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SUMMARY

The potyvirus plum pox virus (PPV) is the causal agent of Sharkas disease. This virus severely
affects stone fruit trees. Usually, the virus can be found at very low titers and unevenly distributed
in different tissues of plants. Until recently, PPV was restricted to Europe and the northern part of
Africa, but the virus was detected for the first time out of that region in Chile, in Los Tilos Regional
Center of INIA (Acufia, 1993). Considering the great importance of this disease, highly sensitive
detection techniques are required to control its spread. In this work a detection method was
optimized based on the polymerase chain reaction (PCR), which amplified a specific segment of
the viral genome.

Viral RNA present in a crude plant extract was first processed with reverse transcriptase to produce
a cDNA that was used as a template for the PCR reaction, using specific primers designed to anneal
at the 3' end of the viral genome. With this procedure, the amplification of a 243 bp fragment,
corresponding to the carboxi-terminal region of the coat protein gene (CP primers), and of a 220
bp fragment of the 3' non-coding region of PPV genome (3-NCR primers) were achieved. This
technique allowed the unequivocal detection of the virus in 24 out of 28 samples that were mostly
sero-positive with a policlonal anti-PPV antibody. However, only 36% of these samples had visual

Sharkas disease symptoms.
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INTRODUCCION

El virus plum pox (PPV) es el agente causal de la
enfermedad de Sharkas, la que causa serias pér-
didas en arboles frutales del género Prunus sp.,
debido a los graves sintomas que produce. En
cuanto a la distribucién geografica del PPV, éste
tras su aparicion en Bulgaria en 1915 (Atanasoff,
1932), se ha difundido por diversos paises eu-
ropeos (Italia, Alemania, Espafia, Francia, ex Yu-
goslavia, etc.), asi como también a algunos
paises del litoral oriental del Mediterraneo (Tur-
quia, Siria y Egipto) (Herrera, 1994b; Wetzel et
al., 1991a). Fuera de esta regiéon del mundo ha
sido detectado sélo recientemente. En América,
se detecto por primera vez en Chile, donde recien-
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temente el Servicio Agricola y Ganadero (SAG)
notificéd la presencia de PPV (Acufia, 1993). La
deteccion se realizé en el Centro Regional de In-
vestigacion La Platina del Instituto de Investiga-
ciones Agropecuarias (INIA), utilizando técnicas
tales como ELISA, microscopia electrénica e iden-
tificacion electroforética del RNA de doble hebra.
La enfermedad se encontré en plantas madres de
damasco y duraznero pertenecientes a una anti-
gua coleccién de variedades del Campo Experi-
mental Los Tilos del INIA, material importado ori-
ginalmente desde Europa (Herrera 1994a; 1994b;
figuras 1a y 1b).

El virus afecta seriamente el aspecto y desarrolio
de los frutos, lo que impide su comercializacion.
Los arboles infectados deben ser removidos, lo
que unido a las continuas inspecciones a que de-
ben someterse los cultivos susceptibles, aumenta
las pérdidas econémicas provocadas por este pa-
tégeno (Herrera, 1994a). En muchos paises con
infecciones de PPV, los frutos infectados son
indeseados como fruta de mesa o no pueden ser
exportados. En aquellos paises donde la enfer-
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FIGURA 1. Sintomas de la enfermedad de Sharkas en (a) un fruto
de damasco, cv. Bergeron; (b) unfruto de duraznero, cv. Springcrest.

FIGURE 1. Sharkas disease symptoms in (a) apricot fruit, cv.
Bergeron; (b) peach fruit, cv. Springcrest.

medad existe, pero no se ha establecido, se tienen
dificultades para la exportacion de yemas y patro-
nes (Herrera, 1994b). Es por estos motivos que
la enfermedad de Sharkas se considera como una
plaga de importancia cuarentenaria; en nuestro
pais, el SAG ha declarado el control obligatorio
de ella (MINAGRI, 1994).

El PPV es un potyvirus de tipo filamentoso, con
envoltura proteica, que posee como material ge-
nético RNA de hebra simple con polaridad positi-
va, de aproximadamente 10 kb de longitud; posee
una cola de poli-A en el extremo 3' y una proteina
unida covalentemente al extremo 5' (Riechmann
et al,, 1892). En su genoma es posible identificar
un unico marco de lectura abierto que es tradu-
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cido como una gran poliproteina, la que es subse-
cuentemente procesada a polipéptidos de menor
tamafio por una proteasa codificada por el virus
(Cervera et al., 1993; Lain et al., 1989; Maiss et al_,
1989; Riechmann et al., 1992; Teycheney et al,,
1989). El PPV es transmitido por &fidos de una
manera no persistente, aunque también se ha
descrito un aislamiento que no presenta esta ca-
racteristica; esto hace que el nimero de especies
de afidos capaces de actuar como vectores sea
importante. Ademas, este virus induce la forma-
cién de cuerpos de inclusién citoplasmicos del tipo
“pinwheel” que son caracteristicos de los potyvirus
(Riechmann et al., 1992; Maiss et al., 1989; Pappu
et al.,, 1993).

Este virus se presenta distribuido irregularmente
y a veces en muy bajas concentraciones en el hos-
pedero (Wetzel et al., 1991a), por lo que el control
de la enfermedad requiere de técnicas de detec-
cion de alta sensibilidad. El diagnéstico rutinario
de PPV se efectia en forma tradicional mediante
la inoculacion por injerto en ciertos durazneros,
pero las técnicas serolégicas son actualmente las
mas empleadas. Actualmente se dispone de anti-
cuerpos policlonales (pAB) y monoclonales (mAB)
especificos (Cambra et al.,, 1993), algunos de los
cuales son comercializados como kits de diagnés-
tico. También se ha utilizado en su identificacion
ensayos de hibridacion con sondas de DNA y
RNA, microscopia electrénica y algunos ensayos
de campo, como es la susceptibilidad selectiva de
ciertos hospederos herbaceos frente al virus
(Wetzel et al., 1991Db).

En los Ultimos afios se ha desarrollado un nuevo
sistema de deteccion de genes, de alta sensibili-
dad y especificidad, basado en una reaccién en-
zimatica usando una polimerasa termoestable
(PCR) (Saiki et ai.,1988). Esta metodologia tam-
bién es aplicable para la deteccién e identificacion
de fragmentos de RNA, como es el genoma del
virus PPV, para lo cual se recurre en primer lugar
a una transcriptasa reversa (RT), enzima capaz
de generar una copia de DNA (cDNA) a partir del
RNA original. Posteriormente, este cDNA es usa-
do como templado en la amplificacion del DNA
por PCR (Wetzel et al.,, 1991b), identificandose
por electroforesis bandas de DNA de tamafios
especificos. El proceso en su conjunto se conoce
como RT-PCR.

Dada la importancia que reviste el control y diag-
nostico de la enfermedad provocada por el PPV,
se planted como objetivo de este trabajo el optimi-
zar las metodologias de diagnéstico basadas en
RT-PCR, comparando protocolos basados en dis-
tintos métodos de obtenciéon del RNA viral, asi
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como distintos partidores de RT-PCR, para detec-
tar con la mayor confiabilidad y sensibilidad posi-
ble la presencia de este potyvirus en frutales en
Chile.

MATERIALES Y METODOS
Origen de las muestras y controles

Se analizaron 28 muestras de hojas y frutos de
damascos (Prunus armeniaca L.) cv. Bergeron y
durazneros (Prunus persica L.) cv. Springcrest,
algunos de los cuales mostraban sintomas tipicos
de PPV (Herrera, 1994a), provenientes del Centro
Regional Los Tilos del INIA (Regién Metropolita-
na). Estas muestras se colectaron entre 1992 y
1994 y se mantuvieron a -80°C. Como controles
positivos se utilizaron los serotipos de PPV M, D
y El Amar, mantenidos en hojas de hospederos
herbaceos, conservadas bajo refrigeracion. Estos
materiales fueron proporcionados por el USDA-
ARS (Departamento de Agricultura de EE.UU.).
Como control negativo se incluydé agua destilada
estéril o tejido sano, en reemplazo de los extractos
de acidos nucleicos, y se proces6 de la misma
forma que el resto de las muestras.

Pruebas serolégicas

Los ensayos de ELISA, tanto con anticuerpos poli-
clonales (pAB) como monoclonales (mAB), fueron
realizados como lo describié Herrera (1994a).

Amplificacién del genoma viral por RT-PCR

En una primera etapa, se produjo un cDNA a partir
del RNA viral presente en tejido de plantas infec-
tadas, usando la enzima transcriptasa reversa
(RT). Este cDNA se emple6 posteriormente como
templado en la reaccion de PCR, usando parti-

dores especificos que amplifican un fragmento del
extremo 3' del genoma viral.

Dos pares de oligonucleétidos fueron selecciona-
dos para efectuar la amplificacién por PCR. El pri-
mer par amplifica un segmento de 243 bp localiza-
do dentro de la regién carboxi-terminal del gen de
la proteina de cubierta de PPV (Wetzel ef a/.,
1991b) y en este trabajo seran denominados “par-
tidores de CP". El otro par de partidores amplifica
una regién de 220 bp de la regidn 3' no codificante
del genoma de PPV (Hadidi y Levy, 1994; Levy y
Hadidi, 1994), y seran llamados “partidores de
3'NCR". Las secuencias de los partidores y tama-
fio del producto esperado estan descritas en el
Cuadro 1; la ubicacién de los fragmentos ampilifi-
cados dentro del genoma de PPV se muestra en
la Figura 2. Los partidores usados en la reaccién
de RT son los precedidos por una letra "c¢”, de
complementario.

Preparacién de la muestra

Se optimizaron dos metodos para extraer acidos
nucleicos. El primero se bas6 en la absorcion de
interferentes de las reacciones de RT y PCR pre-
sentes en los extractos, usando una resina de
origen comercial (GeneReleaser™, de Bio-Ventu-
res, Inc., Murfreesboro, TN) (Levy et al., 1994);
el otro método se basé en concentrar las particu-
las virales con un anticuerpo policlonal anti-PPV
(“inmunocaptura”) (Wetzel et al.,, 1992). Para cada
caso fue necesario usar diferentes condiciones de
la reaccion de RT-PCR, como se indica a conti-
nuacién.

Preparacion de la muestra usando Gene-
Releaser (GR). Este es un método simple y rapi-
do que permite obtener un extracto del tejido ve-
getal utilizable en la reaccion de RT-PCR, exclu-

CUADRO 1. Secuencia de los partidores de RT-PCR utilizados para
la deteccion de PPV en Prunus sp

TABLE 1. Sequence of the RT-PCR primers used in the detection
of PPV in Prunus sp

Partidor® Secuencia Producto amplificado
cPPV(3')NTR® §'-GTCTCTTGCACAAGAACTATAACC-3
220 bp
hPPV(3)NTR 5'-GTAGTGGTCTCGGTATCTATCATA-3
cPPV-CP* 5'-ACCGAGACCACTACACTCCC-3 243 b
3 bp
hPPV-CP 5'-CAGACTACAGCCTCGCCAGA-3'

°c representa al partidor complementario; h representa al partidor homdélogo.
"PPV(3")NTR: partidor que se une a la regién 3' no traducida de PPV; "partidores de 3'-NCR".
‘PPV-CP: partidores que amplifican el segmento terminal del gen de la proteina de cubierta de PPV; "partidores de CP".
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PPV cP

partidores de Wetzel - 243bp

partidores de Hadidi _______ .y 220 bp

FIGURA 2. Fragmentos del RNA viral (PPV) amplificados por PCR.
El fragmento achurado corresponde al gen de la proteina de
capside (CP). Los partidores se esquematizan como rectangulos
oscuros, seguidos de una linea que representa el tamafio aproxi-
mado de los fragmentos amplificados. Ambos productos de ampli-
ficacion (243 bp y 220 bp) son parcialmente complementarios.

FIGURE 2. Viral RNA fragments amplified by PCR. Stripped fragment
correspondsto the coat protein (CP) gene. Primers are represented
as filled boxes; the size of the line represents the approximate size
of the amplified fragments. Both products (243bp and 220 bp) are
partially complementary.

yendo laboriosos pasos de purificacion de acidos
nucleicos. Con la base de una punta de micropipe-
ta P-1000 se presioné el tejido de las hojas para
obtener discos de aproximadamente 30 mg. En
caso de procesar frutos, se realizaron cortes rec-
tangulares en distintas posiciones de éste con una
hoja de afeitar estéril. El tejido colectado se triturd
con un vastago de plastico en un tubo de microfu-
ga de 1,5 ml con 100 pl de tampdn TE frio (Tris-
HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) y aproximada-
mente 40 mg de carborundo. Posteriormente, las
muestras fueron centrifugadas a 12.000 rpm a 4°C
por 1-2 min (centrifuga Eppendorf 5415C). El so-
brenadante fue removido a un tubo estéril y pues-
to en hielo. Una alicuota de 1 pl de cada muestra
fue puesta en un microtubo de 0,5 pl que contiene
23 ml de resina GeneReleaser™ recién resuspen-
dido. La mezcla del extracto con la resina fue
mezclada y puesta en hielo hasta que todas las
muestras estaban preparadas. Luego la muestra
se cubrié con una gota de aceite mineral y calenté
en un horno microonda por aproximadamente 7
minutos.

Preparaciéon de la muestra por inmunocaptura
(IC). Los extractos se prepararon moliendo hojas
o frutos en 4 volumenes de tampén CS [citrato
trisédico 50 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0; dietiltiocar-
bamato (DIECA) 20 mM y polivinilpirrolidona (PVP
K25) 2% p/v]; este proceso se realizé en una bolsa
plastica o en un tubo de microfuga de 1,5 ml.
Luego se colecté la savia y se centrifugé por 10
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min a 13.000 rpm. Una alicuota de 250 ul del
sobrenadante obtenido se aplico en una micropla-
ca que ha sido previamente activada con un pAB
anti-PPV (Bioreba); se dejé toda la noche a 4°C
en una atmosfera himeda y luego se lavo la placa
con tampén PBS. Para provocar la disrupcién de
las particulas virales capturadas se agregaron 10
wl de una solucién de Triton X-100 al 10% a 65°C
a cada pocillo y se agité en un vértex. La solucién
resultante se transfiri6 a un tubo estéril y se pro-
cesd sin un tratamiento posterior.

RT-PCR con extractos preparados por GR (GR-
PCR)

Una alicuota de 20 pl de matriz GeneReleaser que
contenia la muestra se removié inmediatamente
después de calentar en el microonda. Esta se
agregd a una mezcla de apareamiento del par-
tidor que contenia: 6 pl de tampén de RT 5X (Tris-
HCI 250 mM pH 8,3, KCI 375 mM, MgCI, 15 mM),
3 pul de DTT 0,1 My 1 pl (1 pg/pl) de partidor
complementario. Con agua estéril se ajustd el
volumen a 50 pl. Esta mezcla se agité en un
vortex brevemente, se desnaturé por calenta-
miento a 100°C por 5 min y se puso en hielo por
2 min. Posteriormente, se dejé 1a mezcla a tempe-
ratura ambiente por 30-45 min para permitir el
apareamiento del partidor. A la mezcla anterior,
se agregd 20 pl de mezcla de reaccion de cDNA
(4 yl de tampon de transcripcion reversa 5X, mas
2 ul de DTT 0,1 M, 1 pl RNasin {40 U/pl], 5 pl de
b-mercaptoetanol 0,3 M, 2,5 ul de dNTPs 10 mM
total [dATP, dCTP, dGTP y dTTP; 2,5 mM cada
uno] y 1 ul de transcriptasa reversa M-MLV
[Promega, 200 U/ul]), se agité en un vértex y se
incubd por 1,5 horas a 37 °C. El producto de esta
reaccién (cDNA) fue el sustrato para la reaccién
de PCR, en una mezcla que contenia 5 ul de tam-
pon de PCR 10X (Tris-HCI 100 mM pH 8,3, KCI
500 mM y 0,01% de gelatina), 3 wl de MgCl, 25
mM, 1 ul de dNTPs-10 mM, 1 pul de cada partidor
(6 uM cada uno) y 2,5 U de Tag DNA polimerasa
(Promega) en un volumen final de 45 ul. Antes
de agregar 5 pl de cDNA recién preparado, esta
mezcla se cubrié con una gota de aceite mineral
y se realizé una “partida en caliente”, para lo cual
se mantuvo a 85 °C por 5 min, antes de comenzatr
la reaccién de PCR (termociclador Cetus Perkin-
Elmer). Se realizé una amplificaciéon de 30 ciclos,
segun el esquema descrito por Levy et al. (1994):
30 seg a 94 °C (desnaturacion); 30 seg a 62°C
(apareamiento); 45 seg a 72 °C (elongacion), ex-
tensién final de 7 min a 72 °C. Como control ne-
gativo de la reacciéon de RT-PCR, se reemplazé
el volumen de cDNA por agua.
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RT-PCR con extractos preparados por inmuno-
captura (IC-PCR)

Se tomaron 4 ul de la solucién obtenida después
de la disrupcién viral y se agregaron a una mezcla
de transcripciéon reversa que contenia 4 pl de
tampén de RT 5X, 1 ul de dNTPs 10 mM, 1 pl de
partidor complementario (20 pM), 200 U de trans-
criptasa reversa M-MLV (200 U/pl), 2 pl de DTT
10 mM y 1 ul de RNasin (40 U/ul), completando
a 20 pl con agua estéril. Esta mezcla se cubrié
oh una gota de aceite mineral y se incubd en el
termociclador por 10 min a 23 °C, luego por 40
min a 37 °C, seguida finalmente por un periodo
de 5 min a 95 °C. La ampilificacidén se realizé agre-
gando los 20 pl de la reaccion de cDNA a una
mezcla compuesta por 10 ul de tampén de PCR
10X, 5 ul de cada partidor (20 uM), 1,3 ul de
dNTPs 10 mM, 4 ul de MgCl, 25 mM y 2 U de
Tagq DNA polimerasa, completando con agua esté-
rii hasta un volumen de 100 pl. La amplificacién
se realizé en 40 ciclos (Krczal y Avenarius, 1994)
de 30 seg a 94 °C (desnaturacion); 30 seg a62 °C
(apareamiento); 1 min a 72 °C (elongacién) y una
extension final de 10 min a 72 °C.

Anélisis electroforético de los productos am-
plificados

Los productos de la RT-PCR fueron separados por
electroforesis en un gel de poliacrilamida no-
desnaturante al 5%. Para un gel de 16x18 cm y
un espesor de 2 mm, se mezclaron 38,7 ml de
agua estéril, 5 ml de tampon TBE 10X (Tris-base
890 mM, borato 880 mM y EDTA 25 mM pH 8,3),
6,25 ml de soluciéon de acritamida:bis-acrilamida
al 40% (29:1), 50 pl de TEMED y 340 ul de per-
sulfato de amonio al 20%. En el gel se cargé un
20% de la reaccion de PCR mezclada con 1/6 del
volumen de tampén de carga 6X (azul de bromo-
fenol 0,25%, xilencianol 0,25% y glicerol 30%) y
se corrid a 120 V por aproximadamente 2 horas
en TBE 1X. La visualizacion de los productos am-
plificados se efectué por tincién con nitrato de
plata. Para ello, después de correr el gel, éste se
sumergié 4 horas en solucion de fijacién (etanol
10%, acido acético glacial 1%). Luego el gel se
incubd en una solucién de nitrato de plata 0,011
M por 1 hora y se agité constantemente. Después
de lavar dos veces el gel con agua destilada por
1 min, se agreg6 la solucién reveladora (NaOH
0,525 M y NaBH4 2 mM). El tamafo de los pro-
ductos fue determinado usando el estandar de
peso molecular DNA BioMarker™ Low (Bio-
Ventures, Inc.), cuyas bandas son de 1.000, 700,
525, 500, 400, 300, 200, 100 y 50 bp.

RESULTADOS
Anadlisis serolégico

Se analizaron 28 muestras, provenientes del
Campo Experimental Los Tilos, de las cuales 24
fueron positivas en un test de ELISA usando un
pAB anti-PPV (Sanofi), aunque sélo 10 de estas
muestras (hojas y frutos de damascos y duraz-
neros) presentaban sintomas visuales evidentes
(Cuadro 2). Al utilizar en el ELISA mAB especi-
ficos para epitopes ubicados en la proteina de
cubierta del PPV (Cambra et al.,, 1993), los que
reconocen todos los serotipos descritos de este
virus en el mundo (mAB 5B, 4DG5, 4DB12 y
1EB6, donados por el Dr. Mariano Cambra, IVIA,
Valencia, Espafia), se obtuvo reaccién positiva
con dos de las muestras que presentaban sin-
tomas de la enfermedad y ninguna reaccién en
las muestras asintomaticas (Herrera, 1994a).

Deteccidn del virus por RT-PCR: uso de la ma-
triz GR en la identificacién de PPV

Considerando los resultados de los estudios sero-
légicos, se optd por efectuar la identificacion del
PPV por un método de mayor especificidad y sen-
sibilidad, como es RT-PCR. Para ello, se optimi-
zaron dos protocolos que basicamente constan de
tres etapas: obtenciéon de un extracto crudo del
tejido infectado que contenga las particulas vira-
les, transcripcién reversa del RNA viral y ampli-
ficacion por PCR de un segmento definido del
genoma de PPV usando partidores especificos.

El primer protocolo optimizado fue aque! denomi-
nado GeneReleaser-PCR (GR-PCR). La base de
este método es usar una matriz polimérica que
une inhibidores de las enzimas que participan en
la transcripcién reversa del RNA y/o en la ampli-
ficacion del DNA. Con este método y usando los
partidores de 3'-NCR (amplifican un fragmento de
220 bp) se obtuvo un total de 21 muestras positi-
vas que presentaron la banda esperada (Figura
3, cuadros 2 y 3). Con los controles positivos (se-
rotipos D, M y El Amar), que fueron procesados
paralelamente usando el mismo protocolo, se
obtuvo igual resultado (ver Figura 3 para serotipo
D). En cambio, al utilizar los partidores de CP no
se observé presencia de la banda esperada (243
bp), ni en las muestras provenientes de Los Tilos
ni_en los controles ya mencionados (resultados no
presentados).
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Inmunocaptura de particulas virales y su
efecto en la RT-PCR

El segundo protocolo usado se denomina inmuno-
captura-PCR (IC-PCR). En este método, el cDNA
es sintetizado a partir del RNA obtenido desde
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particulas virales que han sido capturadas en una
placa de ELISA previamente activada con un pAB
anti-PPV (Wetzel et al., 1992, Krczal y Avenarius,
1994). Con este método, ademas de los controles
positivos, 20 muestras presentaron el fragmento
de 243 bp al usar los partidores que amplifican

CUADRO 2. Comparacion entre presencia de sintomas y reacciones de ELISA y RT-PCR
en hojas y frutos de durazneros y damascos

TABLE 2. Comparison between symptomatology and ELISA and RT-PCR results in peach
and apricot frults and leaves

Muestra Sintoma ELISA? GR-3'NCR® GR-CP IC-3'NCR IC-CP
1. Fruto damasco + + + - + -
2. Fruto durazno + + + - + +
3. Hoja durazno + + + - + +
4. Hoja durazno - + - - - -
5. Hoja durazno - + + - + +
6. Fruto durazno - + + - + +
7. Hoja durazno - + - - - -
8. Hoja durazno - + - - + +
9. Fruto durazno - - - - + -

10. Hoja durazno - - + - + -

11. Hoja durazno - + + - + +

12. Hoja durazno + + - + +

13. Fruto durazno + + + - + +

14. Fruto durazno - - + - + .

15. Fruto durazno - + + - + +

16. Fruto durazno - + + - + +

17. Fruto durazno - + + - + +

18. Fruto durazno - + - - - .

19. Fruto durazno - + + - + +

20. Fruto durazno - + + - * +

21. Hoja damasco + + + - + +

22. Fruto damasco + + + - + +

23. Hoja durazno + + + - + +

24. Fruto durazno + + + - + +

25. Fruto durazno - * + - + +

26. Fruto durazno + + - - + +

27. Fruto durazno + + - - - .

28. Fruto durazno - - + - + +

*Ensayo de ELISA realizado con anticuerpo policlonal anti-PPV (sanafi).

®.GR-3'NCR: RT-PCR usando los partidores de 3'NCR (Levy et al., 1984) y el protocolo que usa ia matriz GR.
-GR-CP: RT-PCR usando los partidores de CP (Wetzel ot al., 1991b) y el protocolo que usa la matriz GR.
-IC-3'NCR: RT-PCR usando los partidores de 3'NCR (Leavy ot al., 1994) y sl protocolo de 1a inmunocaptura.
-IC-CP: RT-PCR usando los partidores de CP (Wetzel ot al., 1891b) y el protocolo de la inmunocaptura.

CUADRO 3. Resumen del total de muestras positivas y negativas segin cada ensayo
indicado en el Cuadro 2 (n = 28)

TABLE 3. Total number of positive and negative samples according to the different assays
shown in Table 2 (n = 28)

Sintomas visuales ELISA GR-3'NCR IC-3'NCR GR-CP Ic-cp
10 + (35,7%) 24+ 21+ 24+ 0+ 28 +
18 - (63,3%) 4- 7- 4- 28 - 8-
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FIGURA 3. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 5% de
fragmentos de amplificacién obtenides a partir del método GR-
PCR, usando los partidores de 3'NCR. Carril 1: H.O [control ( =)];
carril 2: estandar de PM; carril 3: PPV-D; carriles 4 al 11: muestras
21ala28. Seindica posicién de la banda principal de amplificacion
(220 bp).

FIGURE 3. Polyacrilamide gel electrophoresis (5%) of samples
amplified using the GR-PCR method and the 3'NCR-primers. Lane
1: H,O [(=) control]; lane 2: MW standard; lane 3: PPV-D; lanes 4 to
11:samples 21 to 28. The migration of the main amplification band
is indicated.

la CP, mientras que no se observé amplificaciaon
cuando se usé agua como control negative (Figura
4, linea 1; cuadros 2 y 3). La banda de 220 bp que
se obtiene usando los partidores de 3'-NCR estuvo
presente en 24 de las 28 muestras procesadas
(Figura 5, cuadros 2 y 3), banda que también se
detectd en los controles positives, y que no se ob-
servé al reemplazar los acidos nucleicos virales
por agua o tejido sano.

DISCUSION
Presencia de PPV en Chile

Este trabajo reafirmé la presencia del PPV en un
huerto localizado en la Regién Metropolitana, des-
crito originalmente por Acufia (1993) y Herrera
(1994b) usando anticuerpos especificos. Cabe
destacarse que en esta oportunidad la deteccién
fue realizada en base a metodologias que reco-
nocen directamente los acidos nucleicos del virus,
como es el RT-PCR, una aproximaciéon novedosa
en nuestro pais para tejidos vegetales. Por otra
parte, los métodos implementados (GR-PCR e IC-
PCR) permiten detectar infimas cantidades del vi-
rus debido a su gran sensibilidad, lo que asegura
un diagnéstico mas certero frente a las caracteris-
ticas que poseen los potyvirus, como es su distri-
bucién irregular y bajas concentraciones en el
hospedero (Wetzel et al., 1991b).

g
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FIGURA 4. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 5% de productos
de amplificacién obtenidos usando el método IC-PCR ylos partidores
de CP. Carril 1: H,O; carril 2: estandar de PM de DNA; carril 3al 12:
muestras 1 a10; carril 13: PPV-M; carril 14: PPV-El Amar. Se indica
la banda del producto de amplificacion principal (243 bp).

FIGURE 4. Polyacrilamide gel electrophoresis (5%) of the amplified
products obtained by means of the IC-PCR method, using the CP-
primers. Lane 1: H.O; lane 2: MW standard; lane 3 to 12: samples
1 to 10; lane 13: PPV-M; lane 14: PPV-El Amar. Main amplification
product is shown indicating the size (243 bp).

FIGURA 5. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 5% que
muestra los productos de la amplificacién usando el protocolo IC-
PCR y los partidores de 3'NCR. Carril 1: Estandar de PM; carril 2
strain D; carril 3: strain M; carril 4 strain El Amar; carriles 5y 13:
H,O; carriles 6 al 12: muestras 16 al 22. Se indica la banda del
producto de amplificacién principal (220 bp).

FIGURE 5. Polyacrilamide gel electrophoresis (5%) of the amplified
products obtained by means of the IC-PCR method, using the
3'NCR-primers. Lane 1: MW standard; lane 2: strain D; lane 3:
strain M; lane 4: strain El Amar; lanes 5 and 13: H,O; lanes 6 to12:
samples 16 to 22. Main product is shown indicating the size (220
bp).

Eficiencia de distintos partidores de PCR

En cuanto a los partidores utilizados, aquellos que
amplifican el segmento de 243 bp (partidores de
CP), son los mas usados en la deteccién e identifi-
cacién de PPV (M. Cervera, Univ. de Ghent, Bélgi-
ca, comunicacion personal). Estos partidores se
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caracterizan por su polivalencia, es decir, permi-
ten la identificacion de multiples aislamientos del
virus, descritos en diferentes partes del mundo
(Wetzel ot al., 1991b). En el caso de las muestras
que fueron aisladas en Chile, tanto los partidores
de 3'-NCR como aquellos que amplifican la CP,
permitieron la identificacién de PPV, pero estos
ultimos amplificaron solamente cuando se realizé
la inmunocaptura de las particulas virales. Para
obtener la banda de 243 bp que ampilifican los
partidores de CP utilizando la matriz polimérica
(GR-PCR) seria necesario optimizar las condicio-
nes de la reaccién, para 1o cual debieran variarse,
-por ejemplo, las concentraciones de MgCl,,
dNTPs, partidores, cDNA; la temperatura de apa-
reamiento, etc. Aunque no se puede descartar que
este tratamiento afecte al templado de cDNA viral,
es menos probable que la causa de no observar
productos de amplificacién se deba a interferencia
de la matriz, dado que GR-PCR fue efectivo con
los otros partidores usados en este trabajo (3'-
NCR).

Dentro del grupo de los potyvirus se ha descrito
un bajo nivel de divergencia del extremo carboxi-
terminal del gen de la proteina de envoltura
(Wetzel ot al., 1991b; Cervera et al., 1993), region
que es amplificada por los partidores de CP. Esto
explicaria la polivalencia de estos partidores en
la identificacion del PPV, y justificaria su uso
con fines taxonémicos. Por otra parte, la regién
3'-NCR que es amplificada por los partidores del
mismo nombre ha sido descrita como heterogénea
en tamaflo, secuencia y estructura secundaria en-
tre los distintos miembros del grupo de los potyvi-
rus; sin embargo, esta secuencia no traducida es
mas conservada que el gen de la CP entre los dis-
tintos serotipos de un mismo potyvirus, lo que la
convierte en un excelente marcador genético para
ser usado con fines de diagndstico (Riechmann
et al.,, 1892). Si se comparan las secuencias de
tres aislados de PPV, la divergencia encontrada
en el extremo 3’ de los genes de CP es de 3,4%,
mientras que para la regién 3'-NCR es de sélo 1%
(Cervera et al.,, 1993). Por lo tanto, si se tuviera
que recomendar un partidor que permitiera iden-
tificar PPV en particular, se debiera recurrir a
aquellos que amplifican el segmento de 220 bp
de la regién 3'-NCR; por el contrario, los partido-
res de CP podrian reconocer a otros virus que
pertenezcan al mismo grupo, dado el alto grado
.de homologia que presenta esta regién en los
potyvirus, originando falsos resultados positivos.

Comparacién de metodologias de RT-PCR

De los dos métodos optimizados para la RT-PCR,
aquel que involucra la inmunocaptura de las parti-
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culas virales (IC-PCR) permitié detectar un nime-
ro mayor de muestras como positivas (Cuadro 3).
Esto estd determinado por un aumento en la sen-
sibilidad del método, puesto que la inmunocaptura
permite concentrar las muestras y al mismo tiem-
po disminuye los posibles interferentes presentes
en el tejido vegetal, los cuales afectan negativa-
mente los procesos enzimdticos en la transcrip-
cion reversa y la amplificacion por PCR (Wetzel
et al., 1992). Esta técnica tiene un amplio rango
de aplicaciones para la deteccién de virus u otros
patégenos (hongos, bacterias, etc). Como desven-
taja de este método de diagnéstico se puede
mencionar que es necesario conocer secuencias
especificas del genoma de interés, y se requiere
de un anticuerpo que «capture» al patégeno, lo
que incide en un aumento del costo del proceso.

Por otra parte, con el método denominado GR-
PCR se obtuvo un ndmero menor de muestras po-
sitivas (Cuadro 3), por lo que se puede inferir que
no es posible alcanzar la misma sensibilidad del
método de inmunocaptura; esta menor sensibili-
dad también se podria explicar por el menor volu-
men de muestra usado (ver Métodos). A pesar de
ello, GeneReleaser es recomendable para realizar
un screening masivo, ya que (i) es una metodolo-
gia de facil aplicacion; (ii) la sensibilidad alcanza-
da con él es similar a la obtenida con otros méto-
dos que hasta ahora se utilizan para identificacion
de patégenos (por ej., ELISA); (iii) existen venta-
jas para la preparaciéon de las muestras, puesto
que requiere de pequefias cantidades de tejido y
evita el uso de soiventes organicos que generan
desechos téxicos; y, (iv) es de bajo costo y per-
mite que con un tratamiento simple y rapido se
obtenga un extracto utilizable en la RT-PCR (Levy
et al., 1994).

Resultados de ELISA vs. RT-PCR

Respecto de las diferencias observadas entre los
resultados obtenidos con ELISA o RT-PCR, hubo
4 muestras que fueron negativas al test de ELISA
y positivas a alguno de los protocolos de RT-PCR,
mientras que otras 4 muestras fueron ELISA posi-
tivo y no presentaron la banda de amplificacién
por RT-PCR. Este resultado parece contradictorio,
dado que ELISA se considera de menor sensibili-
dad que un método basado en PCR; sin embargo,
podria explicarse como falsos positivos del ensa-
yo de ELISA, determinado por lavados ineficientes
0 por reaccién cruzada de los anticuerpos policlo-
nales. Otra explicacion para estas diferencias en-
tre ELISA y RT-PCR es que se ha demostrado que
existe una distribucién irregular del virus en el ar-
bol infectado, por lo que una misma muestra po-
dria contener varias hojas, con distinto grado de
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infeccion. Sin embargo, también es posible que
existan diferencias puntuales en las secuencias
nucleotidicas de los aislados iocales, lo que po-
dria afectar la unién de los partidores al templado
de cDNA. Si estas modificaciones puntuales de
la secuencia del virus no modifican la conforma-
cién de la proteina de cubierta (CP), entonces es
probable que la unién de los anticuerpos no se
vea afectada, obteniéndose un ensayo de ELISA
positivo.

Finalmente, existe la posibilidad de que el virus
«asintomatico» presente esta caracteristica debi-
do a que estd en bajos titulos en el arbol infecta-
do, 0 no ha alcanzado los niveles en algin com-
partimento dentro del tejido vegetal, que podria
ser un requisito para la manifestacion de los sinto-
mas («periodo de latencia»). Sin embargo, no es
ésto lo que sugieren los resultados con los mAB,
los cuales han sido preparados para detectar es-
pecificamente los diferentes aislamientos de PPV.
El que este nuevo aislamiento asintomatico sea
reconocido por un pAB anti-PPV, pero no lo sea
por los diferentes monoclonales ensayados, sugie-
re fuertemente que una porcién de la CP conserva
su estructura secundaria o terciaria, mientras que
aquellos epitopes reconocidos por los mAB han
sido modificados o perdidos. La respuesta a esta
interrogante se obtendra al secuenciar el gen de
la proteina de cubierta detl aislado chileno de PPV
en su totalidad.

Hoy, la mayor limitacion para el uso rutinario de
la RT-PCR como técnica de diagnostico es su alto
costo. Sin embargo, la gran sensibilidad y especi-
ficidad que es posible alcanzar debe ser conside-
rada al momento de evaluar costos y beneficios.
Por otra parte, se debe tener precaucién en la re-
coleccion del tejido para el andlisis, porque cuan-
do se trabaja con fitopatégenos que se distribuyen
irregularmente en el hospedero, no es dificil obte-
ner falsos negativos derivados de muestras no re-
presentativas. Ei mantenimiento de las muestras
a una temperatura que no afecte la estabilidad del
fitopatogeno es otro punto importante de control,
asi como la forma en que éstas se manipulen,
todo esto en beneficio de un diagnéstico mas
certero.

Es importante proseguir con un analisis mas pro-
fundo de las muestras infectadas con PPV, espe-
cialmente de aquellas obtenidas de arboles que
no exhibieron sintomas (Cuadro 2), pues es posi-
ble que se esté ante la presencia de un aislamien-
to avirulento o de virulencia moderada de PPV.
Si este fuera el caso, serfa posible usar este virus
atenuado en frutales de carozo, para otorgaries
«proteccién cruzada» frente a razas mas virulen-
tas del virus (Fulton, 1986). Esta proteccion cruza-
da ha sido utilizada con éxito en el control de la
enfermedad de la tristeza de los citricos (virus
RNA), especialmente en Brasil, donde, ya en el
afio 1980, existian 8 millones de arboles protegi-
dos con aislamientos moderados del virus que
provoca esta enfermedad (Costa y Muller, 1980).

RESUMEN

Elvirus plum pox (PPV, potyvirus) es el agente cau-
sal de la enfermedad de Sharkas. Este virus ataca
severamente arboles frutales de carozo, donde
usualmente se encuentra en muy bajos titulos e
iregularmente distribuido en diferentes tejidos de
la planta. Hasta ahora, PPV estaba restringido a
Europa y la parte norte de Africa, pero el virus
fue detectado por primera vez fuera de esa region,
en Chite (Acufia, 1993), en el Campo Experimental
Los Tilos del INIA (Santiago). Considerando la im-
portancia crucial de esta enfermedad, se hace ne-
cesario contar con una técnica de deteccion de
alta sensibilidad para controlar su dispersion. En
este trabajo se presenta la optimizacion de un mé-
todo de deteccion basado en la reaccion de la poli-
merasa en cadena (PCR), lograndose la amplifi-
cacion especifica de un fragmento del genoma
viral.

A partir del RNA viral presente en un extracto cru-
do de hojas o frutos, se preparé cDNA correspon-
diente al extremo 3' del virus. Este cDNA sirvié
de templado en una reaccién de PCR, usando par-
tidores que reconocen y se alinean en secuencias
especificas del extremo 3' del genoma viral. Con
este procedimiento se amplificé un fragmento de
243 bp, correspondiente a la region carboxi-termi-
nal del gen de la proteina de cubierta viral (parti-
dores de CP) y un fragmento de 220 bp de la re-
gién 3'-no codificante del genoma de PPV (parti-
dores de 3'-NCR). La amplificacion de estos frag-
mentos de ADN permitié la deteccién especifica
del virus en 24 muestras, de un total de 28, en
su mayoria sero-positivas frente a un anticuerpo
policlonal anti-PPV, aunque sélo un 36% de estas
muestras presentaban sintomas visuales de la
enfermedad.

Palabras claves: RT-PCR, enfermedad de
Sharkas, virus, diagnéstico, PPV, Prunus sp.
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