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NOTA TECNICA

ADAPTACION DE LA TECNICA RT-PCR PARA EL
DIAGNOSTICO DEL VIRUS DEL AMARILLAMIENTO
DE LAS VENAS DE PAPA EN VENEZUELA

Martha E. Osorio', Alexis F. Marques', Gustavo J. Romay?, Sara E. Roa',
Jhonny R. Demey” y Ariadne L. Vegas'

RESUMEN

El virus del amarillamiento de las venas de papa (PYVV) pertenece al género Crinivirus, familia Closteroviridae y es transmitido
por la mosca blanca de los invernaderos (77ialeurodes vaporariorum). Es un problema importante para los paises andinos debido
a que ocasiona pérdidas en la produccion, al causar reduccion del nimero y tamafio de los tubérculos. Su diagndstico, basado en
la expresion de sintomas, es impreciso porque el virus puede infectar en forma asintomatica a las plantas y el diagndstico
serologico se dificulta por la inexistencia de pruebas comerciales disponibles. El objetivo de este trabajo fue la adaptacion de la
técnica RT-PCR para el diagnoéstico y posterior rastreo viral del PYVV en las zonas productoras de Venezuela. Se colectaron 10
muestras sintomaticas en los estados Tachira y Trujillo. La extraccion del ARN se realizo utilizando el kir RNeasy Plant Mini
(Qiagen), y se incorpord al proceso la ultracongelacion del tejido (-60 °C) y adicion de metabisulfito de sodio (0,05 mg'g™). La
retrotranscripcion se ejecutd mediante el kit ImPron-II Reverse-Transcription System (Promega). En la RT-PCR se utilizaron
iniciadores especificos para los genes de CP y CPm, probandose diferentes temperaturas de hibridacion y extension, asi como
varias mezclas de amplificacion. La adaptacion realizada a la RT-PCR permitié la amplificacion de fragmentos especificos, con
los cuales se confirm¢ la infeccion del virus en el 100 % de las muestras. Se demuestra por primera vez su presencia en Venezuela
basados en técnicas moleculares. Estos resultados aportan un referencial tecnolégico de diagnodstico que puede ser implementado
para prevenir la dispersion del virus a partir del tubérculo-semilla.
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ABSTRACT

Adaptation of RT-PCR technique for the diagnosis of potato yellow vein virus in Venezuela

Potato yellow vein virus (PYVV) belongs to the genus Crinivirus, family Closteroviridae, and is transmitted by the greenhouse
whitefly (Trialeurodes vaporariorum). It is an important problem for Andean countries because it causes loss of production by
reducing the number and size of tubers. The diagnosis based on symptom expression is inaccurate because it can infect plants
asymptomatically, and serological diagnosis is hampered by the lack of commercial kits available in the country. The objective of
this study was the adaptation of the RT-PCR technique for the PYVV diagnosis and subsequent viral tracking in producing areas.
Ten symptomatic samples were collected in Tachira and Trujillo States, Venezuela. RNA extraction was performed using the
RNeasy Plant Mini kit (Qiagen). Deep freezing of the tissue (-60 °C) and addition of sodium metabisulfite (0,05 mg-g™") were
incorporated as additional steps. The retrotranscripcion was executed by using the kit ImPron-II Reverse-Transcription System
(Promega). Specific primers to amplify CP and CPm genes were utilized, as well as different anneling and extension
temperatures, and various amplification mixtures. Such adaptations allowed the amplification of specific fragments, and
confirmed virus infection in 100 % of the samples. It is the first time that PYVV is diagnosed by molecular techniques in
Venezuela, thus it represents a diagnostic procedure that can be implemented to prevent the spread of the virus from seed tuber.
Additional key words: Detection, PYVV, Solanum tuberosum, standardization

INTRODUCCION las culturas pre-incas e incas y constituye junto al

trigo, maiz y arroz, uno de los cuatro cultivos

La papa (Solanum tuberosum L.) procede de basicos en la alimentacion humana. En Venezuela
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es considerada parte fundamental de la dieta
alimenticia, especialmente para los pobladores
ubicados en las zonas andinas, por su alto
contenido de carbohidratos, vitaminas y minerales
(Cuesta et al., 2002).

Las consecuencias de las infecciones virales en
el cultivo de papa son variables, en algunos casos
las pérdidas son poco significativas, como con el
virus S de la papa (PSV), mientras que con el
virus del amarillamiento de las venas de papa
(PYVV), la disminuciéon de la produccion ha
alcanzado hasta un 50%, especialmente en el
Grupo Andigena (Salazar et al., 2000; Zapata et
al., 2004; Guzman et al., 2012).

El PYVV pertenece al género Crinivirus de la
familia Closteroviridae y su ataque se limita al
floema de la planta. Es un virus reemergente que
representa una amenaza en la sostenibilidad de los
agricultores porque se mantiene y disemina
efectivamente a gran distancia mediante la mosca
blanca de los invernaderos (7rialeurodes
vaporariorum), vector que tiene una gran
capacidad de adaptacion lo que le ha permitido
ampliar su nivel de accion a varios pisos térmicos
y a diferentes hospederos, aumentando la
posibilidad de dispersion del virus (Salazar et al.,
2000; Livieratos et al., 2004; Dolja et al., 2006).

El diagnéstico del virus basado en la expresion
de sintomas es impreciso porque éste puede
infectar en forma latente y asintomatica a las
plantas y los estuches de diagndstico mediante la

técnica de ELISA no estin disponibles
comercialmente, lo que ha imposibilitado la
certificacion de semilla por técnicas serologicas.
Sin embargo, se han desarrollado técnicas
moleculares que, aunque mas costosas que las
serologicas, tienen la ventaja de ofrecer un
diagnostico preciso; por ello, la adaptacion y
establecimiento de técnicas moleculares como la
RT-PCR para el diagnostico de los virus es de
crucial importancia para evitar su dispersion
(Cubillos, 2011; Guzman et al., 2013; Medina et
al., 2015). En este trabajo se planted la adaptacion
de dicha técnica para el diagnostico y posterior
rastreo viral del PYVV en las zonas productoras
de papa de Venezuela

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. Se colectaron 10 muestras de
tejido foliar (cinco hojas por muestra), de plantas
de Solanum  tuberosum Grupo Andigena,
procedentes de fincas productoras de los estados
Tachira (6) y Trujillo (4). Las muestras
presentaron diferentes grados de amarillamiento
de la lamina foliar observandose, en las colectadas
en el estado Trujillo, pequefios puntos amarillos
en los bordes de las hojas (Figura 1 a,b), mientras
que en las colectadas en el estado Téachira, el
amarillamiento cubria casi la totalidad de la
lamina, presentando escasos espacios intervenales
verdes (Figura 1 c,d).

a b

Figura 1. Sintomas producidos por PYVV en plantas de Solanum tuberosum Grupo Andigena de zonas
productoras de la region andina venezolana. a y b: pequefios puntos amarillos en los bordes de
las hojas; ¢ y d: amarillamiento en casi la totalidad de la lamina

Todas las muestras se trasladaron envueltas en
papel absorbente humedecido, en bolsas plasticas
y colocadas en cavas con hielo, a los Laboratorios

de Virologia Vegetal y de Biotecnologia
Agricola del Instituto Nacional de Investigaciones
Agricolas (INIA-CENIAP).
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Aislamiento o extraccion del ARN viral. Para la
extraccion del ARN viral de las muestras con
sintomas de PYVV, se utiliz6 el kit RNeasy Plant
Mini de QIAGEN siguiendo las instrucciones del
fabricante, éstas fueron basicamente: Se peso6 0,05
gramos de tejido, se colocd en tubos de
microcentrifuga de 2 mL estériles y frios, se
agreg6 nitrogeno liquido (NL2) y se macero. Se
adicion6 450 pL de buffer (RLT o RLC) e incubo
a 56° C por 1-3 minutos, posteriormente se
transfirié el lisado a la columna QIAshredder, se
colocd en un tubo de coleccion de 2 mL y se
centrifugd a toda velocidad a 20-25° C por dos
minutos. Se tomo6 el sobrenadante y adicion6 0,5
voliumenes de etanol (96-100%) para clarificar el
lisado. Se transfirio la muestra a una columna
RNeasy spin y se centrifugd por 15 segundos a
10.000 RPM. Se descart6 lo que fluyo a través de la
membrana, se adicionaron 700 pL de buffer RW1y
centrifugd por 15 segundos a 10.000 RPM. Se
adicion6 500 pL de buffer RPE y se centrifugd por
15 segundos a 10.000 RPM. Se descartdé lo que
fluy6 a través de la membrana. Se afiadié 500 pL
del buffer y se centrifugd dos minutos a 10.000
RPM. Se coloco la columna RNeasy en un nuevo
tubo de coleccion de 1,5 mL y se adiciond 30-
50 uL de agua libre de ARNasa. Se eluy6 el ARN.
Durante el proceso de extraccion se incorporo
la ultracongelacion del tejido foliar a -60° C,
previa a su pulverizacion con nitrégeno liquido
(N2), y metabisulfito de sodio a razon de
0,05mg.g”" durante el macerado del tejido, con el
fin de evitar la oxidacion y mejorar la calidad del
ARN.
Iniciadores para la RT-PCR de muestras
foliares de papa con sintomas de PYVV. Para la
reaccion en cadena de la polimerasa mediada por
transcriptasa reversa o RT-PCR, por sus siglas en
inglés, se utilizaron iniciadores especificos

sefalados en literatura para los genes de las
proteinas de la capside mayor y la capside menor
(Cuadro 1). Su seleccion se debidé a que forman
parte estructural del virus y participan en la
protecciéon del genoma, la replicacion, el
transporte viral y la transmision célula a célula
(Guzman et al., 2008; Guerrero et al., 2009,
Cubillos, 2011).

RT-PCR. Después de la extraccion del ARN de
los aislados, se hizo la transcripcion reversa (RT)
con el fin de obtener los ADN complementarios o
ADNCc que se emplearian en las reacciones de RT-
PCR, para ello se utilizd el ImPron-II Reverse
Transcription System, de Promega, siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Cuadro 1. Iniciadores utilizados en la RT-PCR
para PYVV en papa y sus secuencias

Gen Secuencias de los iniciadores
CP (PYVVCP) F(5’-ATGGAAATCCGATCGTGGAACCT-3")
R (3-CTACTCAATAGATCCTGCTA-5")
CPm (PYVVCPm) T (5 "GACCGCCGACTTGTTGAATT-3")

R (3’-TTGCTGCATTCTTGAACAGGTAA-5")

Las amplificaciones se realizaron en un
termociclador modelo Gene Pro marca BIOER. Se
probaron tres mezclas de amplificacion y dos
perfiles de temperaturas empleados en trabajos
previos con el fin de amplificar el ADNc de los
aislados PYVV sometidos a estudio (Cuadros 2 y
3). La amplificaciéon de cada gen se realizdo en
reacciones separadas para cada aislamiento.

Los productos obtenidos de la RT-PCR, se
analizaron en geles de agarosa 2,5% en buffer
TBE 0,5X, tefiidos con Sybr Safe (Invitrogen),
utilizandose como patron de peso molecular
marcadores de 50 y 100 pb (Promega). La corrida
electroforética se realizo a una tension de 100
voltios y 40 mA durante dos horas.

Cuadro 2. Mezclas de amplificacion probadas para la amplificacion por RT-PCR de los aislados PYVV,

en un volumen total de 25 puL

Reactivos Cubillos, 2011 Guzman et al., 2013 Franco et al., 2013
Buffer 1X (Bioline) 1X (Bioline) 1X (Bioline)
MgCl, 1 mM (Bioline) 2,5 mM (Bioline) 2,5 mM (Bioline)
dNTPs 0,4 mM (Bioline) 0,4 uM (Bioline) 10 uM (Bioline)
Primer Directo 0,4 uM (Invitrogen) 0,4 uM (No indicado) 10 uM (No indicado)
Primer Reverso 0,4 uM (Invitrogen) 0,4 uM (No indicado) 10 uM (No indicado)

Tagq. Pol
ADNc

0,8 U (Bioline)
20 ng

1 U (Bioline)
15 ng

1,5 U (Bioline)
15 ng
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Cuadro 3. Perfiles térmicos probados para la RT-
PCR de los aislados PYVV
Cubillos, 2011 Guzman et al., 2013;
Franco et al., 2013.

3mina94°C 3mina94°C
35 Ciclos: 35 Ciclos

1 min a 94° C. 30sa94°C

1 mina 55°C 30sas55°C

1 min a 68° C I mina 72°C

10 min a 68° C 10 mina 72° C

RESULTADOS Y DISCUSION

Reacciones de RT-PCR para CP y CPm. Las
metodologias probadas en este estudio permitieron
la amplificacion por RT-PCR de los aislados
PYVYV con ambos genes, produciendo fragmentos
correspondientes a los tamafios sefialados en la
literatura para CP (758 pb) y CPm (257pb); no
obstante, la metodologia descrita por Cubillos
(2011) fue la que produjo fragmentos
amplificados mejor definidos, salvo en los
fragmentos de algunos aislados donde no se

observdo buena resolucion. Por ello, se
incorporaron algunas modificaciones tanto en la
mezcla de amplificacion como en las temperaturas
de los perfiles térmicos, con el fin de mejorar la
nitidez y definicion de los productos.

Las modificaciones realizadas a la mezcla de
amplificacion mediante RT-PCR descrita por
Cubillos (2011) fueron, basicamente, reducciones
en las concentraciones de 7ag polimerasa,
dNTPs e iniciadores, asi como cambios en las
temperaturas de hibridacion de los iniciadores y
de la fase de extension del perfil térmico (Cuadros
4 y 5); esto permitid, en nuestro laboratorio y con
los reactivos empleados, la obtencion de
fragmentos mas nitidos y precisos (Figuras 2y 3).

Las modificaciones se realizaron con base a la
tendencia actual de disminuir las concentraciones
de los reactivos, por una parte para aumentar la
nitidez de los productos amplificados en el gel, por
posible competencia entre los reactivos a causa de
un exceso en la mezcla de amplificacion y por otro
lado para hacerlo mas eficiente desde el punto de
vista economico, con resultados a menor costo.

Cuadro 4. Mezcla de amplificacion modificada en este estudio para la amplificacion por RT-PCR de los
aislados PYVV, en un volumen total de 25 pL

Adaptacion propuesta
en el presente estudio

Reactivos Cubillos, 2011
Buffer 1X (Bioline)
MgCl, 1 mM (Bioline)
dNTPs 0,4 mM (Bioline)

Primer Directo 0,4 uM (Invitrogen)
0,4 uM (Invitrogen)
0,8 U (Bioline)

20 ng

Primer Reverso
Tagq. Pol
ADNCc

1X (Promega)
1 mM (Promega)
0,2 mM (Promega)
0,2 uM (Eurogentec)
0,2 uM (Eurogentec)
0,4 U GoTaq flexi (Promega)
20 ng

Cuadro 5. Perfiles térmicos para la RT-PCR
de los aislados PYVV, en un volumen total
de 25 pL, segin la metodologia original
(Cubillos, 2011) y la modificada en este
estudio
Cubillos, 2011

Adaptacion propuesta
en este estudio

3mina94°C Smina94°C
35 Ciclos: 35 Ciclos:

1 min a 94° C. 1 min a 94° C.

1 mina 55°C 1 mina 52°C

1 min a 68° C 1 mina 72°C

10 min a 68° C 10 mina 72° C

758 pb

Figura 2. RT-PCR en los seis

materiales
amplificados del estado Tachira y los cuatro
amplificados del estado Trujillo con el Gen CP
(758 pb). Izquierda: marcador 50 pb; derecha:
marcador 100 pb (ambos de Promega)
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257 pb

Figura 3. RT-PCR en los seis materiales
amplificados del estado Tachira y los cuatro
amplificados del estado Trujillo con el Gen
CPm (257 pb). Izquierda: marcador 50 pb;
derecha: marcador 100 pb (ambos de Promega)

CONCLUSIONES

La adaptacion realizada a la técnica RT-PCR
permitié la amplificacion de los aislados PYVV
con los iniciadores de los genes CP y CPm, es
decir, que todos resultaron RT-PCR positivos con
lo cual se confirmo infeccion en el 100% de las
muestras estudiadas, al producir fragmentos
amplificados mas nitidos y precisos que
permitieron demostrar por primera vez la
presencia del PYVV en Venezuela basados en
técnicas moleculares. Con la metodologia descrita
se cuenta con un referencial tecnolégico para su
uso en el diagnoéstico preciso del virus en las
zonas productoras de Venezuela, que puede ser
implementado para prevenir su dispersion a partir
del tubérculo-semilla.
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