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Deteccion de Virus
en la Produccion de Semilla de Papa

Objetivos. E! estudio de este manual debe capacitario para:

® cexplicar la naturaleza y el efecto de los virus de la papa,

® describir los principios y objetivos en la deteccion de virus,

® explicar los principios y discutir Ia aplicacion de los métodos mas comunes
en la deteccion de virus (ver secciones 4,5y 6).

Materiales de estudio.

e Plantas de papa con diferentes sintomas de virus,
® Piantas indicadoras con diferentes sintomas de virus.
® llustraciones o muestras de métodos serologicos.

Practicas.

®  Practicar la deteccion de virus en campo'y almacén,
e Demostrar aquellos métodos serolégicos que son facilmente aplicables bajo
las condiciones de su pars.
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¢Que partes de la planta son invadidas por la mavyoria de virus?
¢Cuan grande podiia ser la reduccion de rendimiento?
¢Como pueden ser controladas las enfermedades virosas?

Por que los virus deben ser detectados tan pronto como sea posible
despues de Lo infeccion?

¢Enque criterios se basar ia para escoger los metodos de deteccion?

¢Bajo que consideraciones podiia ser indeseable la produccion de semilla
completamente hibie de virus?

¢Qué precondiciones son requeridas para 1a observacion de sintomas en el
campo?

¢Cudles son los prmcipales sintomas de virus en papa?
¢Cuales son las ventajas de la observacion de sintomas en el campo?

¢Cuando es la obseivacion de sintomas en ¢l campo el metodo mas indica-
do?

¢Cuales son las precondiciones para la prueba de plantas indicadoras?
Describa ¢l principio de las pruebas serologicas

¢Por qué es la prueba de latex mads sensitiva ,ue ta de micropiecipitacion?




Boletin de Informacién Técnica 18

Deteccion de Virus en la
Produccion de Semilla de Papa

Introduccion.

Naturaleza y efecto de los virus de la papa.
Principios de la deteccion de virus.
Observacion de sintomas en el campo.
Plantas indicadoras.

Pruebas serologicas.

Lecturas adicionales.
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1 INTRODUCCION.

Los virus son agentes de tamafio extremadamente pequefio, causantes de enfer-
medad, que pueden reducir significativamente los rendimientos de papa. Una
vez dentro de la planta de papa, la mayoria de los virus son transmitidos a las
generaciones siguientes a través de tuoérculos infectados usados como semilla.
En la mayoria de los casos pricticos, en un programa de produccion de semilla,
los virus solo pueden ser eliminados mediante erradicacion de las plantas infecta-
das. Las infecciones virales no siempre son visibles ¢n las plantas de papa infec-
tadas. Existen varios métodos de deteccion, algunos mas confiables que otros.
El método escogido depende practicamente del grado deseado de reduccion de
virus en un campo y de los recursos disponibles.




2 NATURALEZA Y EFECTO DE LOS VIRUS DE LA PAPA.

Los virus son particulas muy pequefias, por ejemplo de 500 nm = 0,000 5 mm.
Solo se pueden ver con ayuda de un microscopio electidnico. Se multiplican en
células vivas y son transmitidos a plantas sanas por medio de insectos, nemato-
dos, hongos, o contacto mecdnico. Si la transmision primaria es efectiva da lugar
a infeccion primaria. Cuando la planta es susceptible el virus se multiplica e
invade posteriormeiite todos los tejidos de la micina,

Cuando la planta infectada crece y madura, la mayoria de los virus puede invadir
todas las partes vegetativas, incluyendo los tubérculos. La mayoria de los virus
de papa pasan de un cultivo a otro a traves de tubdiculos enfermos; ésta es deno-
min¢a infeccion secundaria.

™~ _infeccion ~
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Después de {a infeccion inicial, lcs tubérculos-semillas enfermos transmiten fa
mayoria de los virus. La severidad de la enfermedad aumenta de campana en
campaiia. El ciclo de la enfermedad se interrumpe mediante la eliminacion de
las plantas enfermas de virus en los programas de multiplicacion de semillaz.




Algunos virus infectan granos de polen u dvulos y son transmitidos a triaves de 1o
semitla botdnica.

Las pérdidas causadas por los virus de ta papa son cuantitativas (reduccion el
rendimiento) y cualitativas (reduccion del valor comerciat), Fl tpo y la severn-
dad de las pérdidas dependen de fa planta, de Jas condicrones ambientdales y del
virus.  Unos veinte virus causan enfermedades en papa. Los vius X, SoMdely
papa (PVX, PVS, PVM) pueden reduci los rendimientos de 5 a 40, otros
como el virus del entollannento de tas hojas (PLRV) o mfecciones combinadas
de PV X y PVY causan pérdidas hasta de 90",

En Ja prdctica, las plantas infectadas con virus no pueden ser curadas. General-
mente, la severdad de la enfermedad y su diseminacion aumentan de ung cam-
pang & otra, a menos que el ciclo de la enfermedad sea intertumpido. Una forma
efectiva de intertumpn el ciclo de la enfermedad es exclun de 1a muitiphicacion
de sermitla las plantas ainfectadas de virus,  Para oste proceso se requiere de a
deteccion de mfecciones virdles.

3 PRINCIPIOS DE LA DETECCION DE VIRUS.

Las técnicas de deteccion de virus buscan identificar fa causa de las infecciones
virales:

tan pronto como sea posible despuds de la infeccion, y
antes que la planta infectada lleque a ser un reseivor.a para
posterior disemimacion,

Las diferentes técnicas de deteccion varian en sensibilidad y complepdad, N
guna de las téenicas es completamente sequia, La eficiencia depende también de
la habilidad y el entrenamiento del operador .

Una técnica optima debe combimar alta sensibilidad con simplicidad de aphca-
cion y bajo costo. Como ninguna de las téenicas es ideal pata todas las situacio-
nes, ta seleccion del método debe hasarse en tos criterios siguientes:

- grado deseado de reduccion de virus,
estado de multiplicacion de fa semilla,
virus involucrado,

- recursos disponibles.




Grado deseado de reduccion de virus. Los limites de sanidad respecto a
virus dependen de las necesidades de un programa de produccion de semilla. Al-
gunos virus solo causan pérdidas insignificantes o no prevalecen en la regién. La
produccion indiscriminada de semilla libre de virus puede ser indeseable y cos-
tosa. Un programa de produccion de semilla debe ser restringido a los virus que
son mas prevalentes y severos,

Estado de multiplicacion de la semilla. La multiplicacion de la semilla se
hace en varios pasos. Si es solamente ta multiplicacion final, son suficientes los
métodos baratos y sencillos. Si se requiere probar plantas madres individuales se
necesitan métodos de deteccion mas sensitivos ya que esas plantas son la base del
programa.

Virus invoiucrado. Un método de deteccian puede ser efectivo para un virus
especifico pero no para otro. De esta manera, la seleccion del método depende
también del virus involucrado,

Recursos disponibles. Algunos métodos de deteccion requieren un minimo
de precondiciones, por ejemplo, la observacion de sintomas en el campo sélo
necesita inspectores experimentados. El uso de otras técnicas depende de la dis-
ponibilidad de wwvernaderos, faboratonos, equipo y materiales. Las pruebas con
plantas indicadoras solo pueden ser conducidas efectivamente cuando se lispone
de invernaderos. Los métodos serologicos dependen de fa disponibilidad de anti-
sueros.

Las técnicas mas comunes, que se analizan a continuacion, son

observacion de sintomas en el campo,
plantas mdicadoras,
pruebas serologicas.

Otras técnicas estan restritpdas a virus o aplicaciones especificos, tales como la
prucha de callosa para el vius det entollamiento de la hoja {antes de que se desa-
rrotiara ELISA), la electioforesis para el viroide del tubérculo ahusado, y la mi-
croscopia electronica para observar particulas de virus en jugo de plantas,




4 OBSERVACION DE SINTOMAS EN EL CAMPO.

La mayoria de los vitus inducen sintomas en fas plantas de papa y ocasionalmen-
te en tubéreulos. La observacion de sintomas en el Campo no es costosa ni re-
quiere de recursos especificos. Solo se necesita entrenar al observador.

En plantas se puede observar crecimiento reducido, amarillamiento, mosaico,
necrosis y deformacion de hojas, Los sintomas en tubdiculos pueden ser la for-
ma ahusada, rajaduras, deformacion y necrosis. Factores ambientales como tem-
peratura, intensidad de luz y fertilidad del suclo (principalmente exceso de nitro-
geno) afectan la expresion de sintomas. En algunas circunstancias, las plantas
infectadas solo muestran sintomas ligeros o pueden no mostrar sintomas (infec-
cion asintomdtica o latente). Algunos vitus pueden producin sintomas similares
en la misma vartedad de paps. En otros casos, variedades diferentes pueden
reaccionar en forma diferente al mismo virus, La infeccion combinada de varios
virus cambia la expresion de los sintomas.  Los sintomas de vitus pueden se
confundidos con causas no parasiticas o con sintomas causados pot otros pato-
genos.

La dificultad para detectar sintomas ligeros o infecciones latentes es otra des-
ventaja al observin sintomas en el campo. Sin embargo, en la mayoria de los
casos, la observacion de sintomas en el campo permite detectar 1os vitus mas
importantes.

La observacion de sintemas en el campo es atil cuando se requiere examinar
poblaciones grandes de plantas en las Gltimas etapas de ta multiplicacion de semi-
lla. Es el método indicado para programas que buscan infecciones que reducen
significativamente los rendimicntos,

La publicacion del CIP, "La papa: principales enfermedades y nematodos pue-
de ser una ayuda atil para reconocer sintomas de virus en el campo. Ver tam-
bién Cortbaoui, 1980 (seccion 7 del presente boletin).




La observacton de sintomas en el campo es suficiente para detectar la mayoria
de tos virus importantes.  Los sintomas de la planta incluyen el amarillamiento
de la hoja (izquierda) y la deformacion de la hoja (derecha).




B  PLANTAS INDICADORAS.

Muchos virus de la papa también infectan otras plantas, incluyendo aquellas de
otros géneros y familias. Alyunas plantas hospederas reaccionan con sintomas
conspicuos y caracteristicos, tales como diferentes tipos de rnosaicos o lesiones
locales. Estos sintomas caracteristicos en las !lamadas plantas indicadoras ayu-
dan a detectar e identificar los virus de fa papa, inclucive cuando son latentes.

Los sintomas caracteristicos en !las plantas indicadoras incluyen mosaicos siste-
micos {izquierda, Nicotiana debneyi) y lesiones locales {derecha, Solanum demi-
ssum A6).

Algunas plantas indicadoras comunes son: el clon A6 (S. demissum x S. tube-
rosum "Aquila’), Chenopodium amaranticolor, Gomphrena globosa, y Physalis
floridana

Las plantas indicadoras son generalmente cultivadas de semilla, en invernadercs.
En cierto estado de desarrolio son inoculadas mecinicamente o por insectos
(principalmente afidos).  Los primeros sintomas tipicos pueden ser observados
una semana despudés de la inoculacion,

El método de plantas indicadoras ¢s sensitivo a varios virus y relativamente facil
de conducir. Es recomendable para probar plantas madres o material de semilia
bdsica. El cultivo de plantas indicadcras debe ser sincronizado de tal manera que
plantas de correcto estado de desarrollo estén disponibles en el momento preci-
so. El método requiere instalaciones para crecimiento de las plantas y materiales
{macetas, suelo, materiales simples de laboratorio).

10




6 PRUEBAS SEROLOGICAS.

Todas tas pruebas serologicas se basan en el mismo principio.

Cuando a animales de sangre caliente, conejos, por ejemplo, se les inyectan
antigenos (ayentes causantes de enfermedad o alqunas moléculas organicas) se
forman en el suero de su sangre otras proteinas denominadas anticuerpos. La
mayotia de los virus de ta papa son buenos antigenos, es decit inducen Licilmen-
te o formacon de anticuripos,

Eisuero (que conticne anticuetpos) puede ser separado de la sangte del animal y
o5 denominado antisuero. Cuando es apropiadamente preparado, un antisuero es
tan especrhico que solo reacciona con el virus (antigeno) que indujo 1a produc-
cion de anticuerpos,

Cuando los anticuerpos y el antigeno se puntan in vitro ocurie una 1eaccion,
Esta reaccion pucde ser observada de diferente forma, dependiendo del maétodo
empleado. Una reaccion positiva indica Lo presencia del virus en consideracion.
Las pravhas serologicas mads comunes son: microprecipitacion, pruacba de fatex y
ELISA.

Anticuerpo Antigeno Reaccion

Cuando los anticuerpos y el antigeno se juntan in vifro ocurre una reaccion.

Microprecipitacién. Una gota de antisuero se mezcla con una gota de jugo de
planta clnificado. Despuds de cierto tiempo, preferiblemente con ayuda de un
MICroscopio con campo oscuro, se puede observar una floculacion. La flocula-
cion ocurre con las muestias infectadas pero no con las sanas.

1
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Prueba de Latex. Estu prueba es similar a la de microprecipitacion. La sensi-
bilidad de la prueba se aumenta al adherir las pequenias moléculas de anticuerpos
a las esferas relativamente grandes de ldtex antos de realizar la prueba. (El fitex
es una macromolécula organica de poliestiieno.)

Una gota de fitex sensibilizado con anticuerpos se mezcla con una gota del jugo
de la planta que esta en prueha. Siel Jugo contiene virus, ocurre la floculacion
del latex.  La reaccion es visible sin necesidad de microscopio. La prueba de
litex es 100 a 1 000 veces mds sensitiva que la de microprecipitacion, no requie-
re clarificacion del jugo du 1 planta, la reaccion ocurre mis rapidamente, y nece-
sita menos antisucro.  Requiere algunos productos quimicos v facifidades de
laboratorio,

En la prueba de litex, 1a floculucion en una muestra infectada (izquierda) es
visible sin necesidad del microscopio.

ELISA. £ térmimo ELISA o5 un acrommo formado de “Enzyme-Linked
Immunosothent Assay " Requiere mis pasos preparativos que las téemicas men-
cionadas previamente. Es ol método serologico mds sensitivo en uso actualmente
y permite estumar cuantitativamente la concentracion de virus en las muestras.

12
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Generalmente, las pruebas serologicas son preferidas en diagnostico de vitus
debido a su adaptabilidad para probar un gran namero de muestras. En varios
laboratorios se obtict.en lus antisueros para la mayoria de virus. La serologia es
usuaimente menos sensitiva que las plantas indicadoras.

ELISA es la mds sens.tiva de las tres téenicas serologicas descritas, sequida por la
prueha de ldtex, La microprecipitacion, aunque es menas sensitiva, es util cuan-
do no se dispone de las facilidades de laboratorio para conducir las otras pruebas.

Tanto la micioprecipitacion como la prueba de latex pueden mostrar tloculacion
no especifica con algunos componentes del extracto de la planta, La reaccién
puede fallar cuando la cantidad de anticuerpos excede considerablemente la can-
tidad de particulas de virus, o viceversa. Por esta razon, las muestras son proha-
das en dos diluciones diferentes.

13



7 LECTURAS ADICIONALES,

Bokx, J. A. de. 1972. Viruses of potatoes and seed potato production. Centre
for Agriculture Publishing and Documentation. Wageningen, The Netherlands.
233 pp.

Clark, M.F. and A.N. Adams, 1977, Chatacteristics of the microplate method of
enzyme-linked immunosorbent assay for the detection of plant viruses. J. yen,
Virol. 34: 475-483.

Cortbaoui, R. 1980. Descarte de plantas de papa. Boletin de Infarmacion Téc-
nica 5. Centro Internacional de la Papa, Lima, Peris. 11 pp.

Fribourg, C. v J. Nakashima. 1981. Prueba de latex para detectar virus de papa.
Juego de Diapositivas 1171, Centio Intrenacional de fa Papa. 31 diapositivas.

Fribourg, C. v J. Nakashima, 1981. Prueba de litex para detoctar vitus de papa.
Guia 11/1. Centro Internacional de la Papa. 12 pp. (Descripeion ilustrada de la
técrica.  Puede usarse con el juego de diapositivas an iha muencionado, o para el
estudio individual},

Hooker, W.J. {ed.) 1980. Compendio de enfermedades de ta papa. Centio Inter-
nacional de la Papa, Lrwma, Pend. pp. 95-126.

Hunmus, W. 1977, Vuus testing of seed potatoes. 2. PfiIKrankh PiISchutz
84: 748-763. (Texto en aleman; taduccion al inglds disponible en el CIP).

Centio Internacional de ta Papo. 1978, La papa: prncipales enfermedades y
nematodos. Centro Internacional de ta Papa, Lima-Perd. 68 np.

Salazar, L.F. 1979. Aplicacion de la técnica serologica con conjugados enzimd-
ticos (ELISA) para diagnasticar vius de e papa. Fitopatologia 14; 1-19,

Ploper, L.D. y Ramallo, N.E. 1981. Tecnicas para el diagnostico de enferme:
dades virosas de fa papa en Tocuman, Boletin No. 136, Estacion Experimental
Agro-Industrial “Obispo Colombies”, Tucuman, Argenting. 11 pp.

Torrance, L. and Jones, RA.C. 1981, Roecent developments in serologica!
methods suited for use in toutine testing for plant vieuses. Pl Path. 30: 1-24.

14



CENTRO INTERNA!_:IDNAL DE LA PAPA (CIP} Lima, Pertt

Evaluacién: Bolstines de informacién Técnica

Los Boletines de Informacién Técnica del CIP contienen informacién importante para
investigacién y produccién de papa. Aunque estdn escritos para niveles profesionales
intermedios, la mayor parte de la informacién es ficilmente adaptable al nivel de agri-
cuitores. Puede ser usados en:

estudio individualizado,

produccion de papa,

experimentacion,

adiestramiento,

produccién de mensajes para los agricultores,
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Sus respuestas a las preguntas siguientes son importantes para la revisibn continua de
los Boletines, de modo que éstos satisfagan mds adecuadamente las necesidades que
usted tenga.

T Titulodel Boletin: ... u vttt e e et e e e
2 iDéndeloobtuvo?: ...... RPN 10! 1 T- S
3 SUCArEO 0 EmMPICO: Lt e e e
4 Susactividades son de: ] administracion U investigacion U ensefianza
U estudio U extension U produccion
Dotra(explicar)
La presentacidn es: U muy académica U muy elemental O adecuada
6  iCree quc el boletin debe Hevar mds informacion? Cudl?: ...............
7 {Cémo ha utilizado la informacién? (Marque su respuesta entre a y e, al comien-
/v de esta hoja.)
8 iQué otros Boletines de Informacién Técnica tiene usted?: ..o vvs v v ...
9 {Cudleslehansido mds GLiles?: .. ..ttt i e ittt e e e e
10 iQué temas NUEVOS SUEFITia USEEAT T . v v v ettt e et oo er s e ennnenns
1T O1ros COMENIAMIOS: v v vt vt vt vt e e v e et e e eeneonsasenesnesnanns
Muchas gracias, Por favor lea al reverso,
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"NOTA: Si recibimos sus respuestas a las preguntas formuladas en el otro lado de esta
hoja, le mantendremos informado sobre los nuevos Boletines de Informacidn Técnica
del CIP,

Por favor doble esta hoja dos veces de modo que tanto la direccién del CiP como la
suya queden visibles. Pegue y despache por correo aéreo.

Centro Internacional de la Papa (CIP) - Cable: CIPAPA—Lima
Apartado 5969 Télex: 25672 PE
Lima — Pertl

~— primer doblez

Aéreo Porte
Air Mail
Par Avion

Centro Internacional de la Papa (CIP)
Departamento de Acicstramiento y Comunicaciones
Apartado 5969

Lima, Per(

— segundo doblez

Remite:
Nombre . .......... et e e e e
Entidad e et et e e e .

Calle y numero
(0 Apartado) L Cieeaas

Ciudad o

Pafs

cinta adhesiva



