PURIFICACION E IDENTIFICACION DE UN AISLAMIENTO CHILENO
DE VEAC POR “ENZYME—LINKED INMUNOSORBENT ASSAY"”
(ELISA)?

Purification and identification of a Chilean isolate of BYDV by ELISA

Guido Herrera M.?

SUMMARY

An isclation of BYDV affecting the oat cv. Nehuén in the north central zone of Chile was purified and
compared with other luteo viruses. The parcially purified virushad a yield of 0.72 mg/kg of fresh tissue
and an absorbance spectrum with an average A260/280 ratio of 0.89, with a maximun at 274 nm and
a minimum at 254 nm. According to the Enzyme—Linked Inmunosorbent Assay (ELISA), this isola-
tion is of the "PAV—like" kind and is similar to the one found in the states of Indiana and Washington.

INTRODUCCION

El virus del enanismo amarillo de la cebada (VEAC)
ha sido una de las enfermedades del trigo prevalentes
en la zona centro norte de Chile (Herrera, 1981), cau-
sando severas pérdidas en algunas temporadas (Herre-
ra y Quiroz, 1983). Corresponde a un tipico miembro
del grupo de los luteovirus, restringido al floema de
las plantas y transmitido exclusivamente por dfidos
(Rochow y Dufus, 1981). En la naturaleza presenta
varias razas caracterizadas por la especificidad del vec-
tor y la severidad de los sintomas que causan en las
plantas afectadas. De estas razas, se han mencionado
la MAV y PAV en la zona centro norte del pais (He-
rrera, 1982), la primera transmitida, en forma especi-
fica, por Sitobion avenae v la segunda, en forma no
especifica, por S. avenae v Ropalosiphum padi.

La diferente reaccion de las gram{neas cultivadas a dis-
tintas razas del virus (Skaria y otros, 1983), ha orien-
tado las investigaciones al estudio de sus propiedades.
La técnica seroldgica “‘Enzyme—Linked Inmunosor-
bent Assay’’ (ELISA), (Clark y Adams, 1977) ha sido
fundamental en el avance de estos estudios, debido a
su rapidez y precision en la diferenciacién de razas.

1 Recepcion de originales: 24 de agosto de 1983.
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La presente investigacion tuvo por objetivo purificar
e identificar un aistamiento chileno del VE AC presen-
te enla zona centro norte, siguiendola técnica ELISA.

MATERIALES Y METODOS

Aislacion de virus. El aislamiento se obtuvo de plantas
de avena cv. Nehuén del campo de la Est. Exp. La Pla-
tina, Santiago, Chile, durante 1983. Plantas de avena,
con tipicos sintomas de VEAC, en estado E4—5 de la
Escala de Feekes (Large, 1954), se recolectaron y al-
macenaron a 69 C para ser usadas en los diferentes ex-
perimentos.

Purificacién. El método de purificacion del virus fue
esencialmente el descrito por Hammond, Lister y Fos-
ter, 1983, con excepcion del gradiente de densidad.
Para ello, 500 g de tejido conservado a 60 C por 2 se-
manas, se homogeneizaron en 1/4 (p/v) de 0,1 M fos-
fato buffer (KoH/NaHgp) POg pH 6,0, conteniendo
0,05%/0 de Tween—20 y 0,01 M de dietilditiocarba-
mato {DIECA). El homogeneizado se filtré a traves
de una gasa y al extracto obtenido se le agregd 2/25
{v/v) de cloroformo y 1/25 (v/v) de n—amil alcohol y
se centrifugd a 7.000 rpm por 10 min. Al extracto ob-
tenido se le agregd 109/0 (p/v) de polietiten glicol
(PEG), P.M. 6.000y 0,25 M de NaCl, mezclandose en
un agitador por 90 min a 69 C. El precipitado se cen-
trifugd a 7.000 rpm por 10 min y el pellet se resus-
pendié en 10 m! de fosfato buffer 0,1 M pH 6,0. La
solucion se clarificd a 10.000 rpm por 10 min vy el so-
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brenadante se coloco en tubos de 20 mi, los cuales
contenfan 7 ml de sucrosa al 300/o (p/v), en fosfato
buffer 0,1 M pH 6 v se centifugd a 27.000 rpm por 4
hr (centrifuga Damon, rotor 466). E| pellet se resus-
pendid en 1 ml de fosfato buffer por cada tubo, se
clarificd a 10.000 rpm por 10 min y se sometid a una
Ultima centrifugacion de 27.000 rpm por 4 hr. Final-
mente, el pellet se resuspendio en 1 ml de buffer por
cada 200 a 250 g de tejido y fue almacenadoa 6° C.

Procedimiento ELISA. Inmunoglobulinas (Ig) e inmu-
noglobulinas conjugadas con la enzima fosfatasa alcali-
na (lg + E), especificas para VEAC se obtuvieron de
INOTECH AG. {CH 4008 Basel /Schweiz Frobenstrasse
72). Para la purificacion y conjugacion de los sueros
se siguié esencialmente el método de Clark y Adams
(1973). Para el procedimiento ELISA se siguio las reco-
mendaciones de Lister y Rochow {1979) y Fargettey
otros {1982). Para ello, pocitos de placas de poliestire-
no para pruebas de microprecipitacion (DYNATECH
LABORATORIES, Inc., Alejandria, WA 22314) se
cubrieron con 200 ui de Ig diluida 1/1000 y fueron co-
locados en cdmara hiimeda vy estufa a 360 C por 4 hr.
Enseguida, los pocitos se lavaron ciudadosamente 3—4

veces, a intervalosde 10 minutos, con fosfato buffer sa-:

lino (PBS), conteniendo 0,0509/0 de Tween—20. Poste-
riormente, se agregd 200 u! de antigeno e incubado a
60 C por 15 a 18 hr. Los antigenos de extracto fresco
de plantas se prepararontriturando 3 g detejidoen 12
m! de PBS, conteniendo 0,059/0 de Tween 20y 0,01
M de DIECA. Después de eliminar el antigeno se rea-
liz6 un nuevo lavado semejante al anterior y se agregd
200 ui de Ig + E en dilucién 1/1000,incubéndose por
6 hr a 379 C. Una vez terminado este periodo, se lavo
nuevamente y se agregd 250 ul de p—nitrofenil fosfa-
tasa 1 mg/ml| de 100/o dietanolamina, en fosfato
buffer pH 9,8. La reaccion se detuvo aproximadamen-
te 1 hr después con 50 ul de 3 M NaOH. El contenido
de cada pocito se evalué visualmente y se diluyd 1/9,
para la lectura de absorbencia en un espectrofotome-
tro (SPECTOMETER—-21) a O.D. 405 nm. Se tomo
como positivas las lecturas con un valor de absorben-
cia superior a dos veces el valor de las reacciones de
plantas sanas. Las pruebas de comparacion de las in-
munoglobulinas con diferentes razas del VEAC se rea-
lizaron en el laboratorio del Departamento de Botani-
cay Fitopatologia de la Universidad de Purdue, India-
na, E.U.A.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las preparaciones del aislamiento de VEAC parcial-
mente purificado mostraron en el espectro de luz ul-
travioleta (320 a 200 nm), la curva caracteristica de
los virus (Figura 1). En el Cuadro 1 se observan las
propiedades de absorbencia, con méaximos que varia-
ron entre 270 y 278 nm y minimos entre 250 y 254
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nm. El promedio de absorbencia entre los 260 y 280
nm fue entre 0,78 vy 1,09 {(A260/280). En las diferen-
tes preparaciones, las concentraciones finales del virus
variaron entre 0,60 y 1,09 mg de virus por kilo de te-
jido fresco.

A fin de determinar la especificidad de las inmunoglo-
bulinas usadas en la presente investigacion, se proba-
ron con razas previamente identificadas, en Purdue
University, por el Dr. R. Lister. En el Cuadro 2 se ob-
serva que estos sueros son especificos para la identifi-
cacion de la raza PAV vy no para las razas MAV ni
RPV. Cuando estos mismos sueros se utilizaron con el
aislamiento chileno, las reacciones por ELISA fueron
positivas en extractos frescos, clarificados y purifica-
dos (Cuadro 3). De acuerdo a estos resultados, el ais-
lamiento chileno de VEAC corresponderia a la raza
PAV vy seria semejante al aislamiento de esta raza pre-
sente en Indiana.
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FIGURA 1. Espectro de absorcién ultravioleta de una suspen-
sién parcialmente purificada de un aislamiento chileno de
VEAC.

FIGURE 1. Ultraviolet absorption spectrum of a partially pu-
rified suspension of a Chilean BY DV isolation.
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CUADRO 1. Propiedades de cuatro preparaciones de un aislamiento chileno de VEAC

TABLE 1. Properties of four partially purified extracts from a Chilean BY DV isolation

Preparaciones parcialmente purificadas?

Propiedades

I H 11} v Promedio
Absorbencia {(nm)
maxima 270 270 276 278 274
minima 250 250 254 250 251
A260/280 0.81 1,09 0,87 0,78 0,89
RendimientoP
mg virus/kg de tejido 0,60 0,60 1,09 062 072
ELISA (A 405 nm) ’
Anti PAV +€ + + +

8 Purificacion basada en extraccién con cloroformo y n—amil alcoho!, seguida de dos ciclos de altay ba

ja centrifugacién.

b €l rendimiento del virus parcialmente purificado basado en un coeficiente (A260/280) de 5,6.

¢ + reaccién positiva del antigeno a inmunoglobulinas anti PAV.

CUADRO 2. Resultados del ELISA de inmunoglo-
bulinas anti PAV usadas en Chile con antigenos de las
razas MAV, RPV y PAV

TABLE 2. Results of the ELISA of inmunoglobulines used in
Chile with MAV, RPV, and PAV antigens

Inmunogiobulinas anti PAV (Chile)P

Antigenos?

A405 nim Visual®
Purdue—MAV 0,077 -
Purdue—PAV 0,302 +++
Purdue—RPV 0,064 -
Control sano 0,044 —

@ Extracto fresco de plantas de avena, cv, Clintland—64, in-
fectadas con cada una de las razas. Pulverizadas con nitrége-
no liquido en 2 m! de 0,1 M fosfato buffer pH 7 y 2 m| de
PBS/Tween/PVP (polivinil pirrolidone). Previamente identi-
ficados en la U. de Purdue.

b {nmunogiobulinas anti PAV usadas en Chile provenientes de
INOTECH vy diluidas 1/1000.

¢ — reacci6n negativa; +++ reaccion positiva alta.

CUADRO 3. Resultados del ELISA con diferentes
formas de preparacion de los antigenos. Avena
Nehuén infectada con la raza PAV de VEAC
TABLE 3. Results of the ELISA, with antigens prepared by

different methods. Nehuen oats, infected with the race
PAV of BYDV

Resultados ELISA?

Antigenos
Absorbencia Aggs nm Visual®
Testigo sano 0,014 —
Testigo buffer 0,009 -
Extracto fresco 0,101 ++
Extracto clarificado® 0,145 e+
Extracto purificado 0,245 +HH+

@ Inmunoglobulinas anti PAV en dilucion de 1/1000.

b Extracto de 1 g de tejido en 4 ml de 0,1 M fosfato buffer
pH 7.

€ Extracto de 1 g de tejido en 1,5 mi de 0,1 M fosfato buffer
pH 7 v 4 ml de cloroformo. Centrifugado a 7.000 rpm por
30 min.

dExtracto de 1 g de tejido en 1,5 ml de 0,1 M fosfato buffer
Yy 4 ml de cloroformo seguido de un ciclo de baja (7.000
rpm por 30 min) y aita (27.000 rpm por 4 hr) centrifuga-
cién.

€ —reaccion negativa; ++ reaccion positiva media; ++t reac-
cion positiva alta.
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Uno de los factores esenciales en la purificacidon de
VEAC es la baja cantidad de virus obtenida en rela-
¢idn a otros virus de plantas que han sido aislados. E!
rendimiento final del virus en las preparaciones del
presente trabajo no difiere de las concentraciones ob-
tenidas por Rochow vy otros (1971), de 0,30 mg/kg de
tejido, y las de Hammond y otros (1983), de 0,15 a
1,27 mg/kg de tejido, para la raza PAV.,

Los valores maximos y minimos en el espectro de luz
ultravioleta fueron mayores que los descritos por
Hammond y otros {1983) y Paliwal (1978}, que indi-
can méaximos de 268 nm y minimos de 241 nm. Asi-
mismo, el valor promedio de Aogn/2g0 (0,89), fue
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menor que los descritos en otros trabajos {(Hammond
y otros, 1983} (1,77 y 1.76).

Prospecciones realizadas en la zona centro norte de
Chile (Herrera y Quiroz, 1983) indican la presencia de
la raza PAV en diferentes localidades. Esta raza chile-
na de VEAC seria semejante al aislamiento de Indiana,
el cual segin Hammond y otros (1983), es parecido a
la raza PAV presente en el estado de Washington. Esto
indicaria que cualquier resultado, en términos de reac-
clon de las gramineas cultivadas a esta variante del vi-
rus, deberfa ser vdlida en cualguiera de estas locali-
dades.
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