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INTRODUCCION

Antes de describir el método a seguir en la elaboracidén de un anti-
suero para un virus fitopatégeno determinado, es conveniente y util a la
vez explicar algunos de los conceptos que se aplican y se desprenden de
este proceso.

Antigeno es una sustancia que, cuando es introducida en los teji-
dos de un animal, estimula la produccién de anticuerpos y cuando se mez-
cla con este anticuerpo, reacciona en forma caracteristica y evidente.
Anticuerpo, es aquella sustancia producida por el suero sanguineo de un
animal, como respuesta a los estimulos originados por la introduccién de
un antigenc en los tejidos.

Una vez obtenido el antisuero, debe hacerse reaccionar con el virus
purificado para determinar si se ha logrado la formacién de anticuerpos.

En el caso de los virus vegetales, los tipos de reacciones mas usa-
dos son:

a) Reaccién de la Precipitina. Se forma un precipitado, cuando se
pone en contacto el virus purificado con su antisuero especifico, en dife-
rentes soluciones salinas. El precipitado se denomina precipiting.

b) Reaceién por aglutinacién., Es el tipo de reaccién que se em-
plea en la practica, cen savia no purificada en la que se observa una aglu-
tinacién de les cloroplastes, dependiendo ésta, de la edad de la planta y
de la concentracién del virus.

Objetivos:

El presente trabajo experimental se 'ev) a cabo con el fin de ela-
horar un antisuero para el Nicotiana Virus 1, causante del “Mcsaico Co-
mun’’ del tabaco.

(X) Trabajo realizado con la asesoria del Dr. Allard B. R. Beemster, experfo en
virclogia de la FAO, en Chile.

XX) Ingeniercs Aeréncmeoes del Departamento de Investigacidon Agricola, Ministe-
rio de Agricultura.



154 Agr. Téc. Chile — Afio XXII - N.os 1-2

Se eligié este virus por presentar las siguientes caracteristicas: se
trata de uno de los virus que se inactiva a mas alta temperatura, 889 a
930 C, durante 10 minutos; no se destruye por desecamiento, pues el vi-
rus también puede ser aislado de los tabacos manufacturados; tolera di-
luciones hasta de 1:1.000.000; retiene su longevidad in vitro en jugo fil-
trado y esterilizado, tal vez por afios; y en consideracién a que el princi-
pio de preparacién de este antisuero sirvié como base para elaborar otros,
como aquellos para virus X, Y, S y M de la papa.

Ademas, los autores desean hacer presente la importancia que tuvo
esta investigacién, referida al entrenamiento y numerosos nuevos conoci-
mientos que les aporté a lo largo de todo el desarrollo del proceso, en ma-
teria viroldgica, que sin lugar a dudas, los capacite cabalmente a progra-
mar proyectos mas ambiciosos, como es entre otros, elaborar los antisue-
ros para leos virus X o Y de la papa.

Metodologin de la investigacion:

a) Obtencion y Multiplicacion del virus. Con el propésito de tener mate-
rial de tabaco atacado con Nicofiana Virus 1, se procedié a recolectarlo
en la Zona de Chagres v Graneros, donde se pudo apreciar la extracrdi-
naria intensidad del atagque de esta enfermedad en tabaco, manifestdndo-
se claramente en las hojas el caracteristico “moesaico” que se habia des-
arrollado sistémicamente a través de toda la planta. Fue confirmada la
existencia de Nicotiona Virus 1, mediante la inoculacion de savia de hoja
de tabaco atacado por “mosaico” sobre Nicotiana glutinosa, la cual die
las tipicas lesiones locales que evidenciaron la presencia del virus.

Posteriormente, se procedié a multiplicar el virus en forma masiva
sobre Nicotiona tabacwm var. White Barley v variedad Samsum, en el
invernadero de la Estaciéon Experimental Central “La Platina”.

La inoculacién del virus sobre las plantas mencionadas, se efectud
por el método de “frotacién”, es decir, la savia proveniente de las hojas
enfermas se froté sobre las hojas de plantas sanas, previo espolvoreo de
“Carborundum”, que actué como abrasivo, produciendo fisuras en la epi-
dermis de la hoja sana, lag que ayudan al virus en su penetracién.

Todas las plantas inoculadas artificialmente contrajeron la enfer-
medad, manifestindose evidentes sintomas a los pocos dias de la inocula-
cién. Estas plantas se dejaron crecer, para contar con mayor material ve-
getativo y después de dos meses, presentaron un regular desarrollo y to-
talmente infectadas con el virus.

Se cosecharon todas las hojas atacadas de la totalidad de las plan-
tas, las que fueron maceradas en una juguera eléctrica, previo agregado
de agua destilada, obteniéndose de esta manera aproximadamente 4 litros
de savia de tabaco,
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Foto N? 1.— Plantas de tabaco atacadas con Nicotiana virus 1.

b)Y Purificacién del Virus, La savia obtenida fue calentada hasta 60° C,
cen el fin de coagular una gran parte de las proteinas normales de la
planta v provocar la precipitacién de eilas.

El trabajo que se realizé a continuacién se efectué en la Seccidn
Vircicgia del Instituto Bactericldgico de Chile.

A fin de lograr la precipitacion total de las proteinas normales
coaguladas, se procedié a centrifugar la savia durante 30 minutos a 2.000
r. p. m., de la que se obtuvo un sobrenadante de 3.500 cc. que fue tratado
con Su'fato de amonio (NH.). SO . para ayudar ahora a la precipita-
cién del virus. Para este efecto, se emple6 el (NH,).S0 , en proporeién de
300 grs. por litro de liquido savial. Después de dejarse en reposo por 30
minutos a 49 C, se centrifugd nuevamente por 30 minutos a 2.000 r. p. m.,
obteniéndose de esta manera un precipitado constituido por las proteinas-
virus v descartandose el liquido sobrenacdante. Al precipitado que conte-
nia e! virus se le agregd agua destilada, gquedando-una suspension liqui-
da de 500 cc.

Con esta cantidad de liquido, se repitié enteramente el proceso ya
indicado, es decir, se centrifugd v se agregd Sulfato de amonio. En esta
forma, se consideré que el virus causante del “Mosaico comun” del taba-
co se encontraba totalmente purificado. Después de este paso, la cantidad
de liguido con virus purificado, se redujo a 350 cc.
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1 uso de savia purificada para efectuar el proceso, asegura que
el antisuero obtenido no contenga anticuerpos contra las proteinas nor-
malmente presentes en !a planta.

¢) Didlisis. Con el objetivo de eliminar el Sulfato de amonio presente en
la =olucién, se efectud el proceso de la dialisis. Para este efecto, se intro-
dujo el liguido en un tubo de celofan de 1 m. de largo que permaneci6é 24
noras al agua corviente v 24 horas en un recipiente con agua destilada.
El Sulfato de amonio se eiimind por osmosis, a través del celofan.

d) Infectividad del Virus Purificado. A este respecto, se procedidé a inocu-
lar el virus purificado sobre una planta indicadora llamada Nicotiana
glutinosa, que da reacciones locales para este virus. La inoculacién se rea-
izé por el método de frotacién, con diluciones del virus purificado en va-
rias concentraciones: 1:1; 1:10; 1:100; 1:1.000 y 1:10.000.

Las lesiones locales en N. glutinosa aparecieron después de tres
dias, demostrando la alta infectividad del virus, ya que se obtuvo nume-
rosas reacciones ain en concentraciones de 1:10.000.

e) Inoculacién de Nicotiuna Virus 1 purificado en conejos. Una vez deter-
minada la infectividad del virus, se inoculd en concentracién de 1:1 en
conejos, proporecionades por el Instituto Bacterioldgico de Chile.

E]l método seguido consistié en inyectar e! virus purificado en una
vena Ce la oreja del conejo, previa desinfeccién con yodo de esa regiém.
Posteriormente los conejos fueron identificados con un ntimero.

El cuadro de inoculacién fue el signiente:

CUADRDO Neo 1
INOCULACION DEL VIRUS PURIFICADO EN CONEJOS
1

N° ident. Fechas de incculacién y dosis Sangre
; ‘ extraida

conejos 2-8-62  6-8-62  10-8-62  14-8-62  17-8-62 |

4983 2 cc 2 ce 3 ce 3 ce {(murid) }

4984 2 cc (murid) i

Virus purificado mas 1.C00 u de penicilina v 500 u de estreptomicina

4985

2 ce 2 ec (murié) |
4986 2 cc 2 ce ‘ 10 ce
4987 2 ce 2 ce  (murido) |
4988 2 ce 2 ce | B oce
4989 2 cc 2 cc P10 ce
4990 2 cc 2 ce  (murig)
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Fcto N» 2 —Inveccion de Niceotiana Virus 1 purificado en conejes

f) Obtencicn del Antisuero. A los tres conejos que resistieron las inocula-
ciones, se les extrajo sangre directamente del corazon, va que en primer
lugar debia saberse si el organismo del conejo habia formado les anti-
cuerpos contra el virus invectado.

Con una aguja hipodérmica especial, se efectué una inveccién car-
diaca directa, extrayéndose 10 cc de sangre en dos conejos (4986 y 4989)
v 5 ce en el otro (4988) que presentaba gran debilidad.

La sangre obtenida se dejé en reposo por 24 horas, para que pre-
cipitara el codgulo sanguineo ¥ ce esta manera extraer e! suero con facili-
dad. El suero fue sometido & un proceso de centrifugacién a 2.000 r. p. m.
por 15 minutos para precipitar los posibles globulos rojos que aun se en-
contraban en él

Los 5 cc de sangre del conejo 4988 produjeron una deficiente coa-
gulacién sanguinea que imposibilité la obtencién del suero.

El suero sanguineo se procedidé a probario con el virus purificado.

g) Titulacion del Antisuero obtenido. Al mismo tiempo que debia compro-
barse si reaccionaba el suero con el virus purificado, se aproveché de titu-
lar el antisuero, es decir, determinar hasta qué dilucidén reaccionaban las
distintas concentraciones del antisuero obtenido con las diferentes con-
centraciones Jdel virus purificado.
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CUADRO N°2
TITULACION DEL ANTISUERO

REACCION POR FRECIPITACION

Conejo 4936

Virus purificado

Antisyero -~ 11 ~ 1,10 = 1100 | 1;1.000

Normal | — | — | S B
11 o+ = =
-
1100 - —_ _ e
1/1.000 e — — ] —

Conejo 4989

Virus purificado

Antisuero 11 110 | 1100 | 1/1.000

Norma! _
11 I

L T
1100 — ‘
171.600 _—

- =

- == reaccién positiva
— = vteaccién negativa

Esta titulacidn se repitid dos veces en ambos antisuercs, con idén-
ticos resultados. La reaccidn seroldgica que se llevé a caho fue miediante
precipitacicn, es deciy, la que se produce cuando se mezcla el antisuero con
el virus que ha sido purificado por centrifugacidn,

De acuerdo a 1o revelado por el Cuadro N9 2, el antisuero obtenido
reacciond hasta una dilucidn de 1 10.

Conjuntamente con lo anterior, se procedid a titular el antisuero
cen savia de tabaco enfermo con “Mesaico”, con el objetivo de verificar
la pesible variacién en la reaceién con el virus no purificado v al mismo
tiempo probar si la dilucién del antisuero determinada con el virus puri-
ficado, se mantenia en este nuevo test seroldgico.



ELABORACION ANTISUERO DEL “MOSAICO DEL TABACO” 159

CUADRO Ne3
TITULACION DEL ANTISUERO
REACCION POR AGLUTINACION
VIRUS NO PURIFICADO

Conejo 4986 !

Antisuero 11 110 = 1/100 | 11.000
Normal — —_ — —
11 -+ I E—
110 o = — | =
1100 — — —— —
1.1.000 — - = =

Conejo 4989

Virus no purificado
Antiswero | 11 | 1110 | 1/100 | 11.000
Norma! | — — = —
11 [ T _
U
1,100 SR — ' - | —
1.1.000 — | = =] =

reaccidén positiva
reaccién negativa

Como en la reaccién anterior, la titulacién se repitié dos veces, con
ambos antisueros, obteniéndose los mismos resultados. Al respecto, la
reaccién seroldgica, fue por aglutinacién, es decir, un agrupamiento del
virus, de los anticuerpos y de la clorofila de la planta.

Foto N? 3.— Reaccién serolégica del virus “Mosaico del tabaco”. Izquierda: reac-
cién positiva; Derecha: reaccién negativa.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES DE LA EXPERIENCIA

1. La investigacién llevada a cabo sin lugar a dudas fué un éxito, ya que
el chietivo fijado se cumplié en su totalidad, al obtenerse las reacciones
serolégicas mencionadas anteriormente. Analizando esta conclusién, se
puede decir que e! alto grado a que se llegd en la purificacion del virus,
descarté la posibilidad, que al mismo tiempo que se formaban los anti-
cuerpos contra el virus del “mosaico” del tabaco en la sangre de los co-
nejos, se fermaran también, anticuerpos contra las proteinas normales
de la planta. Se desprende entonces, que éstas fueron eliminadas total-
mente durante el proceso de purificacién,

Es pesible que la concentracion del virus purificado no fuese la
optima, debido a que fué sometido a varias diluciones durante el pro-
ceso de purificaciéon. Esta concentracién del virus, determind una me-
nor formacidén de anticuerpos, hecho que quedd claramente demcstra-
do al obtenerse reacciones solamente con concentraciones de 1)1 y 1 10
de! antisuero.

Este aspecto se tendra en cuenta cuando se repita la experiencia,
en la que se tratara de disminuir el nimero de diluciones, en tal forma
que cuando el virus se purifique v al ser inoculado schre Nicotiana glu-
tincsa. produzea lesiones locales atin en concentraciones de 1 1.000.000.

o

. La muerte de los conejos, después de haberles inocculado el virus puri-
ficado, fue un hecho que extrafié sobremanera a los autores del presen-
te trabajo. Analizando este hecho, se determinaron como posibles fac-
tores causales, en primer lugar, el escaso desarrollo de los conejos v la
gran cdebilidad que manifestaban como consecuencia de una alimenta-
cién deficiente. Este factor, consecuentemente, disminuyé la vitalidad
v resistencia para soportar la inoculacién sanguinea del virus del “Mo-
saico” del tabaco.

Se descarté la posibilidad de un ‘“‘shock” anafildctico, debido a
que éste sucede inmediatamente después de inyectado el virus, y en el
presente caso la muerte mas. rapida ocurrid a las dos horas de colocada
la inyeccidn del virus purificado.

La otra causa de la muerte de los conejos, segtin los autores, pue-
de estar basada en la posibilidad de que la solucién del virus purificado
estuviese contaminado con bacterios, los que se habrian hecho presen-
tes cuando las hojas de tabaco cosechadas fueron almacenadas a tem-
peratura entre 09 C y 4° C. Respecto a lo tltimo, se tendrd presente,
para la proxima experiencia, que las hojas de tabaco deberan preser-
varse a temperaturas inferiores a — 10°C.

Atendiendo esta posibilidad, a los seis Gltimos conejos se les in-
vecté el virus purificado, mas 1.000 u de penicilina y 500 u de estrep-
tomicina, a pesar de lo cual murieron tres conejos.
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3. La principal importancia del éxito del presente trabajo, radica en que
el entrenamiento y numerosos nuevos conocimientos que aportd este
preceso a los autores, conduce directamente llevar a cabo una experien-
cia semejante con el virus X e Y de la papa, cuva elaboracién de anti-
suercs tiene muchos puntos de semejanza con el presente proceso.

Estd en conocimiento de todos la extraordinaria importancia
econémica de estos virus de la papa y de lo dificultuoso que es su deter-
minacion visual, debido a que la sintomatologia de estas enfermedades,
varia de acuerdo a las condiciones ambientales de la zona y de la varie-
dad de la papa que se cultiva. La sclucién de este problema, se veria
facilmente resuelto con el uso de los antisueros.

Ligado estrictamente a lo anterior, es sabido que la importacion
de antisueros es sumamente costosa y a la vez demorosa, como le cons-
ta fehacientemente a los autores. Este hecho deberia pensarse seria-
mente, para que en un futuro cercano, el pais llegara a contar con una
planta elaboradora de antisueros para los virus de la papa, que en el
fondo no implica ningin gasto exhorbitante, tal como se pudo apreciar
en el capitulo de Metodologia, del presente trabajo.

4. Para finalizar, es sabido que los antisueros tienen por propiedad reac-
cionar con todos los strains” del virus especifico y es asi entonces, co-
mo el antisuero elaborado para el virus del “Mosaico” del tabaco, tam-
bién es Util para determinar el “strains” que ataca al tomate.

RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue elaborar un antisuero para el
Nicotiana Virus 1 causante del “Mosaicc” del tabaco. El proceso de pre-
raracidn del antisuero para el Nicotiana Virus 1, consistié en inyectar a
la corriente sanguinea de un conejo, el virus purificado de savia prove-
niente de plantas de tabaco enfermas con “mosaico’.

Para el proceso de purificacién, la savia fue sometida a centrifu-
gacién y acdicién de Sulfato de amonio, para eliminar las proteinas nor-
males de la planta.

Los conejos que resistieron la inoeulacién fueron sometidos a una
inyeccion cardiaca de la que se obtuvo 10 ce de sangre la que posterior-
mente fue centrifugada, obteniéndose el antisuero.

Kl antisuero se hizo reaccionar con el virus purificado y con savia
proveniente de plantas de tabaco enfermas.

Los resultados probaron claramente el éxito de la experiencia, al
obtenerse reacciones serolégicas en concentraciones de 1:1 y 1:10, que-
dando, ademas, de esta manera titulado el antisuero.
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SUMMARY

The preparation of an antiserum against Nicotiana virus 1.

The aim of the work presented here was to elaborate an antise-
rum against Nicottana virus 1 which causes the “Common mosaic” in
tobacco.

The process of preparing the antiserum consisted of injecting rab-
bits intravenously, with purified virus obtained fron infected tobacco
plants. To purify the virus the sap was heated to 60° C and centrifuged

(1 hr. 2.000 rim) after which, ammonium sulfate was added to the cla-
rified sap to precipitate the virus.

Thoese rabbits which resisted the injections were submitted to a
cardiac injection. In this way 10 cc of blood were obtained from each of
the rabbits. After 24 hours the blood was centrifuged, by which, clear an-
tiserum was obtained.

The antisera reacted positively with the purified virus using the
precipitine reaction and also with sap directly obtained from infected

planst using the agglutination reaction. Positive reactions were obtained
with undiluted antisera and with the antisera diluted 1:10.
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