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RESUMEN

La técnica seroldgica de ELISA, se ha utilizado desde los afios setentas como técnica cuantitativa para la deteccién de
diversos grupos de virus que infectan a las plantas. Mas recientemente se ha implementando la técnica cualitativa de
inmunoimpresién (IMI) en membrana de nitrocelulosa, en la deteccion de diferentes grupos virales. En el presente
trabajo se adapto la técnica de IMI para la deteccion de los virus PVX, PVY, PVS y PLRV que atacan los cultivos de
diferentes especies y variedades de papa (Solanum sp.) como yema de huevo, capiro, morita, pastusa, monserrate,
tuquerefia, ICA Puracé, ICA Narifio. Estos cuatro virus pueden causar pérdidas entre el 30% y 60% en la produccion,
ya sea solos 0 actuando sinergisticamente, por lo cual pueden reducir sensiblemente los beneficios econémicos de un
pais que como Colombia se caracteriza por ser un gran productor de papa, con mas de 2.8 millones de toneladas al
afo. La técnica IMI se compard con la técnica ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) realizada sobre las
mismas muestras, lo que permitié confirmar la sensibilidad de la prueba para la deteccidn de los virus. Sobre un
total de 800.muestras analizadas por IMI procedentes de diferentes veredas del departamento de Narifio, se encontrd
una incidencia del 72% para PVY, 38.7%, para PV X, 85.6% para PVS 'y 91.1% para PLRV; estimaciones que fueron
similares o superiores a las obtenidas por la técnica de ELISA. Los resultados son novedosos para Colombia tanto
por la implementacion de la facil y sensible técnica IMI para la deteccidon de estos cuatro grupos virales que
infectan a la papa como por la estimacién de su incidencia en Narifio, uno de los departamentos productores de
papa mas importantes para el pais. La deteccion oportuna y agil de los virus es Gtil para dar una respuesta efectiva
para la erradicacion de material contaminado, tanto en material de campo como si es necesario, proveniente de
cultivo in vitro. Los resultados de este trabajo permiten sugerir que la implementacién de la técnica IMI, puede ser
muy Util para los programas de certificacion de semillas de papa con amplios beneficios puesto que se mantiene la
sensibilidad y la especificidad, se reducen costos y es ademas participativa pudiendo involucrar a técnicos y
agricultores.
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ABSTRACT

The ELISA serological technique has been used since the 1970s as a quantative technique for the detection of many
groups of virus which infect plants. The immune-impression (IMI) in nitrocelullose membrane qualitative technique
has been implemented more recently for the detection of different viral groups. In this work, the IMI technique has
been adapted for the detection of PVX, PVY PVS and PLRV viruses which attack different species and varieties of
potato crop (Solanum spp.), such as Egg yolk, Capiro, Morita, Pastusa, Monserrate, Tuquerrefia, ICA
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Puracé and ICA Narifio, all from the Narifio department. The four viruses mentioned above can cause 30% and 60% losses in
production, be they acting alone or synergistically. This means that they can easily reduce the economic benefits of a country
like Colombia, characterised as being a great potato producer (i.e. more than 2.8 million tons per year). The IMI technique
was compared with the ELISA technique (Enzymne Linked Immunosorbent Assay) using the same samples, leading to
confirmation of the test's sensitivity for detecting the virus. From a total of 800 samples analyzed by IMI from different areas
in the Narifio department, 72% incidence for PVY, 38.7% for PV X, 85.6% for PVS and 91.1% for PLRV was found; these
estimates were similar or greater than those obtained using ELISA. These results are new for Colombia in terms of imple-
menting the easy and sensitive IMI technique for detecting these four viral groups infecting the potato as well as estimating
their incidence in Narifio, one of Colombia's most important potato-producing departments. The opportune and flexible
detection of virus leads to an effective response to eradicating contaminated material, both material in the field as well as
that from in vitro culture. Results lead to it being suggested that implementing IMI could bringing wide benefits for potato

seed certification programmes, as they maintain sensitivity and specificity, they reduce costs and can be participative.

Key words: Immune-impression, serology, viral diagnosis, potato, ELISA.

INTRODUCCION

En Colombia, el cultivo de papa (Solanum spp.) ocupa
el quinto lugar en importancia y se hacen intensos
esfuerzos por mejorar la calidad y certificacion de la
semilla. Al igual que otros cultivos vegetales las
variedades de papa son atacadas por diversos
fitopatogenos, entre ellos los virus PVY, PVX, PLRV
y PVS, cuyo efecto sobre los cultivo, solos o en
sinergismo, puede reducir la produccién entre un 30%
y un 60% (Salazar, 1995). El diagnostico de las
enfermedades virales se ha realizado en plantas a
través de la sintomatologia y principalmente por la
técnica seroldgica cuantitativa de ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay) descrita por Clark y
Adams (1977). M&s recientemente, se han
desarrollado otras técnicas de deteccion de virus por
PCR, hibridacién por "dot-blot" (Varveri et al. 1987;
Wetzel et al. 1991; Adams et al. 1999) que se han
adaptado con éxito para deteccion de virus en
diferentes cultivos (Nolasco et al. 1993; Guzman et
al. 2001) que son sensibles pero a la vez costosas y
requieren de una alta capacitacion.

A partir de la década de los noventa, se ha veni-
do implementado con éxito la técnica de inmunoimpre-
sion (IMI) o "tissue printing", para la deteccién de dife-
rentes virus fitopatégenos, como el virus del mosaico
del cocombro (CMV), el virus del mosaico amarillo del
zuccini (ZYMV) (Lin etal. 1990; Polston etal. 1991), el
virus de la tristeza de los citricos (CTV) (Garnsey et al.
1993; Guzman, 1998) y en plantas transformadas con
virus del enrollamiento de hoja de la papa (PLRV)
(Baker et al. 2000). También se ha utilizado para de-
terminar la distribucién de la proteina de cépside y
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acidos nucleicos de Plum Pox Virus (PPV) ( Martinez-
Gomez y Dicenta, 2001).

La deteccion rapida y segura de agentes que
causan enfermedades en vegetales es esencial para
certificar el estado de sanidad de las plantas. Te-
niendo en cuenta que la técnica IMI es sensible,
sencilla y de bajo costo, el presente trabajo tuvo
como objetivo adaptar e implementar la técnica IMI
para la deteccion de cuatro virus (PVY, PVX, PLRV,
PVS) que infectan a diferentes especies y varieda-
des de papa, y estimar la incidencia a partir de algu-
nas veredas del departamento de Narifio.

MATERIALES Y METODOS

La muestra

Se tomaron diferentes muestras de campo con sin-
tomas caracteristicos para PVX, PVY, PVS y PLRV
como son las lesiones cloréticas o necréticas, mo-
saico rugoso, enrollamiento de hojas. Las muestras
se recolectaron en la Calera (Cundinamarca) y en
diferentes municipios del departamento de Narifio
localizadas entre los 2700 y 3200 msnm. Para la
recoleccion del material infectado se cont6 con la
asesoria de expertos CORPOICA. En la Calera se
colectaron 20 muestras y en Narifio se colectaron
124 conjuntos de muestras conformados por 10 a
15 individuos de Solanum phureja (yema de huevo)
y Solanum tuberosum, variedades capiro, morita,
pastusa, monserrate , tuquerrefia, ICA Puracé e ICA
Narifio. Las muestras se mantuvieron a 4° C, durante
5 dias hasta su procesamiento para las técnicas de
IMI o0 de ELISA.
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Técnica de Inmunoimpresion

La adaptacion de la técnica IMI se baso sobre el pro-
tocolo para las deteccion de virus de la tristeza de
los citricos propuesto por Garnsey et al. (1993) y
Guzmén (1998). Inicialmente se realiz6 una adapta-
cion de la técnica con el grupo de 20 muestras
sintomaticas procedentes de la Calera.

Mapa y relacion de muestras

Cada membrana se numerdé para identificar al virus y
las plantas. En el borde superior se colocé la impre-
sién de un control negativo y uno positivo. Como con-
trol negativo se utilizaron plantas in vitro o ex vitro
con resultados de ELISA negativos y los controles
positos y negativos del kit (AGDIA). En un papel apar-
te se realizo la plantilla de numeracion para identifi-
cacion de cada membrana, muestra y virus.

Impresion de la muestra

Se utilizaron membranas de nitrocelulosa (Marca
Hybond C Amersham) de 0.45 um con didmetro de
8 cm, como soporte para las impresiones. Utilizando
guantes de latex se realizaron cortes transversales
a peciolos y tallos, y se imprimieron suavemente so-
bre las membranas. Se hicieron entre dos y cinco
impresiones por muestra, cada una de ellas por du-
plicado. Las membranas de nitrocelulosa se dejaron
secar y se procesaron inmediatamente o se conser-
varon en una bolsa sellada por varias semanas o
meses a temperatura ambiente (figura 1).

Figura 1: Impresion de peciolos en corte transversal

Bloqueo de sitios inespecificos

Para cada caja de petri (10 cm de diametro), las so-
luciones utilizadas se ajustaron a un volumen de 8
mi lo que garantiza una buena homogenizacion de
las soluciones en las membranas. La membrana se
coloc6 suavemente en la caja de petri que contenia
una solucion de TBS mas leche descremada (2%).
Se agitdé suavemente de 1 a 3 horas a temperatura
ambiente o se dejo toda la noche a 4°C.

Anticuerpos

Se utilizaron los anticuerpos anti PVY o PLRV o PVX
0 PVS y sus respectivos conjugados con la fosfatasa
alcalina en las diluciones propuestas por la casa co-
mercial (AGDIA). El anticuerpo primario que recono-
ce cada virus se diluy6 (1:200) en buffer TBS (Tris
0.02M; NaCl 0.5M) con Albumina de Suero Bovino
(BSA) al 0.5% o leche descremada al 3%. La solu-
cion se adiciond a la caja de petri y después la mem-
brana se sumergié suavemente y se dejé en agita-
cion suave a 37°C por un espacio de 3 horas a tem-
peratura ambiente.

Lavado

La membrana se lavé con TBS-Tween 3 veces por
5 minutos en agitacion suave. Transcurrido este tiem-
po el buffer se descartd y el proceso de lavado se
repitié nuevamente por 3 a 5 veces

Conjugado

El anticuerpo conjugado a la fosfatasa alcalina se
diluyé 1: 200 de igual forma que como se realizd con
el anticuerpo primario. Se incub6 1 hora a 37°C en
agitaciéon suave. Tras la incubacién la membrana se
someti6 al proceso de lavado con PBS-Tween.

Substrato

La solucién de revelado se prepar6 minutos antes
de ser usada. Se debe utilizar guantes. Cuidadosa-
mente se adiciond una solucién de Nitro Blue Tetra-
sodium NBT (0.1 mg/ml) y Bromo Cloro Indol Fosfato
BCIP (0.05mgr/ml) en buffer citrato (0.1 M Tris, 0.1 M
NaCl, 5mM MgCl,.6H,0, pH 9.5) y se tapo la caja de
petri con papel aluminio para evitar la fotosensibili-
dad del substrato. Se dej6 actuar durante 5 a 20 mi-
nutos, sin dejar que el fondo de la membrana cambie
de coloracion, solamente hasta que el control positi-
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VO presente una coloracion violeta. La enzima fosfa-
tasa alcalina hidroliza el substrato y se produce un
precipitado color violeta en la membrana, en los si-
tios virus positivos. La coloracién parpura varia de
intensidad dependiendo de la concentracion viral. Las
impresiones de muestras de controles negativos per-
manecen verdes o amarillas claras. Una vez se com-
pleta el proceso, la solucion reveladora se recoge en
botellas para desechos y la reaccion se detiene con
agua destilada.

Observacion

La membrana se observa inmediatamente bajo
estereoscopio o directamente, 0 se puede almace-
nar entre 2 papeles absorbentes hasta su lectura (Ver
Figura 2).
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Figura 2: Impresiones de peciolos de papa. Las marcas
indicadas por las flechas corresponden a muestras infectadas
por virus.

Técnica de ELISA - DAS

La técnica seroldgica cuantitativa de ELISA-DAS
(Clark y Adams,1977) se realizé segun lo indicado
en el protocolo de anticuerpos de la casa comercial
AGDIA. En sintesis se cubri6 la placa de ELISA
(NUNC - Immunot M plate) con 100 |jL de anticuer-
po especifico y se incubd durante 4 horas a 37°C, la
placa se lavo con buffer TBS-Tween durante 5 mi-
nutos por 3 veces y se adicioné 100 uL de muestra
(dilucién 1:10 en buffer de extraccion) en cada pozo
con un duplicado para cada muestra. Como blanco
se utilizé TBS o buffer de extraccion, y para compa-
racion un control positivo y un control negativo. La
muestra se incubd toda la noche a 4°C. Se lavé como
en el paso anterior. Se agreg6 100 L de conjugado
a la fosfatasa alcalina y se incub6 1 hora en camara
humeda. La placa se lavo con TBS-Tween, 3 veces
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por 5 minutos. Antes de realizar el Ultimo lavado se
prepard la solucion p-nitro fenil fosfato (PNP) a 1
ug/ml, en buffer de sustrato, en un frasco ambar. Se
adicionaron 100 pL de esta solucién a cada pozo
después del ultimo lavado. Transcurridos 60 minu-
tos a temperatura ambiente y 12 horas a 4° C, se
realizé la lectura en un lector de ELISA (BIORAD)
con filtro de 405 nm. Se tomd como positivo aquellas
muestras que tuvieran una densidad 6ptica (DO) 2
veces superior al promedio de la DO del control ne-
gativo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las membranas de nitrocelulosa procesadas se
leyeron en estereoscopio entre 1 y 30 dias des-
pués de realizarse el procedimiento teniendo bue-
na calidad en los resultados (figura 2) . Para efec-
tos de cuantificaciéon de la cantidad de precipita-
cion viral presente en cada muestra procesada
por la técnica IMI se asigné de manera arbitraria
una cruz dependiendo de la intensidad de precipi-
tado violeta (Tabla 1).

Tabla 1. Estimacion de la presencia viral

Lectura Cuantificacion
Muy poco +

Poco e
Moderado +++

Alto o+

Muy alto et
Negativo - sin virus

Negativo(-) Sin precipitacion violeta evidente; Muy poco (+)
Algunas precipitaciones violeta en muy pocos sitios; Poco
(++) Escasas precipitaciones en varios lugares de la mues-
tra; Moderado (+++) Varios puntos con mayor concentracion
de carga viral; Alto(++++) Precipitacion y puntos grandes muy
evidentes incluso a simple observacion sin ayuda de
estereoscopio; Muy Alto (+++++) intensa precipitacion en toda
la muestra.

En la figura 3 se ilustran los diferentes niveles
de infeccién viral observados por medio de la técni-
ca IMI. Las zonas mas oscuras corresponden a la
presencia de virus positivas.
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Figura 3. Ejemplo de diferentes niveles de deteccion viral

Paralelamente a la técnica IMI se realiz6 la técni-
ca ELISA en cada uno de los conjuntos (“pooles”) de
muestras. La Tabla 2 presenta los porcentajes de
muestras ELISA e IMI positivas para los diferentes vi-
rus. En la técnica IMI el virus con més alta incidencia
fue PLRV, lo que esta de acuerdo con la sintomatologia
observada, donde la mayoria de muestras presentaba
el tipico enrollamiento de las hojas.

Tabla 2. Deteccion viral segun las técnicas de ELISA e IMI

VIRUS Porcentaje muestras positivas
ELISA IMI
Total 800 muestras Total 800 muestras
PVX 35.5 % 38.7 %
PVY 34.0 % 72.0 %
PLRV 66.1 % 911 %
PVS 26.4 % 85.6 %

Se logro adaptar la técnica IMI para la deteccion
de algunos virus que infectan a la papa con buena
sensibilidad especialmente en muestras de peciolo
transversal. La aplicacion en campo de la técnica IMI
permitio establecer porcentajes nuevos de inciden-
cia viral para cuatro virus, en algunos municipios del
departamento de Marino que es considerado como
uno de los departamentos colombianos de mayor
peso en la produccion y consumo de papa.

Comparando los resultados de IMI con los de
ELISA no siempre se pudo encontrar concordancia 1
a 1 en la medida de que en IMI se observaron mues-
tras individuales mientras que en ELISA se observa-
ron muestras individuales o "pooles" de muestras.
También se encontraron algunas muestras IMI posi-

tivas que eran ELISA negativas lo que podria ex-
plicarse por dilucién extrema de una muestra po-
sitiva dentro de un "pool" de varias muestras ne-
gativas, o como debido a una mayor oxidacion de
las muestras en el macerado de ELISA, que en la
impresion directa del tejido. Esta explicacion pue-
de ser plausible para la diferencia entre los resul-
tados de IMI y ELISA para PVS (86% versus
26.4%) respectivamente. De otra parte, hay que
tener en cuenta que la sensibilidad de la membra-
na a la fijacion de la muestra y/o de los anticuerpos
puede ser mayor que la del plato de ELISA para la
deteccion de algunos virus, como lo plantea Lin et
al. (1991), para el TSWV en tomate que no son
detectados por ELISA en tejido asintomatico de
hojas de plantas infectadas, pero si por impresion
de estos mismos tejidos.

Otra ventaja de IMI es que permite determi-
nar la localizacion o distribucién de virus en la
muestra u 6rgano vegetal ademas de que también
se pueden realizar rastreos virales mas amplios o
de mayor cobertura regional, que utilizando ELI-
SA. De otra parte, IMI tiene la ventaja de ser me-
nos costosa y de poderse desarrollar tanto en
material in vitro como ex vitro, con posibilidades
de ser una técnica participativa en la fase de im-
presion de muestras lo que permitiria un sondeo
mas amplio de la incidencia viral en los cultivos
de papa del pais. Con una capacitacién minima
de técnicos, agronomos y/o agricultores las impre-
siones se podrian realizar sobre las membranas
en campo ( en una primera etapa) y posteriormen-
te éstas se enviarian al laboratorio para el proce-
samiento y diagndstico. No se puede desestimar
gue la técnica de ELISA tiene la ventaja de ser
cuantitativa y mas rapida para la deteccion en
"pooles” de muestras.
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El conjunto de resultados este trabajo permi-
tié de una parte adaptar una técnica sencilla para
la deteccion de algunos virus que infectan la papa
y de otra, estimar la incidencia (porcentaje de in-
feccién nueva) de cuatro virus que infectan al cul-
tivo de papa en zonas del departamento de Marino.

CONCLUSIONES

Por Primera vez en Colombia se estandarizé y
validé la técnica IMI sobre diferentes especies y
variedades de Solanum spp. para la deteccién de
los virus PVY, PVX, PLRV y PVS que afectan a los
cultivos de papa. A través de IMIl y de ELISA se
pudo estimar la incidencia de estos virus en vere-
das de Marino, uno de los departamentos mas
importantes en el cultivo de papa. Si se utiliza
adecuadamente la técnica IMI puede abaratar los
costos con relacién a otras técnicas inmunolégicas
y puede plantearse como una técnica participativa,
que involucre tanto a agricultores, semilleristas,
técnicos y laboratoristas. También, a través de esta
técnica es posible determinar la distribucion de las
particulas o acumules virales dentro de la hoja y
en general de la planta. Sin embargo, la técnica
de ELISA tiene la ventaja de ser cuantitativa mien-
tras que IMI es cualitativa. En cualquiera de las
dos técnicas se debe anotar la importancia del uso
de controles positivos y negativos para realizar las
comparaciones pertinentes. En nuestra experien-
cia IMI fue mas sensible que ELISA para la detec-
cion de cantidades infimas virales.

Es posible que con la técnica IMI se puedan
realizar en un futuro sondeos amplios en otras
regiones y departamentos del pais para estimar la
incidencia viral en cada una de ellas. Por lo tanto,
IMI se puede constituir en una técnica de apoyo
para el programa colombiano de certificacion de
semillas de papa, y en una buena herramienta de
diagndstico para el rastreo de virus en campo y
en invernadero, potenciando su utilizacién para
material vegetal mantenido in vivo o in vitro. Asi
mismo, la técnica IMI puede ser de importancia
para el control de patégenos en material de intro-
duccion al pais o de transporte interregional.
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