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ARTICULO INVITADO

Metodologia Para La Deteccidn De Virus De Papa: Pasado,
Presente Y Futuro

Luis F. Salazar *

RESUMEN

El desarrollo de la metodologia usada para detectar los virus en papa
es revisada en forma comparativa y en tres etapas definidas: el pasado,
el presente y el futuro. La sintomatologia causada por los virus en papa
fue el primer criterio de deteccién empleado, se sigue usando en el
presente y debido a su rapidez, bajo costo y posibilidad de ser
empleada en grandes extensiones de cultivo es improbable que
desaparezca en el futuro. El uso de plantas indicadoras ya ha
desaparecido como criterio basico de deteccién de virus debido a su alto
costo y demora en producir resultados, principalmente. Las técnicas
serolégicas usadas hoy en dia entre las cuales destaca la técnica de
conjugados enzimaticos (ELISA) asi como la hibridacién de é&cidos
nucleicos (NASH) seran ampliadas en el futuro para detectar todos los
virus del cultivo. Estas técnicas seran mejoradas aln mas en sus
caracteristicas de sensibilidad y costo por la utilizacion de materiales y
reactivos mas baratos pero igualmente eficientes. La produccion de
anticuerpos contra los virus tendrd un gran auge con el uso de peptidos
virales sintéticos x y posiblemente con mayores estudios en idiotipos.

Palabras Claves Adicionales: Serologia, ELISA, NASH, idiotipos.
SUMMARY

DETECTION METHODOLOGIES OF POTATO VIRUSES:
PAST, PRESENT AND FUTURE

The developmental stages of the technology for potato virus
detection were revised comparatively taking into consideration
future developments. Symptoms caused by potato viruses was
the first criterion of virus detection used; it is still in use at
present, and due to its simplicity, low cost and possibilities of
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being cost applied to large extensions of seed multiplication will
probably remain in the future. Indicator plants are no longer
used for routine virus detection mainly due to its slowliness to
yield results and high costs. Serology, especially the enzyme-
linked immunoabsorbent assay (ELISA), and the nucleic acid
spot hybridization (NASH) are being used at present and their
use will be extended in the future. These techniques will be
improved even more on their sensitivity and cost effectiveness
by the replacement of expensive materials and reagents by
others of lower cost but equally efficient. Antisera production
will in the future benefit from virus molecular studies for the
production of viral synthetic peptides and basic studies on
idiotypes.

Additional Index Words: Serology, ELISA, NASH, idiotypes.

Es bien conocido el efecto de los virus en el cultivo de la papa ya que
su control ha tenido siempre prioridad alta. Debido a que las
enfermedades virosas solo pueden ser efectivamente controladas por
métodos preventivos, los programas de produccién de semilla libre, o
con bajo nivel de contaminacion, resultan imprescindibles. Aln
cuando un programa de semillas no solamente tiene como objetivo el
control de las enfermedades virosas, éstas representan uno de sus
objetivos principales. Un programa eficiente de producciéon de
tubérculo-semilla requiere de una tecnologia también eficiente para la
deteccidn de enfermedades, especialmente virosas. Para ser eficientes,
los métodos de deteccidn de virus requieren conjugar una serie de
caracteristicas como: especificidad (reaccion solo con el virus
deseado), sensibilidad (minima cantidad de virus detectado),
precision, simplicidad, rapidez, estabilidad de los reactivos, capacidad
de automatizacién y bajo costo, las mismas que fueron indicadas para
los métodos serol6gicos (5).

A través del tiempo la mejora de los métodos de deteccion ha sido un

objetivo principal en Virologia, estos logros en la aplicacién practica
de ellos es el motivo del presente articulo.

EL PASADO
La sintomatologia

La presencia y el efecto dafiino de los virus en la papa fue observada
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desde que ésta fue introducida a Europa por Salaman en 1949 (8). Los
bajos rendimientos y la presencia de sefiales evidentes de la infeccion
atribuidos en un principio a la "degeneracion” o "cansancio" del
material de siembra fue la indicacion de la presencia y del efecto de
los virus. Estas sefiales ¢ sintomas, se convirtieron en un instrumento
poderoso en el reconocimiento de las enfermedades virosas. Pronto,
sin embargo, se pudo constatar que la sintomatologia no era un criterio
infalible de deteccion debido principalmente a la variaciéon de los
sintomas, desde la casi inapariencia total (plantas asintomaticas) hasta
muerte de las plantas. La variacion de los sintomas fue posteriormente
atribuida a factores intrinsecos del virus (variantes poco severas), al
genotipo del cultivar (generalmente tolerancia genética) y modificadas
por factores externos como la temperatura ambiental, humedad del
suelo y otros. En paises en vias de desarrollo la presencia de otras
enfermedades virosas afiadi6 un factor mas de variacion
sintomatolégica. Por ejemplo, el enanismo amarillo causado por
PLRV en cvs. de S. tuberosum spp. andigena o los sintomas causados
por virus poco conocidos como tobacco streak (TSV), o tomato
spotted wilt (TSWV).

AUn a pesar de esta poca confiabilidad, la sintomatologia se continué
utilizando por sus ventajas en rapidez, posibilidad de utilizacion en
programas de poca infraestructura y su factibilidad de ser empleada en
plantaciones que involucran gran ndmero de plantas.

La desventaja de la escasez de personal altamente entrenado en el
reconocimiento de sintomas virales fue relativa y facilmente superada
por el gran nimero de oportunidades de capacitacion que tuvieron los
técnicos para perfeccionarse a través de la ayuda econémica de
instituciones en paises avanzados.

Las plantas indicadoras

Un gran efecto tuvo el descubrimiento de que algunos virus presentes
en plantas infectadas podian infectar otros huéspedes (plantas). Dentro
de estos huéspedes se hallaron algunos virus capaces de reaccionar en
forma rapida (algunos dias) produciendo infeccién caracteristica con
virus determinados. El método comenz6 a ser utilizado rutinariamente,
sin embargo, la necesidad de ambientes especiales (ejem.
invernaderos) para mantener las plantas inoculadas fue una desventaja
que impidio su aplicacién a gran escala. Para detectar PV, el método
se us6 en forma rutinaria inoculando mecénicamente hojas del clon de
papa A6 (S. demissum x S. tuberosum var. Aquila) separadas de la
planta y mantenidas en cdmara himeda bajo luz artificial.

Aunque las plantas indicadoras preferidas son aquellas que reaccionan
con lesiones locales, también pueden ser empleadas aquellas que
reaccionan en forma sistémica. Generalmente las plantas indicadoras
son usadas para detectar virus transmitidos mecanicamente (por
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inoculacién con extractos de la planta a probar), pero hay algunos
casos en que se pueden emplear para detectar los virus transmitidos
por insectos o por injertos. Algunos huéspedes y los virus que detectan
se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Algunos huéspedes usados como plantas indicadoras de
virus de papa.

HUESPED VIRUS

A. De lesiones locales

A6 PVY, PVA (PVX, PVS)?
Gomphrena globosa PVX (PVS)?
Chenopodium amaranticolor PVX

B. De infeccion sistémica

Nicotiana glutinosa PVX, PVY

Nicotiana tabacum PVX, PVY

Scopolia sinensis PSTVvd

Capiscum annuum PVX, PAMV

Datura stramonium PVX, PLRV (inoc. por
afidos)

Lycopcrsicon esculentum PSTVvd

& Ocasional o frecuentemente inducen sintomas.

La serologia

Los virus contienen proteina en su estructura por lo que son capaces
de inducir la formacién de anticuerpos circulantes con preparaciones
purificadas. Estos anticuerpos reconocen al virus que les dio origen
cuando una solucion que los contiene se mezcla con una solucién de
virus o extracto de plantas infectadas. La reaccion es un tipico
acoplamiento del anticuerpo con el virus. Las primeras pruebas
seroldgicas empleadas fueron de precipitacion (en tubos) o
microprecipitacion (en gotas). Estas pruebas seroldgicas fueron muy
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utilizadas en paises desarrollados hasta 1978-80, principalmente para
detectar PVX, PVY, PVS, y PVM. Sin embargo, hasta esa fecha no
hubo posibilidad de desarrollar métodos seroldgicos para detectar
PLRV, el virus mas importante del cultivo. Los métodos de
laboratorio para la deteccion de PLRV (determinacion de callosa por
ejemplo) no fueron suficientemente sensitivos.

Las pruebas de difusion en gel nunca fueron adoptadas para uso
rutinario debido principalmente al consumo alto de antisueros.

El conocimiento de las enfermedades virosas

La observacion de los dafios causados por los virus permitio la
identificacion de la mayoria de los virus principales del cultivo en
paises desarrollados. En paises en vias de desarrollo los virus
principales son los mismos aunque su epidemiologia podria ser
diferente en algunos casos. Mas de 20 virus fueron identificados hasta
1970/72. El problema entonces practicamente estuvo descrito, su
solucion encaminada a través de los programas de semilla; sin
embargo la eficiencia del control estuvo limitada a los métodos para la
deteccion de los virus existentes y/o su aplicacion.

EL PRESENTE
La sintomatologia

Aln cuando se ha avanzado en el conocimiento de los virus y su
sintomatologia, la situacién no ha cambiado mucho en su uso. Solo
gracias al desarrollo de métodos mas precisos y eficientes de
deteccion de virus en niveles basicos de semilla, se han podido reducir
las pérdidas de materiales por descarte en multiplicaciones avanzadas.

Este criterio permanece como la medida mas préctica y econémica
aun en el presente, pero, debido a su insensibilidad, solo para uso en
grandes extensiones de multiplicacién de tubérculo-semilla (ejem.
semilla certificada).

Las plantas indicadoras

Ya casi no existen Programas de Semilla que basen la deteccion de
virus en este procedimiento. En este caso en particular, la rapidez de
deteccion y economia con otros métodos ha hecho obsoleto el uso de
plantas indicadoras.

La serologia

Un verdadero repunte tecnologico en la deteccidn de virus ocurrié con
la serologia. EI método de ELISA (enzyme-linked immunosorbent
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assay) descrito por primera vez por Clark y Adams en 1977 (1) fue
aplicado en la deteccién de virus en papa y en paises en vias de
desarrollo. ELISA fue impulsado por el Centro Internacional de la
Papa desde 1978 (9).

ELISA es una prueba serolégica basada en la utilizacion de las
propiedades inmunoldgicas de los anticuerpos y en la amplificacion de
la reaccion por una enzima ligada a ellos. Muchas variantes fueron
posibles, pero hasta el momento el método directo de "Double
Antibody Sandwich" (DAS-ELISA) es el preferido. Recientemente
(1989) se desarroll6 otro método sobre papel (nitrocelulosa) Ilamado
"Nitrocellulose Membrane” (NCM-ELISA) (6). Los pasos esenciales
en ELISA se describen en la Figura 1.

La alta sensibilidad en la deteccion de virus por ELISA es el resultado
de la amplificacién de la reaccion debido a la enzima. Esta
sensibilidad permitié la deteccion de PLRV lo cual no era posible con
métodos anteriores, incluyendo la prueba de latex sensibilizado (4) en
la cual los anticuerpos se fijan a esferas de poliestireno (latex), y de
esta manera, la reaccion tipica de microprecipitacion se ve
magnificada incrementando su sensibilidad.

El uso de anticuerpos policlonales ha tenido un gran aporte en el
desarrollo tecnolégico de la serologia en la deteccion de virus. La
utilizacion de anticuerpos monoclonales, preparados como se aprecia
en el diagrama de la Figura 2, en ELISA tiene aparentemente un
efecto hasta ahora contradictorio en la préctica. Los anticuerpos
monoclonales son derivados de la seleccion y clonamiento individual
de las células productoras de un anticuerpo especifico para un epitope
en el virus. Si la seleccion es correcta y el epitope es comun en todas
las variantes del virus, los anticuerpos monoclonales son mucho méas
sensitivos y estandarizados que los policlonales (mezcla de
anticuerpos producidos por varias células). Sin embargo, existe una
gran posibilidad de que los anticuerpos monoclonales no encuentren el
apitope al cual reconocen en algunas variantes del virus. En este caso
la prueba deja de ser confiable.

La posibilidad de producir anticuerpos a partir de otros ya disponibles
(idiotipos, Figura 2) es una nueva posibilidad ain en estudio. Los
anticuerpos para PLRV fueron producidos exitosamente por
Nakashima y Salazar en 1989 (7), sin embargo, en estudios recientes
se ha notado la produccion de anticuerpos indeseables por este
sistema. Se necesita aln mayor investigacion en esta tecnologia.

DAS-ELISA esta bien establecida en muchos paises. Mencién
especial debe hacerse de la empresa Diagnosticos Vegetales en
Argentina, la cual ofrece servicios de diagndstico de virus para los
productores de semilla (3).
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FIGURA 1. Pasos esenciales en ELISA. DAS = double-antibody
sandwich; NCM = nitrocellulose nienibrane; | =
savia de planta infectada con virus; S = Savia de
planta sana; O = substrato degradado (reaccion
coloreada); O = substrato no degradado (reaccién
incolora); E = Enzima; IgG = inmunoglubina G.
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FIGURA 2. Diferentes tipos de anticuerpos para deteccion de virus.
AJ/S = antisuero; Ab = anticuerpo policlonal; McAb =
anticuerpo monoclonal, Ab-1, Ab-2 y Ab-3 series sucesivas de
anticuerpos idiotipicos.
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Hibridacién de acidos nucleicos

En la década de 1980/90 los avances logrados en el conocimiento
molecular de los virus y el desarrollo de la ingenieria genética, han
permitido el desarrollo de las técnicas de hibridacion de A&cidos
nucleicos (NASH) como método de deteccion. La metodologia fue
desarrollada por primera vez por Diener and Owens en 1981(2) para
detectar el viroide del tubérculo ahusado de la papa (PSTVd). Los
viroides por no tener proteina en su estructura no pueden ser
detectados seroldégicamente. Un DNA complementario (cDNA) al
RNA del viroide puede ser sintetizado, el cual después de ser clonado
en un plasmido es multiplicado en una bacteria a voluntad. Este cDNA
después de ser marcado con nucleotidos radioactivos o enzimaticos
puede ser empleado como una sonda para detectar al viroide.

El procedimiento usado actualmente es muy simple, ya que las
muestras depositadas en una membrana de nitrocelulosa son
hibridizadas con la sonda de DNA especifica, 0 RNA transcrito de
este, y los hibridos que se formen seran detectados por autoradiografia
(10) o reaccion de la enzima con su substrato (Figura 3).
Experimentos con virus han demostrado que esta técnica es igual o
mas sensitiva que ELISA. La posibilidad de crear sondas altamente
especificas o de amplio espectro es una de las ventajas que afadidas
hacen de NASH una técnica atractiva en la deteccion de patogenos.

La comparacién de las caracteristicas de los métodos para la deteccion
de los virus se representa en la Tabla 2.

El conocimiento de las enfermedades virosas

Después de 1972 los conocimientos sobre los virus de la papa se
profundiz6 en aquellos ya conocidos. Nuevas razas fueron
reconocidas y a través del CIP nuevos virus fueron identificados, tales
como: PVT, APMV, APLV, TSV, SALCV, SB-22 (del tipo de AMV),
SB-23 (desconocido), y PBRV. Sin embargo, ain quedan varias
enfermedades posiblemente de origen viral por identificar, tales como:
Deformante en Argentina, amarillamiento de venas en Ecuador-
Colombia y, sag'o en Bolivia.

EL FUTURO

El futuro parece encaminar hacia el incremento en dos aspectos en la
produccion de papa que requeriran de la deteccion de virus.
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Figura 3. Métodos para la deteccion de acidos nucleicos. B =
biotina, 32p = fésforo radioactivo; SA-AP = streptavidina/fosfatasa
alcalina; I = infectado; S = sano.
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El primero, el incremento de los programas de produccién y
certificacién de tubérculos-semillas de papa, posee suficientes métodos
sensitivos para los principales virus del cultivo. El segundo, sera el
incremento en el movimiento internacional de tubérculos-semillas y
materiales genéticos bajo regulaciones cuarentenarias. En este Ultimo
caso los métodos usados deben ser més precisos. Las técnicas de NASH
y ELISA existen pero deben ser adecuadas a esta situacion donde
patégenos de importancia econémica relativamente baja, adquieren un
valor cuarentenario.

Tabla 2. Comparaciéon de las caracteristicas de los diferentes
métodos para la deteccién de virus de papa.

Caracteristica Plantas

Sintomatologia indicadoras DAS NCM  NASH
Especificidad + ++ +++ +++ +++
Sensibilidad + +++ +++ +++ +++
Precision + + +++ + ++ +++
Simplicidad +++ + + + +
Rapidez +++ + ++ ++ +
Estabilidad de n.a na. ++ ++ +
reactivos
Capacidad de 0 0 +++ ++ +
automatizacion
Costo + ++ + + + + + ++
Facilidad de
preparacion de n.a. n.a. + + +
reactivos
* Los simbolos representan: 0, imposibilidad total; +, bajo;

++, media; + + +, alta; n.a., no aplicable.

Es poco probable que a pesar de su sensibilidad NASH pueda
totalmente reemplazar a ELISA en los programas de produccién de
tubérculos-semillas en un futuro cercano. Sin embargo, parece que
habrd cambios en ELISA al reemplazar DAS por NCM-ELISA.
Ademas, el mayor énfasis sera puesto en reducir el costo de ELISA al
utilizar materiales igualmente eficientes pero de mas bajo costo. Por
ejemplo, el uso de la enzima penicilinasa en vez de fosfatasa alcalina
puede reducir el costo en enzima en un 80 a 90% (U. Jayashinge,
comunicacion personal). En NCM-ELISA el reemplazo del papel de
nitrocelulosa por otro de uso comun podria tener también un efecto
grande en la reduccion del costo.

Desde el punto de vista cientifico, en la produccion de antisueros
varios aspectos tendran un gran desarrollo en la proxima década. El
uso de anticuerpos anti-anti idiotipicos estd en estudio. Un resultado
positivo en estas investigaciones posibilitaria la produccion de
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anticuerpos para los virus principales en todos los paises y a un costo
relativamente bajo.

La produccion de anticuerpos para algunos virus mediante el uso de
péptidos virales sintéticos como antigenos es una gran posibilidad
gracias al desarrollo de la virologia molecular. Estos anticuerpos
tienen la posibilidad de ser "construidos” con alta especificidad o con
amplio espectro.

El reemplazo de marcadores radioactivos por enzimaticos en NASH
ya ha empezado a producir efectos en la difusion de esta técnica, pero
al igual que ELISA el costo tendra que ser reducido. La construccion
de sondas de amplio espectro puede hacerse ahora a voluntad y adn
existe la posibilidad de combinar la deteccién, en una sola prueba, de
dos 0 més virus (deteccion simultanea).

El desarrollo y establecimiento de compafiias dedicadas a la
prestacion de servicios de diagnosticos tendra un auge grande en el
futuro cercano.
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