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VIROSIS EN CLONES INTERNACIONALES DE PAPA (Solanum tuberosum L.) EN EL
VALLE DE TOLUCA, ESTADO DE MEXICO

RESUMEN

Considerando que en anos recientes se han introducido miles de clones de papa
(Solanum tuberosum L.) del extranjero para evaluar su resistencia de campo al tizon
tardio de la papa (Phytophtora infestans Mont de Bary) en el Valle de Toluca, México,
esta latente el riesgo de importar también a agentes fitopatégenos, por lo que era
necesario un sondeo de sanidad de dichos materiales respecto a virus. En los lotes de
evaluacion del Programa Internacional Cooperativo del Tizéon Tardio de la Papa
(PICTIPAPA) en Metepec, México, se tomaron foliolos de 352 clones que han
permanecido en la zona de uno a cuatro afos, a los 75 dias de la siembra en el ciclo de
cultivo del verano de 1998. De igual manera, después de la cosecha también se
tomaron tubérculos de 231 clones seleccionados del mismo grupo, para correrles
pruebas de serologia enzimatica (ELISA) contra ocho virus, tanto a las muestras de
follaje como a las de tubérculo. De! total de muestras un 17.01% fueron positivas para el
virus X (PVX), 1.13% para el virus Y (PVY); 3.11% para el S (PVS), 1.41 para
enrrollamiento de la hoja (PLRV); y 1.13% para el mosaico aucuba (PAMV). No se
detectaron los virus M (PVM), A (PVA) y latente andino (APLV). En general, hubo una
relacion directa de incidencia viral con numero de ciclos agricolas de los materiales en
el Valle (20% en los de primer afio, 35% en los de segundo; 60% en los de tercero y
25% en los de cuarto afno, aunque estos tuvieron cuidados especiales) deduciéndose
que la presencia de virus fue por infecciones primarias en el campo.

Palabras clave: Solanum tuberosum. Phytophtora infestans, virus.
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VIRUSES IN INTERNATIONAL POTATO (Solanum tuberosum L.) CLONES IN THE
TOLUCA VALLEY, MEXICO.

SUMMARY

In recent years, thousands of potato clones (Solanum tuberosum L.) have been
introduced to the Toluca Valley from foreign countries for evaluation of field resistance to
potato late blight (Phytophtora infestans) for the potential risk of importing plant
pathogenic agents is always present. So, a screening for virus diseases was necessary.
In the International Cooperative Program for Potato Late Blight evaluation plots in
Metepec, México, leaves from 352 clones that have been in the Valley for one to four
years were sampled at 75 days after planting in the 1998 growing cycle. After harvest
tubers from 231 selected clones from the same group were also taken to run ELISA
tests to both, leaves and tubers, for eight viruses. Seventeen percent of all the samples
were positive for virus X (PVX): 1.13% for virus Y (PVY); 3.11% for virus S (PVS); 1.41%
for leaf roll (PLRV); and 1.13% for aucuba mosaic (PAMV). Virus M (PVM), virus A
(PVA), and andean latent (APLV) were not detected. Generally speaking, a direct
relationship was found between viral incidence with growing cycles of the materials in
the Valley (20% from firts year; 35% in those of second; 60% in third; and 25% in fourth
year, although these last ones received special protection). This observation leads to the

deduction that the viral diseases detected was due to primary infections in the field.

Key words: Solanum tuberosum, Phytophtora infestans, virus.



1. INTRODUCCION

La papa (Solanum tuberosum L.) es atacada severamente por una enfermedad
causada por el hongo Phytophtora infestans Mont. De Bary, que destruye sus hojas y
tallos. Este dafio se manifiesta relativamente tarde en el ciclo de la planta, por lo que
recibe el nombre de tizén tardio. Esta enfermedad ha sido el principal azote de los
productores de la papa por un siglo y medio. Desde la hambruna irlandesa en la década
de 1840, los agricultores han gastado miles de millones de délares tratando de controlar
al hongo responsable de lo que en Irlanda se ha llamado Gran Hambruna. Aun asi, el
tizén se mantiene como la enfermedad mas devastadora de este cultivo alimenticio. En
México, el hongo se mantiene en equilibrio en la naturaleza en los parientes silvestres
de la papa y el tomate en el Valle de Toluca, edo. de México (Andénimo, 1995).
Niederhauser (1992) sefiala al Valle de Toluca como el centro de origen del tizon tardio.
Alli se identificaron dos tipos de compatibilidad llamados A1 y A2, que aunado al clima
ideal para su desarrollo, hace a la regién el centro mundial de su diversificacion
genética y de mayor agresividad. Esto llevd a que el Gobierno Mexicano emprendiera
un proyecto cooperativo internacional en agosto de 1990 con colaboracién de cientificos
de Polonia, Holanda, Canada, Estados Unidos, México y el Centro Internacional de la
Papa, denominado Programa Internacional Cooperativo del Tizén Tardio (PICTIPAPA,
A.C.), el cual.inicid sus actividades hasta el afio de 1994. Desde su inicio y hasta el
verano de 1998 se han introducido 7,199 clones, principalmente de Polonia, ltalia,
Estados Unidos, Holanda e Irlanda (H. Lozoya, comunicacion personal), para evaluar en
campo su resistencia genética al hongo, y aunque todos han cumplido con el requisito
fitosanitario de estar libres de patégenos, el certificado y cotejo no son garantia de que
asi van a continuar.

Por lo antes expuesto, en el presente estudio se diagnosticaron los principales
virus que infectan a los clones y cultivares de papa introducidos y la incidencia en el
area agricola del Campo Agricola Experimental SEDAGRO-(ICAMEX)-INIFAP-
PICTIPAPA, en el municipio de Metepec, estado de México.



2. OBJETIVOS

1. Detectar los virus presentes en los clones y cultivares internacionales de papa que
son evaluados para la resistencia al tizén tardio.

2. Determinar el grado de incidencia que presentan los virus detectados.
3. Identificar interacciones de infeccidén viral con rendimiento y nimero de ciclos

agricolas de exposicién de los clones en el campo.

3. HIPOTESIS

1. Las introducciones del material vegetal vienen libres de virus, pero las plantas sé

infectan en el campo durante los ciclos de evaluacion.

2. Existen mezclas de virus en los clones y cultivares de papa, con infecciéon primaria

en el follaje.

3. Laincidencia de los virus presentes esta determinada por las practicas culturales, €l

medio ambiente y la cantidad de ciclos de evaluacion de campo.

4. La infeccion viral afecta adversamente el rendimiento de tubérculo.



4. REVISION DE LITERATURA
4.1. Principales virus de la papa

Numerosos virus, viroides y fitoplasmas han sido encontrados en la papa. Se
mencionan mas de 25 virus diferentes o enfermedades afines. La importancia relativa
de cada virus esta determinada por su prevalencia y el efecto econémico que produce.
El virus del enrollamiento de la hoja de la papa (PLRV) y el virus Y (PVY) son los mas
importantes, seguidos por el virus X de la papa (PVX), el virus M (PVM), el virus A
(PVA) y algunos otros de distribucién mas localizada. Por su asociaciéon con €l
hospedante, los virus y agentes relacionados se pueden clasificar en dos grupos bien
definidos (Salazar, 1995, Cuadro 1). Los virus que dependen de la papa para su
supervivencia y diseminacién generalmente tienen un rango de hospedantes restringido
o0 moderado. La mayoria de estos virus presentan un gran numero de variantes en papa
u otros huéspedes de la familia Solanaceae. Esta variabilidad se encuentra
comunmente en la regién andina, el centro de origen de la papa. Aquellos virus que no
dependen de la papa para su supervivencia y diseminacién, muestran un rango de
hospedantes amplio, sélo algunas de sus variantes han sido halladas en papa Yy
usualmente causan enfermedades econémicamente importantes en otros cultivos.

Existen mas virus de la papa en Sudamérica que en el resto del mundo (Salazar,
1995). La Organizacién Norteamericana de Proteccién a las Plantas (NAPPO), que
incluye a los Departamentos de Sanidad Vegetal de Estados Unidos, Canada y México
(Andénimo, 1996) publicé los virus asociados a la papa y su distribucion en la region
(Cuadro 2).

A pesar de que México tiene climas benignos para el desarrollo de las virosis,
solo se reconoce oficialmente la existencia de cinco virus, tal vez porque el pais no es
“papero” y no hay el movimiento tan intenso de variedades comerciales como en otros
lugares. Aunque en el Cuadro 2 se clasifica al virus de la marchitez manchada del
tomate (TSWV) como no reportado en papa, se detecté en tomate en Sinaloa en el afno
de 1986 causando dafios de importancia (Verdugo, 1989). Ramirez et al. (1990) lo
mencioné en Michoacan también en jitomate y Hernandez (1994) lo detectd en

localidades de Yucatan en chiles.



Cuadro 1. Clasificacion de los virus por su asociacion con la papa (Salazar, 1995).

“a  La naturaleza viral de estas dos enfermedades no ha sido determinada conclusivamente.

[Virus y viroides que dependen de la papa para su|Virus que no dependen de la papa para| No determinada®
supervivencia y diseminacion su supervivencia y diseminacién
Virus X de Ia Virus mop-top | Virus del moteado | Virus del mosaico | Virus cascabeleo del | Virus de la vena
papa (PVX) de la papa andino de la papa de la alfalfa (AIMV) |tabaco (TRV) amarilla de la papa
(PMTV) (APMV) (PYWV)
Virus Y de la Virus del Virus del Virus de la punta Virus mosaico del Virus mosaico
papa (PVY) enrollamiento | achaparramiento de | crespa de la tabaco (TMV) deformante de la papa
de la hoja de la | la papa (PSV) betarraga (BCTV) (PDMV)
papa (PLRV)
'Virus S de la Virus T de la Virus de la mancha | Virus del mosaico Virus de la marchitez
papa (PVS) papa (PVT) anillada de la papa | del pepinillo (CMV) | manchada del tomate
(PBRV) (ToSWV)
Virus M de la Virus del Viroide del tubérculo | Virus del enanismo | Virus de la mancha
papa (PVM) amarillamiento | ahusado de la papa |amarillo de la papa | anillada del tomate
de la papa (PSTVd) (PYDV) (ToBRV)
(PYV)
Virus del Virus latente Virus mosaico de la | Virus de la mancha | Virus del estriado del |
mosaico aucuba |andino de la papa silvestre anillada del tabaco |tabaco (TSV)
de la papa papa (APLV) (WPMV) (TRSV)
(PAMV)
T Viusdelahoja |
apical crespa de
Solanum
(SALCV)




Cuadro 2. Incidencia oficial de virus de papa en Norteamérica (Anénimo, 1996).

Nombre comun en Espariol Nombre comun en Inglés o CAN | EUA | MEX
Cientifico
VIRUS
Virus latente andino de la papa Andean Potato Latent Virus - - =
Virus moteado andino de la papa Andean Potato Mottle Virus - = =
Arabis Mosaic Virus - . -
Arracacha Virus - & -
Virus latente del clavel Camation Latent Virus - “ -
Virus deformante de la papa Potato Mosaico Deformante Virus - - -
Potato Mop Top Virus - R .
Virus del achaparramiento de la papa Potato Stunt Virus - - -
Virus N de la papa Potato Virus N - - -
Virus T de la papa Potato Virus T - - -
Virus U de la papa Potato Virus U - = -
Virus V de la papa Potato Virus V - - =
Virus Y° de la papa Potato Virus Y° - -
Virus de la vena amarilla Potato Yellow Vein Virus - - =
Virus anular del tomate Tomato Black Ring Virus - - #
Virus hoja enrrollada del betabel Beet Curly Top Virus + + =
Virus del amarillamiento del betabel Beet Western Yellow Virus S + -
Mosaico aucuba de la papa Potato Aucuba Mosaic Virus * + -
Virus del mechén de la papa Potato Mop Top Virus - + -
Virus M de la papa Potato Virus M + + -
Virus N de la papa Potato Virus N + + -
Virus Y" de la papa (necrético) Potato Virus Y" + + 5
Virus enanismo amarillo de la papa Potato Yellow Dwarf Virus ¢ + -
Virus cascabeleo del tabaco Tobacco Rattle Virus S + =
Virus estriado del tabaco Tobacco Streak Virus N + =
Virus anular del tomate Tomato Black Ring Virus N - *
Tomato Bunchy Top Virus N + =
Virus del mosaico de la alfalfa Alfalfa Mosaic Virus + + N
Virus del enrollamiento de la hoja Potato Leaf Roll Virus + + *
Virus A de la papa Potato Virus A * * *
Virus X de la papa Potato Virus X + + *
Virus Y° de la papa Potato Virus Y° + + *
Virus de la necrosis del tabaco Tobacco Necrosis Virus - + N
Virus de la mancha anular del tabaco Tobacco Ringspot Virus N + N
Virus de la marchitez y moteado del
tomate Tomato Spotted Wilt Virus S + N
+

Virus S de la papa

Potato Virus S

+ Presente en el pais asociado con papa

N Presente en el pais pero no asociado con papa

* No encontrado en los Gltimos 30 afios

- No se tienen reportes de su presencia en el pais

S Esporadico o raro

R Reportado por literatura pero no confirmado




4.1.1. Virus del enrollamiento de la hoja de la papa (PLRV) Luteovirus

Reportado por primera vez en Solanum tuberoseum ssp. Tuberoseum en
Holanda (Smith, 1972). Este virus es el que causa los dafios mas severos en el cultivo
de papa, reduciendo el rendimiento entre 50 y 80% en cultivares susceptibles (Banttari
et al., 1993). Probablemente se encuentra distribuido en todas las areas donde se
cultiva papa (Agrios, 1996).

En plantas con infecciéon primaria, los sintomas mas tipicos son clorosis Yy
enrollamiento de las hojas jévenes. Algunos cultivares pueden desarrollar pigmentacion
rojiza o purpura, especialmente en los margenes de los foliolos. El enrollamiento de las
hojas puede a veces aparecer sblo en la base de los foliolos o diseminarse a las hojas
mas bajas. Las plantas con infeccion secundaria pueden desarrollar clorosis en las
hojas apicales, y empezar el enrollamiento en las hojas basales. Estas plantas
usualmente muestran una severa reduccion del crecimiento (Salazar, 1995). Los
sintomas en tubérculos son raros, pero algunos cultivares norteamericanos como
Russet Burbank, Green Montain y Norgold Russet, pueden desarrollar necrosis en red
internamente (Douglas y Pavek, 1972).

Este virus es transmitido en forma persistente por insectos de la familia
Aphididae, siendo Myzus persicae el vector mas eficiente e importante. No es
transmitido por inoculacién mecanica, semilla 6 polen, pero si transmitido por injerto
(Davidson, 1973).

Sus particulas son isométricas de 24 nm de didmetro y perfil angular (Agrios,
1996). Cada particula contiene 30% de &cidos nucleicos 70% de proteina y 0% de
lipidos. El genoma consiste de ARN de cadena sencilla, lineal, unipartita (Mayo y
Martelli, 1993).

4.1.2. Virus Y de la papa (PVY) Potyvirus
Fue reportado por primera vez en Solanum tuberosum de Inglaterra, por Smith

(1931). Los diferentes aislamientos han sido agrupados en tres amplios grupos de
variantes: PVY®, PVY®y PVY".
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PVY® y PVY® generalmente causan necrosis en el follaje y moteado como
sintoma primario, mientras que PVYN causa s6lo mosaico o moteado. Los sintomas de
mosaico pueden enmascararse con temperaturas fuera del rango de 10 a 25 °C. No se
observan sintomas de PVY en los tubérculos; sin embargo, una variante del grupo
PVYN (llamada PVY”") que causa anillos necréticos en los tubérculos ha aparecido en
los ultimos afios en Europa (Kus, 1990). El mosaico rugoso fue un sintoma atribuido a la
infeccién simultdnea de papa con PVX y PVY, pero algunas variantes de PVY pueden
causar por si solas éste tipo de sintomas. Las pérdidas que ocasiona este virus van de
un 10% al 80% (Banttari et al., 1993).

PVY® se encuentra distribuido en gran parte del mundo; PVYN esta disperso en
Europa, incluyendo a Rusia, parte de Africa, E.U.A., Canada y Sur de América; PVY®
posiblemente estd presente en Australia, La India, algunas partes de Inglaterra y el
Continente Europeo (Brunt et a/., 1996).

Se transmite por vectores de la familia Aphididae, siendo Myzus persicae el mas
eficiente, también por Aphis fabae, Macrosiphum euphorbiae, Myzus (Nectarosiphon)
certus, Myzus (Phorodon) humali y Rhopalosiphum insertum, en forma no persistente.
Se transmite por inoculacién mecanica y por injerto (Kennedy et al., 1962).

Este virus presenta particulas filamentosas y usualmente flexuosas de 750 x 11
nm. La particula viral contiene 5.4-6.4% de &cido nucleico, 93.6-94.6% de proteina y
0% de lipidos. El genoma consiste de ARN de cadena sencilla, lineal, unipartita (Brunt
et al., 1996). .

4.1.3. Virus X de la papa (PVX) Potexvirus

Reportado en Solanum tuberosum de Inglaterra por Smith (1931). Este virus se
encuentra ampliamente distribuido en todo el mundo, aunque no reduce el rendimiento
demasiado, a menos que se presente junto con otros virus (Agrios, 1996), afecta en un
15% o mas (Banttari et al., 1993).

Los sintomas causados por PVX son variables. Pueden ser mosaico suave O
infeccién latente, mosaico severo, encrespamiento y aun rugosidad en las hojas (Agrios,

1996). Se transmite por contacto entre plantas y por inoculacién mecénica. La



transmisiéon por zoosporas de Synchytrium endobioticum ha sido mencionada, pero su
importancia en la epidemiologia del virus no ha sido determinada. En el Centro
Internacional de la Papa (CIP), sin embargo, frecuentemente se ha obtenido infeccion
de Nicotiana debneyi y N. benthamiana transplantadas a suelos de los Andes
infestados con S. endobioticum ( Salazar, 1995). No se transmite por semilla, tampoco
por polen.

La particula viral es alargada de 515 x 13 nm (Agrios, 1996) , el genoma consiste
de ARN, cadena sencilla, contiene 6% &cido nucleico, 94% de proteina y 0% de lipidos
(Brunt et al., 1996).

4.1.4. Virus M de la papa (PVM) Carlavirus

Fue reportado en Solanum tuberosum de los Estados Unidos de América. Es
comun en Europa del Este y Rusia, pero no en otras partes del mundo (Bawden et al.,
1950; Bagnall et al., 1959).

Los sintomas en el follaje varian desde latencia virtual hasta mosaico severo y
escrespamiento de las hojas. Deformacién de foliolos, enrollamiento del apice de la
planta y necrosis en los peciolos y tallos, pueden ser observados en algunos cultivares.
Mosaico enrollado de la papa y el “paraencrespamiento” (“paracrinkle”) de la papa son
nombres que se le ha dado a la enfermedad causada por este virus (Salazar, 1995).

La mayoria de los aislamientos son transmitidos por -afididos en forma no
persistente, Myzus persicae es el vector mas eficiente, pero también es transmitido por
Aphis frangulae, A. nasturtii y Macrosiphum euphorbiae, también se transmiten por
contacto entre plantas, por inoculacién mecéanica y por injerto. No se transmiten por
semilla y tampoco por polen (Brunt ef al., 1996).

La particula viral es filamentosa de 515 x 13 nm. El genoma consiste de ARN y
cada particula viral tiene 5.5% de acido nucleico (Mohamed et a/., 1980).



4.1.5. Virus A de la papa (PVA) Potyvirus

Reportado por vez primera en Solanum tuberosum por Murphy y Mackay (1932).
Se encuentra ampliamente diseminado y muestra relaciones seroldgicas débiles con
PVY. Comunmente PVA induce mosaicos suaves en la papa, pero en algunos cultivares
puede observarse cierto grado de encrespamiento y rugosidad de las hojas. Es comun
en Europa y Norteamérica (Hooker, 1981).

Este virus es transmitido por vectores de la familia Aphididae; Aphis frangulae, A.
nasturtii, Myzus persicae, en forma no persistente y por inoculacién mecéanica. No se
transmite por semilla.

La particula viral es filamentosa usualmente flexuosa de 730 x 11 nm. El genoma
consiste de ARN de cadena sencilla.

Los hospederos susceptibles para su diagnéstico son: Nicotiana tabacum cv.
Samsun, N. tabacum cv. White Burley, Nicandra physaloides, Lycopersicon
pimpinellifolium, Solanum demissum (Brunt et a/., 1996).

4.1.6. Virus latente andino de la papa (APLV) Tymovirus

Es comun en la region andina, se identificé en Solanum tuberosum. Se distribuye
en el Centro y Sur de América; Bolivia, Chile, Colombia, Ecuador y Peru (Gibbs et al.,
1966).

El virus es transmitido por inoculacion mecanica, injerto, contacto entre plantas,
semilla botanica y por un vector; (Epitrix sp., Orden:Coleoptera) en forma no persistente
(Jones y Fribourg,1977).

Los sintomas causados en la papa, dependen del cultivar y de las condiciones
ambientales. Los sintomas y la multiplicacién del virus son favorecidos por condiciones
frias. Los sintomas de infeccion primaria usualmente son latentes, pero ocasionalmente
pueden producir mosaico suave o clorosis de las venas menores. Las plantas con
infeccién secundaria generalmente muestran mosaicos suaves y a veces rugosidad de
las hojas.
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La particula viral es isométrica de 30 nm de diametro. El genoma contiene ARN
de cadena sencilla, cada particula viral contiene 36% de &cido nucleico y 64% de
proteina (Fribourg et al., 1977).

4.1.7. Virus moteado andino de la papa (APMV) Comovirus

El primer reporte fué realizado en materiales de Solanum tuberosum proveniente
de La Molina, Peru por Fribourg et al. (1975).

Se encuentra disperso en el Sur y Centro de América; Brazil, Chile, Ecuador y
Perd (Brunt ef al., 1996).

Los sintomas causados son moteados de intensidad variable, rugosidad y
deformaciones de hojas en infeccion primaria o secundaria. Detencién del crecimiento
de las plantas y emergencia retardada de los tubérculos infectados pueden presentarse
en cultivares sensibles (Salazar, 1995).

El virus es transmitido por contacto, inoculacién mecanica, injerto y no se
transmite por semilla (Brunt et a/., 1996). Salazar, 1995, menciondé que el virus €s
transmitido por un insecto masticador (Diabrotica sp.) en experimentos de invernadero.

El genoma consiste de ARN de cadena sencilla y la particula viral es isométrica
de 28 nm de diametro (Salazar y Harrison, 1978a).

4.1.8. Virus S de la papa (PVS) Carlavirus

Se identificd a este virus en Solanum tuberosum en Holanda y se encuentra
ampliamente diseminado (Smith, 1972).

Los sintomas generalmente son indistinguiblés: depresion ligera de las venas,
bronceado de las hojas y un tipo de crecimiento abierto pueden observarse cuando las
variantes que atacan a las plantas son mas severas. Manchado necrético o estriado ha
sido observado en algunos cultivares. Dos grupos de variantes principales pueden ser
reconocidos en la papa. La diferencia principal entre los dos es la infeccién sistémica
causada en Chenopodium amaranticolor y C. quinoa por las variantes andinas
(Hinostroza, 1973). Algunas variantes del virus son transmitidas por Myzus persicae
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(Familia Aphididae) en forma no persistente (Salazar, 1995), por inoculacién mecéanica y
no se transmiten por semilla (Wetter,1971). La particula es filamentosa de 650 x 12 nm
(Brunt et al., 1996).

4.1.9. Virus T de la papa (PVT) Trichovirus

Se identificd en Solanum tuberosum de Perd, por Salazar y Harrison en 1977.

Se ha mencionado a este virus s6lo en Peru y Bolivia. Por ser transmitido por la
semilla botanica en alta proporcién, podria tener una distribucién mas amplia. Es
faciimente transmitido a la papa por inoculacién de savia y no es transmisible por
contacto entre plantas (Jones, 1982).

Causa sintomas muy ligeros (moteado) o es latente en papa. Solo necrosis Yy
manchas cloréticas fueron observadas en plantas del cv. King Edward que fueron
inoculadas mecéanicamente (Salazar y Harrison, 1978b). Sin embargo, Abad (1979)
detect6 el virus en plantas que mostraban sintomas de amarillamiento en porciones de
las venas.

El virus es filamentoso de 637 x 12 nm. El genoma consiste de ARN de cadena
sencilla. Cada particula viral contiene 95% de &cido nucleico y 5% de proteina (Salazar
y Harrison, 1978b).

4.1.10. Virus del mosaico aucuba de la papa (PAMV) Potexvirus

Este virus fue reportado en Solanum tuberosum de Inglaterra y Holanda. Se
distribuye probablemente en gran parte del mundo.

Se transmite por Myzus persicae (Familia: Aphididae) de manera no persistente y
por inoculacion mecanica (Kassanis, 1961).

El virus induce manchas amarillas brillantes en el follaje, deformacion o detencion
del crecimiento sin manchas amarillas, mosaico y necrosis apical, asi como también
necrosis y deformacién de los tubérculos (Munro, 1960; Hooker, 1981).
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El genoma consiste de ARN cadena sencilla. La particula viral es filamentosa de
580 x 11nm. Contiene 5% de acido nucleico, 95% de proteina y 0% de lipidos (Brunt et
al., 1996).

4.1.11. Virus mop-top de la papa (PMTV) Furovirus

Se encuentra comunmente en la regidén andina, pero también en Europa (Salazar
y Jones, 1975).

Los sintomas causados en el follaje pueden ser de tres tipos segun el cultivar y
las condiciones ambientales (Harrison y Jones, 1970).

1. Marcas amarillas brillantes consideradas del tipo célico. Pueden ser manchas,
anillos o figuras en forma de V. Un bandeado amarillo ancho de las venas se ha
observado en algunos cultivares nativos de Peru (e.g. Huayro).

2. Figuras menos brillantes en forma de V 6 moteado ligero, usualmente en las hojas
superiores.

3. Detencion del crecimiento de los tallos y acortamiento de los entrenudos (“mop-top”),
de donde se deriva al nombre del virus. Tubérculos con infeccidn primaria a veces
no muestran sintomas o pueden reaccionar con anillos o arcos necréticos en la
superficie. Tubérculos con infeccién secundaria pueden mostrar deformaciones,

rajaduras superficiales o arcos necréticos alrededor de la insercién del estolon.

Es transmitido por las zoosporas del hongo Spongospora subterranea y sobrevive
en las esporas de descanso del hongo por varios afos, se transmite por inoculacion
mecanica e injerto (Jones y Harrison, 1969).

Las particulas virales son en forma de bastdn, con un claro nucleo central, y algunas
variantes muestran desarreglo de la porcion terminal de la hélice proteica. Estas
particulas tienen una longitud variable, pero se agrupan entre 250-300 x 18-20 nm Yy
100-250 x 18-20 nm (Salazar y Jones, 1975).
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4.1.12. Virus de la mancha anillada negra de la papa (PBRV) Nepovirus

El virus es reportado en Solanum tuberosum spp. tuberosum x Solanum tuberosum
spp. andigena de Huasa Huasi en Perd, por Salazar y Harrison (1977).

Es conocido como el virus de la mancha anillada negra de la papa; el cual causa
anillos necréticos como sintomas primarios o secundarios. Ha sido detectado en los
Andes de Peru (Salazar, 1995).

Es transmitido por inoculacién mecénica, no se transmite por injerto, por contacto
entre plantas y tampoco por semilla (Brunt ef al., 1996).

La particula viral es isométrica de 25 nm de diametro. El genoma consiste de ARN

de cadena sencilla (Salazar y Harrison, 1978a).
4.2. Otros virus

Recientemente Daniels et a/. (1995) ha mencionado un Carlavirus en papa en Brasil,
aparentemente distinto a PVS y PVM y lo denominé PVP.

Un virus que se parece a AIMV en rango de hospedantes, tamafio y forma de
particulas ha sido mencionado recientemente y llamado virus del amarillamiento de la
papa (PYV). PYV no esté relacionado seroldgicamente con AIMV. A diferencia de AIMV,
PYV causa necrosis de la semilla botanica de papa y de Physalis floridana y también es
transmitido en bajo porcentaje por semillas sin necrosis. PYV ha sido encontrado
altamente diseminado en Perl y ha sido detectado serolégicamente en Bolivia y Chile
(Fuentes y Jayasinghe, 1993).

El virus V de la papa (PVV) (Fribourg y Nakashima, 1984) es un nombre dado a un
grupo de potyviruses hallados en la papa, los cuales no estan serolégicamente
relacionados con la mayoria de las variantes de PVY, pero estéan relacionados
cercanamente con PVY®. Fernandez-Northcote (1986) hizo una comparacion biologica y
serologica de variantes de PVY, PVV y el virus peruano del tomate (PTV) y hallé que
PVV inducia sintomas en Nicotiana debney y Solanum demissum “A” que se parecian a
los producidos por PTV, pero que eran diferentes de los de PVY. En ELISA y con latex,
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PVV no reaccioné con PVY, pero reacciond débilmente con PTV. Por eso se considera
una variante de PTV de papa.

Hooker y Salazar (1983) descubrieron un virus que pertenece al grupo de los
Geminivirus, llamado virus de la hoja apical crespa de Solanum (SALCV). Tiene
particulas caracteristicamente trisegmentadas y el vector es desconocido. El virus ha
sido hallado sélo en la selva del Peru. En San Ramoén, Junin, 12% de las plantas
indexadas se hallaron infectadas con SALCV. Sus sintomas asemejan aquellos de
severa infecciéon primaria con PLRV o aquellos de amarillamientos del aster o
enfermedades causadas por fitoplasmas.

Un posible miembro de los Tymovirus, codificado SB-23, ha sido aislado en el CIP
recientemente de algunos cultivares de papa de México. Los sintomas son mosaicos
suaves que son mas evidentes unos cuantos dias después de la infecciéon, pero
conforme las plantas crecen estos desaparecen. SB-23 parece ser una variante del
virus del mosaico de “Sowbane” desde que reacciona serolégicamente con antisuero
para ese virus y algunos cultivares de papa, entre los cuales el cultivar mexicano
Puebla es mas susceptible (Salazar, 1995).

Un virus llamado 14R, con propiedades de los tobamovirus, es aislado del cv.nativo
Aleli en los Andes peruanos, pero hasta el momento no se ha podido infectar
artificialmente otro cultivar de papa con el virus. El virus fue aislado de plantas que
mostraban un mosaico brillante, pero estas plantas estaban también infectadas con
PVX. El 14R no esta serolégicamente relacionado con dos variantes de TMV ni con
TRV o con PMTV (Salazar, 1977).

4.2.1. Viroides

Los viroides son elementos patogénicos de acido nucleico de peso molecular
relativamente bajo (1.1 a 1.3 x 10° daltons). Consisten de una molécula circular de
ARN unida covalentemente en sus extremos, carece de capside proteica y €S
autorreplicable (Diener, 1979). Desde 1971 a 1996 se han descubierto 13 viroides, de
los cuales la mayoria son patégenos importantes de plantas vegetales. En la papa s€
mencionan dos: el viroide tubérculo fusiforme de la papa (PSTVd) y el viroide de la
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papita mexicana (ViPM) (Galindo, 1987; Matthews, 1991; Martinez, 1996). La
enfermedad causada por PSTVd ha sido conocida también como tubérculo ahusado,
enanismo encrespado no moteado y papa goética (Salazar, 1989). Este viroide es una
molécula de ARN circular de 359 nuclebtidos que tienen alto grado de
complementariedad intramolecular (Gross et al., 1978).

Recientemente, PSTVd ha sido hallado en aguacates (Persea americana L.) en Peru
(Querci ef al., 1995).

Los sintomas en el follaje de la papa son dificiles de reconocer. Las plantas que
crecen bajo condiciones optimas para multiplicacion del viroide o que han sido
infectadas por varias generaciones son muy pequefias, con un crecimiento erecto. La
reduccion del tamafo de las hojas y la coloracién grisacea del follaje han sido
observadas en varios cultivares. Los tubérculos pueden ser ahusados y pequefios y
pueden mostrar rajaduras, una disminucién en la profundidad de los “ojos” y un
incremento en el numero de “ojos” por tubérculo también son muy caracteristicos.

PSTVd es transmitido por contacto, inoculacion de savia e implementos Y
maquinaria agricola contaminados. La transmisidn a través de semilla de papa y tomate
es bien conocida. Hunter ef al. (1969) mencionaron un 100% de transmision por semilla
en cvs. Katahdin y Sebago, cuando ambos padres estaban infectados. En experimentos
realizados en el CIP, Salazar et al. (1995) determinaron casi 100% de transmisién de
PSTVd por el &fido Myzus persicae cuando el viroide fue adquirido de plantas de papa
que también estaban infectadas con PLRV.

El viroide es considerado de alta importancia y es un problema para programas de
mejoramiento y propagacion de nucleos de semilla de papa. Bajo condiciones de
campo, PSTVd puede reducir los rendimientos en forma dramatica. En China una
reduccion en rendimiento de hasta 80% en algunos cultivares fue atribuida a PSTVd
(Salazar, 1995).

4.2.2. Fitoplasmas

Los fitoplasmas son organismos patégenos del tejido del floema, son pleomérficos,

sin pared celular, y estan rodeados de una membrana trilaminar. Su diametro varia
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mucho; cuerpos que miden 50 a mas de 1,000 nm se han encontrado en la mayoria de
las enfermedades de este tipo (Hooker, 1981). Son transmitidos por insectos y se
reproducen por fisién binaria (Doi et al., 1967). En la papa se han mencionado varias

enfermedades producidas por fitoplasmas (Cuadro 3).

Cuadro 3. Caracteristicas comparativas de enfermedades causadas por fitoplasmas en

la papa (Salazar, 1995).

Enfermedad Pérdida de Vector principal Transmisién por
Rendimiento (%) Tubérculo (%
PTR 50-75 Alebroides dravidanus 20-70

Orosius albicinctus
Seriana equata

PTW <10 Macrosteles fascifrons 3-8
Elymana virescence
MF 50 -90 O. albicinctus 0-65
S. equata
15-50 A. dravidanus 50 -100
WB O. albicinctus
Ophiola flavopicta
hasta 65 0 50 - 100
PP 10-80 Hyalesthes obsoletus _
Stolbur Aphrodes bicinctus

Euscelis plebejus

®_ =datos no disponibles.

®PTR: enrrollamiento purpura del apice; PTW: marchitez de la punta morada; WB: escoba de brujas; PP:

filodia de la papa; MF: flavescencia marginal.

- Enrollamiento purpura del apice (PTR); causa enrollamiento de la parte basal de los
foliolos de las hojas jévenes del brote. Los tubérculos de plantas afectadas son

pequenos y producen brotes ahilados (Khurana et al., 1988)

- Marchitez de la punta morada (PTW); origina brotes erectos y las hojas se enrollan
hacia arriba con el progreso de la enfermedad. Pigmentacion purpura se produce en
la base de los foliolos y los tallos se marchitan debido a necrosis del floema interno
de los tallos. Plantas jovenes afectadas producen tubérculos aéreos Yy
engrosamiento de los nudos del tallo. Los tubérculos pueden llegar a ser flacidos y

producen brotes aislados cuando se rompe la dormancia (Valenta et al., 1961).
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- Escoba de brujas (WB); produce una detencién severa del crecimiento de las
plantas debido al acortamiento de entrenudos y también induce clorosis marginal de
los foliolos. Las plantas no producen tubérculos o sélo algunos pequefios con brotes
ahilados (Salazar, 1995).

- Filodia de la papa (PP); causa achatamiento de los tallos y el desarrollo de hojas
cloréticas con foliolos pequefios. Flores con filodia pueden proliferar y producir
brotes vegetativos. También se pueden producir tubérculos aéreos (Khurana et al,
1988).

- “Stolbur’; plantas infectadas muestran clorosis y enrollamiento de los foliolos tipo
cuchara. Las plantas generalmente se secan y marchitan. Los tubérculos son

blandos y pueden desarrollar brotes delgados y ahilados (Valenta et al., 1961).
4.3. Métodos de diagnéstico

El manejo en general de las enfermedades consiste principalmente en evitar su
establecimiento, desarrollo y diseminacién. La prevencion incluye diversas medidas, en
el caso de virus, la produccién de semilla libre de virus es la mas importante. Sin
embargo, la sanidad de la semilla estara directamente relacionada con la deteccion y
eliminacion oportuna de las infecciones virales.

Los métodos de diagndstico fueron reconocidos como el instrumento basico en el
desarrollo de la virologia como disciplina, porque la exactitud de los estudios dependia
directamente de la sensibilidad de estas técnicas (Barnes, 1994).

Varios métodos han sido desarrollados a través de los afios. Barker et al. (1993)
mencionan que pueden ser divididos en general en dos grupos: a) los que dependen de
la proteina del capside y b) los que dependen del acido nucléico viral.
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4.3.1. Plantas indicadoras

La deteccién de virus por plantas indicadoras es una de las pruebas mas
comunes en el diagndstico de los virus en la papa y otros cultivos. Los mejores
ejemplos son la deteccién de PVX con Gomphrena globosa y PVY con el clon de papa
AB. En este caso, las muestras infectadas se diluyen en una solucién amortiguadora, y
posteriormente son inoculadas mecanicamente en las hojas de la planta indicadora. La
reaccion de estas plantas segun el virus presente induce lesiones locales o sistémicas,
los resultados se obtienen entre cuatro y ocho dias después de la inoculacién.

Varios factores afectan la produccidon de lesiones locales. Puede existir
diferencias en susceptibilidad entre plantas, debido a variaciones genéticas y a las
condiciones con dosis altas de nitrégeno puede a veces producir mas lesiones locales,
aunque las plantas con una nutricién balanceada crecen mejor.

Para detectar virus transmitidos por inoculacién de savia, practicamente cualquier
parte de la planta de papa puede ser usada como fuente de indculo. Sin embargo,

comunmente se usan hojas o brotes de tubérculos (De Bokx, 1972).
4.3.2. Microscopia electrénica

La importancia de la microscopia electronica en la deteccidén de virus ha sido
mencionada por muchos, Roberts (1986) indico: “La microscopia electrénica tiene dos
grandes ventajas, la rapidez con la cual se puede obtener los resultados y la evidencia
visual convincente, si no inequivoca’.

No existe una regla general para seleccionar el tejido de la planta para
observacion. Para los virus que se presentan en alta concentracién y estan distribuidos
uniformemente en la planta, se utilizan las hojas. Para los virus que no se distribuyen
uniformemente en la planta o cuya distribucion es desconocida, se debe examinar
muestras de diferentes partes y alturas en la planta.

Las soluciones contrastantes mas empleadas son las de fosfotungstato de sodio
(1-2%) a pH entre 3.5 y 7, molibdato de amonio a pH entre 3.5 y 8, acetato de uranilo a
pH 3.7 y, ocasionalmente, formato de uranilo_preparado como describieron Barnett y
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Murant (1970). Usualmente se coloca una gota de la muestra en la rejilla, se quita el
exceso ligeramente con un pedazo de papel filtro y luego se deposita una gota de la
solucién contrastante. Después de volver a quitar el exceso y dejar por un tiempo a
temperatura ambiente para que se sequen , la muestra esta lista para su observacion al
microscopio electrénico (ME) (Milne, 1988).

4.3.2.1. Microscopia electrénica de inmunoabsorcién (ISEM)

La técnica de ISEM consiste en atrapar particulas virales en rejillas que han sido
previamente cubiertas con anticuerpos especificos para un virus y su posterior
observacion al ME. Se recomienda emplear antisueros diluidos 1:1,000 porque
concentraciones mas altas de anticuerpos pueden inhibir la reaccién (Roberts, 1986).El
antisuero se incuba en la rejilla por una hora, aunque tiempos mas cortos han dado
resultados satisfactorios (Milne y Lessemann, 1984).

ISEM es mas sensible y produce campos mas claros que la observacion directa
de extractos de plantas porque la capa de anticuerpos que recubre la rejilla impide la
adherencia de componentes indeseables (Torrance y Jones, 1981).

4.3.3. Hibridacién de acidos nucléicos fijados (NASH)

Fue desarrollado por Owens y Diener (1981) para detectar PSTVd. También
varios autores han informado sobre la aplicacién de NASH para la deteccion de virus.
(Maule et al., 1983; Baulcombe et al., 1984)

La técnica se lleva a cabo adhiriendo los acidos nucléicos (por ejemplo, extractos
de plantas que contienen virus o viroides) a un filtro de nitrocelulosa y luego incubando
este filtro con una solucién de la sonda. La sonda es un ADN o ARN complementario
marcado, preparado de acido nucléico viral o de viroides por sintesis directa o por
métodos de ADN recombinante. Después de la hibridacion con la sonda, los hibridos
que se hayan formado entre el acido nucléico absorbido en el filtro y la sonda son
detectados por autorradiografia (con sondas marcadas con un marcador radioactivo) 0

con un sustrato enzimatico (con sondas no radioactivas) (Miller y Martin, 1988).
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NASH ha demostrado varias ventajas para la deteccién de PSTVd, aunque
todavia es posible mejorar la técnica especialmente en cuanto al tipo de marcador para
la sonda. Con el uso de sondas de ARN, los procedimientos de NASH pueden detectar
hasta 0.33 pg de viroide (Salazar et al., 1988 y Chet, 1994).

4.3.4. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Kary Mullis y colaboradores desarrollaron la PCR como un proceso que puede
ser utilizado para generar gran cantidad de copias a partir de ADN genémico (Ausubel
etal., 1992).

Este método estéd basado en la sintesis especifica de secuencias de ADN,
gracias a la enzima polimerasa, las cuales estan localizadas entre dos iniciadores de
secuencia conocida y complementarios a una regidn del &cido nucléico de interés (Saiki
et al., 1985; Querci, 1993). Los iniciadores son sintetizados con una estructura
determinada de tal manera que se orienten en el ADN a ser amplificado y que la
sintesis por la polimerasa proceda a través de la regién entre los iniciadores.

En la aplicacién de este método el ADN se calienta alrededor de 95 °C para
separar las hebras en presencia de los iniciadores. Cuando la temperatura se reduce a
una temperatura apropiada (generalmente entre 36 y 60 °C), los iniciadores hibridizan
con el ADN en la regién de complementariedad. Luego, la polimerasa extiende los
iniciadores para copiar el ADN y ciclos sucesivos que comprenden la desnaturalizacion
del ADN molde, la hibridacién de los iniciadores y su extension por la polimerasa. Esto
da lugar a la acumulacién exponencial de una regién especifica cuyos terminales estan
definidos por los terminales 5' de los iniciadores (Querci, 1993).

El uso de una enzima termoestable extraida de la bacteria Thermus aquaticus
(Taq) en lugar de una enzima termolébil (fragmento klenow de la polimerasa | de ADN)
ha simplificado mucho el proceso (Saiki et al., 1988). La combinacién de transcripcion
reversa con PCR hace posible la amplificacién de ARN viral, el cual generaimente sé
presenta en baja concentracidn en los tejidos del hospedante.
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PCR es muy sensible. Con la disponibilidad de equipos automaticos en la
actualidad, puede llegar a ser la técnica de mayor uso para la deteccién de patégenos
(Beck y Ligon, 1995).

4.4. Métodos serologicos para la deteccion de virus

Los principios inmunoldgicos han tenido una importancia considerable en el
desarrollo de la virologia de plantas. La interaccién entre un antigeno y su anticuerpo
especifico es la base para las pruebas serologicas. Esta interaccion puede ser
demostrada de diferentes maneras a las cuales se denominan técnicas o pruebas
serolégicas (Miller y Martin, 1988; Clark, 1981).

4.4.1. Microprecipitacién

Consiste en mezclar una gota de antisuero (anticuerpo) diluido en solucion salina
con una gota de la savia extraida de la planta enferma (antigeno). La agregacion de las
particulas del virus con el anticuerpo produce la precipitacién, observandose al
microscopio de luz (Cardenas, 1992).

4.4.2. Floculacion de latex sensibilizado

En esta técnica los anticuerpos o el antigeno pueden ser adsorbidos a particulas
de mayor tamafio, tales como latex, bentonita o glébulos rojos de la sangre. De esta
manera, cuando se mezclan ambos reactantes, como en el caso de la
microprecipitacién, la combinacion antigeno-anticuerpo se magnifica, facilitando su
observacién. Esta técnica ha demostrado ser entre 16 y 1,024 veces mas sensible que
la microprecipitacién (Fribourg y Nakasima, 1980).
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4.4.3. Prueba de doble difusion

El antisuero y el antigeno estan separados por un gel que constituye el area de
reaccion. Ambos se colocan en orificios hechos en el gel, se difundiran y formaran una
zona de precipitacion, donde ambos se encuentren en proporciones optimas. El modelo
formado por la combinacion de lineas de precipitacion de los orificios adyacentes con
antigenos puede proporcionar evidencia acerca del tipo y grado de relacién entre
ambos antigenos (Avila et al., 1984).

La difusién en gel puede hacerse en placas Petri de plastico con agar (agarosa,
lonagar, etc.) de 0.7 a 1% que contienen 0.2% de azida de sodio como preservativo.
Los orificios se cortan con un sacabocado no.2 y el agar se retira por succiéon. Es
preferible colocar el antisuero en el orificio central para ahorrar reactivo. La lectura debe

hacerse diariamente sobre un fondo oscuro y luz indirecta (Salazar, 1995).
4.4.4. Ensayo de inmunoabsorcién con conjugados enzimaticos (ELISA)

El uso de métodos seroldgicos de amplificacion con enzimas, es hoy en dia la
técnica preferida para la deteccidén de virus, habiendo reemplazado en casi todos los
programas en el mundo a la microprecipitacion, la aglutinacién de cloroplastos, la
difusidn en gel y aun la técnica de latex (Chet, 1994; Miller y Martin, 1988 y Landegren
et al.,1988). |

ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) fue desarrollada por Engvall y
Perlmann (1971). Fue empleada primero para detectar anticuerpos contra
enfermedades infecciosas en humanos y animales (Voller et al., 1974). Su uso para la
deteccién de virus de plantas fue descrito por Volier et al. (1976) y Clark y Adams
(1977).

ELISA se basa en la produccion de un conjugado anticuerpo-enzima en el cual
ambas moléculas retienen sus propiedades individuales. El anticuerpo se adhiere al

antigeno mientras que la enzima detecta y amplifica tal reaccion.
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Varios tipos de ELISA han sido descritos y se aplican de acuerdo con las
necesidades de la investigacién (Figura 1, Sanchez-Vizcaino y Cambra, 1981). El tipo
mas comunmente usado es el de sandwich de doble anticuerpo (DAS).

4.4.4.1. ELISA de doble anticuerpo (DAS-ELISA)

Se realiza en placas de microtitulacion, la prueba consiste en cuatro pasos
(Sanchez- Vizcaino y Cambra, 1981).

1. Recubrimiento de las placas

Las placas se recubren con anticuerpos especificos para el virus (IgG) diluidos en
amortiguador de carbonato a pH 9.6 (1.59 g de Na,CO3 y 2.93 g de Na,HCOz en un litro
de agua destilada). Pueden afadirse entre 200 y 300 pl a cada orificio de la placa y
después de sellar la placa, se incuba por 2 a4 ha 27 °C.

Después de la incubacion, se lavan las placas 3 veces por 5 min. Con PBS-Tween
(3 g de NaCl, 0.2 g de KH,PO4, 2.9 g de NaH,PO4 y 0.2 g de KCI en un litro de agua
destilada, pH 7.2, mas 0.5 ml de Tween-20).

2. Preparacion de las muestras y adicion a la placa

La extraccion de las muestras se puede realizar de varias formas. La solucion de
extraccion usualmente es PBS. a la cual se le agrega 2% de polivinilpirrolidona (PVP) y
1% de albuimina de huevo. Entre 200 y 250 ul de extracto de las muestras se afiaden a

cada orificio. Las placas se incuban por 2 a 3 h a 32-37 °C, o toda la noche a 4 °C.

3. Adicién del conjugado enzimatico

Después de lavar la placa como se indicoé en el paso 1, se afiade el conjugado
adecuadamente diluido en PBS-Tween-PVP-albimina de huevo. Entre 250 y 300 ul de
conjugado se afiaden a cada orificio de la placa, que posteriormente se incuba por 3 a 4
ha 37 °C.
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4. Adicion del conjugado enzimatico

Después de lavar la placa como se indicd en el paso 1, se anade el conjugado
adecuadamente diluido en PBS-Tween-PVP-albumina de huevo. Entre 250 y 300 ul de
conjugado se afnaden a cada orifici_o de la placa, que posteriormente se incuba por 3 a 4
ha37°C.

5. Desarrollo de la reaccion

Después de lavar la placa como se indico anteriormente, se agregan 300 ul de una
solucion de sustrato. El sustrato a usarse dependra de la enzima que ha sido conjugada
con el anticuerpo. Generalmente se usa la enzima fosfatasa alcalina, cuyo sustrato es
p-nitrofenil fosfato.

La concentracién del sustrato es entre 0.6 y 0.8 mg ml" en dietanolamina 1M
ajustada a pH 9.8 con HCI Otras combinaciones enzima-sustrato empleadas
comunmente son: peroxidasa-ortofenildiamina o penicilinasa-penicilina.

La reaccion puede ser observada visualmente o cuantificada por lectura en un
colorimetro o espectrofotémetro. Las muestras positivas usualmente son consideradas
aquéllas cuya absorbencia sea superior en 0.05 al promedio de las lecturas de las

muestras sanas usadas como control.
4.4.4.2. ELISA en membranas de nitrocelulosa (NCM-ELISA)

El protocolo de NCM-ELISA mas usado en la actualidad en papa es el descrito por
Lizérraga y Fernandez-Northcote (1989). Los nombres de NC-ELISA, dot-ELISA 6
DIBA-ELISA han sido usados para describir la misma técnica.

NCM-ELISA es un método indirecto para la deteccion de virus de plantas se requiere
fijar al virus que se va a detectar en un filtro de nitrocelulosa y unir los anticuerpos
especificos con el virus. En un paso posterior hay que determinar la presencia del
complejo virus-anticuerpo con anticuerpos contra los anticuerpos especificos del virus
que han sido marcados con una enzima con sus sustrato en condiciones ideales.
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Figura 1. Diagramas comparativos de los diferentes pasos en tres tipos de ELISA-DAS
(“sandwich de doble anticuerpo”). La técnica indirecta se realiza en placas de
microtitulacién mientras que NCM se realiza usando como soporte membranas de
nitrocelulosa (Sanchez-Vizcaino y Cambra, 1981).



4.5. Norma fitosanitaria

En la presente década se han publicado diferentes normas fitosanitarias para cada
cultivo que establecen la cuarentena exterior para prevenir la introduccién de patdgenos

inexistentes en el pais.

Tal es el caso de la Norma Oficial Mexicana NOM-012-FITO-1996, por la que se
establece la cuarentena exterior para prevenir la introduccién de plagas de la papa.

En el Cuadro 4, se indican principalmente los virus que se encuentran
cuarentenados en México. Es de notarse la ausencia de estos agentes patogenos del
Cuadro 4 en papa en el pais, en funcién del listado del Cuadro 2, de ahi su inclusion en

la cuarentena.

Cuadro 4. Virus cuarentenados (NOM-012-FITO-1996).

Nombre Comun Nombre cientifico / técnico

Virosis virus estriado del tabaco
Virosis Tobacco necrosis virus

virus de la necrosis del tabaco
Virosis Andean potato latent virus

virus latente andino de la papa
Virosis Andean potato mottie virus

virus moteado andino de la papa
Virosis Potato deforming mosaic virus

mosaico deformante de la papa
Viroide Potato spindle tuber viroid

viroide del tubérculo fusiforme de la papa
Fitoplasma stolbur de la papa
Virosis Potato virus T

virus T de la papa
Virosis Potato yellow dwarf virus

virus del enanismo amarillo de la papa
Virosis Potato yellow vein virus

virus de la vena amarilla
Virosis Potato black rinspot Nepovirus

virus rayado andino célico de la papa
Virosis pea streack virus, alfalfa enation strain

virus del enanismo rayado de la alfalfa
Virosis Tomato black ring virus

virus anillo negro del tomate
Virosis Tomato spotted will virus

virus marchitez manchada del tomate
Virosis Potato virus Y strain (C)

virus Y de la papa raza clorética
Virosis Potato virus Y strain (N)

Virus Y de la papa, raza necrética
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4.5.1. Aplicacién de la Norma Oficial

Como ejemplo, se incluye solo la descripcién de los requisitos mexicanos para
material vegetal proveniente de Estados Unidos, por ser este el pais de donde procede

la mayoria de los clones incluidos en el presente trabajo.

“Requisitos fitosanitarios especiales para la importacion de vegetales, minitubérculos de
papa y plantulas in vitro de papa (Solanum tuberosum), procedentes de los Estados Unidos de
América.

Se requiere preinscripcién del material en origen debido a la presencia de las siguientes
plagas que son consideradas como de alto riesgo para México:

Minitubérculos de papa : Corynebactenum sepedonicum, Pseudomonas solanacearum,
Synchytrium endobioticum, Potato spindle tuber viroid, Yellow dwarf virus, Potato mop-top viru§,
Alfalfa mosaic virus, Tobaco rattle virus, debe haberse producido en terrenos libres y sin
antecedentes de Meloidogyne chitwoodi, Globodera rostochiensisy G. pallida.

Plantulas in vitro de papa: virus cascabelero del tabaco, virus M de la papa, viru§ Y
necrético, viroide del tubérculo fusiforme de la papa, Erwinia chysanthemi, Corynebactenum
sepedonicum.

Los inspectores acreditados por la Direccién General de Sanidad Vegetal (DGSV), que
realicen la visita de preinspeccion certificardn que las plantas fueron producidas en huertos
registrados ante el ministerio de agricultura; para las plantulas in vitro, que son manejados bajo
un sistema de certificacion serolégica de virus (indexacion por ELISA).

El importador y/o exportador debera sufragar los gastos de esta actividad.

Como resultado de la visita de pre-inspeccién, se otorgara o negara la autorizacién de
importacién en las oficinas de la DGSV en México. )
Nota: Para las plantulas in vitro de papa. Con base al acuerdo firmado por esta Direccion
General con PICTIPAPA, INIFAP y DGIFZ, el 15 de Noviembre de 1995. Se permite la
importacion de este producto sin preinspeccion en origen, el material puede ingresar a nuestro
pais bajo el procedimiento de cuarentena custodia”.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1. Descripcion del area de estudio

La colecta del material vegetal se realizd en los lotes de evaluacién del Programa
Internacional Cooperativo del Tizén Tardio de la Papa (PICTIPAPA A.C.), localizado en
terrenos de la Secretaria de Desarrollo Agropecuario (SEDAGRO) del Estado de
México, en coparticipacion mediante convenios con el Instituto de Capacitacion del
ramo (ICAMEX) y el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y
Pecuarias (INIFAP), en el municipio de Metepec, México, a 10 km al Sureste de Toluca,
México y a 60 km al Poniente de la ciudad de México, en una latitud Norte de 19° 12’,
longitud Oeste de 99° 35’ y a una altitud de 2 602 msnm.

El clima se clasifica como C(W>) (W) b ('), templado humedo con lluvias en €l
verano y poca oscilacién térmica.

La temperatura minima es de 12°C y la maxima de 20°C en el verano, la
precipitacion anual es de 850 a 900 mm (Lozoya, 1996).

Durante el ciclo agricola del presente trabajo se presentaron las condiciones
meteoroldgicas incluidas en la Figura 1 del Apéndice Il (Cortesia del Dr. Niklaus
Grunwald, Universidad de Cornell, para PICTIPAPA, A.C.).

5.2. Practicas de cultivo
Datos proporcionados por el Ing. Alejandro Hernandez Vilchis (PICTIPAPA).

Diseno de la parcela

No se utilizé ningun tipo de disefio experimental, las repeticiones se realizaron en
base a la disponibilidad de la semilla-tubérculo. En el primer afio de evaluacion se
empled un tubérculo por clon, en el segundo y tercer afio de evaluacién se utilizaron

tres tubérculos por clon.
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Siembra
a) Se sembr6 en invernadero (semilla botanica y plantas in vitro), a partir del 17
de abril de 1998
b) El transplante del invernadero al campo se llevé a cabo del 19 al 24 de junio
de 1998.
c) La siembra de tubérculos directamente en el campo fue del 8 al 18 de junio de
1998.

Fertilizacidon
Se fertilizé toda la plantacion con N-P-K 100-250-150 kg ha'y Ca, S, Mgy B 30-
100-10-10 kg ha™.

Herbicidas
a) Para clones de transplante (semilla botanica y plantas in vitro) no se aplicd
ningun tipo de herbicida, se realizaron deshierbes.
b) Se aplicé Metribuzin 600 g ha™!, preemergente para semilla-tubérculo.

Pesticidas para la siembra
Captan y Benomil 2 kg ha™', Metasystox 1 L ha™' y Counter 15% 7 kg ha™'. Se
aplicaron al momento de la siembra.

Insecticidas
Lannate, Ambush, Folidol, Thiodan, Tamaron y Folimat. Se asperjo al follaje
semanalmente.

Fungicidas
a) Con el fin de evaluar la resistencia al tizén tardio no se aplicaron fungicidas.

Aporque
Se realizo el 17 de julio de 1998.
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Primera observacion del tizén tardio
El 15 de Julio de 1998.

Incidencia del tizén tardio
Se registraron lecturas semanales para determinar la incidencia del tizén tardio.

Lectura final de la infeccidn del tizén tardio
8 de Septiembre de 1998.

Eliminacion de las plantas, quema de follaje
A partir del 21 de Septiembre de 1998.

Fin de la cosecha
30 de Octubre de 1998.

5.3. Muestreo

El 9 de septiembre, es decir, aproximadamente dos meses y medio después de
la siembra, se colecté follaje de 352 clones que a esa fecha mostraban resistencia al
tizon tardio. Estos genotipos tenian de 1 a 4 afos de estarse exponiendo a la infeccion
natural del hongo en el campo. Algunos mostraban sintomas de virosis (Cuadro S ).
Posteriormente se trasladaron al laboratorio en bolsas de plastico y se conservaron a 4
°C hasta su maceracién y analisis. Después de la cosecha, se colectaron tubérculos
solo de las plantas seleccionadas para futuras evaluaciones y se conservaron a
temperatura ambiente, hasta su maceracion y andlisis para las virosis, que

generalmente fue inmediato.
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Cuadro 5. Numero de muestras colectadas para la deteccion de virus y su procedencia.

Anos de evaluacién Numero de Procedencia
en el campo para muestras
resistencia al tizén
tardio al verano
1998
1 25 Universidad de Wisconsin, E.U.A. (UW-USDA)
12 IPO/DLO, Holanda
16 Universidad del Estado de Washington E.U.A. (WSU-
USDA)
240 Universidad de Idaho, E.U. A. (UI-USDA)
8 Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM, MX)
10 Universidad Auténoma Chapingo (U.A.Ch.)
1 Holanda, Empresa Comercial
Subtotal 312
2 24 Universidad de Idaho, E.U. A. (UI-USDA)
7 Universidad de Wisconsin, E.U. A. (UW-USDA)
Subtotal 31
3 2 Polonia
3 Universidad de Idaho, E.U. A. (UI-USDA)
Subtotal 5
4 4 Universidad de Wisconsin, E.U.A. (UW-USDA)
Subtotal 4
Total o0d

5.4. Deteccidn de virus

5.4.1. ELISA

Se utilizé la metodologia desarrollada por Clark y Adams, 1977 y descrita en
México por Téliz y Mora, 1986, la cual se realiz6 en el Laboratorio de Virologia del

Departamente de Parasitologia Agricola en La Universidad Auténoma Chapingo. El

procedimiento se describe a continuacion.

1. A cada pozo de la placa, se le agregé 100 ul de anticuerpo diluido en

amortiguador de cobertura.

2. Seincubd 4 h a temperatura ambiente.

3. Se lavo la placa con amortiguador PBST de 5 a 8 veces.

4. Se sacudid la placa fuertemente sobre toallas de papel.
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5. Se maceraron las muestras con el amortiguador de extraccién en una
proporcién de 1:10 (p/v).

6. Se agregd 100 ul de la savia de cada muestra por pozo. Se incluyé 2
repeticiones por muestra, testigo negativo (planta sana), testigo positivo
(planta enferma) y otros testigos que consistieron solo de amortiguador de
extraccion.

7. Se incubd toda la noche a 4 °C.

8. Se lavé la placa con amortiguador PBST de 5 a 8 veces.

9. Se sacudio6 la placa fuertemente sobre toallas de papel.

10. Se agregaron 100 pl de conjugado por pozo diluido en amortiguador ECI 1x
(conjugado para fosfatasa alcalina)

11. Se incubd la placa 2 h a temperatura ambiente.

12. Se lavé la placa con amortiguador PBST de 5 a 8 veces.

13. Se sacudié la placa fuertemente sobre toallas de papel.

14. Se agregaron 100 pl de substrato (p.nitrofenil fosfato) por pozo diluido en una
proporcién de 0.5 mg mL™ de amortiguador PNP.

15. Se incubd la placa 30 min en la obscuridad.

16. Se paso la placa a un espectrofotémetro lector a 405 nm de longitud de onda.

17. Una muestra se considerd positiva si el valor obtenido en el
espectrofotémetro fue 3 veces mayor al valor del testigo (muestra de la planta
sana) y que exhibié un color amarillo no observado en los testigos negativos.

5.4.2. Amortiguadores
1. Amortiguador de cobertura

Se disolvié en 1000 mL de agua destilada:

Carbonato de sodio .............cccvveenne 1.59 g
Bicarbonato de sodio ......................... 293 ¢
Azida de sodio .......cccceeviieeeiiee, 02 g

Se ajusto el pH a 9.6 y se almacend a 4 °C.



2. Amortiguador PBST, de lavado

Se disolvié en 1000 mL de agua destilada:

Cloruro de sodio ...........c.ccceoeeeiieennnn 80. g
Fosfato de sodio dibasico ................. 115 g
Fosfato de potasio monobasico ....... 02 g
Cloruro de potasio .............cccc.ccoue.. 02 g
Tween-20 ........cooooiiiiiiiiiii 05 g

Se ajustbelpHa7.4

3. Amortiguador de extraccion

Se disolvié en 1000 mL de PBST:

Sulfito de sodio .............cooevieeeeenn 13 g
Polivinilpirrolidona pm 24-40,000.... 200 g
Azidade sodio............cooeeeeeeeeeee. 02 g
Albumina de huevo de pollo ............ 20 g
Tween-20 ........cccooviveeiiiiiieiie 200 g

Se ajustd el pH a 7.4 y se almaceno a 4°C

4. Amortiguador ECI

Se disolvié en 1000 mL de PBST:
Albumina de bovino .............ccccceeenn 20
Polivinilpirrolidona PM 24-40,000... 200 g
Azida de B80T ... wsssssens 0.2

Se almacené a4 °C

33
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5. Amortiguador PNP

Agua destilada ....................eecoe 800.0 mL
Cloruro de magnesio ...................... 01g
Azidade sodio ................ovvvveeeeennn. 02g
Dietanolamina ..................cceeeeeen. 97049

Se ajust6 el pH a 9.8 usando HCI concentrado y se ajusté el volumen final a 1000 mL
con agua destilada. Se almacend a 4 °C.

5.5. Antisueros utilizados

Se adquirieron con la empresa Agdia Inc. (30380 County Road 6 Elkhart, Indiana
46514 USA) y fueron contra los siguientes virus:

a) Virus X de la papa (PVX)

b) Virus Y de la papa (PVY)

c) Virus S de la papa (PVS)

d) Virus M de la papa (PVM)

e) Virus A de la papa (PVA)

f) Virus del enrollamiento de las hoja de la papa (PLRV)

g) Virus latente andino de la papa (APLV)

h) Virus mosaico aucuba de la papa (PAMV)
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1. Virus detectados

Se obtuvieron muestras positivas para los virus: PVX, PVY, PVS, PLRV y PAMV,
resultando muestras negativas para los virus PMV, PVA y APLV (Cuadro 6A, 6B, 6C y
6D).

De un total de 312 clones muestreados de primer afio, 62 resultaron positivos
para algun virus (20%). El PVX se detectd en 49 clones; PVY en cuatro, PVS en ocho,
PLRV y PAMV en tres clones cada uno. De estos, solo dos muestras de follaje tuvieron
mezclas de virus; la muestra 65 (clon 275182 10) con PVX-PVY, y la muestra 86 (cv.
Torridon) con PVS-PLRV (Cuadro 6A). La muestra 65 no presentd sintomas durante el
muestreo, curiosamente el mismo clon con sintomas solo presenté el PVX, no produjo
tubérculo por lo que no se selecciond, y solo se le hizo ELISA al follaje.

Seis muestras fueron positivas para el PVX y dos para el PVS tanto en follaje
como en tubérculo, mientras que en los tubérculos hubo 27 positivas para el PVX, una
para el PVY, seis para el PVS, dos para el PLRV y tres para el PAMV. Solo tres
muestras de tubérculo presentaron mezclas de virus: 57 y 59 con PVX-PAMV, y la 305
con PLRV-PAMV (Cuadro 6A).

Considerando que el muestreo de la parte aérea se hizo a casi tres meses de |2
siembra, hubo suficiente tiempo tanto para incidencias normales en las hojas como para
infecciones tardias de virus detectadas solo en el tubérculo.

Es importante notar que 24 materiales de este grupo resultaron con rendimientos
de tubérculo superiores a 1 kg/planta, por lo que la virosis no afectaron su produccion.

En clones de segundo ano, se detectaron nueve muestras con el PVX, una con
el PVS, una con mezcla de PLRV y PAMV, de 31 analizadas (35% infectadas). Dos
clones tuvieron el PVX tanto en follaje como en tubérculo (Cuadro 6B).

De los cinco clones de tercer afo, uno resultd positivo en follaje con mezcla del
PVX y PLRV (D8-399), otro con el PVS en el follaje (A9517-28), y uno mas con el PVS
en el tubérculo (D8-330) (Cuadro 6C). Es decir, un 60% de los clones resultdé con virus
(3deb).



36

Cuadro 6. Muestras positivas para virus de diverso afo de evaluacion en el campo para resistencia al tizén tardio en el
Valle de Toluca en 1998.

A. Clones evaluados por primera vez de un total de 312 muestreados.

Muestra Clon *Mejo | Institucion | ° %Infeccion | “Rend. 'dSe'ecciozf
rador foliar final | g/planta ot prgiipm“;z Ao |
38 95LB1-264 | H | UW-USDA 35 650 - v/
45 951.B2-44 H | UW-USDA 10 850 T+ v
| 48 95LB2-80 | H | UW-USDA 15 900 - v
*51 95LB2-82 H | UW-USDA 20 300 - v
55 95LB1-9 H [UW-USDA 25 600 - v
56 | SARQUIS-1 | S | UNAM-MX 30 1025 + v
57 [SARQUIS-2| S |UNAM-MX| 30 1050 + o
58 | SARQUIS-3| S |[UNAM-MX| 40 915 - v
59 | SARQUIS-4 | S | UNAM-MX 40 1095 + v
60 | SARQUIS-5| S | UNAM-MX 50 1000 + v
61 SARQUIS6 | S | UNAM-MX 50 942 5 + v oo
62 [ SARQUIS-7 | S [ UNAM-MX 20 1095 + s
63 |[SARQUIS-8| S | UNAM-MX 60 792.5 + - v
65 | 275182(10) | B [ UW-USDA 5 X x
~ *66_ | 275182(10) | B |UW-USDA| 5 X X
67 | 251740(PA)| B |UW-USDA| 10 X X
73 Victor B | UW-USDA 40 + - v
|74 W-2 W |HOLANDA 25 -1-1-1-1- - - + N
| 84 Kartel HOLANDA 15 ¢ -+ N v
| 85 Monserrate | CH | WSU-USDA 10 560 = mf sl sl allmle = |mlal=]= v
86 Torridon CH |WSU-USDA 15 1460 0N N A R =R (S I A [ (R T IR IR R (R v
93 | AWNB6514-2 | CH | WSU-USDA 10 1566 | - [+ [ -|-|-|-|-[-1-1-"{-1-1-"1-1-1- L
| 94 | 97HGS1-14 | CH | WSU-USDA 10 200 |- |-|-fJ-|-{+|-J]-]-]-f{-|-]=-]=1-/- v
*95 G6582-3 | CH |WSU-USDA 10 1280 | - | - |- |-+ |+ |-[-1-1-1-1-1-1-1-1- v
96 G6582-3 CH | WSU-USDA 10 1280 | - |- |- -|+1-1-1-1-1-1-1-1-1-1-1-1 ¥
97 97HGS1-94 | CH |WSU-USDA| 10 400 3 Bl D BB S R BRI e B BB B0 .0 et W -
*99 575045 | CH |WSU-USDA| 10 | 1200 |+ | - |- |-|-|-|-1-]- alal-telbeisl M
100 | 3852402 | CH |WSU-USDA| 30 500 _ ﬂ x,,[y-ﬁ x -l - twl=lwl =Tl el oful &
L 102 __,“4\957,,,6_9;1,3*___9_.,_,[.,,,LL':US_DA,_ 30 750 |- Jl+l-1-1-= o -l e 55 I 0 I I A
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Continuacioén ...

Muestra Clon *Mejo | Institucion | ® %lInfeccion | “Rend | PVX | PVY | PVS | PVM | PVA | PLRV | APLV [ PAMV | ° Selecciona
rador foliar final | glplanta (S Te T [F T (EITIFITIFITIEITIETITIEIT ;gii&agz::)
123 | A967636 | C | UI-USDA 70 + - - - P -Ix - Ix - Ix - Ix |
124 A96763-8 C U-USDA | 50 x| - x| - x| x - xl-x]|-]x|-]x
125 | A96763-13 C UI-USDA 45 | 1800 | - | - |- |- -|*|-|-|-{-{-1-1-1-1-1]- v
126 | A96763-15 C UI-USDA 30 1600 | - |+ |- -|-|-|-|-]-1-|-1-1-/-"1-7/]- v
129 A96763-22 c UI-USDA 25 1850 | - |+ | -|-|-|-[-|-1-/|-"|-/-1-1-1-1- v
131 A96763-32 c UI-USDA 35 550 +--1-{-1-1-1-1-1-1-1-01-!-1-]1- v
132 A96764-8 c UI-USDA 30 #l=Jafeleolelefelalolelalal-]a]-
144 | A96764-40 | C | UI-USDA 35 1650 | - |+ |- |-|-1-1-1-1-1-1-1-1-1-1-1- "
146 A96764-50 C UI-USDA 25 600 BT v
162 A96768-18 c UI-USDA 35 1650 |+ | + | - -l -1 - -l -]-]-{-[-]-1- v
163 A96768-20 c UI-USDA 30 1400 |+ - -l -l e e e v
182 A96773-22 c UI-USDA 35 1800 | - |+ |- |-[-[-1-1-1-1-"1-|l-1-1-1l-1- v
183 | A96773-23 C UI-USDA | 100 + x| - x| - x |- | x| -{x|=-|x|-|x]-]X
*184 | A96773-24 c UI-USDA 40 1050 [+ |+ | -|-|-[-1-/-1-1-1-1-1-1-1-1- v
185 A96773-37 C UI-USDA 30 +Ix |- x |- x| -|x|-|x|-|x]|-]x|-]x
| 216 | A96777-19 c UI-USDA | 55 Nk - - - =l =] - - -]- v
218 A96778-7 c UI-USDA 40 + | + . . - e = % | = v
219 A96778-8 c UI-USDA 35 + | - " - - - =1« v | | = S
233 | A9%7796 | C [ UI-USDA 35 + | x X X X x| - | x x| - | x ]
234 A96779-11 C UI-USDA 50 + | % X X X x| -|x x| -|x
| 255 A96781-16 C UI-USDA 60 - | - + - - -1 -]- =} =] v
259 | A96782-28 C UIFUSDA | 30 + X X X X X|-|Xx X | -]x |
260 A96782-49 C UI-USDA + | x X X X X|-|x X | -]x
261 A96782-50 | C UI-USDA 100 + | x X X X X | - | x x| - |x v o]
295 A96860-3 C UI-USDA 25 MEIE - . - «| =] - -l -]- oo
305 | A96861-23 c UI-USDA 15 2200 | - | -|-f{-]-]-f-]-]-]-]-]+f-1-]-1%* v
320 A96870-18 C UI-USDA 30 + x| - x| -[x|=-|x{-]x|{-]x{-]x]-|X ]
323 A96871-3 c UI-USDA 20 1250 | x |+ x| -|x|-|x|-|x|-|x|-|x|-|x]- oo
331 A96872-13 C UI-USDA 15 500 X |+ x| -|x|-[x|-|x|-|x|=-|x]-]Xx]- oo
351 | LOZOYA1 | L U.ACh. s - d+l-l-t-e e v
359 [ LOZOYA9 [ L [UACh | 'S | = ,__,,__[_- T I N I I I I I I N I I I I
360 [L0ZOYA-10| L | UACh S Flslsf=lsl=zjlel=ls = o X A BN R -
| 364 J'AQGBSQ 32| C | U-USDA 30 r 1400 | + h{_rl_; J B T_ [ v P~ @] &= L. = | » v
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Muestra Clon ®Mejo | Institucion | ® %lInfeccion| “Rend. | PVX | PVY | PVS | PVM | PVA [ PLRV [ APLV [ PAMV [ ° Selecciona
rador foliar final g/;?lanta 3[:_ i’_'; ETT F;—»Tﬂ FITIFITIEITIEITIFEIT pt;(g(ipmat:z::)
*8 | A9517-51 C | UIUSDA - 30 6 |+ |+ -[-1=l=l-1=1=cl=]-d=lsl=1=1>+ v
9 A9520-3 C UI-USDA | 20 633 + - -1-]--1-|-1-1-{-1-1-/-]-1- v
14 A9525-12 C UUSDA | 256 | 500 |+ |- ]-|-|-|-"1-"1-1|l-I|l-"1l-I1-"1-1-1-1- v
15 A9525-16 | C | UUSDA | 30 #00 |#) -l J-Telal-Jolafel-leletl-t~ v
19 | A9583-8 C UI-USDA 20 966 -l -l -l - - -] - - - - -] -+ v
21 A9583-26 C UI-USDA 40 700 + |- --]-]-q{-1-1=|-|=-1=~]=-]=/-]- v
22 | A9540-54 C UI-USDA | 30 766 |+ |+ |-]-]=t-l-]=s]=]=]=fje]=]=]=]-= v
23 A9540-55 C UI-USDA 30 450 + - 1-1-1-1-1-1-1-1-1-1-1-1-1-/I- v
30 LB2-44 H [ UW-USDA 40 58 | # | clo]odmle|e|s|alslatnlclel|=]s "
31 A9588-53 C U-USDA | 26 | 766 |+ |- |- |-1-|-|-|-|l-1l-1- - - v
| 72 | Stoloniferum B UW-USDA 5 S x - x I x - x - x - x| -x]-]x
C. Clones de tercer aflo de un total de cinco muestreados
Muestra Clon ® Mejo | Institucion | ® %Infeccion | “Rend. | PVX | PVY | PVS | PVM | PVA | PLRV | APLV | PAMV 'dSeleccionf
rador foliarfinal | gplanta [ T TE T IEITIFITIFITIFITIFITIFIT prgiiztac:z:o_
1 D8-330 E | POLAND 'S 833 | -[-|-1-1-1+1-1-1-1-1-1-1-1-1-1- v
2 D8-399 E POLAND | s | 375 | +|-[-|-|-]-|-|-|-[-|+[-]-]-1-/]- ¥
29 A9517-28 C UI-USDA 25 _ 566 i I T B T M T D e B e M B U e v
D. Clones de cuarto afio de un total de cuatro muestreados
Muestra Clon ® Mejo | Institucién | %Infeccion | “Rend. PVX | PVY | PVS | PVM | PVA | PLRV | APLV | PAMV ’dSe'ecciOH?
i : , P ara e
rador foliar final | g/planta [ 19T E ]LT FIT|F|T|F|T|F|T|F|T|F|T prg)s(i;o afio
3 J101A15 | H |UW-USDA| s | - 1-1-1-r-1-T-1-1-7-1-7T-1- v

*Con sintomas al momento del muestreo
’l_-i: J.P. Helgeson, B: J. Bamberg, CH: C. Brown, C: D. Corsini, E: E. Zimnoch, L: H.Lozoya, W: W.Flier, S: Sarquis.
®Ultima lectura semanal a los 90 dias de la siembra.

®“Datos proporcionados por el Ing. Alejandro Hernandez Vilchis (PICTIPAPA, A.C.).
. Follaje, T: Tubérculo, +: muestra positiva, -: muestra negativa

°/ : Seleccionado para evaluacion de resistencia al tizon tardio para 1999.

X: No hubo muestra de tubérculo o follaje.

'S: materiales con aspersion de fungicidas al follaje, ya sea por susceptibilidad al tizon tardio o para optimizar rendimiento de tubérculo para semilla.
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En lo que respecta a los clones de cuarto afo, sélo en un clon, se detecté a PVX
(Cuadro 6D).

El virus X de la papa (PVX), resultd en mayor proporcién en todos los clones
analizados. Este virus puede encontrarse en cualquier parte donde se cultiva la papa.
En la Republica Mexicana, se encuentra ampliamente distribuido (Rangel et al., 1989,
Cadena et al.,, 1992 y Lozoya y Rosas, 1995). Esto es debido a que es faciimente
transmitido en la naturaleza de manera mecanica. EI hombre puede diseminar a los
virus cuando maneja plantas sin tomar precauciones de higiene, o accidentalmente, al
frotar las plantas con ropa contaminada. Los animales también pueden diseminar a los
virus de la misma forma cuando rozan las plantas al caminar entre ellas. Por otra parte,
puede existir transmision por contacto entre tubérculos (Loughnane y Murphy, 1938,
Salazar, 1995).

Los virus PVS, PVY y PLRV; se encontraron en menor proporcién, los primeros
dos se transmiten mecénicamente y todos ademas son transmitidos por especies de
afidos, Myzus persicae, el cual es sin duda la especie mas frecuente y mas eficiente de
transmitir a todos los virus que se transmiten por &fidos, y esta diseminado en todos los
lugares donde se cultiva la papa (Harris y Maramorosch, 1977). La relativa baja
incidencia viral se debe a que se tuvo un buen control de vectores durante el proceso
de cultivo (ver practicas de cultivo).

En el presente trabajo se detecté el PAMV (Potexvirus no reportado en México)
en cuatro muestras; este virus es transmitido mecanicamente y por &fidos con un virus
ayudante como PVY o PVA (Kassanis, 1961). Coincidentemente este virus se encontro
mezclado con el PLRV en las muestras 19 y 305 provenientes de la Universidad de
Idaho, E.U. (Cuadro 6A y 6B). Sin embargo, es necesario que se realicen mas pruebas
para confirmar su presencia (plantas diferenciales, microscopio electrénico, etc., fuera
de los alcances del presente trabajo).

El! 6.4% de los clones infectados, corresponden a muestras con mas de un virus,
como son: muestra numero 65 (PVX y PVY), muestra 86 (PVS y PLRV), muestra 305
(PLRV y PAMV) (Cuadro 6A); muestra 19 (PLRV y PAMV) (Cuadro 6B) y muestra
numero 2 (PVXy PLRV) (Cuadro 6C).
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El 89.6% de los clones infectados con algun tipo de virus no presentaron
sintomas de virosis al momento de la colecta de los foliolos. Bos (1978) menciond que
la ausencia de sintomas en cultivares infectados con un virus en particular puede ser
controlado por el genotipo del hospedante. También depende de los virus que tienen
variantes que son menos severas que otras. Diaz y Cadena (datos no publicados), han
observado que algunas zonas paperas de la regiéon central de México; i.e., Toluca,
Hidalgo y Tlaxcala, por lo general no presentan sintomas severos del PVX en las
variedades Alpha y Sangema, lo que pudiera deberse a una proteccion inducida por
virus, dado que existe alta incidencia de una variante asintomatica. Ademas, las
condiciones ambientales, influyen en el desarrollo de sintomas, por ejemplo, los
mosaicos por PVX a menudo no son detectados a temperaturas arriba de 28°C o por
abajo de 10 a 12 °C (Salazar et al., 1985). Los inspectores de semillas, aceptan que Ia
variacién de sintomas virales durante el dia parece estar relacionada con la incapacidad
del ojo humano para percibir algunos colores bajo ciertas condiciones de luz. De hecho,
los dias sombrios son més adecuados que los brillantes para detectar mosaicos suaves
en las plantas de papa en el campo, porque existe un mejor contraste de color (Salazar,
1995).

Los virus PVX, PVS, PVY y PLRV que fueron detectados en este trabajo,
coinciden con los resultados de Pinto (1984) y Rangel et al. (1989), en donde confirman
la presencia de los virus PVX, PVY y PVS. Pifa (1984), detectd por medio del método
de ELISA a los virus PLRV, PVX y PVY, en materiales de papa en las sierras y valles de
los Estados de México, Tlaxcala y Puebla.

El niumero de clones muestreados por afio de prueba es diferente por la
eliminacién natural debido al tizon tardio y a la seleccion en base a caracteristicas
generales agrondémicas de los genotipos, es decir, a mas afios de siembra
corresponden menos clones que se conservan. No obstante, en relacién a la infeccion
viral, por lo menos de primer a tercer afio de evaluacién, se observé que a mas
evaluaciones corresponde mayor porcentaje de muestras infectadas (primer afio 20 %,
segundo afo 35 % y tercer afio 60 %).

Esto significa, que los clones evaluados se infectaron de manera natural en el

campo, es decir, fueron infecciones primarias. _
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No se incluyen en esta comparacién a los clones de cuarto afio, porque en el
ciclo de cultivo del presente trabajo, dichos materiales tuvieron cuidados y tratamientos
especiales. No estuvieron sujetos a evaluacion de resistencia al tizon, sino que su
siembra fue con propédsito de incremento o de produccion de semilla (H. Lozoya,
comunicacion personal), es decir, estuvieron sobreprotegidos con pesticidas.

Es importante saber que tipo de virus se encuentran presentes en los clones y
cultivares que se estén evaluando en campo para resistencia al tizén tardio, porque
muchas veces la presencia de algunos virus “protege” a las plantas de la infeccién por
algunos hongos, éste es el caso mencionado de la infeccién por Phytophthora infestans
(Fernandez de Cubillos y Thurston, 1975). Este fendmeno cobra relevancia particular en
el presente estudio, pues 61 de las 77 muestras positivas, es decir, casi el 80% de los
clones infectados fueron seleccionados para futuras evaluaciones de resistencia al
tizén. Habra que dilucidar si la resistencia mostrada no ha sido conferida por la infeccion

viral.

6.2. Incidencia de virosis

Considerando la incidencia total de virosis en follaje y tubérculo, para el PVX fue
de 13.9% en clones de primer afio, 2.55% en clones de segundo afo y 0.28% en clones
de tercer y cuarto afo (Figura 2). La gran incidencia de este virus en los materiales de
reciente introduccién se debe al mayor nimero de muestras tomadas a este grupo (312)
con respecto a los otros (31 de segundo afio, cinco de tercer afio y cuatro de cuarto ano
en el Valle).

Para el PVY fue del 1.13% en clones de primer afo, no se detect6 a este virus en
los demas clones. El PVS en clones de primer afio tuvo 2.27, 0.28 en clones de
segundo afo y 0.56 en clones de tercer afio. Para los virus PLRV y PAMV la incidencia
fue del 0.85% en clones de primer afio y 0.28% en clones de segundo. El PLRV en
clones de tercer afio tuvo una incidencia de 0.28%. A nivel general, el PVX presento
mayor incidencia con un 17%, seguido por PVS con 3.11%, PLRV con 1.41%, PVY y
PAMV con 1.13% (Figura 2).
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Pinto (1984) menciond que la incidencia de los virus PVX, PVY y PVS resulté ser
alta; en la variedad Lopez se detectd hasta un 81% de plantas infectadas con estos
virus y en la variedad Greta un 59% de plantas infectadas con estos mismos patégenos.

La incidencia del PLRV reportada por Pifia (1984) fue de 46.01% en el edo. de
Puebla, 44.14% en el edo. de Tlaxcala y 35.4% en el Valle de Toluca.

Para nuestro caso, la incidencia de los virus detectados en realidad fue baja, sin
embargo, se debe tener cuidado en el manejo de estos materiales, porque el tubérculo
puede actuar facilmente como vector de virus si no se toman las medidas necesarias
para evitarlo.
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Figura 2. Incidencia de virosis en clones de papa sembrados en el Valle de Toluca, Edo. de México, 1998.
* Afios de evaluacion en el campo para la resistencia al tizon tardio.



7. CONCLUSIONES

1. Se detectaron cinco virus: virus X de la papa (PVX), virus Y de la papa (PVY), virus
S de la papa (PVS), virus del enrollamiento de la hoja de la papa (PLRV) y el virus
mosaico aucuba de la papa (PAMV). No se detectaron a los virus latente andino de
la papa (APLV), virus M de la papa (PVM) y al virus A de la papa (PVA).

2. La incidencia de los virus detectados fue: PVX:17%, PVY: 1.13%, PVS: 3.11%,
PLRV: 1.41% y PAMV: 1.13%.

3. A mas afios de evaluacion correspondié mayor incidencia de virosis general (primer
afno 20%, segundo afo 35%, tercer afo 60%), por lo que tuvieron infeccion primaria

en el campo.

4. La infeccién viral no influyd en el rendimiento de tubérculo, ademas solo 1.7% de
muestras de tubérculo fueron positivas, por lo que se considera a la infeccion como

tardia
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APENDICE |

Cuadro 1. Acrénimos y abreviaturas

14R Tobamovirus no relacionado con TMV

ADN Acido desoxirribonucleico

AIMV Virus del mosaico de la alfalfa

APLV Virus latente andino de la papa

APMV Virus moteado andino de la papa

ARN Acido desoxirribonucleico

BCIP 5-bromo, 4-cloro, 3-indolil, sal de toluidina de fosfato
BCTV Virus de la punta crespa de la betarraga
BSA Albumina de suero de bovino

CAN Canada

CIP Centro Internacional de la Papa

CMV Virus del mosaico del pepinillo

DAS-ELISA ELISA-Sandwich de doble anticuerpo

DGSV Direccion General de Sanidad Vegetal
ELISA Ensayo de inmunoabsorcion con conjugados enzimaticos
E.UA. Estados Unidos de América

h hora
119G Inmunoglobulina G

ISEM Microscopia electrénica de inmunoabsorcion
NASH Hibridacién de acidos nucleicos fijados

NBT Azul nitrogenado de tetrazolio

NCM-ELISA Elisa en membranas de nitrocelulosa

nm nanoémetro

ME Microscopio electrénico

MEX México

MF Flavescencia marginal

mg miligramo

min minuto

mL mililitro

mm milimetro

msnm metros sobre el nivel del mar

PN peso/volumen

PAMV Virus del mosaico aucuba de la papa

PBRV Virus de la mancha anillada negra de la papa
PBS Buffer fosfato salino

PCR Reaccién en cadena de la polimerasa
PDMV Virus mosaico deformante de la papa
PICTIPAPA Programa Internacional Cooperativo del Tizon Tardio de la Papa




PLRV Virus del enrollamiento de la hoja de la papa
PMTV Virus mop-top de la papa
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