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METODO ANALITICO PARA DIAGNOSTICO FITOSANITARIO
Plum Pox Virus
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Nombres Comunes:

Enfermedad de "Sharka".

Hospederos principales y secundarios:
Prunus spp. Frutales de Carozo (hueso).

El virus afecta a un gran numero de especies y variedades del género Prunus; ocacionalmente puede infectar al almendro.

Introduccion:

Plum Pox Virus (PPV), enfermedad de "Sharka", es el virus de mayor importancia econémica en Europa para los frutales
de carozo. Numerosas plantas anuales pueden infectarse artificialmente y podrian actuar como reservorio del inéculo en
el campo, pero nunca se ha demostrado una transmision natural entre hospederos herbaceos y Prunus (4). Entre los
huéspedes lefiosos la fuente natural mas importante de infeccion es Prunus spinosa la cual generalmente no muestra

sintomas (3).

El virus es transmitido por varias especies de afidos en forma no persistente y transmisible por injerto y por
inoculaciones de savia a huéspedes herbaceos (6, 8). De diez especies de pulgones sefialadas como vectores de PPV, las
mas eficaces son Myzus persicae, Brachycaudus helichryse, B. cardui y Phorodon humuli (22). Su transmision por polen

o semilla no ha sido demostrada (19).

El virus tiene una erratica distribucion en las plantas y junto a su bajo titulo en épocas de calor hacen dificil su deteccion
(4, 6), lo que obliga a procesar varias muestras, al menos cinco por cada arbol (22).

La propagacion sistémica del virus dentro del arbol es lenta, arboles nuevos demoran 3 - 4 afios para estar totalmente
infectados y en arboles viejos el proceso puede demorar mas tiempo. La infeccion parcial complica los procedimientos
de diagnostico. Puede ocurrir que tras la primera infeccion aparezcan sintomas severos, pero que desaparezcan al cabo
de un tiempo. Los sintomas pueden variar también de afio en afio en el mismo arbol. La susceptibilidad también difiere



considerablemente de acuerdo a la variedad.

La diseminacion en huertos depende de las condiciones climaticas en un afio en particular, de los cultivares y de la raza
involucrada, la que puede o no ser transmitidas por afidos (9).

Caracterizacion y deteccion:

1-. Morfologia:

Plum Pox Virus pertenece al grupo de los potyvirus, cuyas particulas filamentosas miden aproximadamente 750
nm de largo. Su genoma consiste en una Unica molécula de ARN de cadena simple de 3,5 x 106 Da (4, §, 22).

En los ultimos afos se ha determinado la secuencia de nucleo6tidos de varios aislados de PPV (13, 18).

En el citoplasma de hojas y frutos infectados se encuentran inclusiones proteicas del tipo "pinwheel" (molino de
viento) (2, 8).

2-. Razas:
Hasta hace poco se habian descrito dos grupos de serotipos con limitada variabilidad intragrupo:

o El serotipo D (Dideron, Francia) que afecta principalmente a damascos y ciruelos. En damasco produce
sintomas severos que impiden su consumo e incluso su destino industrial. En ciruelo europeo deforman
gravemente el fruto y manifiestan una clara sintomatologia foliar al igual que en ciruelo japonés, donde
los frutos no suelen presentar sintomas. Los tipos D causan también sintomas de ligeros anillos y
depresiones en los frutos de duraznero y nectarino, los que se infectan naturalmente en forma ocasional.

o Los tipos M (Marcus, Grecia), provocan sintomas en damasco y ciruelo como los que producen las cepas
D, pero en duraznero y nectarino son mas severos y se difunden rapidamente entre estos (5, 6).

o Ultimamente se ha determinado un tercer grupo denominado "El Amar" en Egipto que podria
corresponder a una variante de la raza M (21).

Inspeccion directa:

1-. Sintomatologia:

Un método utilizable para el diagndstico es la observacion de sintomas, en hojas y en frutos, que debe ser
realizada por personal especialmente capacitado para ello. Este método sencillo y rapido permite prospectar areas
extensas en poco tiempo. Los sintomas pueden aparecer sobre hojas y frutos, y esta sintomatologia esta
ampliamente descrita para las distintas especies y variedades (2, 8). Diversos factores inciden en la gravedad o
expresion de los sintomas; especies y variedad del arbol frutal, aislado o cepa del virus, condiciones ambientales,

de suelo, etc. (6).

El virus de la sharka produce sintomas en hojas y frutos de damasco y ciruelos y en frutos solamente en
duraznero y nectarino. En las hojas se observan manchas, anillos o bandas cloréticas de diferentes tamaiios
forma y distribucion. En ciruelo estos sintomas pueden necrosarse y formar un cribado especial (perforaciones).
En los frutos de ciruelo de variedades sensibles, los sintomas aparecen antes de la madurez y consisten en
manchas, depresiones o deformaciones en la superficie. La carne subyacente toma un aspecto suberoso y exuda

goma.

En damasco los sintomas son similares, produciéndose ademas anillos en el hueso. En duraznero los sintomas
consisten en manchas y anillos en los frutos. En muchas variedades se produce la caida de los frutos afectados
antes de la madurez comercial (16).



Técnicas Analiticas:

1-. Transmision a huéspedes herbaceos:

Comunmente usados como indicadores herbaceos han sido Chenopodium foetidum y Nicotiana clevelandii (2),
pero el rango de huéspedes es amplio incluyendo malezas y plantas de jardin. En la transmision mecanica el
virus puede inducir en algunos casos necrosis, amarillez o sintomas intermedios. El tejido vegetal infectado con
sintomas es macerado en fosfato buffer 0,5 M, pH 7,2- 7,4, mas carbon activado 5 mg/ml y DIECA 0,2% (5). La
inoculacidén en Chenopodium foetidum produce lesiones locales después de 6 a 8 dias en las hojas inoculadas.
Nicotiana clevelandii, Nicotiana benthamiana y Pisum sativum se utilizan para multiplicar el PPV y luego
purificarlo (8,16, 17).

2-. Transmision a indicadores leiiosos:

El diagnostico y deteccion rutinaria del Plum Pox Virus se ha efectuado en forma tradicional injertando yemas
infectadas sobre indicadores lefiosos (P. persica y P. tomentosa) temprano en la primavera, apareciendo los
sintomas 6 a 8 semanas después del injerto. Los sintomas en durazneros francos consisten en clareo de venas y
manchas a lo largo de éstas, rizado de las hojas (2, 19, 22). P. persica G.F. 305 o Elberta injertado y mantenido
en invernadero a 20° C, mostrd sintomas en 12 semanas; P. tomentosa 1.R. 473/1 o L.R. 474/1, injertado y

mantenido en invernadero a 22° C mostrd sintomas en 12 semanas (19).

Para realizar las pruebas de infectividad; transmision por injerto a indicadores lefiosos, transmision mecénica a
plantas herbaceas o experimental mediante pulgones, se deben disponer de invernaderos climatizados y
protegidos con mallas antiafidos.

3-. Métodos E.L.I.S.A. (Enzyme - Linked Inmunosorbent Assay):

Las técnicas serologicas de E.L.I.S.A. (DAS o DASI, convencionales o biotina - streptoavidina) son actualmente
las mas usadas por sus ventajas. Pueden detectar bajas concentraciones de PPV. En forma comercial se dispone
de antisueros; anticuerpos policlonales (Agdia, Sanofi) y de anticuerpos monoclonales especificos (Durviz,

Ingenasa) que son comercializados en estuches o kits de diagnostico.

Existen anticuerpos monoclonales que solos o en mezclas reconocen todas las cepas del virus y por su alta
especificidad y sensibilidad, son més aconsejables para el diagnostico de rutina. También hay anticuerpos
monoclonales muy selectivos y otros que solo reconocen aislados del tipo D, pudiendo detectar selectivamente

los aislados del tipo M para fines de erradicacion.

Los protocolos del E.L.I.S.A. estan disponibles y tienen algunas diferencias de acuerdo a las casas comerciales
que producen los estuches.

Procedimiento de muestreo para la técnica E.L.I.S.A.:

La distribucion erratica del PPV en las plantas y su bajo titulo en las épocas de calor dificultan la deteccion mediante
E.L.I.S.A. Las muestras deben ser tomadas durante la primavera cuando el crecimiento del brote nuevo es casi completo
hasta la aparicion de los primeros calores a principios del verano (16, 20, 22). Normalmente en este estado la
concentracion del virus es mas alta. Hojas, brotes nuevos, frutos, flores, raices y corteza constituyen material para

analisis (1, 2).

Por cada arbol se colectan cuatro o cinco brotes de 10 - 15 cm de longitud, tomando un brote de cada punto cardinal o de
una posicion equidistante dentro de la copa del arbol. Alternativamente se colectan hojas seleccionadas al azar en la
parte central de la copa. Las hojas o brotes de cada arbol se unen constituyendo una sola muestra (20, 22), conservar a 4°

C hasta su uso (16).

En la practica en vivero, un brote de cada tres o cuatro plantas distintas forman una sola muestra. Si en el laboratorio se
cuenta con maceradores es posible utilizar la parte lefiosa de los brotes tiernos, sin las hojas. En el caso de utilizar

morteros o bolsas de plastico es mas facil el uso de las hojas de estos brotes.



ELISA - DAS (5):

o Sensibilizacion de la placa: diluir el anticuerpo monoclonal (1ug/ml.) con buffer carbonato pH 9,6.
Utilizar 200ul. de esta solucion en cada posillo. Incubar 4 horas a 37?C. o toda la noche a 47C.

o Lavado: lavar los pocillos tres veces con PBS-T.

O Adicion de la muestra: afiadir 200 ul. de una solucion del extracto de plantas macerado en buffer de
extraccion (p/v = 1/10) a cada posillo. Incubar 16 horas a 4?C.

o Lavado: lavar los pocillos tres veces con PBS-T.

O Adicion de anticuerpos monoclonales biotinilados (primer conjugado): diluir anticuerpos monoclonales
(0.1 ug./ml.) con PBS y agragar 200 ul. a cada pocillo. Incubar 3 horas a 377C.

o Lavado: lavar los pocillos tres veces con PBS-T.

Adicién de estreptoavidina conjugada con fosfatasa alcalina (segundo conjugado): diluir la

estreptoavidina conjugada con fosfatasa alcalina 1/1000 en PBS y agregar 200 ul. a cada pocillo. Incubar

30 minutos a 25?C.

Lavado: lavar los pocillos tres veces con PBS-T.

O

Adicion del substrato: afiadir 200 ul. de PNP en buffer sustrato, a cada pocillo.
Lectura a 405 nm. o evaluacion visual: lectura a los 15, 30 y 60 minutos.
Preparacion de buffer en anexo.

O O O O

ELISA - DASI (5, 7):

O Sensibilizacién de placa: diluir las inmunoglobulinas policlonales de conejo anti-PPV (1-2 ug./ml.) en
buffer carbonato pH 9,6. Agregar 200 ul. a cada pocillo. Incubar 4 horas a 37?C. o 16 horas a 47C.

o Lavado: lavar los pocillos tres veces con PBS-T.

O Adicion de la muestra: agregar 200 ul. a cada pocillo de la muestra vegetal macerada en buffer de
extraccion (p/v = 1/10 6 1/20); PBS pH 7,2- 7,4, mas 0,2% DIECA mas 2% PVP-10. Incubar 16 horas a
42C.

o Lavado: lavar los pocillos tres veces con PBS-T.

o Adicion del anticuerpo monoclonal especifico: diluir los anticuerpos monoclonales (0,1 ug/ml.) en PBS
mas 0,5% de albimina de suero bovino (BSA). Agregar 200 ul. a cada pocillo. Incubar 2 horas a 377C.

o Lavado: lavar los pocillos tres veces con PBS-T.

O Adicion de inmunoglobulinas anti-raton conjugadas con fosfatasa alcalina: diluir las inmunoglobulinas
anti-raton conjugadas con fosfatasa alcalina 1/1000 en PBS mas 0,5% de albtimina de suero bovino
(BSA). Agregar 200 ul. a cada pocillo. Incubar 2 horas a 377C.

o Lavado: lavar los pocillos tres veces con PBS-T.

o Revelado y lectura de resultados: preparar una solucion de substrato de fosfatasa alcalina (p-
nitrofenilfosfato) de 1 mg./ml. en buffer substrato. Agregar 200 ul. a cada pocillo. Incubar a temperatura
ambiente y realizar lecturas (405 nm.) a los 15, 30 y 60 minutos.

O - Preparacién de buffer en anexo.

4-. Sondas complementarias de ADN ¢(DNA):

Hibridacion molecular usando ADN complementario ¢c(DNA) es un método altamente especifico y sensible para
identificar, caracterizar y comparar viroides y virus. Como las sondas ¢(DNA) no estan limitadas a la
informacion genética de la cubierta de proteinas son especialmente ttiles para la diferenciacion de razas y

también para particulas de virus que han perdido parte o la totalidad de la cubierta de proteina.

También son utiles para evitar reacciones no especificas que ocurren en las pruebas seroldgicas. En el caso de
las sondas ¢(DNA) de PPV hay una cierta especificidad para la cepa respectiva de PPV (ya sea D o M)
correlacionada con la especificidad serologica (24).

5-. Hibridacion molecular:

Preparacion de la muestra (25, 26):



O Macerar el tejido vegetal en buffer citrato 50 mM, pH 8,3, (p/v=1/4), conteniendo dietilditiocarbamato
(DIECA) 20mM y 2% de polivinilpirrolidona (PVP).

o0 Centrifugar 10 min. en microcentrifuga Eppendorf.

o Diluir el sobrenadante 10 veces en SSC 12x,formaldehido 6% (SSC es NaCl 150 mM, citrato trisodio
15mM, pH 7).

0 Colocar 10 ul. en una membrana de nitrocelulosa saturada con SSC 20x.

O Secar las membranas al aire y colocarlas en un horno a 80?C. por 2 horas.

Condiciones de hibridacion (24, 25):

O Prehibridacion, realizada en bolsas de polietileno a 50?C. durante 3 horas en formamida al 50%, fosfato
buffer 50mM, pH 6,5, SSC 5x (SSC 1x = NaCl 150mM, citrato de sodio 15 mM pH 7,0), sodiododecil
sulfato (SDS) 0,1%, etilendiamina tetraacetato (EDTA) 1mM, albtimina de suero bovino (BSA) 0,05%,
ficoll 0,05%, polivinilpirrolidona (PVP) 0,05% y 200 ug./ml. de ADN desnaturalizado de esperma de

salmon (1ml. de buffer por 10 cm2de membrana.

O Hibridacion; realizada a 50?C. por 15 min. con solucion fresca de hibridacion luego de agregarle la sonda
ARN desnaturalizada (1x106cpm/ml. de buffer de hibridacion).

o0 Las membranas se lavan 4 veces, por 20 min. a 65?C. en SSC 0,1x, SDS 0,1%.

O Autorradiografia de las membranas secadas a 80?C. durante 48 horas usando pelicula Kodak-XAR y
pantallas intensificadoras.

o Las sondas ARN marcadas con P-32 correspondientes a proteinas estructurales y no estructurales de PPV-
D fueron sintetizadas usando el Kit Riboprobe Gemini System (Promega).(25, 26).

6-. ISEM (Microscopia Electronica Inmunoespecifica):

Un método basado en el mismo principio de la técnica E.L.I.S.A., de inmovilizacion de concentracion del
antigeno se usa en microscopia electronica, ISEM.

o Larejilla porta objetos se sensibiliza en este caso con los anticuerpos del PPV, los cuales quedan
adsorbidos a ésta.

O Solamente las particulas del virus correspondiente (relacionadas serologicamente) van a ser capturadas y
concentradas en la rejilla. Esto facilitara la observacion cuando la concentracion del virus es baja.

O Para el caso de PPV, las rejillas se mantienen "flotando" por 5 minutos en gotas de antisuero diluido

1:1000. Luego de un lavado se coloca nuevamente "flotando" durante 15 minutos en savia de frutos
enfermos macerados en fosfato "buffer" 0.1 M a pH 7.0, conteniendo 2% de polivinilpirrolidona. La

rejilla se lava nuevamente y se tifie con acetato de uranilo al 2% (15).

O Variaciones en este método al igual que en el E.L.I.S.A. pueden realizarse para lograr una mayor
concentracion de particulas "atrapadas" y asi una mejor observacion.

o Esta técnica permite también establecer relaciones seroldgicas entre las razas o entre virus (6).

7-. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR):

PCR consiste en la amplificacion "in vitro" de un segmento de ADN, de manera que cantidades imperceptibles
de dicho segmento son amplificadas en cantidades facilmente detectables.

Para realizar una PCR previamente se deben extraer los acidos nucleicos de la muestra, y si el virus es ARN
como en el caso del PPV, es necesario sintetizar un ADN complementario ¢(DNA) al ARN extraido de la
muestra, por medio del proceso de la transcripcion reversa. Los protocolos para realizarlos usan en distintas
proporciones segun sea el caso, una transcriptasa reversa, un "buffer", deoxinucledsidos trifosfato (ANTP), un
partidor o "primer" complementario a la secuencia del ARN (virus) y periodos de incubacion a un tiempo y

temperaturas determinadas.

Una vez obtenido el c(DNA) se realiza la reaccion de la polimerasa en cadena utilizando una ADN polimerasa,
un "buffer" adecuado, dNTP, un par de partidores complementarios a cada uno de las respectivas cadenas de
ADN y el ¢(DNA) obtenido de las transcripcion reversa. Esto es incubado en un termociclador que efectuara los
ciclos que sean programados. Estos ciclos constan de una denaturacion del ADN, hibridizacion de las hebras de



ADN con los partidores o "primers" y finalmente una extension.

Los productos de la reaccion son visualizados mediante una electroforesis en agarosa o poliacrilamida para una
mayor sensibilidad, donde se observara presencia o ausencia de una banda correspondiente al tamafio del
segmento de acido nucleico que se quiere detectar (11).

8-. Inmunocaptura - PCR (12, 14) (todos los reactivos deben ser manejados en hielo):
Tapizado de tubos con anticuerpos:

O Agregar a cada tubo 100 ul. de una solucion en tampoén carbonato de anticuerpos frente al virus (1-2

ug/ml.).
o Incubar 3 a 4 horas a 37 C. o durante toda la noche a 4 C.
o Decantar
o Lavar 2 veces con 150 ul. de tampdn de lavado (PBS-T).
o Decantar bien

Preparacion del extracto vegetal:

O Macerar las muestras de plantas (hojas, corteza, etc.) en un tampon de extraccion similar al usado para la
deteccion de virus por el método ELISA (PBS mas 2% PVP mas 0,2% DIECA).
o Dispensar en tubos Eppendorf y centrifugar unos min.

Inmunocaptura:

o Agregar 100 ul. del sobrenadante a los tubos previamente tapizados con anticuerpos
O Incubar 2 a 4 horas a 37 C. o durante toda la noche a 4 C.

o Decantar.

o Lavar con tampon de lavado 2 veces.

O Decantar bien.

Amplificacion:

O A cada tubo agregar 25 ul. de la mezcla de reactivos para la reaccion PCR.
O Pasar por el Vortex o centrifugar algunos seg.

O Cubrir con 50 ul. de aceite mineral (si el termociclador lo requiere) y colocar al termociclador y efectuar
los siguientes ciclos: 49 ciclos (45 min. a 42?C, (transcripcion reversa); 02 min. a 92 C. (denaturacion);
30 seg. a92?C), 30 seg. a 62 C, 01 min.a 72 C.

Visualizacion:
Efectuar electroforesis el gel de agarosa al 3% con bromuro de etidio.

La region del genoma del PPV seleccionado para la amplificacion es de 243 bp, que codifica el carboxilo
terminal de la cubierta de proteina. El par de oligonucleotidos usados era descrito por Wetzel et. al.(1991):
5'ACCGAGACCACTACACTCCC 3'("sense primer"), y SSCAGACTACAGCCTCGCCAGA, 3'("antisense
primer").(3).

Evaluacion de la técnica de deteccion y diagnéstico:

e La utilizacion exclusiva de anticuerpos policlonales de PPV en la prueba ELISA no permite concluir que las
reacciones positivas sean inicamente causadas por el PPV (1,6).



e ELISA con policlonales se limita a confirmar la presencia, pero no la ausencia de PPV (1,2).

e Los resultados son mas confiables después que los sintomas foliares han aparecido.

e La prueba ELISA es un método muy eficaz, sensible y fiable para la deteccion de PPV (22). Al utilizar
anticuerpos monoclonales es posible incluso diferenciar razas lo que la hace mas recomendable para el
diagnoéstico de PPV en forma masiva (6).

e [a microscopia electronica es también una técnica rapida y sensible. La dificultad principal es la distribucion

irregular del virus dentro del arbol infectado lo que obliga a procesar varias muestras por cada arbol. (22). El alto
costo del equipo y de la muestra individual impide usarla para pruebas de rutina o aplicarla a gran numero de
muestras. Esta técnica sola tampoco permite un diagnostico fiable.

e Eluso de sondas para hibridacion molecular requiere equipo de laboratorio mas especializado y considerable
experiencia, sobre todo si se va a trabajar con radiactividad. Es ideal para el trabajo de investigacion, pero puede
implementarse para deteccion de rutina (10). La sensibilidad de esta técnica es superior a la de ELISA (24, 25).

e El uso de inmunocaptura/PCR , (IC/PCR), para deteccion de PPV demostré el aumento de la sensibilidad de esta
técnica, cuando se compard con hibridacion molecular usando sondas cRNA marcadas con 32P o ELISA (26,
27). IC/PCR detect6 el virus en la mayoria de las muestras infectadas analizadas (90%). Las 5 mil veces mas alta
sensibilidad de IC/PCR cuando se compar6 con ELISA, la cual es la técnica corrientemente usada, demuestra el
gran potencial de IC/PCR para la deteccidon de rutina de PPV. Al momento, la mayor limitacion del uso rutinario
de PCR o IC/PCR para "indexing" de rutina de PPV es probablemente el alto costo. Puede ser mas cara que
ELISA. Sin embargo en tiempo no son muy diferentes (27).

e Una buena correlacion era obtenida entre ELISA, hibridacién molecular e IC/PCR. Todas las muestras que eran
positivas por ELISA(28/50) eran también positivas por hibridaciéon molecular e IC/PCR. Hibridaciéon molecular
detecto el virus en siete muestras adicionales (35/50), confirmando su mas alta sensibilidad para la deteccion de
PPV. Usando IC/PCR, el virus se detecto en 45/50 de las muestras demostrando la mas alta sensibilidad para la

deteccion de PPV (27).

e IC/PCR detecto el virus en todas las muestras con sintomas (18/18) y en 84% (27/32) de las muestras sin
sintomas. ELISA e Hibridacion molecular detectaron el virus en 47% (15/32) y 62% (30/32), respectivamente de
estas muestras. Esto demuestra la habilidad de IC/PCR para detectar bajas concentraciones de virus en muestras

de campo (27).
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ANEXOS

Anexo 1:

1-. REACTIVOS ELISA - DAS y DASI:

Buffer carbonato pH 9,6 para 1000 ml.

Na2CO03 1,59 g.
NaHCO 2,93 g.
NaN3 (optativo) 0,20 g.

Disolver en agua destilada hasta 1000 ml.

PBS pH 7,2-7,4 para 1000 ml.:

NaCl 8,00
KH2PO4 0,20
Na2HP0O4x12H20 2,90
KC1 0,20
NaN3 (optativo) 0,20

Q QO QO Qv Y

Disolver en agua destilada hasta 1000 ml.

Buffer de extraccion para 1000 ml.:

Dietilditiocarbomato sdédico (DIECA) 2,00 g.
Polivinil pirrolidona (PVP - 10) 20,00 g.

Disolver en PBS (pH 7,2 - 7,4) hasta 1000 ml.

Solucion de lavado (PBS-T) para 1000 ml.:

Tween 20 0,50 ml.
PBS 500 ml.
Agua destilada 500 ml.
NaN3 (optativo) 0,20 gr.

Buffer sustrato (pH 9,8) para 1000 ml.:

Dietanolamina 97 ml.

Diluir en 800 ml. de agua destilada
NaN3 (optativo) 0,2 g.

Ajustar pH 9,8 con HCI concentrado.
Ajustar a 1000 ml. con agua destilada.



Anexo 2:

1-. Reactivos PCR:

Para 25 ul de reaccion:

1,7% Triton X100 3,0 ul

10X buffer reaccidn 2,5 ul

25mM dNTP mezcla 0,25 ul

100 uM primers 0,25 ul c/u
AMV RTase 0,25 U

Tag Polymerasa 0,5 U

Agua destilada hasta 25 ul
Buffer 10X PCR:

Tris - HCl, pH 8,8 100 mM
MgCl2 15 mM

KC1l 500 mM
Triton X100 1%



