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En consideracion a la gran importancia econdémica que tienen las en-
fermedades virosas de la papa, los autores concedieron especial atencion a la
determinaciéon de los virus causantes de estas enfermedades.

Para ello, hicieron uso de diversas técnicas con el fin de comprobar su
efectividad.

Este trabajo reviste el mérito de ser la primera vez que estas técnicas
de metodologia aplicada se usen conjuntamente en el pais, en determinaciones
de virus de las papas.

1.— Empleo de plantas indicadoras:

INTRODUCCION:

Planta indicadora es aquella que presenta una reaccién rapida y carac-
teristica a un cierto virus que puede no ofrecer sintomas en la planta del
cuitivo que se esti estudiando. Una buena planta indicadora debe reaccionar
a los poco dias después de la inoculacidén, mediante la formacion sobre la hoja
incculada, de manchas definidas y separadas conocidas como lesiones locales.

La seleccion de una planta indicadora adecuada para un virus deter-
mindo es esencialmente un asunto de tanteo, puesto que un buen reactor mu-
chas veces no esta relacionado botdnicamente con la planta de cultivo bajo
estudio,

*) Trabajo realizado con la asesoria técnica cel Dr. A BR. Beemster, experto en virologia
de la F.A.O., en Chile, Presentado en la XIII Jornadas Agronomicas en Los Angeles en
Noviembre de 1962,

{**) Ingenieros Agronomos del Departamento de Investigacién Agricola del Ministerio de

Agricultura.
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METODOLOGIA:

El método de inoculacion empleado para los virus gque se deseaba de-
terminar, se efectud frotando savia de plantas enfermas o aparentemente en-
fermas sobre las hojas de las plantas indicadoras.

Con este sistema se determinaron virus de la papa, tabaco y tomate, que
se considera, estan intimamente relacionados entre si.

El método seguido consistio en agregar una peqguena cantidad de “car-
borundum” sobre las hojas de las plantas indicadoras, el cual actuo como abra-
sivo, produciendo fisuras en la epidermis de las hojas. En seguida, se frotd
suavemente con savia de la planta cuyo virus se deseaba detectar Posterior-
mente cada hoja inoculada se sometio a un leve lavado con agua pura para
expulsar el exceso de “carborundum” y evitar de esta manera mayor produc-
cion de heridas sobre la superficie de las hojas.

Este método de inoculacidén se empled en Nicotiana tabacum, Nicotiana
glutinosa, Gomphrena globosa, Datura stramonium, Chenopodium amaranti-
color y Nicotiana debneyi.

Sobre hojas amputadas de Solanum demissum A6, se uso el método de
inoculacidon ya descrito, dejandolas en seguida en bhandejas que formaban ca-
mara htumeda, siendo posteriormente colocadas en condiciones adecuadas de
temperatura (25°C) y de intensidad de luz, proporcionada por dos tubos de
luz de nedn de 20 Watts cada uno, los que dieron una intensidad de 500 Lux.

RESULTADOS.

Las plantas indicadoras usadas en este trabajo, las virosis determinadas
v los tipos de reacciones obtenidos, fueron los siguientes:

Planta Indicadora Virosis Determinadas Reaccion

Nicotiana tabacum “Mosaicc Comun” del ta- Mosaico sistémico
bhaco
“Mosaico del tabaco” en Lesiones locales necroti-
tomate cas
Nuevo “strain” del virus Hstriado café sistémico en
Y de la papa la nervaduras

Nicotiana glutinosa “Mosaico Comun’ del ta- Lesiones locales
bhaco necroticas
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“Mosaico del tabaco” en Lesiones locales

tomate neeroticas
Datura stramonium  “Virus X” de la papa Lesiones locales y
siztémicas
Gomphrena globosa  “Virus X de la papa Lesicnes locales
necrdticas
Chenopodium “Virnz X" de la papa Lesicnes locales
amaranticolor
Solanum A8 “Strain” viejo del Virus Lesiones locales
Y de la papa
Nuevo “Strain’ del Virus Lesicnes locales rodeadas
Y de la papa de un anillo necrotico,
Nicotiana debneyi “Mosaico Cemun” del ta- Lesiones locales
bac necraéticas

2— Método del “Tuber Index”,

Introduccion:

El “Tuber Index” es un método ampliamente usado en el diagndstico de
los virus que atacan a la papa Consiste. una vez efectuada la ccsecha, en sem-
brar parte de un tubérculo acompafiado de una yema, marciandose el resto del
tubérculo y almacenandolo posteriormente. La yema brota a las pocas semanas,
pudiéndose efectuar un analisis de los virus presente en la planta; ya sea por
simple observacion visual o mediante el empleo de plantas indicadoras y/o
antisueros.

Con este método, se persizue detectar aqueilos virus que en la tempo-
rada de cultivo permanecieron enmascaracdos y a las infecciones tardias que
no alcanzaron a mostrar sintomas aun, cuando el virus llegd a los tubérculos.

Cada tubérculo y vema van numerados, lo que permite la eliminaciéon
posterior de aguellos que demostraron poseer algin virus,

METODOLOGIA.

El trabajo se llevé a cabo en el invernadero de la Estacion Experimental
Central “La Platina”.,
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Mediante un sacabocados especial, se sacaron trozos de tubérculos acom-
paflades de un brote, los gue fueron sembrados en sus respectivos maceteros.

Se efectuaron tres lecturas, a las dos, tres y cuatro semanas después
de la siembra, La lectura se efectud por simple observacion visual, en consi-
deracién a gque los sintomas se presentaban muy claros, determinandose la
presencia de “Mosaico Leve” (virus X), “Mosaico Severo” o ‘“Necrosis de las
Nervaduras” (virus Y), “Mosaico Rugoso” (complejo de virus X ¢ Y) y “En-
rollamiento de la hoja™ o “Leaf Roll”,

Resultados.

Los porcentajes de virosis determinados en siete variedades de papa,
fueron los siguientes:

Variedad Procedencia  N° Plantas  Virus X Virus ¥ Virus X ¥ L. Roll
Ackersegen E.E. Central 21 9.5 4.7 0.0 0.0
Ackersegen
primer aio Pircue 84 11.0 7.0 35 7.0
Ackersegen
segundo ailo Pirgue 75 186 16.0 5.3 10.6
Condor P.rgue 64 3.1 9.3 3.1 1.5
Corahila E.E. Central 16 6.2 6.2 0.0 0.0
Cunca Graneros 43 39.5 30.0 9.3 9.3
Gineke EE Central 24 16.5 0.0 4.2 0.0

3.— Determinaciéon del Virus Causante del Leaf Rell de la Papa. Mediante

el Método de “Igel Lange”
Introduccion:

El Leaf Roll es una de ias enfermedades degenerativas de la papa de
mayor gravedad. Reduce la cantidad y tamafio de los tubérculos y sus danos
son aun mayores cuando las variedades afectadas contienen también virus X.

Se transmite en el campo unicamente por insectos y se perpetia por
los tubérculos de un afio para otro, considerandose que en las zonas de regular
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infestacion de afidos, una planta enferma alcanza en un afio a varias plantas

mas a su alrededor, por lo que en muy poco tiempo llega a degenerar por com-
pleto al cultivo.

El método de “Igel Lange”, es un proceso de patente alemana que lleva
el nombre de sus autores y se usa con el fin de determinar en tubérculos de
papa la presencia del virus causante del Leaf Roll

Contrariamente al uso de la Serolcgia y a las pruebas sobre plantas in-
dicadoras en donde se demuestra la presencia. del virus en la savia de las
hojas o de los brotes, el método de “Igel Lange” determina las modificaciones
causadas por el virus al penetrar en los tejidos, Estas modificacicnes, cono-
cidas por “Formaciones callosas” se producen en los tejidos vasculares del tu-
bérculo. Este fenomeno puede tener como causa el esfuerzo que hace el tu-
hércule de la papa, con el fin de protegerse del virus.

Metodologia.

Una vez cosechados los tubérculos, se mantuvieron almacenados por unas
cuatro semanas para inducirlos a la formacion de callo, Posteriormente, del
extremo del estclén se efectud un corte transversal, sacandose un trozo del
tubérculo. De este trozo se cortaron rebanadas de unos dos milimetros de es-

pesor, en forma perpedicular al estolén, con el propédsito que los haces vascu-
lares estuviesen dispuestos en forma vertical.

Las rebanadas se colorearon durante 15 minutos en un bafio de resor-
cina y luego fueron examinadas al estereoscopio para determinar la presencia
de cuerpos callosos tenidos de azul.

Resultados,

Mediante este métcdo se logré determinar la presencia de ‘“callo” en
cinco variedades de papa, provenientes de Melipilla.

El porcentaje de Leaf Roll de las diferentes variedades de papa, se ob-
tuvo considerando aguellos tubéreculos que presentaron tefiido de azul, en forma
clara y precisa su formacién callosa.

No Tubérculos con

Variedad N; Tubérculos presencia de callo . de Leaf Roll
Ackersegen 30 1 3.3
Aquila 50 2 43
Condor 30 2 8.3
Corahila 55 2 5.5
Gineke 30 1 3.3
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4 — Determinacién de Virus de la Papz mediante Antisueros.

Introduccion.

Las reacciones serclogicas, usadas ampliamente en muchos paises pro-
ductores de papa, son de suma importancia para la identificacion de los virus.
El método es bastante preciso v pueden obtenerse los resultados en un minimo

de tiempo thoras), contrariamente a lo gue sucede con las plantas indicadoras.
cuyos resultados se verifican después de varios dias.

El proceso de preparacion de un antisuero a grandes rasgos, consiste
en inyectar dentro de la corriente sanguinea de un conejo. savia proveniente
de una planta infectada con el virus cuyo anticuerpo se quiere elahorar.

Previamente esta savia ha sido sometida a proceso de centrifugacion vy
agregacion de Sulfato de amonio o acido acético, para eliminar ias proteinas
normales de la planta v dejar solamente la proteina-virus

El organismo del animal responcde a la inoculacion del cuerpo extrano
mediante la formacion de anticuerpos especificos, Después de un cierto periz-
do, el conejo se sangra v se extrae el antisuero. Este antisuero reacciona
unicamente frente al virus especifico que habia originaimente inoculado.

Metodologia.

Lcs antisuercs usados para los virus X,Y,8 y M usados en el presente
trabajo scn de procedencia heolandesa. Vienen en el interior de cdapsulas de2
vidrio. disecados al frio, lo que permite su almacenaje a bajas temperaturas
sin que pierdan su propiedad infectiva por varios anos

Para su uso, estos antisueros fuercn disueltos, anadiendo 2 cc. de so-
lucion salina (0.85% de Na Cb a cada ampolla, En esta forma el antisuero
quedé iisto para ser usado, pudién‘dose efectuar alrededor de 300 microgluti-
naciones.

Para realizar el test de virus S. las hojas de papa fueron sacadas del
talle principal, pucdiendo ser la tercera c¢ cuarta hoja desde el apice del tallo.
Las hojas muy nuevas tienen escaso contenido de virus S para un test total-
mente seguro. Para los otros virus XY, v M. se prefirio usar hojas nuevas,
cen felicles totaimente desarroliados

La operacion de extraccion de la savia se efectud mediante una prensa
de metal en la cual se enrcllan 2 ¢ 3 hcjas, El prensado se efectud dos veces
censecutivas ya que en la segunda prensada hay generalmente mayor propor-
cion de virus que en la primera,
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El antisuero para cada uno de los virus (X,Y,8 y M) se dispusc en gotas
pequenas sobre la superficie de un disco petri, al que previamente se ie habia
agregado un repelente de agua (Folvar al 1% en Cloroformmoil. En seguida a
cada gota de antisuero se le agregoé savia de la planta a diagnosticar. Posterior-
mente el disco fué cubierto con una capa de aceite de parafina, para evitar
la evaporacion de la gota. Como testigo se usaron ampollas de suero normal,
efectuandose el mismo procesc gue los oiros antisueros,

se

En aquellos cascs gue aparvecio reaccion positiva en el suero normal, s
descarté todo el grupo. en consideracidn a la pcsible vejez de las hojas o a
la posibilidad gue hubiesen aplicado fungicidas en las hcjas.

La lectura ce las reacciones se efectuod mediante un estercscopio, re-
conociéndocse la reaccién positiva por la aglutinacién de la savia con presen-
cia de virus al ccntacto con el antisuero respectivo.

Resultados.
Virus determinados ten %)
Variedad N¢ muestra . .
® Virus X Virus Y Virus S Virus M

Ackersegen o4 T4 1.8 11.1 12.8
Aquila 39 T 2.5 7T 10.2
Condor a6 3.5 7.1 5.3 71
Corahila 52 1.9 7.6 5.6 9.6
Gineke 44 29 47 6.8 16.3

Discusion v Conclusiones:

En muchos casos es dificil reconocer y determinar un virus presente
en una planta de papa. ya sea por efectos de enmascaramiento, inexperiencia
del técnico en la inateria, incidencia del virus en variedades portadoras, etc.
Para lograr, entences, diagnosticar exactamente la enfermedad virosa presente
se necesita de la ayuda de meétodos auxiliares.

El meétodo del “tuber index” es ampliamente usado para ese objetivo;
tiene la ventaja que las plantas se mantienen bajo control absoluto y se puede

ademas comparar plantas sanas con enfermas para describir sintomas BEs
importante también en la determinacion de “carriers” o variedades portadoras.

Como este sistema no es absolutamente seguro, por las mismas razones
expuestas en el parrafo primero, se necesita a veces complenmentarse con otros
meétodos, (serolegia y plantas indicadoras, por ej).
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El método de la serologia aunque muy rapido y util, puede usarse sodlo
para un numero limitado de virus, en el caso de la papa. para los virus X ¥,8
y M. El test serolégicd puede efectuarse con plantas obtenidas directamente
del campo o del “tuber index”, Para ser usadas, las plantas necesitan estar en
un periodo vegetativo adecuado.

Plantas muy jovenes o muy viejas no son posibles de utilizar.

Otro meétodo aun mads sensitivo que el uso de la serclogia y que tiene
menos limitaciones, es aquel del emplec de plantas indicadoras. S2 hasa en
la formacién de reacclones tipicas que aparecen en la supeificiz de las hojas
de ciertas plantas al ser inoculadas con un virus determinado. Es un método
bastante seguro, con la desventaja que los resultados se obtienen solo al cabo
de varios dias.

En general, probar la presencia de virus en tubérculos de papa es muy
dificil. Seria de suma importancia contar con un sistema destinado a cste fin,
va que se evitaria el uso del métode del “tuber index”.

En la actualidad se estan probando meétodos para diagnosticar dirce-
tamente la presencia de los virus en los tubérculos, Uno de los mas efectives
es el de Igel-Lange, que detecta la presencia del virus del leaf-roll. En este
caso cobra mayor importancia el méfcdo, puesto que hasta ahora no se ha
podido elaborar un antisuero para este virus y nc existen plantas indicadoras
que den reacciones tipicas y rapidas.

Este meétodo no es ahsolutamente seguro, ya que influyen las condiciones
de almacenaje de los tubérculos, como asimismo el tipo de variedad que se
estd probando.

En opinion de los autores, log métodos efectuados constituyen, si se usan
en forma conjunta, una gran ayuda en la determinacién de los virus que
afectan a la papa, Los defectos propios de cada métcdo se ven compensados
por las cualidades de los otros, lo que permite al final, una exactitud de diag-
nostico casi abscluta.

Por otro lado, y como puede observarse a través del trabajo, las necesi-
dades materiales y costos de aplicacion de los meétodos son muy reducidos,
lo que permitiria adoptar las técnicas descritas, alin por particulares intere-
sados en producir papa libre de enfermedades virosas.

RESUMEN.

El objetivo del presente trabajo fué llevar a cabo determinaciones de
virus de la papa, de acuerdo a la aplicacién de diversas metodologias,
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Mediante el uso de piantas indicadoras se determinaron virosis de la
papa y otres cultivos. La presencia de los virus se reccnecio por la reaccion

tipica de las plantas indicadoras a la inoculacién.

Se probaron serolégicamente cinco variedades de papas. Los resultados
del test demostraron la presencia de virus X,¥,8, y M sobre las diversas va-
riedades probadas,

Empleandose el método del “tuber index”, es decir la siembra en mace-
teros de un trezo de tubércuio acompafiado de una yema, se logro determinar
por simple observacién visual la presencia de “Mosaico leve” (virus X), “Mo-
saico severo” (virus Y), “Mosaico rugoso” (complejo de virus X e ¥Y) y "Leaf
roll” o “Enrollamientc de la hoja’”.

Mediante la aplicaciéon del método Igel-Lange, consistente en demostrar
la formacion de “callo”, inducida por la presencia del virus del “leaf roll”,
se determind la incidencia del virus en diversas variedades de papa.

Los resultados, a la vez que determinaron la mayor o menor eficacia
de los diferentes métcdos empleados, demostraron el alto porcentaje de virosis
existente en las diversas variedades de papas probadas.

SUMMARY.

The work presented here aimed the determination of potato viruses by
applying various test methods.

By using indicator hosts, viruses of potato and other crops can be iden-
tified. The presence of viruses can he established easily by the appearance of
typical symptoms after inoculation of an indicator host.

Five potato varieties tested serclogically, The results of the tests de-
monstrated the presence of the potato viruses X, Y, S and M in the tested the
varieties.

By applying the tuber-index method (planting a piece of a potato tuber
with a sprout, in a pot) it was possible to establish the presence of “mild
mosaic” (virus X), “severe mosaic” (virus Y), “rugose mosaic” (a complex of
X and Y) and “leaf roll” by watching the symptoms.

By applying the Igel-Lange method, “leaf ro0ll” could be determined in
different varieties. The Igel-Lange test enables the determinaticon of “leaf roll”
virus in potato tubers by demonstrations of callose,

From the tests it has became clear that the tested varieties all showed
a rather high percentage of virus infection., Moreover it was possible to esta-
blish the reliability of the different test methods.
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