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Produccion de antisuero contra el virus
X de la papa (Solanum tuberosum L.)

y su incorporacion a los servicios de
deteccion mediante ELISA

Weller F.M.; Rodriguez F.l.; Medina G.l.y Mufioz J.O.

RESUMEN

Se purifictd el virus X de la papa a partir de Nicotiana glutinosa L.., clarificando el ju-
go vegetal pormedio de ciclos de centrifugacion a baja velocidad, precipitacién con
polietilenglicol, colchdn de sacarosa y ultracentrifugacion en gradiente de densidad
de sacarosa. Con los purificados se inmunizaron conejos obteniéndose un antisue-
ro con titulo 1/128 en pruebas de micro precipitacion. Se purificé la gammaglobuli-
na, parte de la cual fue conjugada con fosfatasa alcalina para utilizarla en pruebas
ELISA. La gammaglobulina y conjugados obtenidos han sido incorporados al servi-
cio de deteccion de virus de papa.

SUMMARY

The potato virus X was purified from Nicotiana glutinosa L. tissues, clarifying the plant
sap by low speed centrifugation cycles, precipitations with polyathylenegiycol,
sucrose cushion and sucrose density gradient ultracentrifugation.

Rabbits were immunized with the purified preparations and a titer of 1/128 in micro-
proecipitation tests was obtained. The immunoglobulin G was purified, and conju-
gated with alkaline phosphatase to be used in ELISA tests.

The immunoglobulin G and conjugate are at present being used by the department
in virus detection in potatoes.
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INTRODUCCION

Entreias numerosas enfermedades de importancia
que afectan al cultivo de la papa en Argentina, las vi-
rosis ocupan un lugar de relevancia, especialmente
por las dificultades que se plantean para encarar el
control (Calderoni, 1978; Escande et al., 1984).

Para este fin, es fundamental contar en los progra-
mas de produccién de papa semilla con un buen mé-
todo de deteccion (Derrick, 1973; Clarck & Adams,
1977; Baulcombe et al, 1984; Graddon & Randles,
1986; Salazar, 1986). Actualmente ésta se lleva a ca

bo mayoritariamente mediante el empleo de ELISA. El
uso de esta técnica implica recurrir a menudo ala im-
portacion de antisueros debido a que no hay una ade-
cuada provision de produccion nacional.

Es por esto que en el Laboratorio de Fitopatologia
de la Facultad de Ciencias Agropecuarias se ha co-
menzado a ejecutar un proyecto de obtencitn de an-
tisuero contra los principales virus de papa, con la fi-
nalidad de emplearlos en los servicios de diagnéstico
mediante ELISA.

El objetivo de |a primera etapa del trabajo consistié
en laobtencién de antisuero contra el virus X, el que ha
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sido purificado por diversos métodos (Corbett, 1961;
Francki & Mc Lean, 1968)y se caracteriza por ser fuer-
temente inmunogénico y alcanzar altas concetracio-
nes en los hospedantes (Bercks, 1970).

Los resultados obtenidos se exponen a continua-
cion.

MATERIALES Y METODOS

Fuente de virus:

El material de partida para los aislamientos fue re-
colectado de distintos cultivos de papa del cinturén
verde de la ciudad de Cérdobay delazonadeVillaDo-
lores (Provincia de Cérdoba). ’

Para laidentificacion del virus se utilizaron técnicas
de inoculacién mecanica sobre hospedantes diferen-
ciales y ELISA (Clarck & Adams, 1977; de Bokx, 1980;
Salazar, 1986). Al aislamiento utilizado en este traba-
jo se lo denominé PVX-FCA 1.

Alsiamiento y multiplicacion:

Los aislamientos se realizaron a partir de lesiones
locales en Gomphrena globosa L., utilizandose como
hospedante multiplicador Nicotiana glutinosa
L.(Bercks, 1970). Luego de inoculadas las plantas se
mantuvieron en invernaculo a 18-23°C durante tres se-
manas, al cabo de las cuales se cosecharon las hojas
de los dos tercios superiores y se almacenaron en
criéstato a -20°C hasta la purificacion.

Purificacion del virus:

La punficacion se reahizd mediante ciclos de centni-
fugaciones diferenciales en una centrifuga Sorvall
RC2-B y ultracentnfugaciones en colchén y gradiente
de densidad de sacarosa (Brakke, 1960; Griffith, 1983)
enuna ultracentrifuga Beckman L2-65B segun un pro-
tocolo elaborado en el Centro Internacional de la Pa-
pa (Nakashima, J., comunicacién personal).

Doscientos gramos de tejido infectado fueron ho-
mogeneizados en buffer fosfatode Nay K 0,1 MpH 8,0
(2 ml/gr de tepdo) con 0,2% de 2-mercaptoetanol y
10% de etanol absoluto, durante 30 segundos. Luego
de filtrado por gasa triple, el jugo fue centrifugado a
10.000 rpm por 20 minutos. Al sobrenadante se le a-
gregd 1% de Triton X-100y se agité por unahoraa 4°C,
stendo luego centrifugado a 8 000 rpm por 20 minutos.
Al clarificado se le agregé polietilenglicol 8.000 (Sig-
ma) en una proporcion del 4% y NaCl 0,2 M, sometién-
dolo a agitacién por una hora a 4°C, dejando en repo-
so por una hora a temperatura ambiente y se centrifu-
g6 a 10.000 rpm por 20 minutos. El sedimento se re-
suspendi¢ en buffer fosfato 0,05 M pH 8,0 (1/10 del vo-
lumen inicial) mas 1% de Triton X-100 y se dej6 en a
gitaciéon durante 18 horas a 4°C. Posteriormente se
centrifugd a 10.000 rpm por 20 minutos. El sobrena-
dante obtenido se centrifug6 en un colchén de saca-
rosa al 30% en el mismo buffer a 25.000 rpm por 228
minutos, usando e! rotor SW25,1. El sedimento se re-
suspendié en buffer fostato 0,05 M pH 7,2y se centr-
fug6é a 8.000 rpm por 20 minutos. El sobrenadante se

colocé sobre un gradiente de densidad de sacarosa
30-60% en buffer fosfate 0,01 M pH 7,2con 0,01 Mde
EDTA y se centrifugd durante 228 minutos a 25.000
rpm con el rotor SW25,1. Las bandas de virus se reco-
lectarony se precipitaron a 40.000 rpm por 60 minutos
con el rotor SW65 Ti. El virus precipitado se resuspen-
di6 en 0,5 ml de buffer fosfato 0,01 M pH 7,2.

La concentracién y pureza de las suspensiones vi-
rales se determinaron por medio de espectrofotometri-
a (Noordam, 1973) y microscopia electronica para lo
que se usaron un espectrofotdmetro Beckman BK-2A
y un microscopio electrénico Siemens-Elmiskope 101.

Obtencion de antisuero. Inmunizacion:

Con los purificados obtenidos se llevé a cabo un
programa de inmunizacién en conejos de raza califor-
niana de trece meses de edad en los que se inyect6 de
manera intramuscular una serie de dosis de suspen-
sion viral emulsificada en coadyuvante de Freund in-
completo (Weiler, 1986) (Cuadro 1).

Fase de inmunizacién Dfas a partir de  Dosis inyectada Vol extraido
la 1°inyecctén  {ml susp viral/ {ml)
mi CFl)
Preinmunizacién 0 0.2/0,25
Fomentadoras 71421 0,2/0,25
Fomentadoras 42 0,4/05
Extracciones 49 56 20
Fomentadoras 70 04/05
Extracciones 77.84 20

Abreviaturas CF! Coadyuvante de Freund incompleto

Cuadro 1 Esguema de inmunizacién en conejos.

Determinacién del Titulo:

Después de cada extraccion la sangre se dejo co-
agular durante tres horas a temperatura ambiente.
Luego de este tiempo se descarté el coagulo y se cla-
rificod el suero mediante una centrifugacion a 5.000 g
durante treinta minutos (Noordam, 1973). E! titulo del
antisuero obtenido se determind mediante la prueba
demicroprecipitaciénensoporte séhido (van Stogteren,
1955).

Purificacién de ila gammaglobulina:

Al suero clarificado se lo centrifug6 a 12.000 g du-
rante 20 minutos con una solucion de SO,(NH,), satu-
rada para precipitar las globulinas. El pellet se resus-
pendi6 en 8 ml de PBS 0,5x, dializandose luego con-
tra PBS 0,5x.

Posteriormente se corrié por una columna de inter-
cambio 16nico de DEAE celulosa, eluyendo con PBS
0,5x y se recogieron las fracciones que constituian el
primer pico de lectura a 280 nm (Salazar, 1982; van
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ELISA:

Se conjugaron pequefias fracciones de la inmuno-
globulina G anti-PVX purificada (concentrada a 1 mg/
mt) con fosfatasa alcalina (Type VIl T, Sigma), utilizan-
do glutaraldehido al 0,06% como agente acoplante
(Salazar, 1982) y se realizaron ensayos de prueba
ELISA (Clarck & Adams, 1977; de Bokx et a/, 1980,
Gugerli & Gehriger, 1980) probandose distintas dilu-
ciones de gammaglobulina y conjugado. Los resulta-
dos se determinaron por observacién visual y median-
te lecturas a 405 nm en un lector Bio-Tek Instrumentes
Microplate EL308.

RESULTADOS

Purlficacién del virus, rendimlentos. Pureza:

Después de la ultracentrifugacion en gradiente de
sacarosa las bandas opalescentes correspondientes
al virus se ubicaron aproximadamente a 2,5 cmpor de-
bajo del menisco. Luego de precipitadas y resuspen-
didas el espectro de absorcién corrido se correspon-
di6 con el de las nucleoproteinas (Figura 1), dando un
valorde A, de 1,440y de A, de 1,230, luego de di-
luir la suspensién viral 1/4. El cociente A, gors0 fue de
1,17 y el rendimiento de virus fue de 7,76 mgﬁ(ag de te-
jido, asumiendo que A, = 2,97 equivale a 1 mg/mi
(Bercks, 1970).

En el microscopio electrénico se observaron gran
cantidad de particulas alargadas flexuosas, en suma-
yoria completas (Figura 2).
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Figura 1. Espectro de absorcién en UV de la suspensién viral
purificada diluida 1/4.

Figura 2. Micrografia electrénica de la suspensién viral,
mostrando particulas flexuosas (30000X).

Produccién de antisuero:
E! titulo del antisuero obtenido fue de 1/128, esta-
blecido mediante la prueba de microprecipitacion.

Deteccién de virus por ELISA:

Entodas las diluciones probadas de gammaglobu-
lina (hasta 1 ug/8 ml) y de conjugado gammaglobuli-
na-fosfatasa alcalina (hasta 1 nug/8 ml) se observaron
claras diferencias entre los controles sanos y enfer-
mos, tanto en observacién visual como en lecturas de
absorbancia a 405 nm (Cuadro 2). El antisuero dio re-
accion negativa con aislamientos de PVY y PLRV.

IgG 111000 1/2000 1/4000 1/8000
Conj.
1/1000 >3,00 > 3,00 >300 2,351
1/2000 >300 2446 2245 1,793
1/4000 1,623 1576 0,897 0925
1/8000 0,851 0,692 0317 0,654

Promedio de controles sanos: -0,172
Promedio de buffer extraccién: 0,008
Abreviaturas: IgG: gammaglobutina anti-PVX
Conj.: conjugado gammaglobulina fostatasa alcalina

Cuadro 2. Valores de absorbancia a 405 nm de ELISA de
extractos de hojas infectadas con PVX.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

El cociente Aeorso = 1,17 indicé un alto grado de
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pureza de las suspensiones virales obtenidas, lo que
fue corroborado por las observaciones al microscopio
electronico, en las que se vieron particulas con morfo-
logias correspondientes a potexvirus y sin contamina-
ciones. Esto, unido a los rendimientos de virus indican
que el método de purificacién resulté muy satisfacto-
rio.

El antisuero preparado a partir de las suspensiones
virales demostr6 alta sensibilidad para la detecciénde
PVX y su utilidad para ser incorporado al servicio de
diagnéstico rutinario mediante ELISA.

La disponibilidad de antisuero producido es sufi-
ciente para proveer a otros laboratorios.
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