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RESUMEN

La técnica de "doble sandwich" inmunosorbente enzima conjugada (ELISA),
es un método excelente y de alta sensibilidad para detectar de manera cuali
tativa y cuantitativa diversos virus de plantas.

E1l virus del mosaico del cardamomo (VMCar) fue diagnosticado utilizando
la técnica ELISA cuya sensibilidad se manifestd hasta en diluciones de
1:1,000 de planta enferma.

El antigeno fue detectado en plantas enfermas en diluciones desde 1:10
hasta 1:1,000 con concentraciones de 5 mcg/ml de gama-globulina disuelta en
una solucidon de carbonato de sodio a pH 9.6 y una dilucidn de enzima conju
gada con gama-globulina de 1:400 disuelta en una solucidn de PBS-Tween mas
20% de PVP y 2% de ovalbiimina.

En el diagndstico de VMCar por analisis con espectofotdmetro, se deci-
did que para determinar el valor de absorbancia a partir del cual puede
considerarse que una planta estd o no atacada por el patdgeno, debe sumar-
se el valor de 0.08 a la media de las lecturas de absorbancia a 405 nm, de

los controles negativos de la prueba.






I. INTRODUCCION

El Cardamomo (Elettaria cardamomum) es uno de los cultivos que en los

tltimos afios ha ido adquiriendo popularidad entre los agricultores guate-
maltecos debido a su alta rentabilidad.

En 1920, se introdujo en el pais este cultivo y gracias a las condicio
nes ideales de clima y suelo de varias de sus regiones, pronto se extendid
por diversos puntos de la Repiblica. Una muestra de ello es que de nueve
mil quinientas hectareas de cardamomo cultivadas en 1975 se aumentd a die-
ciseismil quinientas en 1979.

Desde el punto de vista econdmico, ademds de ser una fuente de trabajo
para muchas familias de escasos recursos, y gracias a la alta demanda que
el producto tiene y a los elevados precios que ha adquirido en el exterior,
es una fuente de ingresos para muchos agricultores y de divisas para el
pais.

En 1975 aparece en la finca La Florida, E1 Palmar, Quezaltenango,
Guatemala, una énfermedad conocida como mosaico del cardamomo, que se disemi
nd por toda la costa sur y estd causando serios dafios en las plantaciones
cardamomeras. Hasta este momento no se ha realizado ningln estudio para
evaluar los dafios causados por esta enfermedad y aunque en los anos siguien
tes a su aparecimiento los dafios no se hicieron sentir en la produccidn, hoy
algunos agricultores estiman que las pérdidas llegan en algunos casos hasta
el 60 © 70%. Dado que la enfermedad se ha extendido por todo el pais, ame-
naza con terminar con el cultivo si no se toman medidas inmediatas y efica-
ces. Consciente de ello, la Asociacion de Productores de Cardamomo (APROCAR)

inicid gestiones con el Dr. Denis Gonsalves, de la Universidad de Corneell



E.U.A., para iniciar el estudio del virus del mosaico del cardamomo
(VMCar) agente causante de la enfermedad.

En febrero de 1982 APROCAR solicitd la colaboracidn de la Universidad
del Valle de Guatemala, con la que firmd un convenio, para que esta insti
tucion hiciera las investigaciones necesarias con el fin de llegar a cono
cer diversos aspectos del patbgeno que causa la enfermedad.

Actualmente la Tinica forma de detectar la enfermedad es a través de
los sintomas clinicos que se observan en la planta infectada. No obstan
te hay muchas plantas atacadas que no presentan sintomas y si esta situa
cibn se da en plantas de semillero que deben ir al campo definitivo, el
problema se torna de dimensiones incalculables. De ahi que una de laspri
meras tareas es la de buscar una t&cnica apropiada para detectar la pre-
sencia del VMCar y posteriormente realizar otro tipo de trabajos para com

batir la enfermedad,

El presente trabajo tiene como objetivo el de estandarizar la técnica
Inmunosorbente enzima conjugada (ELISA) para diagnosticar en forma rapida,

eficiente y a bajo costo la presencia del VMCar.

Hipdtesis: El virus del mosaico del cardamomo puede ser diagnosticado
en forma cualitativa y cuantitativa utilizando la técnica inmunosorbente
enzima conjugada (ELISA) si se aplican concentraciones adecuadas de gama-
globulina anti-virus del mosaico del cardamomo, de antigeno y de enzima

conjugada con gama-globulina.




I1. REVISION DE LITERATURA

A. El cultivo del cardamomo

1. Caracteristicas botanicas. El cardamomo (Elettaria cardamomum)

pertenece a la familia de las zingiberaceas. Es una planta peren
ne, de aproximadamente 2.50 a 3.50 m de altura, provista de un rizoma tu-
beroso horizontal (33). Este rizoma desarrolla de ocho a veinte tallos-ho
jas. Las hojas son envainadoras, lineales, lanceoladas y dispuestas en el
tallo en forma alterna, presentando nervaduras a lo largo de la l1amina fo-
liar; su longitud es de aproximadamente cincuenta centimetros y su anchura
de cuatro a seis centiImetros (2, 7).

El rizoma produce tallos florales de unos noventa centimetros de altura
y presentan una tendencia a recostarse horizontalmente. Las inflorescen-
cias que se forman estan dispuestas en paniculas (24). Las flores son her
mafroditas, irregulares y con bracteas de color blanco a verde palido y vio
leta en el centro, de 2.5 a 3.8 mm de diZmetro (25).

Enriquez (18) sefiala que la corola es tubular con tres pétalos, uno de
los cuales sobresale por ser el mas grande. El caliz con tres sépalos es
doble y externo, cilindrico y con dos 16bulos, con cuatro divisiones exter
nas y tres internas donde se encuentran los ovulos.

El fruto es una capsula indehiscente con tres ldculos, de diez a vein-
te milimetros de largo y de cinco a diez milimetros de didmetro. Posee
tres celdas y tres segmentos de color verde amarillento en estado maduro.
En cada celda se desarrollan de tres a siete semillas de forma irregular,
angulosas, duras, de color pardo y superficie dspera con un surco en todo
lo largo y una pequena envoltura delgada, incolora y membranosa de sabor

picante (25, 18, 24).



2. Ecologia del cultivo. E1 cardamomo es un cultivo tropical que re-

quiere una temperatura entre los 20 y 25°C y una precipitacidn plu
vial de 2,000 a 3,000 mm bien distribuidos durante todo el afio. Se desarro
11la perfectamente en altitudes que van de los 700 a los 1,500 metros sobre
el nivel del mar y con una humedad relativa de 70 a 80% (25). Los suelos
aconsejables son los arcillo-arenosos sueltos y bien drenados con abundante
materia organica y ricos en elementos minerales.

3. Importancia del cultivo. Son cada dia ma3s los usos que se dan a

los productos obtenidos de la planta de cardamomo. En la India se
utiliza para preparar diversos platos mientras que en Europa y Estados Uni
dos de América se utiliza para la industria de alimentos envasados. La in
dustria farmac@utica lo aprovecha para la fabricacidn de medicamentos esti
mulantes de las funciones gastrointestinales. El aceite extraido se emplea
para aromatizar cigarillos y preparar perfumes, cosméticos, licores y otras
bebidas. En Arabia preparan con el fruto una bebida el "Gahwa'.

Desde el punto de vista econdmico, segin los Gltimos datos proporciona-
dos por el Banco de Guatemala (25), la extensidn cultivada ha aumentado de -
nueve mil quinientas hectidreas cultivadas en 1975 a dieciseis mil quinien-
tas en 1979. Ello es un indicio de la aceptacidn que el cultivo ha tenido
entre los agricultores. Esto ha significado un aumento en los ingresos pa
ra muchos agricultores y de divisas para el pais.ademas de ser una fuente
de trabajo para muchas familias de escasos recursos econdmicos.

En 1978 se exportaron dos mil toneladas métricas que significaron un
ingreso de cerca de treinta y un millones de quetzales, colocandose por su
valor, entre los tres principales productos de exportacidn del pais situég

dose detras del café y algodon (25).



B. La enfermedad del mosaico del cardamomo

Una de las principales enfermedades del cardamomo y la que mas pérdidas
ha causado en las diversas regiones cardamomeras de Guatemala, es la enfer-
medad conocida con el nombre de mosaico del cardamomo. E1 agente causante
de la enfermedad es un virus conocido con el nombre de virus del mosaico del
cardamomo (VMCar), La enfermedad aunque parece haber existido desde hace mu
cho tiempo, su descubrimiento por primera vez en Kanara Spice Gardens, la In
dia, es relativamente reciente. En 1975, Flores (20), descubre en Guatemala
en la finca La Florida, El1 Palmar, Quetzaltenango, una enfermedad cuyos sin-
tomas eran parecidos a los de la enfermedad del mosaico del cardamomo conoci
da en la India como "kate". En un principio los dafios causados por la enfer
medad en los campos de la costa sur de Guatemala, no se hicieron sentir mu-
cho, ﬁor lo que hasta se pensb que se trataba de otro tipo de mosaico del
cardamomo, distinto al descubierto en la India. Pronto la enfermedad se ex
tendid por todo el pais comenzando a hacer estragos en las plantaciones.

Los primeros sintomas de la enfermedad aparecen como una clorosis gene—
ral en las hojas mds jovenes tomando un color amarillo o verde claro. Es
caracteristica la presencia de unas rayas o estrias paralelas de color ver-
de oscuro sobre fondo claro que cubren toda la hoja desde la vena principal
hasta el margen formando el patrdon caracteristico de mosaico. Cuando la
planta joven es atacada, toma un porte achaparrado y no llega al alcanzar
su tamano normal mientras que su produccidon disminuye considerablemente. En
la planta adulta, los primeros sintomas aparecen en las hojas mas jovenes.
La proliferacion de hijos es mayor pero su crecimiento no es erecto sino que
se curvean hasta que las hojas tocan el suelo. Las ramas se marchitan y fi

nalmente la planta muere (40, 20),



C. Técnicas serolbdgicas

Entre las técnicas modernas para el estudio del virus estan las basadas
en la serologia. A través de ellas se éuede no solamente detectar la pre-
sencia del virus, aun en plantas sin sintomas, sino también cuantificarlo.

Las reacciones seroldgicas son el resultado de una combinacidn especifi
ca entre antigeno y anticuerpo. El antigeno se define como una sustancia
que reacciona en forma especifica con un anticuerpo determinado. Se han des
crito muchos tipos de anticuerpos pero el mds importante en la serologia de
los virus de plantas es la gama-globulina Ig G. Cada molécula del anticuer
po se caracteriza por tener dos superficies inmunoactivas idénticas, mien-
tras que las particulas de virus pueden tener varios tipos de superficies
de inmunoactividad distinta. Cuando las particulas de virus y los anticuer
pos especificos hacen contacto bajo condiciones propicias, un punto inmuno-
activo de una molécula del anticuerpo se adhiere a su punto antigénico es-
pecifico sobre una particula de virus y el otro punto activo se adhiere al
mismo tipo de punto antigénico de otra particula de virus uniendo asi a las
dos particulas (21, 23).

Entre las principales pruebas seroldgicas tenemos: a) la prueba de pre
cipitacidn en tubos, b) 1la prueba de microprecipitacidn en placas, c) la
prueba de precipitacidn en portaobjetos, d) 1la prueba de doble difusidn en
agar, y e) la prueba de precipitacidn de anillo de interfase.

Hasta en los tltimos afios los métodos seroldgicos o inmunoldgicos fue-
ron casi desconocidos por la agricultura. Muchos de los esfuerzos realiza
dos para usarlos fallaron a causa de que dichos métodos resultaron imprac-

ticables por el alto costo que significaban o por la experiencia técnica



que requerian, ello hizo que estos métodos no pudieran desarrollarse en
gran escala en el campo agricola. Los primeros pasos en este campo fue-
ron dados por Derrick (15) al desarrollar una nueva técnica seroldgica
llamada immuno sorbent electron microscopy.

D. La técnica inmunosorbente enzima conjugada (ELISA)

En 1977 Voller y colaboradores, Clarck y Adams (41, 11) adaptan la téc
nica inmunosorbente enzima conjugada (Enzyme-linked immunosorbent assay)
que comiunmente se abrevia ELISA, para la deteccidn cuantitativa de los vi-
rus de plantas (17).

. Estudios iniciales con el virus del mosaico ardbigo y virus del ciruelo
indicaron que 1-10 nandgramos por mililitro, de virus puede ser detectado.
Posteriormente, estudios mads detallados realizados por Clarck y sus cole-
gas, determinaron las condiciones Optimas para la realizacidn de tales en-
sayos y probaron en sus estudios iniciales que el virus de la mancha élopé
tica del ciruelo y otros virus pueden ser ficilmente detectados y analiza-
dog™(1, 11,.12; 3, 39),

A excepcidn del radioinmunoensayo, todas las otras técnicas muestran una
sensibilidad menor que la microscopia electrdnica en la deteccidn del virus.
No obstante el radioinmuﬁoensayo presenta dificultades de otra indole tales
como la necesidad de un contador de centelleo, el empleo de radioisdtopos y
la limitada duracidn del reactivo marcado (37).

La sensibilidad de la técnica ELISA ha sido comparada con la t@&cnica ra-
dioinmunoensayo en cuanto a su sensibilidad. Sobre ella, ofrece grandes ven
tajas tales como, su realizacidn no requiere de aparatos cosiosos ni de tec-

nologia complicada, las muestras a analizar no requieren de manipulacidn es-



pecial, su costo es sumamente bajo y ofrece la posibilidad de analizar un
gran nimero de muestras en poco tiempo y la aplicacidn no requiere de gran-
des conocimientos cientificos. :

Clarck (10), sefiala tres caracteristicas fundamentales de ELISA. a) Ha
bilidad para detectar patdgenos en plantas aun cuando &stos se encuentren
en una concentracidn mucho menor de la requerida para los otros métodos clad
sicos de inmunoprecipitacidbn. b) Capacidad para detectar antigenos de muy
diferente tamafio y morfologia. c¢) Aptitud para proporcionar datos cuanti-
tativos de la presencia de virus. Caracteristica @sta que permite obtener
medidas precisas de la ocurrencia y distribucidn de un antigeno especifico
y de patdgenos de plantas.

Simhon y colaboradores, 1978 (36), en su estudio para diagnosticar rota
virus en nifios con diarrea, demostraron la mayor eficiencia de ELISA sobre
la microscopia electrbnica en la deteccidn de virus. En todos los casos es
tudiados, ELISA superd a la microscopia electrdnica en un 5.5% de casos de-
tectados.

Actualmente el potencial de la t&cnica ELISA para proporcionar datos,
ha sido utilizada para varios propdsitos. Entre los virus estudiados estan:
virus de la tristeza de los citricos, el del mosaico del enanismo amarillo
de la cebada, el virus de la soya, de la papa, del pepino, del tomate, de
la vid, del maiz, el virus de las cucurbitBceas y otros muchos que causan °
dafos significativos en plantas de importancia econdmica (6, 29, 30, 31, 8,
14, 22, 35, 34). Se ha aplicado también la técnica para encontrar huéspe-
des alternos de distintos virus asi como para el estudio de transmisores de

estos patdgenos (13).



Recientemente la aplicacidn de ELISA en el campo de la agronomia se ha
extendido al estudio de bacterias que pertenecen a los géneros Corynebacte-

rium, Rhizobium y Spiroplasma (12, 28). Esto hace pensar en el promisorio

futuro que ELISA tiene en el campo de la fitopatologia.

1. Fundamentos de ELISA. La técnica ELISA llamada también de "doble

sandwich" se fundamenta en los siguientes procesos: los anticuer-
pos presentes en la gama-globulina, en condiciones apropiadas de pH se ad-
hieren a la superficie de polivinilo de las bandejas de "Microtiter". So-
bre el anticuerpo adsorbido se agrega una solucidn con antigeno llevandose
a cabo una reaccidn antigeno-anticuerpo. Posteriormente se agrega un con-
jugado de gama-globulina con fosfatasa alcalina (enzima) que se adhiere al
antigeno que habfa quedado adherido anteriormente al anticuerpo (11, 40).
Finalmente se agrega un sustrato adecuado a la enzima y la hidrdlisis
de éste por la fosfatasa-alcalina produce un color amarillo ficilmente a-
preciable a la vista. La presencia de color amarillo dependeri de si la
reaccidn se ha realizado o no. Una reaccidn positiva darid coloracidn ama-
rilla e indicara la presencia de antigeno en la muestra y una reaccidn ne-
gativa no dard coloracibn e indicarid la ausencia de antigeno en la muestra
estudiada. La reaccidn de enzima conjugada es proporcional a la cantidad
antigenos adheridos a la gama-globulina, de ahi que la intensidad de color
amarillo al hidrolizarse la fosfatasa alcalina permitird medir cuantitati-
vamente la presencia de antigeno en la muestra por medio de espectofotome-
tria.
El conjugado gama-globulina con fosfatasa-alcalina tiene gran importan
cia.. La reacci®n que se lleva a cabo es facil de desarrollar y cuantifi-

car.
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El glutaraldehido que se agrega a la gama-globulina conjugada con la

fosfatasa-alcalina, actfia como agente condensante (3).

La Fig. 1 nos muestra los principios generales en los que se basa la
técnica ELISA,

2. Condiciones de ELISA. A medida que el inter@s por la t&cnicaELISA, |

para ser aplicada a distintos propdsitos aumenta, se hace necesario
estandarizarla para cada uno de ellos. Dos aspectos técnicos deben ser con ‘
siderados, a) las concentraciones ideales de antisuero y antigeno, b) las
condiciones experimentales y procedimientos analiticos (10).
Las concentraciones de antisuero y antigeno deben estar en proporciones
adecuadas para que ocurra el precipitado. Un exceso de uno u otro ingre-
diente pueden inhibir la reaccidn. Es sabido que los antigenos pequenos,
como es el caso de muchas proteinas de plantas, forman precipitados a con-
centraciones menores que las de antigenos grandes. Concentraciones de sa-
¢
les, pH inapropiado y la presencia de otros materiales pueden inhibir la

reaccidbn (21).

3. Andlisis fotométrico de las muestras. Frecuentemente un analisis

visual de los resultados de ELISA pueden ser suficientes para deci
dir si la reaccidn es positiva o negativa, sin embargo, en muchos casos da
da la incertidumbre de la reaccidn serd necesario acudir a un analisis fo-
tométrico de las muestras para tomar una decisidn m3s objetiva. E1 proble
ma radica entonces en decidir el nivel o valor de absorbancia a partir del
cual se debe considerar la reaccidn positiva o negativa.
Clarck (10) cree que lo mds recomendable para determinar el nivel de de
cisibn es tomar dos o tres desviaciones estindar sobre la media de los valo

res de absorbancia de las muestras mnegativas.



ITI. MATERIALES Y METODOS

A. Reactivos

Para desarrollar la técnica de ELISA se necesitan los siguientes reac-

tivos.

1. Suero de conejo anti-virus del mosaico del cardamomo. El antisuero

ha sido producido por el Dr. Gonsalves, inyectando conejos con vi-
rus purificado de las plantas de cardamomo infectadas con el VMCar. Este
suero es la base para aislar la gama-globulina.

2. Suspensidn de material macerado de plantas de cardamomo. Partes de

plantas infectadas con el mosaico del cardamomo son maceradas en u-
na solucidn de buffer de extraccidn.
Los otros reactivos son los descritos por Clarck y Adams para el desarro

1lo de la t@cnica ELISA (11).

B. Procedimiento de la técnica ELISA

Los pasos seguidos al aplicar la técnica ELISA son en lineas generales
los descritos por Clarck y Adams con las modificaciones del presente estu-
dio (11).

1. Primer paso. En cada uno de los noventa y seis pocillos en "U" de

las bandejas de "microtiter'", se depositan 0.20 ml de una solucidn
de 5 microgramos por mililitro (meg/ml) de gama-globulina de conejo anti-
VMCar diluidos en un buffer de carbonato de sodio a pH 9.6. Las bandejas
se incuban por un periodo de 4 a 6 horas a 37°C, tiempo suficiente para que
los anticuerpos se adhieran a la superficie de los pocillos de poliestire-
no, La bandeja es lavada tres veces consecutivas con PBS-Tween, dejando en
tre cada lavado tres minutos, para eliminar los anticuerpos que no se ad-

hieren al poliestireno y otros materiales extrafios.
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2. Segundo paso. Sesenta de los pocillos de la bandeja son llenados

con 0.20 ml de una suspensidon de extracto de las plantas de carda-
momo a investigar, supuestamente infectadas por el VMCar. La suspensidn
es utilizada en una dilucibn de 1:25, es decir, un gramo de material a es
tudiar en 25 ml de buffer de extraccidn. Como controles se usaron 36 po-
cillos, doce sirven de control negativo y son llenados con 0.20 ml de una
suspensidn de extracto de planta libre del VMCar, en una dilucidn de 1:25.
Otros doce sirven de control positivo y son llenados con 0.20 ml de una
suspensidon de extracto de planta con presencia de VMCar, en una dilucidn
de 1:25. Finalmente los doce pocillos restantes son llenados con 0.20 ml
de buffer de extraccion y sirven como control de referencia. Las bandejas
se incuban a 6°C por 12 horas, tiempo durante el cual se realiza la prime-
ra reaccidn antigeno-anticuerpo, en donde el antigeno es atrapado por los
anticuerpos que en el paso anterior hablan quedado adheridos a la superfi-
cie de la placa de poliestireno. Al t&rmino del periodo de incubacidn, las
bandejas, nuevamente son lavadas cuatro veces para eliminar los restos de
extracto de planta y los antigenos no adheridos en la reaccidn antigeno-an-
ticuerpo.

3. Tercer paso. Cada uno de los pocillos son llenados con 0.20 ml de

gama-globulina de conejo anti-VMCar, conjugada con fosfatasa-alca-
lina. Nuevamente se incuban las bandejas a 30°C por un periodo de cuatro
horas. Durante este tiempo se lleva a cabo una nueva reaccidn antigeno-
anticuerpo, quedando constituido el "doble sandwich". Las bandejas son la-
vadas tres veces con PBS-Tween como en los pasos anteriores.

4, Cuarto paso. Los pocillos son llenados con 0,25 ml de sustrato

fresco de 2-nitrofenil fosfato en solucidn de buffer de dietanola-
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mina a pH 9.8 a razdn de 1 mg/ml. Se incuban las bandejas a temperatura
ambiente durante una hora o mids. En lps pocillos en los que la fosfatasa-
alcalina estid presente se realiza una reaccidn enzimdtica positiva con des
composicidn del sustrato y se desarrolla un color amarillo de mayor o me-
nor intensidad indicando la presencia de virus en la muestra de planta.

En los pocillos en los que la fosfatasa-alcalina no estd presente no se
lleva a cabo reaccidn alguna por lo qﬁe no aparece coloracidn, asi como
tampoco en los coﬁtroles negativos y en control de referencia que nos in-
dica la ausencia del VMCar en la muestra. Cuando la coloracidn en los po
cillos es suficiente y antes de que aparezca coloracidn en el control de
referencia y controles negativos, la reaccidn enzima-sustrato se detiene
con una solucibn de NaOH al 3M.

En forma visual se realizan las evaluaciones necesarias de las muestras
utilizando la escala presente en el Cuadro 1 o con ayuda de espectrofotdme
tro a una longitud de onda de 405 nm se determina la absorbancia de las
muestras.

C. Purificacidon de la gama-globulina

El método seguido para la purificacidn de la gama-globulina es esencial
mente el descrito por Clarck y Adams (11). A un mililitro de antisuero se
anaden nueve mililitros de agua destilada. Gota a gota se agregan diez mi
lilitros de una solucidn saturada de sulfato de amonio, (NHA)ZSOA’ con el
fin de separar las globulinas de la albimina. Se deja en reposo de treinta
a sesenta minutos a temperatura ambiente y se centrifuga durante diez minu-
tos a 3,500 r.p.m. El liquido sobrenadante se desecha y el precipitado se

disuelve en dos mililitros de 0.5 PBS a pH 7.4,
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Recubrimiento de las placas r-
con la gama-globulina de
conejo anti-virus del mosai-
co del cardamomo.

Incubar de 4 a 6 horas a 37 °C

Lavar tres veces
con PBS-Tween

Anadir la suspensidn del 1 r-
material a investigar que
supuestamente estd infectado.

Incubar de 12 a 14 horas a 6 °C (:]

Lavar cuatro ve-
ces con PBS-Tweery

Recubrimiento con gama-globulina -1 e
de conejo anti-virus del mosaico ‘JT 1L‘
del cardamomo conjugada con fos- [::]

fatasa-alcalina.

Incubar 4 horas a 30 °C

Lavar tres veces
con PBS-Tween

Afadir el sustrato fresco de
2-nitrofenil fosfato.

PARAR LA REACCION
(3M de NaOH)

EVALUACION VISUAL MEDICION FOTOMETRICA
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Fig. 1. Diagrama esquematico de la secuencia de pasos en el

método de ELISA.



Cuadro 1.

Escala para la evaluacidn visual de las

la técnica de ELISA.

muestras en’

Clave Tipo de coloracidn
+ i+ Color amarillo intenso
+ Color amarillo claro

+ - Coloracidn dudosa

- Ausencia de coloracion

15
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Para preparar la membrana de dialisis se utiliza un beaker con agua des
tilada, donde se coloca una tira de la membrana de dialisis de unos veinte
centimetros de largo, durante diez minutos de modo que las capas de la mem-
brana puedan ser separadas. Se saca el agua y en uno de los extremos se ha
ce un nudo teniendo cuidado al hacerlo para no danar la membrana. Con ayu-
da de una pipeta Pasteur, se toma la solucidn de gama-globulina que anterior
mente se habia disuelto en 0.5 PBS y se deposita en el interior de la membra
na y se sella con un nudo en la parte superior cuidando de no dafiar la mem-
brana.

La membrana de dializar, con la solucidon de gama-globulina,se coloca en
un beaker de 500 ml y se sujeta a las paredes con cinta adhesiva. Se agre-
gan 500 ml de 0.5 PBS, que es cambiado cada cuatro horas y se dializa duran
te doce horas a una temperatura de 4°C con agitacidon constante. E1 dializa
do se saca de la membrana con ayuda de pipeta Pasteur y se coloca en un tu-
bo de ensayo debidamente identificado, para ser guardado en refrigeracidn a
4°C;

Para preparar la columna de la purificacidon de la gama-globulina, se to
ma Dietilaminoetil celulosa (DEAE) disuelto en etanol al 28%, se agita y se
colocan ocho mililitros en un frasco de treinta mililitros. Se agrega agua
destilada de 10 a 15 ml, y se inicia el lavado del DEAE agitando en espiral.
Se deja estabilizar durante diez minutos hasta que el agua se aclara y se
desecha. E1l proceso se repite diez veces lavando con agua destilada y tres
mas con 0.5 PBS,

Para equilibrar la columna se echa agua en ella y se deja caer por el
capilar hasta que no aparezcan burbujas en la pared de la columna y el ca-

pilar. Se humedece la columna con 0.5 PBS y se coloca el DEAE en la misma
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tratando de ponerlo todo al mismo tiempo. Seguidamente con una pipeta de
Pasteur se lavan las paredes de la columna con 0.5 PBS y se deja en repo-
so. Antes de iniciar el lavado de la columna se mide el pH del 0.5 PBS.

Se llena con 0.5 PBS y este buffer se drena por el capilar. Se mide el

pH del eluido hasta el momento en el que el pH del eluido sea igual al del
0.5 PBS, momento en el cual la columna est3d equilibrada. Se extrae todo

el 0.5 PBS de la columna hasta que el menisco esté en la superficie del
DEAE. Cuidadosamente se echa la gama-globulina en la columna, sin distur-
bar el DEAE. Se llena la columna con 0.5 PBS y se extraen trece fracciones
de un mililitro. Cada una de ellas es colocada en un tubo de ensayo y pos—
teriormente se miden con un espectofotometro a 280 nm para obtener una cur-—
va con las lecturas de absorbancia de cada una de las fracciones utilizando
como blanco el 0.5 PBS.

D. Conjugacidon de la enzima con la gama-globulina

Para la conjugacidn de la enzima con un volumen de la solucidn de fosfatasa
alcalina que contenga la gama-globulina, se toma un volumen de la solucidn de
fosfatasa—alcalina que contenga 2,500 unidades internacionales de actividad en-
zimatica de fosfatasa-alcalina y se coloca en un tubo de precipitado, se
centrifuga durante diez minutos a 3,000 r.p.m. EI1 liquido sobrenadante se
desecha y el precipitado se disuelve en una solucidon de gama-globulina con
PBS en una concentracidn de un miligramo por mililitro. La solucidn se co
loca en membrana de didlisis y se dializa tres veces para remover el exce-
so de electrolitos, sigﬁiendo el mismo procedimiento que para la purifica-
cion de la gama-globulina. Al terminar la didlisis se coloca el dializado
en un tubo de ensayo y se agrega glutaraldehido fresco hasta llegar a una

concentracion final de 0.06%. Se.incuba durante cuatro horas a temperatura
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ambiente hasta que aparezca un color blanco turbio. Se vuelve a dializar
tres veces mas en 500 ml de 0.5 PBS siguiendo el mismo procedimiento ante
rior, con el fin de remover el glutaraldehido en exceso. Al dializado fi
nal se agrega albimina de suero bovino o de huevo en concentracidn de cin
co miligramos por mililitro y se guarda en tubos de silicdn a 4°C.

E. Preparacidn de la muestra para analizar
L 4

Las muestras para ser analizadas se toman de material de distintas par
tes anatOmicas de una planta de cardamomo con sintomas o sin ellos y se
maceran con un buffer de extraccidn en relacidn de 1:25, es decir, un gra
mo de la muestra se macera con 25 ml de buffer de extraccidn PBS-Tween mis
2% de Polivinilpyrrolidone (PVP 40). E1 PVP tiene la funcidn de estabili-
zar el antigeno y neutralizar efectivamente compuestos tales éomo polife-
rol oxidasas y taninos (11, 16, 19, 26, 32), EIl macerado es filtrado con

una tela de gasa para facilitar el trabajo de pipeteo.



IV. RESULTADOS

En el presente estudio se evaluaron los siguientes aspectos que tien-

den a la estandarizacidon de la t&cnica ELISA para el estudio del VMCar.

A. Dilucidn de la gama-globulina

Para determinar la concentracidon ideal de la gama-globulina que se de-
' be usar al aplicar la técnica ELISA, se evaluaron tres diluciones de la
gama-globulina en buffer para cubrir placas. Las dosis probadas fueron:
10 mcg/ml, 5 meg/ml y 1 mcg/mil Estas dosis se confrontaron con cuatro di
luciones de extracto de planta enferma: 1:10, 1:100, 1:1000 y 1:10000 y
con cuatro diluciones de enzima conjugada, 1:200, 1:400, 1:800 y 1:3200.
El disefio empleado en el experimento es un factorial 3 x 5 x 4 incluyendo
un control negativo de extracto de planta sana con lé distribucidn de los
tratamientos que se observa en la Fig. 2.
El experimento fue sometido a la t&cnica ELISA segiin la metodologia an
teriormente descrita. Los resultados obtenidos se muestran en las Figs.
3 y 4. Las mediciones fueron hechas con espectrofotometro a 405 nm y los

datos estdn dados en absorbancia. El experimento fue realizado en tripli

cado y con los datos obtenidos se hizo el andlisis de varianza para deter-
minar los efectos entre las diyersas variables evaluadas, (Apéndice cuadro 5.
Se puede ver claramente,. tanto en las graficas como en los valorés de
absorbancia obtenidos en las mediciones (Fig. 2) que la dilucidn de 5 meg/ml
es la que mejor trabaja para todos los tratamientos, tanto en relacidn con
el extracto de planta enferma como de la enzima. Una dilucidn de 10 mcg/ml
da respuestas satisfactorias pero no tan claras y la dilucidn de 1 mcg/ml es

poco clara y en la mayoria de los casos no hay respuesta positiva.
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Fig. 2. Diagrama de la distribucidn de tratamientos para ELISA.

Datos de lectura de absorbancia a 405 nm de los tratamientos.
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Fig. 3. Diagrama de las diluciones de la gama-globulina a diferentes

concentraciones del extracto de planta enferma.
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Fig. 4. Diagrama de las diluciones de la gama-globulina a diferentes

diluciones de la enzima conjugada.
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B. Dilucidn del antigeno

Con el fin de determinar la dilucidn mas conveniente de extracto de plan
ta enferma que se debe aplicar en la segunda etapa de ELISA, se evaluaron
cuatro diluciones de extracto de planta enferma, 1:10, 1:100, 1:1,000 y
1:10,000. Para obtener las distintas diluciones se pesd un gramo de planta
enferma y se macerd en diez mililitros de buffer de extraccidon obteniendo
asl una dilucion de 1:10. De ella se hicieron las otras diluciones. Cada
una de las diluciones se relacionaron con tres diluciones de gama-globulina,
10, 5y 1 meg/ml y con cuatro diluciones de la enzima conjugada 1:200,

1:400, 1:800 y 1:3,200. E1 disefio empleado es el que se muestra en la Fig.2.
Se aplicdo la té&cnica ELISA por triplicado, se hizo el andlisis de varianza
y se obtuvieron los resultados de las Figs. 5 y 6. (Véase apéndice cuadro 6).

Con los resultados obtenidos se puede ver que la mejor respuesta, tan-
to en relacion con las distintas diluciones de la gama-globulina como de
la enzima conjugada, es obtenida en una dilucidn de 1:100 del extracto de
planta enferma, No obstante una dilucidn de 1:10 nos da respuestas positi
vas satisfactorias mientras que una dilucidn de 1:1,000 nos da respuestas
positivas solo con diluciones altas de gama-globulina y de enzima conjuga-
da. Para diluciones mayores de 1:1,000 no se dan respuestas positivas en
la mayoria de los tratamientos o las respuestas son en general dudosas.

Para evaluar mejor el rango entre las diluciones 1:10 y 1:100 se hizo
una nueva prueba que consistio en hacer diluciones de 1:10, 1:20, 1:40,

1:60, 1:80 y 1:100 del extracto de planta enferma. Se utilizd gama-globu-
lina en concentracion de 5 mcg/ml y una diluecidn de 1:400 de enzima conju-
gada, La Fig. 7 indica que la variacidn de respuesta entre las diluciones

1:10 y 1:100 es muy poca. (Véase cuadros 9, 10, 11,del apéndice).
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Fig. 5. Diagrama de las diluciones del extracto de planta enferma a

diferentes concentraciones de gama-globulina.
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Fig. 6. Diagrama de las diluciones del extracto de planta enferma a
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C. Dilucidn de la enzima conjugada

La finalidad del experimento es encontrar la dilucidn de enzima conju-
gada mas apropiada para ser aplicada en la técnica ELISA. Se probaron cua
tro diferentes diluciones 1:200, 1:400, 1:800 y 1:3,200 de enzima conjuga-
da en buffer de enzima. Estas diluciones se confrontaron con tres dilucio
nes de gama-globulina 10, 5 y 1 mcg/ml y cuatro diluciones del extracto de

planta enferma, 1:10, 1:100, 1:1,000 y 1:10,000. El experimento se reali-

z0 en triplicado y con los datos obtenidos se hizo el andlisis de varian-

za. En las Figs. 8 y 9 se muestran los resultados.

La respuesta Optima para todos los tratamientos ha sido obtenida con
una dilucidn de enzima conjugada de 1:200. La dilqcién de 1:400 ha dado
respuestas satisfactorias mientras que una dilucidn de 1:3,200 no da res-
puestas positivas. (Véase apéndice cuadro 7).

Al relacionar los tres factores estudiados, gama-globulina, extracto de
planta enferma y enzima conjugada se puede ver (Fig. 2) que el mejor trata-
miento lo tenemos en una relacidon de 5 mecg/ml de gama-globulina, 1:100 de

extracto de planta enferma y una dilucidn de 1:200 de enzima conjugada.

(Véase apéndice cuadro 4),

D. Especificidad de la reaccidn antigeno-anticuerpo

Para probar que la gama-globulina usada en la técnica es especifica pa-
ra detectar la presencia del VMCar, se aplicd la técnica a macerados de
plantas que anatdmicamente presentaban-sintomas clinicos de enfermedades vi
rosas. El ensayo demostrd que Unicamente los pocillos con muestras de plan
tas de cardamomo infectadas con VMCar presentaban reacciodon positiva. Esto
demuestra que la reaccidn que se lleva a cabo con el antisuero gama-globuli

na anti-VMCar es especifico para detectar la presencia de dicho virus.
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Fig. 8. Diagrama de las diluciones de enzima conjugada a diferentes con-

centraciones de gama-globulina.
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Fig. 9, Diagrama de las diluciones de la enzima conjugada a diferentes

concentraciones del extracto de planta enferma.
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E. Sensibilidad de la técnica

Para evaluar la sensibilidad de la t&cnica en la deteccidn del VMCar,

aln en plantas en las que la concentracidon del virus es baja, se realizd

el siguiente experimento. Se macerd un gramo de hoja de planta enferma en
diez mililitros de buffer de extraccibn y de este macerado se hicieron dilu
ciones de 1:100, 1:1,000, 1:2,000, 1:4,000, 1:6,000, 1:8,000 y 1:10,000. Se
aplicd 15 técnica ELISA y se obtuvieron los resultados que se muestran en
~la Fig. 10 donde se ve que esta técnica muestra sensibilidad para dilucio-
nes de extracto de planta hasta de 1;1,000 y a partir de dicha dilucidn la
sensibilidad de ELISA es casi iﬁperceptible tanto en una evaluacibn visual
como en una medicidn con espectrofotdmetro

F. Maceracidon del tejido

Para poder hacer un trabajo mas eficiente y rapido que el realizado con
el mortero y pistilo al macerar las muestras, se introdujo un aparato eléc-
trico tipo licuadora llamador"tissumizer". Se hizo una evaluacidn del apa-
rato con el fin de poder utilizarlo de la forma mas conveniente evitando al
mismo tiempo cualquier contaminacidn de virus entre las distintas muestras
trituradas.

Se maceraron plantas enfermas y sanas en una dilucidn de 1:25, realizan
do entre cada trituracidn uno o mas lavados del aparato. El1 tiempo de los
lavados fue de por lo menos diez segundos. El Cuadro 2 muestra el disero
empleado. Incluye ocho tratamientos diferentes para la planta y una serie
de pasos en cada uno de los tratamientos. Para todos los procedimientos se
utilizd la misma planta enferma y sana. Se aplicd la técnica ELISA a la
muestra sana triturada al final de cada uno de los tratamientos del uno al

seis, el ocho y a la enferma del tratamiento siete.
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Fig. 10. Diagrama de las diferentes diluciones del extracto de planta
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Dilucidn de la enzima conjugada usada 1:400
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En el Cuadro 2 se observan los resultados que muestran que para cual-
quiera de los métodos de lavado empleados, no existid contaminacidn de vi-
rus entre las muestras a triturar, bastaria un simple‘lavado con agua para
evitar la con;aminaciﬁn. El lavado puede hacerse accionando el "tissumizer"
en alta velocidad, utilizando un beaker con agua del chorro de diez a cator
ce segundos y posteriormente lavar con agua destilada, para eliminar posi-
bles restos de tejido en la parte superior del macerador. Conviene reno-
var el agua del beaker de modo que €sta no esté excesivamente sucia con res
tos de extracto de planta.

G. Deteccidn del VMCar en plantas sin sintomas clinicos

ELISA ha demostrado ser una excelente té&cnica para detectar la presen-
cia del VMCar en plantas que no presentan sintomas. En una prueba para de
mostrarlo, se seleccionaron veintiocho plantas de cardamomo sin sintomas
clinicos, de diferentes plantaciones y se tomaron muestras de las mismas.
Al aplicar ELISA a las muestras se obtuvieron los resultados de la Fig. 11,
en la cual, las muestras fueron agrupadas de acuerdo a los valores de absor
bancia obtenidos para cada muestra, observandose que el 52% aparece sin vi-
rus (grupos 1 y 2) y el 48% estdn infectadas de virus (grupos 3 al 8), dan
dose incluso un caso, el de la muestra ocho, con alta concentracidn del pa
togeno.

H. Determinacidon de la concentracidon de virus en la planta

La intensidad de reaccidn que se lleva a cabo en la Gltima etapa de la
técnica ELISA, reaccidn enzima-sustrato, estd en relacidn a la cantidad de
fosfatasa alcalina presente en los pocillos al aplicar el sustrato y por
consiguiente a la cantidad de antigeno presente, La mayor o menor absorban

cia medida en el espectrofotdmetro, estd en relacidn con la mayor o menor can
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Diagrama de los pasos seguidos en el tratamiento de la

Cuadro 2.
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Fig. 11. Grupos de plantas sin sintomas clinicos de la enfermedad

producida por el VMCar y porcentaje de plantas de cada

grupo.
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tidad de virus en la planta. En la prueba que se hizo al diluir el extrac
to de planta enferma y cuyos resultados se observan en la Fig. 10 muestran
claramente la relacidn directa que existe entre la concentracién de virus
en la muestra y la absorbancia.

I. Diagndstico por andlisis con espectrofotdmetro

Para poder determinar a partir de qué valor de absorbancia se debe con
siderar una muestra como sana o enferma, se siguid la sugerencia de Clarck
(10) de sumarle al valor medio obtenido de los controles negativos tres des
viaciones estandar. El valor de la media de los valores de absorbancia de
los controles negativos de la prueba es de 0.035 y el valor de la desviacidn
estandar es 0.026 por lo que el valor aproximado de tres desviaciones estdn
dar es 0.08. Segin esto se puede tomar un valor de absorbancia de 0.1l.

J. Purificacidn de la gama-globulina

La finalidad de la prueba es la de purificar la gama-globulina y deter-
minar qué eluidos del fraccionamiento de la purificacidén deben guardarse
para su aplicacidn en la técnica ELISA.

Cada una de las fracciones obtenidas en la purificacidon de la gama-glo-
bulina segln el método anteriormente descrito, fue medida en el espectrofo-
tometro a 280 nm obteniéndose los resultados que se muestran en la Fig. 12.
Se conservd el eluido de las fracciones del cuatro al diez en tubos de plas
tico a -18°C y se desechd el eluido de las demds fracciones que presentaban

una absorbanecia inferior a 1,00,

K. Conjugacidn de la gama-globulina

Para determinar la concentracidn ideal con la que trabaja mejor una de-

terminada enzima conjugada con gama-globulina se sometid cada una de las en
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zimas conjugadas a una prueba segiin el disefio de la Fig. 2. Las tres enzi
mas conjugadas en distintos momentos mostraron un comportamiento muy pare-
cido en lineas generales. Se puede ver (Fig. 2) que los mejores resultados
se obtuvieron con diluciones de 1:200 y 1:400, mientras que para diluciones

mayores de 1:800 no se da respuesta positiva clara.
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V. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Basados en los resultados obtenidos en el presente estudio se puede con
cluir que ELISA es una excelente t&cnica para la deteccidn del VMCar. Su
sensibilidad se ha puesto de manifiesto al detectar la presencia del virus
en diluciones de extracto de planta enferma hasta de 1:1,000, 1o cual indica
que puede detectar la presencia del patdgeno en plantas en las que su con-
centracidn es muy pequefia. Ha demostrado también la especificidad del sue-
To anti-VMCar para detectar dicho virus. .

En los ensayos realizados para determinar las diluciones ideales del
antisuero gama-globulina, del extracto de planta enferma y de la enzima con
jugada, se ha llegado a la conclusidn de que la gama-globulina trabaja me-
jor en todos los tratamientos a una concentracidn de 5 meg/ml. Esto confir
ma que tanto concentraciones mayores como menores a la ideal son capaces de
bloquear la reaccidn.

Con relacidn a la dilucidn del extracto de planta enferma, se ha encon
trado que la dilucidn ideal es 1:;100. En 1la pruebé para analizar el rango
de dilucidn del extracto de planta enferma entre 1:10 y 1:100 se ha encon-
trado que no existe una diferencia significativa entre los distintos trata
‘ mientos. Se ha decidido para facilidad de trabajo, una dilucidn de 1:25
con lo que se facilita el trabajo de triturado y de pipeteo.

Respecto a la dilucidon de la enzima conjugada, la dilucidn 1:200 ha de-
mostrado ser mas eficiente en la mayoria de los tratamientos, no obstante
que la dilucidon 1:400 ha dado muy buenos resultados. Hemos decidido tomar
esta dilucidn 1:400 por resultar eficiente y al mismo tiempo mas econdmica

que 1:200.
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Otra de las grandes ventajas que presenta ELISA es la de poder detec-
tar la presencia del VMCar en plantas que no presentan sintomas, esta ca-
racteristica es de suma importancia a la hora de decidir sobre si sembrar
0 no un determinado material, o si llevar o no al campo definitivo las plan
tas de un semillero, asi como para evaluar susceptibilidad varietal. Las
experiencias realizadas indican que existe un alto porcentaje de plantas de
cardamomo aparentemente sanas pero que esti@n infectadas por el VMCar y en
algunos casos con altas concentraciones del mismo.

La capacidad para cuantificar la concentracidon del virus es importante
si se tiene en cuenta que determinadas plantas podrian convivir con el vi-
rus en bajas ¢ altas concentraciones. La té@cnica permite también detectar
qué parte de la planta estid infectada y cOmo se comporta una determinada va
riedadro linea en los distintos medios ecolbgicos.

En relacidn al diagnbstico por anadlisiscon espectrofotdmetro, fue nece-
sario determinar el valor de absorbancia al que se debe considerar si una
muestra tiene o no virus. La decisidn de ajustarse a la idea de Clarck (10)
ha parecido la mds acertada dada la carencia de medios para poder tomar o-
tra decisidn mejor. Se puede tomar la siguiente alternativa, o decidir que
una lectura sobre 0.11 de absorbancia debe tomarse como reaccidn positiva y
por debajo como negativa, o bien tomar la media de los controles negativos
en cada caso y sumar la de 0.08 que corresponde a tres desviaciones estan-
dar de la media de los controles negativos de los experimentos realizados.
El valor de absorbancia de 0.11 parece bastante acertado si tenemos en cuen
ta que en los experimentos realizados en los tratamientos cuya lectura de

absorbancia ha sido de 0.15 aparece ya una coloracidn bastante definida.
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No obstante lo mas recomendable es que para cada ELISA corrido se saque
la media y desviacidn esténdar de los controles negativos y se sume a la
media tres desviaciones esté&ndar bara determinar el valor de absorbancia
a partir del cual una muestra debe considerarse con o sin VMCar.

Un nuevo método, que podria dar muy buenos resultados, podria emple-
arse para tomar una decisidn con las muestras analizadas. ( Véase apéndi-
ce pag. 52 ).

Dado que las condiciones ém que 'se realiza ELISA son variables, tan-
to en temperaturas, lavados, rapidez de reaccidn enzima-sustrato, como en
el tiempo de duracidn de la reaccidn hasta que ésta se detiene, la colora-
cidn que aparece también es variable, de ahli que sea necesario restar al
valor de la absorbancia obtenida de cada tratamiento, el valor de absorban-
cia del buffer en el caso en el que el espectrofotdmetro se haya estandari-
zado con agua destilada.

Es importante sefialar que eﬁ el momento de decidir en los casos dudo-
sos, serd preferible rechazar como enferma una planta san, que aceptar co-
mo sana una que realmente esté enferma., Es mids fdcil verificar mds tarde
con la planta que se rechazd, que correr el riesgo de aceptar como sano un

material enfermo que puede contaminar y diseminar el virus en la plantacidn.
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Cuadro 3, Valores de absorbancia de los tratamientos para la estandarizacidn

de la técnica ELISA para la deteccién del VMCar.

C™ representa el control negativo, extracto de planta sin VMCar,
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Dilucidn de Dilucidn del pilucidn de Repeticiones Suma
gama-globulina  extracto de enzima-conjugada
meg/ml planta 1 II 111
-1
e ic 1:200 0.43 0.32 0,23 0.98
1:400 0.38 0.34 0,28 1,00
1:800 0.u6 0.55 0.43 1.35
1:3200 0.13 0.08 0.10 0.31  3.64
1674 1:200 1.25 1,00 0.95 3.20
1:400 0.u48 0.40 0.33 1.21
1:800 0.80 0.48 0.58 1.86
1:3200 0.14 0.16 0,09 0.39  6.66
1073 1:200 0.58  0.41  0.47 1.6
*1:400 0.40 0.29 0.20 0.89
1:800 0.38 0.27 0,30 0.95
1:3200 0.07 0.11 0.06 0.24 3,54
107" 1:200 0.17  0.13 0.10 0.40
1:400 0.11 0.13  0.09 0.33
1:800 0.10 0.07 0.05 0.22
1:3200 0.02 0.04 0.00 0.06 1.01
¢ 1:200 0.00 0.07 0.03 0.10
1:400 0.03 0.02 0.00 0.05
1:800 0,01 0.03 0.00 0.04
1:3200 0.00 0,00 0.02 0.02 0,21
5 1072 1:200 0.80 0.65 0.55 2.00
1:400 0.92 0.81 0.70 2.43
1:800 0.40 0,30 0.27 0.97
1:3200 0.06 0.08 0.05 0.19 5.59
1072 1:200 1.81  1.50 1.13 uLuy
1:400 0.70 0.68 0.53 1.91
1:800 0.46 0.55 0,40 1.41
1:3200 0.15 0.12 0,08 0.35 8.11
1073 1:200 0.71 0.57 0,51 1.79
1:400 0.34 0.30 0.26 0.90
1:800 0.26 0.30 0.20 0.76
1:3200 0.04 0.09 0.07 0.20 3,65
107 1:200 0.20  0.17 0.1u 0.51
1:400 0.09 0.11  0.06 0.25
1:800 0.10 0.09  0.05 0.2u
1:3200 0,00 0,03 . D.02 0.05 1.06
e 1:200 0.05 0.02 0,01 0.08
1:400 0.04 0.00 0.01 0.05
1:800 0.00 0.01 0.00 0.01
1:3200 0.03 0.00 0.00 0.03 0,17
1 107t 1:200 0.36 0.32 0,26 0.94
1:400 0.30 0.34 0,22 0.86
1:800 0.14 0.13 0.09 0.36
1:3200 0.05 0.00 0.00 0.05 2.21
1072 1:200 0.26 0.28 0.20 0.74
1:400 0.23 0.18  0.15 0.56
1:800 0.12 0.07 0.09 0.28
1:3200 0.05 0.00 0,02 0.07 1.65
1073 1:200 0.24 0.20 0,17 0.61
1:400 0.16 0.3 030 0.39
1:800 0.10 0.05 0,06 0.21
1:3200 0.01 0.05 0.00 0.06 1,27
LV 1:200 0.04 0.02 0.00 0.06
1:400 0.07 0.02 0,05 0.14
1:800 0.06 0.05 0.02 0.13
1:3200 0.05 0.01 0.02 0.08 0,u1
6: 1:200 0.07 0.00 0,00 0.07
1:400 0,00 0.00 0,02 0.02
1:800 0.00 0.07  0.00 0.07
1:3200 0.05 0.00 0.00 0.05 0,21
“uma por repeticicnes 15.46 13.20 10.73 19,39
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Cuadro 4. Andlisis de varianza

F.T.
Fuentes de wvariacion G.L. Sl C.M: F.T: 0.05 0.01
Tratamientos 59 14,134 | 0.240 46,69**| 1.43 1.66
Gama-globulina 2 1.471} 0.735 143, 38*%13.07 4.79
Extracto de planta Yy 4,691 1.173 228.60**| 2.45 3.u8
Enzima conjugada 3 2.625| 0.875 170, 54>*} 2,68 3.95
Gama X Extracto 8 1.244 | 0.156 30.32*%*| 2,02 2.66
Gama X Enzima 6 0.771]| 0.128 25.04%*| 2,17 2.96
Extracto X Enzima 12 2.282 0.190 37.06%*) 1,83 2,34
Gama X Extracto X
Enzima 24 1.050 0.0LY 8.52**1 1,66 2.03
Error 120 0.616 0.005
Total 179 14,750 0.082
c.V, 32.14

*¥ diferencia significativa al 0.01



Cuadro 5. Prueba de Duncan para los niveles de Gama-globulina

u7

Promedios 2 3 y 5
toq (120) 3.64 3.80 3.90 3.98
Sx 0.009 0.009 0.009 0.009
5aS, 0.033 0.034 0.035 0.036
Diluciones de 5 meg/ml 10 mcg/ml 1 mecg/ml
Gama-globulina

X 0.310 0.251 0.096

Cuadro 6. Prueba de Duncan para los niveles de extracto de planta

planta

0.456 0.317

Promedios 2 3 L 5
t01(120) 3.64 3.80 3.90 3.98
Sx 0.012 0.012 0.012 0.012
Ls'S 0.04Y4 0,046 0.047 0.0u48
Dilucidn de

extracto de 10‘2 10‘1 10'3 10‘” o5

0.235 0.0689 0.016
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Cuadro 7. Prueba de Duncan para los niveles de dilucidn de enzima

conjugada.

Promedios 2 3 Ly
t ., (120) 3,64 3.80 3.90

01
Sx 0.011 0,011 0.011
L.S, 0.040 0.042 0.043
Dilucidn de 1:200 1:400 1:800 1:3200
enzima conjugada

X 0.386 0.2y 0.197 0.048

Cuadro 8. Prueba de Duncan para los tratamientos

Promedios 2 3 L 5 6

t01(120) _ 3.64 3.80 3.90 3.98 L.04

% 0.041 0,041 0.0u41 0.041 0.041

LS, 0,149 0.156 0.160 0.163 0.166

Diluciones
Gama-glob. 5 10 5 5 5 10
Extracto 1:100 1:100 1:10 1:10 1:100 1:100
Enzima conj. 1:200 1:200 1:400 1: 200 1:400 1:800

i

X 1.48 1.10 0.81 0.67 0.64 0.62

* Solo se han puesto en el cuadro para la comparacién, las medias de
los tratamientos cuyos valores de absorbancia son mds elevados. Veéase

Fig. 2 el resto de las medias comparadas.
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Conclusiones:

El andlisis de varianza de los datos del experimento ( Cuadro 4 )
muestra que se dan diferencias altamente significativas entre las dis-
tintas .diluciones de gama-globulina, extracto de planta y enzima con-
jugada. y entre las distintas interacciones de primer y segundo orden
de las mismas. Se halld asi mismo diferencia altamente significativa
para los tratamientos. Un C,V. de 32.14 hace a los datos confiables.

Al realizar la prueba para comparacidn de medias se encontrd que
se da diferencia altamente significativa entre las distintas dilucio-
nes de gama—globulina‘( Cuadro 5 ) , de extracto de planta ( Cuadro 6 ),
y de enzima conjugada ( Cuadro 7 ), resultando mis eficiente la.de
5 meg/ml para gama-globulina, 1:100 para extracto de planta enferma y
1:200 para la enzima conjugada.

Por lo que respecta a los tratamientos, se puede ver ( Cuadro 8 )
que el mejor tratamiento es el de 5 mecg/ml de gama-globulina frente a

1:100 de extracto de planta enferma y 1:200 de enzima conjugada.
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Cuadro 9. Valores de absorbancia de los tratamientos para encon-

trar la dilucidn ideal de extracto de planta enferma.

Los valores de absorbancia fueron medidos a 405 nm.

Dilucidn del extracto Repeticiones
de planta. Partes en 1 2 3 o
1210 0.71 0.68 0.77 Z.16
1:20 0.72 0,79 0.76 2.27
1:40 0.73 0.78 0.92 2.43
1:60 0.70 0.77 0.84 2.31
1:80 0.67 0.78 0.80 2.25
1:100 0.65 0,60 0.64 1.89
c 0.04 0.06 0.03 0.13
Suma total 13.44
Cuadro 10, Andlisis de varianza
EaTs
Fuentes de variacidn G.L. 5.C. CaM, E_.Cq
05 01
Tratamientos 2 1.30 0.650 | 2.16%* 3.55 6.01
Error 18 0,05 0.003
Total 20 1.35
cC.V 8.56

** diferencia significativa al 0,01




Cuadro 11. Prueba de Duncan para los tratamientos
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Promedios 2 3 y 5 6 7

toe (10) 4.07 . 4.27 - 4.38 - B.46 4,53 - 4.59

Sx 0,032 0.032 -0.032 0.032 0.032 0.032

L.S. 0.13 1 034 = 0,402 0,94 - 045> 045

Tratamientos 1:60 1:60 . 1220 1:80 - .1:10 Siz100 . C
X 081 . 0,97 : 0.75 ®.75  0.72 0:63 .0l

Conclusiones:

Se da diferencia altamente significativa entre los tratamientos.

Al aplicar la prueba de Duncan a las medias de los tratamientos se ve

que existe diferencia altamente significativa entre la media del control

y la del resto de los tratamientos pero no existe diferencia sifnificati-

va entre los tratamientos en los que se utilizaron diluciones de extrac-

to de planta enferma desde 1:10 hasta 1:80 por lo que se podria utilizar

cualquiera de estas diluciones para ELISA. El 8.56 del C.V. de la prueba

indica una buena fiabilidad en los resultados.
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Cuadro 12, Valores de absorbancia a 405 nm de los tratamientos de ELISA

para el andlisis por espectrofotdmetro.

Dilucidn del extracto Muestra repeticiones X
de planta
1071 A 0.90 0.83 0.85 0.91 0.87
B 0.58 0.60 0.55 0.64 0.59
:Lo'2 A 067 250,61 < 0. .T05x=10:60 0.65
B 0.50 0.54 0.46 0.57 0.52
1072 A 0.3% 0.37 0.30 0.35 0.34
B 0:2%. . 0,220 0,27 - 0.25 0.34
1y
10 A 0.07 0.05 0,03 0.06 0.05
B 0.03 0.05 0.04 0,02 0.04
107° A 0,014 0.04° 0,03 0,07 0.04
B 0,01  0:03 . 0:02 .0.05 0.03
a- 0.00 0.07 0.05 0.00
0,005 0,0% - 0065 X005 0.035

Diagndstico por anilisis con espectrofotdmetro

A parte de lo sefialado anteriormente para el andlisis de las muestras
con espectrofotdmetro, un nuevo método podria ser empleado para determinar

si una muestra analizada estd o no infectada por el VMCar.
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Skoog y West (38) proponen una ecuacidn para determinar si dos mate-
riales son diferentes o idénticos en base a una serie de anilisis cuanti-
tativos de las dos muestras. Esta ecuacidn puede ser utilizada para deter-
minar en base a la absorbancia, si existe o no diferencia entre la muestra
de la planta a analizar y la muestra de una planta libre del VMCar que sir-
ve como blanco o control negativo,

Con el fin de establecer la existencia o ausencia de una diferencia
real, entre la media de los valores de abosorbancia de la muestra a analizap

y la media de los valores de absorbancia de los blancos o controles negati-

vos, aplicamos la siguiente ecuacidn:

El valor numérico para el término de la derecha se calcula tomando de las

tablas el valor de t para el nivel de confianza deseado, que podria ser 95%

para la generalidad de los casos y del 99% si se deseara extrema fiabilidad

de los resultados.

Xl media de los valores de absorbancia de la muestra a analizar

X2 media de los valores de absorbancia de los blancos o controles negativos

N1 nlimero de valores de absorbancia de la muestra a nalizar

N2 nfimero de valores de absorbancia de los blancos o controles negativos

s desviacién estédndar de los valores de abosrbancia de la muestra y de los
controles negativos

Los grados de libertad para encontrar el valor de t en las tablas seri
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Si la diferencia experimental il - 22, es menor que el valor calcu-
lado, ninguna diferencia significativa entre las muestras puede ser asumi-
da y en consecuencia la muestra analizada estaria ausente de VMCar. Por
otro lado, una diferencia experimental 21 - i2 mayor que el valor calcu-
lado en base a t, indica la existencia de diferencia significativa entre
las muestras y en consecuencia el VMCar estaria presente en la muestra ana-
lizada.

Es conveniente al correr ELISA hacer mds de dos repeticiones para cada
muestra y para el control negativo con el fin de temer el mayor nfimero de
valores posibles de absorbancia para comparar de manera que los resultados
sean mis confiables. Los valores de los controles negativos pueden servir
para la comparacidn con los distintos valores de absorbancia de cada mues-
tra analizada.

El valor calculado de la segunda parte de la ecuacidn sirve de nivel

de confianza de la comparacidn.
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