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RESUMEN

El diagndstico y control de enfermedades es uno de los retos mas
importantes en los sistemas de produccion de plantas cultivadas en el
pais, intentando con esto, evitar la propagacion en futuros cultivos y
aumentar asi tanto cantidad como calidad del producto final. El
Laboratorio de Calidad del Instituto Nacional de Semillas, como
organismo regulador, realiza la deteccidbn de virus de importancia

agronomica en los Programas de Certificacion nacionales.

El objetivo de este trabajo fue determinar la presencia de tres
virus en material de propagacion vegetativo, uno en papa (PVY) y dos
en vid (GFLV y GLRAV-3), mediante la técnica de RT-PCR, para luego
comparar los resultados, costos y tiempo de realizacion con los de la
técnica DAS-ELISA. A su vez se buscO determinar cual es el mejor
tejido del cual partir para la deteccion de PVY, GFLV y GLRAV-3 por
RT-PCR, ademas de determinar cual es la mejor época de muestreo en

vid para la deteccién simultanea de los virus GLRAV-3 y GFLV.

Se probaron dos métodos de extraccibn de ARN (kit RNeasy
Qiagen y método de Osmann y Rowhani), en diferentes tejidos de la

papa (brotes, hojas, corteza) y vid (peciolo, hoja, floema), para



determinar cuales son los mas adecuados para el analisis por RT-PCR.
Para cumplir con esto se ajustaron las condiciones de extraccion de
ARN y de RT-PCR para los virus mencionados. Ambos métodos de
extraccidon empleados resultaron ser eficientes para la extraccion de
ARN en papa y unicamente el de Osmann y Rowhani en vid, siendo
este el método de extraccion recomendable en ambos cultivos por ser
mas econdémico. En el caso del virus PVY en papa se logro detectar el
virus tanto en brote como en hoja. En cuanto a vid se detectaron los
virus en todos los tejidos analizados y se pudo determinar que el mejor
tejido para la deteccidén conjunta de GFLV y GLRaV-3 por RT-PCR, es
floema, y el periodo de muestreo puede realizarse tanto en diciembre

como en abril.

Los resultados obtenidos pueden servir de base para la posterior
utilizacién de la RT-PCR en el Programa de Certificacion, por ser un
método varios 6rdenes mas sensibles que el DAS-ELISA, evitando asi

falsos negativos.

Palabras Clave: DAS-ELISA; RT-PCR; PVY; GFLV; GLRAV-3;
papa; vid.



INTRODUCCION

1.1 VIRUS

1.1.1 DEFINICION

Los virus son particulas infectivas y se consideran parasitos
intracelulares obligados, ya que dependen de la maquinaria celular de
sus anfitriones para reproducirse, y no son activos fuera de sus
anfitriones. Ademas, no crecen o se someten a division y carecen de
informacion genética que codifique para la maquinaria necesaria para
la generacion de energia metabdlica o para la sintesis de proteinas, por
lo que dependen absolutamente de la célula hospedera para sobrevivir
(Stange, 2006). Se componen generalmente por &cido ribonucleico
(ARN) de cadena simple (ssRNA) y positiva y solo en algunos casos
por &cido desoxirribonucleico (ADN) de cadena simple o doble. Los
virus normalmente estdn encapsulados en una capa proteica o
lipoproteica y no forman estructuras celulares (Agrios, 2002). Todos los
tipos de organismos vivos, incluyendo animales, plantas, hongos y
bacterias, son hospederos de los virus, pero la mayoria de los virus
infectan sélo un tipo de hospedero (Gergerich y Dolja., 2006). Los

comienzos de la virologia vegetal se remontan a finales del siglo XIX,



cuando el microbidlogo holandés Martinus Beijerinck y el cientifico ruso
Dmitrii lwanowski investigaban la causa de una misteriosa enfermedad
del tabaco (Scholthof 2001). Estos investigadores, en forma
independiente, describieron un agente inusual que causaba la
enfermedad del mosaico en tabaco. Lo que distinguia a este agente de
otros agentes causales de enfermedades era su tamafio mucho menor
al de otros microorganismos. Este agente, posteriormente denominado
“virus del mosaico del tabaco” (Tobacco mosaic virus, TMV), fue el
primer virus en ser descrito (Zaitlin, 1998). Desde entonces, un gran
namero de diversos virus han sido descritos en plantas, animales,
hongos y bacterias. EI nUmero actual de virus conocidos es cerca de
4.000, de los cuales cerca de 1.000 son virus vegetales (Gergerich y

Dolja., 2006).

1.1.2 TRANSMISION EN VEGETALES

Los virus fitopatégenos pueden transmitirse de planta a planta
mediante diversas formas como son la propagacion vegetativa,
transmision mecanica, vectores, o por medio de semillas y polen
(Agrios, 2002; Hull, 2002; Madigan et al., 2006).

La transmisiébn por propagacién vegetativa, es la forma mas
importante de transmision y diseminacion de virus en cultivos como

papa, frutilla, raices, tubérculos tropicales, platano, pifia y arboles



frutales injertados. En los cultivos injertados, el virus pasa del
portainjerto al injerto o viceversa, por lo que representa un mecanismo
eficaz en plantas indicadoras y su utilizacion en programas de
certificacion. Esta estrategia se utiliza para verificar la presencia de
virus en materiales que se pretenden usar como fuente de yemas para
la propagacion vegetativa. Es importante mencionar que la mayoria de
los virus se transportan en forma sistémica en la planta (a través de los
vasos conductores de la planta), lo que lleva a que los 6rganos
vegetativos usados para la propagacion se infecten facilmente con

virus (Arauz, 1998).

La transmisibn mecénica es la manera por la cual los virus se
diseminan mediante el roce directo entre plantas o por el contacto entre
la savia de una planta enferma y la de una planta sana. No es la forma
mas comun ni importante de transmision. A través de la savia solo
puede ocurrir entre dos plantas estrechamente espaciadas y con la
ayuda del viento, que puede causar una severa friccibn y una
consecuente lesidén de plantas adyacentes, ocasionando de este modo,
el intercambio de sus respectivas savias. A nivel de campo e
invernadero, la planta puede ser mecanicamente dafiada y de este
modo, la savia de la planta infectada puede adherirse a las manos, a la
maquinaria o a las herramientas. En consecuencia, el virus puede ser

rapidamente transmitido y diseminado. (Agrios, 2002).



La transmision por vectores es la forma mas comun y eficiente de
transmision de virus en la naturaleza y se da por medio de organismos
vectores. Un organismo se considera un vector si es capaz de
transportar el virus internamente de una planta a otra y su transmision
resulta de la alimentacion del organismo en la planta. Asi el concepto
excluye el contacto casual, en el cual el virus puede ser llevado
externamente y transmitido en forma mecanica (Arauz, 1998). La
trasmision por vectores es llevado a cabo por insectos de 7 de los 32
ordenes de la clase Insecta, siendo los del orden Hemiptera, con
piezas bucales para chupar, los que tienen mas éxito como vectores

(Raccah, 2009).

Diferentes modos de transmision del virus se han caracterizado
dependiendo del tiempo de retencion, los sitios de retencién, y la
internalizacion de viriones por vectores. Los virus no persistentes son
retenidos por sus vectores durante menos de unas pocas horas,
mientras que los virus semipersistentes son retenidos durante dias,
semanas o incluso afios. Los virus persistentes, una vez adquiridos de
plantas infectadas, se asocian con el vector durante el resto de su vida

(Gray y Banerjee, 1999).



La transmision de los virus puede dividirse también de acuerdo
con el comportamiento del virus dentro del vector (Arauz, 1998). La
transmision exitosa de virus persistentes requiere una internalizacion
de los virus ingeridos que se transportan activamente a través de varias
membranas celulares. Asi, se encuentran en el la cavidad corporal de
sus vectores, y son retenidos por estos luego de la muda. En dltima
instancia, deben asociarse con el sistema salival del vector para ser
transmitido a un nuevo hospedero. Los virus persistentes se
denominan circulantes. Pueden dividirse adicionalmente en materiales
de propagacién (virus que se replican en sus vectores artropodos
ademas de sus hospedadores vegetales), y virus no propagativos (virus
gue se replican solo en la planta hospedera, pero no en sus vectores)
(Gray y Banerjee, 1999). Los virus no persistentes y semipersistentes
por su parte, se retienen en las partes bucales de artropodos o al
revestimiento de la cuticula del aparato de alimentacion de sus
vectores de nematodos (Arauz, 1998). Los virus adquiridos se pierden
en cada muda, ya que la cuticula, incluyendo el revestimiento de las
partes bucales y el intestino anterior, se desprende durante la muda,
Colectivamente, los virus no persistentes y semipersistentes se
denominan no circulatorios porgue no estan internalizados por sus
vectores (no entran en la cavidad corporal, ya que no cruzan las

membranas celulares del vector) (Gray y Banerjee, 1999)



1.2 CONTROL Y PREVENCION DE VIRUS EN CULTIVOS

En la préactica es imposible erradicar los virus de aquellas plantas
infectadas, debido a que en la actualidad no existen agroquimicos que
tengan un efecto terapéutico sin dafar a la planta, por lo que la lucha
contra estos patdgenos tiene un caracter esencialmente preventivo

(Messiaen, 1995).

El manejo de una enfermedad viral es mas dificil cuando el virus
es transmitido por vectores; es por eso que el conocimiento del vector
(dispersion temporal, patron de migracion y habitos alimenticios,
principalmente), del virus y de la planta hospedera, asi como el efecto
de las condiciones ambientales sobre la interaccion de estos
componentes, son esenciales para determinar las estrategias de
control mas apropiadas. Para combatir una enfermedad, la mayoria de
las veces es necesario la combinacion de medidas de control y
prevencion, que en conjunto, son referidas como manejo integrado

(Rodriguez, 1992; Chellemi et al., 1994).

El principal método de manejo de enfermedades en los cultivos ha
sido el control quimico; sin embargo, los problemas de contaminacién
ambiental derivados de su uso han impactado negativamente en la

biodiversidad de los agroecosistemas, ademas de generar riesgos de



seguridad y salud publica (Zavaleta, 1999), por lo que surge la

necesidad de usar y aplicar métodos alternativos.

Dentro de los métodos preventivos, los de mayor importancia en
los cultivos que se realiza propagacion vegetativa, son las técnicas de
diagndstico para seleccionar material de propagacion libre de virus, que
garantice una adecuada conservacion del mismo. La principal fuente de
diseminacién de las virosis es el material asintomatico (Arias et al.,
2003); asi la dispersion de los virus se produce sobre todo por el injerto
y la propagacion vegetativa de material infectado. Todo ello conlleva al
empleo de tests o0 analisis que garanticen la sanidad de dicho material.
(Zdunic et al., 2012). Otra forma para mitigar dafios y contaminacion es
eliminar plantas enfermas con sintomas durante las primeras etapas
del cultivo, reduciendo asi los riesgos de infecciones secundarias
dentro del campo.

El monitoreo de afidos mediante trampas es importante para
saber cuando empieza la migracion y establecimiento de estos
vectores y poder iniciar su control. En ciertos casos también es util el
uso de barreras vegetales, especialmente cuando las poblaciones de
afidos son bajas (Fereres, 2000). A escala regional se deben adoptar
medidas fitosanitarias para evitar que se dejen abandonados cultivos
aledafios, en los cuales los afidos se pueden multiplicar en forma

indiscriminada.



La utilizacion de nuevas tecnologias para el control de virus ha
sido muy util, por ejemplo, la utilizacion de plantulas propagadas in vitro
libres de patdégenos o el uso de variedades resistentes (Rodriguez,
2003). Los organismos genéticamente modificados (OGM) son otra
forma de controlar y mitigar la incidencia, aunque no en todos los

cultivos se ha logrado una resistencia para sus principales virus.

Particularmente, para el virus GLRaV-3 que infecta la vid no se
ha encontrado variedades resistentes ni se ha logrado crear variedades
resistentes (Pietersen 2004), aunque hoy en dia se utiliza pie
americano en los injertos que es tolerante al virus y lo mantiene latente
(Oliver y Fuchs, 2011). En cuanto al virus GFLV, que también infecta la
vid, se encuentro resistencia varietal, utilizandose la vid Muscadinia
rotundifolia para cruzamientos confiriendo, resistencia a transmision y
alimentacion de nematodos. A su vez, se ha descubierto un plasmido
vector llamado "GFLV silencing construct” que confiere resistencia y
saneamiento al virus a las células vegetales transformadas con dicho

plasmido vector (Valat et al.; 2006).

En papa se conocen genes que le confieren resistencia al virus

PVY, presentes en ciertas variedades de papas como Solanum

tuberosum sp andigena (Galvez, et al. 1990) y en cultivares S.
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tuberosum sp tuberosum derivados de Solanum stoloniferum (RosS;
1952). En Argentina se encuentra en fase de evaluacion de siembra
una variedad de papa genéticamente modificada con resistencia al

virus.

A su vez, los programas de certificacion juegan un papel esencial
en la prevencion, ya que se intenta limitar la introduccion y distribucion
de material de propagacion infectado en un pais o region. Es mediante
estos programas que se permite poner a disposicion de los sectores
productivos materiales que cumplan con estandares de calidad
genéticos y sanitarios establecidos, permitiendo alcanzar niveles de
productividad y adecuaciéon a las exigencias de los mercados que

garanticen su competitividad y sostenibilidad.

1.2.1 CONTROL EN URUGUAY

En Uruguay, la Ley 16.811 de febrero de 1997 establece que
INASE (Instituto Nacional de Semillas) es el encargado de proponer el
dictado de normas sobre produccion, certificacion, comercializacion,
exportacion e importacion de semillas asi como sobre la proteccion de
las creaciones y los descubrimientos fitogenéticos. Ademas, aclara
gue las semillas que se produzcan, comercialicen o se transporten
dentro del pais seran caracterizadas como certificadas o comerciales.

Las mismas se definirdn y se ajustaran en cuanto a su produccion,
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comercializacién y normas de calidad de acuerdo a la reglamentacién
que dicte el Poder Ejecutivo. Sélo se pueden comercializar lotes de
semillas producidos en el pais que previamente hayan
sido analizados por laboratorios habilitados u oficiales de analisis de
semillas y cuyos resultados de analisis demuestren que cumplen con

los estandares de calidad vigentes.

El Decreto 438/004 de diciembre de 2004 establece que el
Estandar Especifico: es un documento propuesto por la Junta Directiva
del Instituto Nacional de Semillas, aprobado explicita o tacitamente por
el Ministerio de Ganaderia Agricultura y Pesca (MGAP) en el que se
establecen las caracteristicas y requisitos que deben cumplir las
semillas y/o los procesos asociados a su produccion, comercializacion,
etc. en relacion con lo establecido en la ley N° 16.811 y sus
modificaciones, en el presente decreto y demas normas reglamentarias
y en los compromisos internacionales y regionales suscritos por el pais

en la materia.

Existen Estandares Especificos para diversas especies cultivadas
en el pais, entre ellas vid y papa. El Estandar Especifico de material de
propagacion de papa se aplica para la produccion de todo lote de
semilla de la especie Solanum tuberosum y entré en vigencia en el afio

2010. Mientras que el de vid se aplica para la produccion de yemas,

12



estacas, barbados y plantas del género Vitis y entr6 en vigencia en el

afo 2006.

En los Estandares se especifican diferentes tipos de Bloques de
Produccion (conjunto de parcelas instaladas con materiales de una
misma clase y categoria) considerados en el Esquema de Produccion,
en los que cada uno debe cumplir los requisitos establecidos en cuanto
a condicidn fitosanitaria, identidad genética y otros aspectos de calidad

del material de propagacion.

La seccion de Andlisis Virologico del Laboratorio de calidad de
INASE analiza la calidad sanitaria de los materiales de propagacion
vegetativa, apoyando de esta manera al programa de certificaciéon. Una
vez que el Laboratorio reporta el porcentaje de los distintos virus
detectados, los técnicos de Certificacion verifican en el Estandar de
Produccion y Comercializacion que los resultados se encuentren dentro
de los niveles de tolerancia establecidos. Dependiendo del estado
sanitario del material, éste podra ser recategorizado o podra perder la

calidad como semilla y destinarse a consumo.

Actualmente en INASE se realizan aproximadamente 3000

analisis de vid al afio y unos 5000 de papa. Segun datos obtenidos de

las bases de datos de INASE, la prevalencia del GLRaV-3 y GFLV

13



entre los afios 2012 y 2015 fue de 2,06 y 0,36 en el Banco de Yemas
(11662 muestras analizadas) y 2,05 y 0,12 en Plantas Prontas (1662
muestras analizadas). En papa de las 46325 muestras analizadas entre

2012 y 2015 hubo una prevalencia del virus PVY de 0,3.

. En cuanto a la incidencia de los virus por fuera del programa se
cuenta Unicamente con datos de 1983 en un estudio realizado por
Crisci y Vilaro en donde se estim6 que en primavera se llegé hasta un
80% de infeccidbn con el virus PVY en papa, fundamentalmente

asociado a la variedad Red Pontiac.

1.3 DETECCION DE VIRUS EN PLANTAS

Las técnicas de deteccion de virus y patdbgenos subvirales (como
viriones y virus satélites) en plantas son muy importantes por diversos
motivos (Chu et al., 1989 b; Huli y Al-Hakim, 1988): para realizar
estudios epidemiolégicos, para la evaluacién de resistencia en plantas
de programas de mejoramiento genético, para comprobar el estado
sanitario de las semillas y material vegetal en estaciones de cuarentena
y certificacién, para la identificacion y diagnéstico de nuevos patégenos
(Hamilton et al., 1981; Matthews, 1991). Por tal razén, es necesario
establecer técnicas de diagnostico altamente eficientes, rapidas y

econdmicas para el estudio de la epidemiologia de la enfermedad viral,

14



evaluar la eficiencia de los métodos de manejo o para garantizar que

las plantas y las semillas estan libres de virus (Astier et al., 2007).

Tradicionalmente, el diagndstico de las enfermedades de plantas
se ha llevado a cabo por el reconocimiento de sintomas caracteristicos
presentados por plantas enfermas y sobre determinadas plantas
hospederas tras inoculacion mecanica, injerto o a través de vectores
del patdgeno. Aunque no son métodos muy precisos, se utilizan por ser
un método que da una informacion importante (sobre todo en frutales)
e incluso crucial en algunos casos, como en el estudio de patotipos
(Hamilton et al.,, 1981; Matthews, 1991). Se utilizan microscopios
electronicos de barrido y de transmision para visualizar particulas
viricas (Collier et al., 1998), aunque no se utiliza de forma rutinaria, es
indispensable para los estudios estructurales, especialmente con la
ayuda de la inmunoelectromicroscopia (Milne, 1984). Actualmente
entre los métodos mas utilizados estan los que detectan las proteinas
virales (técnicas seroldgicas) y los que detectan los acidos nucleicos
virales (hibridacion con sondas de ADNc o ARNc, y la técnica de la

reaccion en cadena de la polimerasa o PCR) (Lava Kumar, 2009).

1.3.1 IDENTIFICACION POR SINTOMAS

Cuando los virus infectan las plantas, pueden o no inducir

sintomas. Si los sintomas son producidos en las plantas infectadas,

15



éstos pueden tener un valor en el diagnostico (Salazar, 1995). Los
sintomas asociados a enfermedades virales incluyen principalmente
cambios en la pigmentacion normal de las plantas (mosaicos,
amarillamientos, grabados), cambios en el crecimiento (enanismos),
necrosis de tejidos, deformaciones y reduccion en el rendimiento. Las
observaciones de la planta en su conjunto y el contexto en que ocurren
dichos cambios y su andlisis, constituyen los primeros pasos para el
diagnéstico de virus (Astier et al., 2007). Algunos géneros vegetales,
tales como Nicotiana (tabaco) y Chenopodium (quinoa) son
hospedantes de un gran nimero de virus. Debido a que estas plantas
tienen respuestas consistentes y distintivas a las infecciones virales en
condiciones de invernaculo, es comun usarlas como plantas
indicadoras (Walkey 1991). La sintomatologia es la fuente primaria en
la descripcion de las enfermedades virales. EI nombre del virus es
principalmente tomado sobre la base del sintoma que causa en la
planta en la cual fue identificado por primera vez (Astier et al., 2007).
Sin embargo la identificacién de virus fitopatdgenos por sintomatologia
no siempre es confiable, debido a que los sintomas se pueden

confundir con desordenes nutricionales (Méndez-Lozano et al., 2002).

A nivel celular también se pueden determinar sintomas, siendo en

algunos casos Utiles para identificar un género taxondmico particular

(ej: Potyvirus, Carlavirus, Comovirus, Tobamovirus). Esta técnica, sin

16



embargo, requiere cierto nivel de experiencia aunque no requiere de
equipos sofisticados. El tipo de tincion empleado para diferenciar los
sintomas también es determinante en la identificacion del grupo viral

(Gil Ramirez, 2010)

1.3.2 TECNICAS SEROLOGICAS.

El ELISA (por sus siglas en ingles Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) es tradicionalmente el método utilizado para la deteccion e
identificacion rutinaria de virus vegetales en diferentes hospederos, por
ser fiable, relativamente rapido, sensible, y facilmente aplicable a gran
namero de muestras (Clark y Bar-Joseph, 1984; Torrance y Janes,
1981, Cambra el al, 2011). Hay muchas variantes de la técnica de
ELISA, pero los mas comunes son: ELISA-DAS (Double Antibody
Sandwich — Enzyme Linked Immunosorbent Assay) (Clark y Adama,
1977), ELISA indirecto (Rybicki y von Wechmar, 1981; Koenig, 1981),
ELISA indirecto TAS (triple antibody sandwich) (Bar Joseph vy
Malkinson, 1980; van Regenmortel y Burckard, 1980; Barbara y Clark,

1982) y ELISA directo (Roiit et al. 2003).

El desarrollo de anticuerpos monoclonales ha supuesto un gran

avance en la fiabilidad, especificidad y facilidad de interpretacion de los

resultados de las técnicas seroldgicas.
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En la interpretacion de resultados con el ensayo ELISA es muy
importante determinar qué se considera como respuesta positiva y que
como respuesta negativa, lo que se puede abordar de varias maneras.
En algunos casos se considera un resultado positivo cuando se obtiene
una absorbancia dos o tres veces la media de las absorbancias
obtenidas con las muestras negativas, otras cuando se obtiene la
media mas 2 o 3 veces la desviacion estandar si hay disponible un
namero elevado de referencias, o incluso otras arbitrariamente cuando
presenta una absorbancia determinada (Tijsen, 1985) La seleccion de
este criterio es importante para minimizar las respuestas falsas. Este
valor puede moverse hacia arriba o hacia abajo para incurrir mas en el
error tipo | (falsos positivos) o tipo Il (falsos negativos), dependiendo en

gué ajuste tenga consecuencias menos graves.

EL ELISA-DAS es muy sensible, pero necesita la preparacion de
un conjugado para cada virus a evaluar. Esta técnica indirecta consiste
en la adsorcidon de anticuerpos especificos a una placa de poliestireno
seguida de la adicion de los antigenos, los cuales reaccionan con los
anticuerpos adheridos a la placa. Para formar el sandwich se agregan
nuevamente anticuerpos ligados con enzimas que se adhieren a los

antigenos capturados en la placa (Cruz y Frias, 1997).

1.3.3 HIBRIDACIONES SOBRE MEMBRANA.
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Esta técnica molecular se basa en la capacidad de apareamiento
especifico entre dos cadenas sencillas de ARN, ADN o ARN — ADN
gue tengan secuencias complementarias formando una estructura de
doble cadena mas estable. La sintesis de una molécula de ADN o ARN
monocatenario complementaria al genoma del virus (sonda) marcada
con isotopos radioactivos (como el 32P) o con marcajes no-radiactivos
(como la digoxigenina o fluoréforos) y su posterior hibridacion con
acidos nucleicos (dot-blot) de la planta, fijados en un soporte solido
(generalmente una membrana) permite detectar la presencia del virus
(Dietzgen et al. 1994, Galipienso et al. 2004, Harper y Creamer. 1995,
Liu et al. 2007, Mas et al., 1993). Una modalidad consiste en fijar
improntas de cortes transversales de tejido vegetal, que evitan el
procesamiento de las muestras y suponen un ahorro de tiempo y dinero

(Narvaez et al., 2000, Rubio et al., 2003).

El uso de la técnica de hibridacién molecular no se ha extendido
mucho, debido principalmente a ser mas laboriosa que el analisis de
ELISA, aungue necesita menos muestra que esta (100 pl contra 1-10
pl) (Chu et al., 1989) y puede detectar satélites y tiroides que carecen

de proteinas estructurales.

1.3.4 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR).
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La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es un método de
sintesis in vitro de &cidos nucleicos, mediante el cual se puede replicar
especificamente un segmento determinado de ADN a través de dos
oligonucledtidos cebadores que flanquean este fragmento, y ciclos
sucesivos de desnaturalizacion térmica del ADN, anillado de los
cebadores a las secuencias complementarias y extension de los
cebadores anillados mediante una ADN polimerasa termoestable. Dado
qgue los productos de extension son a su vez complementarios a los
cebadores, en cada ciclo se duplica la cantidad de ADN sintetizada en
el ciclo anterior, de forma que hay una amplificacion exponencial del
fragmento (Innis et al., 1990). La tecnologia de la PCR ya ha sido
aplicada al estudio y la deteccion de virus ADN de plantas (Rybicki y
Hughes, 1990). Sin embargo, la mayoria de los virus y patégenos
subvirales tienen un genoma ARN (Matthews, 1991), y para su
deteccibn se han aplicado varios métodos que combinan la

transcripcion inversa y la PCR (RT-PCR) (Kawasaki, 1990).

Para evitar las extracciones de los acidos nucleicos Wetzel et al.
(1991) y Borja y Ponz (1992) llevaron a cabo la RT-PCR directamente
del macerado vegetal de plantas. La alta sensibilidad (normalmente
varios érdenes de magnitud mayores que la técnica ELISA) de esta
técnica le da una ventaja sobre todo en el diagndéstico de patdégenos

gue se presentan en bajas concentraciones, como puede ser en la
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certificacion de semillas, deteccion de virus y viroides en plantas
lefiosas, virus limitados al floema que se encuentran en bajo titulo en

las plantas, etc. (Chu et al., 1989).

Otro ejemplo de técnica molecular que ademas combina pasos de
las serolégicas es la de PCR-Inmunocaptura (IC-PCR). Esta
metodologia combina el reconocimiento del virus con el uso de
anticuerpos especificos y la amplificacion por PCR. La reaccion
antigeno- anticuerpo, constituye la primera fase, en la cual se reducen
el riesgo de contaminacion con inhibidores presentes en el tejido de la
planta, al obtenerse el virus fijado a las placas de poliestireno. Luego,
en condiciones alcalinas y en presencia de un detergente se libera el
ARN o ADN viral para ser amplificado posteriormente mediante RT-
PCR o PCR convencional (Webseter et al., 2004; Shcherbakova,

2007).

1.4 VIRUS QUE AFECTAN LA PAPA

1.4.1PVY

1.4.1.1 TAXONOMIA

El Potato virus Y (PVY) forma parte del género Potyvirus,

perteneciente a la mayor familia taxonomica de virus conocidos para
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plantas, con unas 170 especies formalmente reconocidos por el ICTV
(International Committee on Taxonomy of Viruses, 2010), llamada
Potyviridae. Se clasifican como virus de tipo IV en el marco del sistema
de clasificacion de Baltimore. EI virion no estd envuelto y es
filamentoso. Su genoma es de ARN lineal de sentido positivo (SSARN)
y su tamafio ronda los 9000-12000nt. Se replica en el citoplasma de la
célula hospedera. Las particulas virales tienen una longitud de 680 a
900 nm y estan rodeadas con multiples copias de una sola proteina de
30-47 kDa. El ARN gendmico de los Potyvirus funciona como un ARN

mensajero. (Smith et al. 1988, Burrows et al. 2005).

Los Potyvirus se caracterizan por ser virus transmitidos por
pulgones y poseen una caracteristica general compartida con todos los
de su familia de formar inclusiones cilindricas en forma de aspas de
molino (del inglés “pinwheels”) en el citoplasma de las células
infectadas (Rubio-Huertos y Lépez-Abella, 1966). La morfologia de
estas inclusiones, variable segun los virus, constituye uno de los
criterios taxondmicos empleados para su clasificacion (Shukla et al.,

1989; Ward y Shukla, 1991).

1.4.1.2 DESCRIPCION

1.4.1.2.1 ESTRUCTURA VIRAL
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La morfologia del virus consiste en una capside no envuelta,
elongada con simetria helicoidal monopatrtita y flexuosa, una longitud
de 684 nm a 730 nm, diametro de 11 nm y un canal axial de 2-3 nm
(Ogawa et al., 2008). La proteina de la capside (CP) es el principal
componente del virion con aproximadamente 2000 unidades
monomeéricas (Urcuqui-Inchima et al., 2001). El contenido de proteina
en la particula es de aproximadamente 94%. Solo dos proteinas, VPg y
proteina de cubierta (CP), se detectan en las particulas virales. Ni
lipidos u otros componentes se han detectado en las particulas (Figura

1.1)
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Figura 1.1. A. Esquema del virus PVY, con su forma
filamentosa, y su ARN rodeado por su proteina CP en forma
helicoidal simétrica (Extraida y modificada de
http://viralzone.expasy.org/viralzone/all_by species/50.html) B.
Micrografia Electronica del Virus PVY (ICTV, 2004).

1.4.1.2.2 GENOMA VIRAL

El genoma del virus PVY consta de aproximadamente 9.7 kb y
contiene un unico ORF (Open Reading Frame, por sus siglas en inglés)
gue se traduce en una poliproteina de aproximadamente 350 kDa,
flanqueado por regiones no codificantes (Riechmann et al., 1992) El
procesamiento de esta poliproteina da lugar a nueve productos

proteicos, que nombrados a partir del extremo amino terminal, son: P1
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de 28 a 34 kDa, con actividad proteasa, Factor de transmision (HC-Pro)
de 48 a 58 kDa de peso aparente (proteina multifuncional) (Maia et al.,
1996), P3, de 37 a 42 kDa, Proteina de las inclusiones cilindricas (Cl),
de 70 kDa (responsable de la formacién de las inclusiones
citoplasmaticas), 6k2, (capacidad de anclaje a membranas) Proteina
“a” de las inclusiones nucleares (Nla), de 49 a 52 kDa (forma
inclusiones nucleares) (Restrepo, 1990) Proteina “b” de las inclusiones
nucleares (NIb) de 56-58 kDa (forman parte de las inclusiones
nucleares y es la ARN polimerasa dependiente de ARN, responsable
de la replicacion viral (Domier et al., 1987; Martin y Garcia, 1991; Hong
y Hunt, 1996), Proteina de la capside (CP), de 30 a 37 kDa, que esta
encargada principalmente de encapsidar el ARN viral.

El procesamiento de la poliproteina como en todos los Potyvirus
implica tres proteinasas: Nla, HC y P3. La sintesis de ARN se cree que
ocurre en el citoplasma y todo el genoma es copiado. El complejo de
replicacion comprende las proteinas Nlb, IC y VPg y posiblemente
implica las proteinas 6K1 y 6K2. La proteina Nib se cree que es la ARN
polimerasa dependiente de ARN, ya que contiene el motivo de
secuencia consenso (GDD) que se encuentra en ARN polimerasas
dependientes de ARN virales (Robaglia et al., 1989).
Ademas como en todos los Potyvirus, dos proteinas (HC y CP), son
necesarios para la transmision por afidos del PVY. Dentro de las

regiones que determinan la variabilidad del virus o mejor, del complejo
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viral, se ha determinado que las regiones 5’NTR (Region no traducible
del 5%) y de la proteina P1, corresponden a las secuencias mas
variables en el género Potyvirus, siendo responsable hasta de un 28%
de la variabilidad total existente entre los grupos O y N (Marie-Jeanne-
Tordo et al., 1995; Ward et al., 1995). Por otra parte, las regiones Nlb y
3-NTR, constituyen puntos de variacion y recombinacion, y pueden
servir para diferenciar las razas o patotipos del virus a partir del estudio

de sus secuencias (Kogovsek et al., 2008).

Existen varias cepas del virus PVY, que se han clasificado en
cuatro variantes o grupos basados en sus caracteristicas seroldgicas y
sintomas producidos en la papa, el tabaco y en Physalis floridana
(Sutic et al., 1999), y que ademas tienen diferencias en su genoma.
Existe: PVY® (raza comln); PVY" (raza necrética) y PVY® (raza que
causa estriados puntiformes) (Singh et al., 2008). Esta ultima raza, se
divide a su vez en dos genotipos principales denominados PVY®! y
PVY®©? (Blanco-Urgoiti et al., 1998). Posteriormente, se identificé la raza
PVY? por sus diferencias en patogenicidad sobre un grupo de plantas

diferenciales de papa (Singh et al., 2008).
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Figura 1.2 Organizacién del genoma de PVY y sus recombinantes
mas comunes. N es la cepa Necrdtica, O es la cepa comun, las
cuales son considerados los genotipos parentales de las cepas NTN,
NA-N (forma Necrotica de Norteamerica), N-Wi A y B. (Gray et al.,
2010)

La secuencia completa del genoma es conocida para varias cepas
de los grupos PVY® y PVYNy presentan una diferencia del 8% en
homologia de secuencia de todo el genoma de 9.7Kb. Las infecciones
mixtas de las cepas comunes y las cepas necroticas son frecuentes,
permitiendo que los genomas puedan mezclarse, produciendo cepas
hibridas (es decir, PVYN? y PVYN™) con segmentos de PVY® vy
secuencias PVY" empalmados en sus genomas (Figura 1.2). Los tres

NTN
Y

recombinantes mejor estudiados son: PV , que contiene de tres a
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cuatro uniones recombinantes, PVY" ©y PvYNW que tienen una o
dos uniones recombinantes, respectivamente (Glais et al., 2002; Nie et

al. 2004, Singh et al. 2008).

1.4.1.3 CITOPATOLOGIA

La citopatologia de este virus se caracteriza por Inclusiones
citoplasmaticas en forma de molinillos (“Pinwheels”) en el tejido
infectado sistémicamente (Edwardson, 1966). Se componen de placas
en forma de ruedas, que son faciles de ver en los preparativos de la
hoja por inmersién y tienen estrias caracteristicos con una separacion

de c. 5 nm.

1.4.1.4 HOSPEDEROS

El virus PVY Infecta al menos 60 variedades de plantas. Sobre
todo de la familia Solanaceae, como tomate, tabaco, chile y berenjena
y papa (Rosner et al., 2000; Romero et al., 2001; Echer-Costa, 2002;
Thornberry, 1966), aunque también infecta a miembros de la subfamilia
Chenopodiaceae y la familia Leguminosae (Thornberry, 1966).
Las especies de plantas de diagndstico para este virus son Capsicum
frutescens cv, Nicotiana glutinosa. N. tabacum y Solanum tuberosum
CVv. (Benson y Hooker, 1960).

N. glutinosa se puede utilizar como especie de propagacion para
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mantener el virus y N. tabacum cv. Wisconsin Habana 425 es una
buena fuente para la purificacion de virus.
Como especies de ensayo se puede utlizar Chenopodium
amaranticolor, C. quinoa, varias especies de Lycium, physalodes
Nicandra, repanda Nicotiana, N. rustica, Physalis floridana, Solanum

demissum 'Y".

1.4.1.5 SINTOMATOLOGIA

La reduccion en la produccion de variedades sensibles a
enfermedades virales puede ser de mas del 50% (Spaar y Hamann,
1977), sin embargo, la mayoria de las variedades modernas tienen
buenos niveles de resistencia y se siguen incorporando genes que
otorgan una resistencia extrema (Mendoza et al., 1989; Dalla Rizza et
al., 2006). Los sintomas en papa varian dependiendo de la variante del
virus, la variedad de papa cultivada y la temperatura del ambiente
(Nolte et al., 2004). Ademas, las interacciones con otros virus, originan
desde clorosis muy suaves hasta necrosis severas y muerte de la
planta afectada, dafios en el tubérculo asi como también mosaicos,
moteados y manchas anulares. A temperaturas bajas los sintomas en
papa tienden a enmascararse pero en todos los casos hay una

disminucién del crecimiento. Los sintomas son mas uniformes y claros
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en toda la planta de papa cuando ésta proviene de tubérculos-semilla
infectados. (Stevenson et al., 2001; Jones et al., 2003)

En papa las infecciones primarias de PVY® no causan sintomas
de importancia, sobre todo si la transmision por pulgones es tardia. Las
infecciones secundarias de PVY® dan lugar a plantas méas pequefias de
lo normal, hojas rugosas, con mosaicos, moteadas y acartonadas y a
veces necrosis en el follaje y tallos (Smith et al., 1992). EI mosaico en
las hojas puede ser enmascarado cuando se produce a altas
temperaturas o cuando el abonado nitrogenado ha sido muy fuerte,
pero la enfermedad se puede identificar por la rugosidad de la

superficie y bordes de las hojas (Sutic et al., 1999).
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Figura 1.3. Principales sintomas causados por distintas cepas de

PVY en hojas y tubérculo de papa (Hu et al. 2008).

Los nervios del envés de las hojas mas bajas de la planta
afectada suelen presentar zonas necroticas que parecen lineas negras.
En general, las plantas afectadas se observan como atrofiadas y

mueren prematuramente. En los tubérculos, el Unico sintoma es la

31



reduccion de su tamafo debido a los dafios sufridos por la vegetacion

(Sutic et al., 1999).

Muchas de las variedades cultivadas poseen el gen nytbr, que
confiere hipersensibilidad a la cepa PVY® (Kennebec, Désirée). En este
caso, la necrosis de las venas en infeccion primaria (transmision por
pulgén) evoluciona a un fuerte mosaico rugoso con manchas necroticas
en las hojas nuevas. Aparecen estrias necroéticas a lo largo del tallo y
las hojas bajas y medias se marchitan y caen, quedando sélo un
penacho en el apice (“palmeado”) y la planta muere prematuramente.
En infeccion secundaria (planta procedente del tubérculo infectado)
presenta mosaico necrético y estriado desde que nace, muriendo la

planta en pocas semanas (Legorburu, 2000).

En la variante PVY", la transmisién por pulgén produce necrosis
de las venas visibles en el envés de las hojas de papa ya formadas,
gue evoluciona a un mosaico rugoso en las hojas nuevas. La planta
procedente del tubérculo infectado presenta un porte menor del normal,
con mosaico rugoso y acortamiento del ciclo vegetativo. La gravedad
del mosaico rugoso es variable, presentando sélo rugosidad con
temperaturas altas. Puede ser practicamente asintomético en

variedades tolerantes como la Baraka (SEF, 2015)
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PVYMWy PYYNTN son cepas diferentes de las cepas parentales,
serolégicamente concuerdan con PVY®, sin embargo, inducen
sintomas de necrosis venal sistémica como PVY™ en plantas de tabaco.
PVYN™ ademas de los sintomas tipicos de PVY sobre la vegetacion, es
la Unica cepa que produce sintomas en tubérculo de papa (Smith et al.,
1988; Blanchard et al., 2008). Al inicio de la infeccion se presenta con
anillos circulares de color marron que sobresalen sobre la piel;
posteriormente estas zonas se deprimen (al morir las células que las
forman) y a medida que van muriendo células hacia el interior del
tubérculo, se va acentuando la depresion y el tejido muerto va tomando
apariencia corchosa, llegando a producirse grietas al romperse la piel
(Alonso, 2002).

YN—W

Los aislados PV inducen mosaico leve en las hojas de papa

(Blanchard et al., 2008).

Las cepas PVY® causan en papa, como sintomas primarios y
secundarios, moteado, arrugado y bandeado necrético de las venas.

También puede aparecer necrosis en los tubérculos.
Los sintomas por si solos no pueden distinguir estas cepas de

virus, ya que los sintomas varian con la edad, momento de la infeccion,

la temperatura y la genética tanto del virus y como del huésped de la
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planta. Cepas PVY pueden interactuar con otros virus de la papa como
el virus de la patata X (PVX) y el virus de la Papa A (PVA) para dar
lugar a pérdidas mas importantes. Algunas variedades de papa o
tabaco rara vez muestran sintomas, pero pueden portar el virus y servir

como reservorio para la transmision por afidos (Burrows et al., 2005).

1.4.1.6 TRANSMISION

El PVY es transmitido por al menos 100 especies de &fidos,
siendo Myzus persicae la mas eficiente (Verbeek et al., 2010). También
es transmitido por medios mecanicos y por tubérculos infectados,
principal mecanismo de propagacion agricola de la papa (Karasev y

Gray, 2013).

La transmision de PVY y de otros Potyvirus, como el PVA, se
realiza con ayuda de un coadyudantre presente en la savia de la planta
infectada (Thornbury y Pirone, 1983). Los &fidos transmiten el virus de
forma no persistente, siendo esta, aquella que se ve favorecida por
tiempos de adquisicién cortos y ayuno previo. El vector retiene los virus
en forma infectiva por periodos breves, de minutos a horas. El virus
puede adquirirse en periodos de alimentacion tan cortos como 14 a 20
segundos e inocularlo posteriormente en un lapso de tiempo similar.

Normalmente los afidos pierden el virus durante el periodo de

34



inoculacioén, permaneciendo infectivos entre 1 minuto y 1 hora (Spaar y
Hamann, 1977; Martinez-Garcia et al., 2001), por lo que necesitan
adquirirlo nuevamente para poderlo transmitir a otra planta. En
ausencia de alimentacion, el virus puede permanecer infectivo hasta 14
horas en las partes bucales del insecto. Los afidos alados son de
particular importancia debido a que son facilmente transportados por el
viento, realizando largas migraciones. Los &fidos provenientes de
cultivos infectados o de hospedantes secundarios (cultivos alternos o
maleza), pueden llevar el virus a cultivos aledafios. Una vez que el
follaje de la planta se inocula por afidos, el virus se transloca a los
tubérculos; siendo variable la eficiencia de esta translocacion entre

cultivares (Raboudi et al., 2002; Musa et al., 2004).

PVY también puede transmitirse mecanicamente (también

llamada transmisiébn sap) por maquinaria, herramientas y plantas

enfermas mientras se trasladan por el campo (Fageria et al, 2015),

aunqgue el mayor vector sin dudas son los afidos.

1.5 VIRUS QUE AFECTAN LA VID

1.5.1 VIrRus GFLV

1.5.1.1 TAXONOMIA
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El Grapevine Fanleaf Virus (GFLV) es formalmente clasificado en
la familia Nepovirus (Harrison et al., 1971). Los Nepovirus se clasifican
como virus de tipo IV en el marco del sistema de clasificacion de

Baltimore.

Se transmiten por nematodos de distintos géneros. Sus genomas
estan formados por dos moléculas de ARN (ARN1 y ARN2) de una
cadena de polaridad positiva, que encapsidan en particulas isométricas
de alrededor de 28 nm de didametro y formadas por 60 copias de una

Unica proteina (Harrison y Murant, 1977; Brunt et al., 1996).

Por pertenecer al supergrupo Picorna, los Nepovirus comparten
algunos mecanismos comunes de expresion del genoma como la
traduccion monocistrénica, y presentan los ARN gendmicos unidos
covalentemente a una proteina VPg (proteina viral, unida al genoma)
en su extremo 5 (Pinick et al.,1988) y una cola poliadenilada en su
extremo 3’ (Mayo et al., 1979). Su expresion tiene lugar por medio de la
sintesis de poliproteinas que se procesan proteoliticamente por

proteasas codificadas por el virus (Garcia-Arenal y Garcia, 1996).

ARNL1 contiene regiones de codificacion para las proteinas 1A,

1BHel (helicasa), 1CVPg, 1DPro (proteinasa) y 1ERdRp (ARN-

polimerasa dependiente de ARN). El ARN2 contiene regiones que
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codifican la 2AHP (proteina homing), 2BMP (proteina de movimiento) y

2CCP (proteina de cubierta)

1.5.1.2 DESCRIPCION

1.5.1.2.1 ESTRUCTURA VIRAL

El virus de GFLV esta compuesto por particulas isométricas de
silueta angular de aproximadamente 30 nm de diametro (Martelli et al.,

2003) (Figura 1.4).

Ademas de los 2 fragmentos de ARN (ARNL1 y 2) puede haber un
tercer tipo de ARN, un ARN satélite (ARN3) de pequefio tamafio (1150
nucleotidos) que encapsida conjuntamente con los otros ARNs (Pinck et
al., 1988), pero sin homologia de secuencia con éstos. Las cepas de
virus que poseen este tercer tipo de ARN satélite se diferencian de las
gue no lo contienen por producir sintomas mas severos al ser

inoculadas en C.Quinoa.

Al purificar el virus y someterlo a una centrifugacién diferencial en
gradiente de sacarosa, se separan tres bandas correspondientes a tres
tipos de particulas denominadas, en funcidon de su coeficiente de

sedimentaciéon: T (Top, banda superior), M (Middle, banda media y B
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(Botton, fondo), de 53, 93 y 126 S, respectivamente. Las particulas T
no contienen acido nucleico, mientras que M y B contienen una sola
cadena lineal de ssRNA de sentido positivo, (ARN-1 y ARN-2,
respectivamente) que representa aproximadamente 30% (M) y 42% (B)
del peso de sus particulas (Quacquarelli et al., 1976).
La cubierta viral es aproximadamente el 70% del peso de las particulas
de My 58% de las particulas B y se compone de 60 subunidades de un
anico polipéptido de M, (Masa molecular relativa) de M, 56.019, como
se deduce de la secuencia del gen de la proteina de la cubierta

(Serghini et al., 1990; Brandt et al., 1995).

Se ha reportado que el ARN-2 no es infeccioso por si solo y que
el ARN-1 tiene baja infectividad, pero la infectividad relativa de ARN-1 +
ARN-2 es diez veces mayor, como fue determinado por el ensayo de
lesion local (Quacquarelli et al., 1976), deduciéndose que deben estar

presentes los 2 ARN para que el virus pueda generar la enfermedad.
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Capsid protein

Figura 1.4 A. Esquema del virus GFLV, con su ARN
dividido en dos particulas similares, rodeado por su proteina
CP en forma icosaedrica (Extraido y modificado de
http://lviralzone.expasy.org/viralzone/all_by species/300.html).
B. Micrografia Electronica del Virus GFLV. (Demangeat, 2007)

1.5.1.2.2 GENOMA VIRAL

El ARN-2 lleva la informacién genética para la sintesis de la
proteina de la capside, mientras que la capacidad de infeccion puede

radicar en la informacion cifrada en el ARN1 (Figura 1.5).
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Cada ARN genodmico codifica una poliproteina, la poliproteina P1
es codificada por ARN1 (Ritzenthaler al., 1991) con un M; 253.000,
mientras que el ARN2 codifica P2 de M, 122000 (Serghini et al., 1990).
Ambas poliproteinas se procesan proteoliticamente en proteinas
funcionales por la proteinasa codificada por ARN1 (Margis et al., 1991,

Margis y Pinck, 1992).

ARN-1 tiene 7342 nucledtidos (nt) de longitud y contiene un unico
ORF de 6855 nt, que se extiende desde nt 243 a nt 7097. La
poliproteina codificada por este ORF es de 2.284 aminoacidos de
longitud. Esta se procesa por una autoactividad proteinasa, en cinco
proteinas necesarias para la replicacion. Estas proteinas son 1A, la
cual es una ARN polimerasa dependiente de ARN putativo de M,
92.000, 1B contiene las firmas de un dominio de unién a nucleétidos y
un cofactor de la proteasa (Ritzenthaler et al., 1991), 1C es la VPg, 1D
es una proteasa cisteina de M, 25.000 (Margis et al., 1991; Margis et
al., 1991) y por ultimo 1E que es una polimerasa (Margis y Pinck, 1992,
Margis et al., 1991). Estas proteinas son las Unicas proteinas
necesarias para la replicacion del ARN1 (Viry et al., 1993), y funcionan

en trans para asegurar la replicacion ARN2.
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Figura 1.5 Representacion esquematica del virus GFLV con
su genoma viral bipartito y su satélite de ARN (Extraido y
modificado de
http://www.dpvweb.net/dpv/showdpv.php?dpvno=385)

ARN-2 tiene 3.774 nt de longitud y codifica para un solo producto
P2 de M, 131.000. Esta poliproteina tiene tres productos finales de
maduracion in vitro (Ritzenthaler et al., 1995a) y es procesada por la
1D. Desde el C-termianl a la N-terminal, la estructura primaria de esta
poliproteina incluye la proteina 2C (CP), que se produce por escision

proteolitica de M; 56.019 (Serghini et al., 1990). Luego sigue la
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proteina 2B de M, 38.000, anteriormente denominada P38, que es la
proteina de movimiento putativo que se acumula a concentraciones
muy altas en el citosol de las células infectadas (Ritzenthaler et al.,
1995a) y también se encuentra en asociacion con paredes celulares
(Ritzenthaler et al., 1995b), y es esencial para la propagacion
sistematica del virus (Belin et al.,, 1999). El tercer producto de
maduracion es la proteina 2A N-terminal de M; 28.000 que esta
implicado en la replicacion del ARN-2 (Gaire et al., 1999), ya que media
el transporte de los complejos de P2-ARN2 nacientes de su ubicacion
inicial en el citosol a los sitios de replicacion perinuclear donde la
replicacion y la escisibn de ARN2 P2 se llevan a cabo (Gaire et al.

1999).

El ARN satélite (satARN) es de 1.114 nt de longitud y codifica un
polipéptido altamente hidréfilo Tiene las mismas estructuras 5' y 3'
terminales como los ARN genémicos ARN1 y ARN2 (es decir, un VPgy
una cola poli (A)). La secuencia de codificacion esta precedido por un
lider de 14nt que contiene la secuencia de consenso UG / UGAAAAU /
AU / AU / A, que también estd presente en otros Nepovirus, y es
seguido por una region 3' terminal no codificante de 74 nt sin
homologia con su contraparte en especies de ARN gendmico (Fuchs et

al., 1989). EI ARN satélite es incapaz de replicarse por su propia
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cuenta, por lo que requiere ambos ARN del virus auxiliar para la
replicacion y encapsidacion (Pinck et al., 1988; Hans et al., 1992)

Los aislamientos de GFLV son antigénicamente uniformes frente
anticuerpos policlonales, incluso los de &reas geograficamente

distantes (Huss et al., 1986).

1.5.1.3 CITOPATOLOGIA:

Las modificaciones ultraestructurales de células infectadas con
GFLV en hospedadores naturales o experimentales son las tipicas
debidas a Nepovirus: inclusiones citoplasmaticas, vacuolas vesiculares,
paredes celulares gruesas, virus con tabulos y agregados cristalinos de

particulas de virus.

Células infectadas por el virus GFLV muestran una proliferacion
masiva de membranas, que generalmente se acumulan en la periferia
nuclear para formar el llamado compartimiento viral y se ha establecido
gue las membranas de este compartimiento se originan esencialmente
del reticulo endoplasmatico (Ritzenthaler et al., 2002). Los agregados
de particulas de virus son comunes, formando grandes cuerpos de
inclusion  (inclusiones vesicular-vacuolado) constituidos por los
ribosomas, hilos del reticulo endoplasmaético y vesiculas membranosas

gue contienen fibrillas finas (Gerola et al.,, 1969;. Saric y Wrischer,
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1975; Savino et al., 1985). Se cree que el virus se replica en estos
cuerpos de inclusién citoplasmaticos cuyas vesiculas membranosas se
cree que son el sitio de procesamiento de la poliproteinas virales y la

replicacion del ARN (Pfeiffer et al., 2000).

También es comun también ver la formacion de viriones alineados
dentro de membranas, formando tubulos en el citoplasma asociados al
plasmodesmos (Hyun-Ran, 2002), asi como la formacion de
estructuras cristalinas en el nacleo compuestas por particulas vacias
(Pefnaiglesias y Rubio Huertos, 1971, Pefaiglesias et al., 1978, Fresno

el al., 1978).

1.5.1.4 HOSPEDADORES

Aungue, en condiciones naturales, el numero de hospedadores
del virus GFLV es limitado, experimentalmente tiene un rango de
hospedadores que comprende unas 30 familias botanicas. Ademas de
su presencia en el género Vitis sp., se puede encontrar en diferentes
plantas herbdceas y horticolas, como: Nicotiana tabacum,
Chenopodium sp., Phaseolus vulgaris, Cucumis sativus, C. quinoa.,
Gomphrena globosa L (Brickbauer & Rudel, 1961a; Baldacci et al.,
1962; Hewit et al., 1962; Dias, 1963; Martelli & Hewitt, 1963a;

Vuittenez, 1963; Taylor & Hewitt, 1964).
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Las especies de diagnostico son: Vitis rupestris, Chenopodium
amaranticolor, C. quinoa, G. Globosa, Nicotiana benthamiana vy
Nicotiana clevelandii. Estas son infectables y desarrollan sintomas con
la mayoria de las cepas de virus GFLV, mientras que otros, como
Phaseolus vulgaris, Cucumis sativus, y Petunia hybrida, pueden ser
infectadas por un menor niumero de cepas. Especies de propagacion:
C. amaranticolor, C. quinoa, N. benthamiana y N. clevelandii son una
buena fuente de virus para la purificacion y para mantenimiento de
cultivos.

1.5.1.5 SINTOMATOLOGIA

Las diferencias en la sintomatologia de la vid distinguen tres
grandes grupos de variantes biologicas en las que cada una produce
sintomas distintos:

1) court-noué o malformaciones infecciosas: anomalias de todo
tipo en la forma de las hojas y en el nimero de nervios, acortamientos
de entrenudos, fasciaciones, corrimiento floral y porte achaparrado de
la planta (Hewitt, 1950).

2) amarilleo canario o mosaico amarillo: alteraciones de
intensidad variable en cualquier érgano en desarrollo, desde manchas,
anillos o lineas, hasta coloracién blanquecina o amarillo oro completa,

racimos pequefos y uvas que no maduran (Hewitt, 1950)
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3) amarilleo reticulado o bandeado de venas: coloracion amarilla
preferentemente en las nerviaciones principales de las hojas aunque se
pueden extender a zonas intervenales, ligeras deformaciones de estas

hojas, racimos escasos y de aspecto raquitico (Goheen y Hewitt, 1962).

Todos los trastornos provocados por el GFLV a nivel fisiolégico
repercuten en el metabolismo de la vid y acaban traduciéndose en
cambios en la morfologia general de la misma. Tanto las raices
principales como secundarias aparecen en menor ndmero, con mas
grosor y menor longitud que las de plantas sanas, lo que afecta en el
desarrollo de la planta. Este menor desarrollo también se manifiesta en
los racimos, los cuales se reducen en numero y tamafio, maduran
irregularmente y presentan corrimiento total o parcial de bayas. (Babini
et al.,1981; Walter, 1988; Mannini et al., 1998) (Figura 1.6). La
longevidad de las plantas infectadas con GFLV es menor,
manifestandose con un progresivo decaimiento y aumento de la
sintomatologia virica. Entre los sintomas iniciales aparecen entrenudos
anormalmente cortos y asimetrias en la hoja. Mas tarde, surgen dobles
nudos y fasciaciones en sarmientos, sintomas en nervios y los dientes
de la hoja son mas agudos (Figura 1.6). A los 6-7 afios, el porte caido
de la planta, el aspecto de zarza por la numerosa aparicion de brotes

anticipados y el poco desarrollo general, dan un aspecto pobre, que en
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los casos mas graves es causa de muerte de estas plantas (Branas et
al., 1938; Calo, 1988, Maninni et al. 1994).

Los sintomas de las plantas infectadas con el virus GFLV se ven
afectados por numerosos factores entre los que se encuentran la
nutricion, que puede exagerar o disimular los sintomas (Marschner,
1990) y el régimen térmico anual, que también puede alterar la
sintomatologia, ya que con altas temperaturas puede no manifestarse

su tipica patologia (Vuittenez, 1970; Marschner, 1990).
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Figura 1.6 Comparacion de material proveniente de vifiedos
infectado por el virus GFLV (derecha) con materiales sanos
(izquierda). Hojas de vifiedos enfermos con margenes dentados,
veteado, mosaico amarillo y racimos con uvas de maduracion
irregular. (Extraido y modificado de http://wine.wsu.edu/research-
extension/plant-health/virology/virus-diseases)

1.5.1.6 TRANSMISION

La transmisién se da fundamentalmente mediante propagacion

vegetativa y por nematodos siendo el ectoparasito Xiphinema index su
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principal vector transmisor (Duran et al., 1992, van Zyl, 2012). También
se ha observado transmision por inoculacibn mecanica artificial a
determinadas plantas herbaceas y a través de semilla de vid (Lazar et

al., 1990).

Los Unicos vectores que transmiten el virus GFLV a la vid son
nematodos del género Xiphinema (Andret- Link et al., 2004). Los
nematodos que habitan en el suelo son animales invertebrados de
cuerpo mas o menos transparente con una organizacion muy sencilla,
comprendiendo mas de 2.000 especies. Los nematodos que aparecen
en vid son especies de origen edafico y se alimentan de sus raices
(Arias et al.,,1990). El nematodo Xiphinema index daga es un
ectoparasito de la familia Longidoridae del orden Dorylaimida (Hewitt et
al., 1958; Raski et al., 1983; et al.,1995). A diferencia de otros vectores
nematodos, X.index, no transmite ningun otro virus, ademas del GFLV
(Raski et al., Brown et al., 1995; Brown y Weischer, 1998; Wyss, 2000).
Experimentalmente, se ha encontrado que este virus puede también
ser transmitido por el nematodo Xiphinema italiae (Cohn y Nitzany,

1970).

El X. index se alimenta de raices en crecimiento, y es aqui donde
adquiere particulas del virus (Hewitt et al., 1958; Raski et al., 1983;

Wyss, 2000). Esto se puede dar en menos de 5 minutos de
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alimentacion y en un mismo periodo se puede dar la infeccion a otra
planta mientras se alimenta de ésta (Alfaro y Goheen, 1974). El virus
puede ser retenido durante mas de 8 meses en ausencia de planta
hospedera o hasta 3 meses si el nematodo se alimenta en plantas
hospedadoras inmunes al virus (Taylor y Raski, 1964). El proceso de
transmision estd mediada por la capacidad de X. index de ingerir
particulas de GFLV y de retener estos en sitios de retencion
especificos dentro de su aparato alimenticio y posteriormente infectar
otra vid por la liberacion de estas particulas virales de los sitios de
retencién (Andret-Link et al., 2004) Experimentalmente tanto los adultos
como los estados larvarios transmiten el virus (Fresno, 1992).

Por microscopio electronico estudios del X. index revelaron que
las particulas de GFLV se adhieren en monocapas al revestimiento
cuticular del tracto esofagico por la parte mas anterior del odontoforo
hasta la parte anterior del tubo del es6fago (Taylor y Robertson, 1970).
Estos nematodos durante sus 4 etapas de desarrollo juvenil, mudan, y
en estas etapas se da la sustitucion de la cuticula externa incluyendo el
revestimiento del eséfago por lo tanto, después de la muda se pierde
su capacidad infectiva (Taylor & Raski, 1964) hasta que nuevamente se
vuelva alimentar de una planta con el virus y recuperen su potencial

virulento (Raski et al., 1983).
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Debido al movimiento limitado del vector la dispersion del GFLV
en condiciones naturales es lenta (1,3-1,5 m/afo), los vectores no son
agentes de dispersion eficaces; la propagacion a grandes distancias se
realiza a través del material vegetal (propagacion vegetativa) (Fresno,

1992).

1.5.2 VIRUS GLRAV-3

1.5.2.1 TAXONOMIA

Los virus asociados al enrollamiento de la hoja de la vid
(Grapevine leafroll associated virus, GLRAVS), pertenecen a la familia
Closteroviridae. Dentro de esta, estan implicadas al menos nueve
distintas entidades virales filamentosas, entre las que se encuentra el
virus GLRaV-3 y forman parte del genero Ampelovirus (Martelli et al.

2012, Martelli et al, 2002).

Los Ampelovirus son virus filamentosos no envueltos,
monopartitos, pertenecientes al grupo IV en la clasificacion de
Baltimore por ser de ARN simple cadena con sentido positivo. Son
transmitidos por piojos harinosos y cochinillas. (Dolja et al; 2006;

Karasev, 2000; Martelli et al., 2002)
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En la actualidad, la secuencia completa del genoma de casi todos
los GLRAVSs conocidos esta disponible en bases de datos publicas. Los
virus GLRAVs son genéticamente diversos, varian en el niamero y
tamafio de marcos de lectura abierta (ORFs) que poseen, siendo
GLRaV-3 el mas grande y el mas complejo con 18.671 nt con 12 ORFs

(Fei et al., 2003, Jarugula et al., 2010, Maree et al., 2003)

1.5.2.2 DESCRIPCION

15221 PARTICULA VIRAL

Sus particulas son filamentos flexuosos, 1,800 x 12 nm de
tamafo, mostrando bandas transversales caracteristicas (Figura 1.7),
al igual que los de todos los miembros de la familia Closteroviridae, se
construyen de forma helicoidal; el paso de la hélice primaria es de
aproximadamente 3,5 nm, y hay aproximadamente 10 subunidades de
proteinas por cada vuelta de la hélice (Martelli et al., 2011). El ARN

constituye el 5% del peso de las particulas.

Su extremo 3" terminal no esta poliadenilado, mientras que el
extremo 5' de la particula es probable que tenga la misma estructura
compleja como otros miembros de la familia Closteroviridae,

compuesto de cuatro proteinas diferentes. Por analogia con otros
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miembros de la familia Closteroviridae, los viriones pueden contener
cinco proteinas estructurales (Dolja et al., 2006). Consta de una CP
principal de 34 kDa, que se calcula a partir de la secuencia de
aminoacidos y cubre la longitud entera del virion a excepcion de la
parte 5' terminal (aproximadamente 100 nm), que esta recubierta por
CP menor (CPm) de 50 kDa, que podria ser instrumental en la
determinacién de transporte sistémico y el transporte célula a célula
(Dolja et al., 2006). Las otras 3 proteinas estructurales adicionales son
codificadas por el ORF4 (HSP70h), y el ORF5 (p55) y ORF 9 (p20A)

(Dolja et al., 2006, Alzhanova et al., 2007).
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Genomic ANA _okeiee

Figura 1.7. A- Representacion del virus GLRAV-3, con su
forma filametosa, mostrandose las CP que envuelven su ARN
gendémico (Extraido y modificado de
http://lviralzone.expasy.org/viralzone/all_by species/285.html). B.
Microscopia electrénica de transmision de particulas de GLRAV-3
purificadas (Maree et al., 2013)

1.5.2.2.2 GENOMA VIRAL

La primera secuencia completa, de 18.498 nucleétidos de longitud
de GLRaV-3 se determind para GP18 aislado de Sudafrica (Maree et

al., 2008). Este genoma tiene un extremo 5 UTR (del inglés
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untranslated region) de 737 nt de longitud, con un contenido de uracilo
(U) muy alto (48,5%) (Maree et al., 2008). El tamafio y la composicion
rica en U de los 5 UTR son caracteristicas poco comunes entre los
miembros de la familia Closteroviridae. Actualmente, estan disponibles
los genomas completos de 10 aislamientos distintos de GLRaV-3, que
representan cuatro grupos principales de variantes genéticas. Todos
estos genomas poseen secuencias largas de 5" UTRs (510-802 nts) y
extremos 3° UTR mas cortos y conservados. La organizacion del
genoma consenso de GLRaV-3 aislados abarcan 13 ORF (Figura 1.8),
los cuales se designhan la, 1b, y 2-12 de acuerdo con la convencion

establecida por Agranovsky et al. (1994).

Las funciones de las proteinas putativas codificadas por los ORF
3 a 7 podria deducirse por comparacion con los ORFs homélogos en
los genomas de otros virus de ARN de cadena positiva, ya que se
considera que existe un "nucleo" conservado de genes de replicacion
y luego genes mas variables que codifican las proteinas estructurales y
accesorias (Dolja y Carrington, 1992). Como es tipico de la superfamilia
de Alfavirus a la cual pertenece la familia Closteroviridae, el nucleo
conservado incluye una superfamilia de ARN helicasa y los dominios
de la polimerasa de ARN dependiente de ARN (Koonin y Dolja, 1993;

Dolja et al., 2006), codificada por los ORFs lay 1b (Ling et al., 2004).
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Figura 1.8 Diagrama esquematico del genoma del virus
GLRaV-3 a escala. Las lineas sobre el mapa del genoma indican
las posiciones de los ORFs y sus respectivos numeros
correspondientes. En el mapa del genoma, los recuadros indican
las posiciones de los genes con los productos génicos. (Maree et
al., 2013)

El ORF la también alberga un dominio Alk B (Maree et al., 2008)
capaz de desmetilar el ARN y reparar ARN viral, que esta presente en
muchos virus de ARN que infectan plantas lefiosas (Van den Born et

al., 2008) y una proteina similar a la papain proteasa.

La expresion de este ORF es incierta; ya que no hay homoélogos
detectables de la proteina hidrofébica putativa pequefia de 6 kDa con
un dominio transmembrana codificada por ORF2 y parece poco
probable que tenga una funcién esencial (Bester et al., 2012; Seah et

al., 2012).
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Los cinco ORFs siguientes (ORF 3 a ORF 7) comprenden un
modulo gen quintuple que es un sello distintivo de la familia
Closteroviridae (Dolja et al., 2006). De estos, el ORF 3 codifica para
una pequefia proteina transmembrana la cual se cree que es una
proteina de movimiento de célula a célula (Peremyslov et al., 2004). El
ORF 4 codifica un homélogo de chaperonas celulares HSP70
moleculares (HSP70h) que también se cree intervienen en el
movimiento célula - célula y montaje de las colas de virion cortas
tipicas de Closterovirus (Tian et al., 1999, Peremyslov et al., 1999). La
funcién de la proteina de ~ 60 kDa codificada por el ORF5 es similar a
la de HSP70h; estas dos proteinas probablemente cooperan en el
montaje de la cola del virion y en el movimiento de célula a célula
(Alzhanova et al., 2007). EI ORF6 codifica la CP mayor que forma la
cuerpo largo del virion, que también se requiere para el movimiento de
célula a célula (Alzhanova et al., 2000). La ultima proteina de este
quinteto conservado es una proteina secundaria de la capside (CPM)
gue es un componente principal de la cola del virion (Agranovsky et al.,
1995; Satyanarayana et al.,, 2004). Las funciones de los ORFs
restantes (ORF 8 a ORF 12) se pueden deducir por analogia por la
ubicacion similar con ORFs de otros miembros de la familia
Closteroviridae. Los ORF 8, 9, y 10 pueden codificar proteinas
involucradas en la supresion de la defensa de interferencia de ARN del

hospedero (Reed et al., 2003; Lu et al., 2004; Chiba et al., 2006) y el
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transporte viral a distancias largas (Prokhnevsky et al., 2002). Los
pequefios ORFs 11 y 12 son unicos para GLRaV-3 y no estan
presentes en otros miembros de la familia Closteroviridae, y es poco

probable que tengan funciones conservadas (Jarugula et al., 2012)

1.5.2.3 CITOPATOLOGIA

GLRaV-3 es un virus que se limita al floema de los hospederos
infectados, en cuyos 6rganos y tejidos se distribuye de manera
desigual (Boscia et al., 1991; Credi y Santucci, 1991; Rowhani et al.,
1997; Pietersen, 2004). Las modificaciones citopatologicas de tubos
cribosos diferenciados y células del parénquima del floema puede ser
extensa. El citoplasma de las células infectadas contiene cuerpos de
inclusion formados por grupos de vesiculas membranosas con
contenido fibrilar originado a partir de la proliferacion de la membrana
periférica de las mitocondrias, que son liberados en el citoplasma luego
de la ruptura de estos organelos (Kim et al., 1989, Faoro et al., 1992)..
Se mostré experimentalmente que existen vesiculas mitocondriales que
contienen ARN y se cree que son los sitios de la replicacién del
genoma viral (Faoro y Carzaniga, 1995). También se pueden ver
clusters de particulas virales que pueden estar rodeados por una

membrana delimitadora, dando lugar a enclaves intracitoplasmaticos
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caracteristicos, muchas veces ubicados cerca del nucleo (Faoro et al.,

1992).

1.5.2.4 HOSPEDEROS

El virus GLRAV-3 no tiene aparentemente ningun otro hospedero
distinto al de la especie Vitis (Klaassen et al., 2011). Otras infecciones
naturales de Vitis californica e hibridos Vitis vinifera x Vitis califérnica se
han reportado en California (Klaassen et al., 2011), y de Vitis
labruscana (Concord) y Vitis labrusca (Cataratas) en el Estado de

Washington (Naidu et al., 2011).

Las especies de diagnéstico y de propagacién son varios cultivares V.
vinifera rojos como Cabernet Sauvignon, Cabernet Franc, Merlot,

Mission, Pinot noir,

1.5.2.5 SINTOMATOLOGIA

Los sintomas pueden variar en gran medida con la estacion, el
cultivar de vid, y las condiciones climaticas. Los efectos mas comunes
de infeccién con este patdgeno son: la reduccion de la productividad,
menor contenido de azucar en la fruta, se reduce el tamafio del manojo

de uva y de la baya en si, ademas de la disminucion de la pigmentacién
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de ésta (Pietersen, 2004; Uyemoto et al., 2009) (Figura 1.8). Otros
efectos en hojas sintomaticas son disminucion de la clorofila,
pigmentos carotenoides, rubisco, nitrato reductasa, la actividad
fotosintética y proteinas de la membrana de los tilacoides (Hristov y
Abracheva, 2001). La enfermedad causa un dafio permanente en el
viiedo. Ademas, algunas variedades pueden ser completamente
asintomatica, al igual que algunos patrones y ciertos cultivares blanco
V. vinifera y pies hibridos americano, que pueden servir como
reservorio desde donde el virus puede ser transmitido a los cultivares
sanos. Falta de sintomas no implica necesariamente una tolerancia
genética o resistencia al virus (Kovacs et al. 2001). Las diferencias en
la respuesta de la enfermedad se han medido entre las diferentes
especies de Vitis y aislamientos virales (Golino 1993), sin embargo la
resistencia al virus GLRaV-3 aln no se ha demostrado en V. vinifera

(Pietersen 2004).
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Figura 1.9 Arriba: distintos sintomas del virus GLRAV-3 en
hojas de vid. Abajo: Comparacion de racimo de uvas normales
(extremos) con las provenientes de vifiedos con el virus GLRAV-3
(centro). (Naidu et al. 2008)

En primavera, la brotacion y desarrollo de los brotes a menudo se
retrasa en los vifiedos afectados. Esto suele ser un fendmeno con una
duracién corta, de sélo unas pocas semanas. Los sintomas en las
hojas se vuelven evidentes a principios o mediados de verano, que

suele aparecer antes en los vifiedos que sufren estrés hidrico. Estos

61



sintomas aumentan en numero y gravedad hasta finales de otofio

(Maree et al., 2013).

Se ha demostrado que en ciertos cultivares se reduce el tamafio y
el numero de raices en comparacion con los cultivares no enfermos.

(Hristov et al., 2001; Gonzalez et al., 1995).

Causa enrojecimiento de la zona intervenal, mientras que las
venas primarias y secundarias permanecen verdes. Las hojas de
algunas variedades de color rojo, en particular aquellos con fruta muy
pigmentada, desarrollan el color rojo uniforme sin vetas verdes (Figura
1.9). En cultivares blancos, el area intervenal puede llegar a ser
clorético. A finales del otofio, los margenes de las hojas ruedan hacia
abajo, la cantidad y cuanto ruedan las hojas varia considerablemente
entre los cultivares infectados. A medida que avanza la temporada de
crecimiento, mas y mas hojas presentan sintomas, progresando desde
la base del brote a la parte superior. (Weber et al., 1993; Martelli y

Boudon-Padieu, 2006; Martelli et al., 2012)

1.5.2.6 TRANSMISION

El virus se puede transmitir por material de propagacion

vegetativo o por insectos. Mediante material de propagacion vegetativo
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el virus GLRaV 3 puede propagarse de un lugar a otro cuando se
utilizan esquejes derivados de una vid infectada para la propagacion
(Martelli, 1993, Martelli, 2000). La difusion del virus GLRaV-3 a través
de estas practicas puede suceder con los cultivares tanto de bayas
rojas como blancas de V. vinifera, especies de Vitis nativas de
América, asi como hibridos inter especificos y rizomas. Por lo tanto, el
uso de esquejes o injertos infectados para la propagacion, presentan
muchas vias para la introducciéon de GLRaV-3 en vifiedos. Debido a
gue el GLRaV-3 no es mecanicamente transmisible entre las vid, no se
produce su propagacion en los vifiedos a través de las tijeras de podar,

recortadoras, diluyentes, cosechadoras, o sierras (Naidu et al., 2015),

La difusién de planta a planta del virus GLRaV-3 se produce a
través de cochinillas de la harina (Pseudococcidae) y cochinillas
(Coccidae) (Tsai et al., 2010). Algunas condiciones que pueden influir
en la transmisién del virus son: el titulo de virus, la distribucion espacial
de los virus, y variaciones estacionales (Tsai et al., 2011a; Tsai et al.,
2012). Las cochinillas de harina muestran distincion de género
especifico en su capacidad para transmitir Ampeloviruses. Los machos
tienen piezas bucales solamente vestigial no adecuados para la
alimentacion y la adquisicion del virus mientras que las hembras tienen
piezas bucales funcionales que permiten la adquisicion del virus

durante la ingesta de floema o savia de la planta, y su posterior
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transmision (Daane et al.,2012, Grasswitz y James, 2008). Sin
embargo, las hembras no tienen alas y son en gran parte sedentarias,
lo que limita el movimiento y la propagacion del virus a distancias
largas (Grasswitz y James, 2008). Ha sido reportado que las ninfas de
primer estadio son los vectores mas eficientes de GLRaV-3 en
comparacion con los adultos (Petersen y Charles., 1997; Tsai et al.,
2008), dado que los adultos son practicamente inmoviles y las
pequefias ninfas se pueden dispersar facilmente, incluso a través del
viento (Barrass et al., 1994). Por lo tanto, se espera que las etapas de
vida jévenes sean las responsables de la mayor propagacion de la
enfermedad en el campo. Las tasas de transmisibn mas altas se
obtuvieron con ninfas de primer y posiblemente de segundo instancia
gue con adultos de P. ficus y Pseudococcus longispinus (Douglas y
Krtger, 2008; Petersen y Charles,1997), en donde una sola ninfa de
cochinillas de la harina es capaz de infectar una vid saludable con

GLRaV-3 (Douglas y Kruger, 2008).

Los estudios sobre la transmision de cochinilla sugieren que la
transmision es semipersistente (Tsai et al., 2010). La pérdida de
infectividad después de 24 horas es representativa de una manera de
transmision no persistente o semi-persistente. La detecciéon de GLRaV-
3 en las glandulas salivales de Planococcus citri sugiere un mecanismo

circulatorio de la transmision (Daane et al., 2006).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Como objetivo general del presente trabajo se plantea evaluar la
técnica molecular de RT-PCR asi como la seroldgica de DAS-ELISA,
para establecer cudl es la técnica recomendable para realizar la
identificacion de la presencia de los virus PVY en papa y GFLV y

GLRaV-3 en vid.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Obtener un método eficiente para la extraccion de ARN viral
de PVY, GFLV y GLRAV-3 de tejidos especificos, tanto de papa como
de vid

° Poner a punto y validar una técnica de RT-PCR para la
identificacion de ARN viral de PVY, GFLV y GLRAV-3 en el material de
propagacion de papa y vid.

° Comparar los limites de deteccion de las técnicas RT-PCR y
ELISA, en los distintos tejidos de papa para PVY y de vid para GFLV y

GLRAV-3.
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° Determinar cudl es la mejor época (primavera o verano) y el
mejor tejido (floema, hoja, peciolo) para realizar la deteccion
simultdnea de GLRAV-3 y GFLV en vid.

° Comparar costos y tiempos de realizacion de las técnicas de
RT-PCR y ELISA para la identificacion de los virus PVY en papa y

GFLV y GLRAV-3 en vid.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 ORIGEN DE LAS MUESTRAS ANALIZADAS.

En el presente trabajo se analizaron muestras de 10 papas y 10
plantas de vid, para detectar la presencia de los virus PVY en papa y
GFLV y GLRaV-3 en vid. Las muestras de tubérculos y hojas de papa
fueron de la variedad Chieftain provenientes, los tubérculos brotados
del ensayo de Postcontrol del Programa de Certificacion y las hojas de
muestras enviadas a analizar por productores también en el maro del
Programa de Certificacion. Las muestras de vid fueron de la variedad
Tannat y se obtuvieron del vifiedo de la Estacion Experimental INIA -

Las Brujas y fueron provistas por el Ing. Agr. Pablo Campi.

3.2 MUESTREO

3.2.1PAPA

Las muestras de brotes, corteza con y sin piel de papa se tomaron
de material que fue cultivado en invernaculos en tierra autoclavada con
condiciones de crecimiento de 16 hrs de luz y temperatura mantenida

entro los 20 y 30°C, embebiendo con acido giberélico al 1,5% durante
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24hrs, sacandose el tubérculo brotado en el mes de abril de 2015. Las
hojas fueron obtenidas directamente del campo sembrado, en el mes

de mayo de 2016.

Ambos tipos de muestras fueron almacenadas en bolsas plasticas
con su identificacidon correspondiente en camara de frio, a una

temperatura de 4° C hasta su analisis.

3.2.2 VID

Se recolectaron muestras de plantas de vid durante la poda de
verano (al inicio de diciembre 2015) y la poda de otofio (principio de abril
2016). Se tomaron al azar 10 hojas jévenes (de la parte mas alta de la
planta y de no mas de 5 cm de largo x 5 cm de ancho) y 10 hojas
maduras (de la parte media de la planta y de no mas de 20 cm de largo x
20cm de ancho). También se colectaron 10 sarmientos de
aproximadamente 15 cm de largo de toda la planta. La recoleccion se
llevé a cabo depositando cada muestra en una bolsa plastica, con la
identificacion correspondiente y conservada en camara de frio, a 4° C,

hasta su posterior analisis.

3.3 METODOS DE DIAGNOSTICO.
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Todas las muestras fueron analizadas mediante la técnica serologica
DAS-ELISA. A partir del resultado del analisis, se seleccionaron
muestras positivas y negativas, para realizar un analisis comparativo con
la metodologia molecular RT-PCR (Reverse Transcription—Polymerase
Chain Reaction). Todas las muestras se hicieron por triplicado,
tomandose como resultado positivo si 2 de las 3 repeticiones resultaban

positivas.

3.3.1 PRUEBA SEROLOGICA DAS —ELISA

Se utilizé el siguiente protocolo en base a lo establecido por la
European and Mediterranean Plant Protection Organization (EPPO) para

detectar virus vegetales por DAS-ELISA (OEPP/EPPO, 2015)

- Sensibilizacién de la placa

Se sensibilizoé la placa con el anticuerpo especifico del virus. Para
ello se diluy6 la inmunoglobulina 1gG (de la marca comercial Bioreba)
1:1000(v/v) en “Coating Buffer” (ver ANEXO, Composicion Buffers ELISA).
Luego se colocaron 200 pl de dilucion de IgG en cada celda.
Posteriormente se cubrio la placa con polietileno para evitar la
deshidratacion y se incub6 por 24 horas a 4° C. Transcurrido este tiempo
se procedié al lavado de la placa, para lo que se vacio ésta, luego se

llenaron las celdas con “Washing Buffer” (ver ANEXO, Composicion
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Buffers ELISA) y se volvié a vaciar energéticamente el contenido. Este
procedimiento se repitid6 6 veces, evitando que quedaran burbujas en la

superficie de cada celda.

- Adicién de la muestra

Cada muestra identificada fue macerada y homogenizada en
bolsas separadas, utilizando “Extraction buffer’ correspondiente (ver
ANEXO, Composicién Buffers ELISA), en un factor de 1:20 (w/v). Se
adicionaron 200 pl del macerado a cada celda previamente identificada.
Adicionalmente se llené al menos un celda “Extraction buffer” como
blanco y dos celdas con muestras positivas y negativas al virus a
detectar como controles positivo y negativo, respectivamente. Una vez
terminada esta etapa se cubrieron las placas con polietileno y se
mantuvieron a 37° C durante 4 horas aproximadamente, para después
proceder nuevamente al lavado descrito anteriormente en el punto de

Sensibilizacion.

- Adicion del Conjugado

El anticuerpo conjugado con la enzima (Bioreba) se diluyo 1:1000
(v/v) “Conjugate Buffer” (ver ANEXO, Composicién Buffers ELISA). Se
adicionaron 200 pl de la dilucion en cada celda. Luego se cubrio la

placa con polietileno y se incubd 4 horas a 37° C. Una vez finalizada la
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incubacion se lavo las placas de acuerdo al procedimiento ya descrito

en el punto de Sensibilizacion.

- Adicién del Sustrato

Se utilizd como sustrato de la enzima p-nitrofenil fosfato, a una
concentracion de 1mg/ml, disuelto “Substrate Buffer” (ver ANEXO,
Composicion Buffers ELISA). Luego se agregaron 200 ul en cada celda
y se incubo a temperatura ambiente (18 —25° C), en oscuridad. La
lectura se realiz6 a una longitud de onda de 405nm en un lector de
placas Multiskan EX, ThermoScientific, a los 30 minutos

aproximadamente de haber agregado el sustrato.

Para determinar una muestra como positiva se consider6 como

cut off el valor obtenido siguiendo la siguiente férmula:

cut-off= (Promedio + 3*Desviacion Estandar)*1,1 (ver Anexo,

Andlisis de Datos)

3.3.2 PRUEBAS MOLECULARES

3.3.2.1 PROTOCOLO PARA LA EXTRACCION DE ARN TOTAL
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Se realizan los ensayos a partir de 2 métodos distintos de
extraccion de ARN: a) Kit comercial de extraccion RNeasy Plant

Qiagen, b) Método de Osmann y Rowhani.

En ambos protocolos se utiliza un pool de material que consto de
4 muestras de la parte de la planta a utilizar y siempre usando la misma

planta.

Las extracciones en papa se realizaron a partir de los brotes
enteros de tubérculos, de la corteza del tubérculo con y sin piel, y de

hojas.

En vid, las extracciones se realizaron a partir del floema de los
brotes lignificados (sarmientos) obtenidos por el raspado de la cubierta
y en el caso de las hojas y peciolos se tomaron 2 de hojas maduras y 2
de hojas verdes para realizar el pool. Dependiendo del método de
extraccion fue la cantidad de material utilizado, para el Kit RNeasy
Qiagen se utiliza un pool de 50mg de material mientras que para el

Protocolo de Osmann y Rowhani se utilizaron 200mg.

3.3.2.1.1 KiIT RNEASY QIAGEN
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La purificacion de ARN total se realizd utilizando el kit RNeasy
Plant de acuerdo con las instrucciones del fabricante (QIAGEN, GmbH,

Hilden, Alemania).

3.3.2.1.2 METODO DE OSMANN Y ROWHANI

Se siguié el método descrito por Osmann y Rowhani en 2006 con
ligeras modificaciones. Ademas de utilizarse el Buffer de Extraccion
descrito (Buffer de Extraccion 3) (Ver ANEXO, Composicion Buffers
ELISA) se utilizo para la primera etapa los Buffers de Extraccion
descritos para DAS-ELISA por Bioreba (Ver ANEXO, Composicion

Buffers ELISA)

Se realizé una primera extraccion introduciendo las muestras
pesadas en bolsas plasticas esterilizadas. Dentro de las bolsas, las
muestras fueron maceradas con un rodillo. Cada muestra se hizo por
duplicado en bolsas distintas, en una relacién 1:20 p/v, donde a una se
le agrego Buffer de Extraccion 1 (BE1) en el caso de las muestras de
papa y Buffer de Extraccion 2 (BE2) en el caso de las muestras de vid,
y en la otra Buffer de Extraccién 3 (BE3) (tanto para papa como para

vid).
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Seguido de esa primera extraccion se procedi6 a la liberacion del
material genético del virus de su envoltura de proteinas mediante
Buffer de desnaturalizacion GES (0.1 M Gilicina, 0.05 M NaCl, 1mM
EDTA y 0.5% Triton X-100) con y sin 1% de B-mercaptoetanol para
papa y con 1% de B-mercaptoetanol para vid (Rowhani et al., 2000).
Se agreg06 4,8 y16 ul de extracto en 46, 42 y 34 pl de buffer GES,
incubandose a 95°C por 10 minutos en un termociclador Multigene,
Labnet. Transcurrido el tiempo se reservdO en hielo procediendo
inmediatamente a realizar los ensayos siguientes. El volumen de

extracto optimo al que se llego es de 16 pl en 34 de buffer GES.

3.3.2.2 RT-PCR

Para llevar a cabo este protocolo se necesitd realizar en primer
lugar la transcripcion reversa (RT), donde se utiliz6 oligodT
(ThermoScientific) como partidores, asi como transcriptasa reversa y
los ssRNA totales obtenidos de las muestras a través de los métodos
descritos anteriormente. La mezcla de reaccion utilizada se describe en
la Tabla 3.1. El tiempo de reaccion fue de 60 minutos a 47 C en el

termociclador
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Tabla 3.1 Reactivos Mix de Retrotranscripcion

Reactivo Volumen (ul)
H20 6,5

Buffer RT 4

OligodT 1

dNTPs 5

Retrotranscriptasa Reversa 1

ARN 2,5

Para detectar los virus en estudio (PVY, GFLV, GLRaV-3) por
medio de RT-PCR se utilizaron los primers descritos en la Tabla 3.2.
Se utiliz6 un control interno de la reaccion, especifico para cada

especie (Tabla 3.2). Como control negativo se utiliza agua desionizada.

Terminada la reaccion de RT, con el ADN copia (ADNCc)
sintetizado se procedi6 a realizar la reaccion de PCR utilizando la mix
de PCR dada en la Tabla 3.3. Para determinar el volumen éptimo de
ADNCc en la reaccion de PCR para detectar cada virus se realizaron

pruebas con 1;1,5; 2; 2,5y 3 pl.
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Tabla 3.2 Primers utilizados en las reacciones de PCR

VIRUS o
Y CULTIVO  PRIMER* SECUENCIA (5™-3) alANO Ta™* REFERENCIA
CONTROLES

PVY-F ACGTCCAAAATGAGAATGCC

PVY Papa 480pb 55 Ne'gog'lngh'
PVY-R TGGTGTTCGTGATGTGACCT
LC1-F CGCTAGGGCTGTGGAAGTATT Osman'y
GLRaV-3 Vid 546pb 56  Rowhani,
LC2-R GTTGTCCCGGGTACCAGATAT 2004
GFLV-F  ATGCTGGATATCGTGACCCTGT Gambino y
GFLV Vid 118 pb 56 Gribaudo,
GLFV-R  GAAGGTATGCCTGCTTCAGTGG 2006
MDH.H968  GCATCTGTGGTTCTTGCAGG
Vid 196pp 56 Nassuhetal

CONTROL MDH.C1163 CCTTTGAGTCCACAAGCCAA

INTERNO
EF1-F ATTGGAAACGGATATGCTCCA

Papa 101 pb 55
EF1-R TCCTTACCTGAACGCCTGTCA

Jeevalatha et
al., 2015

*Todos los primers fueron sintetizados por Macrogen, Korea
** Temperatura de Annealing

El ADNc que no fue utilizado fue almacenado en tubos de 0,2 ml a

-4°C.

Los tiempos y temperaturas que se utilizaron en el termociclador
para la reaccion de amplificaciébn variaron dependiendo del virus a
analizar. Para PVY los ciclos corresponden a:

-5 minutos a 94° C
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- 35 ciclos por 30 segundos a 94° C para desnaturalizacion, 30
segundos a 55° C para anillamiento, 30 segundos a 72° C para extension.
- 10 minutos a 72° C.

- Mantencién a 4° C.

Tabla 3.3 Reactivos Mix de PCR

Reactivo Volumen (ul)
Buffer 2.5

MgCI2 2.5

dNTPs 1.25
Primersc/u  0.625

Taq 0.2

H20 14,8- 16,3
CADN 1-25

Nota: Volumen final 25 ul. ElI volumen de cADN varia dependiendo de cuél fue el
volumen en el que los resultados obtenidos eran los esperados. Asi en el caso de

GLRaV-3 fue 2,5 ul, en los casos de GFLV 1,5 pyly en PVY 1 ul.

Asi en el caso de GFLV y GLRAV-3 hay un cambio en la
temperatura de anillamiento y cantidad de ciclos, quedando de la

siguiente manera:
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- 5 minutos a 94° C.

- 45 ciclos por 30 segundos a 94° C para desnaturalizacion, 45
segundos a 56° C para anillamiento, 30 segundos a 72° C para
extension.

- 10 minutos a 72° C.

- Mantencién a 4° C.

3.3.2.3 VISUALIZACION DE RESULTADOS POR

ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA.

Terminado el proceso RT-PCR se prepar6é un gel de agarosa
(Invitrogen) al 2,5% en buffer TBE 0.5X (ThermoScientific), con 2 ul de

GoodView como intercalante de ADN.

Para visualizar la calidad del ARN extraido se realiza un gel de
agarosa al 1% con 1% (v/v) de hipoclorito de sodio (Aranda et al.,
2012) en buffer TBE 0.5x, y 2 ul de GoodView,

Se cargd en cada celda 8 ul de producto de RT-PCR o de

producto de extraccion, con 2 ul de Loadding Buffer 5x (Bioline).

Se  utilizaron 2 marcadores de peso molecular (MPM),

dependiendo del tamafio del amplicon esperado: para los del virus PVY
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y GFLV Hyperladder 25pb (Bioline) y para GLRAV-3 Hyperladder 50pb

(Bioline), y en el caso del ARNr Hyperladder | (Bioline).

La electroforesis se realizé a 100 V por 40 minutos. Finalizado
este proceso se observo el gel en un transiluminador de luz UV DyNA

light, Labnet.

3.3.3 ANALISIS ESTADISTICO KAPPA

Para hacer el andlisis comparativo entre el andlisis serologico y el
analisis molecular se realizé un test estadistico “Kappa”, el cual permite
medir el nivel de concordancia entre dos técnicas de diagndstico
(Cohen, 1960). Asi, cuando se comparan entre si dos técnicas se
obtiene la Tabla 3.4. La proporciébn de coincidencias entre ambas

técnicas se mide mediante: PO=(a+d)/n (Férmula 1.1)

Considerando que existe independencia en el resultado entre
ambas técnicas, la proporcion de coincidencias debida al azar (Pe) se

calcularia como se expone en la Formula 1.2.

Pe=[(a+c) (a+bh)+(b+d)(c+d)]/n2 (Férmula 1.2)

indice Kappa de Cohen se calcularia segin la Formula 1.3:

k=(PO-Pe)/(1-Pe)(Formula1.3)
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Landis y Koch (1977) propusieron una clasificacion para la
coincidencia entre dos técnicas segun su indice Kappa de Cohen

(Tabla 3.5).

Tabla 3.4 Tabla de contingencia para la comparacion entre dos
técnicas (Vidal, 2010)

TECNICA 2
Positivo Negativo total
Positivo a b a+tb
TECNICA1  Negativo ¢ d c+d
Total a+c b+d n
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Tabla 3.5 Clasificacién en la coincidencia entre dos técnicas de
diagnostico segun su indice Kappa de Cohen (Landis y Koch, 1977)

Indice Kappa de Cohen
0,81-1
0,61-080
0,41-0,60
0,21-0,40
0,0-0,20
Menor a 0,0

Cohincidencia
Casi perfecta
Sustancial
Moderada
Justa
Ligera
Pobre
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 ANALISIS MOLECULARES.

4.1.1 EXTRACCION DE ARN

Uno de los principales elementos a considerar en el desarrollo de
una metodologia de diagndstico molecular de plantas de campo
infectadas con virus, es contar con un método de extraccion de ARN
que sea eficiente, basado en una alta concentracion y pureza del ARN
obtenido. Los posibles contaminantes remanentes en la extraccion de
ARN deben ser considerados ya que pueden afectar el posterior
resultado diagnéstico.

Se compararon dos métodos de extraccion de ARN mediante la
visualizacion de la calidad del ARN obtenido mediante gel de agarosa
al 1% con 1% (v/v) de hipoclorito de sodio (Aranda et al., 2012). Los
métodos de extraccion de ARN fueron el kit RNeasy Qiagen y el
método de Osmann y Rowhani, los cuales se puede ver en las Figuras
4.1y Figura 4.2, respectivamente.

La verificacion de la calidad del ARN por electroforesis en gel de
agarosa al 1% e hipoclorito al 1% (v/v) solo se pudo visualizar cuando

el ARN fue extraido con el kit RNeasy Qiagen (Figura 4.1). Cuando las
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muestras fueron obtenidas por el Método de Osmann y Rowhani no se
observd purificacion de ARNs. Se infiere que esto puede haberse
debido a la presencia de polifenoles, polisacaridos y otros
componentes del tejido de la planta que impiden resolver

correctamente la electroforesis o degradan el ARN. (Figura 4.2).

MPM, 1 233 4 5 ©6 = 8

5 Kpb e aa

2 KPD e

-~

N

Figura 4.1. Visualizacién de ARN extraido con kit RNeasy Qiagen.
Electroforesis en gel de agarosa al 1% con 1% de hipoclorito de sodio. Carril 1:
Brote papa, Carril 2: Hoja papa, Carril 3: Corteza de papa con piel, Carril 4:
Corteza de papa sin piel, Carril 5: Hoja de vid, Carril 6: Floema de vid, Carril 7:
Peciolo de vid, Carril 8: Blanco, MPM: Hyperladder |

En la Figura 4.1 se pueden observar las distintas partes de la
papa y vid en las que se realizo extraccion de ARN. Unicamente se
visualizan bandas en las extracciones hechas a partir de hojas y brotes
de papa. Estas bandas de aproximadamente 4800 pb y 2000 pb
corresponderia al ARN ribosomal 28S y 18S, respectivamente (Aranda

et al, 2012). Cuando se realiz6 la extraccion de ARN a partir del cuerpo
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del tubérculo con y sin piel no se observaron bandas, esto podria
deberse a que los tubérculos presentan pigmentos, polisacaridos,
polifenoles y otros metabolitos secundarios que coprecipitan con el
ARN, afectando de esta forma el rendimiento y calidad de los mismos

(Claros y Canovas, 1998; Kim y Hamada, 2005)

En la Figura 4.1 también se observan las extracciones realizadas
en vid de las muestras recolectadas en la poda de verano (diciembre
de 2015). No se visualiza ninguna banda en las extracciones hechas en
ninguno de los tres tejidos (hoja, peciolo y floema), infiriendo que no se
logré extraer el ARN. Esto posiblemente se deba a que existe una gran
cantidad de polifenoles que al igual que en el tubérculo de papa,
impiden la correcta extraccion de acidos nucleicos. Existe un protocolo
especial desarrollado por McKenzie (MacKenzie et al., 1997) para la
extraccion de ARN de plantas lefiosas con el kit RNeasy Qiagen, pero
para esta tesis no se realizé ya que encarece significativamente los

costos, y lo que se busca es un método de trabajo de bajo costo.

En la Figura 4.2 A se observan las Extracciones hechas por el
Método de Osmann y Rowhani en papa para brote, hojas, corteza con
y sin piel realizadas en BE1, mientras que en la Figura 4.2 B las
extracciones hechas en vid, de floema, peciolo y hoja en BE3. Como se

puede ver en ambas figuras no se visualizan bandas, seguramente por
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lo explicado anteriormente para la extraccion de tubérculo y vid de la
Figura 4.1. La electroforesis se realizé tanto con el extracto primario
(solo con los buffers BE1 en el caso de papa, y con BE3 en el caso de
vid), como con el extracto inmediatamente luego de incubar a 95 °C por

10 minutos con el Buffer GES (extracto secundario),

Como se puede ver en las Figuras 4.1 y 4.2, el inico método por
el cual se pudo determinar que hubo extraccion de ARN por
electroforesis fue con el kit RNeasy Qiagen en brote y hoja de papa,
mientras que en los demas tejidos no se pudo determinar. De todas
formas no significa que no haya extraccion de ARN, lo cual se
comprobd por controles internos de reaccion de PCR, que se detallara

en puntos posteriores.
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Figura 4.2 Visualizacion de ARN extraido con el Método de Osmann y
Rowhani en tejidos de papa (A) (con 1% B-mercaptoetanol) y vid (B).
Electroforesis en gel de agarosa al 1% con 5% de hipoclorito. A: Carriles 1-2;
brote extracto primario y secundario respectivamente, Carril 3-4: hoja extracto
primario y secundario respectivamente, Carril 5-6: corteza con piel extracto
primario y secundario respectivamente. Carril 7-8: corteza sin piel extracto
primario y secundario respectivamente, Carril 9: Blanco. B: Carriles 1-2: floema
extracto primario y secundario respectivamente, Carril 3-4: hoja extracto
primario y secundario respectivamente, Carril 5-6: peciolo extracto primario y
secundario respectivamente, Carril 7: Blanco. MPM: Hyperladder I.

4.1.2 DETECCION BASADA EN PCR
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En todos los casos el ADNc obtenido por RT fue utilizado para

poner a punto la técnica de PCR

4.1.2.1 PAPA

La Figura 4.3 presenta una electroforesis en gel de agarosa con
los resultados obtenidos para la amplificacion del virus PVY, partiendo
de ARN obtenido de la extraccion realizada con el kit RNeasy Qiagen.
Se puede ver una Unica banda de aproximadamente 480 pb que
corresponderia a la presencia del virus PVY tanto en hoja como en

brote, pero no es el caso del tubérculo con y sin piel.

Figura 4.3 Visualizacién de productos de RT-PCR de papa infectada con
PVY, a partir de extracciones realizadas con Kit RNeasy Qiagen, en gel de
agarosa al 2,5%. Carril 1: brote, Carril 2: hoja. Carril 3: corteza con piel, Carril 4:
corteza sin piel, M: Hyperladder 50pb.
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En la Figura 4.4 A se observa la amplificacion del virus PVY en
las muestras de ARN extraidas con el Método de Osmann y Rowhani
con BE1, seguido de la extraccion con buffer GES con y sin 1% de B-
mercaptoetanol. Se observo amplificacién en brote con buffer GES con
y sin el agregado de B-mercaptoetanol, siendo la banda con agregado
de p-mercaptoetanol visiblemente mas intensa que la observada sin el
agregado del agente reductor. En el caso de la hoja, la extraccidon sin
buffer GES no amplifico el acido nucleico, mientras la extraccion con -
mercaptoetanol si lo hizo. En base a estos resultados se puede sugerir
que el agregado de B-mercaptoetanol podria mejorar la extraccion de
ARN viral tanto en brote como en hoja, ayudando a mantener sin
degradar el ARN y bloqueando posibles inhibidores. En cuanto a las
muestras de tubérculo con y sin pie no se observé amplificacion del

virus PVY.

En la Figura 4.4 B se muestran las extracciones realizadas con el
Método de Osmann y Rowhani con BE3, seguidas por la extraccion con
Buffer GES con y sin 1% de B-mercaptoetanol. En la electroforesis no
se identificaron bandas por lo que éste no seria un buen método para

la deteccion de este virus.
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Figura 4.4 Visualizacién de productos de RT-PCR de papa infectada con
PVY, a partir de extracciones realizadas con el método de Osmann y Rowhani.
Electroforesis en gel de agarosa al 2,5% a partir de extracciones con BE1(A) y
BE3 (B). A: Carril 1: brote s/B-mercaptoetanol. Carril 2: brote c/B-
mercaptoetanol, Carril 3: hoja s/B-mercaptoetanol. Carril 4: hoja c/B-
mercaptoetanol, Carril 5: corteza sin piel s/B-mercaptoetanol, Carril 6: corteza
sin piel c/B-mercaptoetanol, Carril 7: corteza con piel s/B-mercaptoetanol, Carril
8: corteza con piel c/B-mercaptoetanol. B: Carril 1: brote s/B-mercaptoetanol.
Carril 2: brote c/B-mercaptoetanol, Carril 3: hoja s/B-mercaptoetanol. Carril 4:
hoja c/B-mercaptoetanol, Carril 5: corteza sin piel s/B-mercaptoetanol, Carril 6:
corteza sin piel c/B-mercaptoetanol, Carril 7: corteza con piel s/B-
mercaptoetanol, Carril 8: corteza con piel c/B-mercaptoetanol, M: Hyperladder
50 pb.

Para corroborar la extraccion de ARN en los distintos tejidos se
realiz6 en todos los casos un control interno especifico para papa.
En la Figura 4.5 se observa la amplificacién del control interno,

gen efl de aproximadamente 101 pb, para la extraccion que se realizé
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con el kit RNeasy Qiagen tanto en hojas como en brotes. Las
amplificaciones que resultan con bandas de aproximadamente 500 pb
podrian corresponder a la presencia de ADN gendomico (ya que no se
realizd tratamiento con DNasas). En tubérculo con y sin piel no se
observé amplificacion por debajo de los 100 pb. Para resolver mejor el
tamafo de estas bandas en duda se dejé correr durante mas tiempo la
electroforesis luego de sacada la foto (no se muestran datos). Se
asume por lo tanto que son primers formando dimeros. Los resultados
obtenidos en corteza con y sin piel eran de esperarse ya que en la
electroforesis al 1% para ver presencia de bandas que corresponden
con el ARNr 18S y 28S, no se divisaron bandas, por lo tanto no hubo
extraccion de ARN para estos tejidos o la reaccion se vio inhibida por

contaminantes.
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Figura 4.5 Visualizacidon de productos de RT-PCR de papa. Control interno
a partir de extracciones realizadas con Kit RNeasy Qiagen, en gel de agarosa al
2,5%. Carril 1: brote, Carril 2: hoja, Carril 3: corteza con piel, Carril 4: corteza sin
piel, M: Hyperladder 50pb

Como se observa en la Figura 4.6, en la extraccion usando el
Método de Osmann y Rowhani con BE1, seguida de la extraccién con
buffer GES con y sin 1% de B-mercaptoetanol, tanto en hoja como en
brotes amplific6 el control interno para papa con una banda de
aproximadamente 101 pb que corresponde con el gen efl. Las bandas
obtenidas con las extracciones realizadas con 1% de B-mercaptoetanol
en brote, tienen intensidad mayor a las que no se le agregé el agente
reductor, por lo que se puede suponer que el B-mercaptoetanol mejora

la calidad y cantidad del ARN extraido en este tejido. Nuevamente al
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igual que con el kit RNeasy Qiagen, en las muestras de tubérculo con y
sin piel no se observo amplificacion por lo tanto, se puede sugerir que
no hubo extraccion de ARN en esos tejidos con este buffer o que hubo

un exceso de inhibidores de la PCR.

600pb

100pb

50pb

Figura 4.6 Visualizacion de productos de RT-PCR de papa. Control interno
a partir de extracciones realizadas con el Método de Osmann y Rowhani, en gel
de agarosa al 2,5% a partir de extracciones con BELl. Carril 1: hoja s/B-
mercaptoetanol. Carril 2: hoja c/B-mercaptoetanol. Carril 3: brote s/B-
mercaptoetanol. Carril 4: brote c/ B-mercaptoetanol, Carril 5: corteza sin piel
s/B-mercaptoetanol. Carril 6: corteza sin piel c/B-mercaptoetanol. Carril 7:
corteza con piel s/B-mercaptoetanol. Carril 8: corteza con piel c/B-
mercaptoetanol, MPM: Hyperladder 50 pb.

4.1.2.2VID

En la Figura 4.7 A se observan los ensayos de RT-PCR
realizados a partir de extracciones con el Método de Osmann y
Rowhani con BE2 y posterior extraccion con Buffer GES 1% -
mercaptoetanol. Se observaron bandas de aproximadamente 118 pb

gue corresponderian a la presencia del virus GFLV en los 3 tejidos
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(floema, hoja y peciolo), tanto en las muestras de diciembre como de
abril. En las muestras de hoja y peciolo se obtuvieron las bandas mas
intensas, con esto se podria suponer que BE2 es mas efectivo para la
extraccion de ARN de estos tejidos que de floema para la posterior RT-

PCR.

En la Figura 4.7 B se observa la deteccion de GFLV por RT-PCR
en los tres tejidos a partir de extracciones con el Método de Osmann y
Rowhani con BE3 y posterior extraccion con Buffer GES 1% p-
mercaptoetanol. Se obtuvo la amplificacion de la banda de

aproximadamente 118 pb, tanto en hoja, peciolo como en floema.

A su vez, se observé que con los dos buffers de extraccion se
detect6 el virus en todos los tejidos y en los dos momentos de
muestreo. Estos resultados permitirian evitar falsos negativos, ya que
se ha descrito que el virus tiene variaciones dependiendo de la época
de crecimiento, la estacion y factores ambientales (Rowhani et al.,

1992, Osman et al., 2012).
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Figura 4.7 Productos de RT-PCR de vid infectada con GFLV extraidas con
el Método Osmann y Rowhani. Electroforesis en gel de agarosa al 2,5% a partir
de extracciones con BE2 (A) y BE3 (B).A: Carriles 1 al 3: tejidos recolectados en
diciembre, Hoja, Peciolo, Floema, respectivamente. Carriles 4 al 6: tejidos
recolectados en Abril, Hoja, Peciolo, Floema, respectivamente. B: Carriles 1 al 3:
tejidos recolectados en Diciembre. Hoja, Peciolo, Floema, respectivamente.
Carriles 4 al 6: tejidos recolectados en abril, Hoja, Peciolo, Floema,
respectivamente. M: Hyperladder 25pb.

Cuando se parti6 de los extractos obtenidos con BE3, las
intensidades de las bandas fueron similares entre los tres tejidos, en
las dos épocas del afio (diciembre y abril), lo cual es una diferencia con

las extracciones realizadas con BE2. Esto se podria deber a que
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existen diferencias entre los componentes del buffer que podrian

afectar el rendimiento, integridad y calidad del ARN extraido.

En el caso del virus GLRaV-3, como se ve en la Figura 4.8, los
analisis de RT-PCR realizados a partir de extracciones con BE2
(Figura 4.8 A) y con BE3 (Figura 4.8 B) y posterior extraccion con
buffer GES 1% B-mercaptoetanol dieron como resultado, en el caso de
las realizadas con BE2, amplicones del tamafo esperado de
aproximadamente 546 pb en las muestras de hojas, peciolo y floema
del mes de diciembre. Mientras que en el mes de abril solo se observé
la amplificacion de aproximadamente 546 pb en peciolo y floema,
siendo la banda de floema la de menor intensidad nuevamente. Para el
caso de la extraccion realizada con BE3 se observé que en hojas,
peciolo y floema se ve la amplificacion de 546 pb correspondiente al
virus en la poda de diciembre, mientras que solo se ve en floema y

peciolo en el mes de abril.
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Figura 4.8 Productos de RT-PCR de vid infectada con GLRaV-3 extraidas
con el Método Osmann y Rowhani. Electroforesis en gel de agarosa al 2,5% a
partir de extracciones con BE2 (A) y BE3 (B).A: Carriles 1 al 3: tejidos
recolectados en diciembre, Hoja, Peciolo y Floema, respectivamente. Carriles 4
al 6: tejidos recolectados en Abril, Hoja, Peciolo y Floema, respectivamente. B:
Carriles 1 al 3: tejidos recolectados en Diciembre. Hoja, Peciolo y Floema,
respectivamente. Carriles 4 al 6: tejidos recolectados en abril, Hoja, Peciolo, y
Floema, respectivamente. M: Hyperladder 50pb.

Se puede observar que en abril no se detecté en hojas el virus
GLRAV-3, esto concuerda con estudios previos (Ling et al.; 2001; Tsai
et al, 2011; Xu et al., 2012) en donde se determiné que en otofio e
invierno el titulo del virus baja en el tejido foliar, manteniéndose en el

floema, mientras que en periodo de crecimiento de la vid (primavera)
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se comienza a acumular en la hoja a medida que avanza la temporada,

de ahi que en diciembre si es detectable en este tejido.

Otro punto a tener en cuenta es que se repite, al igual que con el
virus GFLV, que las bandas obtenidas en el BE2 en floema son menos
intensa que las obtenidas con el BE3. Esto se puede deber a como ya
se comentd previamente, que existen diferencias entre los
componentes y pH de los buffers que podrian afectar el rendimiento,

integridad y calidad del ARN extraido en este tejido.

Para corroborar nuevamente las condiciones de la RT-PCR se
realiz6 un control interno especifico para vid con los cebadores

MDH.H968 y MDH.C1163.

Como muestra la Figura 4.9 A para las muestras extraidas en
BE2 se observa una buena amplificacion del amplicon de
aproximadamente 196 pb tanto en peciolo como en hoja, pero no se
observé amplificacion en floema, con lo que se puede inferir
nuevamente que no se da una buena extraccion de ARN con este

buffer en este tejido.

En la Figura 4.9 B se observa la RT-PCR con las muestras
extraidas a partir de BE3, en donde tanto en peciolo, hoja como en

floema se amplificé el amplicon de aproximadamente 196 pb. Ademas
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en hoja amplificaron bandas de 600 y 700 pb, mientras que en peciolo
y floema amplificaron bandas de aproximadamente 350, 450, 600 y 700
pb correspondiente segun la bibliografia con la presencia de ADN

contaminante (Nassuth et al., 2000).

Las diferencia en la amplificacion del control interno entre los
distintos tejidos, podria deberse a que como ya se ha dicho, la
preparacion de muestras de plantas lefiosas, para las pruebas de PCR,
son dificiles debido a la presencia de inhibidores, tales como
compuestos fendlicos, polisacaridos y otros componentes que inhiben
las actividades de las enzimas utilizadas en PCR o que degradan el

ARN (Salzmann et al., 1999).

Por otra parte se puede sugerir que el ARN mensajero de la MDH,
en floema, extraido con BE2, es degradado, pero no el del virus que al
estar envuelto por proteinas CP, no se ve afectado, y al agregar el
buffer GES vy liberar el ARN viral, los mismos componentes de este
buffer como el B-mercaptoetanol pueden impedir la degradacion, ya

gue este actia como antioxidante (MacKenzie et al., 1997).
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Figura 4.9. Visualizacién de productos de RT-PCR de vid. Control interno,
a partir de extracciones realizadas con el Método de Osmann y Rowhani con
BE2 (A) y BE3 (B), en gel de agarosa al 2,5%. A: Carril 1 al 3 hoja, peciolo,

floema, respectivamente. B: Carril 1 al 3: hoja, peciolo, floema, respectivamente.
M: Hyperladder 50pb.

Los resultados obtenidos en cada tejido, y época de recoleccion

se resumen en la Tabla 4.1
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Tabla 4.1 Resumen de resultados en vid para la deteccién de

GLRaV.3y GFLV

GLRaV-3 GFLV
Primavera Otoio |Primavera Otofio

Floema + + + +

BE.2 Peciolo + + + +
Hoja + - + +

Floema + + +

BE3 Peciolo + + +
Hoja + - + +

4.2 DETERMINACION DE LiMITE DE DETECCION

Para determinar el limite de deteccion en vid y papa se realizaron
diluciones (con extracciones de plantas sanas) de 10*, 102, 107%, 10
y 10™ en la primera extraccién con buffer de extracciéon. Se consideré
como el limite de deteccion la menor dilucion que resulté positiva de

todas las muestras evaluadas para cada virus.

En la Figura 4.10 se puede ver la sensibilidad de la técnica de
RT- PCR en papa, tanto con las extracciones realizadas con el kit

RNeasy Qiagen como con el Método de Osman y Rowhani con el BE1
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y buffer GES con 1% [(-mercaptoetanol. Las diluciones se realizaron a
partir de las hojas de papa que son el material vegetal que se utiliza de

rutina en el Programa de Certificacion de esta especie.

En la Figura 4.10 A se puede ver que con el kit RNeasy Qiagen
se obtuvo un limite de deteccién de 10™. Por otro lado, a partir de las
extracciones realizadas con el Método de Osman y Rowhani se obtuvo

una menor sensibilidad llegando a una dilucién de 107,

En cuanto a los virus de vid se realizaron diluciones al igual que
en papa. Se utilizaron las muestras con la que se obtuvo mayor indice
Kappa (ver punto 4.4) de cada buffer de extracciéon en la que se
detectaron los dos virus a la vez. Con BE2 y BE3 se eligié floema en

diciembre.

Como se puede observar en la Figura 4.11 A y Figura 4.11 B en
la RT-PCR para la extraccion con BE2 y BE3, respectivamente, a partir
de floema recolectado en diciembre, se obtuvo en ambos casos un

limite de deteccion de 107 para el virus GFLV.
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Figura 4.10. Limite de deteccion para el virus PVY en papa a partir de hoja.

A Amplificacion a partir de extraccién realizada con kit RNeasy Qiagen.
Carriles 2 al 6: diluciones de 10", 107 10% 10* y 10°. respectivamente. B:
Amplificacion a partir de extraccion realizada con método de Osmann Y
Rowhani con BE1. Carriles 2 al 5: diluciones de 10™, 107, 10 10* y 10
Respectivamente. M: Hyperladder 25 pb.
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Figura 4.11. Limite de deteccion para el virus GFLV en vid a partir de
floema muestreado en diciembre. A: Amplificacion a partir de extraccion
realizada con Método de Osmann y Rowhani con BE2. Carriles 1 al 5 diluciones
de 10", 107 10 10" y 107°, respectivamente. B: Amplificacién a partir de
extraccion realizada con Método de Osmann y Rowhani con BE3. Carriles 1 al 5:
diluciones de 10%, 102,10, 10y 10°, respectivamente. M: Hyperladder 25pb

En cuanto al virus GLRaV-3, en la Figura 4.12 A se observa que
en floema de diciembre con BE3, se obtuvo un limite de deteccién de
103, y en la Figura 4.12 B, en floema de diciembre con BE2, el limite
de deteccién fue de 102,

Esta diferencia de sensibilidad entre las muestras se podria deber
a, como se dijo anteriormente, el BE3 puede ser un mejor buffer para la

extraccion de ARN en un tejido como el floema.
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Figura 4.12 Limite de deteccion para el virus GLRaV-3 en vid a partir de
floema muestreado en diciembre. A: Amplificacion a partir de extraccion
realizada con Método de Osmann y Rowhani con BE3. Carriles 1 al 4 diluciones
de 107, 102, 103, 10" y 10, respectivamente. B: Amplificacion a partir de
extraccién realizada con Método de Osmann y Rowhani con BE2. Carriles 1 al 3:
diluciones de 10, 102, 10°, 10y 10°, respectivamente. M: Hyperladder 50pb.

4.3 ANALISIS SEROLOGICO

Se realizé el andlisis de todas las muestras, partiendo de las

mismas extracciones utilizadas para los RT-PCR.
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Luego del andlisis de los datos (ver Anexo, Analisis de datos) para
el virus PVY, el cut off obtenido para las muestras de papa fue de
0,179. En el Gréfico 4.1 se puede ver que las muestras de brote
extraidas con BE1 presentan un resultado positivo mientras que las
extraidas con BE3 negativas. Las muestras de hoja extraidas con BE2
también presentan un resultado positivo mientras que las con BE3
resultaron negativas. En el caso de la corteza de tubérculo con piel y
sin piel piel no se observa deteccion del virus con ninguno de los dos

buffers de extraccion.

El BE2 es el buffer de extraccion sugerido por Bioreba (proveedor
de los reactivos) para realizar el DAS-ELISA con los anticuerpos que la
empresa provee, por lo tanto, como era esperado los resultados fueron
positivos. Sin embargo, el BE3 resulté no ser apropiado para la
deteccidén de PVY, como se explicd antes puede deberse que el pH de
la solucion no sea el apropiado o que los componentes no permitan la

correcta sensibilizacién del virus en la placa.
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Grafico 4.1 Deteccion de PVY en papa mediante DAS-ELISA. Valores promedio
de Absorbancia para cada tejido y buffer de extraccion utilizado. H: hoja, B:
brote, T.s/p: corteza de tubérculo sin piel, T.c/p: corteza de tubérculo con piel,
N: control negativo, P: control positivo.

El limite de deteccion para cada una de las muestras positivas se
llevé a cabo haciendo diluciones de 10, 102, 102y 10 con muestras
negativas. El resultado arrojado es que tanto en brotes como en hojas

el limite de deteccion fue de 107,
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Grafico 4.2 Deteccion de GFLV en vid mediante DAS-ELISA. Valores
promedio de Absorbancia para cada tejido y buffer de extraccion utilizado. H:

hoja, F: floema, P: peciolo.

En las muestras de vid, para el virus GFLV el andlisis de los datos

presenta un cut off de 0,078. Como se puede observar en el Grafico

4.2, las muestras de diciembre se obtuvieron resultados positivos tanto

en el floema y hoja con los dos buffer de extraccion y en peciolo con el
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BE3. En abril, para el virus GFLV, se obtuvo un resultado positivo

Unicamente en la muestra de floema con el BE3.

En diciembre resultan negativas Unicamente las muestras de
peciolo extraido con BE2. A partir de las muestras de abril, las
extracciones de hoja y peciolo con ambos buffers resultaron negativas,
mientras que en floema Unicamente resultan negativas las extracciones

con BE2.

La deteccion observada por DAS-ELISA del virus GFLV en hoja'y
floema con ambos buffers de extraccion en diciembre es coherente con
estudios ya realizados, en donde indican que el titulo viral en estos
tejidos aumenta durante 60 dias luego de la brotacion (primavera) y
disminuye cerca del otofio (Bouyahia et al. 2003, Osman et al., 2012,
Walter et al., 1993). La deteccion en peciolo Unicamente con BE3 en
diciembre puede indicar que este buffer es mejor para la extraccion de
las particulas virales o para inhibir los contaminantes en este tejido,

que el BE2.

Para determinar el limite de detecciéon del método, para cada una
de las muestras positivas, se llevé a cabo haciendo diluciones de 107,
10 2, 10° y 10™. Los resultados arrojados para GFLV en diciembre

fueron que las muestras extraidas de floema y hoja con BE3 y BE2, fue
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con las que se obtuvo mayor sensibilidad llegando al 10, mientras que
con las muestras de peciolo con BE3 se obtuvo un resultado negativo
en la primera dilucion. En abril, en la muestra de floema con BE3 se

obtuvo también un resultado negativo en la primera dilucion.

Para GLRaV-3 se determin6 un cut off de 0,101 para las muestras
analizadas. Se puede ver en el Gréafico 5.3 que las muestras de
diciembre se observa Unicamente deteccion en floema extraido en
BE3. Mientras que en abril se observa que las muestras extraidas de
floema con los 2 buffers de extraccion resultan positivas.

Las muestras de hoja y peciolo de diciembre y abril, extraidas con
ambos buffers, se observa un resultado negativo, al igual que para

floema con BE2 en diciembre.

El virus GLRAV-3 es un virus que esta limitado al floema, y se ha
reportado que los mayores titulos en este tejido se dan a finales del
periodo de crecimiento (finales de verano, principio de otofio) (Osmann
et al., 2012, Tsai et al., 2012), por lo tanto es coherente que se detecte
este virus en el floema de diciembre por DAS-ELISA. En cuanto a los
otros tejidos (hoja y peciolo), puede ser que el titulo del virus sea bajo
en los periodos muestreados, por lo que no es detectable por esta

técnica seroldgica,
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Control + | | | | | | 0,125
Control - | | | 0,053
P BE3 Abril | | | 0,055
P BE2 Abril | 0,0578
P BE 3 Diciembre 0,054
P BE 2 Diciembre |

H BE3 Abril
H BE2 Abril
H BE 3 Diciembre
H BE 2 Diciembre
F BE3 Abril
F BE2 Abril
F BE 3 Diciembre
F BE 2 Diciembre

Tejido y Buffer de Extraccion

0 002 004 006 008 01 012 0,14
Promedio Abs

Grafico 4.3 Deteccién de GLRaV-3 en vid mediante DAS-ELISA. Valores
promedio de Absorbancia para cada tejido y Buffer de Extraccion utilizado. H:
hoja, F: floema, P: peciolo.

Para GLRaV-3 en diciembre, la muestra de floema con BE2
mostré un limite de deteccién de 10™, mientras que las muestras
extraidas en abril de floema con BE2 dieron negativas a la primera
dilucién. Las extraidas con BE3 dan como limite de deteccién 10™ tanto

en diciembre como en abril.
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4.4 COMPARACION DE AMBOS METODOS MEDIANTE TEST KAPPA DE COHEN

Al comparar dos técnicas, es habitual que algunas de las
coincidencias pueden ser debidas al azar. EIl método mas utilizado para
medir la coincidencia entre dos técnicas de diagndstico dicotdmicas es
el indice Kappa de Cohen (Cohen, 1960). Dicho indice mide las
coincidencias entre ambas técnicas no producidas por el mero azar, es
decir las coincidencias mas alla del azar (Abraira, 2001). El nivel de
concordancia se realizd en base a lo establecido por Landis y Koch,

1977.

Como se puede ver en la Tabla 4.2 para el virus PVY el indice
Kappa de Cohen tanto para las muestras de brote y hoja analizadas a
partir de extracciones con el Kit RNeasy de Qiagen y el Método de
Osmann y Rowhani es 1, lo que indica una concordancia con respecto
a los resultados obtenidos, entre la técnica de referencia DAS-ELISA
(EPPO, 2015) y RT-PCR. Estos resultados indican que la técnica
molecular ensayada es adecuada como método de diagnéstico de PVY

sin importar el método de extraccion de material genético utilizado.
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Tabla 4.2 Concordancia entre las dos pruebas de diagnostico
medidas mediante el indice Kappa de Cohen, segun el caso en los

diferentes tejidos, y método de extraccion para el virus PVY en

papa
ELISA

Tejido Po Pe K

RNeasy Kit Brote 1 0,2 1
RNeasy .

RT- Qiagen Hoja 1 0,2 1

PCR Brote 1 0,2 1
Buffer 1 :

Hoja 1 0,2 1

En la Tabla 4.3, se muestra la comparacion entre las técnicas
DAS-ELISA y RT-PCR para la deteccion de GFLV. Como se puede
observar, el mayor indice Kappa lo presenta el BE3 tanto en diciembre
como en abril con un nivel de concordancia casi perfecto con un k de
0,83, seguido de BE2 en floema en muestras de diciembre con una

concordancia sustancial con un k de 0,73.

De todas las muestras analizadas, las que fueron extraidas con
BE3 en diciembre son las que presentan mejores k, yendo de

moderado a casi 100% su nivel de concordancia. En cambio, las
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muestras de abril extraidas con BE2 son las que muestran indices

Kappa con valores de 0,23 mostrando una concordancia justa.

Tabla 4.3 Concordancia entre las dos pruebas de diagnéstico
medidas mediante el indice Kappa de Cohen, segun el caso en los
diferentes tejidos, buffer de extraccion y fecha de muestreo para el

virus GFLV en vid

ELISA
Tejido Po Pe K
Floema 0,92 0,14 0,91
Buffer 3 .
Abril Hoja 0,35 0,14 0,25
Peciolo 0,33 0,13 0,23
Floema 0,33 0,13 0,23
Buffer 2 .
Abril Hoja 0,33 0,13 0,23
Peciolo 0,33 0,13 0,23
RT-PCR Floema 0,85 0,14 0,83
Buffer3 — jja 0,69 015 063
Diciembre
Peciolo 0,66 0,133 0,61
Floema 0,8 0,13 0,76
Buffer2 — ya 069 015 0,63
Diciembre
Peciolo 0,5 0,2 0,375

En la Tabla 4.4 se muestra el grado de coincidencia entre las

técnicas de DAS-ELISA y RT-PCR para detectar el virus GLRaV-3. En

113



general los indices Kappa son mas bajos que con GFLV, siendo la
extraccion con BE3 en abril la que tiene el mayor indice Kappa con
0,91 y un nivel de concordancia casi del 100%. Todas las extracciones
de floema tienen un indice Kappa entre 0,76 y 0.91 (entre sustancial y
casi perfecto). Las demas extracciones con ambos buffers en hoja y

peciolo varian entre 0,23 y 0,40 con una concordancia justa.

Tabla 4.4 Coincidencia entre las dos pruebas de diagndstico
medidas mediante el indice Kappa de Cohen, segun el caso en los
diferentes tejidos, Buffer de Extraccion y fecha de muestreo para
el virus GLRaV-3 en vid

ELISA
Tejido Po Pe K
Floema 0,92 0,14 0,91
Buffer 3 .
Abril Hoja 0,5 0,2 0,375
Peciolo 0,33 0,13 0,23
Floema 0,77 0,11 0,75
Buffer 2 .
Abril Hoja 0,5 0,2 0,375
Peciolo 0,45 0,18 0,33
RT-PCR Floema 0,9 0,2 0,875
Buffer 3~ 1ia 046 015 0,36
Diciembre
Peciolo 0,33 0,13 0,23
Floema 0,9 0,2 0,875
Buffer2 —15ia 0.4 0.2 0,25
Diciembre
Peciolo 0,5 0,16 0,4
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4.5 ANALISIS DE COSTOS

El analisis de costos se realizd en base a los costos directos de

INASE (proveedores y mano de obra) y se pueden ver en la Tabla 4.5

Tabla 4.5 Comparacién de las diferentes técnicas de deteccion de
virus utilizadas en esta tesis

Costo Requerimiento Regquerimiento
Estimado Requerimiento  de Recursos q de Tiempo
por muestra de Equipo Humanos Infraestructura insumido
(U$S) especializado
ELISA 1-2 Moderado Bajo Bajo 3 dias
RT-PCR con
kit 50 Alto Moderado  Moderado 7 hrs
comercial
RT-PCR con
Buffer de 27-28 Alto Moderado  Moderado 6 hrs
Extraccion

El analisis comparativo de la relacion costo-beneficio entre las
pruebas ensayadas, indicdé que el método con menores requerimientos
en equipos, personal e infraestructura es el DAS-ELISA. Considerando
los bajos requerimientos de la técnica, sumado a su relativamente alta
sensibilidad y bajo costo, podria sugerirse su uso como prueba de
rutina, ademas de presentar la posibilidad de automatizacion
simplificando su ejecucion y permitiendo el procesamiento de un gran

namero de muestras en cortos periodos de tiempo. EI RT-PCR con
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buffers de extraccion resultaria, a pesar de su relativamente alto costo
unitario, ideal por su eficiencia y por su mayor limite de deteccion, ya
gue es 14 veces mas caro que el ELISA pero a su vez, entre 10 (vid) y
100 (papa) veces mas sensible en el peor de los casos, ofreciendo asi
ventajas para detectar virus en material de propagacion vegetativa que
hoy en dia se toma como negativo. Ademas de obtenerse el resultado
en el dia, tiene la posibilidad de automatizacion al igual que la técnica
de ELISA (ya que el primer paso de extraccion es similar al realizado
en la técnica de ELISA). Adicionalmente, esta técnica podria eliminar la
subjetividad caracteristica de la mayoria de las pruebas serolégicas, ya
que la interpretacion de resultados se da por la presencia o ausencia

de una banda de tamafio esperado.

La prueba diagnéstica con mayores requerimientos en equipos,
personal e infraestructura fue la técnica RT-PCR tanto con kit como con
buffers, esto limita su uso a laboratorios debidamente equipados,

requiriendo para su ejecucion técnicos capacitados.

116



5 CONCLUSIONES

Este trabajo tuvo tres grandes objetivos. Por un lado, se pusieron
a punto las técnicas para detectar el virus PVY en papa, y los virus
GFLV y GLRaV-3 (simultaneamente) en vid, mediante técnicas
moleculares. Por otro lado, se compararon dos métodos de extraccion
de ARN viral. Se evalué el kit comercial Qiagen y el método de
Osmann y Rowhani, intentando determinar qué método es mas
eficiente en cuanto a los resultados. Por ultimo, se compararon

resultados y costos de las técnicas de DAS-ELISA y RT-PCR.

En lo que respecta a las técnicas moleculares, se lograron
optimizar las técnicas de deteccion por RT-PCR de PVY en papa,

GFLV y GLRaV-3 en vid.

Entre los resultados mas relevantes en papa se identifico que se
puede detectar el virus tanto en brote como en hoja, con métodos de
extraccion comerciales (kit RNeasy Qiagen), asi como también
mediante el método de Osmann y Rowhani, utilizando buffers de
extraccion utilizados en la técnica de DAS-ELISA (BE1). El método de
extraccion con kit RNeasy Qiagen en hoja fue con el que se obtuvo el

mayor limite de deteccién (10™). Ademas, se pudo concluir que los
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meétodos utilizados para la extraccion de ARN no son los adecuados
para utilizar en corteza de tubérculos con y sin piel, ya que no se logré

amplificacion ni del virus PVY ni del control interno.

Se pudo constatar que con el procedimiento dado por el fabricante
del kit RNeasy Qiagen RNeasy no se pudo extraer ARN de la vid en
ninguno de los tejidos evaluados. Mientras que la extraccion con el
método de Osmann y Rowhani, es simple y rapido, y puede ser usado

para detectar GFLV y GLRaV-3 tanto en floema, hoja como en peciolo.

Se pudo determinar que el mejor procedimiento a seguir para la
deteccién conjunta de GFLV y GLRaV-3 por RT-PCR, es mediante
floema (pool de 5 sarmientos de toda la planta). EI método de
extraccion de ARN sugerido es el de Osmann y Rowhani, realizando la
extraccién con BE3, ya que en ambos virus su limite de deteccion fue
de 107. Y el periodo de muestreo puede ser tanto diciembre como abril
ya que en ambos periodos se obtiene un indice Kappa con una

coincidencia casi perfecta entre RT-PCR y DAS-ELISA.

También se puede sugerir que el GLRaV-3 no se distribuye

homogéneamente en la planta durante los cambios de estacion, ya que

no se puede detectar en todos los tejidos a la vez, haciendo que su
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capacidad de detecciéon no constante en el tiempo, dependiendo del

momento del afio en que se haga el muestreo.

El anadlisis general para los tres virus refleja que existe un mayor
limite de deteccién (102 en vid y 10* en papa) cuando se utiliza la
técnica de RT-PCR que cuando se usa ELISA (10™) tanto en vid como
en papa. Esto significa que aunque el virus se encuentre en bajas
concentraciones en la planta, el método de RT-PCR permite detectar

muy bajas concentraciones virales y amplificarlo exponencialmente.

En cuanto a costos, se pudo observar que la técnica de DAS-
ELISA es la menos costosa en términos absolutos, mientras que la
técnica de RT-PCR basada en el método de Osmann y Rowhani es
mas costosa que DAS-ELISA (14 veces) pero 100 veces mas sensible
en floema extraido en diciembre de vid para GLRAV-3 y GFLV, y 100

veces mas sensible para PVY en hoja de papa.

La técnica de RT-PCR con kit de extraccion comercial no seria
viable en cuanto a costos, en el caso de vid, ya que se precisaria de un
paso previo (MacKenzie et al.,, 1997) aumentando mas aun el costo

unitario.
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Para papa, el RT-PCR a partir de extracciones con kit RNeasy
Qiagen es el que tiene una mayor sensibilidad (10#) pero es 25 veces
mas costosa que DAS-ELISA. Mientras que el RT-PCR, partiendo de
muestras extraidas con BE1l (Método Osmann y Rowhani) resulta
Gnicamente 14 veces mas caro que el DAS-ELISA y 100 veces mas
sensible. Por esto, como sugerencia, se puede decir que la técnica de
RT-PCR puede ser particularmente util para el screening de semillas
nuclear o pre-nuclear de papa, en los Programas de Certificacion
nacional o regional, donde hay tolerancia cero para la infeccion por
virus PVY, ya que disminuye los falsos negativos por su mayor limite

de deteccion en comparacion con DAS-ELISA.
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6 PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos en este trabajo servirdn de base al
programa de Certificacion de MPV que se lleva a cabo en INASE para

mejorar el servicio que se brinda a los productores.

Como perspectivas a futuro se puede plantear la comparacion de
resultados entre las técnicas de DAS-ELISA y RT-PCR para otros virus
del Programa de Certificacion, ademas de comparar otros métodos de

extraccion de ARN.

Se puede continuar con el ajuste de las técnicas de RT-PCR para

la deteccion en conjunto (RT-PCR Multiplex) de todos los virus

existentes en el EE de un mismo cultivo.
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ANEXO

Composicion Buffers DAS-ELISA

Tampones empleados para Protocolo DAS-ELISA.

Tampén Tapizado “Coating Buffer” pH 9,6

Reactivo Cantidad para 1000 ml
Na2CO3 1,59g¢.
NaHCO3 2,93 ¢g.

NaN3 0,2g.

Tampon de Lavado “Washing Buffer” pH 7,4

Cantidad para 1000

Reactivo mi
NacCl 89.
KH2PO4 0,2g.
Na2HPO4 1,15g.

KCI 0,2 g.
Tween 20 0,54g.
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Tampén Conjugado “Conjugate Buffer” pH 7,4

Reactivo Cantidad para 1000

ml
TRIS 244.

NaCl 8g.
PVP K25 (MW 24000) 20 g.
Tween 20 0,549.

BSA (bovine serum albumin) 29.
MgCl2x6 H20 0,2g.
KCI 0,2g.
NaN3 0,2 9.

Tampon de Extraccion Papa “Extraction Buffer 1”
pH 7,4 (BE1)

Reactivo Cantidad para 1000

ml
TRIS 2449.

NacCl 89.
PVP K25 (MW 24000) 20g.
Tween 20 0,54g.
KCI 0,2g.
NaN3 0,2g.
Albumina de Huevo 10,0 g
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Tampon de Extraccion Vid “Extraction Buffer 2”pH

8,2 (BE2)
Reactivo Cantidad para 1000

mli
TRIS 24,0 g.

NaCl 8g.
PVP K25 (MW 24000) 20,0 9.
Tween 20 0,549.
PEG (MW 6000) 10,0 g.
NaN3 0.24g.

Tampon de Extraccion General “Extraction Buffer
3” pH 9,6 (BE3)

Reactivo Cantidad para 1000

ml
Na2CO3 1,59 g.
NaHCO3 2,93g.
PVP 40 (MW 24000) 20 g.
Tween 20 0,54g.
BSA 2g.
N2S203 10g.
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Analisis de Datos

Una de las principales dificultades en las pruebas de ELISA puede
ser la determinacion de la linea de corte o valor umbral, que discrimina
los resultados positivos. Las lecturas de muestras sanas en ELISA
dependen de una variedad de diferentes factores tales como reactivos,
los productos quimicos (pureza de pNPP!), tipo de placa de
microtitulacién, las condiciones de incubacion, tipo de tejido de la
planta, manejo (especialmente en el Lavado). Incluso si todos estos
pardmetros se mantienen lo mas constante posible, puede suceder que
hay diferencias de placa a placa en la misma serie de ensayos. Por lo
tanto, no es recomendable trabajar como valor de Absorbancia (Abs)
de corte predeterminado. A continuacion, se describe un analisis
estadistico que puede ser facilmente calculado para cada placa de
microtitulacion. Para un tratamiento automatizado de los datos,
utilizamos un disefio de solucion para la distribucibn de muestras de

ensayo en una placa de microtitulacién de 96 celdas.

En primer lugar, el célculo de las medias de las dos lecturas de
cada muestra y ordenar estos medias en orden ascendente. Al hacer
un histograma, los datos que pertenecen a muestras sanas se
mantienen con un ligero aumento lineal de los valores de Abs, mientras

gue un 'step' (flecha roja en Figura 7.1) distingue posibles muestras
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positivas (por lo menos el control positivo) (Technical Information,

ELISA Data Analysis, Bioreba, 2014)

Histogram for Data Anakysis
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Figura 7.1 Histograma de Promedio de Absorbancia en funciéon de la
muestra para analisis de datos de DAS-ELISA

Férmula para el calculo del valor de corte

cut-off = (media + 3s) x 1.1

media: media de los valores medios hasta el 'step’

s: desviacion estandar de los valores medios de hasta el 'step’
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