Este protocolo de diagndstico fue adoptado por el Comité de Normas, en nombre de la Comisién de Medidas Fitosanitarias,
en enero de 2015.

Este anexo es una parte prescriptiva de la NIMF 27.
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PD7 Protocolos de diagndstico para plagas reglamentadas

1.  Informacién sobre plagas

Los viroides son moléculas de ARN monocatenario circular cerrado covalentemente de entre 239 y
401 nucledtidos de longitud, sin capsida, que son replicadas por enzimas del hospedante (Hammond y
Owens, 2006).EI viroide del tubérculo fusiforme de la papa (patata) (potato spindle tuber viroid, PSTVd;
género Pospiviroid) por lo general tiene una longitud de 359 nucle6tidos, pero se han descrito cepas
aisladas del PSTVd de entre 341 y 364 nucleotidos (Wassenegger et al., 1994; Shamloul et al., 1997;
Jeffries, 1998). Se han descrito cepas con efectos leves o graves, segln los sintomas que ocasionan en
cultivares susceptibles de tomate, por ejemplo, en el cv. ‘Rutgers’ de Solanum lycopersicum L. (tomate),
(Fernow, 1967).

El rango de hospedantes naturales del PSTVd es relativamente reducido. Sus hospg
primarios son especies de Solanum que forman estolones y tubérculos, como Sol
(papa) y S. lycopersicum (tomate), aunque también se ha encontrado en Capsic

americanay S. muricatum. ElI PSTVd se ha detectado en especies de plantas orna ilia
Solanaceae de multiplicacién principalmente vegetativa (concretameg ) spp.,
Cestrum spp., Datura sp., Lycianthes rantonetti, Petunia spp., Physg 3 T Spp. Y
Streptosolen jamesonii), pero también en Chrysanthemum sp. y e fa, de la familia
Asteraceae (para mas detalles, véase CABI (s. f.)). Su rango de hospeN ntal es amplio e
incluye especies de la familia Solanaceae y también algunas egpecies de @ IS nueve familias
La mayoria de los hospedantes muestran pocos o ningln si : ingh, 1973; Singh
et al., 2003).

También se han detectado infecciones de S. tuber d en algunos paises o estados de
Africa, Asia, Europa Oriental, América del Norte #PPO/CABI, 1\@7), América Central (Badilla et al.,
1999), América del Sury el Oriente Medio (Hadi : i bargo, su distribucién geogréafica

es mas amplia en las especies de plantas orname
la distribucion geogréfica).

En Solanum tuberosum el principal i ersion del PSTVd es la multiplicacion vegetativa,
aunque también se disemina por co
tubérculos para siembra (Ham . EI PSTVd se transmite por la semilla verdadera
de papa — podré estar infectad as semillas (Fernow et al., 1970; Singh, 1970)—y
también por el polen (Grasmick y\@lack, 1983y Singh et al., 1992). De Bokx y Pirone (1981) notificaron
i6 j el afido Macrosiphum euphorbiae, pero no por los afidos Myzus
persicae ni Aul i embargo, se ha descrito la transmisién y la adquisicion
ae a partir de plantas infectadas a la vez por el PSTVdy el virus
e la papa (potato leafroll virus, PLRV) (Salazar et al., 1995; Singh y Kurz,
strd que el PSTVd estaba encapsidado heterologamente dentro de
al., 1997), un fenébmeno que podra tener repercusiones importantes en

jcum, el PSTVd se dispersa facilmente por contacto y se ha comprobado que se
por el polen y las semillas (Kryczynski et al., 1988; Singh, 1970). Se ha demostrado que la
p mediante semillas de tomate contribuye a la dispersion internacional del PSTVd (van
I, 2014) y es posible que el PSTVd también se disperse en semillas de chile (Capsicum)
infectadas (Lebas et al., 2005).

Las especies de plantas ornamentales infectadas podran actuar como fuente de in6culo si se manipulan
antes de tocar otras plantas susceptibles y se ha comprobado que son una via para la dispersién
internacional del PSTVd (Navarro et al., 2009; Verhoeven et al., 2010). Se comprob6 que no habia
transmision del PSTVd por Apis mellifera, Bombus terrestris, Frankliniella occidentalis ni Thrips tabaci
(Nielsen et al., 2012).

ElI PSTVd es el Gnico viroide que se sabe que infecta naturalmente a especies cultivadas de Solanum,
aunque el viroide de la papita mexicana (Mexican papita viroid, MPVd) infecta a la especie silvestre
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S. cardiophyllum (Martinez-Soriano et al., 1996). Otras especies de viroides del género Pospiviroid
infectan experimentalmente a S. tuberosum (Verhoeven et al., 2004).

Ademaés del PSTVd, se han detectado otros pospiviroides que infectan a S. lycopersicum de manera
natural, como el viroide de la exocortis de los citricos (citrus exocortis viroid, CEVd; Mishra et al.,
1991), el viroide latente de Columnea (Columnea latent viroid, CLVd; Verhoeven et al., 2004), el
viroide de la papita mexicana (Mexican papita viroid, MPVd; Ling y Bledsoe, 2009), el achatamiento
del fruto del pimiento (pepper chat fruit viroid, PCFVd; Reanwarakorn et al., 2011), el viroide del
enanismo apical del tomate (tomato apical stunt viroid, TASVd; Walter, 1987), el viroide del enanismo
clorético del tomate (tomato chlorotic dwarf viroid, TCDVd; Singh et al., 1999) y el viroide de la planta
macho del tomate (tomato planta macho viroid, TPMVd; Galindo et al., 1982).

2. Informacion taxonémica

Nombre: Potato spindle tuber viroid (PSTVd)

Sinénimos en inglés: potato spindle tuber virus, potato gothic virus
Posicién taxonémica: Pospiviroidae, Pospiviroid

Nombres comunes en espafiol: viroide del tubérculo fusifor .
“enfermedad” del tubérculo . ¥ simplemente
“tubérculo fusiforme de la pa| jru¥enfermedad del
tubérculo ahusado de

3. Deteccion

La apariencia y la gravedad de los smtomas varig@en funcionji la cepa de PSTVd, del cultivar y del
medio amblente En S. tuberosum Ia infecad atica o cursar con sintomas desde leves

en vista superior; hojas de color verd as). Los tubérculos pueden ser de tamafio reducido
deformes, fusiformes o con forga d argados con un estrechamiento central), con ojos
prominentes manifiestos distrifg i cflfe (EPPO, 2004). En S. lycopersicum los sintomas
incluyen retraso del crecimiento\@pi g ad vy torsion lateral de los foliolos nuevos; clorosis,

enrojecimiento, fragilidad y necRgsi ojas; frutos de tamafio reducido y que no maduran
completamente (Ma : . Hailstones et al., 2003; Lebas et al., 2005). En C. annuum los
i i dos de las hojas cercanas a la parte superior de la planta (Lebas
de plantas ornamentales investigadas hasta la fecha muestra

ran como opciones en la Figura 1, pero para la identificacion es necesario
< p de la reaccion en cadena de la polimerasa (RCP o PCR, por sus siglas en inglés),
; Ias pruebas no son especificas para el PSTVd y detectaran también otros viroides. La
On también servira para evitar la notificacion de falsos positivos. Si se considera que la
patogenici®g es importante se podré realizar la indexacién biologica. Si la identificacion del PSTVd
constituye la primera deteccion en un pais, se podra confirmar el diagnéstico en otro laboratorio.

Deberian incluirse en todas las pruebas los controles pertinentes para minimizar el riesgo de falsos
positivos o falsos negativos en los resultados.
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Deteccion para muestras asintomaticas y sintomaticas

Opcién 1 Opcibn 2 Opcién 3
Analisis moleculares genéricos para Métodos moleculares mas Deteccién biolégica
pospiviroides (Seccién 3.3.3) especificos para la deteccion (Seccién 3.2)

Electroforesis bidireccional en gel de del PSTVd (Seccion 3.3.4)

poliacrilamida (R-PAGE) RT-PCR convencional y en tiempo
Hibridacion con sonda de ARNc marcada real N l

Resultado Resultado

l ................................................................

Viroide
detectado*

Optativo

Figura 1. Requisitos minimos para la deteccion e ide
(Potato spindle tuber viroid, PSTVd)

* La identificacion podra no ser necesaria en el caso d
determinadas circunstancias, por ejemplo, 3

Nota: Si se sospecha la presencia de un
caracteristicos) pero se obtiene un resul
confirmar el resultado.

or ejemplo, por la presencia de sintomas
na prueba, deberia realizarse otra prueba distinta para

El presente anexo se gcupa de \@ deteccion del PSTVd; no se ha elaborado para la deteccion e
identificacion de otr, i spiviroides. No obstante, para elegir un método de deteccion e
identificacion de posible presencia de otros viroides, por lo que en este anexo se
describen mét ioni ificos que detectaran todos los viroides conocidos, incluidos los
Vd. Para la identificacién se debera secuenciar el producto de la PCR.

Segun se publicaron, ya que en ellos se definid el nivel inicial de sensibilidad, especificidad
cibilidad adquirido. EI uso de nombres de reactivos, productos quimicos o equipo en estos
diagndstico no implica su aprobacién ni la exclusion de otros que también podran ser
adecuados. Los procedimientos de laboratorio presentados en los protocolos podran ajustarse a las
normas de los laboratorios individuales, siempre que estén adecuadamente validadas. La Organizacion
Europea y Mediterranea de Proteccion de las Plantas (OEPP) (EPPO, 2014) proporciona
recomendaciones relativas a la validacion de métodos de fitodiagndstico.

El rendimiento de una prueba molecular esta determinado tanto por la matriz que se va a analizar como
por la posterior eleccion de los métodos de preparacidn de la muestra, extraccidn del acido nucleico y
deteccion e identificacion. En el Cuadro 1 se ofrece una vision general de los datos de validacion
disponibles para diferentes matrices y combinaciones de métodos. Los pormenores de estos métodos se
describen en los parrafos correspondientes o en las referencias indicadas.
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3.1 Muestreo

La NIMF 31 (Metodologias para muestreo de envios) brinda orientacion general sobre las metodologias
de muestreo.

Microplantas de S. tuberosum y plantas de S. tuberosum cultivadas en invernadero. En el caso de
las microplantas, deberia utilizarse como muestra la planta completa o deberian tomarse como muestra
las dos terceras partes superiores de la planta, en condiciones asépticas para permitir que el resto de la
planta continGe creciendo. Las microplantas deberian tener entre cuatro y seis semanas, tallos de
aproximadamente 5 cm de longitud y hojas bien formadas. En el caso de las plantas cultivadas en
invernadero se deberia utilizar un foliolo completamente desarrollado de cada planta. La concentracion

cultivar a una temperatura minima de 18 °C y con un fotoperiodo minimo de 14 h.
las hojas podran agruparse; el porcentaje de agrupamiento dependera del tipo de mé
ser validado.

S. tuberosum infectados (Shamloul et al., 1997) y esta tambid
en distintas partes de los tubérculos mfectados tanto de mane
et al., 2006). La mayor concentracion se detecta i
tuberculos almacenados a 4 °C la concentracion n icativamente durante un periodo de
hasta tres meses, pero después de seis meses de de reducirse mas de 10* veces. Se
puede usar como muestra un Unico testigo de i el Tubérculo, que podré agruparse; el
porcentaje de agrupamiento dependera del ti : i i

espués de la recoleccion. En los

namentales. Se utilizan hojas jovenes
completamente desarrolladas. Lasjhoj agruparse para los andlisis; el porcentaje de
agrupamiento dependera del ti etodo utiliZllo y debe ser validado. Téngase en cuenta que la
concentracion de viroides se ve
fluctuaciones estacionales. Ade
inhibir la transmision
cadena de la poli

Decies contienen sustancias bioquimicas que podran
bjeto de analisis (p. ej. Brugmansia spp.) o inhibir la reaccion en
ipcion inversa (RT-PCR) (p. ej. Calibrachoa spp., Solanum

3.2 Deteccion bioldgica

La inoculacion de plantas de S. lycopersicum (cultivares ‘Rutgers’, ‘Moneymaker’ o ‘Sheyenne’)
permitira la deteccion de muchos viroides, pero no de todos —p. €j., el tomate no es un hospedante del
pospiviroide Iresine viroid 1 (IrVd-1; Spieker, 1996; Verhoeven et al., 2010)— y aportara pruebas
visuales de la patogenicidad. Sin embargo, algunas cepas aisladas podran no ser detectadas debido a la
ausencia de sintomas y, ademas, los sintomas podran no ser diagndésticos para el PSTVd. La indexacion
bioldgica podré requerir una gran cantidad de espacio de invernadero, exige mucho trabajo y podran
necesitarse al menos varias semanas para completar la prueba. No se han realizado investigaciones para
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comparar la sensibilidad de este método con la de otros métodos descritos en el presente protocolo. Si
es menos sensible que los métodos moleculares, podria ser menos adecuado para el analisis de semillas.
Sin embargo, en la indexacién biologica el viroide podra amplificarse hasta un nivel que permita la
deteccidn por otros métodos.

Se trituran aproximadamente 200 mg a 500 mg de tejidos de hojas, raices o tubérculos en una pequefia
cantidad de tampon fosfato 0,1 M (una dilucion 1:1 es adecuada) de inoculacién, que contiene
carborundo (de grano 400). El tampén fosfato (pH 7,4) se prepara combinando 80,2 ml de K;HPO4 1 M
con 19,8 ml de KH,PO. 1 M y ajustando el volumen hasta 1 litro con agua destilada.

Se inoculan plantas de tomate jovenes con una o dos hojas completamente desarrolladas tras frotar
suavemente la superficie de la hoja con un dedo enguantado, una torunda o un -

inmerso previamente en el indculo, las hojas se enjuagan inmediatamente con ag
carborundo. Las plantas se cultivan con una fluctuacion diurna de temperatura de
fotoperiodo de 14 h complementado con iluminacion de vapor de sodio digs
650 pE/m?/s (Grassmick y Slack, 1985). Unas temperaturas mas bajas y ug i

infeccion por el
PSTVd incluyen retraso del crecimiento, epinastia; rugosidad y torsio foliolos nuevos;

clorosis, enrojecimiento, fragilidad y necrosis de las hojas.

| Ir'vVd-1, véase mas
WPrico extraido de plantas
ar a efectos de la identificacion.

Un bioensayo en el tomate permitira detectar muchos posp
arriba); por tanto, se deberia amplificar mediante la RT-PCR
indicadoras sintomaticas y el producto de la PCR s sec

3.3 Deteccion molecular
3.3.1 Preparacion de las muestras

erial se han utilizado satisfactoriamente
tanto morteros como homogeneiza Homex 6 (Bioreba)) con bolsas de extraccion
(Bioreba). La adicion de una Qeq p agua 0 de tampdn de lisis (cuya composicion
dependera del método utilizad iogilel acido nucleico) o la congelacién de la muestra

El procedimiento si
acido nucleico utild

lidado (véase el Cuadro 1) en combinacion con la extraccion de
de extraccion con particulas magnéticas y el analisis para la
nte RT-PCR en tiempo real (en adelante “analisis GenPospi”)

mediante un h mex 6 o manual (Bioreba) con 3,5 ml (intervalo 1:2-1:5 p/v) de tampén
de lisi r 6 M de clorhidrato de guanidina; 0,2 M de acetato de sodio, pH 5,2;
i inotetraacético (EDTA) y 2,5% de polivinilpirrolidona (PVP)-10). A

M0 el tubo 3 veces— Yy luego se centrifugan durante 2 min a 16 000 g) antes de la
del &cido nucleico.

TubérculSgle S. tuberosum. Los testigos extraidos del tubérculo se homogeneizan bien en agua o en
tampon de lisis (cuya composicion dependera del método utilizado para la extraccion del cido nucleico;
1 ml por g de testigo de tubérculo). Se ha utilizado satisfactoriamente un molinillo Homex 6 con bolsas
de extraccion. La congelacion de los testigos (p. ej. a —20 °C) antes de afiadir el agua o el tamp6n de
lisis facilita la homogeneizacion.

Semillas. Para cantidades pequefias de semillas (< 100), podra utilizarse un lisador de tejidos como,
por ejemplo, el Retsch TissueLyser (Qiagen). Para cantidades mayores de semillas podré utilizarse un
mezclador de palas como el MiniMix (Interscience) o un homogeneizador como el Homex 6 con una
cantidad minima de tampon de lisis (cuya composicién dependera del método utilizado para la
extraccion del &cido nucleico). Las semillas también se podran aplastar con un martillo (Bertolini et al.,
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2014b) o utilizando un mortero. Este Gltimo método podra no ser préctico para un uso rutinario porque
tal vez resulte dificil evitar la contaminacién cruzada. Otra opcion podré ser congelar la muestra con
nitrégeno liquido y triturarla después en un molino para la desintegracion celular (este método también
se puede utilizar con otros tipos de tejidos).

El procedimiento siguiente ha sido validado (véase el Cuadro 1) en combinacion con la extraccion de
acido nucleico utilizando el método 2 de extraccion con particulas magnéticas y la prueba de RT-PCR
en tiempo real de Boonham et al. (2004) descrita en el presente anexo. Cada una de tres submuestras de
1 000 semillas se remoja durante 30-60 min a temperatura ambiente en 20 ml de tampdn de lisis GH plus
en una bolsa de homogeneizacién BagPage (Interscience) de 100 ml; se homogeneiza durante 90 s en
un homogeneizador BagMixer (Interscience) y se incuba (0 se agita y se centrifuaa

extraccion del acido nucleico.

Impresion o frotis por aplastamiento de los tejidos. Los peciolos de las hd
desprendidos se presionan sobre membranas de nailon. Segun Bertolini g

3.3.2 Extraccion del acido nucleico

Se podré utilizar una gran variedad de métgdos

y Sheadex maxi plant kit (LG
evaluado para la extraccmn de
deteccién y epidemio

P de diferentes matrices como parte deI proyecto de
V|r0|des (Detection and Epidemiology of Pospiviroids, DEP) de

nol (v/v) afiadido justo antes de su uso). A continuacién se mezcla un
00 pl de N-lauroilsarcosinato de sodio al 20 % (p/v) y se incuba durante

ente 25 °C) o centrifugarse (durante 15 mina 4 °Ca 12 000 g). A continuacion, en funcion
del nivel de sensibilidad requerido, el sobrenadante puede bien utilizarse directamente para la RT-PCR
(menos sensible) o puede impregnarse en una membrana de nitrocelulosa y eluirse con agua destilada
estéril (mas sensible) (Singh et al., 2006). Aunque la concentracion del viroide es menor en el método
del EDTA que en los otros métodos de extraccion descritos, esto no deberia ser un factor limitante
cuando el método se utilice con la RT-PCR o con la sonda marcada con digoxigenina (DIG). EI método
se ha utilizado con S. lycopersicum y S. tuberosum, asi como con diversas especies de plantas
ornamentales.

Extraccion con fenol-cloroformo y extraccion con polietilenglicol (PEG) en dos etapas. Se
homogeneiza el tejido vegetal y se extrae el &cido nucleico segln describe la OEPP (EPPO, 2004). Este
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método se ha utilizado, en combinacién con la electroforesis bidireccional en gel de poliacrilamida (R-
PAGE), lasonda de ARN marcada con digoxigeninay los métodos de RT-PCR convencionales descritos
en este protocolo de diagndéstico, para una gran variedad de especies de plantas y tipos de tejidos (p. €j.,
tubérculos de papa y hojas).

Extraccién con CTAB. Se homogeneiza el tejido vegetal y se extrae el acido nucleico segun describe
la OEPP (EPPO, 2004). El método de extraccidén con bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) se ha
utilizado con la RT-PCR en tiempo real para una gran variedad de especies de plantas y tipos de tejidos
(p. €j., semillas de tomate y hojas; EUPHRESCO, 2010).

Método 1 de extraccion con particulas magnéticas. En el siguiente proceso automatizado se utiliza el
procesador de particulas magnéticas KingFisher mL (Thermo Scientific). Con los aj
los volimenes se podran utilizar otros modelos de KingFisher.

de pirofosfato tetrasodico (TNaPP) al 8,39 % p/v (pH 10,0-10,9) y 18 n antiespumante
(Antifoam B Emulsion, de Sigma) afiadidos a 9,8 ml de tampén de |ISIS de iding@F| tampdn de lisis
de guanidina estd compuesto por: 764,2 g de clorhidrato ¢Suuanidina; <@k e EDTA disddico
dihidratado; 30,0 g de PVP-10; 5,25 g de &cido citrico mono [ itrato trisédico; 5 ml
de Triton X-100; 250 ml de etanol puro y 750 ml de agua.

Se decantan aproximadamente 2 ml de lisado en i pntrifugadora nuevo y se centrifuga
durante 1 min a aproximadamente 5 000 g. Se retj ilili renadante y se coloca en el primer
tubo (A) del soporte de tubos de ensayo del pr
partlculas magnetlcas (MAP Solution A, de

tampon Tris-EDTA 1x.

Se coloca la tira de tubos en el
Transcurridos 20 min, la maqu
tubos se transfiere a un horno d

®o5—70 °C; a continuacion, se vuelve a introducir en el
nuda el programa. Otros modelos podran tener incorporada la
lentamiento o pausa para la evaporacion. Una vez terminado el
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Plate layout Default: Plate type = KingFisher tubestrip 1000 pl; Plate change message = Change Default

A: volume = 1000, name = Cell lysate or tissue homogenate; volume = 50, name = Magnetic particles;

B: volume = 1000, name = Washing buffer 1 (Various); C: volume = 1000, name = Washing buffer 2 (Various);
D: volume = 1000, name = Washing buffer 3 (Various); E: volume = 200, name = Elution buffer (Various)
STEPS COLLECT BEADS Step parameters: Name = Collect Beads; Well = A, Default; Beginning of step:
Premix = No; Collect parameters: Collect count = 1. BIND Step parameters: Name = Lysing, Well = A, Default;
Beginning of step: Release = Yes, time = 1min 0s, speed = Fast dual mix; Bind parameters: Bind time = 4min
0s, speed = Slow; End of step: Collect beads = No. BIND Step parameters: Name = Lysing, Well = A, Default;
Beginning of step: Release = Yes, time = 1min 0s, speed = Fast dual mix Bind; Bind parameters: Bind time =
4min 0s, speed = Slow; End of step: Collect beads = No. BIND Step parameters: Name = Lysing, Well =
Default; Beginning of step: Release = Yes, time = 1min 0s, speed = Fast dual mix; Bind parameters: Blnd tlme
= 4min Os, speed = Slow; End of step: Collect beads = Yes, count = 4. WASH Step parag
Washing, Well = B, Default; Beginning of step: Release = Yes, time = 0s, speed = Fast;
Wash time = 3min 0s, speed = Fast dual mix; End of step: Collect beads = Yes, cou
parameters: Name = Washing, Well = C, Default; Beginning of step: Release = Yes, tim¢g
Wash parameters: Wash time = 3min 0s, speed = Fast dual mix; End of step: Collect beal
WASH Step parameters; Name = Washing, Well = D, Default; Beginning of stegh
speed Fast Wash parameters: Wash tlme = 3m|n 0s, speed Fast dual mj

roceso automatizado se utiliza el
equipo Sheadex maxi plant (LGC Genomics) ¢ isher 96 (Thermo Scientific). Se
deberian seguir las instrucciones del fabricante, ili tafnpén de lisis GH plus en lugar del
tampdn de lisis PN incluido en el equipo.

3.3.3.1 R-PAGE

La R-PAGE se ha recomend
S. tuberosum (EPPO, 2004) pero
PSTVd) es menor qu
evaluados en una
convencional e

BIe su sensibilidad (limite de deteccion de 87 893 pg del
étodos (con limites de deteccion de al menos 17 pg del PSTVd)
rios: la sonda de ARNc marcada con digoxigenina; la RT-PCR
dores de Shamloul et al. (1997) y el método en tiempo real de

idaciéon con una sonda de ARNc marcada con digoxigenina

Este método se ha recomendado para la deteccion del PSTVd que infecta a las hojas de S. tuberosum
(EPPO, 2004). Se ha determinado una sensibilidad para la deteccion del PSTVd en hojas de S. tuberosum
de al menos 17 pg del PSTVd (Jeffries y James, 2005). El método también se ha usado satisfactoriamente
en otros hospedantes, como Petunia spp., S. jasminoides, S. lycopersicum y S. tuberosum (tubérculos).

La sonda utilizada, basada en un monémero completo del PSTVd elaborado por Agdia, Inc. (nUmero de
catalogo: DLP 08000/0001), se deberia utilizar siguiendo las instrucciones del fabricante o consultando
los pormenores del método descrito por la OEPP (EPPO, 2004). Ademés del tampdén de Ames
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(EPPO, 2004), para la extraccién del acido nucleico podran utilizarse tampdn de polietilenglicol (PEG)
y otros tampones de extraccion.

El método de la sonda de ARNc marcada con digoxigenina detectara todos los pospiviroides conocidos;
por lo tanto, para la identificacion del PSTVd se debe realizar la RT-PCR del acido nucleico y luego
secuenciar el producto de la PCR.

3.3.3.3 RT-PCR convencional con los cebadores de Verhoeven et al. (2004) (2004)

En este analisis se utilizan los cebadores Pospil y Vid de Verhoeven et al. (2004). Los cebadores Pospil
detectaran el CEVd, el viroide del enanismo del crisantemo (Chrysanthemum stunt viroid, CSVd), el
Irvd-1, el MPVd, el PCFVd, el PSTVd, el TASVd, el TCDVd y el TPMVd. Lg RS Vid
detectaran el PSTVd, el TCDVd y, ademas, el CLVd. La utilizacion de los cebado

dos reacciones independientes permitira detectar todos los pospiviroides. No obstarj
erréneo en posiciones criticas del sitio diana del cebador podra impedir la detecci
aisladas de pospiviroides (p. ej., con estos cebadores no se detectd una cegaadel

cebador con su secuencia complementaria en posiciones criticas; con ¥
EU273604, EF459697, AJ007489, AY372398, AY372394, FM998551 »
cebadores Vid: EU2736042. Los cebadores Pospil son much i
la deteccion del PSTVd.

bpil: EU879925,
E00278; con los

Cebadores
Pospil-FW (directo): 5-GGG ATC CCC GGG
Pospil—RE (inverso)' 5-AGC TTC AGT TGT (

Condiciones de la reaccion

Se ha comprobado la fiabilida
el CEVd, el CLVd, el CSVd, el
otros pospiviroides enumerados

d en muestras individuales (EUPHRESCO, 2010) y
esta seccion. No es necesario utilizar la solucion Q
Aunque se podran emplear diversos equipos de RT-PCR vy

detectan todos | iviroi P ntes.

Se anaden d i olde a 23 ul de mezcla maestra compuesta por 1,0 ul de cada cebador
el tampon One-Step RT-PCR 5x, 1,0 ul de la mezcla enziméatica One-

cebadores Pospil y Vid, respectivamente) se deberian analizar mediante electroforesis en gel (gel de
agarosa al 2 %) y los amplicones de la PCR del tamafio correcto se deberian secuenciar para identificar
la especie de viroide. En la practica, la secuenciacion del producto de 197 pb siempre ha resultado en la
misma identificacion que la secuenciacion del genoma completo del viroide.

3.3.3.4 Andlisis GenPospi basado en la RT-PCR en tiempo real (Botermans et al., 2013)

En el andlisis GenPospi se utiliza la RT-PCR en tiempo real con la sonda TagMan para detectar todas
las especies conocidas del género Pospiviroid. Consiste en la realizacion de dos reacciones en paralelo:
la primera (mezcla de reaccion 1) tiene como objetivo todos los pospiviroides excepto el CLVd
(Botermans et al., 2013); la segunda (mezcla de reaccion 2) tiene como objetivo el CLVd
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especificamente (Monger et al., 2010). Se incluye, a efectos del seguimiento de la extraccion del ARN,
un cebador de control interno nad5 basado en los cebadores desarrollados por Menzel et al. (2002) para
amplificar el ARNm de mitocondrias vegetales (gen mitocondrial de la NADH deshidrogenasa). La
validacion del método (véase el Cuadro 1) en hojas de tomate mostré que el analisis GenPospi detectaba
cepas aisladas de todas las especies de pospiviroides conocidas hasta una tasa de infeccion relativa del
0,13 % (equivalente a una dilucion 1:770). El anlisis era especifico, dado que no se observo reactividad
cruzada con otros viroides o virus ni con los &cidos nucleicos de las plantas hospedantes. En una
comparacion entre laboratorios se constatd que la repetibilidad y la reproductibilidad eran del 100% y
que el andlisis era robusto. El analisis GenPospi ha demostrado ser un instrumento adecuado para el
examen sistematico de especies de pospiviroides a gran escala. Debera validarse para matrices distintas
de las hojas de tomate.

Cebadores
TCR-F 1-1: 5°-TTC CTG TGG TTC ACA CCT GAC C-3" (Botermans et al., 201
TCR-F 1-3: 5°-CCT GTG GTG CTC ACC TGA CC-3" (Botermans et al.,
TCR-F 1-4: 5°-CCT GTG GTG CAC TCC TGA CC-3" (Botermans et
TCR-F PCFVd: 5-TGG TGC CTC CCC CGA A-3" (Botermans et &

TR-R1: 5-GGA AGG GTG AAA ACC CTG TTT-3" (Boter@s
TR-R CEVd: 5-AGG AAG GAG ACG AGC TCC TGT T-3°
TR-R6: 5 -GAA AGG AAG GAT GAA AAT CCT

CLVd-F: 5°-GGT TCACACCTGACCCTGC
CLVd-F2: 5"-AAACTC GTG GTT CCT GTG
CLVd-R: 5-CGC TCG GTC TGAGTT
zel et al., 2002)

nad5-R: 5-CTC CAG TCA CCA A [ AA-3" (Menzel et al., 2002)

Sondas
pUCCR: 6FAM-5"-CCG GGG -MGB (Botermans et al., 2013)
CLVd-P: 6FAM-5"- GT CNRAGG AGC CCC GG-3-BHQ1 (Monger et al., 2010)

A GCC CTC GAT TTA TGT G-3-BHQL1 (Botermans et al.,

T 1%, 0,75 pl (10 pM) de cebadores directos (TCR-F 1 1, TCR F 1-3, TCR-F 1-
IrVd TCR F PCFVd y nad5-F) y cebadores inversos (TR-R1, TR-R CEVd, TR-R6 y nad5-
R) (conS@racion final 0,3 uM de cada uno), 0,25 pl (10 pM) de la sonda TagMan pUCCR
(concentrac¥n final 0,1 uM) y 0,5 ul (10 uM) de la sonda TagMan nad5-P (concentracion final 0,2 uM).
Se afiade agua de grado molecular (MGW) y 2 pl de molde de ARN hasta completar un volumen final
de 25 pl.

Mezcla de reaccion 2 (CLVd + nad5)

La mezcla de reaccion estd compuesta por 12,5 pl de mezcla TagMan RT-PCR 2x, 0,6 pl de mezcla
enzimatica TagMan RT 1x, 0,75 ul (10 uM) de cebadores directos (CLVd-F, CLVd-F2 y nad5-F) y
cebadores inversos (CLVd-R y nad5-R) (concentracion final 0,3 UM de cada uno), 0,25 ul (10 uM) de
la sonda TagMan CLVd-P (concentracién final 0,1 uM) y 0,5 ul (10 uM) de la sonda TagMan nad5-P

Convencién Internacional de Proteccion Fitosanitaria PD 7-11



PD7 Protocolos de diagndstico para plagas reglamentadas

(concentracion final 0,2 uM). Se afiade agua de grado molecular (MGW) y 2 ul de molde de ARN hasta
completar un volumen final de 25 pl.

Las condiciones de termociclado para ambas mezclas de reaccién son 15 min a 48 °C, 10 min a 95 °C,
seguidos de 40 ciclos de (15sa 95 °C y 1 min a 60 °C).

Para este método, Botermans et al. (2013) interpretaron los valores de Ct <32 como positivos; los valores
entre 32 y 37 como no concluyentes, que requieren confirmacion, y los valores >37 como negativos. Sin
embargo, estos umbrales podran excluir niveles bajos de infeccidn en algunos tejidos y deberan definirse
en cada laboratorio.

3.3.4 Métodos moleculares de mayor especificidad para la deteccion del P

3.3.4.1 RT-PCR convencional con los cebadores de Shamloul et al. (199

En este analisis se utilizan los cebadores de RT-PCR de Shamloul et al. (1997), ta
Weidemann y Buchta (1998). Estos cebadores detectaran el MPVd, el PST éaima

AY372394, DQ308555, EF459698 para el cebador inverso. Si el A
cebadores, se podran utilizar los cebadores Vid.

Cebadores
3H1-F: 5"-ATC CCC GGG GAA ACC TGG AGC GAA C-3
2H1-R: 5°-CCC TGA AGC GCT CCT CCG AG-3¢

Método 1 (SuperScript One-Step RT-PCR con P

Para cada reaccion se afiade 1 pl de molde de A
cada cebador, directo e inverso (15
y 7,6 pl de agua. El programa de t
continuacion 10 ciclos de 30 s a 94 W Y 45 s a 72 °C, seguidos de 20 ciclos de 30 s a
94°C,90sa64°Cy45sa72 i final de 10 mina 72 °Cy 1 mina 20 °C.

Si se emplea la RT-P s, la sensibilidad para la deteccion del PSTVd en S. tuberosum es
de al menos 17 pg mMY@or concentracion analizada, pero la sensibilidad conseguida varia
entre laboratori i al menos 89 pg del PSTVd (Jeffries y James, 2005). Véase la

rocedimiento descrito y los amplicones de la PCR del tamafio correcto se
a especie de viroide.

nad5 efector: 5"-GATGCTTCTTGGGGCTTCTTGTT-3" (nt 968-987 y 1836-1838)
nad5 antisentido: 5"-CTCCAGTCACCAACATTGGCATAA-3 (nt 1973-1995)

3.3.4.2 RT-PCR en tiempo real con los cebadores de Boonham et al. (2004) (2004)

Los cebadores y la sonda empleados en este andlisis son los descritos por Boonham et al. (2004). Sin
embargo, ni en este analisis ni en ninguno de los analisis en tiempo real publicados se identificara
especificamente el PSTVd. Si se obtiene un positivo con la RT-PCR en tiempo real, la identidad del
viroide se debera determinar mediante RT-PCR convencional y secuenciacion.
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En el andlisis se detectara el PSTVd, el MPVd, el TCDVd y el TPMVd. Se ha determinado una
sensibilidad para la deteccion del PSTVd en S. tuberosum con el método de extraccion con bromuro de
cetiltrimetilamonio (CTAB) de al menos 17 pg del PSTVd, la menor concentracion analizada (Jeffries
y James, 2005). Analizando variantes del PSTVd y oligonucle6tidos sintéticos se ha comprobado que
con este andlisis se detectan todas las variantes de secuencias conocidas. En este analisis se determinaron
in silico las posibles incoherencias entre las secuencias de viroides publicadas y las de los cebadores que
podrian comprometer la deteccién (Boonham et al., 2005). Sin embargo, las cepas divergentes VIR-
06/7L y VIR-06/10L descritas recientemente por Owens et al. (2009) podran no ser detectadas debido
a la insercion de una o varias bases adicionales en el sitio de union de la sonda (W. Monger,
comunicacién personal, 2011)%.

Cebadores

PSTV-231-F: 5"-GCC CCC TTT GCGCTG T-3" (nt 232-247)
PSTV-296-R: 5-AAG CGG TTC TCG GGA GCT T-3" (nt 297-279)
PSTV-251T: FAM-5"-CAG TTG TTT CCA CCG GGT AGTAGC CGA-2¢

Los cebadores COX de control interno amplifican el gen citocgo oxidasa\@ presente en las
mitocondrias vegetales (Weller et al., 2000).

COX-F:5°-CGT GCG ATT CCA GAT TAT CCA-3’
COX-R: 5"-CAA CTA CGG ATA TAT AAG RRC CRR AC

COXs0l-1511T: VIC-5"-AGG GCA TTC CAT CCAGCG T RA

La mezcla de reaccidn es para una placa de 96 pocg icacion de la descrita en el método
de la OEPP (EPPO, 2004) dado que incorpora fo ara la deteccién del PSTVd vy el
COX, y una reaccion simple para la deteccion de orst et al., 2005).

La mezcla de reaccion estd compue a, 25 pl de 2x Master Mix (Applied
Biosystems), 1,25 ul de 40x MultiS Wl ranscriptase (Applied Biosystems), 1,5 ul de cada
uno de los cebadores PSTV-231-F 0 uM) y 1,0 pl de la sonda PSTV-251T (5 uM).
Esta mezcla de reaccion se divi [ aliguales de 22 ul, Ay B. A la parte A se afiaden dos

microlitros de agua y a la B se
COXsol-1511T (5 uM). Se afiad
un volumen final de
de reaccion A se

¥ cada cebador COX (10 uM) y 0,5 pl de la sonda
aue las partes, Ay B, 1 ul de ARN diana hasta completar
k0N de 25 ul en cada pocillo de la placa de reaccién. Con la mezcla
con la mezcla de reaccion B se detectaran el PSTVd y el COX

GenBank, o que los estudios in silico demostraron que todos los apareamientos erroneos del cebador
con su secuencia complementaria se daban en posiciones que no eran criticas (N. Duran-Vila,
comunicacion personal, 2014).

En el Cuadro 1 se ofrecen los datos de validacion.

1 A1 de marzo de 2010 (W. Monger, comunicacién personal, 2011).
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Cebadores

PSTVd-F: 5°-CCT TGG AAC CGC AGT TGG T-3’ (nt 339-357)

PSTVd-R: 5°-TTT CCC CGG GGA TCC C-3’ (nt 87-102)

PSTVdP: FAM-5’-TCCTGTGGTTCACACCTGACCTCCTGA-3" TAMRA (nt 19-45)

La mezcla de la PCR contiene los cebadores y la sonda liofilizados (suministrados en el equipo) a los
cuales se puede afadir cualquier mezcla maestra comercial de RT-PCR. Para cada reaccién se afiaden
3 Ul de molde de ARN a 9 pl de mezcla de PCR compuesta por 6 pl de tampdn comercial 2x para RT-
PCR, 0,6 pl de cada cebador, directo e inverso (10 uM), 0,36 pl de la sonda TagMan (5 uM), 0,5 ul de
mezcla enzimatica 25x para RT-PCR y 0,94 pl de agua hasta completar un volumen de reaccion final
de 12 pl.

Las condiciones de termociclado son 10 min a 48 °C, 10 min a 95 °C y 40 ciclos de min

a 60 °C).

Con este método, una muestra se considera positiva cuando da como res % 0y los
controles negativos son negativos (no hay amplificacion). Una muestrg ider®@egativa cuando da
como resultado un valor de Ct >40 y en los controles positivos hay ar¥g i

3.4 Controles para las pruebas moleculares

en cuenta los controles adecuados, que dependey prueba utilizada y del grado de
certidumbre necesario. Para la RT-PCR, deberian {nimo, un control positivo de acido

nucleico, un control interno y un control negativ ontrol sin molde).
Control positivo de &cido nucleico. Estg determinar la eficiencia de la prueba
(ademas de la extraccion). Se podra . i reviamente preparado (almacenado) del

viroide, el ADN gendémico completgamplificadg@ un control sintético (p. ej., un producto de PCR
clonado) generado utilizando el mi ‘

podra utilizar un control del Ii pteccion (agque no es obligatorio).
Control interno. Deberia incorpOg@rse al ™ €0lo de la RT-PCR convencional y en tiempo real un gen
de mantenimiento ve i lo el COX o el NAD, a fin de descartar la posibilidad de falsos

negativos debido
de inhibidores
reaccién dob dores del pospiviroide o del PSTVd. Sin embargo, como esto podra ser dificil
de conseguir la sensibilidad del andlisis para el viroide, se recomienda, cuando sea
posible gaali ble de los cebadores del pospiviroide o el PSTVd con los cebadores de

xtraccion del acido nucleico o a su degradacién, o a la presencia

entre las que pueden citarse: S. tuberosum y otras especies de Solanum (S. bonariensis, S. dulcamara,
S. jasminoides, S. nigrum, S. pseudocapsicum, S. rantonnetii y S. sisymbrifolium), Acnistus arborescens,
Atropa belladonna, Brugmansia spp., Capsicum spp., Cestrum spp., Lochroma cyanea, Nicotiana spp.
y Physalis spp. (Seigner et al., 2008). Los cebadores nad5 contienen un intrén y, por tanto, no
amplificaran a partir de ADN. EI ARN se amplifica una vez eliminado el intron.

Aunque el COX se ha utilizado como control interno en este protocolo, los cebadores COX amplificaran
el ARN y el ADN. Por lo tanto, solamente proporciona una indicacion de la calidad del ADN
amplificable, en lugar de tnicamente del ARN, y no constituye un control de la etapa de la transcripcion
inversa.
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Cuando en la descripcién de un método de PCR no se mencione el COX o el nad5 el laboratorio deberia
elegir un control interno y validarlo.

Control negativo de amplificacion (control sin molde). Este control es necesario para la RT-PCR
convencional y en tiempo real a fin de descartar falsos positivos por contaminacion durante la
preparacion de la mezcla de reaccién. El agua de calidad apta para PCR que se utiliz6 para preparar la
mezcla de reaccidn se afiade en la fase de amplificacion.

Control positivo de extraccidn. Este control se utiliza para velar por que el acido nucleico del viroide
objetivo se haya extraido en una cantidad y con una calidad suficientes para realizar la RT-PCR y que
el viroide objetivo sea detectable. El &cido nucleico del viroide se extrae de tejido infectado del
hospedante o de tejido vegetal sano al que se ha afiadido una concentracion del viroigg

procedentes del control positivo o de las muestras positi
Iaboratorio deberl'a secuenciarse a fin de que esta secuenc

amplicones de la PCR del tamafio correcto.

ontrolar la contaminacion durante la
spedante. El control comprende acido

Control negativo de extraccién. Este control
extraccioén del acido nucleico o la reaccion cruzad

es COX o nad5 de control interno, entonces el control negativo (tejido
control positivo de &cido nucleico y cada una de las muestras analizadas
a de 181 pb (nad5). Si no se logra la amplificacion de las muestras con los
mterno Ia causa puede ser, por ejemplo, una def|C|ente extraccion del &cido

transcri/S@Rn inversa, que el extracto de &cido nucleico contiene compuestos inhibidores de la PCR o
que el &cidsgnucleico se ha degradado.

Las muestras se consideraran positivas si producen un amplicon del tamafio correcto. Para identificar la
especie de viroide se debe secuenciar el producto de la PCR.

3.5.2 RT-PCR en tiempo real

La RT-PCR en tiempo real solo se considerara valida si:

- el control positivo de &cido nucleico produce una curva de amplificacion con los cebadores
especificos del viroide, y
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- no se observa ninguna curva de amplificacion (esto es, el valor de Ct es 40 u otro valor de Ct
definido por el laboratorio después de haber sido validado) con el control negativo de extraccion
ni con el control negativo de amplificacion.

Si también se recurre a cebadores COX y nad5 de control interno, entonces el control negativo, si se
utiliza, el control positivo de acido nucleico y cada una de las muestras del analisis deben producir una
curva de amplificacion. Si las muestras no producen una curva de amplificacion con los cebadores de
control interno, la causa puede ser, por ejemplo, una deficiente extraccion del acido nucleico, que no se
incluyd el &cido nucleico en la mezcla de la reaccién, que el extracto de acido nucleico contiene
compuestos inhibidores de la PCR o que el &cido nucleico se ha degradado.

Las muestras se consideraran positivas si producen una curva de amplificacion tipicg ACCiones
3.3.3.4y 3.3.4.3 se proporciona informacién especifica sobre el valor de ciclo umbr;

4. Identificacion

El PSTVd se deberia identificar secuenciando el producto obtenido megg
13.3.4.1y3.3.3.3,
itos publicas de

secuencias genéticas. Para la identificacion se podra necesitar la ayuda d® ialisgl® en el analisis de
secuencias. Si la amplificacion del producto de la PCR es es i W infectada por mas
de un pospiviroide, la clonacion del producto de la PCR podr Wenga una secuencia.

En caso de que se necesite confirmar un resultado en una muestra mediante la RT-
PCR en tiempo real, la muestra se deberia volver RT-PCR convencional para poder
secuenciar e identificar el producto obtenido. La del producto de la PCR en tiempo
real proporcionard una informacion sobre la i 0 Permite una identificacién fiable.
Permltlra determinar que el producto dela PCR e iroi 0 no permitira identificar la especie ni
_op la mayor sensibilidad de la RT-PCR en
tiempo real, es posible que con la RTP S@ional no se obtenga ningun producto. En el caso de
las muestras agrupadas, la repet|C| alisiSglon submuestras mas pequefias podria mejorar la
fiabilidad de la amplificacién convencional. Otra opci6én podra ser inocular las
muestras en plantas de tomate racion del viroide aumente hasta niveles que sean
detectables mediante la RT-PCR > NO obstante, este enfoque no ha sido evaluado y si los
ser necesario repetir el muestreo y el analisis.

S secuencias

El anélisis 1as solo deberia realizarlo una persona con experiencia. Si no se dispone de
instalaciones
especificara los requisitos pertinentes. Se envian a la empresa, para la
urificado (y los cebadores directo e inverso, si se han solicitado). Algunas
purificar el producto si es necesario.

i6n. Las dos cadenas de ADN secuenciadas independientemente (utilizando los cebadores
directo e inverso) se deberian ensamblar en un Unico céntigo, confirmando la lectura (identidad) de
nucledtidos en todas las posiciones. Es preferible utilizar ensambladores (p. ej., los programas
informaticos Geneious, CLC Genomics Workbench o Lasergene) que analizan la informacion de los
electroferogramas (archivos de registro de secuencias). Las discrepancias entre las dos cadenas se
deberian codificar como bases ambiguas en la secuencia corregida. La secuencia de consenso corregida
(determinada comparando las dos cadenas) puede entonces compararse con las secuencias de
pospiviroides que figuren en una base de datos pertinente. En el caso de una infeccion mixta, el
cromatograma podra no ser legible y se deberia clonar y secuenciar el producto de la PCR.
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En los pospiviroides se requiere una alineacion cuidadosa, ya que puede haber diferencias de unos pocos
nucledtidos que sean cruciales para identificar el viroide como una plaga reglamentada o no
reglamentada. Para la identificacion inicial del PSTVd, podran mantenerse en la secuencia de consenso
las secuencias de los cebadores (de Shamloul o Vid), dado que esos cebadores estan situados en las
regiones mas conservadas del genoma del viroide y no es probable que influyan en la identificacion. Si
se observan adeninas sobresalientes incorporadas por la polimerasa durante la elongacién, deben ser
eliminadas. Para la identificacion, se aconseja utilizar una secuencia de consenso corregida que
comience en la posicién 1 del genoma del viroide para compararla con una de las bases de datos
exhaustivas de nucle6tidos. La busqueda se deberia realizar en la base de datos GenBank de registros
de nucleétidos no redundantes del sitio web del Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica de los
Estados Unidos (NCBI) o en el Archivo Europeo de Nucleétidos (ENA) del sitio webgd ghoratorio

(Basic Local Alignment Search Tool). Ademas, la identificacion deberia basar;
especifica en un arbol filogenético (método neighbour joining) de las coincidenc
programa BLAST.

Segun el Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV), el critegdrincipal Wga la 1dentificacion
de una especie es una identidad de secuencias de mas del 90 % (Owe' : WAin embargo, si la

propiedades biolégicas. El Grupo para el estudio de los viroi endo actualmente
la clasificacion de los viroides y los criterios para la delimita

Cuando se requiere una exactitud del 100 % en la sec i ndo se va a registrar una
secuencia en una base de datos o cuando se sospe i e una nueva especie de viroide, es
on de las secuencias del cebador
era PCR, en su caso. A tal efecto,
rtir de la secuencia inicial, aunque el
iente.

utilizado en la primera PCR, asi como las bases
podréa ser necesario disefiar un nuevo conjunto d

5. Registros

Los registros y las pruebas d a¥egln lo descrito en la NIMF 27 (Protocolos de

diagndstico para las plagas reg

s del diagndstico puedan repercutir sobre otras partes contratantes,
to 0 en zonas donde se detecte el PSTVd por primera vez, se
te material adicional de un modo que garantice su plena

Si se comprueba que la cepa estudiada posee caracteristicas moleculares o bioldgicas diferentes de las
de otras cepas registradas anteriormente, se deberia ofrecer a una coleccion o repositorio de plagas
vegetales reconocido, p. ej., el Q-bank (una base de datos exhaustiva de plagas cuarentenarias y
enfermedades de las plantas), o la DSMZ (coleccion alemana de microorganismos y cultivos celulares
del Leibniz Institute).

Si hay indicios de que alguno de los analisis descritos no detectan una cepa del PSTVd, se deberian
enviar informacién sobre la cepa (preferiblemente el nimero de acceso del GenBank) a la Secretaria de
la CIPF.
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6.  Puntos de contacto para informacién adicional

Puede obtenerse informacion adicional sobre este protocolo en las siguientes fuentes:

Science and Advice for Scottish Agriculture (SASA), Roddinglaw Road, Edinburgh EH12 9FJ, Escocia
(Reino Unido) (Dr. C.J. Jeffries, correo electronico: colin.jeffries@sasa.gsi.gov.uk).

National Plant Protection Organization, PO Box 9102, 6700 HC Wageningen (Paises Bajos) (Dr. J.W.
Roenhorst, correo  electronico:  j.w.roenhorst@nvwa.nl; Dr. J.ThJ. Verhoeven,
correo electronico: j.th.j.verhoeven@nvwa.nl).

Department of Environment and Primary Industries, Biosciences Research Division, AgriBio, 5 Ring
Road, La Trobe University, Bundoora, Victoria 3083 (Australia) (Dr. B. Rodoni,
correo electronico: brendan.rodoni@depi.vic.gov.au).

Canadian Food Inspection Agency (CFIA), Charlottetown Laboratory, 93
Charlottetown, PE, ClA 5T1 (Canadd) (Dr. H. Xu,
huimin.xu@inspection.gc.ca).

Conselleria de Agricultura de la Generalitat Valenciana, Centro de Proteg
(IVIA), 46113 Moncada, Valencia (Espafia) (Dr. N.
duran_nur@gva.es).

Beltsville, MD 20705 (Estados Unidos) (
jorge.a.abad@aphis.usda.gov).

Laboratorios Bioldgicos, Direccion General de Servicios
Agricultura y Pesca, Millan 4703, Montevi . A. Etchevers, correo electrénico:
anitaetchevers@hotmail.com).

Podran presentar solicitudes de revision de los p nostico las organizaciones nacionales
de proteccion fitosanitaria (ONPF), las oigaaiza i
los 6rganos auxiliares de la Comisié

de la CIPF (ippc@fao.org), que las r,

7.  Agradecimientos

El primer proyecto de este prot
Roenhorst (organlza
(Department of Enyd

; ®tado por C. J. Jeffries (SASA, Reino Unido), J. W.
de proteccién fitosanitaria de los Paises Bajos), B. Rodoni

Paise Jos)yA Fox, T. James, W MongeryV Mulholland (Reino Unido) las muy utlles
gnes formuladas durante la elaboracion de este protocolo.

8. Refelencias

La presente norma refiere a las Normas Internacionales para Medidas Fitosanitarias (NIMF). Las NIMF
se encuentran disponibles en el Portal fitosanitario internacional (PFI): https://www.ippc.int/es/core-
activities/standards-setting/ispms.

Badilla, R., Hammond, R. y Rivera, C, 1999. First report of Potato spindle tuber viroid in Costa Rica.
Plant Disease, 83, pag. 1072.

Bertolini, E., Cambra, M., Serra, P., Lopez, M.M., Lopes, S., Duran-Vila, N., Ayres, J., Bove, J.
2010. Procedimiento directo de deteccidn especifica de los viroides Potato spindle tuber viroid y
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Cuadro 1. Sinopsis y datos de validacion correspondientes a los protocolos utilizados para la deteccion del viroide del tubérculg

viroid, PSTVd) en distintos tipos de material hospedante.

e me de la papa (Potato spindle tuber

cebadores Vid-FW y
Vid-RE de
Verhoeven et al.
(2004)

Matriz T%rg?go Preparacion de las | Extraccion del acido Método de bre la validacion
muestras nucleico deteccion
muestra
Hojas de tomate 19 3,5ml (1:2-1:5 p/v) de | RNeasy Plant Mini Kit Reaccién en cadena IS las especies de pospiviroides hasta una
tampon de lisis (Qiagen) o Sheadex de la polimerasa con Plequivalente a una dilucién de 1:770) con una
GH plus con maxi plant kit (LGC transcripcion inversa dI|UCIOn de hojas de tomate infectadas en tomate sano.
homogeneizador Genomics) con el (RT-PCR) en tiempo huy especifico para las especies de pospiviroides.
Homex 6 (Bioreba) sistema KingFisher 96 real: andlisis de las hojas de tomate
(Thermo Scientific) GenPospi, ibilidad: 100 %
Botermans et al. Otermans et al., 2013; NPPO-NL, 2013d)
(2013)
Hojas de tomate 19 3,5ml (1:2-1:5 p/v) de | RNeasy Plant Mini Kit RT-PCR en tiempo ion: deteccion de una dilucion de hojas de tomate infectadas en
tampon de lisis real: Boonham et al.
GH plus con (2004) Nt cificidad analitica: deteccién del viroide de la papita mexicana (Mexican
homogeneizador pYa viroid, MPVd), el viroide del tubérculo fusiforme de la papa (Potato spindle
Homex 6 tul\gviroid, PSTVd), el viroide del enanismo clorético del tomate (Tomato chlorotic
WP viroid, TCDVd) y el viroide de la planta macho del tomate (Tomato planta
acho viroid, TPMVd) (algunas cepas).
Selectividad: sin influencia de las hojas de tomate.
Repetibilidad y reproductibilidad: 100 %
(Naktuinbouw, 2012b)
Hojas de tomate 19 3,5ml (1:2-1:5 p/v) de | RNeasy Plant Mij Limite de deteccion: deteccion de todas las especies de pospiviroides (excepto el
tampon de lisis viroide latente de Columnea (Columnea latent viroid, CLVd)) hasta al menos una
GH plus con tasa de infeccién relativa del 2,5 % para la dilucion de hojas de tomate infectadas
homogeneizador en tomate sano.
Homex 6 Especificidad analitica: deteccion del viroide latente del lGpulo (Hop latent viroid,
HpLVd, género Cocadviroid) y el PSTVd.
Selectividad: sin influencia de las hojas de tomate
Repetibilidad y reproductibilidad: 100 %
(NPPO-NL, 2013a)
Hojas de tomate 19 3,5ml (1: 2—1 5 asy Plant it RT-PCR: Limite de deteccién: deteccion del CLVd, el PSTVd y el TCDVd hasta al menos

una tasa de infeccién relativa del 100 % (el 10 % para el CLVd*) para la dilucion de
hojas de tomate infectadas en tomate sano.

* Cebadores disefiados originalmente para detectar el CLVd complementario a los
cebadores Pospil-FW y Pospil-RE para la RT-PCR (Verhoeven et al., 2004)
Especificidad analitica: deteccion del CLVd, el PSTVd y el TCDVd.

Selectividad: sin influencia de las hojas de tomate

Repetibilidad y reproductibilidad: 100 %

(NPPO-NL, 2013b)
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semillero) y
plantas de papa
in vitro

microcentrifu
micropistilo u
homogegaas
Ho

pasos? con los
cebadores de
Shamloul et al.
(1997)

Matriz T%n;?ano Preparacion de las | Extraccion del acido Método de obre la validacion
muestras nucleico deteccion
muestra
Hojas de tomate 19 3,5ml (1:2-1:5 p/v) de | RNeasy Plant Mini Kit RT-PCR: Shamloul tasa de infeccion relativa de al menos el
tampon de lisis et al. (1997) fectadas en tomate sano.
GH plus con PVd, el PSTVd, el TCDVd y el TPMVd
homogeneizador
Homex 6 Ojas de tomate
Semillas de 3000 20 ml (1:2-1:5 p/v) de | Sbeadex maxi plant kit RT-PCR en tiempo 'empefio que para las hojas de tomate.
tomate semillas tampon de lisis con el sistema real: Boonham et al. ccion de una semilla infectada en una muestra de
(analizadas | GH plus con KingFisher 96 (2004) cuando se analizan tres submuestras de 1 000 semillas
en tres homogeneizador B rapida contaminacion cruzada del PSTVd de frutas infectadas
submuestras | BagMixer durante el procesado de las semillas (tratamiento con pectinasa y
de 1 000) (Interscience) ay una probabilidad alta de que haya mas semillas infectadas en
uestra (Naktuinbouw, 2012c).
Hojas de papa 200 mg 20 pL de dodecil Extraccion con fenol- Elec e de deteccion: 2 465 pg del PSTVd; este fue el menos sensible de los
(cultivadas en sulfato sédico al 10 %, | cloroformo y extraccion bidin 0s moleculares estudiados en una prueba interlaboratorios internacional.
semillero) y 180 pl de tampén de con polietilenglicol de specificidad analitica: deteccion de todos los pospiviroides conocidos.
plantas de papa extraccion LiCl, 400 ul | (PEG) en dos etapas PAG electividad: sin influencia de la variedad de papa, ni del uso de hojas de papa o
in vitro de fenol-cloroformo de plantas in vitro.
con un mortero Repetibilidad y reproductibilidad: reproducibilidad del 51 % para 87 893 pg del
PSTVd (la concentracion mas alta del PSTVd analizada) y del 42 % en el limite de
deteccion.
Hojas de papa 200 mg 1:1,5 p/v en tampon Limite de deteccién: al menos 17 pg del PSTVd (la menor concentracion
(cultivadas en de Ames (EPPO, analizada).
semillero) y 2004) con un mortero Especificidad analitica: deteccion de todos los pospiviroides conocidos.
plantas de papa Selectividad: sin influencia de la variedad de papa, ni del uso de hojas de papa o
in vitro de plantas in vitro.
Repetibilidad y reproductibilidad: reproductibilidad del 100 % para 87 893 pg del
PSTVd y del 23 % para 17 pg del PSTVd.
Hojas de papa 50 mg— 1:9 p/v tampén R RT-PCR Limite de deteccidn: al menos 17 pg del PSTVd.
(cultivadas en 500 mg (Qiagen) con t convencional en dos | Especificidad analitica: deteccion del MPVd, el PSTVd, el TCDVd y el TPMVd.

Selectividad: sin influencia de la variedad de papa, ni del uso de hojas de papa o
de plantas in vitro.

Repetibilidad y reproductibilidad: reproductibilidad del 78 % para 87 893 pg del
PSTVd (la concentracién mas alta del PSTVd analizada) y del 44 % para 17 pg del
PSTVd.
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Matri Tamano Preparacidn de las | Extraccion del 4cido Método de
atriz dela - >
muestras nucleico deteccion
muestra
Hojas de papa 1g 3,5ml (1:2-1:5 p/v) de | Sbeadex maxi plant kit RT-PCR en tiempo
(cultivadas en tampon de lisis con el sistema real: andlisis
semillero) y GH plus con KingFisher 96 GenPospi,
plantas de papa homogeneizador Botermans et al.
in vitro Homex 6 (2013)
de agrupamiento de hasta 100 (100 % de deteccion en
hoja infectada y 99 sanas; NAK, 2011).
Hojas de papa 1,5gde Aproximadamente RNeasy Plant Mini Kit, RT-PCR en tiempo eccion de una diluciéon de hasta 1:10 000 de tejido
(cultivadas en hojaso5g | 600 pl de tampdén para | extraccién con bromuro real: Boonham et al
semillero) y de las hojas o de cetiltrimetilamonio (2004) a: deteccion del MPVd, el PSTVd, el TCDVd, el TPMVd
plantas y tubérculos aproximadamente (CTAB) o con el equipo reaccién cruzada con los virus cominmente presentes en la
tubérculos de 3 ml de tamp6n para de aislamiento de ARN
papa in vitro los tubérculos (la Purescript (Gentra ividad: sin influencia del uso de hojas de papa o de plantas y tubérculos
eleccion del tamp6én Systems; téngase en .
depende el método de | cuenta que este equipo ptibilidad y reproductibilidad: 100 % (prueba interlaboratorios en cuatro
extraccion utilizado) ya no se comercializa) i
alilado para porcentajes de agrupamiento de hasta 100 (100 % de deteccién en
uestras compuestas por 1 hoja infectada y 99 sanas; Roenhorst et al., 2005,
y 2006).
Especies de 19 3,5ml (1:2-1:5 p/v) de | RNeasy Plant Minj Mismos pardmetros de desempefio que para las hojas de tomate.
plantas tampon de lisis Sbheadex maxi plg Sensibilidad analitica: la concentracion de pospiviroides y la selectividad
ornamentales GH plus con con el sistema (elementos inhibidores) en la savia de las hojas depende de la especie de planta.
(hojas) homogeneizador KingFisherf6 Validado para porcentajes de agrupamiento de hasta 25 para Brugmansia,
Homex 6 Calibrachoa, Cestrum, Dahlia, Nematanthus, Petunia, Solanum jasminoides y
Streptosolen jamesonii. Téngase en cuenta que para Calibrachoa, S. jasminoides y
S. jamesonii se han observado efectos de la matriz en diluciones de méas de 100.
En algunos cultivos, como Dabhlia, parece que solo el periodo de verano es
adecuado para la realizacion de andlisis (fiables) (Naktuinbouw, 2012a).
Especies de 1g 3,5 ml (1:2-1:5 p/v) ito RT-PCR en tiempo Mismos parametros de desempefio que para las hojas de tomate.
plantas tampon de lisis it real: Boonham et al. | Sensibilidad analitica: la concentracion de pospiviroides y la selectividad
ornamentales GH plus con (2004) (elementos inhibidores) en la savia de las hojas depende de la especie de planta.
(hojas) homogeneiz Validado para porcentajes de agrupamiento de hasta 25 para Brugmansia,

Homex 6

Calibrachoa, Dahlia, Petunia, S. jasminoides y S. jamesonii. Téngase en cuenta que
para Calibrachoa, S. jasminoides y S. jamesonii se han observado efectos de la
matriz en diluciones de mas de 100. En algunos cultivos, como Dabhlia, parece que
solo el periodo de verano es adecuado para la realizacion de andlisis (fiables)
(Naktuinbouw, 2012b).
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Matriz T%n;?ano Preparacion de las | Extracciéon del acido Método de obre la validacion
muestras nucleico deteccion
muestra
Hojas de 1 g de hojas, | 10 ml (1:10 p/v) de Métodos directos RT-PCR en tiempo Limite de deteccion: lilucion de hasta 1:10 000 de hojas de
tomate; hojas, de solucion salina con (impresion de tejidos), real: Bertolini et al. S. jasminoides infectad sminoides y tomate sanas.
tubérculos y tubérculos tampon fosfato (PBS) RNeasy Plant Mini Kit o (2010) Especificidadganaliti LVd, el PSTVd y el TCDVd.
semillas de de papa o con homogeneizador PowerPlant RNA g Ojas o tubérculos de papa o de semillas de
papa, y de Homex 6 Isolation Kit (Mo Bio)
especies de impresiones ctibilidad: 100 % (prueba interlaboratorios en tres
plantas de hoja
ornamentales sobre fue del 100 %, la especificidad diagnostica del 100 % y
(hojas) membranas arada con un método de hibridacién molecular (Murcia
de nailon %. La validacién de la prueba se realizé con 208 muestras
Fsminoides, Brugmansia spp., Datura spp., Petunia spp.,
pp-, papa y tomate. De las 208 muestras, 43 fueron verdaderos
y T34@erdaderos negativos con ambas técnicas. Quince muestras dieron
E positivos mediante hibridacion, detectandose el viroide del enanismo apical
omate (Tomato apical stunt viroid, TASVd) y el viroide de la exocortis de los
ps (Citrus exocortis viroid, CEVd). Ninguna muestra dio un falso negativo.

He los andlisis el limite de deteccion (sensibilidad) se expresa como valor
g de material foliar en 3 ml de tampdn). El limite de deteccion relativo se
limite de deteccion relativo se define como la media de la tasa de infeccion

o, en algung

1 Debido a que se desconoce la concentracion del viroide en el material original analil
relativo. La savia de hoja infectada sin diluir se considera infectada al 100

una prueba interlaboratorios internacional (Jeffries y James, 2005)

al en dos pasos con los cebadores de Shamloul et al. (1997)— fueron comparados en
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I CN aprobd, mediante decision por medios electrénicos,

el texto para consulta a los miembros (2013_eSC_May_10).

2013-07: CONBulta a los miembros.

2014-07: El GTPD examind el proyecto de protocolo.

2014-09: Aprobado por el GTPD por via electronica y remitido al CN para
gue apruebe su adopcion (2014_eTPDP_September_01).

2014-11: ElI CN aprobd, mediante decision por medios electrénicos, el
periodo de notificacién del PD (2014_eSC_Nov_13).

2014-12: Periodo de notificacion

2015-01: ElI CN aprob6 el PD en nombre de la CMF (no se recibieron
objeciones formales).

NIMF 27 2006. Anexo 7 Viroide del tubérculo fusiforme de la papa (2015).
Roma, CIPF, FAO.

Ultima actualizacion de la historia de la publicacién: 2016-01
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