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1. INTRODUCCLION

El cultiva de la papa en Colombia es uno de los més importantes por la
superficie cultivada, el volumen producido, el nfimero de agricultores que
participan y por ser la papa un producto bésico en la alimentacién del pue-
blo colombiano, especialmente en regiones de clime frfo, por lo cual hay
necesidad de estudiar los factores limitantes de la produccidén con el fin
de determinar la forma de eliminarlos.

En Colombia, este cultivo estd seriamente afectado por las que parecen
ser enfermedades causadas por virus, considerfindose que en la actualidad
son el factor limitante para la obtencidn de mejores rendimientos y las cau~
santes de la casi desaparicién de algunas de las mejores variedades de papa.

Los estudios preliminares realizados hasta el presente indican que el
"potato leaf roll virus" (PLRV) (virus del enrollamiento de las hojas de pa-
pa), es uno de los presentes con mayor incidencia en todas las 4reas produc-
toras en Colombia y quizé uno de los de mayor importancia econbmica.

E1l PLRV es un virus que no se transmite mecfnicamente, por lo cual, la
jdentificacién de material enfermo es més diffcil, ya que a pesar de ser uno
de los primeros conocidos en este cultivo, no se ha logrado encontrar un mé-
todo répido de diagnéstico. Hasta el presente, la prueba més utilizada y

confiable es la transmisién a través de su vector, el 4fido Myzus persicae

(Sulz.) a plantas indicadoras, siendo esta labor bastante demorada y laborio-
sa, por requerir ademds del tiempo necesario para la éxpresién de sintomas,
el establecimiento y mantenimiento de colonias de 4fidos con alta eficiencia
de transmisidn y el contar con cémaras de crecimiento con luz y temperatura
especiales, para que el material inoculado exprese los sintomas caracterfs-

ticos. Otra de las pruebas utilizadas es la tincién de cortes de tubéxculos



para determinar la mayor o menor concentracién de callosa en ellos y de
acuerdo a los resultados probar su sanidad. Esta es una prueba de amplio
uso en Europa con algunas variedades. En Colombia aén se desconoce el com-
portamiento de las variedades cultivadas y las condiciones de almacenamien-
to necesarias para el manejo correcto de la técnica, pero se estén desarro-
1lando estudios preliminares sobre su posible aplicabilidad.

Ante estas dificultades y considerando que adn no se cuenta con un an-
tisuero apropiado para el diagnéstico rdpido del PLRV, y que los métodos
serolégicos han tenido gran aplicabilidad préctica en el estudio rdpido de
muchoé de los virus en plantas, se orientd este proyecto de investigacidn
al aislamiento y purificacifém del PLRV y al uso de este virus purificado en
la obtencidn de antisueros que permitan hacer uso de los métodos seroldgi-

cos en dlagnbstico répido y sencillo de PLRV.



2. TEKEVISION DE LITERATURA

Segiin Rozendaal (1961) y Webb et al (1952), 1la enfermedad conocida co~
mo enrollamiento de las hojas de papa, fué la primera en ser diferenciada
de la coleccifn de "enrollamientos" de la papa en Alemania. Estos autores
y Peterse (1967), indican que en 1913 Quanjer en Holanda, descubris, que la
verdadera enfermedad de enrollamiento de las hojas se caracterizaba por la
necrosis del floema y en 1916 demostrS mediante injerto de talles y de tu~
bérculos que la enfermedad era infecciosa y causada por algin virus y que
Botjes en 1920, descubrib que en el campo era transmitida por el ffido

Myzus pergicae (Sulz), Estudios posteriores indicen que el virus es trans-

mitido por més de 10 especies de &fidos todos en manera persistente, siendo
M. persicae el mds eficiente y el de mayor importancia econfmica (Kassanis,
1952; Rozendaal, 1961; Peters, 1970; Beemster y Rozendaal, 1972),

La enfermedad se presenta en todas las &reas de cultivos de papa en el
mundo, causando grandes pérdidas (Webb et al, 1952; Beemster y Rozendaal,
1972), dependiendoc la reduccisn en rendimientos de las condiciones ambien-
tales, la variedad de papa y 1a raza del virus presente (Beemster y Rozene
daal, 1972).

En los primeros reconocimientos sobre 1la presencia de PLRV en Colombia,
Silberschmidt (1947), encontrd los sintomas caractexisticos que produce la
enfermedad, en todos los sitios visitados, aunque en muy bajo porcentaje.
Fernow y Garcés (1949), también mencionan que la mayor parte de los campos
examinados visualmente parecen estar libres de ésta enfermedad, o casi 1li-
bres. Solamente cinco campos de 100 visitados, mostraron una cantidad apre-
ciable de enrollamiento, pero ninguno pasé de un 10 por ciento. Alba

(1950), confirma que el virus no se encuentra muy diseminado y que en los



cultivos donde se ha observado, se encuentra en bajos porcentajes.

A pesar de que los sintomas caracteristicos producidos por el PLRV no
eran observados con mucha frecuencia, Fernow y Garcés (1949) y Alba (1950),
mencionan la existencia en el pafs de una enfermedad virosa en diversos

cultivos de Solanum andigena Juz, et Buk., con sintomas de clorosis aplical

y entrenudos cortos con enanismo de la planta ¥ que por la apariencia de
las plantas infectadas denominaron "enanismo amarillo™. Estos sintomas se
hacen mds y mds frecuentes, y Guzmén y Gdlvez (1967), informan sobre su gran
severidad y sobre la imposibilidad para lograr su transmisién por medios
mecédnicos.

Martinez-Lépez (1968 y 1969), considera éste como uno de los problemas
més graves afectando cultivos de papa en Colombia, e inicia trabajos orien-
tados a la identificacién del agente causal. Nieto (1971), considera nue-
vamente que éste es el principal problema del cultivo en Colombia, lo con-
sidera como el responsable de la casi desaparicifn de algunas variedades de
papa y continda los estudios orientados a la identificacién del agente cau-~
sal. En éstos estudios utiliza M. persicae como posible vector y Physalis
floridana Rydb., como indicadora y obtiene sf{ntomas miy similares a los in-
ducidos por el PLRV. Resultados similares fueron obtenidos por Corzo
(1973}, en investigaciones en Tibaitatd.

Rodrfguez (1976), en trabajos de transmisién con M. persicae utilizan-
do, como posible fuente de virus, variedades colombianas, concluye que lo
que por muchos afios se estaba denominando "enanismo amarillo", corresponde
2 la reaccifn tipica de ciertas variedades de S. andigena a la infeccisén

secundaria del PLRV.



2.1. PROPIEDADES FISICO-QUIMICAS,

A pesar de haber sido estudiado por muchos afios al comparar el PLRV
con otros virus de papa, se encuentra que existe poca informacibn sobre sus
propiedades fisico-quimicas. Una de las razones es la falta de métodos
cuantitativos eficientes para determinar sus propiedades y las dificulta-
des que implican algunos de los estudios al no ser transmitido mecdnicamen=-
te (Murayama y Kojima, 1973).

En trabajos hechos por Peters (1970), Beemster y Rozendaal (1972), Mu-
rayama v Kojima (1973) y Sarkar (1976) , se han encontrado las siguientes
propiedades:

Punto de inactividad térmica : 70 a 80°C.

Punto final de dilucidn : 1073 a 10-4

Longevidad in vitro : 4 a 5 dfas
Estructura de la partfcula : partfculas isométricas de 24 nm de didmetro

Composicién : Cadena doble de DNA

2.2. SINTOMAS EN PAPA.
2.2.1. Sintomas Primarios.

Por lo general, cada variedad de papa reacciona de modo particular a
ese virus, pero se considera que en plantas sanas infectadas durante la
época del desarrollo, los sintomas predominantes son el enrollamiento de
las hojas supexiores. En algunas variedades solo se observa un leve enro-
1lamiento secundario y predomina mds el aspecto rigido, crecimiento erecto
v coloracidn clor6tica de las hojas superiores. Las hojas inferioxes son
corificeas y se presenta una necrosis de los bordes de los folfolos. En
general las hojas de plantas enfermes presentan un color mds claro que las

plantas sanas. La severidad de todos éstos sintomas se halla influenciada



por 1la virulencia de la raza del virus que se encuentre presente. En al-
gunas variedades es comin un colox pdrpura en el borde de las hojas enro-

1ladas (Rozendaal, 1961; Beemster y Rozendaal, 1972).

2.2.2, Sintomas secundarios.

Los sintomas secundarios son los manifestados por las plantas provenien-
tes de tubfrculos madres infectados. Estos por lo general son mds severos
que los sintomas primarios aunque menos pronunciados en el dpice. Se ca-
racterizan por el enrollamiento de los follolos de las hﬁjas inferiores.

Con frecuencia las plantas infectadas presentan hébito de crecimiento erec-
to, menor tamafio que las plantas sanas y con frecuencia una coloracién mds
clara del follaje (Beemster y Rozendaal, 1972), El1 enrollamiento en las
hojas de plantas infectadas con el PLRV es una consecuencia de la presencia
de cantidades anormales de almidén en ellas, lo que causa una destruccibn

del parénquina (Smith, 1972).

2.2.3. Sintomas en Solanum andfgena.

Rodrfguez (1976), encontr$ que la reaccidén de algunas variedades de S.
andfgena a la infeccién secundaria de FLRV, es clorosis intervenal de las
hojas y falta de crecimiento de la planta, reaccién que ha sido conocida
como "enanismo amarillo". Esta sintomatologfa difiere de la comocida en
variedades de S. tuberosum, en las que el sintoma predominante es el enro-
1lemiento de las hojas inferiores de la planta. En el mismo estudio Rodri-
guez (1976), encontrs que en material de S, tuberosum x S. andfgena los
s{ntomas secundarios de PLRV, siempre incluyeron enrollamiento marcado de
las hojas inferiores y en algunas variedades, se presentaba ademfis clorosis

marginal e intervenal de las hojas superiores.



2.2.4, Factores que influencian la aparicién de los sintomas.

Nishimura et al citados por Rodriguez (1976), han demostrado que los
sintomag en las plantas infectadas con PLRV, dependen de la temperatura,
fertili;acién nitrogenada y la acumulacidn de carbohidratos. En cultivos
sembrados en suelos con altos niveles de nitrégeno, los sintomas tienden
a2 enmascararse; en cambio con aplicaciones de fésfore o potasio, a pesar
de que 1os sintomas se reducen inicialmente, luego se intensifican y aumen-
tan la necrosis del floema (Wilson, 1955; Wright y MacCarthy, 1963; MacCar-
thy, 1963).

En general, los s{ntomas dependen de la raza del virus, de la variedad
de papa, estado vegetativo de la planta atacada y de las condiciones am-
bientales (Wright y MacCarthy, 1963; Peters, 1970; Beemster y Rozendazal,

1972).

2.3. RAZAS,

Las razas del virus han sido diferenciadas especialmente por la reaccifn
que presenta P. floridana al ser inoculada con los diferentes aislamientos
(Peters, 1970; Smith, 1972), pero también se han registrado diferencias en
la sintomatologia en la variedad de papa Majestic inoculada con diferentes
razas de PLRYV, los cuales permanecieron constantes en dos afios de observa-
cidn (Kassanis, 1952).

Weeb et al (1952), pudieron reconocer cuatro razas del virus, a las
cuales designaron como 1, 2, 3 y 4 en orden de severidad de los sintomas
presentados en P, floridana y Weeb (1955), reconocid una quinta raza pare-
cida en los sfntomas a la raza 1, pero diferente en 1a velocidad en hacer-
se sistémica y en el grado de severidad de los sintomas en otros hospede-

ros.



MacCarthy (1963), logr8 transmitir el virus a partir de las plantas de
papa con si{ntomas suaves, medios y severos, por medio de M. persicae. Los
sintomas presentados en P. floridana fueron, suaves, medios, severos y muy
severos, representando & cuatro razas diferentes, Sinembargo, Wright y
MacCarthy (1963), observaron que a pesar de que algunos aislamientos pro-
ducfan sfntomas muy suaves, suaves, moderados o severos en seis variedades
de papa, permaneciendo inmodificalbes por tres afios de observacidn, éstos

fueron inestables al ser transmitidos a P, floridana por medio de &fidos.

2,4, METODOS DE TRANSMISION,

Desde que Botjes en 1920 prob6 que M. persicae era el agente transmisor
del PLRV y Kasai en 1922 reportd la transmisibn del virus por medio de &fi-
dos y de injerto (Murayama y Kojima, 1973), se han hecho numerosos estu=
dies sobre transmisibn por &fidos y se hen tratado de encontrar los perfo-
dos mfnimos requeridos para que el insecto adquiera el virus en una planta
y esté en capacidad de transmitirlo (Kirkpatrik y Ross, 1952; Smith, 1972),
encontrando también que el virus es adquirido por el &fido al alimentarse
del floema de plantas infectadas con PLRV (Watson y Plumb, citados por Es-
pinoza, 1975).

Webb et al (1952), encontraron que seils horas de alimentacién sobre una
pianta enferma, fueron suficientes para que los &fidos adquirieran el virus,
luego del cual necesitaron de un perfodo de incubacisn del virus en el in-
secto de 30 horas, antes de tener la capacidad de transmitirlo. Una vez
los &fidos llegaron a ser viruliferos, necesitaron solo de dos horas para
inocular el virus al alimentarse en plantas sanas. Sinembargo, Kirkpatrik
y Ross (1952), investigaron el nmero &ptimo de &fidos que deben usarse pa-

ra cbtener una transmisidn eficiente en plantas indicadoras y encontraron



que los dfidos adultos de M. persicae no fueron transmisores eficienctes
con perfodos de adquisicién de ocho horas o menos, pere en cambioc fueron
muy eficientes cuando fueron mantenidos en adquisicidn por cerca de 24
horas.

Las afirmaciones anteriores estdn en desacuerdo con Kassanis {1952},
quién comprobd que en ocasiones el M. persicae podfa adquirir el virus
después de solo dos horas de alimentacibn sobre plantas enfermas, necesitan-
do dos dias mfs para transmitirlo y ademds menciona que el perfodo de incu-
bacién es muy variable y depende del perfodo de adquisicifn, el niimero de
dfidos usados por planta de prueba, la concentracién del virus en la fuen-
te infectada y la susceptibilidad de la planta a la infeccibn, lo cual con-
cuerda con Day {(1955), quien afirma que cuandoc el vector se alimenta sobre
plantas con baja concentracién de virus, tiene generalmente un perfodo de
incubacién de aproximadamente 20 horas a 25°C y cuando se alimentan scbre
fuente de alta concentracibén de virus, la transmisién se obtiene en perfo-
dos de adquisicién e inoculacién de aproximadamente dos horas cada uno.
Ademds menciona que estos perfodos pueden variar dependiendo de la raza del
vector y las condiciones ambientales. Smith (1972), también encontré que
las ninfas transmiten mds eficientemente que los adultos, siendo esta trans-
misi8n éptima con ninfas de nueve dias de nacidas. Berrocal, er al cita-
dos por Espinoza (1975), afirman que el PLRV puede ser transmitido por un
solo &fide infectivo.

bay (1955), aplicd el sistema de alimentacién de 4fidos a través de
membranas de pladstico en solucién purificada de P. floridana infectada con
LRV, pero sin obtener infeccibn, sugiriendo que esa inhabilidad aparente

de los 4fidos para adquirir el virus fué debida a 1a muy baja concentracibn
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del wvirus presente cu 1la solucibn para lograr infectar los dfidos, mien-
tras Rochow (1960), usando el mismo método de transmisidn con ''barley
yellow dwarf virus" (BYDV) (enanisme amarillo de la cebada), utilizaundo
4fidos que se alimentaron a través de membranas con extractos de jugoe que
contenfa el virus, encontrd un 54% de infeccidn en las plantas inoculadas,
cuando usd un perfodo de adquisicibn de 16 a 18 horas seguido de tres de
inoculacidn a 15°C, observando que los 4fidos se alimentaron mejor sobre
extractos gue contenian aproximadamente 107% de sucrosa.

Peters (1967), para probar la infectividad de la preparacién de virus,
aplicando otro método de transmisibn usado por otros investigadores, in-
vectd pequefias porciones de 1la preparacién a los 4fidos, por medio de mi-
croinyecciones abdominales, obteniendo hasta un 70% de infeccién en las
plantas inoculadas de P. floridana.

Otro método de transmisidn usado por muchos afios en trabajos con virus
es el injerto, habiendo sido descritas muchas variaciones de €1 (Bawden,
19645 Bos, 1967). L1 injerto es esenciailmente una forma de propagacién
vezetativa y en virus como el PLRV que estd restringido al floema, la
transmisién solo es posible cuvando los tejidos vasculares se han unido y
el éxito de la transmisi6n depende de las propiedades del virus y de la
unién del injerto (De Bokx, 1972; Bawden, 1964; Matthews, 1960).

Las primeras evidencias de transmisi6n del PLRV por medio de injerto
de tubérculo fué hecha por Kasai en 1922 (Murayama y Koijima, 1973), y pue-
de ser recomendable para determinar la ocurrencia del virus en muestras
procedentes de lotes de semilla, constituyendo un buen método de deteccién
y habiendo sido usado nara detectar el virus en base a injertos de tallos

de papa en Datura stramonium L. en Brasil, con resultados satisfactorios

(Cupertino y Costa, citado por Rodrfguez, 1976).



2.5, METODOS DE DIAGNOSTECO.

Entre los métodos empleados en diagnéstico el mis comin es el de trans-
misién por medio de &4fidos a plantas indicadoras. Kirkpatrick (1948), al
considerar que la planta ideal para transmisién de wvirus transmitidos por
insectos en forma circulativa, como el PLRV, debe desarrollar sintomas dis.
tintivos e inconfundibles en un tiempo corto, debe propagarse por semilla
verdadera, debe germinar sin tener latencia prolongada, debe ser posible su
utilizaci6én en estado de pldntula que permita su uso en materas peouefias y
debe constituir alimento favorable para el insecto vector, encontrf que la
papa no es satisfactoria como planta de prueba para éste virus pero en cam-
bio en estudic con rango de hospederos encontré que B, floridana era una
planta muy susceptible al virus y desarrollaba los sintomas muy répide des-
pués de la infececién. Esta planta se ha encontrado como la més apropiada
para determinar la presencia del virus y por ésto ha sido la mds usada en
trabajos de diagnéstico (Dykstra, 1933; Kirkpatrick, 1948; Webb et al,
1952: Wright y MacCarthy, 1963; Espinoza, 1975), y la que provee mejor fuen-
te de virus, en comparacidn con otros hospedantes, incluyendo papa (Kirkpa-
trick v Ross, 1952; Mackinnon, 1967).

Los sintomas mostrados por P. floridana infectada con PLRV son epinas=
via, falta de desarrollo de la planta, entrenudos cortos, clorosis interve-
nal, hojas mis pequefias que en las plantas normales y algunas veces enrolla-
miento de hojas (Kirkpatrick, 1948; Deemster y Rozendaal, 1972). La mani-
festacifn de sus sintomas varfa de acuerdo a la edad de la planta, la cual
dehbe inocularse en ecstado cotiledonal, antes de que aparezca el primer par
de hojas verdaderas, pues en las inoculaciones en estado mds avanzado de

desarrcllo de la planta, los sintomas son confusos ( Kirkpatrick, 1548;



Webb et al, 1952; MacCarthy, 1963; 1967),
Para una buena expresibén de sintomas, MacCarthy (1963; 1967), recomien-

da mantener las plantas a probar en cémara de crecimiento a 24°C y 85% de

humedad relariva, con un fotoperfodo de 16 horas luz diarias y luminosidad
de 1,000 bujfas pié. En éstas condiciones, Maclarthy (1963; 1967); Webb
et al (1952) y Espinoza (1975), han observado sfntomas tipicos entre los
seis y diez dias después de la inoculacibn.

La serologia, técnica muy usada en le diagnéstico de virus, ha tenido
ciertas limitaciones con el PLRV. Kojima y Maruyama (1972a) y Murayama y
Kojima (1973; 1974), han aplicadc algunos métodos serolSglcos reportando
resultados positivos en las pruebas de precipitacidn en anilly, pero né en
doble difusién en agar, lo cual lo consideran es debido a un bajo titulo
en el antisuero como resultado de muy baja concentracibn del antigeno usa-
do.

La reaccidn de calosa, és también otro método de diagnbstico que tiene
su mayor aplicacién en Europa. De Bokx (1972), indica que la reaccifn se
basa en la coloracién de calosa formada en los basos del floema de tallos
o tubérculos con una solucién de resorcina azul, como consecuencia de la
infeeccidn con PLRV. La ventaja de la aplicacién de &ate método es la rapi-
u€.s Ccon gque s suede desarrollar para un examen de gran nGmero de tubérculos
en relativamente corto tiempo. Ei método ne sido aplicado con buencs resul-
tados por Espinoza (1975), a pesar de gque De Bokx (1967; 1972), comsidera
que la cantidad de calosa producida difiere entre las diferentes variedades
de papa, existiendo algunas que producen tanta calosa en tub&rculos sanos,
que no es posible diferenciar entre éstos y los enfermos, lo que resulta

un factor limitante para la aplicacién de la prueba.



2.6, AISLAMIENTO ¥ PURTFICACION.

Los primeros intentos de purificacion del PLRV son los utilizados por
Day v Zaitlin (1958), quienes clarificaron parcialmente un extracte de ho-
jas de P, floridana infectada com el virus, mediante un ciclo de centrifu-
gacidén diferencial, sinembargo, no lograron determinar las caracteristicas
de las particulas al microscopio electrdnico. Mis tarde Peters (1967),
describe un procedimiénto de purificacidn del virus a partir del vector M.
persicae v Peters (1970), cita el procedimiento de purificacién de Kojima
et al (1969), a partir de P, floridana, En éste dltimo, el extracto de ho-
jas enfermas se mezcla con cloroformo y n~butanol, se clarifica, se concen=-
tra el virus por centrifugacifn a alta velocidad para luego suspenderlo en
solucifn tampdn de fosfato de potasio 0,01 M, se emulsifica, con fluorocar-
bén (Daifron $-3), se concentra nuevamente a lata velocidad y ¢l precipita-
dc se suspende en solucién tampén vy se lleva a gradientes de densidad para
una purificacidn mayor.

Kojima y Murayama (1972b), y Murayama y Kojima (1973), describen una
modificacidén del método anterior, en la cual se precipita el virus con po-
lietileno glicol 6,000 (PEG). Con éste procedimiento el tejido congelado
de ', floridana cosechado entre 10 y 16 dias después de la inoculacitn se
homogenizan con solucién tampbn de fosfato, pH 7,4, se trata con una mezcla
(1:1) de cloroformc mids n-butanol y se clarifica por centrifugacidén a baja
velocidad. Al sobrenadante se le agrega PEG al 8% (p/v), agitando por una
hora y dejando en reposo una hora mis. Luego se precipita el virus por

_centrifugacién a 4,500 g, por 15 minutos. El precipitado se levanta en

solucidén tampén de fosfato 0,01M, pH 7,4 y se clarifica con fluorcearbén

(Paifron $-3), en -cuarto fric. El sobrenadante de éste paso es luego puri-
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ficado por des cicles de centrifugacidn diferencial v el virus concentrado
es llevado 2 gradientes de densidad.

Lste procedimiento de purificacifn fue el utilizado por Sarkar (1976),
en Alemanxia, en sus estudics sobre ¢l tipo de 4dcide nucleicc del PLRV, se-
gin los cuales el virus esté compuesto de une doble cadena de DNA,

Kojima v Tamada (1976), trabajando en purificacién y serologia con
"Soybean Dwarf Virus" (SDV}, aplicando una modificacién del método de puri-
ficacibén descrito por Kojima y Murayama (1972a) usado para PLRV, encontra-
ron dificultades en su purificacidn y comentan que los virus pertenecien-

tes a este grupc como el PLRV vy BYDV, son dificiles de purificar por su

muy baja concentracitn del virus en la planta,

2.7. PRODUCCION DE ANTISUERQOS,

Los métrndos serollgicos son de mucho valor para la identificacifn vy
diagnosis rédpida tanto en laboratorio como en el campo. Para su aplicacidn
se necesita de la disponibilidad de antisueros contra el virus a didentifi-
car. La produccidn de antisueros se basa en que cuando un animal de sangre
caliente es inyectado con un agente extrafio y de alto peso molecular, como
" es el caso de virus de plantas, se origina una reaccidn, como mecanismo de
defensa, por la cual aparecen en su sangre las protefnas del tipo de las
gama globulinas, conocidas como anticuerpos, las cuales pueden combinarse
especificamente con el virus que ha dado origen a ellos, 1o que permite su
uso en diagnéstico (Matthews, 1957; Shepard, 1972).

Con el fIn de producir antisueros especificos para un determinade vi-
rus, f#ste debe haber sido previamente separado de los compuestos normales
de la planta y se debe encontrar en concentracidn que permita efectuar in-

S

vecciones pericdicas de alrededor de un miligramo por inyeccidn. Son va-



rias las especies animales que se utilizan en produccidn de antisuercs con-
tra virus de plantas, siendo los més utilizados los conejos, por su faecili-
dad de manejo. La via y nimero de inyecciones, el intervalo entre las mis-
mas y la cantidad de virus que debe inyectarse a un animal con el fin de
nbtener antisueros con alta concentracién de anticuerpos es variable con
cada tipo de virus y especialmente con el investigador que los estd manejan~

do (Matthew, 1957).

2.8. SEROLOGIA,

Los méteodos seroldgicos basados en la reaccidn especifica entre anti-
cuerpos y antigenos, son bastante utilizados en diferentes formas y modifi-
caclones en virus de plantas, especialmente por ofrecer resultados seguros
en corto tiempo, su gran especificidad y sensibilidad (Matthews, 1957;
Ball, 1961; Bawden, 1964), siendo los més frecuentemente émpleados, la reac-
cién de microprecipitacidn, aglutinacién de cloroplastos, doble difusibn
en agar v difusidn radial en agar,

La reaccibn de microprecipitacién es la prueba més simple y depende de
l2 Formacién de un precipitado visible como resultado de la combinacién an-
tigeno-anticuerpo, siendo mids usada por algunos investigadores por su gran
sensibilidad (Matthews, 1957); otra modificacién de la reaccibén de precipi-
tacién es la aglutinacién de cloroplastos en la cual una gota de antigeno
se mezcla con una de antisuerc para cobservar la aglutinacidn durante un pe-
riodo de incubacién (Ball, 1961). Lstos dos métodos se pueden usar con la
mavorfa de virus, con la desventaja que para su aplicacién es necesario la
clarificacidén del antigeno, y en el caso de aglutinacidn de cloroplastos es
noco sensible a bajas concentraciones de virus (Ball, 1961).

1.a doble difusifn en agar y difusién radial estdn siendo muy aplicadas
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por su gran sensibilidad a bajas concentraciones de virus, su aplicabili-
dad sin clarificacibn previa (Ball, 1961), ademds de que con un& sola go-
ta de antisuero se puede probar varias muestras de antfgeno.

Murayama y Kojima (1974), aplicando la prueba de precipitacién en ani-
1lo y de doble difusi6n en agar para el PLRV encontraron que el punto de
mdxima dilucibn de virus purificado usado como del antfigeno, fue de 1:4.096
en pruebas de precipitacién en anillo y la concentracisn mfnima que pudie-
ron detectar fue cerca de 30 mg/wl en pruebas de doble difusién en agar,

concentracidén muy alta para encontrarla normalmente en la planta.



3. MATERIALES Y METODOS

Los trabajos se rcalizaron en el Laboratorio de Virologfa y en los in-
vernaderos del Centro Nacional de Investigacioaes Agropecuarias "'"Tibairatc4"

del Instituto Colombiano Agropecuario, ICA.

3.1. ESTABLECIMIENTO DE GCOLONIAS DE Myzus persicae.

Considerando el hecho de que existen diferencias en la habilidad de

distintas colonias de Myzus persicae (Sultz) para transmitir el PLRV, se

siguibé el procedimiento deserito por Hagaich (1970), para tratar de identi-
ficar una colonia de 4fidos con buena eficiencia de transmisifn. Con este
fin se colectaron M. persjcae en varios hospedantes de diferentes localida-
des en la Sabana de Bogotd, entre los 2,600 y 3.000 m.s.n.m. (Tabla 1), se
llevaron al invernadero, donde se iniciaron 30 colonias de &fidos sobre
hojas de la especie en que fueron colectados. Con cada una de las colonias
y utilizando wna modificacidn del procedimiento utilizado por Rochow (1959)
para 1la obtencifin de 4fidos libres de virus, se aisld una ninfa recién na-
cida por cada colonia, la que se transpasé con la ayuda de un pincel de pelo

de camello #0 a una planta de Datura stramonium L., libre de virus. Esta

especie se utilizf por ser buena hospedera de M. persicae y por ser ademis
susceptible a algunos virus de plantas, entre ellos el PLRV, situacidn ésta
que permitié confirmar la ausencia de s{ntomas de enfermedades virosas, a
lo largo del proceso de multiplicacibn en esta nlanta hospedera.

Para el confinamicnto de los 4fidos se usaron jaulas cilindricas de ni-
trato de celulosa de 20 cm de alto por cinco de difmetro, con ventanas la-
terales y la parte superior cubiertas con nylon para permitir la aireacién.

Las jaulas se colocaron cubriendo las plantas y fijéndolas en su extremo
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TABLA 1. Fuente y origen de las 30 colonias de Myzus persicae,
Clones Hospederc Localidad
No,
1 Solanum tubercsum L. La Caro
2 3. tuberosum La Caro
3 S. tuberosum Tabio
4 5. tuberosum Tabio
5 8. tuberosum Cogua
6 S. tuberosum Cogua
7 . tuberosum Tibaitat4d
8 Poligonum segetum H.B.K, Tibaitata
9 S. tuberosum Tibaitatd
10 $. tuberosum Tibaitats
11 D. stramonium L, Tibaitat4
12 S. tuberosum Marengo
13 5. tuberosum Marengo
14 5. tuberosum Facatativa
15 5. tuberosum Facatativ4
16 5. tuberosum Subachoque
17 S. phurefa Subachoque
18 D tuberosum Tenjo
19 Apium groveolens L. Tenjo
20 A, groveolens Tibaitaté
21 Drassica spp. Tibaitat4
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TABLA 1. (Continuacién)

Clones Hospederxro Localidad
No.

22 5. tuberosum Tibaitatd
23 S+ tuberosum San Jorge
24 3. tuberosum San Jorge
25 5. phureja San Jorge
26 3. tuberosum San Jorge
27 Y. tuberosum Usme

28 S. tuberosum Usme

29 5. tuberosum La Calera
30 4. tuberosum La Calers




inferior con tierra del matero. Micntras se hicicron las pruebas de efi-
ciencia de transmisién de PLRV las colonmias de M. persicae se mantuvieron
sobre D, stramonium por aproximadamente tres meses.

La habilidad para transmitir el PLRV de las 30 colonias de M. persicae
establecidas, se determiné tomando insectos provenientes de cada una de
ellas, alimentdndolos sobre plantas de papa infectadas con PLRV por un pe-
riodo de 24 horas, seguido de un perfodo de ayuno en cajas de Petri de 24
horas con el fin de eliminar algunos de los virus no persistentes transmi-
tidos por M. persicac y que estuvieran presentes en las plantas utilirzadas.
Pasado este perfodo los 4fidos fueron transferidos a pléntulas de Physalis
floridana Rydb. en estado cotiledonal para un periodo de inoculacién de 24
horas de acuerdo a los resultados obtenidos por Berrocal citado por Espino-
za {1975} y utilizando 10 4fidos por pléntula y 10 plantulas por colomnia,
para en base al porcentaje de plantas enfermas seleccionar las colonias més
eficientes. Las pléntulas se mantuvieron a 25°C por 30 dias para cobservar
la aparici6én de sintomas caracterfisticos producidos por PLRV,

4 las colonias que mostraron en esta prueba més de un 50% de plantas
enfermas se les hizo una segunda prucba para seleccionar las que mostraran
més de un 707 de transmisién y finalmente una tercera prueba para seleccio-
nar las que mostraran més de un 90% de plantas enfermas.

Una vez evaluada la eficiencia de transmisién, los trabajos se conti-
nuaron con individuos de las tres colonias de M. persicae que se encontra-
ran como mds eficientes vectores del PLRV. Estos se transfirieron a plan-

tas de repollo chino (Brasica pekinensis (Lour) Rupr.), por ser una planta

que ademds de ser inmune a PLRV permite la obtencién de colonias numerosas

y vigorosas, las cuales se mantuvieron confinadas en jaulas de madera de
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