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Resumen

Hojas de caraota (50 g) infectadas con el viueson sometidas a procesos de homogeneizacidématicuadora con 1(
mL de buffer fosfato de potasio (BFP) 0,1 M; pH ¥,5% de sulfito de sodidurante 5 min y filtracién a través de gas:
fitrado fue clarificado mediante adicion de iguadlumen de cloroformo/butanol (1:1), semulsion6é por 10 min y ¢
centrifugé a 12.00@ por 15 min. El sobrenadante fue ajustado a unaemracion de 0,125 M de cloruro sedio y 6% d
polietilenglicol 6000, se agité durante 15 min yd&0 enreposo por igual tiempo. Seguidamente fue cemaidio a 12.0C
g por 15 min, el sedimento resuspendido en 2 mLFR 8,001 M, pH 7,5 durante 30 min, y centrifugadi®200g por 1£
min. El sobrenadante (virus parcialmente purificad®P) fue utilizado paranmunizar un conejo, aplicandole cir
inyecciones intramusculares de 2 mL c/u (1 mL dé°\AP1 mL de adyuvante incompleto de Freund) cadadies.El
antisuero obtenido present6 un titulo de 1/1.02¢reabas de dobldifusién en agar (PDDA) y reaccioné levemente
proteina de planta sana. Para eliminar los anpaseno especificos el antisuero falesorbido con proteinas de planta s
Posteriormente fue mezclado en proporcién 1:1 diaeml para su conservacion. El antisuero absorpiermitié detecte
facimente al virus en muestras procedentes delpoamediante PDDA. La obtencién de antisuero mediagst
metodologia puede ser de gran ayuda en el diagodgtiestudios epidemiolégicos de esteus, particularmente ¢
laboratorios de escasos recursos.

Palabras claves.Virus, purificacion, antisuero, caraofhaseolus vulgaris.

Abstract

Bean leaves (50 g) infected with the virus werensittied to processes of homogeneization in a blemdér 100 mL of
potassium phosphate buffer (PPB) 0.1 M, pH 7.5a@oig 1% sodium sulfitéor 5 min, and filtration through cheesecl
The filtered was clarified by adding an equal vouof chloroform : butanol (1:1) and emulsified 8d min. The emulsic
was centrifuged at 12,009 for 15 min. The supernatant was adjusted to d Ginacentration of 0.125 M sodiurchloride
and 6% polyethylene-glicol 6000, was agitated durl®® min andwas let in rest by equal time. Subsequently, it
centrifuged to 12,0009 by 15 min and the pellet was resuspended in 2 ffeRB 0.001 MpH 7.5 for 30 min; afterwards
was centrifuged to 12,009 by 15 min and the supernatant (partially purifiédis: PPV) was used tiommunize a rabbit.

received five injections of 2 mL each (1 mL of PRV1 mL of incomplete adjuvant) at day intervals. The antisert
obtained had a titer of 1/1,024 in agar doubleudifin tests (ADDT), and reactedildly against sap of healthy plant.
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eliminate the non-specific antibodies the antisewas absorbed with proteins of healthy pldttereinafter it was mixed
proportion 1:1 with glycerol for its conservatiochhe antiserum absorbed permitted to detect easiti@virus in sample
originating from the field through ADDT. The obtanent of antiserum through this methodology cantgreat help in the
diagnosis and epidemiological studies of this vipesticularly in laboratories of scarce resouroartries.

Key words: Virus, purification, antiserum, beaRhaseolus vulgaris.

Introduccién

La caraota Phaseolus vulgaris L.) es la leguminosa de mayor importandéstinada al consumo directo de la poblacio
Venezuela. Este cultivo es afectado por numeroatigpnos, entre los cuales los virus reviggpecial interés debido a
pérdidas que ocasionan y porque el control quirdécms mismos es generalmente ineficaz (9).

Mas de cuarenta virus han sido reportados infectanth caraota, de los cuales el virus del mosaico sudefila caraot
(bean southern mosaic virus: BSMV) es uno de los disgeminados mundialmentEsta virosis puede causar pérdi
considerables en el rendimiento (més del 50%),ddekila reduccién del nimero y peso de la semiltaycidapor las
plantas de caraota infectadas (9). En Venezuelaoea lainformacion existente sobre este virus y su inooile se h
incrementado notablemente en los Gltimos afioscpatmente en el estado Aragua (8, 12).

Una via rapida y segura de identificar los viruptimtas es a través de pruebas serolégicas. Siargm para este tipae
prueba se requieren antisueros especificos, ypgraducirlos senecesitan insumos y equipos de costo elevado B
situacion ha obligado, en la mayoria de los casaggie en nuestro pais debiarportarse antisueros a un precio alto, lo
dificulta los trabajos de diagnéstico y epidemiaotdg, no sélo en caraota, sino también en atrdsvos. Lo anterior <
debe, fundamentalmente, a la escasez de labomtteiwirologia dotados de los equipos y materiagseridospara est
tipo de trabajo.

En Venezuela se han realizado algunas investigegidirigidas a la obtencion de antisuemediante esquemas senci
de purificacién con resultados muy halagadored1114).

Estos protocolos, desarrollados para algunos vikeisinterés en el pais, podrian ser utilizadosladroratorios co
limitaciones de equipos, no sélo en Venezuela, sambién en otros paises con limitaciones econ@mican vias de
desarrollo.

En atencién a lo antes expuesto, y en vista denpeitancia que tiene la caraota en nuestro paisprssiderdde interé
realizar esta investigacion, cuyo objetivo fue abteantisuero contra el BSMV mediante la implementacife un:
metodologia sencilla de purificacion.

Materiales y métodos

Fuente de virus y mantenimiento de plantasComo fuente del virus fueron utilizadas plantascdeaota cvl acarigui
infectadas mecanicamente con un aislado identdigadviamente como BSMV raza B (BSMV-B) (12).

Las semillas fueron sembradas en una mezcla edééslielo y arena, en proporcion 3:1 (vi@spectivamente, conten
en materos plasticos de 1 L de capacidad (4-5 kesimiatero). Las plantas se inocularon mecanicaam@0? a los 7-8ias
de edad y se mantuvieron en un umbraculo librendedtos, a 26-28 °C y 68% HR, donde fueron regadas diariame
cada 15 dias fertilizadas con una solucién de @Gmadla completa (16-16-08; 2-3 g/iy)como medida preventiva adicio
se efectuaron aplicaciones semanales (1/2 dosisromat) de insecticida (Anthio), acaricida (Omitefjungicida (Polyram-
Combi), permitiendo mantenerlas en un estado épdenorecimiento.

Purificacién parcial del virus. Para purificar parcialmente al BSMV-B se siguigpmcedimiento descriten la figura 1
Este protocolo estd basado en la metodologia dést&het al. (5) para concentrar particulas virales, con agun
modificaciones de los autores. La siguiente desinp agrega algunagarticularidades del procedimiento: las pla
fueron cosechadas a los 19-21 dias después dedalation mecanica (10), momento para el @vadenciaban sintom
caracteristicos de la infeccién viral, sus hojass n@venes fueron cortadas finamente y congeladakb&°C hasta su
utilizacion (2-3 dias después de la cosecha).

Las hojas eran trituradas en una licuadora en peesdel buffer, en una relacion 1:2 (p/v), durahtain.

En el transcurso de la purificacion se utilizé eeatrifuga Sorvall RCL-B con un rotor $8- Todo el proceso se realiz
una temperatura de 2-4 °C y no se hicieron ajuktex.
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Pruebas de infectividad. Fueron realizadas con las siguientes fraccionek dqmirificacion: a) sobrenadante descartado
después de la precipitacion con polietilenglicgliltimo sedimento descartado; y ¢) suspensioniglanente purificada
(figura 1). Cada una de estas fraccione: inoculada mecanicamente en plantas joven-8 dias de edad) Phaseolus
lunatus L. cv Henderson Bush, en el cual el BSMV-B indlegiones locales necréticas (13). También fueracufadas
plantas deP. vulgaris cv Tacarigua, la cual manifiesta sintomas tipamsnosaico ante la infeccion con este virus (8).

Macerar 50 g de hojas jévenes de caraota infectadas con BSMV-B en presenciade 100
mL de buffer fosfato de potasio (BFP) 0,1 M, pH 7,5 + 1 % de sulfito de sodio

d

Filtrar a través de tres capas de gasa

l

Clarificar el filtrado con igual volumen de mezcla cloroformo:butanol
(relacién 1:1, v/v). Agitar durante 10 min

1
Centrifugar a 12.000 g durante 15 min

{(descartar el sedimento)

1
Ajustar el sobrenadante a una concentracién de 6% de polietilenglicol 6000 y 0,125 M de

cloruro de sodio. Agitar durante 15 min

4

Dejar en reposo durante 15 min

l
Centrifugar a 12.000 g durante 15 min
(descartar el sobrenadante)

4
Resuspender el sedimento en 2 mL de BFP 0.001 M, pH 7,5
Agitar durante 30 min

1

Centrifugar a 12.000 g durante 15 min
(descartar el sedimento)

L

Recolectar cuidadosamente el sobrenadante
(virus parcialmente purificado)

l
Congelar a -15°C

Figura 1. Esquema de purificacion parcial del BSMVB.

Obtencién del antisuero.Para obtener el antisuero contra el BSMV-B se mmuun conejo de la raza Nueva Zelanda de
52 dias de edad. Previo a la inmunizacién se obélgaero normal, con la finalidad de constatar gumnejo a inmunizar
no presentaba anticuerpos contra el BSMV-B. Adesss tipo de suero es utilizado en las pruebaddsgcas como
control.

a) Suero normal. Para obtener el suero normal, al conejo se leGali@ibreja derecha, se le desinfecté con alcolilodaetl
70%, se le dilataron las venas con xilol y se lcaaselina para evitar que la sangre se dispersael borde de la oreja.
El corte se realiz6 en la vena marginal, proxintea lbbase de la oreja, permitiendo que la sangreagoteacia tubos de vidrio
estériles. Seguidamente la sangre colectada seddegiite 3 h bajo condiciones de laboratorio. Alccde ese tiempo se
separaron cuidadosamente los coagulos de las gadedies tubos utilizando una varilla de vidricéetlos tubos fueron
colocados en un refrigerador a 4 °C hasta el diaesite (3, 15).

El suero fue separado de los codgulos y centrifnga@000g durante 15 min. Por cada mililitro de suero norslle
agreg6 una gota de azida de sodio al 1% como waser y se guardd congelado a -15 °C hasta sizadibn (3).

b) Inmunizacidn del conejo y tratamiento del antisero. A los tres dias después de la extraccidn de larsgaga obtener
el suero normal se inici6 el proceso de inmunizaci®l conejo se le suministraron cinco inyecciofrgsamusculares que
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contenian 1 mL de suspension viral + 1 mL de adgteiacompleto de Freund a intervalos de seis digkb§3La mezcl
de antigeno y adyuvante se efectué minutos anteadteinyeccion.

La extracciéon de la sangre se realizé de la sigeisranera: a) Un sangrado preliminar para condcet animal habia
producido anticuerpos suficientes; éste se efectiadro dias después tke tercera inyeccion. Se siguid el procedimie
descrito en la obtencién del suero normal. b) Bigsado propiamente dicho se efectud a loglidk después de la Ultil
inyeccion, mediante puncion cardiaca (3). En andas®s la sangre fue tratada en la forma descrita lpaobtenciondel
suero normal.

Al suero normal y al antisuero obtenido contra 8IMB/-B se les determiné el titulo a través de prsedwroldgicas d
doble difusién en agar (2). Para ello se hizo reaet diferentes diluciones de los sueros con dlifers diluciones de los
antigenos, y se determiné la méaxima dilucion déisaero capaz de detectar su homélogo (15).

¢) Absorcion o saturaciéon del antisueroPara absorber o saturar el antisuergapard una suspensiéon de proteine
planta sana, macerando hojas jévenes de plantaardeta (19-21 después de la siembra) en un mdrierg estéril, sii
adicion de otras sustancias; el extracto era didtra través de gasa y centrifugado a 3.Qfor 15 min. A partir del
sobrenadante fueron preparadas varias dilucior2s.(11/16) corbuffer fosfato de potasio 0,001 M, 0,85% NaCl, pB;
cada una de ellas fue mezclada con igual volumeantisuero (0,2 mL) y mantenidas a 4 @@ante 12 h. Luego, |
diluciones fueron centrifugadas a 3.09por 15 min para eliminar precipitados. Cada dfuacse probé contraroteina d
planta sana a través de pruebas de doble difusiG@gar, corel fin de determinar la dilucibn mas alta capazadsorbe
todos los anticuerpos contra este tipo de protginesentes en el antisuero. Uz absorbido el antisuero, fue mezcl
con glicerol en proporcion 1:1 (v/v) y almacenadda°C.

Serologia.Se utilizé el método de doble difusion en agar ddehterlony (2). El medide inmunodifusién consistio

0,8% de agar purificado, 0,85% de cloruro de sgdib1% de azida de sodio en agua destilada. Ungregzarado el
medio, 12-15 mL eran vertidos en cada caja de Pktstica de 100 mm X5 mm. Los huecos realizados en el gel med

mm de diametro y estaban equidistantes entregarados 5 mm de un hueco central de igual medida (2

Cuando se utilizé material vege-tal infectado caantigeno, las hojas jovenes de plantas de carh®42] dias despuée
inoculadas) fueron maceradas en un mortero frietgrié sin agregabuffer, y el extracto era filtrado a través de ayg
centrifugado a 3.00Q por 15 min. El sobrenadante era utilizado en taglpas. Etestigo era obtenido de igual forma,
a partir de plantas sanas.

Microscopia electronica. Para corroborar la forma y tamafio de las partéculinales, asi como para comprobar la
concentracion viral en la suspension parcialment#fipada, se procedide la siguiente manera: sobre una rejilla de ¢
cubierta con una pelicula muy delgada de nitrooshil(colodion) y carbdn evaporadoa®ocd una gota de suspens
viral diluida'y se dejo durante 1 min. Luego, sie@i6 el exceso de liquido de la rejilla con unelaftro, se coloreé cc
una gota de acetato de uranilo y después de 2 en@limind el exceso de colorante con un papebfiltina vez seca la
rejilla, aproximadamente a los 15 min, se obseftviieroscopio electrénico de transmisién (5, 10).

Resultados y discusion

En plantas de caraota "Tacarigua' el virus se pligidi eficientemente, lo cual se evidencié enpesparaciones a partir

la suspension parcialmente purificada observadasniatoscopio electrénico. Una alta concentracién pdeticulas
isométricas de 28-30 nm de diametro, caractersstitel BSMV (9, 13),fueron observadas en todos los prepar
realizados con material de las diferentes purifaraes (figura 2).

El procedimiento implementado para purificar pdnsente al BSMV-B permiti@lcanzar los resultados esperados. Au
no se determind el rendimiento viral a partir dgidio vegetal, los resultados de las pruebamftbetividad evidenciaron qt
después del proceso de precipitacion con poligiienl (PEG) la cantidad de particulas virales geemanecieroren e
sobrenadante descartado fueron escasas. Sin embkgmués deesuspender el sedimento obtenido y centrifugén
persistia en el nuevo sedimento que se descarta centidad de viriones (cuadro Probablemente esto ocurre por re
de PEG que quedan en el sedimento resuspendide hape que precipiten nuevamente algunas partialzntrifugar
Esto no afectd considerablemente el rendimiental,fiya queen la suspension parcialmente purificada se olbaena alt:
concentracion de particulas virales, lo cual fuiel@nciado a través del microscomectronico (figura 2) y las pruebas
infectividad (cuadro 1).

http://www.revfacagronluz.org.ve/vl5 4/v154z003.1 05/03/201.



Rev.Fac. Agron. LUZ. Volumen 15 numer Page5 of 7

Figura 2. Particulas del BSMV-B observadas al micrscopio electronico a partir de una suspension paimente
purificada diluida 1:3. La barra representa 100 nm.

Cuadro 1. Pruebas de infectividad sobrePhaseolus lunatus cv Henderson Bush de algunas fracciones de la
purificacion parcial.1

Fraccién ” Reaccion
Sobrenadgnte descartado después de la precipitacddnh +
polietilenglicol

Ultimo sedimento descartado ++
Suspension parcialmente purificada +++

1Evaluacion realizada a los cuatro dias despuésadeokculacion mecénica. Fueron inoculadas trestasanon cada
fraccion.

2+ =1 a2 lesiones locales necroticas(LLN)/hoja=t3 a 8 LLN/hoja. +++ = mas de 9 LLN/hoja.

Estos resultados coinciden con lo citado por Qbrist al.(5), quienes lograron aumentar el nimero de paatsc
observables en el microscopio electronico medianteprotocolo sencillo de concentracién para difEenvirus. La
metodologia desarrollada en este estudio logr@bgivo, aparentemente en mayor cuantia, lo csigleegran interés para
la obtencion de antisuero. Por otra parte, es itapte destacar que durante el proceso de purifiodas particulas virales
no perdieron su infectividad, ya que las fraccioeesluadas indujeron sintomas caracteristicos @afermedad sobrPB.
lunatus cv Henderson Bush (lesiones locales necréticdsylgaris cv Tacarigua (mosaico).

El titulo del suero normal fue cero, lo que evidamque el conejo no presentaba anticuerpos contgatégeno homaélogo.
En pruebas de doble difusion en agar se observdbamnda de precipitacion muy evidente entre el antigriral (BSMV-B)
y Su antisuero. Sin embargo, también se observébamaa muy tenue con proteina de planta sana &figlrlo que
demuestra que la purificacion del BSMV-B no fueatptjuedando algin remanente de proteina vegettd. rEsultado era
de esperarse, ya que se Uutilizé6 un protocolo dendéd «purificacion». Otros investigadores (1, 14, 15) también han
obtenido resultados similares con otros virus, méendo a la absorcion del antisuero para elimloaranticuerpos no
especificos contra el virus.

El titulo del antisuero para el primer y segundiegsado fue de 1:1024. Es decir, que tres inyecsi@nan suficientes para
obtener un suero con el mismo titulo. Esto es debid gran parte a que el BSMV es altamente inmuriogg13) y la
concentracion de particulas en cada inyeccion #ea (A mL de suspensidon viral parcialmente puridea Como el
antisuero obtenido no fue completamente especffimnecesario absorberlo o saturarlo con protéénplanta sana. Con
una dilucién de 1:4 de la proteina de planta sdatenada (utilizando el antisuero como diluente)aggd precipitar todos
los anticuerpos no especificos, observandose Urigtnta formacion de banda de precipitacion coordignte al antigeno
viral y sus anticuerpos, sin reaccién simultdnema leoproteina vegetal (figura 3). Después de |@@bsn del antisuero el
titulo fue de 1:512.

La reaccién del antisuero absorbido sin diluir positiva (banda de precipitacion bien visible),ttacon las suspensiones
virales parcialmente purificadas, como con savipldatas infectadas. Sin embargo, en este Ultinso &@s bandas fueron
ligeramente mas tenues, debido a que la concefiradial era considerablemente menor con respedds auspensiones
parcialmente purificadas (figura 3).

El antisuero absorbido permitié detectar faciimeateBSMV-B en muestras procedentes del campo (@ajdvenes y
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viejas) mediante pruebas serolégicas de dobleidiften agar. Este tipo ggueba permite detectar a este virus con bas
precision, debido a que no esté relacionado seoaldgente con otros miembros del grigmbemovirus, ni con otros vir
pertenecientes a otros grupos. No obstante, tedasikas del BSMV estan relacionadas serologicamesnte si (13). Pt
otra parte, seria interesante probar el antisubtenao a través de otras técnicas serolégicasserdsbles, como ELISA,
ya que el titulo del mismo es relativamente algeyutilizaria menos antisuero.

R my Ay
0 > %

e

Figura 3. Prueba de doble difusién en agar utilizado antisuero (S) contra el BSMV-B: sinabsorber (izquierda) y
absorbido (derecha). Los huecos periféricogontenian virus parcialmente purificado (a) y sad de plantas d
caraota: sanas (b) e infectadas con BSMB-B (c).

Algunos investigadores (4, 6, 7) han obtenido aetiss contra el BSMV cotitulos de 1:512, determinados medie
pruebas de doble difusion en agar. Estos suerossitdanobtenidos mediante metodologias que hacendasxuipo:
especializados de alto costo, las cuales han teoiohoo base lgorecipitacion de las proteinas mediante el us
ultracentrifugas. Sin embargo, en esta investiga@én una metodologia sencilla y sobrdése de la precipitacion de
proteinas con polietilenglicol, se ha obtenido otisaiero con igual titulo, lo cual es de gran iéseennuestras condicione
Por otra parte, seria importante evaluar este potdigpara otros virus de caracteristicas similgrestudiar Igposibilidad d
obtener antisueros.

En conclusién, los resultados obtenidos en esbajwacoinciden con lo logrado por Alagargsal. (1), Ochoa 'y Trujillc
(12) y Trujillo & al. (14); es decir, se pueden obtener antisueros cafgtanos virus de plantasediante técnicas simple:
en laboratorios modestos. En tal sentido, la olbende antisuero contra el BSMV-B mediante una eheltigia sencilla
puede ser de gran ayuda en el diagnostico y estsoibre leepidemiologia de este virus, particularmente eoraorios «
paises que confronten problemas econémicos patzéacion de materiales y equipos.

Agradecimientos

Los autores desean expresar su gratitud al Dr.ebrd, Lic. M. Alfaro y Tecn. F. Centeno (Fonai@pniap, Laboratori
de Virologia Vegetal, Maracay) por su valiosa ayadda parte de microscopia electrénigaialmente, a la profesora
Farifias (UCV, Fac. Agronomia, Laboratorio de Enogéa, Maracay), por permitir el uso de algunosijgogly materiales

Literatura citada

1. Alagares, M., G. E. Trujillo, M. J. Garrido y ®1. de Jiménez. 1988. Algunos aspectos relacionados tuirus del
mosaico severo del frijoMigna unguiculata (L.) Walp). Fitopatol. Venez. 1 : 25-26 (Resumen).

2. Ball, E. M. 1990. Agar double diffusion, plat@uchterlony): Viruses. p. 111-120. In: R. HamptBnBall, and S. Di
Boer (Eds.). Serological methods for detection &aentification of viral and bacterial plant pathoge APS Press,
Minnesota, EE.UU.

3. Ball, E. M., R. O. Hampton, S. H. De Boer, andWl Schaad. 1990. Polyclonal antibodies. p. 33kp4R. Hampton, E
Ball, and S. De Boer (Eds.). Serological methoddifetection and identification of viral and bacéplant pathogens. APS
Press, Minnesota, EE.UU.

4, Cupertino, F. P, M. T. Lin, E. W. Kitajima, a@d L. Costa. 1982. Occurrence of southern braasaic virus in Centr
Brazil. Plant Disease 66 : 742-743.

5. Christie, S. R., D. E. Purcifull, W. CrawforchdaN. A. Hamed. 1987. Electron microscopy of negativelyngt@ clarifiec
viral concentrates obtained from small tissue samplith appendices omegative staining techniques. IFAS, Universit
Florida, Gainesville. Bulletin 872. 45 p.

http://www.revfacagronluz.org.ve/vl5 4/v154z003.1 05/03/201.



Rev.Fac. Agron. LUZ. Volumen 15 numer Page7 of 7

6. Grogan, R.G. and K. A. Kimble. 1964. The relatioip of severe bean mosaic virus from México tatlsernbear
mosaic virus and its related strain in cowpea. &bathology 54 : 74-78.

7. Lamptey, P. and R. Hamilton. 1974. A neewpea strain of southern bean mosaic virus framar@a. Phytopatholo¢
64 : 1100-1104.

8. Mora, O., G. E. Trujillo, O. Borges y R. de Utagui. 1988. Mosaico surefio de la caraota (soutbeam mosaigirus)
afectando &haseolusvulgaris en Venezuela. Fitopatol. Venez. 1 : 29 (Resumen).

9. Morales, J. F. and R. Gamez. 1989. Beetletratenviruses. p. 363-377. In: H. F. Schwartz andAVIPastor€orrales
(Eds.) Bean production problems in the tropics. 2nd G&T. Cali, Colombia.

10. Noordam, D. 1973. Identification of plant viess Methods and experimentSenter for Agricultural Publishing al
Documentation. Wageningen, Holanda.

11. Ochoa, F. y G. E. Trujillo. 1994. Metodologiansilla para la obtencion de antisuero al viruslal¢risteza de los
citricos. Fitopatol. Venez. 7 : 2-5.

12. Patifio, Y. y M. J. Garrido. 1996. Identificati¢ deteccion del virus del mosaicurefio de la caraota en va
localidades del estado Aragua, Venezuela. Fitopdtrez. 9 : 16-17.

13. Tremaine, J. H. and R. |. Hamilton. 1983. Seutthean mosaic virus. Descriptions of pkantises No. 274. CMI/AAB
Kew, Surrey, England. 6 p.

14. Trujillo, G. E., M. J. Garrido y M. Alagares989. Unmodo facil de obtener antisueros a diferentesswegetales.
21-22. En: Memoria Il Jornadas de Investigaciémedacultad de Agronomia, UCWlaracay, Venezuela.

15. Van Regenmortel, M. H. V. 1982. Serology andumochemistry of plant viruses. New York, Acadefiess.

http://www.revfacagronluz.org.ve/vl5 4/v154z003.1 05/03/201.



