidos aue colonizan la papa y otros que ge-

neralmente s6lo visitan el cultivo.
4.3 VIRUS TRANSMITIDOS POR QOTROS INSECTOS
4.3.1 Transmisi6n por saltahojas.

E1 virus del enanismo amarillo de la papa (PYDV) es transmitido por sal-
tahojas. Dos variantes de PYDV son reconocidas. Una es transmitida por
Aceratagallia sp. (A. sanguinolenta) y 1la otra es transmitida por
Agallia constricta y A. quadripunctata. Este virus es circulativo y se
propaga en el vector. Los micoplasmas son también transmitidos por sal-
tahojas en el cultivo de papa. "Aster-yellows" ("stolbur" o "potato
purple-top wilt") es transmitido por Macrosteles fascifrons.
"Aster-yellows" ocurren como tres grupos de variantes: "Stolbur" que es
transmitido por Hyalesthes obsoletus, Euscelis plebejus, Aphrodes
bicinctus y Macrosteles laevis; "parastolbur" es trasnmitido por E.

plebejus; y "metastolbur" que no tiene insecto vector conocido. Escoba
de brujas se sabe que es transmitido por Ophiola flavopicta.
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TABLA 4. Afidos vectores y no vectores de virus de papa.*

Nombre del dfido Virus de papa transmitidos

COLONIZAN PAPA PLRY PVY PVA PVM
Aphis gossypii-frangulae -

+ +

Aphis nasturtii

+
+

+

Aulacorthum solani

+ + + +

Macrosiphum euphorbiae

o+ +1
+l +1

Myzus ascalonicus
Myzus persicae
Rhopalosiphoninus latysiphon

+ + +
+
+
+

+I

RARA VEZ COLONIZAN PAPA PLRV PVY PVA
Acyrthosiphon pisum
Acyrthosiphon primulae -

Aphis fabae +
Cavariella pastinaceae

Macrosiphoniella sanborni

Myzus certus

Myzus ornatus

Neomyzus cucumflexus

+ + + + + + + + +

+ + +

Rhopalosiphoninus staphileae

tulipaellus
Rhopalosiphum padi +

* Adaptado de Kennedy et al., 1962, and Beemster y Rozendaal, 1972,
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4.3.2 Trips.

El virus de la marchitez manchada del tomate (TSWV) es transmitido por
Thrips sp.

4.3.3 Colebpteros.

E1 virus andino latente de la papa (APLV) que ocurre en Suramérica es
transmitido en baja proporcidn por Epitrix sp., que es una plaga comin
en los cul*ivos de papa de la regidn andina. E1 APMV es transmitido por
Diabrotica viridula Auct.®

4.4 TRANSMISION POR NEMATODOS
4.4.1 Virus transmitidos por nematodos.

Estos son de dos tipos, cada uno de los cuales tiene un rango amplio de
huéspedes y algunos son transmitidos por semilla y polen.

.1 Aquellos con particulas tubulares que pertenecen al grupo Tobravi-
ruses, ej. el virus "rattle" del tabaco (TRV).

.2 Aquellos con particulas isométricas que pertenecen al grupo de Ne-
poviruses, ej. TRSV, PBRV y TBRY.

4.4.2 Nematodos vectores de virus.

Todas las especies de nematodos transmisoras de virus pertenecen a la
superfomilia Dorilaimidae. Los Tobraviruses son transmitidos por espe-
cies en el género Trichodorus, y 1los Nepoviruses por especies de
Xiphinema y Longidorus. Estas dos Gltimas especies son muy relacionadas

y cominmente identificadas dentro de las subfamilia Longidorinae.

* Abad, J.A. y L.F. Salazar. (En imprenta)
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Ambas especies en su estado adulto varfan en longitud entre de 1,4 y 10
mm y poseen un estilete hueco y largo que insertan en las raices de las
plantas para alimentarse del contenido celular. Algunos nematodos que
son vectores de virus tamtién son patdgenos de plantas aunque no han
sido registrado como tales en papa.

Los ejemplares de especies de Trichodorus son relativamente cortos y
gruesos. Tienen casi 1 mm de longitud y un estilete ligeramente curvo.
Este nematodo se alimenta en las células epidermales cerca de la punta
de rafz.

4.5 1.:NSMISION POR HONGOS

S6lo se conocen dos virus de papa que son transmitidos por hongos. EIl
PMTV es transmitido por Spongospora subterranea. E1 TNV, que produce la

enfermedad ABC en los tubérculos de papa, es transmitido por Olpidium
brassicae.

La transmision del PVX por Synchytrium endobioticum ha sido reportada

pero no confirmada en condiciones de campo. Todos los hongos vectores
producen zoosporas mdéviles las cuales son los vectores potenciales del
virus. La liberacidon de zoosporas de los zoosporangios es altamente
dependiente de abundante humedad en ei suele. Todos los vectores son
mds activos a temperaturas comparativamente bajas, por ejemplo 10°C a
20°C. En un suelo infectado, el secamiz2nto mediante periodos largos a
temperatura ambiental no destruye la infectividad, mientras que cuando
el vector es un nematodo este tratamiento destruye la infectividad en el
suelo.

La relacion entre el hongo vector y el virus es muy compleja. E1 virus
es adquirido por las zoosporas antes de su enquistamiento y penetracidn
en las rafces o durante esas etapas. El virus es inicialmente super-
ficial en las zoosporas pero su posterior localizacidn no es conocida.
Hay alguna evidencia que sugiere que el TNV es 1levado externamente en
el esporangio de descanso.
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En el caso del PMTV, el virus parece ser llevado internamente en las
esporas. No existe evidencia de que el virus ocurra en la zoosporas
originadas del zoosporangio, pero por analoyfa con el virus del mosaico
del trigo esto es muy posible que ocurra.

4.6 TRANSMISION PUR SEMILLA SEXUAL

Algunos virus tienen la propiedad de ser transmitidos por la semilla
sexual (comlnmente 1lamada también semilla botdnica o semilla verdadera
en el caso de la papa). En virologia este tipo de transmisibn es
conocida como transmisiébn vertical y, en papa, siempre ha sido

importante sélo en los programas de mejoramiento; sin embaryo, con la
posibilidad reciente de establecer cultivos a partir de la semilla
botdnica, este tipo de transmision puede 1legar a ser un factor
limitante en el desarrollo de un cultivo. Afortunadamente, se conocen
pocos virus en papa que tengan esta propiedad y aunque varios han sido
transmitidos artificialmente bajo condiciones de invernadero (TRSV y
AVB-0*) se desconoce su valor bajo condiciones naturzles. Sin embargo,
debido a que aquellos virus ocurren sblo esporddicamente en el cultivo,
es probable que no tengan mayor importancia.

Dada su alta transmisibn por la semilla botdnica (hasta 100%) el viroide
del tubé&rculo ahusado (PSTV) es el mds importante. E1 PVT también ha
sido transmitido experimentalmente con alta frecuencia (hasta 65%) pero
ain se desconoce su transmisién bajo condiciones naturales. E1 APLV fue
transmitido en 1% en un experimento pero experimentos posteriores
resultaron negativos.

Tanto el PSTV como el PVT son transmitidos por el polen o el &dvulo de
plantas infectadas, pero no se ha podido demostrar que se infecte la
planta madre al usar polen infectado.

* Arracacha virus B - Oca strain,
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Seccibn 5
DETECCION DE VIRUS POR SEROLOGIA

5.1 PRINCIPIOS BASICOS

Los métodos seroldgicos, a juzgar por el volumen de trabajos que se han
realizado y los resultados que se han obtenido, son de un valor incalcu-
lable para la identificacién, para la diagnosis de rutina y como método
cuantitativo para el estudio de los virus. Por esto se debe tener co-
nocimiento de las ventajas y limitaciones de la serologia.

Si un animal de sangre caliente es infectado con un agente que causa
enfermedad, tal como una bacteria o un virus, aparecen en su sangre,
como respuesta a la infeccidn, proteinas del tipo de las globulinas.
Estas proteinas son denominadas anticuerpos. En el suero de la sangre
de este animal se puede demostrar la presencia de anticuerpos por la
propiedad de combinarse "in vitro", produciendo una reacci6n visible con
la bacteria o virus que causé la infeccidn. Este acto de combinacidn,
el cual puede ser demostrado de muchas maneras, constituye la base de
las pruebas seroldgicas. Un animal puede producir anticuerpos no sola-

mente en respuesta a la infeccibn con un agente causante de enfermedad,
sino también con una gran cantidad de materiales extranos, generalmente
proteinas y polisacdridos. Cualquier sustancia que estimula la produc-
cidn de anticuerpos y puede combinarse con ellos "in vitro" se denomina
antigeno. La mayorifa de los virus (nucleoproteinas) que afectan a la
papa son buenos antigenos. Al suero que contiene anticuerpos se le de-
nomina antisuero, mientras que al suero proveniente de un animal, al que
nunca se le ha inyectado un material antigénico, se le denomina suero
normal.

Con el fin de producir antisueros especificos para un determinado virus,
éste debe ser inyectado al animal (generalmente un conejo) que se inmu-
niza en forma pura y no alterada, para lo cual el virus debe ser puri-
ficado por cualquier método que demuestre ser eficiente.

La via y el nGmero de inyecciones, el intervalo entre las mismas y la
cantidad de virus que debe inyectarse a un animal, con el fin de obtener

Previous fuge baak



- 42 -

antisueros con alta concentracidn de anticuerpos (tftulos altos), varfa
con el virus, el animal que se ha de inyectar, etc. Generalmente se
emplea un procedimiento que haya sido exitoso para ese virus u otro si-
milar. Después de un tiempo prudencial en el cual se considera (o se
detecta) que se ha formado la mayor cantidad posible de anticuerpos, se
extrae la sangre del animal inmunizado y se separa la fraccidn suero.
Este antisuero es valorado seguidamente para determinar su titulo.

5.2 PRUEBAS SEROLOGICAS

Para la deteccidon y el estudio de virus han sido descritas muchas prue-
bas seroldgicas. A continuacién se mencionan sélo tres empleadas para
diagnosis rutinaria de virus de papa.

5.2.1 Microprecipitacion.

Esta técnica ha sido bastante usada para detectar virus de papa en forma
rutinaria. Consiste en mezclar una gota de antisuero, convenientemente
diluido en solucidn salina (0,85% de cloruro de sodio), con una gota del
jugo extraido de la planta en prueba. La agregacidn de particulas de
virus con anticuerpos da lugar a la precipitacién. La extraccién del
jugo se puede hacer de muchas maneras: con prensas hidraulicas, en ro-
dillos extractores, en morteros y también en bolsas de plastico. Esta
Gltima es quizds la forma mds prdctica y menos cara. El1 jugo debe ser
clarificado por centrifugacion entre 3 000 a 6 000 rpm por 5 6 10 minu-
tos. También se puede clarificar por congelacidn a 10°C, sequido de una
centrifugacion a baja velocidad.

Debido a que tanto la concentracion de virus como la de anticuerpo deben
estar presentes en un nivel Optimo para que ocurra la reaccibn, deben
probarse al menos dos diluciones del jugo infectado.

La reaccidn positiva se observa generalmente bajo un microscopio de luz
con campo oscuro. Esta es facil de reconocer al compararla con la mues-
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tra negativa incluida como testigo. En toda serie de pruebas debe in-
cluirse una muestra sana y otra enferma tratada en la misma forma que el
resto de las muestras en prueba.

5.2.2 Ldatex sensibilizado con anticuerpos.

E1l método de latex estd basado en la prueba de microprecipitaci6n y se
realiza en la misma forma. La diferencia radica en que el anticuerpo es
adherido a particulas de latex* (esferas de poliestireno de 810 nm de
didmetro). Cuando es mezclado con jugo de planta infectadx se produce
la agregacidn entre las esferas de latex y las particiias de virus. La
floculacion del latex permite magnificar la reacci6n anticuerpo-antige-
no.

E1 método es 100 a 1 000 veces mas sensitivo que la micropnrecipitacion.
Ademds, ofrece otras ventajas como: a) no requiere la clarificacidn de
la savia, b) l1a reacciébn aparece mis r&pido, c) no es necesario usar
microscopio para observar la reaccidn, y d) se necesita muy poco anti-
suero. A continuacidn, se describe el procedimiento que se usa en el
CIP para realizar la prueba.**

.1 Con una regla y con un 1apiz de cera, trazar lineas paralelas sepa-
radas G,8 cm en el fondo de una placa Petri. Luego, trazar lineas
perpendiculares a las primeras para formar cuadriculas.

.2 En una bolsa, separar las hojas de la planta en prueba, tomadas de
diferentes alturas del tallo. Tener cuidado de no tocarlas con las
manos. Para detectar PVS es esencial incluir hojas de la parte
media y baja de la planta. Es necesario tener dos testigos: wuno
negativo (de una planta sana) y otro positivo (de una planta infec-
tada con el virus que se va a probar).

* Ver Apéndice 4.
**  (Adaptado de: Fribourg C.E. y J. Nakashima. 1981. Prueba de
Latex para detectar virus de papa. Gufa de laboratorio CIP).
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.3 Extraer el jugo por medio de un extractor automdtico, un mortero, o
macerando dentro de 1a bolsa de plastico, con 0,3 ml de Tris-buffer
(0,05 M Tris-HC1 pH 8,0 + 1% bisulfito de sodio + 0,5% Tween-20).
Colectar el jugo en un tubo de ensayo.

.4 Hacer dos diluciones del jugo (1/10 y 1/100) en Tris-buffer,

.5 Colocar una gota del jugo diluido 1/100 en un cuadrado de la placa
y, usando la misma jeringa, poner en otro cuadrado una gota del
jugo diluido 1/10. Con otra jeringa limpia poner una gota del
latex sensibilizado con anticuerpo sobre cada una de las gotas de
jugo anteriores.

.6 Tapar la placa y agitarla en un agitador rotatorio a 130 vueltas
por minuto durante media a una hora.

.7 Quitar la tapa v leer los resultados sobre un fondo oscuro. La
agregacién es faciimente observada en las muestras positivas. En
reacciones negativas, la suspensidn permanece uniformemente lechosa
(Figura 7).

5.2.3 La técnica seroldgica por medio de conjugados enzimdticos
(ELISA).

ELISA es un acrénimo de "enzyme-linked immunosorbent assay". ELISA ha
demostrado ser mds sensitiva que cualquier otra técnica serolbgica para
detectar virus de plantas. El1 principio de ELISA estd basado en el uso
de una enzima conjugada a mol&culas de anticuerpo (gamma-globuiina) para
detectar las particulas de virus "atrapadas” por anticuerpos adheridos a
un medio sblido. Puesto que una pequefia cantidad de enzima puede hidro-
lizar una cantidad mayor de substrato, la reaccibn se ve asi ampiificada
y por ello aumenta la sensibilidad de la técnica. La hidr8lisis del
substrato da lugar al cambio de color de la solucibn y esto permite de-
terminar los resultados visualmente o cuantificarlios por medio de un
colorimetro.
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método originral (directo) fue denominado de doble anticuerpo o

“sandwich" y es el generalmente empleado. La obtencidn de la gamma glo-

bulina, la conjugacidn con la enzima y tampones ("buffers") necesarios

para la prueba, se describen en los Apéndices 1,2 y 3, respectivamente.
A continuacidn se describe el método directo usado en el CIP.* (Ver

Figura 6.)

Adadir 200 ul de vy-globulina purificada y convenientemente diluida
(1a dilucidn debe determinarse previamente) en "coating buffer" a
cada hoyo de 1a placa de microtitulacion. Incubar por 2-4 horas a
37°. Vaciar la placa. Lavar las placas afadiendo PBS-Tween, dejar
tres minutos. Repetir el lavado tres veces. Vaciar la placa.

Anadir 200 ul de la(s) muestra (s) en prueba en cada hoyo (macera-
das y diluidas en PBS-Tween + 2% PVP). Usar controles sanos,
enfermos y buffer PBS-Tween-PVP. Incubar a 4°C toda la noche o
37°C por cuatro horas. Lavar las placas como en el paso anterior.
La dilucidn de las muestras es generalmente no menor de 1/10.

Afadir 200 41 de la y-globulina conjugaca con la enzima (“"alkalyne
phosphatase") diluida (determinar la diluci6n mds apropiada) en
PBS-Tween + 2% PVP + 0,2% albGmina de huevo, a cada hoyo de la pla-
ca. Incubar a 37°C por 3-6 horas. Lavar las placas como anturior-
mente.

Anadir 300 41 de substrato (“p-nitrophenyl phosphate") reciente-
mente preparado en "substrate buffer" a la concentracién de 0,6-0,8
mg/ml.

Incubar a temperatura ambiental por el tiempo necesario (15 minutos
a una hora) para observar la reaccibn.

Basado en 1a descripcibn original de Clark y Adams (1977).
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Registrar los resultados por:
a) observacidn visual (Figura 8)
b) medida de 1a absorbencia (0.D.) a 405 nm,

5.3 ALGUNOS PROBLEMAS Y SOLUCIONES EN LA APLICACION DE ELISA
5.3.1 Reacciones no especificas.

Reacciones no especificas son aquellas en las cuales los controles sanos
reaccionan con alguna intensidad de color. Tebricamente las muestras
sanas no deben mostrar coloracidén; sin embargo, siempre hay un grado
ligero de intensidad de color en los mejores sistemas. Entre las causas
principales de reacciones no especificas se han mencionado:

.1 La presencia de lecitinas en las muestras, que permite la adsorcidn
del conjugado globulina-enzima a la placa (Gugerli, 1982).

.2 La reaccion inespecifica del substrato en ausencia de enzima. Esta
reaccion puede ser debida a factores ambientales (calor, luz, inestabi-
lidad del substrato, etc.).

.3 La presencia de anticuerpos especificos para proteinas de plantas
en el antisuero.

La primera es mds comlin en muestras de tubérculos. Su eliminacidn hasta
cierto grado puede hacerse alterando los tampones ("buffers") para evi-
tar la adsorcidn del conjugado a lecitinas. Hasta el momento este as-
pecto estd en estudio en varios laboratorios.

La segunda es dificil de controlar, pero en ausencia de luz tales reac-
ciones son reducidas.

E1 tercer caso depende de la calidad y cantidad de anticuerpos especi-
ficos para el virus en comparacibn con anticuerpos para protefnas vege-



1. Anticuerpo (Y-globul’::3) ad-

sorbido a la placa.

lavar

2. Solucion a probar conteniendo
el antigeno (virus) es afiadido.

lavar

3. Aiadir e! conjugado enzima +
Y-globulina.

lavar

4. Aidadir el substrato de la enzi-
ma.

cantidad de hidrolisis = cantidad
de virus
presente

Y Y

YY

Y

FIGURA 6. E1 principio del método de doble
anticuerpo para detectar virus.



FIGURA 7. Reaccidn tipica de precipitacion
con latex (derecha).
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FIGURA 8. Placa de ELISA CON PVY que muestra reaccion positiva (hoyos
claros = amarillo) y negativa (hoyos oscuros = transparentes).



-51 -

tales. La eliminacidon de estos anticuerpos indeseables es dificil pero
podria hacerse por cromatografia.

5.3.2 Especificidad de ELISA.

E1 método directo de ELISA ha demostrado ser demasiado especifico para
uso rutinario en la deteccibn de algunos virus ya que un antisuero espe-
cifico para una variante puede no detectar otra variante del mismo vi-
rus. En papa, sin embargo, solamente con APLV se ha encontrado este
problema.

Aparentemente, la alta especificidad de este método esta determinada por
el conjugado enzimdtico. Se ha postulado que la conjugacidn con enzima
afecta la capacidad del anticuerpo para reconocer un antigeno lejanamen-
te relacionado. Se ha observado que mientras mds lejanos sean dos antfi-
genos, con el método directo de ELISA, se disminuye la capacidad de un
antisuero para reconocer al antigeno heter6logo.

Existen dos métodos que pueden ayudar a resolver el problema. En un
caso, si todas las variantes de un virus son conocidas, la mezcla de
conjugado enzimatico para ellas permitird la deteccidn de cualquiera de
esas variantes. Es evidente que este método requiere el conocimiento
previo de la variabilidad de un virus. En el otro caso, la utilizacidn
del método indirecto parece tener mejores posibilidades. Para ello se
requiere: a) el uso de anticuerpos para un virus obtenido preferi-
blemente de dos especies de animales y b) un anticuerpo especifico para
la gamma-globulina. Este G1timo es conjugado con la enzima y usado como
conjugado enzimatico para reconocer la combinacidn globulina-antigeno-
globulina de un sistema de "sandwich".

5.3.3 Determinacidn de 1imites de confianza en lecturas colorimétricas.

Dado que ELISA es un método cuantitativo, tedricamente todo valor supe-
rior al control negativo debe ser positivo. Desafortunadamente, en los



- 52 -

controles negativos también existe una variacién en la intensidad de
coloracion del substrato de la enzima. Debido a esta variacién es
necesario determinar el 1fmite superior del control negativo. Se ha
postulado la utilizacién de dos veces la desviacion esténdar de los con-
troles sanos, o un valor preestablecido de 0,05 0D como el valor que
ahadido al promedio (Xx) del valor del control sano indique el limite de
deteccion. Esto significa que tvdo valor por encima de tal valor com-
puesto representa un valor positive. Este 1imite alin requiere mayores
estudios dado quc otros factores, como reacciones no especificas, puedan
dar lugar a la obtencidn de valores errados.

5.3.4 Reutilizacidn de las placas de microtitulacién.

Las placas de microtitulacidn utilizadas para la prueba de ELISA consti-
tuyen uno de los factores que elevan el costo de la misma. Sin embargo,
experimentos realizados en el CIP* indican que al menos para el caso del
PLRV las placas pueden ser reutilizadas siguiendo el procedimiento indi-
cado por Bar-Joseph, Moscovitz y Sharafi**. Este procedimiento consiste
en la disociacién del complejo virus-conjugado enzimitico después de
terminada una prueba dejando inalterada la gamma-globulina. La disocia-
cibn es realizada con la adicién de 0,2 M de glicina-HC1, pH 2,2 y la
incubacién de las placas a temperatura ambiental durante una hora. Este
proceso permite el ahorro de gamma-globulina ademis del costo de la
placa.

* Ortega, E. (en publicacibn).
** Bar-Joseph, M., M. Moscovitz, and Y. Sharafi. 1979. Phytopathology
69: 424-426.
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Seccidn 6
OTROS METODOS DE DETECCION DE VIRUS Y VIROIDES

E1 uso de sintomatologfa y serolngfa ha sido cubierto en las Secciones 3
y 5, respectivamente. Existen otros métodos que son actualmente emplea-
dos en la deteccidon de virus y viroides de papa aunque se consideran de
aplicacibén muy especifica o restringida,

6.1 PLANTAS INDICADORAS

Las plantas indicadoras para los principales virus de papa fueron enume-
radas en la Tabla 2.

Las plantas indicadoras de reaccion localizada (manchas clordticas y
necréticas) son las mds utilizadas; sin embargo, no todos los virus tie-
nen huéspedes que reaccionan con produccion de lesicnes locales. En
estos casos deben ser utilizados huéspedes con reaccibn sistémica.

En la mayoria de casos, la inoculacién de las hojas debe hacerse cuando
las plantas estdn en desarrollo activo (para lesiones locales) o cuando
estdn muy pequefas (2 6 3 hojas) en huéspedes de reacci6n sistémica.

Las hojas para inocular deben espolvorearse con un abrasivo fino
(Carborundum 600 mesh, Corundum o Celite) antes de frotarlas con un hi-
sopo humedecido en extracto dilufdo de la muestra. Después de la inocu-
lacion es conveniente lavar las hojas con agua corriente para eliminar
el exceso de inbculo y abrasivo. Las plantas inoculadas son trasladadas
luego al lugar definitivo de incubacion (20-22°C, Humedad relativa =
70%) donde serdn observadas a intervalos regulares (1-2 dfas). En la
Figura 9 se muestran algunas plantas indicadoras con sintomas tipicos de
infecci6n con los virus indicados.

6.2 DETECCION DEL VIROIDE DEL TUBERCULO AHUSADO DE LA PAPA (PSTV).

Los viroides son patdgenos de plantas constituidos de un RNA de una sola
hebra con pesos moleculares de 100 000 a 130 000, desprovistos de capa
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proteica 1o que impide el uso de serologia para su deteccidon. E1 PSTV
es transmitido por contacto de follaje o maquinaria infectada y a través
de semilla botdnica. Dado que Tos sintomas en el follaje de papa son
dificiles de determinar y que 1os sintomas en tubérculos pueden no desa-
rrollarse en muchas variedades, es necesario el uso de métodos sensiti-
vos de deteccidn. Los métodos disponibles hasta 1980 se describen a
continuacidn,

6.2.1 Deteccidn en tomate,

E1 método original consiste en macerar el tejido para probar en "buffer"
o agua y 1luego inocular en tomate (Lycopersicon esculentum). Las

plantas de tomate asi inoculadas son mantenidas en ambientes con alta
temperatura (30°C) hasta la aparicion de sintomas. Los sintomas, con-
sistentes en necrosis de las nervaduras, encarrujamiento de las hojas y
detencion del crecimiento (Figura 10A) son facilmente observables con
variantes severas del viroide. Con variantes suaves 1o0s sintomas son
muy ligeros o dificilmente distinguibles de los controles sanos.

E1 método de comparacion ("challenge") fue un refinamiento en el empleo
de tomate con el fin de detectar variantes suaves del viroide. En esta
modificacion se inocula un grupo minimo de dos plantas de tomate con la
muestra en prueba, dejando uno sin inocular. Después de un tiempo (2-3
semanas) se observan las plantas de tomate para determinar si hay sin-
tomas. Si no hubiese sintomas, una de las plantas de tomate inoculadas
y la que no fue inoculada se inoculan con una variante severa. Después
de 2 a 3 semanas de incubacidn a temperatura superior a 30°C, la planta
inoculada solamente con la variante severa deberd mostrar sintomas cla-
ros. La planta doblemente inoculada mostrard sintomas de la variante
severa si la muestra en prueba estuvo 1ibre de PSTV, o no mostrard sin-
tomas. Si no muestra sintomas se asume que la muestra original contenia
una variante suave de PSTV que por el fenbmeno de proteccidn cruzada
evitd la infeccidn con la variante severa. Si bien este método resulta
mads preciso, es mas laborioso y requiere de mayor espacio en el inverna-
dero.



FIGURA 9. Sintomas causados por virus en plantas indicadoras.

) Lesiones locales necrdticas en Gomphrena globosa por PVX.

) Lesiones locales necrdticas en hoja del clon de papa A6 por PVY.

) Mosaico causado por PVT en licotiana debneyi.

) y E) Clorosis intervenal por PLRV en Physalis fluridana y DNatura
stramonium, respectivamente. (Fotos E y D cortesia de A, Rizvi.)

A
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FIGURA 10. Métodos de deteccidon de PSTV.

A)
B)
C)
D)

Arrosetamiento y enanismo en L. esculentum (izquierda) mantenido a
30°C después de la inoculacion. ~Control no inoculado a la derecha.
Deteccidn de PSTV por electroforesis en geles de acrilamida. I =
muestra enferma, H = muestra sana.

Albinismo y enanismo en L. esculentum inoculado con PSTV bajo luz
fluorescente continua (derecha). Control sano a la izquierda.
Autorradicgrafia de membrana de nitrocelulosa tratada con el método
de hibridacion de acidos nucleicos. (-) = muestra sana, (+) = mues-
tra infectadi.

(Fotos A y C: cortesia de W.J. Hooker; D: cortesia de R.A. Owens, y
T.0. Diener).
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Las pruebas en tomatera bajo luz continua se realizan como en el método
original, excepto que las plantas inoculadas se mantienen entre 24 y
30°C bajo luz fluorescente continua (1 000 ft-c). Las plantas de tomate
infectadas con variantes (sean suaves o severas) de PSTV desarrollaran
albinismo. Ademds de albinismo, desarrollan necrosis de nervaduras,
encarrujamiento del brote y enanismo cuando la veriante es severa
(Figura 10C).

La deteccidn de PSTV por tomate es suficientemente sensitiva, siendo sus
principales desventajas !a necesidad de invernaderos, y el tiempo largo

para obtener resultados.

6.2.2 E1 uso dz Scopolia sinensis.

S. sinensis es una especie solandcea que muestra lesiones locales y ne-
crosis sistémica cuando se inocula con variantes suaves y severas de
PSTV. Las plantulas deben mantenerse, antes y después de la inocula-
cidn, con intensidad de luz baja (300-400 ft-c), a 18-23°C, con humedad
relativa sobre 60%.

Es importante que las plantas sean fertilizadas con regularidad para
asegurar un crecimiento vigoroso y sdlo deben inocularse hojas comple-
tamente desarrolladas y suculentas. Con variantes severas las lesiones
pueden producirse a los 8 6 10 dias mientras que con variantes suaves
tardan entre 8 y 14 dfas. En el CIP, el uso de S. sinensis no ha dado
buenos resultados debido a las condiciones ambientales tan precisas que
requiere y a la dificultad para producir semilla.

6.2.3 Deteccidn de PSTV por electroforesis.

Dado que el PSTV es un RNA de peso molecular bajo, puede ser detectado
en preparaciones de dcidos nucleicos extraidos de plantas infectadas.
Al principio el método requeria varias etapas para extraer los &cidos
nucleicos de bajo peso molecular 1o que hacia dificil su aplicacién en
gran escala. Posteriormente el método fue modificado reduciendo de 4 a 2
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dfas el tiempo necesario para la extraccién. La Gltima modificacidn
redujo el tiempo a s6lo unas horas y es la que se describe a continua-
¢idn, tal como se usa en el CIP:

.1 Extraer la savia de 0,5 g de tejido infectado con 1,5 ml de
“buffer" de extraccion (20 ml 0,1 M - tetraacetato etilenodiamino
de sodio (EDTA) + 10 m1 4 M NH4OH + 60 ml 10 M LiCl1 + 50 ml HZO) y
2 ml de fenol saturado que contenga 10% de m-cresol y 0,1% de
8-hidroxiquinolina. Agitar. Mantener los extractos en hielo.

.2 Centrifugar el extracto a 9 000 g por 10 minutos.

.3 Extraer la fase acuosa y afiadir dos volimenes de etanol. Agitar la
mezcla y almacenarla a -20°C por 30 minutos a una hora.

.4 Sedimentar el &cido nucleico a 10 000 rpm durante 10 minutos, di-
solver el pélet ("pellet") en 0,1 ml de agua destilada y una gota
de 20% de sucrosa con azul de,.bromofenol.

Las muestras estdn listas para separacidn electroforética que puede ha-
cerse en geles cilfndricos pero para comparacién directa es mejor en
laminas ("slabs") de poliacrilamida.* La electroforesis es realizada
con 100 voltios a 12-15°C por cuatro horas o hasta que el tinte marcador
(azul de bromofenol) haya migrado 9-10 cm.

Los geles se tifien durante toda la noche con 0,14 de azul de

Toluidine 0, & azul de metileno. Se destifien con 2-3 cambios de agua
corriente.

E1 RNA del PSTV se puede localizar por su migracidn mis lenta que 95 RNA

(Figura 10B). En algunos geles la banda de 95 RNA no es facilmente visi-
ble pero el PSTV-RNA puede ser identificado con comparacién con el tes-

tigo positivo que siempre se incluye y que aparece a la mitad de 1la

distancia entre el origen (parte superiur de DNA) y 5S RNA.

* Ver Apéndice 5 para preparacion de geles.
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6.2.4 Ventajas y desventajas en deteccién de PSTV por electroforesis y
por tomate.

La electroforesis es un método laborioso y caro pero es mas aplicable a
deteccion rutinaria que el de la planta de tomate. Aparentemente el
método de electroforesis es menos sensitivo que el de tomate cuando se
comparan diluciones de un extracto infectado; sin embargo, el tomate
puede estar infectado sin mostrar sintomas. La combinacion de inocula-
cibn en tomate y electroforesis parece ser mis sensitiva para determinar
infecciones en grandes poblaciones de plantulas, por ejemplo plantulas
provenientes de semilla.

Los extractos de 20 a 40 plantulas pueden inocularse en una planta de
tomate y después de un perfodo de 15 a 20 dfas, examinar en e’la la pre-
sencia de PSTV por electroforesis. De esta manera, si una plantula estd
infectada, el viroide se multiplicard en tomate hasta alcanzar niveles
detectables por los sintomas o por electroforesis.

Otro factor limitante en la detecci6n de PSTV es la temperatura. Ha
sido demostrado que el PSTV alcanza concentraci6n alta, detectable por
electroforesis, cuando las plantas infactadas han crecido a temperaturas
superiores a 25°C. La luminosidad juega un papel menos importante, pero
parece que las intensidades mayores de 1 500 ft-c favorecen su repli-
cacién, quizds por su asociacidn con altas temperaturas.

6.2.5 Deteccid6n de PSTV por hibridacién de acidos nucleicos.

Este método ha sido recientemente desarrollado y alin no ha sido aplicado
en la deteccidn rutinaria del PSTV. Sin embargo, debido a su alta sen-
sibilidad tiene grandes posibilidades de 1legar a ser el método de pre-
ferencia. En 1980, Owens y Cress* desarrollaron y clonaron un DNA
recombinantr o complementario (cDNA) del PSTV de doble hebra, que con-
tiene casi toda la secuencia completa de 1os nucledtidos del viroide.

* Owens, R.A. and D.C. Cress. 1980, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
77:5302
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Este cDNA, por ser complementario del PSTV, formard hibridos con las
moléculas del PSTV tanto en soluci6bn como en moléculas fijadas a un
soporte s6lido. Esta es la base del método.

E1 cDNA, marcado con un isdtopo radioactivo fue posteriormente utilizado
por Owens y Diener (1981)* para detectar la presencia de PSTV en follaje
o tubérculos de papa. Es evidente que este método, aunque facil de rea-
lizar, requiere de laboratorios preparados para trabajos con radioisd-

topos. E1 cDNA extraido de la bacteria Escherichia coli, en la cual ha
32

sido clonado, es marcado con “~P por un proceso denominado de sintesis
de reparacion ("nick-translation"). Las muestras para probar son mace-
radas en un "buffer" que contenga 200 mM de K2HP04, 10 mM de dietildi-
tiocarbamato de sodio, ditiotreitol y 0,1% Triton X-100 en la proporcidn
de 1,5 ml por gramo de tejido. E1 material grueso del extracto es eli-
minado por centrifugacién (2-3 minutos en una centrifuga de mesa a ma-
xima velocidad). Luego 3-5 ul son cuidadosamente adsorbidos en una
membrana de nitrocelulosa. De esta maneri los &cidos nucleicos extrafi-
dos (incluyendo el PSTV si es que estd presente en la muestra) quedan
fijados en la membrana, la cual se seca a 80°C. El1 trabajo posterior de
hibridacion, que consiste en incubar la membrana en una solucidn que
contenga el cDNA (PSTV), en lavar, secar y autorradiografiar para de-
tectar los hibridos formados, es realizado en el Tlaboratorio (Figura
10D). Owens y Diener demostraron que se puede detectar de 83 a 250 pg
(1 pg = 10"9 mg) de PSTV en extractos de plantas aGn cuando el jugo de
plantas inhibe la hibridacion hasta 10 veces. E1 método asi empleado es
10 veces mds sensitivo que la electroforesis. En trabajos posteriores
Salazar,Owens, y Diener (en publicacidén) demostraron que el PSTV puede
ser detectado hasta en una semilla botdnica de papa (Tabla 5). Ademds
se halld innecesaria la clasificacion de los extractos por centrifu-

gacion.

* Owens, R.A. and T.0. Diener. 1981. Science 213:670.
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TABLA 5. Deteccifn del PSTV en semilla botdnica de papa (De Salazar,

Owens, y Diener, en publicacibn).

N° semillas/tratamiento* Tomate**
Tratamiento infectadas sanas cDNA sfntomas page
A 1 15 + - -
B 2 14 - - -
C 4 12 + - +
D 8 8 + - +
E 16 0 + - +
F 0 16 - - -

*%

Las semillas fueron embebidas ern agua durante cinco dias y
maceradas en 0,2 m1 de “"buffer". Fueron adsorbidas en la membrana
de nitrocelulosa 3 ul de extracto puro y diluido 1/2, 1/4 y 1/8.

Se tomarorn 0,15 ml de extracto diluido 1/5 y se inocularon en
tomate. Resultados obtenidos por sintomas o electroforesis (PAGE)
a los 30 dfas de la inoculacidn.



- 65 -

Seccibn 7
CARACTERISTICAS DE LOS PRINCIPALES VIRUS EN PAPA

En la redaccibn de esta seccidon se ha considerado que la informacion
para la mayoria de los virus es abundante y puede ser ficilmente conse-
guida por el lector que necesite mayores detalles. En la Tabla 6 para
cada virus se ha afadido un nimero que corresponde al de su descripcidn
que aparece en: "Descriptions of Plant Viruses", publicado por "Common-
wealth Mycological Institute (CMI) and the Association of Applied
Biologists".

En 1a columna "Huéspedes de diagnSstico” se han incluido uno o dos que a
juicio del autor permiten detectar al virus eficientemente y que podrfian
ser utilizados en un sistema rutinario.

Previons Page Blank
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TABLA 6. Caracteristicas de los principales virus que afectan la papa.
Stintomas Transmisifn Tipo y tamafio Huésped de
Virus principales Variantes natural de particula diagnbstico
(en nm)
PLRV Enrolla- -—- Afidos, isométrica Physalis floridana
(36) miento de persistente c. 26 Datura stramonium
hojas
PVY Mosaico, PVY& Afidos, flexuosas clon A6
(242) necrosis, PVYc no persisten- c. 730 x 11 Solanum demissum Y
caida de PVY te
hojas
PVA Mosaico --- Afidos, flexuosas clon A6
(54) no persisten- c¢. 730 x 15 Solanum demissum A
te
PVX Mosaico, Mecanica flexuosas Gomphrena globosa
(4) infeccidn c. 515 x 13
(200) latente
PVS Broncea- Comin, Afidos, flexuosas Nicotiana debneyi
(60) mientos Andino no persisten- c. 650 x 12 Chenopodium quinoa
te, mecanica
PVM Encrespa- --- Afidos, flexuosas N. debneyii
(87) miento, no persisten- c. 650 x 12 Datura metel
mosaico te, mecanica
PAMV Aucuba PVF Mecédnica, flexuosas N. glutinosa
(98) PVG afidos con c. 580 x 11 Capsicum annum
PVY como
"helper"
PVT Latente, --- Semilla flexuosas C. amaranticolor
(187) amarilla- boténica, €. 640 x 12
miento de mecdnica?
venas
PMTV Aucuba, .- Spongospora alargadas C. amaranticolor
(138) amarilla- su5terr§nea c. 300 x 18
miento,
mop~top
TMV Mosaico?, - Mecédnica alargadas N. tabacum
(151) aucuba c. 300 x 17
APLV Latente, Hu., Mecénica, isométricas C. amaranticolor
(124) mosaico Caj. Epitrix sp. c. 30 N. bigelovii
APMV Moteado M Diabrotica isométricas N. clevelandii
(203) c viridula c. 30

Mecanica?
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Sintomas Transmisibn Tipo y tamano Huésped de
Virus principales Variantes natural de particula diagnéstico
(en nm)
TBRYV Arrosetamiento, --- Longidorus jsométricas C. amaranticolor
(38) necrosis elongatus c. 30
PBRV Necrosis, --- Xiphinema isométricas C. amaranticolor
(TRSV-  cdlico Sp. c. 30
Ca)
(206,17)
AMV Célico --- Afidos, redondeadas C. amaranticolor
(229) no persisten- a bacilifor- N. tabacum
te mes 30-60
PYDV Enanismo, --- Saltahojas baciliformes  N. rustica
(35) clorosis €. 380 x 75
BCTV Enanismo, --- Saltahojas isométricas Beta vulgaris
(210) encrespa- dobles
miento c. 20
PALCV*  Encrespa- --- ? isométricas D. stramonium
miento y triples
necrosis c. 17
apical
TSV Mosaico, - Mecédnica? redondeadas C. gquinoa
(44) necrosis c. 28
CMV Enanismo - Afidos, redondeadas Cucumis sativus
(1) no persisten- c. 30 C. amaranticolor
te
PSTV Ahusamiento suave Mecédnica, RNA circular Lycopersicon
(Viroid) y rajaduras severo semilla bo- esculentum
(66) de tubérculos ténica
TRV Necrosis de PRN Trichodorus alargadas C. amaranticolor
(12) tubérculos CAM sp. c. 190 y 45-
others 115 x 19
TNV Necrosis de --- Olpidium jsométricas Phaseolus vulgaris
(14) tubérculos brassicae c. 26
TSWV Necrosis --- Thrips sp. redondeadas N. glutinosa
(39) c. 70-90
*

En publicacidn
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Seccibn 8
ECOLOGIA Y CONTROL*

8.1 ECOLOGIA VIRAL

Antes de planear las medidas de control, es necesario conocer la ecolo-
gfa de los virus con el fin de aplicar 1os métodos mis adecuados Yy en el
momento mds oportuno, para romper el ciclo de la enfermedad. Los virus
son realmente evidentes en una comunidad vegetal establecida, pero nunca
causan epidemias. Los cultivos representan comunidades vegetales inna-
turales por la presencia de numerosas plantas de una misma especie, las
cuales ayudarin a la diseminacién de los virus y sus vectorers dando
origen a severas epifitotias. Si esta comunidad es aGin mis alterada por
el cultivo de variedades resistentes o tolerantes, los virus tenderin a
hacerse poco evidentes mediante la seleccion de razas, dando lugar al
"enmascaramiento” de los sintomas. Las plantas en esta comunidad pueden
parecer inmunes, pero las nuevas variedades que se introduzcan pueden
sufrir serias pérdidas.

En el estudio ecoldgico, los virus deben ser relacionados con sus hués-
pedes, vectores y con el ambiente. A continuacibn se presentan algunas
interacciones de importancia.

8.1.1 Especificidad del vector.

Los virus de plantas son transmitidos de muchas maneras (ver Seccidn 4).
Aquellos transmitidos por organismos son acarreados en forma pasiva por
periodos cortos o largos. La transmisi6n por vectores es muy especifica
y a menudo 1a hace un solo grupo, taxdén, o especie de vector. E1 meca-
nismo de transmisi6n es muy complejo pero no es puramente mecdnico. La
cubierta proteica de los virus es la responsable de la especificidad y
cualquier variabilidad en ella dard lugar a pérdida de la capacidad de
ser transmitido por su vector.

Al desarrollar este capftulo se ha tenido en cuenta especialmente
la referencia: B.D. Harrison. 1981. "Plant virus ecology: in-
gredients, interactions and environmental influences." Ann. appl.
Biol. 99: 195.

Pravicug Page Bicuk
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Ello hace que bajc condiciones naturales haya una fuerte seleccibn y
s6lo sobrevivan aquellos cuya transmision (o cubierta proteica) no haya
sufrido cambios.

Como la cubierta proteica de los virus debe permanecer relativamente
invariable en la naturaleza, es de suponer que su antigenicidad tampoco
varie, y que en consecuencia su deteccidn por medios seroldgicos no serd
complicada por la existencia de miltiples formas antigénicas. Lo ante-
rior parece confirmarse con el PLRV en el cual no hay variabilidad anti-
génica y tampoco variabilidad en transmisién. Con el PVY existe un
fendmeno diferente, ya que este virus induce la produccién en el huésped
de un factor de transmisi6n proteiniceo, que sirve también para 1la
transmisidn de otros virus en forma dependiente (caso de PAMV).

8.1.2 Sistemas de supervivencia y diseminacidn.

En papa, debido a su propagacidn vegetativa, hay muchos virus que depen-
den del cultivo para su supervivencia (ver Tabla 1) y por ello las plan-
tas espontdneas o remanentes del cultivo anterior representan un buen
medio para sobrevivir. Otros virus pueden sobrevivir en el mismo vec-
tor. Este es el caso del PMTV el cual sobrevive por largos periodos en
las esporas de descanso de Spongospora subterranea. E1 otro grupo de

virus que afecta a la papa utiliza otros sistemas de supervivencia y por
ello no depende del cultivo. Algunos virus como Geminiviruses, Nepovi-
ruses y otros infectan un gran nimero de especies vegetales. Estos
virus sobreviven en malezas infectadas, en cultivos alternantes y en
semillas. Dentro de este grupo también hay virus que persisten por lar-
gos perfodos en el vector, por ejemplo el TRV en Trichodorus sp.

La diseminacidon de los virus hacia los cultivos depende evidentemente de
su forma de transmision. Aquéllos transmitidos por organismos vectores
no necesitan producir alta concentracion de particulas para asegurar su
supervivencia o para ser transmitidos eficientemente, mientras que aqué-
1los transmitidos naturalmente por contacto o en forma mecdnica (PVX,
TMV) requieren la produccién de grandes cantidades de particulas con el
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fin de incrementar sus probabilidades de transmisidon. Los virus trans-
mitidos en forma mecadnica en los cultivos han sido incluidos reciente-
mente entre los virus adaptados a cultivos ("CULPAD viruses"), mientras
que aquellos que preferentemente se encuentran en especies silvestres o
malezas son denominados virus adaptados a malezas ("WILPAD viruses").
Esta denominacidn, sin embargo, no antagoniza con la clasificacidn prac-
tica de virus dependientes y no dependientes del cultivo, hecha en 1la
Seccidon 1 de la presente obra.

8.1.3 Influencias del clima y del ambiente.

Tanto el clima como el ambiente son factores determinantes en las inte-
racciones virus-vector-huésped. Estos tres factores se trataran por
separado, pero en esencia no se pueden desligar.

.1 Influencias en el vector. Las moscas blancas y los saltahojas,
como vectores de virus, parecen ser mas importantes en condiciones tro-
picales que en regiones templadas. En estos ambientes hay todavia va-
riaciones determinadas por el clima. Por ejemplo, en las regiones altas
de los Andes, el clima frio que se asemeja mis al de las regiones tem-
pladas, impondra restricciones a vectores como saltahojas y, en conse-
cuencia, afectard la diseminacidn de virus transmitidos por ellos. Por
el contrario, en las regiones bajas de la zona torrida, donde la tempe-
ratura es mas alta, los saltahojas son mds prevalentes y activos y, con-
secuentemente, virus como el SALCV y otros Geminiviruses pueden adquirir
mayor importancia.

En regiones cdlidas y semidridas son menos comunes los virus transmiti-
dos por vectores que viven en el suelo. Por ello, los virus mds comunes
en esas dareas son aquellos con vectores que migran largas distancias
(por ejemplo, saltahojas y BCTV) o que pueden sobrevivir perjiodos de
sequia en semillas o en esporas de descanso.
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.2 Influencias en el virus. Los virus parecen tener cierta adaptacion
al clima. E1 APLV y el APMV podrian ser buenos ejemplos de este efecto
ya que aparentemente requieren temperaturas bajas para acumularse en los
tejidos del huésped. E1 PSTV es sin lugar a dudas el mdas afectado por
la temperatura baja y se ha demostrado que requiere temperaturas altas
para su replicacion y acumulacidon en los tejidos del huésped. Sin em-
bargo, no se puede predecir qué sucederia con el viroide de ser intro-
ducido a regiones frias. ¢Podria haber una seleccidon para adaptacion a
estas condiciones?.

.3 Influencias en el huésped. EI1 clima y el ambiente influyen gran-
demente en la diversidad de especies vegetales de una region. En las
regiones himedas de la zona torrida, por ejemplo, la vegetacion es mas
abundante y diversa que en regiones semiaridas o andinas de dicha zona.
Aunque podrian encontrarse los mismos virus en ambas regiones, la di-
seminacion de ellos sera indudablemente de diversa magnitud. La di-
seminacion de estos virus en ambos ambientes podria estar relacionada
con su forma de supervivencia. E1 PVX, por ejemplo, dada su forma
aparentemente exitosa de supervivencia y poca dependencia del clima,
puede ser diseminado facilmente en ambas regiones. E1 PLRV, por el
contrario, no parece ser un problema muy serio en regiones semiaridas
con alta temperatura y hasta puede ser inactivado al ser introducidc a
estas condiciones.

8.1.4 Influencias del huésped en la evolucion de virus y viceversa.

La influencia del huésped en la evolucion de los virus de plantas es
compleja porque el rango de huéspedes en los virus de plantas es mds
amplio que el de los virus de vertebrados. En papa no hay evidencia
directa de esta influencia, pero es posible que la inclusidon de resis-
tencia genética extrema pueda originar mutaciones en un virus con geno-
mios de RNA. Es muy probable se haya originado de esta manera la va-
riante HB de PVX que rompe la resistencia extrema (inmunidad) conocida
hasta ahora. Sin embargo, esta variante no estd ampliamente diseminada,
quizds por alguna otra caracteristica aln desconocida y que sea desven-
tajosa para el virus en muchos ambientes ecoldgicos. De la relacion
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contraria (de influencia del virus en la evolucidn del huésped) parece
haber cierta evidencia, pues los cultivares tetraploides de papa culti-
vados tradicionalmente en los Andes muestran sintomas menos obvios de
infeccidon por virus que los cultivares moderno.. Esto indicaria que en
condiciones donde los virus son prevalentes, éstos ejercen una presifn
de seleccidon efectiva en sus huéspedes.

8.1.5 Efecto de préacticas culturales en diseminacidn de virus.

Pareceria evidente el hecho de que cualquier cambio en practicas cultu-
rales, con respecto a las tradicionalmente empleadas, resultase en un
cambio en el tipo y la cantidad de diseminacidn de los virus. La agri-
cultura 1llamada de subsistencia, donde pequefios 1lotes de papa son
cultivados en asociacion con otros huéspedes, puede dar lugar a disemi-
nacion de virus de los otros huéspedes hacia 1a papa y viceversa. Por
ejemplo, en el suroeste de China donde la papa practicamente es culti-
vada en asociacidon con tomate y otras iortalizas, se puede esperar una
adaptacion o diseminacioén a la papa de virus como AMV, TMV o CMV. Exis-
te evidencia alta de la incidencia de AMV, fragmentaria en caso de TMV y
ninguna en el de CMV. La evolucion de la virologia en China debera dar
importantes luces a este respecto.

De la misma manera, un cambio en la produccidn de papa, al utilizar se-
milla botdnica en vez del tradicional tubérculo-semilla podria afectar
el balance del tipo de virus de mayor incidencia. Los virts o el PSTV
transmitidos por semilla botdnica podrian 1legar a ser mds :mportantes.
En China, donde se adoptd este método de cultivo con anterioridad, al-
gunas regiones parecen mostrar una alta incidencia del PSTV.

Hasta los virus comunes del cultivo, como el PLRV y el PVY, parecen en-
contrar en las plantulas de semilla botdnica de papa un medio mds re-
ceptivo de transmision dada su aparente mayor susceptibilidad que
plantas provenientes de tubérculos semillas.
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8.1.6 Forma y cantidad de diseminacién dentro del campo.

Existe una correlac:dén directa entre la incidencia inicial de un virus y
la cantidad de diseminacidén cuando los vectores ocurren bajo condiciones
similares. Por ejemplo, campos con infeccidon inicial de 3% y 10% de PVY
alcanzaron 25% y 90%, respectivamente. Sin embargo, la actividad de los
vectores es mucho mas importante que el namero. La forma de disemina-
ci6n o gradiente de infeccidén resultante de la dispersidn de un virus
desde una fuente de indculo es afectada grandemente por la actividad del
vector. A mayor movilidad del vector el gradiente de infeccibn es mds
extendido. Con el PVY transmitido por afidos, el gradiente es mas pro-
nunciado que con virus transmitidos por saltahojas. Al compararlo con
el PLRV (el mismo afido vector) se nota en el PVY un gradiente mas pro-
nunciado. Esto es debido a su forma de transmisidn no persistente. EIl
conocimiento de gradientes de infeccidn tiene mucha importancia practica
en la determinacidon de distancias de aislamiento de los campos en pro-
duccidn de semilla.

8.1.7 Pérdidas debidas a enfermedades virosas.

Las pérdidas debidas a infecciones virales varian grandemente dependien-
do del tipo de daifo. Estas pueden ser cualitativas o cuantitativas.
Las pérdidas cualitativas estdn relacionadas con la reduccid6n del valor
comercial de los tubérculos como en el caso de las necrosis producidas
por TRV, PMTV o PLRV. Las pérdidas cuantitativas se refieren a la re-
duccion en rendimiento debido al efecto de los virus sobre el nimero y
tamafio de los tubérculos.

Si bien es cierto que todos los virus pueden ocasionar reduccion del
rendimiento en una variedad de papa, no todos 1o hacen en la misma mag-
nitud.

Evidentemente, la combinacidon de dos o mds virus en el cultivo da lugar
a efectos mds graves que cuando uno de ellos lo afecta individualmente.
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E1 efecto de los virus en el rendimiento es diferente cuando las obser-
vaciones son hechas sobre plantas individuales que cuando se hacen en un
cultivo. Raramente se encuentran cultivos en los cuales todas las plan-
tas muestren la misma infeccion o el mismo grado de ella. Por lo tanto,
una medida mis precisa es expre-2r la merma en el rendimiente en térmi-
nos del nimero (o porcentaje) de plantas infectadas (Figura 11)*. En
condiciones de cultivo, el efecto detrimentel de un virus cualquiera en
una planta es compensado por un mayor rendimiento de plantas sanas ad-
yacenies (efecto compensatorio).

En forma general se considera que los virus que producen sintomas mas
severos dan lugar a pérdidas mayores.

8.2 MEDIDAS DE CONTROL

Las medidas de control son muy amplias y no pueden aplicarse aislada-
mente.

8.2.1 Proteccibn.

.1 Higiene. Con virus diseminados principalmente por contacto, como
el PVX y el PSTV, y en menor consideracidon el PVY, PVS, PVM y otros,
debe evitarse aun el mds minimo contacto entre las plantas y las herra-
mientas, manos, ropas, etc. La efectividad de inhibidores o inactiva-
dores de virus debe ser previamente determinada. En el caso de semi-
1leros bdasicos o nlcleos de semilla, la inversién en inhibidores como
ortofosfato trisddico resulta valiosa.

.2 Aislamiento. Es obvio que el mejor modo de prevenir la dispersidn
de virus de un cultivo a otro es el aislamiento. E] aislamiento puede
ser obtenido de dos maneras: a) aumentando la distancia entre cultivos,
y b) por medio de cultivos de barrera o proteccidn. En ambos casos la

* Ver BEUKEMA, H.P. and D.E. Vander Zaag. 1979. Potato Improvement.
Int. Agric. Centre, Wageningen, The Netherlands. 224 pp.
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efectividad es relativa cuando se trata de virus con yectores aéreos de
alta movilidad o cuando en la zona prevalecen vientos fuertes que ayudan
a su diseminaci6n. E1 primer caso resulta muchas veces dificil de apli-
car, especialmente cuando solamente existen perfodos definidos para el
cultivo. Este es el caso de la sierra peruana, donde la tierra resulta
escasa. Los cultivos de barrera o proteccion pueden ser una alterna-
tiva, especialmente cuando ellos son inmunes al virus y adecuados hués-
pedes del vector.

.3 Tamafio del campo y distancia entre plantas. En virus transmitido
por vectores aéreos, como el PLRV y el PVY, existe evidencia experimen-
tal de que, durante la diseminacion desde fuera del campo, la mayor co-
Tonizacidn de las plantas por los insectos ocurre hacia los bordes del
campo. De esta manera, mientras mids grande sea el campo, existird menor
porcentaje de infeccibn, siempre y cuando la diseminacién dentro del
mismo no sea muy activa. E1 espaciamiento entre plantas afecta también
grandemente la incidencia de la enfermedad. Mientras mayor sea el ni-
mero de plantas en el campo, menor serd la proporcién de plantas infec-
tadas. En este caso, como en el anterior, el espaciamiento se aplica
eficientemente, cuando no existe posterior diseminacién (diseminacion
secundaria),

.4 Eliminacion de fuentes oxternas de virus y vector. La destruccidn
de malezas cercanas al campo ayuda a disminuir la incidencia de algunos
virus en el cultivo, especialmente de aquellos que no dependen del cul-
tivo para su supervivencia, como el cz.u del TRV y el TRSV. Lo mismo
puede aplicarse a la enfcrmedad conocida como Punta morada, causada por
un micoplasma transmitido por una cigarrita (Macrosteles fascifrons

Stal) a partir de malezas infectadas. En el caso del PVY, que tiene una
dependencia casi total del cultivo, la efectividad de esta préactica es
baja. Muchas malezas sirven de huésped alternante o de invernacién de
algunos insectos. Tal es el caso observado en condiciones de la sierra
peruana, donde Brassica campestris parece ser uno de los huéspedes sobre
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FIGURA 11. Reduccion del rendimiento en relacion con el porcentaje de
plantas infectadas con virus en un cultivo con infeccidon secundaria.
(De: Beukema, H.P. and D.E. Vander Zaag. 1979.)
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el cual Myzus persirae resiste el invierno. La erradicacifin de estas
fuentes de virus y vector puede ser intentada con herbicidas.

.5 Evitamiento de los vectores. El1 cultivo de la papa en pafses euro-
peos depende grandemente del evitamiento de los vectores. Sin embargc,
la practica no puede ser empleada en Tugares donde se desconoce el ciclo
bioldgico de los principales vectores de virus. La mayorfa de insectos
tiene un perfodo de dispersibn dentro de su ciclo de vida. Si el cul-
tivo puede ser plantado de tal manera que su perfodo de alta suscepti-
bilidad no coincida con la dispersi6n de los vectores, la disminuci6n de
la incidencia del virus serd apreciable.

.6 Eliminaci6n o reducci6n de la actividad de vectores.

.6.1 Vectores aéreos. Existen dos periodos en lcs cuales pueden ser
eliminados: antes de su ingreso al campo (a fin de eliminar la disemi-
nacion primaria), y dentro del campo (para evitar la diseminacidn se-
cundaria). Es diffcil en la prdctica separar estos dos aspectos de la
diseminacidn de virus. La eliminacion antes del ingreso al campo parece
ser eficiente para evitar la incidencia de Punta morada, pero para el
PVY y el PLRV la efectividad es relativamente baja. La eliminacién de
Tos vectores dentro del campo no ha dado resultados significativos en la
reduccidn d2 la incidencia de PLRV y PVY. Esto se debe principalmente
al tiempc que los insecticidas necesitan para inactivar al insecto,
tiempo en el cual la diseminacidn puede ser realizada.

Sin embargo, la aplicacidon de insecticidas, ademds de evitar el dafo
causado por el insecto mismo, ayuda a reducir la incidencia de los virus
cuando se han contemplado otras medidas de control. No se conocen hasta
el momento ejemplos efectivos de control bioldgico de vectores en papa.
Sin embargo, esta posibilidad debe ser ampliamente estudiada ya que
existen evidencias en otros cultivos (zanahoria en California) donde el
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vector es poco prevalente debido al parasitismo. Las relaciones entre
el vector y sus enemigos son muy complejas y poco entendidas. Se sabe
que los pardsitos de afidos vectores en condiciones naturales pueden
determinar el tamafio de l1a poblaci6n de estos insectos, as§ como su ac-
tividad, lo cual consecuentemente puede afectar la diseminacién de los
virus.

.6.2 Vectores en el suelo. Son dos basicamente: nematodos y hongos.

La eliminaci6n de los nematodos que transmiten virus ha sido intentada
con diversos productos quimicos y los resultados han sido ambigiios. El
mejor caso, el del control de Trichodorus sp., ha sido logrado en Esco-
cia con aplicacicnes de DD (dicloropropano-dicloropropeno) en dosis de
224 kg/ha. No es posible hasta el momento recomendar algin tipo de ne-
maticida. Sin embargo, la eficiencia de ellos debe ser evaluada en
condiciones de campo, donde la efectividad pueda ser beneficiosa econd-
micamente.

Al igual que en el caso anterior, se ha obtenido poco &xito con apli-
caciones de fungicidas para el control de hongos del suelo. Los experi-
mentos al respecto deben contemplar el fungicida, la dosis, el efecto
residual, en el hombre, etc. Algunos hongos prefieren para su desarro-
110 y supervivencia ciertas condiciones en el suelo. La alteracién de
éstas puede reducir su actividad y, consecuentemente, la infeccién por
el virus que transmiten.

8.2.2 Erradicacién.

.1 Descarte ("Roguing"). "Roguing" es un término en inglés que signi-
fica descarte o eliminacidon de tub8rculos antes de la sismbra y de
plantas infectadas desde poco después de la siembra. Es un proceso de
seleccibn negativa. La eliminaci6n de tubérculos, que muestren formas
atipicas de la variedad para sembrar, o con sintomas evidentes de in-
feccidn por virus u otros patdgenos, ayuda grandemente en la obtencidn
de nicleos libres de enfermedades virosas. En tubérculos, pueden ci-
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citarse como sfntomas causados por enfermedades virosas: brotes ahi-
lados o faltos de vigor, brotes necrdticos, rajaduras grandes y finas y
deformaciones de los tubérculos. (Ver sintomatologfa, Seccibn 3.)

La eliminacidn, en el campo, de plantas con sintomas evidentes de virus
conduce a la reduccidon del namero de fuentes de in6culo. Pero, cuando
se trata de virus transmitidos mecdnicamente, el valor de esta practica
se reduce por las altas posibilidades de contaminacidn del material sa-
no. Normalmente, la diseminacion de virus transmitidos por &fidos se
debe a las formas aladas de éstos. Sin embargo, en campos colonizados
por afidos, la eliminacién de plantas infectadas puede favorecer la di-
seminacibn de estos virus por formas dpteras que caen de las plantas que
se eliminan. Las plantas infectadas deben ser destruidas, para evitar
que los insectos que puedan estar sobre ellas se mueven hacia las plan-
tas sanas.

.2 Cultivo de meristemas. Este proceso estd ampliamente difundido
como un método para liberar de virus a cultivares valiosos. La escisibn
y el cultivo de tejidc meristematico infectado con virus puede producir
una proporcidn de las pl&ntulas libres de infeccién. Sin embargo, se
obtienen mejores resultados (mayor porcentaje de plantas sanas) cuando
las plantas madres son tratadas con calor antes de extraer los meriste-
mas. En la prdactica, el cultivo de las plantas a 36 ¢ 37°C por una o
dos semanas parece suficiente para obtener un alto porcentaje de erra-
dicacién. Casi todos los virus de papa pueden ser eliminados usando
este sistema, el cual se basa en que los virus no invaden los tejidos
meristematicos o lo hacen lentamente.

El viroide PSTV, sin emhargo, no puede ser eliminado de esta manera.
Por el contrario, se puede demostrar una alta concentracidn del viroide
en plantas tratadas con calor. Este requerimiento de alta temperatura
pare la multiplicacién del viroide condujo al desarrollo del tratamiento
en frio antes de la escision de los meristemas. Cuando las plantas ma-
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dres han germinado entre 6°C y 10°C por 2 a 4 meses, se obtiene un alto
porcentaje de plantulas sanas. Este procedimiento, aunque lento, per-
mite recuperar clones valiosos infectados por PSTV que de otra manera
serfan eliminados.

8.2.3 Resistencia genética.

E1 mejoramiento por resistencia ha sido usado, o al menos intentado en
alguno. casos con éxito, para la mayorfa de los virus de importancia
econdmica.

La resistencia genética puede ser definida como la caracteristica de un
genotipo para resistir y tolerar o no tolerar el proceso de infeccion.
Han sido definidas varias formas de resistencia: a) resistencia extrema
o inmunidad, b) resistencia a la infeccién, c) hipersensibilidad, d)
tolerancia y e) resistencia al vector.

Las manifestaciones de resistencia mencionadas han sido bastante estu-
diadas en papa y en algunos casos se conccen los genes implicados aunque
el mecanismo de expresidn de los mismos no es bien conocido (Ver Tabla
7). La resistencia genética a muchos virus ha sido demostrada especial-
mente en especies silvestres. Su utilizacibn, sin embargo, no siempre
es facil debido en la mayoria de los casos a que los genes de resisten-
cia estdn 1igados a otros que confieren caracteristicas indeseables.

.1 Ipmunidad o resistencia extrema. Cuando una planta o un grupo de
plantas no pueden ser infectadas por medios naturales de transmisidn de
los virus o por métodos artificiales se dice que las plantas son inmu-
nes. La inmunidad es generalmente demostrada cuando la inoculacifn del
virus es realizada por medio de injertos, un método que ha demostrado
ser efectivo en la transmision de la mayorfa de los virus.
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TABLA 7. Algunas fuentes de resistencia a virus de papa (De Hooker, W.J. 1977, en:
CIP, "Report of Planning Conference on Control of Potato virus diseases").

Fuente Gene Virus Tipo de Resistencia

Solanum acaule Rx(acl) PVX Extrema

S. andigena Rx{adg) PVX Extrema; regulacion de ne-
crosis letal con variantes
de X.

S. andigena Rx{adg) PVX Extrema

‘(USDA 41956)

S. tuberosum Nx(tbr) PVX Hipersensibilidad a todas

Ty S. andigena?) las variantes, no a B.

S. sparsipilum Nx(sp1) PVX Hipersensibilidad a todas
las variantes, no a B.

S. sparsipilum ? PVX Extrema, hipersensibilidad

'(ochE 11§2E) a HB.

S. tuberosum Nb(tbr) PVX Hipersensibilidad a B.

{y S. andigena?)

S. chacoense Nx(chc) PVX Resistencia a infeccion.

{y S. microdontum?)

S. stoloniferum Ry(sto) PVY Extrema

S. chacoense R(chc) PVY Extrema

S. stoloniferum Ryn PVY-PVA Extrema

S. stoloniferum RY(sto)™M? PVY-PVA Extrema a PVY
Hipersensibilidad (no letal)
a PVA,

S. hougasii Ry (hou) PVY Extrema

S. stoion1ferum Rygstogzé PVY Hipersensibilidad

Ry(sto

S. stoloniferum Ry(sto)na PVY-PVS Extrem:. (PVY); hipersensi-
bilidad (PVS)

S. demissum Ny (dms) PVY c

S. tuberosum Nc(tbr) PVY Hipersensibilidad a PVY".

S. tuberosum Na(tbr) PVA Hipersensibilidad

S. brevidens ---- PLRV Extrema?

S. fernandezianum ---- PLRV Extrema?

S. etuberosum ---- PLRV Extrema?

S. tubergsum ——-- PLRV Resistencia a infeccion,
hipersensibiiidad.

S. berthaultii ———- PLRV Hipersensibilidad
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.2 Resistencia a la infecci6bn. Es también conocida como resistencia
estadfstica y se basa en la baja dispersifn del virus a una poblacidn de
plantas bajo las condiciones ecoldgicas de cultivo. Generalmente esta
resistencia es determinada por comparacibn con variedades susceptibles
bajo condiciones normales de cultivo (acceso a cierta presién de inbcu-
lo, vector, condiciones ambientales, etc.).

.3 Hipersensibilidad. La hipersensibilidad desde el punto de vista
basico es la intolerancia del huésped al virus. Las células en el sitio
de infeccibn se necrosifican y mueren quedando el virus localizado en el
punto de infeccidon. Este es el caso preferido de hipersensibilidad.
Sin embargo, es comln hallar manifestaciones extremas en las cuales las
plantas reaccionan produciendo necrosi; descendente (acronecrosis). En
condiciones de campo estas plantas mueren antes de producir tub&rculos
evitando asi la perpetuacion del virus.

.4 Tolerancia. La tolerancia es mejor definida como la capacidad de
una planta susceptible para producir a pesar de estar infectada. No es
una buena forma de resistencia y generalmente es dependiente de la va-
riante de virus que la infecta.

.5 Resistencia al vector. Dos formas de resistencia al vector son
conocidas: a) Mecdnica, por la presencia de alguna estructura morfold-
gica en la planta que evita la actividad y desarrollo del vector en
ella. Ejemplo: 1la existencia de pelos glandulares que al contacto con
el vector Tiberan sustancias mucilaginosas que 1o inmovilizan. b) Fi-
sioldgica, en plantas con alto contenido de sustancias alcaloides que
son repelentes o tb6xicas para el vector.

8.2.4 Determinacidn de fuentes de resistencia y evaluacién de pobla-
ciones.

Mientras que en la bisqueda de fuentes de resistencia se trabaja con
clones individuales o poblaciones pequeias de plantas, en la evaluacibn
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de poblaciones a las cuales por cruzamiento se han transferido los genes
que confieren la resistencia, es inevitable el manejo de gran cantidad
de pléntulas. Los métodos en ambos casos, sin embargo, son muy simi-
lares y dependen grandemente del virus en prueba. Aunque cada inves-
tigador o grupo tiene sus preferencias y métodos estandarizados, muy a
menudo encuentran fallas en sus experimentos donde los resultados ha-
1lados en estados iniciales no concuerdan con los hallados posterior-
mente. Algunas de estas fallas pueden evitarse teniendo en cuenta
algunos conceptos basicos.

.1 Fuentes de indculo. Esta es quizds la parte mas importante de todo
trabajo de resistencia. La fuente de inb6culo que ha de ser empleada
debe cumplir los siguientes requisitos:

.1.1 E1 aislamiento del virus debe provenir del campo y ser represen-
tativo de la situacidn natural.

.1.2 E1 virus debe estar completamente libre de otros virus y debe ha-
berse completado su identificacidn y comparado con variantes previamente
estudiadas.

.1.3 Debe mantenerse y confirmarse periddicamente su infectividad en
papa, especialmente cuando su propagacién se realiza en otra especie
vegetal. Es conocido el fendmeno de "atenuacidn" de la infectividad en
papa, que ocurre cuando un aislamiento es mantenido y propagado conti-
nuamente en huéspedes diferentes. Con virus transmitidos por insectos
debe confirmarse peri6dicamente esta capacidad cuand> son transferidos
continuamente por inoculacion mecanica.

.1.4 En los huéspedes de propagacion debe determinarse cuidadosamente el
tiempo después de la inoculacion cuando el virus es mds infectivo. De
la misma manera, en virus transmitidos por insectos debe determinarse el
tiempo de adquisicion mds adecuado para alcanzar un niimero maximo de
insectos infectivos.
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.2 Métodos de inoculacién. E1 método de inoculaci6n que ha de em-
plearse depende del virus y del tipo de resistencia que se busca. La
resistencia a la infecci6n solamente puede ser determinada por exposi-
cidn natural en el campo, aunque en algunos casos la inoculacién arti-
ficial puede dar una idea de este tipo de resistencia. La resistencia
hasta ahora conocida en PLRV, por ejemplo, es resistencia a la infec-
ciébn. En poblaciones de plantulas esta resistencia puede ser determi-
nada por comparacidn con una poblacidn susceptible si en cada una se
coloca igual nimero de &fidos infectivos. Aquf resulta muy importante
el mantenimiento de una colonia de &fidos sana (1ibre de parasitos o
predatores) y cuyos individuos tengan capacidad uniforme para transmitir
al virus. Desafortunamente no hay estudios que indiquen el nlmero de
afidos mas adecuado (1o cual equivale a la cantidad de virus) que debe
ser colocado en cada plantula para evaluar esta resistencia. Por ello,
las plantulas no infectadas son transferidas al campo para posterior
evaluacion.

Cuando se busca resistencia extrema o immunidad y el virus puede ser
transmitido mecanicamente, la inoculacién en grandes poblaciones de
plantulas es mejor realizada con equipos de inoculacién masiva. Por
ejemplo, el método empleado en el CIP para inocular PVX o PVY se basa en
el uso de un aspersor de alta presién (30 psi) (Figura 12). El inéculo
convenientemente dilufdo y mezclado con un abrasivo fino (Carborundum
600 mesh) es asperjado sobre las plantulas. La prueba final para inmu-
nidad se hace por medio de inoculacién con injertos.

.3 Métodos de evaluacién. La evaluacion de las plantulas inoculadas
es generalmente realizada por una combinacibn de métodos. La sintoma-
tologia, cuando es evidente, es de gran ayuda pero en la actualidad los
métodos serolbgicos, especialmente ELISA, estdn siendo més empleados.

Con el incremento de la sensibilidad en esos métodos de deteccién es
necesario tener cuidado en la interpretacién de los resultados. Por
ejemplo, en algunas plantas inmunes e inoculadas por medio de injertos
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FIGURA 12. Inoculacion masiva de plantulas de papa con pistola de pre-
sion ("spray qun") para evaluar resistencia a PVX y PVY.
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ha sido posible detectar la presencia de virus en bajas concentraciones.
Esto parece que es debido al movimiento pasivo a través del tejido con-
ductor de virus desde el injerto infectado. En estos casos, para de-
mostrar la inhabilidad del virus para infectar un huésped o establecerse
en &1, es preciso eliminar el injerto o pluma infectado y verificar
después de un tiempo la presencia de virus.

8.2.5 Produccidon de semilla 1ibre de virus.

E1 proceso de produccion de semilla libre de virus representa la combi-
nacidon de practicas agrondmicas deseables y el conocimiento de los virus
del cultivo. Varios métodos o sistemas de produccion de semilla asexual
han sido descritos en la literatura, sin embargo, todos se basan en el
mismo principio: 1la obtencidon o producciéon de material libre y su sub-
secuente multiplicacion bajo condiciones de minima reinfeccion. Por
este proceso se trata de eliminar no s6lo los virus sino también las
plantas atipicas o con otros patdgenos transmitidos a través de la se-
milla. La semilla basica o élite representa un grupo pequefio de plan-
tas, completa o parcialmente libre de virus. Las multiplicaciones de la
semilla basica dan origen a la semilla de fundacion la que, posterior-
mente en un programa establecido de semillas, darda origen a la semilla
certificada. Esta Gltima es la que idealmente debe sembrar el agricul-
tor para producir papa de consumo. Cada una de las etapas puede ser di-
vidida en grados de acuerdo con el namero de multiplicaciunes que repre-
sente desde el inicio.

No se tratarda aqui de los procedimientos o sistemas para producir la
semilla, sino mds bien de la aplicacidn de a.gunos conceptos viroldgicos
que debe tenerse en cuenta al iniciar un proceso de esta naturaleza.

.1 La semilla bdsica o élite: grado de sanidad. Es 16gico que del
grado de limpieza o sanidad de la semilla basica depende la calidad de
la G1tima etapa de multiplicacidn o semilla certificada. Se puede obte-
ner rapidamente semilla basica de muy alto grado de sanidad (a partir de
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pocas plantas que pudieran haberse obtenido por cultivo de meristemas)
gracias a la Jisponibilidad de métodos de multiplicacibn rdpida. Sin
embargo, debe tenerse en cuenta si el costo de producirla estd respal-
dado por los recursos o las condiciones necesarias para mantenerla 1i-
bre.

En un programs inicial en una zona o pafs donde este proceso no haya
sido empleado con anterioridad se puede empezar con la eliminacidn de
los virus que estén causando las pérdidas mayores. A modo de sugerencia
y teniendo en cuenta la importancia relativa de los principales virus,
se deberia tratar de obtener la semilla bésica 1ibre de los virus que se
mencionan en el siguiente plan:

1 - 3 afios: Libre de PLRV y PVY (en la zona andina podria incluirse
APMV u otro virus importante en la regiébn. Por ejemplo,
PDMV en Argentina).

3 - 5 afos: Libre ademds de PVX (y APLV para la zona andina).

5 - 7 ahos: Incluir eliminacion de PVS y PVM.

< 7 afos: Otros virus.

E1 fracaso y abandono de algunos programas de semilla ha sido debido a
tratar de iniciarlos y mantenerlos compietamente libres de virus. Debe
tenerse en cuenta que la elimnacidon de un solo virus requiere mantener
un sistema apropiado de chequeos rutinarios los cuales incrementan los
costos. Ademds, cuando se trata de eliminar virus de baja incidencia o
poco efecto en el rendimiento, la semilla podria ser de mejor calidad
pero el ingreso neto no serfa altamente significativo al compararlo con
el generado por ia semilla tradicional del agricultor.
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Debido a su alto costo la semilla basica es generalmente producida por
entidades oficiales. Sin embargo, los agricultores avanzados pueden
intentarlo individualmente, en grupos, o en asociacidn con organismos
oficiales.

B8.2.6 Principios de la deteccidon de virus en un programa de semillas,

La razbn de la aplicacidon de técnicas de deteccidn es identificar al
virus causante de las infecciones tan pronto como sea posible después de
ocurrida la infeccidon, y antes de que la planta infectada 1legue a ser
un reservorio para posterior diseminacion.

Como se ha visto en capitulos anteriores las diferentes técnicas de
diagndstico varian en sensibilidad y complejidad. Su eficiencia, ademas
de los factores inherentes a la técnica misma, dependen de la habilidad
y del entrenamiento del operador.

La técnica més adecuada debe combinar alta sensibilidad con simplicidad
de aplicacidn y bajo costo. Como ninguna de las técnicas es ideal para
todas las situaciones, la seleccion debe basarse en los aspectos si-
guientes:

grado deseado de reduccidon de virus,
etapa de multiplicaci6n de la semilla,
virus involucrados,

recursos disponibles.

.1 Grado deseado de reduccidn de virus. Los 1imites de sanidad res-
pecto a virus dependen de las necesidades de un programa de produccién
de semilla. Algunos virus sbdlo causan pérdidas insignificantes o no
prevalecen en la regibn. La produccién indiscriminada de semilla
completamente 1ibre de virus puede ser indeseable y costosa; por ello un
programa de produccidn de semilla debe ser restringido a les virus que

son mas prevalentes y severos.
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.2 Etapa de multiplicacibn de la semilla. Como se ha mencionado an-
teriormente, la multiplicacion de la semilla se hace en varias etapas
crecientes en volumen. En la multiplicacion final {semilia certificada)
los métcdos adoptados deben ser aquellos que permitan un estimado rdpido
del porcentaje de infeccidn ya que de esto dependerd su aceptacibn o
rechazo. Evidentemente, la observacidn sintomatoldgica es la mis ade-
cuada, pero las estimaciones basadas en pruebas ser6logicas en muestras
al azar son también de gran valor. Por el contrario, en la produccion
de plantas madres se requieren métodos mds sensitivos ya que estas
plantas son la base del programa.

.3 Virus involucrados. Al iniciar un programa y previo diagndstico de
la ocurrencia de enfermedades virales en la regidn, se determinan los
virus que justifican su eliminacion del cultivo. Luego, los métodos que
se han de emplear deben tener una alta sensibilidad para detectar esos
virus. Algunos métodos son efectivos para detectar un virus pero no
otros, por lo tanto es necesaria y justificable la aplicacidn de varios
métodos. Por ejemplo, la prueba de latex es muy Gtil para detectar la
mayoria de virus con excepcidn del PLRV, el cual s&lo puede ser detec-
tado eficientemente con ELISA.

.4 Recursos disponibles. Algunos métodos de deteccidn requieren un
minimo de precondiciones para su aplicacidn. Por ejemplo, la observa-
cion de sintomas sbélo requiere inspectores experimentados. E1 uso de
ntras técnicas requiere la disponibilidad de invernaderos, laboratorio,
equipo o materiales. La seleccion depende del grado de complejidad y de
los recursos disponibles en el programa.

8.2.7 Limites de tolerancia de infeccidn viral.
Es muy comin hablar de tolerancia miaxima para determinados virus en pro-

gramas de semilla. En paises con alta experiencia y tecnologia en pro-
duccidn de semilla estos 1imites son bastante bajos (por ejemplo, la
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mixima tolerancia para el PLRV es 3%). La aplicacidn de tales niveles
en paises que se inician en esta actividad es por cierto una utopia.

Sin embargo, la determinacibn de estos l1imites no es facil. La mejor
manera de determinarlos es por medio de experimentos de degeneracidn a
través de varias campafias. La determinacion del grado de reinfeccidn
podria ser una forma adecuada de fijar estos limites. Al principio, sin
embargo, es necesario mantener una gran flexibilidad y fijar los limites
en porcentajes amplios. Para un programa que empieza, un ejemplo real
podria ser la Tabla 8.

TABLA 8. Tolerancia maxima de virus en semilla basica (d1tima multipli-

cacion).
Edad del programa en aios
Enfermedad
1-3 3-5 5 -7 7

Enrollamiento < 10 % < 3% > 0,5% 0
Mosaico suave <15 % < 8% <3 % >0,5%
(X, S, M, APLV)
Mosaico severo < 5% < 2% >0,5% 0
(X, Y, APMV)
Necrosis virales < 5% <2% 0 0
(Y)
Otros < 3% <1% 0 0
(calico, amarilla-
mientos)

La Tabla 8 es aplicable a programas donde la multiplicacidén de la semi-
11a bédsica es realizada en condiciones de campo. En esa Tabla se asume
que la edad del programa va a permitir un ajuste de los métodos de de-
teccidn. Los niveles de virus para cada caso se van reduciendo gra-
dualmente. Algunos se reducen mds rapidamente debido a la facilidad de
deteccion y control de 1la reinfeccion. Evidentemente, este ejemplo
puede ser modificado de acuerdo con el desarrollo real del programa.
Con los métodos de multiplicacion de semilla y de deteccion disponibles
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actualmente, estos niveles son féacilmente alcanzables. FEs mucho mas
dificil predecir en semilla de fundacién o certificada cuidles serfan los
niveles aceptables. Sin embargo, estos deben ser ajustados de acuerdo
con la sanidad del material inicial (bdsico).

En la primera etapa (1-3 afios) podrfa ocurrir que la Gnica diferencia en
rendimiento real de la semilla certificada se deba a que mejora la cali-
dad de la semilla sin que ello tenga que ver con virus, por ejemplo,
uniformidad varietal, o mejores caracteristicas fisiolégicas de la semi-
11a. Pero el mantenimiento de esos niveles va a permitir un mejoramien-
to de la semilla en las etapas siguientes.
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APENDICES

APENDICE 1

METODO fARA PURIFICAR Y-GLOBULINA. (Se puede emplear cualquier otro
método eficiente.)

Sy N BW N -
P e s e

A 1 ml de antisuero afadir 9 ml de agua destilada.

Afadir 10 ml de una solucibn saturada de sulfato de amonio.

Dejar durante 30-60 minutos & temperatura ambiental.

Centrifugar a 6 000 rpm por 15 minutos.

Disolver el precipitado en 2 ml PBS diluido 4.

Dializar 3 veces con 500 ml de PBS diluido 4. (Puede realizarse
una mayor purificacion en este estado, filtrando la solucidon a
través de una columna de celulosa preequilibrada con PBS diluido 3
y colectando la primera fraccidn de proteina que aparezca.)

Medir la absorbancia de OD2BO y ajustar la concentraci6n de
v-globulina para tener aproximadamente 1,4 OD (aprox. 1 mg/ml).
Almacenar en tubos de vidrio tratados con silicona a 4°C con 0,2%

de N3Na.

previcue Page biank
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APENDICE 2

METODO PARA CONJUGAR LA ENZIMA CON LA v-GLOBULINA. (De: Clark, M.F.
and Adams, A.N. 1977. J. Gen Virol. 34: 475.)

1.

Centrifugar 1 ml (= 5 mg) de la enzima (la cual se halla en una
solucibén saturada de sulfato de amonio). Eliminar el sobrenadante
17quido.

Disolver el precipitado directamente en 2 ml1 (= 2 mg) de
y-globulina purificada.

Dializar tres veces contra 500 ml PBS.

Afadir glutaraldehido para tener una concentracién final de 0,06%.
Mezclar bien.

NOTA: El glutaraldehido también puede ser incorporado durante la
@1tima dialisis; para ésto sb6lo es necesario agregarlo a la
concentracion final de 0,06% en PBS.

Dejar durante cuatro horas a temperatura ambiental. Debe desarro-
1larse un color ligeramente marrédn.

Dializar tres veces contra 500 ml PBS para eliminar el exceso de
glutaraldehido.

Afiadir albimina de suero bovino para tener una concentracion final
de 5 mg/ml y almacenar a 4°C.
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APENDICE 3
REACTIVOS Y "BUFFER" NECESARIOS EN ELISA.

PBS (pH 7,4)

8,0 g NaCl

0,2 9 KH2P04

2,9 g NaZHP04.12H20 Llevar a un litro
0,2 g KC1

0,2 g NaNy*

PBS-Tween = + 0,5 ml Tween - 20 por litro.
PBS-Tween-PVP = PBS-Tween + 2% Polivinilpirrolidone MW 40 000.

“Coating buffer" (pH 9,6)
1,59 ¢ Na2C03
2,93 g NaHCO3 En un litro de agua destilada

0,2 g NaN3*

"Substrate buffer"
97 ml Dietanolamina
800 ml H,0 Llevar a un litro

2

0,2 g NaN3*

Anadir HCL hasta pH 9,8.

* En el CIP este compuesto ha sido eliminado de todos los "buffer"
debidc a su alta toxicidad. Esto es posible solamente debido a que
dichos "buffer" no son almacenados por tiempo prolongado.
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APENDICE 4

PROCEDIMIENTO PARA SENSIBILIZAR LATEX. (De: Fribourg, C.E. 1981, "Pro-
cedure for Latex Sensitisation. Lahoratory practical guide", CIP.)

Introduccidn
Para el recubrimiento de las particulas de latex es mds recomendable

utilizar la y-globulina del antisuero diluida cerca a su punto final de
dilucion (titulo). Sin embargo, comc hay una gran variacién de un an-
tisuero a otro, es mejor determinar la diluci6n O6ptima con cada lote de
antisuero. E1 siguiente procedimiento es el que normalmente se usa en
el CIP.

Materiales necesarios

- solucion saturada de sulfato de amonio,

- centrifuga de baja velocidad,

- solucion salina (0,85% (0,14 M) de cloruro de sodio),

- 0,05 M Tris-HC? pH 7,2

- 0,05 M Tris-HC1 pH 7,2 + 0,02% polivinilpirrolidona + 0,05% de
(N;Na),

- tubos de dialisis,

- tubos de ensayo,

- Difco Bacto latex 0,81,

- placas Petri de pléastico,

- lapiz de cera,

- jeringas hipodérmicas (1 cc),

- agujas de inyeccion (216 1 1/2),

- existencias de antisuero,

- agitador mecdnico con accidn rotatoria.

Procedimiento

1. Diluir el antisuero con solucidn salina para tener una dilucidn 1.
Precipitar la fraccién de globulinas con sulfato de amonio al 40%
(4 ml de antisuero 1/4 + 2,7 ml de solucidbn saturada de 504(NH4)2.




10.

11.
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Dejar reposar durante 30 minutos a una hora y centrifugar a 7 000 g
por 20 minutos.

Resuspender el pélet en 4 ml de solucidn salina.
Dializar contra varios cambios de solucidn salina.

Centrifugar el dializado a 10 000 g por 30 minutos. Si el sobre-
nadante no estd claro, filtrar a través de papel de filtro.

Colocar 1 ml de 0,05 M Tris "buffer", pH 7,2 en cada uno de 10 tu-
bos de ensayo.

Afadir 1 ml del dializado al primer tubo, mezclar y transferir 1 ml
de 1a mezcla al tubo siguiente y asi sucesivamente (diluciones du-
bles del antisuero original desde 1/4 hasta 1/2048).

Preparar una dilucion 1/15 de latex en solucidn salina.

Afadir 1 ml del 1atex diluido a cada uno de 1as 10 tubos y dejar a
temperatura ambiental durante 30 minutos. Agitar los tubos dos a
tres veces durante este periodo.

Centrifugar cada mezcla a 6 000 g por 20 minutos.

Resuspender el pZiet en 2 ml 0,65 M Tris-HC1 pH 7,2 + 0,02%
polivinilpirrolidona + 0,5% NaN3.

Repetir pasos 8 y 9. Resuspender cada p&let en 1 ml del mismo
"buffer".

Extraer jugo de hojas infectadas con el virus que se quiere detec-
tar y hacer diluciones 1072, 1073, 1074, sx107%, 107°, sx10™°, y
10'6, usando 0,05 M Tris-HC1 pH 8 + 0,01 M bisulfato de sodio y

0,05% Tween-20.



12.

13.

14,
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Verificar cacda dilucibn de 1atex sensibilizado contra cada dilucién
del jugo.

Agitar durante una hora a 130 revoluciones por minuto.

Determinar cudl suspensibn del latex sensibilizado produce la reac-
cién mas <lara y detecta al virus en la dilucion mds alta del jugo.
Est. corresponde a la mejor dilucion de globulina utilizable para
sensibilizar grandes cantidades de ldtex. La sensibilizacién de
grandes volimenes de latex a menudo produce suspensiones que no son
tan sensitivas como aquellas preparades en pequefios volimenes. Por
esta razdbn es recomendable dividir la globulina diluida en lotes
pequefios (1-2 m?) y anadir el volumen correspondiente de 1&tex di-
lufido.

Las suspensiones de 18tex pueden almacenarse a 4°C donde permanecen
activas por varios meses. Las esferas de latex tienden a sedimen-
tarse; por ello es necesario agitar los frascos antes de usar su
contenido.



- 109 -

REFERENCIAS SOBRE EL APENDICE 4

Ball, E.M. 1974. Serological tests for the identification of plant
viruses. The American Phytopathological Society. 31 pp.

Bercks, C. 1967. Methodische Untersuchungen uber den serolcgischen
Nachweis pflanzenpathogener Viren mit dem Bentonit-Flockungs Test,
dem Latex-test und dem Barium-sulfat test. Phytopathol Z. 58:
1-7.

Fribourg, C.E. 1978. Antiserum production and present status uf test
for viruses in the CIP seed program. Planning Conference on De-
velopments in the control of potato virus disease. International
Potato Center, Lima, Peru.

Koenig, R. and 0. Bode, 1977. Detection of Andean potato latent and
Andean potato mottle viruses in potato tubers with the latex test.
Phytopathol. Z. (in press).



- 110 -

APENDICE 5

PROCEDIMIENTOS PARA PREPARACION DE GELES DE ACRILAMIDA PARA SEPARACION
ELECTROFORETICA DE ACIDOS NUCLEICOS.

Reactivos necesarios

A.

Tampén basico (5X) 0,18 M Tris (hidroximetil) aminometano,
0,15 M ortofosfato dihidrogenado de sodio
(NaH2P04H20),
0,005 M tetracetato etilenodiamino de sodio
(EDTA).
Solucibn de acrilamida:
15% acrilamida,
0,75% NN1 - metilenebisacrilamida.
Persulfa*to de amonio (10%). Solucidén recién preparada.
TEMED (N, N, N
Tamp6n para correr: Tampbn basico diluido 1/5.

, N tetrametiletilenediamina).

Procedimiento: (Gel de 5%)

Mezclar solucidn A: B: agua destilada, en proporciébn de
1,66: 1: 2,23

Agregar rapidamente 0,005 ml de TEMED y 0,05 ml de 10% solucion C
por cada 1 ml de solucidn de acrilamida empleada en la mezcla.
Verter inmediatamente en caja de electroforesis para laminas
("slabs") o 1lenar con pipeta los tubos de vidrio o Perspex (para
geles cilindricos). '

Cuando se usan geles cilindricos es necesario colocar una base (0,5
cm) de un gel de 10% en el fondo el tubo y dejarlo solidificar
antes de afadir la soluci6bn del gel de corrida. Ademds, una vez
1lenos los tubos se debe colocar cuidadosamente una capa de agua
destilada encima de la soluci6n pura permitir la gelificacion y la
formacion de un menisco plano.
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En 1aminas de acrilamida ("slabs"), los peines para formar los
hoyos o recipientes para las muestras se deben colocar inmediata-
mente después de vertir la solucidn del gel.

En aproximadamente 30 minutos el gel solidifica y queda listo para

usar.

Conectar los electrodos y colocar el tampdn E.



