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Cultivo de tejidos en la agricultura

Conceptos Basicos

Un principio de patologia vegetal sefiala que las especies multiplicadas
vegetativamente durante muchos afios se infectan sistémicamente con uno
o varios patdgenos, en espec1a} virus.o agentes similares (Nyland, 1968).
No todos los virus producen sintomas definidos en sus hospedantes, porlo
cual, en muchas circunstancias, las enfermedades pasan inadvertidas o son
dificiles de evidenciar; en consecuencia, es posible que el dafio econémico o
las pérdidas originadas por la enfermedad no sean percibidas. Una mode-
rada reduccidon del namero o del tamafio de frutas, raices o tubérculos, o la
disminucién de la vida productiva de la planta probablemente no se notan
o se atribuyan a factores. culturales o ambientales, especialmente si todas
las plantas del cultivo estdn infectadas de modo umforme y no existen
ejemplares sanos para compararlas. : <

Un método para controlar las virosis que afectan’las especies de propa-
gacién agamica consiste en establecer programas de produccién, multipli-
caci6n y distribucion de material vegetal libre de virus, de sanidad contro-
lada, o libre de patdgenos especificos. Este mismo método es valido para
todos los patogenos que son sistémicos en sus hospedantes, como los
hongos y las bacterias que invaden los tejidos de conduccion.

Las técnicas empleadas para obtener el material madre o basico libre de
patdgenos son, principalmente, la termoterapia, la crioterapia, la quimio-
terapia, y el cultivo in vitro de meristemas apicales. Estas técnicas, que se
pueden emplear individualmente o en combinacion, se consideraran tam-
bién en los Capitulos 11 y 36.

El material regenerado mediante cualquiera de esas técnicas debe ser
probado para saber si ha sido eliminado el patégeno considerado (virus,
viroides, bacterias, hongos, etc). Estas pruebas han sido denominadas
‘indizacion’ (indexing, en la literatura inglesa) y son de distinta indole
segin la combinacién hospedante-patdgeno; en algunos casos son especi-
ficas, es decir, referidas a un solo patogeno, y en otro$ permiten la detec-
cién simultanea de diferentes patogenos No existe, sin embargo, una
técnica que permita ascgurar ‘la ausencia de todos los virus que pueden
infectar las plantas; de ahi que el término ‘libre de virus’ debe entenderse
como libre de los virus conocidos o descritos, o bien libre de aquéllos quela
prueba es capaz de evidenciar. Mas atin, todos los métodos empleados
estan disefiados para detectar la presencia de patégenos en una planta; la
ausencia de ‘reaccién’ permite suponer que esa planta no los posee, y el
rigor con que se repitan las pruebas y se alternen distintos métodos
establecerd el grado de garantia‘con que se respalde la samdad del material
obtenido.
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Los métodos de deteccién de virus y viroides son diferentes de los
empleados para bacterias y hongos sistémicos y seran considerados por
-separado. Los virus se identifican mediante técnicas adecuadas; en cam-
bio, los organismos que pueden ser aislados y cultivados in vitro se
identifican por medio de practicas comunes de microbiologia. Las bacte-
rias cuyo aislamiento ain no ha sido pos1ble como sucede coh algunos
Mollicutes(diversos mlcoplasmas) se detectan con técmcas empleadas en
fitovirologia.

Algunas’ de las pruebas que se descrlblrén a cont1nuac16n pueden reali-
zarse a partir de fragmentos del materlaI cultivado in vitro (hojas, tallos o
trozos de callo). De obtenerse unresultado negativo, se puede inferir que el
cultivo estudiado y toda su descendencia produciran plantas carentes de
esos patdgenos; en otros casos no es posible inferirlo porque se requiere
tejido en mayor cantidad o de.més consistencia, y porque las pruebas
deben hacerse partldndo de:plantas cultivadas en macetas. Sise prueba que
esas plantas estan libres del patégeno pueden emplearse como plantas
madre para proceder a multlpllearlas por el metodo ‘mas convemente

Los métodos sefialados en la 11teratura han s1do aplicados; general-
mente, a situaciones especificas, es decir, para detectar un determinado
patoégeno en un hospedante. Por ello resulta inadecuado intentar una
clasificacién de los mismos. Parece mas indicado hacer una descripcionde
las principales técnicas empleadas y luego dar algunos ejemplos de su
empleo, referidos a diferentes especies de plantas y a patégenos de distintos
tipos como virus, viroides, bacterias y hongos (Cuadro 30.1).

Deteccion de Virus

Los métodos de deteccién de virus van, en orden de complejidad, desde la
simple observacion de sintomas, su trasmision y¢l empleo de hospedantes
diferenciales, al serodiagnéstico y la visualizacién del patégeno en el
microscopio electrénico. Elempleo de una u otra técnica dependera de las
posibilidades de cada laboratorio, del tipo de patégeno, y del nimero de
plantas que sed necesario estudiar.

Selecciéh visual

Se basa umcamente en la observacion de smtomas para ehmmar las
plantas con manifiesta infeccién viral. Es un método muy impreciso e
induce a frecuentes errores ya que en ocasiones se eliminan plantas que,
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Cuadro 30.1. Los elementos de una prueba de deteccion de virus: hospedante. método, planta indicadora vy patédgeno.

Hospedante Patbgeno® Método® Planta indicadora Referencias
Citrus sinensis S. citri ELISA -— Remah et al., 1981
(naranjo y otros CTV ELISA — Clark et al, 1977a
citricos) Bar-Joseph et al., 1979a
Chrysanthemum ChSV IC Chrysanthemum morifolium
meorifolium cv. Blanche
(crisantemo) ChMV 1C Ch. morifolium cv. Fanfare
ChCMV 1C Ch. morifolium
ChTAV ™ Nicotiana tabacum Samsum Ben-Jacob et al,, 1973
ChVB ELISA Koenig et al., 1979
T™; ME Petunia hybrida Hollings, 1972
Dianthus CaMV ELISA =
caryophylius, ™ Chenopodium quinoa Devergne et al., 1982
Dianthus barbatus CaRSV T™; S Ch. amaranticolor
(clavel) CaVMV ™ Ch. amaranticolor
CaERYV TI Dianthus caryophyllus Houten et al., 1968
cv. Joker
Cal.y ™; S Ch. amaranticolor;
Ch. quinoa
Fragaria x ananassa SMV TI Fragaria vesca UC-5
(frutilla, fresa) SMYV Fragaria vesca UC-6
SVBV F. virginiana UC-10 Frazier, 1974a y 1974b
SCv F. virginiana UC-ll
SLCV F. virginiana Alpine

(Continta)
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Cuadro 30.1. Continuacién.

(cafia de azicar)

Hospedante | Patég;noa MétodoP Planta indicadora Referencias
Ipomoea batatas SPVMV < TE Ipomoea setosa Nome et at; 1980a
(batata, cdmote) " SPFMV T "L setosa Alconero et ‘at, 1975
"Manihot ‘esculenta CsXV' ELISA, dsRNA — Nolt, B. y Pincda, B.
(yuca) St e L . e (CIAT, comunicacién personal)
CMV T1;,.dsRNA M. esculenta sidem
FSD SV, TI M. esculenta idem
CCMV ELISA, dsRNA Co = idem
.ACMV TM, ELISA, HAN N. benthamiana idem
Persea americana ASBY TI Persea- americana .Gragzet:al., 1981
(palta) cv. Collinson : :
ASBV HAN — Patukaitis ‘et al;, 1981~
EGP Utermohlen et al., 1981
Prumus spp. PRSV ~TI; ELISA; Prunus serrujata
(duraznero, almendro, N ™ cv. Shiro fugen e o
cerezo, ciruelo, etc.) : Cucumis sativus Barbara et al., 1978
’ PDV ™M, T™ Momordica balsamina Fridlund, 1976
PEPV T, T™ ‘Prunus hybridus Nytand ‘et al., 1976
cv.- Schiroplum "
ChLRV S; T™M Nicotiana tabacum -
cv. White Burley Cropley et al., 1971
Saccharum spp. SucMV S; T™M Sorghum bicolor cv. Atlas Pirone, 1972

(Continia)
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Cuadro 30.1. Continuacién. 2 N
Hospedante Patégeno? Métoda® Planta indicadora Referencias
Solanum_’tyberosum PVA, PVM SV, 8 Chenopodmm qmaranncolor Salazar, 1982 .. .
(papa) i PVS, PVX ™ Physalu' floridana Fernindez-Valiela, 1969
PVY, PVT ELISA Gomphrena globosa Casper, 1977
PERV, APLV ™ Nicotiana debneyii Wooster, 1981
ME. N. clevelandii Jones, 1981 - Y
Stace-Smnith et -al.,’ 1968
: : Wetter, 1972
PSTV TM; HAN; EG Eycopersicon esculentum Salazar; 1982«
Vitis vinifera GELY ™; Ti Chenopodium amaranticolor Hewitt et al., 1970
(vid) ) C. quinoa, Vitis vinifera :
K V. rupe.m'u [
o ELISA o Ramsdell et al., 1979
Nepovirus ™ Ch qumoa Vetten, 1981 - +
PDB ELISA - Nome et al., 1980b

a. El nombre completo del patogeno figura en el Apéndice C.
b.’ TI=‘trasmisi6i a planta indicadora mediante injerto; TM = trasmision mecanica a plamas mdlcadoras SV = observacién dé smtomas HAN= hlbridacmn de

- 4cidos'nuicleieos; ME = observacién al microscopio electrdnico; IC =
ELISA; EG = electroforesis en gel, EGP = electroforesis en gel de poliacrilamida; ELISA = prueba inmunoenzimdtica (enzir
dsRNA = prueba del ARN de doble hebra. .

iajerto de callo en planca indicadora; S = cualquies inétodo serolégico a excepcion de

-linked immunosorbent assay);...




Pruebas de deteccién de virus, viroides...

por efecto de tratamientos previos en el medio de cultivo o por causa del
ambiente, presentan‘anormalidades fisiologicas reversibles. A la inversa,
debido a los fenémenos de enmascaramiento de sintomas o-de recupera-
ciébn temporal, o por accién de los llamados virus latentes, es posible
conservar plantas que efectivamente estén infectadas.

Sin embargo, es éste un método de deteccién de patégenos empleado
con éxito en algunos cultivos, cuando no se han ‘implementado otras
técnicas mas refinadas. Por ejemplo, el virus del estriado amarillo del ajo
(Garlic Yellow Stripe Virus) induce en ciertos cultivares de ajo sintomas
conspicuos, principalmente en'condiciones de baja temperatura; en casos
como éste, el coriocimiento de la especie, del viris, y de la énfermedad
permiten asegurar cierta confiabilidad al método (Nome et al., 1981).

Empleo de hospedantes indicadores -

Algunos virus pueden ser trasmitidos a plantas indicadoras por medio
del jugo infeccioso extraido de plantas enfermas; ésta es la prueba méas
simple y mas facil de realizar. La técnica se conoce como ‘trasmisién
mecanica’ y consiste en tomar un fragmento de la planta que se desea
probar (de las hojas nuevas, de los elementos florales, o de las raices) y
macerarlo en un mortero agregando un tampon (buffer) adecuado (gene-
ralmente fosfato 0.01-0.05 M de pH 7.0) y otros preservativos quimicos
apropiados. El material macerado se filtra a través de gasa y se aplica
suavemente sabre las hojas de las plantas indicadoras que han sido pre-
viamente espolvoreadas con un abrasivo como Carborundum 400—600 o
Corundum. La aplicacién de¢l extracto puede hacerse con los dedos, con
espatulas de vidrio, con pmcel con gasa, 0 con cualquier elemento
apropiado..

- Lashojas moculadas se lavan inmediatamente o se secan con papel ﬁltro
o con toalla de papel. La penetracién del virus es instantaneaen las células
heridas por el abrasivo y el efecto del lavado es simplemente eliminar
residuos que puedan obstaculizar la observac16n posterior de los sintomas.
Las plantas se observan durante varios dias hasta constatar la aparicion de
los sintomas propios de la infeccion viral. Cuando éstos se manifiestan
como lesiones en el lugar de la.inoculacién, ya sea del tipo necrético o
clorético, suelen présentarse entre los 4y 10 dias posteriores a la inocula-
cién; cuando-los sintomas esperados son del tipo sistémico (mosaico,
deformaciones en las hojas; ampollas, etc.) su aparicién es més lenta: suele
demorar de unaa varias semanas en las plantas herbéaceas y de varios meses
a afios en las plantas lefigsas. L.as plantas que se usan como indicadoras
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son o bien variedades muy susceptibles de la misma especie estudiada o
bien otras especies que desarrollan sintomas caracteristicos en el menor
tiempo posible (Cuadro 30.1). Los sintomas inducidos en las especies
indicadoras ayudan a identificar el virus involucrado (o més de uno, si los
hay).

El injerto en plantas indicadoras apropiadas permite detectar virus que
no son trasmisibles mecdnicamente o aquéllos que son dificiles de trasmitir
por la presencia de inactivadores o inhibidores virales en las plantas
hospedantes. Los injertos pueden hacerse entre plantas herbéceas, o entre
herbaceas y lefiosas, y no es necesario, aunque si conveniente, que el injerto
prenda de modo permanente. El contacto entre los tejidos del injerto y del
portainjerto debe ser suficiente para permitir el paso del virus de uno a
otro. Los métodos mas comunes incluyen el injerto de pua, de yemas, de
trozos de corteza, la aproximacién de tallos con diversas formas de
empalme, y en algunos casos, la aproximacién de peciolos de hojas. Las
plantas indicadoras adecuadas para detectar los virus en las especies més
estudiadas (papa, frutilla, batata, yuca, ornamentales, frutales, etc.) se
encuentran ampliamente descritas en la literatura. No obstante, cualquier
variedad o especie que exhiba buenos sintomas, segin: la experiencia
particular de cada investigador, puede ser empleada exitosamente como
indicadora.

Métodos serolégicos

Una gran variedad de métodos se emplean en la deteccién e identifica-
cién de virus y bacterias fitopatégenos. Todos se basan en la alta especifi-
cidad de la reaccién antigeno-anticuerpo, en la cual un anticuerpo reco-
noce y se combina sélo con la porcién de antigeno que le dio origen (p. €j.,
secuencia de aminoécidos de una proteina) o con otra muy semejante. La
mayoria de los virus poseen proteinas que son inmunogénicas, es decir, que
inyectadas en un animal de sangre caliente estimulan la produccién de
anticuerpos. El suero de Ia sangre que contiene anticuerpos se denomina

‘antisuero’ o ‘suero-anti’y al mezclarlo con su antigeno respectivo produce
reacciones que se pueden visualizar de diferentes maneras. Esta es la base
del serodiagnostico.

Los diferentes métod os serolégicos poseen caracteristicas que limitan su
empleo cuando se¢ dan determinadas condiciones. Los de mas amplia
aceptaciéon —que describiremos a continuacién— son los de difusién en
agar, de microprecipitacion, de floculacién de latex sensibilizado, y los
inmunoenziméticos (ELISA). Algunas consideraciones generales, aplica-
bles a cualquiera de ellos, se refieren a la forma‘de procesar la muestra que
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contiene el probable antigeno (jugo de la planta infectada), al empleo de
controles o testigos adecuados, y a las diluciones con que se empleen tanto
el antigeno como el suero-anti (Ball, 1974; Shepard, 1972).

* Eljugodela planta se obtiene por maceracion del fragmento vegetal en
mortero o por medio de cualquier prensa adecuada. Se denomina jugo
crudo’si tan s6lo se filtra el macerado en una gasa. Este jugo contiene
restos de pared celular, epidermis, cloroplastos, etc. En cambio, se dice
que el extracto esta ‘clarificado’ si se eliminan esos elementos por
centrifugacién (3,000g a 10,000g) durante 5 a 15 minutos. De los méto-
dos aqui sefialados, s6lo el de microprecipitacién requiere el empleo de
jugo clarificado, que es optativo para el de floculacién de latex.

* En todas las pruebas.es imprescindible incluir como testigos extractos
de plantas enfermas y sanas de la misma especie, obtenidos en forma
idéntica que los de las muestras que se estudian. Estos dos testigos
permiten establecer los limites de las reacciones positivas y negativas.
Ademads, conviene incluir un control adicional correspondiente al
‘suero normal’; es decir, sueros sin anticuerpos especificos del antigeno
que se esta probando, obtenidos de un animal antes de inmunizarlo.
Estos controles estan destinados a evitar confusiones frente a reacciones
no especificas, como las que ocurrirfan con proteinas normales de la
planta o con otros componentes del suero.

* Las reacciones en que ocurre una precipitacién necesitan que tanto el
antigeno como el anticuerpo se encuentren en proporciones equivalen-
tes. Si éstas no se han determinado, conviene considerar mas de una
reaccion por elemento reaccionante. El titulo de un antisuero es la
maxima dilucién del mismo que permite obtener reacciones frente a un
antigeno determinado; la ‘dilucién de empleo’ es aquélla que permite
obtener reacciones fuertemente positivas en el menor tiempo posible.
Ambas suelen indicarse en:1os antisueros que se comercializan o que se
tipifican para un trabajo determinado.

Doble difusién en agar. Si se colocan el antigeno y el antisuero homoé-
logo en celdillas enfrentadas hechas en un medio agarizado, se difunden en
¢l medio a una velocidad determinada tanto por la concentracién, la
densidad, y la composicién del agar como por ciertas propledades de los
elementos reaccmnantes como el tamafio y la forma del ant(geno

Cuando el antigeno y el anticuerpo se encuentran en proporciones
equivalentes en el agar, se producen zonas de precipitacién en forma de
bandas o lineas. La prucba es aplicable a la identificacién de virus, par-
tiendo de savia cruda o clarificada o de virus purificado. No hay inconve-
niente en el empleo de antisueros que reaccionen con proteinas normales
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dela planta dado.que, en general, las lineas de pre01p1ta016n que producen
no commden con las del virus.

El medio para realizar la prueba se obtiene fundiendo agar en una
solucién salina (NaCl 0.85%) o en cualquier tampén apropiado (TRIS,
PBS) con pH cercano ala neutralidad, que ademas contenga azida sédica
al 0.2% como biocida. El agar debe ser de extrema pureza por lo cual se
suele emplear Oxoid Tonoagarno.2o Agarosa en concentraciones de 0.5%
a0.9%. Una vez fundido el agar, ya sea en ‘autoclave durante 15 minutos
(Ionoagar) o en un plato caliente (Agarosa), se vierte en una caja Petri de
pléstico la cantldad suficiente para formar una capa de 2 mm de espesor
(aproximadamente 12 ml para una caja de 100 mm de didmetro) y se deja
solidificar sobre una superficie plana. Si no hay:cajas de plastico, se
emplean las de vidrio teniendo la precaucién de recubrirsu fondo con una
sustancia hidrofébica como-el Formvar (0.1% a 1% encloroformo) a fin de
evitar que las. gotas escurran entre el agar y el vidrio (Ball 1974).

El gel de agar forma poros de tamafio variable segin la concentracuSn y
el tipo de agar empleado. En muy bajas concentraciones (0.3%) forma
poros de alrededor de 780 nm (Aekers et al., 1962) que permiten la difusiéon
de virus alargados hasta de 650 nm. En una concentracion del 1%, se
difunden en el gel virus poliédricos de alrededor de 30 nm., En concentra-
ciones intermedias permiten el desplazamiento de virus de tamafios inter-
medios (Noordam, 1973); aquéllos de‘particulas mayores, como los perte-
necientes al grupo-de los Potyvirus, deben ser degradados a unidades
menores o directamente a subunidadés proteicas antes de ser probados por
este:método (Shepard, 1972). Organismos como las bacterias del xilema
deben ser desintegrados mediante ultrasonido para perinitir la difusiénen
agar de los diversos compuestos antigénicos que poseen.

Las celdillas se marcan con un sacabocados o con moldes preparados
para este proposito, y el agar sobrante se retira mediante succién con
pipeta. La forma més frecuente de celdilla es la circular; en ¢sta, una
celdilla de 4 a 8 mm de didmetro est4 rodeada de otras, en nlimero variable,
de igual o menor didmetro (4 a 6 mm). Generalmente, la celdilla central se
emplea para colocar el antisuero y las periféricas para las muestras de
antigenos. La distancia comiinmente empleada entre celdillas de antisue-
ros y antigenos es de 4 a 5 mm, medida entre los bordes mds cercanos de
ambas. Los reactivos se colocan con jeringas provistas de agujas finas o
bien con pipetas de punta fina, evitando esparcir los reaccionantes sobre el
agar. La caja Petri se debe manteneren una cdmara himeda durante una.o
dos semanas y las observaciones se hacen diariamente. Es conveniente
observar las bandas o lineas que se formen en una habitacién oscura, sobre
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un fondo negro, y con luz indirecta emitida desde abajo por un tubo
fluorescente circular o por una lampara puntlforme (Figura 30.1, A)

Microprecipitacién. Esta prueba se reallza en cajas Pctrl pléstlcas oen
cajas.de vidrio recubiertas con Formvar:(0.1% a 1.0 %:en cloroformo) u
otra sustancia hidrofébica; en.ellasse-colocan y se mezclan-pequefias gotas
de antisuero y antigenoen diversas concentraciones. Las gotas se recubren
totalmente .con un aceite :mineral liviano (p. ¢j., vaselina liquida) y se
observan: después de .dos horas:a temperatura ambiente —y al dia
siguiente, si se las mantiene a baja temperatura— para detectar:la presen-
cia de un.precipitado,’Debe emplearse un extracto clarificado, ya sea por
centrifugacién o mediante el empleo de solventes orgénicos como cloro-
formo, éter o butanol; en este:dltimo -caso es conveniente dializar el
extracto clamﬁcado para remover cualquler resxduo de solvente

En este procedlmlento es convemente dlbujar con léplz de cera.en el
fondo. de la caja Petri un reticulado para demarcar la ubicacién de las
gotas; la dimension de los cuadrados dependera del tamafio de la;gota que
se pueda obtener. En cada cuadrado se coloca una pequefia gota de
antisuero.en la concentracién que se ha establecido previamente como
6ptima, y a su costade una de antigeno. Las gotas del antigeno (jugo de la
planta) corresponden a una serie -de diluciones efectuadas previamente.
Como seindicé antes, se mezclan las gotas, se cubren con-aceite mineral o
vaselina ‘liquida, y se-dejan.en incubacién para hacer las lecturas. La
observacion se.puede hacer al microscopio en campo oscuro con 50X o.con
una lupa iluminada desde abajo. Es muy:importante-incluir los testigos
sanos y enfermos coni¢l fin de comparar reacciones positivas y negativas.
Los precipitados obtenidos por esta prueba difieren segin el tipo de virus:
en los de particulas alargadas, el precipitado aparece enformade nubes; en
los icosahédricos, en cambio, es. granular, En algunos casos se observan
precipitados no especificos, generalmente de fosfato de calcio, cuando se
emplean plantas con altos contenidos de calcio; este resultado puede
evitarse precipitando-el calcio.con un-exceso de fosfatou oxalatode calcio
antes de/ la-clarificacién- por centnfugaclén (Noordam,. 1973; Ball, 1974).

Floculacién de létex sensnblhzado Este método es semejante al de
microprecipitacién con la diferencia de que emplea particulas de latex de
tamatfio uniforme;(Latex 0.81-u, Difco:-Laboratories, y Colab Laboratories
Inc.) recubiertas: por los anticuerpos correspondientés al virus que se
determinard. La sensibilizacion. del latex se realiza mezcldndolo con la
gammaglobulina purificada del antisuero. Al ponerlas en contacto con el
antigeno respectivo, las particulas de l4tex se agregan originando precipi-
tados visibles a simple vista o con microscopio- (Figura 30.1, B). Este
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método es 100 a 1000 veces mas sensible que el de microprecipitacién. Los
detalles de su implementacion se describen en:el ejemplo B., en la seccién
Aplicaciones al final de este capitulo.

Pruebas inmunoenzimdticas (ELISA). La prueba inmunoenzimética
ELISA (‘enzime-linked immunosorbent assay’) es de gran sensibilidad y
permite detectar cantidades:pequeifiisimas de antigeno, o de anticuerpos,
en situaciones en que la mayoria de los otros métodos serolégicos fracasan.
Ademis, permite el anélisis simultdneo de un gran niimero de muestras.
Fue desarrolladaen 1971 para emplearla en medicina'y adaptadaen 1977 a
la patologfa vegetal, en especial‘para la deteccién de virus en plantas.

La prueba se basa en que tanto el antigeno como ¢l anticuerpo pueden
acoplarse (conjugarse) a una enzima sin que pierdan antigenicidad o
capacidad de reaccioén enzimatica. Existen varias versiones de la prueba,
pero la mas comiin en fitopatologfa, en especial tratdndose de virus de
plantas, es la llamada ‘sandwich de anticuerpos’ (Clark et al., 1977b). La
prueba se realiza sobre soportes s6lidos de diversos tipos siendo los més
empleados las placas o cajas de pléstico de microtitulacién que,.en un
modelo comiin, poseen 96 celdillas con fondo plano o en forma de U. El
primer paso consiste en recubrir (sensibilizar) la superficie de las celdillas
del plato conuna capa de anticuerpos; para ello, en-cada una se coloca una
alicuota de gammaglobulina purificada de un determinado antisuero. El
plastico adsorbe pasivamente los anticuerpos en forma irreversible; para
eliminar el exceso no adsorbido, se lava el plato con un béfer de fosfato
salino (PBS) que contiene ademés un detergente no idnico. Se procede, en
una segunda etapa, a colocar la muestra problema (el-antigeno) que en este
caso es el jugo de planta que se analiza; si en este jugo existe el antigeno
especifico que originé los anticuerpos adsorbidos, se produciré la unién
antigeno-antieuerpo. Se lava nuevamente el plato para eliminar el exceso
de jugo y de antigenos y se procede, en una tercera etapa, a agregar los
mismos anticuerpos usados en la primera pero conjugados con una
enzima,; si el antigeno ha sido fijado, el conjugado se le unird completando
el ‘sandwich’de anticuerpos. Las enzimas que se emplean con més frecuen-
cia en esta prueba son la fosfatasa alcalina y la peroxidasa.

La tGltima etapa de la prueba consiste en la adicion del sustrato. Cuando
en las etapas anteriores se ha logrado establecer la cadena ‘anticuerpo-
antigeno-conjugado’, 1a enzima del conjugado actuara sobre el sustrato
modificando su color y sefialando una reaccion positiva. En el caso de la
fosfatasa alcalina, el sustrato usado es p-nitrofenilfosfato que, por hidréli-
sis, da un compuesto de color amarillo que presenta un pico de absorcién
en 405 nm. La intensidad del color es un indice de la cantidad de antigeno
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presente en la muestra; la lectura final se puede realizar a simple vista o
midiendo la absorbancia en un fotometro calibrado a 405 nm (Figura 30.1,
C). Como se ha recomendado para otros métodos, es importante incluir
una muestra con ¢l antigeno o control positivo (virus o antigeno purifi-
cado, jugo de lz planta enferma) y un testigo correspondiente al jugo de la
planta sana o control negativo, Estos testigos permiten seguir la marcha de
la teaccién y detectar las anormalidades que pudiesen presentarse.

Las enzimas que s¢ empleen deben ser suficientemente estables, de gran
capacidad de reaccion, y faciles de conseguir; ademas, deben actuar sobre
un sustrato dﬁ«caract!:rﬁtmas parecidas, que dé origen a un producto final
de color diferénte. La | gran sensibilidad del método se basa, justamente, en
el efecto amphficador de estas enzimas que en pequefias cantldades son
capaces de mod:ﬁcar una gran cantidad de sustrato.

Cons1derando que ELISA es un método cuantitativo, técnicamente
todas las muestras que den una coloracién més intensa que el control
negativo.debieran ser positivas; sin embargo se considera también que hay
variacién en los valores de absorbancia de los controles negativos, y por
ello se han hecho varias sugerencias para estableger el limite entre negativo
y positivo. En una de ellas se propone emplear el doble de la desviaci6n
estandar delos controles sanos; en otra, emplear el doble del promedio de
estos controles 0 blen agregar 0.05 aese promedio.

Temendo en cuenta que este método es uno de los de mayor valor en la
deteccién de virus.de plantas, los detalles de su'manejo se indican en la
seccién Aplicaciones de este capitulo.

Mlcroscppia electrémca

La mlcroscopia electrémca constltuye un recurso valiosisimo en la
deteccién de virus y Mollicutes (Micoplasmasy Syproplasmas) en plantas.
Se puede emplear en cualquier etapa del cultivo in vitro de tejidos, desde el
incipiente desarrollo de un explante hasta la planta desarrollada fuera del
medio de cultivo.

Las técnicas en uso y su grado de complejidad son variados; por tanto,
su eleccion estard directamente condicionada por las posibilidades técni-
cas del laboratorio. La ausencia de un microscopio electrénico en el sitio
de trabajo no es un factor limitativo porque los ‘preparados’ se pueden
enviar a otro centro que posea el microscopio.
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