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PD7 Protocolos de diagndstico para plagas reglamentadas

1.  Informacion sobre la plaga

Los viroides son moléculas de cadena simple de ARN monocatenario circulares cerradas
covalentemente de entre 239 y 401 nucle6tidos de longitud, no encapsuladas , que son replicadas por
enzimas del hospedante (Hammond y Owens, 2006). El viroide del tubérculo fusiforme de la papa
(patata) (potato spindle tuber viroid, PSTVd; género Pospiviroid) por lo general tiene una longitud de
359 nucledtidos, pero se han descrito aislamientos del PSTVd de entre 341 y 364 nucledtidos
(Wassenegger et al., 1994; Shamloul et al., 1997; Jeffries, 1998). Se han descrito cepas con efectos leves
0 graves, segun los sintomas que ocasionan en cultivares susceptibles de tomate (Solanum lycopersicum
L.), por ejemplo, en el cv. ‘Rutgers’., (Fernow, 1967).

El rango de hospedantes naturales del PSTVd es relativamente reducido. Sus hospedantes naturales
primarios son especies de Solanum que forman estolones y tubérculos, como Solanum tuberosum L.
(papa) y S. lycopersicum (tomate), aunque también se ha encontrado en Capsicum annuum, Persea
americanay S. muricatum. EI PSTVd se ha detectado en especies de plantas ornamentales de la familia
Solanaceae de propagacion principalmente vegetativa (concretamente en Brugmansia spp.,
Cestrum spp., Datura sp., Lycianthes rantonetti, Petunia spp., Physalis peruviana, Solanum spp. y
Streptosolen jamesonii), pero también en Chrysanthemum sp. y en Dahlia x hybrida, de la familia
Asteraceae (para mas detalles sobre los hospedantes naturales, véase CABI (s. f.)). El rango de
hospedantes experimentales es amplio e incluye especies de la familia Solanaceae y también algunas
especies de al menos otras nueve familias. La mayoria de los hospedantes presentan pocos o ningln
sintoma de enfermedad (Singh, 1973; Singh et al., 2003).

Se han detectado infecciones de S. tuberosum por el PSTVd en algunos paises o estados de Africa, Asia,
Europa Oriental, América del Norte (EPPO/CABI, 1997), América Central (Badilla et al., 1999),
América del Sur y el Oriente Medio (Hadidi et al., 2003). Sin embargo, su distribucion geografica es
mas amplia en las especies de plantas ornamentales y en otros hospedantes (véase CABI (s. f.) para la
distribucion geografica).

En Solanum tuberosum el principal medio de dispersion del PSTVd es la propagacion vegetativa, aunque
también se disemina por contacto, sobre todo por la maquinaria empleada en el campo y por el corte de
tubérculos de papa para semilla (Hammond y Owens, 2006). EI PSTVd se transmite por la semilla
verdadera de papa — podra estar infectado hasta el 100% de la semilla (Fernow et al., 1970; Singh,
1970)— y también por el polen (Grasmick y Slack, 1985; Singh et al., 1992). De Bokx y Pirone (1981)
reportaron una tasa de transmision baja del PSTVd por el afido Macrosiphum euphorbiae, pero no por
los afidos Myzus persicae ni Aulacorthum solani. Sin embargo, se ha descrito la transmision y la
adquisicion experimentales del PSTVd por M. persicae a partir de plantas infectadas a la vez por el
PSTVd y el virus del enrollado de la hoja de la papa (potato leafroll virus, PLRV) (Salazar et al., 1995;
Singh y Kurz, 1997). Posteriormente se demostro que el PSTVd estaba encapsulado de manera
heter6loga dentro de particulas del PLRV (Querci etal., 1997), un fendmeno que podra tener
repercusiones importantes en la epidemiologia y la dispersion del PSTVd en condiciones de campo.

En Solanum lycopersicum, el PSTVd se dispersa facilmente por contacto y se ha comprobado que se
transmite por el polen y las semillas (Kryczynski et al., 1988; Singh, 1970). Se ha demostrado que la
transmision mediante semillas de tomate contribuye a la dispersion internacional del PSTVd (van
Brunschot et al., 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 podrén actuar como fuente de indculo si se manipulan
antes de tocar otras plantas susceptibles y se ha comprobado que son una via para la dispersion
internacional del PSTVd (Navarro et al., 2009; Verhoeven et al., 2010). Se comprobd que no habia
transmision del PSTVd por Apis mellifera, Bombus terrestris, Frankliniella occidentalis ni Thrips tabaci
(Nielsen et al., 2012).
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El 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
S. cardiophyllum (Martinez-Soriano et al., 1996). Otras especies de viroides del género Pospiviroid
infectan experimentalmente a S. tuberosum (Verhoeven et al., 2004).

Ademas 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 viroide del
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 clorédtico 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: potato spindle tuber virus, potato gothic virus, tomato bunchy top virus
Posicién taxonoémica: Pospiviroidae, Pospiviroid

Nombres comunes: viroide del tubérculo fusiforme de la papa (también “virus” o

“enfermedad” del tubérculo fusiforme de la papa o simplemente “tubérculo
fusiforme de la papa™), viriode/virus/enfermedad del tubérculo ahusado de
la papa

3. Deteccion

La apariencia y la gravedad de los sintomas varian en funcién de la cepa de PSTVd, del cultivar y del
medio ambiente. En S. tuberosum, la infeccion podra ser asintomética o producir sintomas de leves a
severos (disminucion del tamafio de la planta, crecimiento erecto y filotaxis dextrogira del follaje en
vista superior; hojas de color verde oscuro y rugosas). Los tubérculos pueden ser de tamafio reducido,
deformes, fusiformes o con forma de mancuerna (alargados con un estrechamiento central), con 0jos
prominentes manifiestos distribuidos uniformemente (EPPO, 2004). En S. lycopersicum los sintomas
incluyen retraso del crecimiento, epinastia; rugosidad y torsion lateral de los foliolos nuevos; clorosis,
enrojecimiento, fragilidad y necrosis de las hojas; frutos de tamafio reducido y que no maduran
completamente (Mackie et al., 2002; Hailstones et al., 2003; Lebas et al., 2005). En C. annuum los
sintomas son sutiles: margenes ondulados de las hojas cercanas a la parte superior de la planta (Lebas
et al., 2005). Ninguna de las especies de plantas ornamentales investigadas hasta la fecha muestra
sintomas (Verhoeven, 2010).

Dado que las infecciones por el PSTVd podran ser asintomaticas, es necesario realizar pruebas para la
deteccion e identificacion del viroide. EI PSTVd se puede detectar mediante las pruebas bioldgicas y
moleculares que se muestran como opciones en la Figura 1, pero para la identificacion es necesario
secuenciar el producto de la reaccion en cadena de la polimerasa (RCP o PCR, por sus siglas en inglés),
dado que las pruebas no son especificas para el PSTVd y detectaran también otros viroides. La
secuenciacion también servird para evitar la notificacion de falsos positivos. Si se considera que la
patogenicidad es importante se podra realizar la indexacién bioldgica. Si la identificacion del PSTVd
constituye la primera deteccion en un pais, se podré solicitar la confirmacion del diagndstico a otro
laboratorio.

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

Opcién 1 Opcidn 2 Opcién 3
Pruebas moleculares genéricas para Métodos moleculares mas Deteccion biolégica
pospiviroides (Seccion 3.3.3) especificos parala deteccion (Seccion 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 X
l Sintomas
Resultado Resultado tipicos
pOﬁitivo POS'UV? .» | Optativo
...................................... Y A
Viroide |- Viroide . viroide
detectado* detectado
| X v
\ Identificacion
RT-PCR convencional (en caso de que no se
haya realizado anteriormente) y andlisis de
secuencias (Seccion 4)

Figura 1. Requisitos minimos para la deteccion e identificacion del viroide del tubérculo fusiforme de la papa
(Potato spindle tuber viroid, PSTVd)

* La identificacion podra no ser necesaria en el caso de todas las muestras que den positivo para viroides en
determinadas circunstancias, por ejemplo, si se esta afrontando un brote del PSTVd.

Nota: Si se sospecha la presencia de un viroide en una muestra (p. €j., por la presencia de sintomas
caracteristicos) pero se obtiene un resultado negativo en una prueba, deberia realizarse otra prueba distinta para
confirmar el resultado.

El presente anexo se ocupa de la deteccion del PSTVd; no se ha elaborado para la deteccion e
identificacion de otras especies de pospiviroides. No obstante, para elegir un método de deteccion e
identificacion debe tenerse en cuenta la posible presencia de otros viroides. Por lo tanto, en este anexo
se describen métodos de deteccion inespecificos que detectaran todos los viroides conocidos, incluidos
los pospiviroides como el PSTVd. Para la identificacion se debera secuenciar el producto de la PCR.

Se describen protocolos para la detecciéon del PSTVd en hojas, tubérculos y tejido de semilla botanica
(verdadera), aunque la deteccion fiable en el tejido de semilla es especialmente dificil.

En este protocolo de diagnostico, los métodos (incluidas las referencias a nombres comerciales) se
describen segln se publicaron, ya que en ellos se define el nivel inicial de sensibilidad, especificidad
y/o reproducibilidad alcanzado. El uso de nombres de reactivos, productos quimicos o equipo en estos
protocolos de diagndstico no implica su aprobacion 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. En EPPO (2014)
se proporcionan recomendaciones relativas a la validacion de métodos de.

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 preparacion de la muestra, de extraccion del &cido nucleico
y de deteccidn e identificacidn. En el Cuadro 1 se ofrece una vision general de los datos de validacion
disponibles para diferentes matrices y combinaciones de métodos. Los detalles de estos métodos se
describen en los parrafos correspondientes o en las referencias indicadas.

PD 7-4 Convencién Internacional de Protecciéon Fitosanitaria



Protocolos de diagnéstico para plagas reglamentadas PD7

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 contine 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 expandido de cada planta. La concentracion de
viroides es menor a temperatura baja y con bajos niveles de iluminacién, por lo que las plantas se
deberian cultivar a una temperatura de al menos 18 °C y con un fotoperiodo de al menos 14 h. Las
microplantas o las hojas podran agruparse; la tasa de agrupamiento dependera del tipo de método
utilizado y debe ser validado.

Plantas de S. tuberosum cultivadas en el campo. Deberia usarse un foliolo terminal no senescente
completamente expandido del extremo superior de cada planta. Las hojas podran agruparse para los
analisis; la tasa de agrupamiento dependera del tipo de método utilizado y debe ser validado.

Tubérculos de S. tuberosum. EI PSTVd se distribuye de manera sistémica en los tubérculos de
S. tuberosum infectados (Shamloul et al., 1997) y esta también presente, en casi la misma proporcion,
en distintas partes de los tubérculos infectados tanto de manera primaria como secundaria (Roenhorst
etal., 2006). La mayor concentracién se detecta inmediatamente después de la cosecha. En los
tubérculos almacenados a 4 °C la concentracion no disminuye significativamente durante un periodo de
hasta tres meses, pero después de seis meses de almacenamiento puede reducirse mas de 10* veces. Se
puede usar como muestra un Unico trozo central de cualquier parte del tubérculo, que podré agruparse;
la tasa de agrupamiento dependera del tipo de método utilizado y debe ser validado.

Hojas de otros cultivos y de especies de plantas ornamentales. Se utilizan hojas jovenes
completamente expandidas. Las hojas podran agruparse para los analisis; la tasa de agrupamiento
dependera del tipo de método utilizado y debe ser validado. Téngase en cuenta que la concentracion de
viroides se ve afectada por la edad/madurez de las plantas y que a menudo se producen fluctuaciones
estacionales. Ademds, algunas especies contienen sustancias bioquimicas que podran inhibir la
transmision a las plantas objeto de andlisis (p. ej. Brugmansia spp.) o inhibir la reaccién en cadena de
la polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR) (p. ej. Calibrachoa spp., Solanum jasminoides y
S. jamesonii).

Semilla. La concentracidn del viroide podra variar en gran medida entre distintas semillas y el nivel de
infeccion podra variar desde menos del 1 % hasta el 100 %. Esto dificulta mucho la recomendacién de
un tamafio muestral y una tasa de agrupamiento (EUPHRESCO, 2010). Para S. lycopersicum se han
empleado tasas de agrupamiento de entre 100 y 1000 para una Unica prueba. La tasa de agrupamiento
dependera del tipo de método utilizado y debe ser validado.

Las semillas de papa se podran sembrar en un medio de crecimiento (p. €j., compost) en bandejas y las
plantulas o plantas se podran analizar de manera no destructiva utilizando el mismo procedimiento
descrito para las plantas cultivadas en invernadero (EPPO, 2006).

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 evidencia
visual de la patogenicidad. Sin embargo, algunas formas del viroide podran no ser detectadas debido a
la ausencia de sintomas y, ademas, los sintomas podran no ser diagnosticos para el PSTVd. La
indexacion biolégica podra 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
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investigaciones para 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 semilla. Sin embargo, en la indexacién bioldgica el viroide podra amplificarse hasta un
nivel que permita la deteccion por otros métodos.

Se trituran aproximadamente 200 mg a 500 mg de tejidos de hoja, raiz o tubérculo en una pequefia
cantidad de tampén fosfato 0,1 M (una dilucién 1:1 es adecuada) de inoculacion, que contiene
carborundo (de grano 400). El tampdn 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 expandidas: tras frotar
suavemente la superficie de la hoja con un dedo enguantado, una torunda o un hisopo de algodén
inmerso previamente en el in6culo, las hojas se enjuagan inmediatamente con agua hasta eliminar el
carborundo. Las plantas se cultivan con una fluctuacion diurna de temperatura de 24 °C a 39 °C y un
fotoperiodo de 14 h complementado con iluminacion de vapor de sodio de aproximadamente
650 pE/m?/s (Grassmick y Slack, 1985). Temperaturas mas bajas y una menor iluminacion podran
reducir la sensibilidad del andlisis. Las plantas se inspeccionan semanalmente, en busca de sintomas,
por un periodo maximo de seis semanas después de la inoculacion. Los sintomas de infeccion por el
PSTVd incluyen retraso del crecimiento, epinastia; rugosidad y torsion lateral de los foliolos nuevos;
clorosis, enrojecimiento, fragilidad y necrosis de las hojas.

Un bioensayo en el tomate permitira detectar muchos pospiviroides (excepto el IrvVd-1, véase mas
arriba); por tanto, se deberia realizar la RT-PCR al &cido nucleico extraido de plantas indicadoras
sintomaticas y el producto de la PCR se deberia secuenciar a efectos de la identificacion.

3.3 Deteccion molecular
3.3.1 Preparacion de las muestras

Microplantas, material foliar y de raices. Para moler el material se han utilizado satisfactoriamente
tanto morteros como homogeneizadores (p. ej., el Homex 6 (Bioreba)) con bolsas de extraccion
(Bioreba). La adicion de una pequefia cantidad de agua o de tampon de lisis (cuya composicidn
dependera del método utilizado para la extraccién del acido nucleico) o la congelacion de la muestra
(p. €j., en nitrégeno liquido) podré facilitar la homogeneizacion.

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 el analisis para la
deteccién del género Pospiviroid mediante RT-PCR en tiempo real (en adelante “andlisis GenPospi”)
descrito en el presente anexo. Se homogeneiza aproximadamente 1 g de tejido en una bolsa de extraccion
mediante un homogeneizador Homex 6 o manual (Bioreba) con 3,5 ml (rango 1:2-1:5 p/v) de tampdn
de lisis GH plus (compuesto por 6 M de clorhidrato de guanidina; 0,2 M de acetato de sodio, pH 5,2;
25 mM de &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) y 2,5% de polivinilpirrolidona (PVP)-10). A
continuacion se incuban las muestras durante 10 min a 65°C y a 850 rpm en un termomezclador (o bien
se agitan —invirtiendo el tubo 3 veces— y luego se centrifugan durante 2 min a 16 000 g) antes de la
extraccion del &cido nucleico.

Tubérculos de S. tuberosum. Los trozos centrales extraidos del tubérculo se homogeneizan bien en
agua o en tampdn de lisis (cuya composicién dependera del método utilizado para la extraccion del cido
nucleico; 1 ml por g de trozo central de tubérculo). Se ha utilizado satisfactoriamente un molinillo
Homex 6 con bolsas de extraccion. La congelacion de los trozos centrales (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 ( p. €j., el
Retsch TissueLyser (Qiagen). Para cantidades mayores de semillas podra utilizarse un mezclador de
palas (p. €j., el MiniMix (Interscience)) o un homogeneizador (p.ej., el Homex 6) con una cantidad
minima de tampdn de lisis (cuya composicion dependera del método utilizado para la extraccion del
acido nucleico). Las semillas también se podran aplastar con un martillo (Bertolini et al., 2014b) o
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utilizando un mortero. Este Gltimo método podra no ser practico para un uso rutinario porque tal vez
resulte dificil evitar la contaminacién cruzada. Otra opcidn podréa 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 tejido).

El procedimiento siguiente ha sido validado (véase el Cuadro 1) en combinacion con la extraccion de
acido nucleico utilizando el método 2 de extraccién 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 tampén de lisis GH plus
en una bolsa de homogeneizacion BagPage (Interscience) de 100 ml; se homogeneiza durante 90 s en
un homogeneizador BagMixer (Interscience) y se incuba (0 se agita y se centrifuga segun el
procedimiento descrito para las microplantas, el material foliar y las raices) antes de la extraccion del
acido nucleico.

Impresion o frotis por aplastamiento de los tejidos. Los peciolos de las hojas o los vastagos
desprendidos se presionan sobre membranas de nailon. Segun Bertolini et al. (2008, 2014a), en una
membrana de nailon de aproximadamente 0,5 cm? se podran realizar varias impresiones o frotis por
aplastamiento parcialmente superpuestos de distintas hojas o vastagos desprendidos. La membrana que
contiene la muestra inmovilizada se corta y se inserta en un microtubo; la muestra inmovilizada se
deberia manejar con unas pinzas limpias. Las muestras obtenidas por impresién o frotis por
aplastamiento se pueden almacenar a temperatura ambiente en un lugar seco y protegido de la luz
durante al menos tres meses. Para la extraccion del ARN diana de las membranas, a cada microtubo que
contiene una muestra inmovilizada se afiaden 100 pl de tampon de glicina, luego se mezcla en vortex y
se conserva sobre hielo hasta la amplificacion mediante PCR.

3.3.2 Extraccion del acido nucleico

Se podra utilizar una gran variedad de métodos de extraccion de acido nucleico, desde kits comerciales
hasta métodos publicados en revistas cientificas. Los siguientes kits de extraccion de &cido nucleico,
tampones y procedimientos se han utilizado satisfactoriamente para la deteccién del PSTVd.

Kits comerciales. Se podran utilizar kits de extraccion comerciales, como RNeasy (Qiagen),
MasterPure (Epicentre) y Sheadex maxi plant kit (LGC Genomics), siguiendo las instrucciones del
fabricante. RNeasy fue evaluado para la extraccion de ARN del PSTVd de diferentes matrices como
parte del proyecto de deteccion y epidemiologia de pospiviroides (Detection and Epidemiology of
Pospiviroids, DEP) de EUPHRESCO (EUPHRESCO, 2010).

Método descrito por Mackenzie et al. (1997). El tejido vegetal se homogeneiza (1:10 p/v) en tampén
de lisis (4 M de isotiocianato de guanidina, 0,2 M de acetato de sodio, 25 mM de EDTA, 2,5 % de PVP-
40 (p/v) y 1 % de 2-mercaptoetanol (v/v) afiadido justo antes de su uso). A continuacién se mezcla un
mililitro de homogeneizado con 100 pl de N-lauroilsarcosinato de sodio al 20 % (p/v) y se incuba
durante 10 min a 70 °C en un termomezclador con agitacion a 1 200 rpm. Este método se puede utilizar
para extraer ARN de calidad de una amplia gama de especies de plantas.

Método con tampdn de EDTA. El tejido vegetal podrd homogeneizarse (1:4 p/v) en un tampén de lisis
sencillo (50 MM de NaOH, 2,5mM de EDTA) y a continuacion incubarse (durante 15 min a
aproximadamente 25 °C) o centrifugarse (durante 15 mina 4 °C a 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). El método
se ha utilizado con S. lycopersicum y S. tuberosum, asi como con diversas especies de plantas
ornamentales.
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Extraccién con fenol-cloroformo y extraccién con polietilenglicol (PEG) en dos etapas. Se
homogeneiza el tejido vegetal y se extrae el acido nucleico segun se describe en EPPO (2004). Este
método se ha utilizado, en combinacion con la electroforesis bidireccional en gel de poliacrilamida (R-
PAGE), la sonda de ARN marcada con digoxigenina y los métodos de RT-PCR convencionales descritos
en este protocolo de diagnostico, para una gran variedad de especies de plantas y tipos de tejidos (p. ej.,
hojas y tubérculos de papa).

Extraccion con CTAB. Se homogeneiza el tejido vegetal y se extrae el acido nucleico segln se describe
en EPPO(2004). El método de extraccion 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.,
hojas y semillas de tomate; EUPHRESCO, 2010).

Meétodo 1 de extraccion con particulas magnéticas. En el siguiente procedimiento automatizado se
utiliza el procesador de particulas magnéticas KingFisher mL (Thermo Scientific). Con los ajustes
pertinentes de los vollimenes se podran utilizar otros modelos de KingFisher.

Se maceran al menos 200 mg de tejido de hoja o de tubérculo o hasta 100 semillas de cada muestra, e
inmediatamente se afiade tampdn de extraccion en una proporcion de 10 ml por cada g de tejido de hoja
o0 tubérculo y de 20 ml por cada g de semilla. Se continda macerando hasta obtener un lisado celular
transparente con un residuo minimo de tejido intacto. El tampon de extraccion estd compuesto por 200 ul
de solucion de pirofosfato tetrasédico (TNaPP) al 8,39 % p/v (pH 10,0-10,9) y 100 pul de emulsion
antiespumante (Antifoam B Emulsion[Sigma]) afiadidos a 9,8 ml de tampdn de lisis de guanidina. El
tampon de lisis de guanidina estd compuesto por: 764,2 g de clorhidrato de guanidina; 7,4 g de EDTA
disdédico dihidratado; 30,0 g de PVP-10; 5,25 g de &cido citrico monohidratado; 0,3 g de citrato
trisddico; 5 ml de Triton X-100; 250 ml de etanol puro y 750 ml de agua.

Se decantan aproximadamente 2 ml de lisado en un tubo de microcentrifugadora nuevo y se centrifuga
durante 1 min a aproximadamente 5 000 g. Se retira un mililitro de sobrenadante y se coloca en el primer
tubo (A) del soporte de tubos de ensayo del procesador KingFisher mL, al cual se afiaden 50 pl de
particulas magnéticas (MAP Solution A, [Invitek]) mezcladas en vdrtex. Al tubo B se afiade 1 ml de
tampodn de lisis de guanidina; a los tubos C y D, 1 ml de etanol al 70 %, y al tubo E, 200 pl de agua o de
tampoén Tris-EDTA 1x.

Se coloca la tira de tubos en el procesador KingFisher mL y se ejecuta el programa (véase la Figura 2).
Transcurridos 20 min, la maquina hara una pausa para permitir una fase de calentamiento. La tira de
tubos se transfiere a un horno durante 5 min a 65-70 °C; a continuacion, se vuelve a introducir en el
procesador KingFisher mL y se reanuda el programa. Otros modelos podran tener incorporada la
capacidad de realizar una etapa de calentamiento o pausa para la evaporacion. Una vez terminado el
proceso, los acidos nucleicos eluidos se transfieren a un nuevo tubo de microcentrifugadora.

Este método se ha utilizado para una gran variedad de especies de plantas, asi como para tubérculos de
papa y semillas de tomate, y se ha utilizado con dos de los analisis mediante RT-PCR en tiempo real
descritos en este anexo (véanse las secciones 3.3.3.4 y 3.3.4.2). Con el método 1 de extraccion con
particulas magnéticas se podran esperar valores de ciclo umbral (Ct) de varios ciclos mas que con los
de otros métodos de extraccion descritos en el presente anexo, pero es un método de extraccion valioso
debido a su mayor capacidad de procesamiento de muestras (Roenhorst et al., 2005).
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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 = A,
Default; Beginning of step: Release = Yes, time = 1min 0s, speed = Fast dual mix; Bind parameters: Bind time
= 4min Os, speed = Slow; End of step: Collect beads = Yes, count = 4. WASH Step parameters: Name =
Washing, Well = B, Default; Beginning of step: Release = Yes, time = 0s, speed = Fast; Wash parameters:
Wash time = 3min 0s, speed = Fast dual mix; End of step: Collect beads = Yes, count = 3. WASH Step
parameters: Name = Washing, Well = C, Default; Beginning of step: Release = Yes, time = Os, speed = Fast;
Wash parameters: Wash time = 3min 0s, speed = Fast dual mix; End of step: Collect beads = Yes, count = 3.
WASH Step parameters; Name = Washing, Well = D, Default; Beginning of step: Release = Yes, time = 0s,
speed = Fast; Wash parameters: Wash time = 3min 0s, speed = Fast dual mix; End of step: Collect beads =
Yes, count = 3. ELUTION Step parameters; Name = Elution, Well = E, Default; Beginning of step: Release =
Yes, time = 10s, speed = Fast; Elution parameters: Elution time = 20s, speed = Bottom very fast; Pause
parameters: Pause for manual handling = Yes, message = Heating, Post mix time = 30s, speed = Bottom very
fast; Remove beads: Remove beads = Yes, collect count = 4, disposal well =D

Figura 2. Programa (en inglés) del Procesador de particulas magnéticas KingFisher mL (Thermo Scientific)

Método 2 de extraccion con particulas magnéticas. Para este procedimiento automatizado se utiliza
el kit Sbeadex maxi plant (LGC Genomics) con el sistema KingFisher 96 (Thermo Scientific). Se
deberian seguir las instrucciones del fabricante, pero se utiliza el tampdn de lisis GH plus en lugar del
tampon de lisis PN incluido en el Kit.

3.3.3 Métodos moleculares genéricos para la deteccion de pospiviroides
3.3.3.1 R-PAGE

La R-PAGE se ha recomendado como método de deteccion del PSTVd en hojas infectadas de
S. tuberosum (EPPO, 2004) pero se determind que su sensibilidad (limite de deteccion de 87 893 pg del
PSTVd) es menor que la de otros métodos (con limites de deteccién de al menos 17 pg del PSTVd)
evaluados en una prueba interlaboratorios: la sonda de ARNc marcada con digoxigenina; la RT-PCR
convencional en dos pasos con los cebadores de Shamloul et al. (1997) y el método en tiempo real de
Boonham et al. (2004) (Jeffries y James, 2005; véase también el Cuadro 1).

Este método también se ha utilizado satisfactoriamente para otras plantas hospedantes, por ejemplo
C. annuum, S. tuberosum (tubérculos) y S. lycopersicum. Dada su baja sensibilidad, tendria que
validarse el agrupamiento de las muestras.

La R-PAGE 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.

3.3.3.2 Hibridacion con una sonda de ARNc marcada con digoxigenina

Este método se ha recomendado para la deteccion del PSTVd en hojas infectadas 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). EI método también se ha usado
satisfactoriamente en otros hospedantes, como Petunia spp., S.jasminoides, S.lycopersicum vy
S. tuberosum (tubérculos).

La sonda empleada se basa en un monémero completo del PSTVd elaborado por Agdia, Inc®. (nimero
de catalogo: DLP 08000/0001). Dicha sonda se deberia utilizar siguiendo las instrucciones del fabricante
0 consultando los detalles del método descrito por EPPO (2004). Ademas del tampdn de Ames
(EPPO, 2004), para la extraccién del acido nucleico podran utilizarse tampdn de polietilenglicol (PEG)
y otros tampones de extraccion.
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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)

En este andlisis 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. Los cebadores Vid
detectaran el PSTVd, el TCDVd y, ademas, el CLVd. La utilizacion de los cebadores Pospil y Vid en
dos reacciones independientes permitird detectar todos los pospiviroides. No obstante, un apareamiento
erréneo en posiciones criticas del sitio diana del cebador podra impedir la deteccién de algunos
aislamientos de pospiviroides (p. €j., con estos cebadores no se detecté una forma del CLVd; Steyer
etal., 2010) y se necesitaran cebadores adicionales para detectar estas cepas de pospiviroides. Se ha
comprobado, en estudios in silico que las siguientes formas del PSTVd podran no ser detectadas debido
a un apareamiento erréneo del cebador con su secuencia complementaria en posiciones criticas; con los
cebadores Pospil: EU879925, EU273604, EF459697, AJ007489, AY372398, AY372394, FM998551,
DQ308555 y E00278; con los cebadores Vid: EU2736042. Los cebadores Pospil son mucho mas
sensibles que los cebadores Vid para la deteccion del PSTVd.

Cebadores

Pospil-FW (directo): 5-GGG ATC CCC GGG GAA AC-3" (nucledtidos (nt) 86-102)
Pospil-RE (inverso): 5-AGC TTC AGT TGT (T/A)TC CAC CGG GT-3" (nt 283-261)
Vid-FW (directo): 5"-TTC CTC GGA ACT AAA CTC GTG-3" (nt 355-16)

Vid-RE (inverso): 5'-CCA ACT GCG GTT CCA AGG G-3” (nt 354-336)

Condiciones de la reaccion

Se ha comprobado la fiabilidad del kit One-Step RT-PCR (Qiagen) para la deteccién del PSTVd, el
CEV(d, el CLVd, el CSVd, el TASVd y el TCDVd en muestras individuales (EUPHRESCO, 2010) y
otros pospiviroides enumerados al comienzo de esta seccidon. No es necesario utilizar la solucion Q
descrita en EUPHRESCO (2010). Aunque podran emplearse diversos kits de RT-PCR y condiciones
de reaccion, estos deberian ser validados para comprobar que son idoneos para el proposito previsto y
se detectan todos los pospiviroides pertinentes.

Se afiaden dos microlitros del molde a 23 ul de mezcla maestra compuesta por 1,0 ul de cada cebador
directo e inverso (10 uM), 5 ul del tampén One-Step RT-PCR 5x, 1,0 pl de la mezcla enzimatica One-
Step RT-PCR, 1,0 ul de desoxinucleotidos trifosfato (ANTP) (10 mM de cada uno) y 14 ul de agua. El
programa de termociclado es: 30 min a 50 °C; 15 min a 95 °C; 35 ciclosde 30sa 94 °C,60sa 62 °Cy
60 s a 72 °C; y una etapa de extension final de 7 mina 72 °C.

Electroforesis en gel

Después de la RT-PCR, los productos de la PCR (de aproximadamente 197 pb y 359 pb para los
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 préctica, 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 etal., 2013); la segunda (mezcla de reaccion 2) tiene como objetivo el CLVd
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
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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 permitia
detectar cepas aisladas de todas las especies de pospiviroides conocidas hasta una tasa de infeccién
relativa del 0,13 % (equivalente a una dilucién 1:770). El andlisis era especifico, dado que no se observé
reactividad cruzada con otros viroides, con virus o con los &cidos nucleicos de las plantas hospedantes.
En una comparacion entre laboratorios se constato que la repetibilidad y la reproductibilidad eran del
100% y que el analisis 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-F1-1: 5-TTC CTG TGG TTC ACA CCT GAC C-3" (Botermans et al., 2013)
TCR-F 1-3: 5°-CCT GTG GTG CTC ACC TGA CC-3" (Botermans et al., 2013)

TCR-F 1-4: 5°-CCT GTG GTG CAC TCC TGA CC-3" (Botermans et al., 2013)

TCR-F PCFVd: 5°-TGG TGC CTC CCC CGA A-3" (Botermans et al., 2013)

TCR-F IrVd: 5°-AAT GGT TGC ACC CCT GAC C-3" (Botermans et al., 2013)

TR-R1: 5"-GGA AGG GTG AAA ACC CTG TTT-3" (Botermans et al., 2013)

TR-R CEVd: 5"-AGG AAG GAG ACG AGC TCC TGT T-3" (Botermans et al., 2013)
TR-R6: 5"-GAA AGG AAG GAT GAA AAT CCT GTT TC-3" (Botermans et al., 2013)

CLVd-F: 5-GGT TCA CAC CTG ACC CTG CAG-3" (Monger et al., 2010)
CLVd-F2: 5"-AAA CTC GTG GTT CCT GTG GTT-3" (Monger et al., 2010)
CLVd-R: 5-CGC TCG GTC TGA GTT GCC-3" (Monger et al., 2010)

nads5-F: 5°-GAT GCT TCT TGG GGC TTC TTG TT-3" (Menzel et al., 2002)
nad5-R: 5-CTC CAG TCA CCA ACA TTG GCA TAA-3" (Menzel et al., 2002)

Sondas
pUCCR: 6FAM-5"-CCG GGG AAA CCT GGA-3-MGB (Botermans et al., 2013)
CLVd-P: 6FAM-5"-AGC GGT CTC AGG AGC CCC GG-3"-BHQ1 (Monger et al., 2010)

nad5-P: VICr-5-AGG ATC CGC ATA GCC CTC GAT TTA TGT G-3'-BHQ1 (Botermans et al.,
2013)

Las dos mezclas de reaccion estan basadas en el kit TagMan RNA to Ct 1-Step (Applied Biosystems).

Mezcla de reaccion 1 (todos los pospiviroides excepto el CLVd + nad5)

La mezcla de reaccion esta compuesta por 12,5 ul de mezcla TagMan RT-PCR 2x, 0,6 pl de mezcla
enzimatica TagMan RT 1x, 0,75 pl (10 uM) de cebadores directos (TCR-F 1-1, TCR-F 1-3, TCR-F 1-
4, TCR-F IrVd, TCR-F PCFVd y nad5-F) y cebadores inversos (TR-R1, TR-R CEVd, TR-R6 y nad5-
R) (concentracion final 0,3 uM cada uno), 0,25 ul (10 uM) de la sonda TagMan pUCCR (concentracion
final 0,1 uM) y 0,5 pl (10 pM) de la sonda TagMan nad5-P (concentracion final 0,2 uM). Se afiade agua
de grado molecular 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 esta compuesta por 12,5 ul de mezcla TagMan RT-PCR 2x, 0,6 pl de mezcla
enzimatica TagMan RT 1x, 0,75 pl (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 cada uno), 0,25 pl (10 uM) de la
sonda TagMan CLVd-P (concentracion final 0,1 uM) y 0,5 pl (10 uM) de la sonda TagMan nad5-P
(concentracion final 0,2 uM). Se afiade agua de grado molecular y 2 pl de molde de ARN hasta
completar un volumen final de 25 pl.

Las condiciones de termociclado para ambas mezclas de reaccion son 15 min a 48 °C, 10 min a 95 °C,
seguidos de 40 ciclos de (15sa95°C y 1 min a 60 °C).
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Para este método, Botermans et al. (2013) interpretaron los valores del ciclo umbral (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 valores podran excluir niveles bajos de infeccion en algunos
tejidos y deberan definirse en cada laboratorio.

3.3.4 Métodos moleculares de mayor especificidad para la deteccion del PSTVd
3.3.4.1 RT-PCR convencional con los cebadores de Shamloul et al. (1997)

En este analisis se utilizan los cebadores de RT-PCR de Shamloul et al. (1997), también descritos por
Weidemann y Buchta (1998). Estos cebadores detectaran el MPVd, el PSTVd, el TCDVdy el TPMVd.
Se ha comprobado, en estudios in silico, que las siguientes cepas del PSTVd podran no ser detectads
debido a un apareamiento erréneo del cebador con su secuencia complementaria en posiciones criticas:
AY372394, DQ308555, EF459698 para el cebador inverso. Si el ARN no se amplifica con estos
cebadores, se podran utilizar los cebadores Vid.

Cebadores
3H1-F: 5"-ATC CCC GGG GAA ACC TGG AGC GAA C-3" (nt 89-113)
2H1-R: 5"-CCC TGA AGC GCT CCT CCG AG-3" (nt 88-69)

Método 1 (SuperScript One-Step RT-PCR con Platinum Taq (Invitrogen))

Para cada reaccion se afiade 1 pl de molde de ARN a 24 pl de mezcla maestra compuesta por 1,7 pl de
cada cebador, directo e inverso (15 uM), 12,5 ul de tampon de reaccién 2x, 0,5 ul de RT/Platinum Taq
y 7,6 pul de agua. El programa de termociclado es el siguiente: 30 min a 43 °C, 2 min a 94 °C, a
continuacion 10 ciclos de 30 s a 94 °C, 90s a 68 °C y 455 a 72 °C, seguidos de 20 ciclos de 30 s a
94 °C,90sa64°Cy45sa72°C, conunaextension final de 10 mina 72 °Cy 1 min a 20 °C.

Método 2 (RT-PCR en dos pasos)

Si se emplea la RT-PCR en dos pasos, la sensibilidad para la deteccion del PSTVd en S. tuberosum es
de al menos 17 pg del PSTVd, la menor concentracion analizada, pero la sensibilidad conseguida varia
entre laboratorios y la mayoria detectan al menos 89 pg del PSTVd (Jeffries y James, 2005). Véase la
descripcion del método 2 en EPPO (2004).

Después de la RT-PCR, los productos de la PCR (de aproximadamente 360 pb) se analizan mediante
electroforesis en gel segin el procedimiento descrito y los amplicones de la PCR del tamafio correcto se
secuencian para identificar la especie de viroide.

Con este método se ha utilizado un analisis de control interno con cebadores nad5 (Menzel et al., 2002)
en una reaccion simple (independiente) (Seigner et al., 2008). Los cebadores se utilizaron en una
concentracion final de 0,2 uM. El amplicon tiene 181 pb.

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)

Los cebadores y la sonda empleados en este analisis 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 deberé determinar mediante RT-PCR convencional y secuenciacion.

En el andlisis se detectara el PSTVd, el MPVd, el TCDVd y el TPMVd. Se ha determinado una
sensibilidad para la deteccién 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 analisis se detectan todas las variantes de secuencias conocidas. Estos se identificaron a partir
de estudios in silico como posibles incoherencias entre las secuencias de viroides publicadas y las de
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los cebadores que podrian comprometer la deteccion (Boonham et al., 2005). Sin embargo, los
aislamientos divergentes VIR-06/7L y VIR-06/10L descritos recientemente por Owens et al. (2009)
podran no ser detectados debido a la insercion de una o varias bases adicionales en el sitio de unién de
la sonda (W. Monger, comunicacion 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-3" TAMRA (nt 278-252)

Los cebadores COX de control interno amplifican el gen citocromo oxidasa 1 presente en las
mitocondrias vegetales (Weller et al., 2000).

COX-F:5°-CGT CGC ATT CCA GAT TAT CCA-3
COX-R:5-CAA CTA CGG ATA TAT AAG RRC CRR ACC TG-3
COXs0l-1511T: VIC-5"-AGG GCA TTC CAT CCA GCG TAA GCA-3' TAMRA

La mezcla de reaccion es para una placa de 96 pocillos y es una modificacién del método de la OEPP
(EPPO, 2004) dado que incorpora una reaccion doble para la deteccion del PSTVd y el COX, y una
reaccion simple para la deteccién del PSTVd (Roenhorst et al., 2005).

La mezcla de reaccion estd compuesta por 13,75 ul de agua, 25 pl de 2x Master Mix (Applied
Biosystems), 1,25 pl de 40x MultiScribe Reverse Transcriptase (Applied Biosystems), 1,5 pl de cada
uno de los cebadores PSTV-231-F y PSTV-296-R (10 uM) y 1,0 pl de la sonda PSTV-251T (5 uM).
Esta mezcla de reaccion se divide en dos volimenes iguales de 22 ul, Ay B. A la parte A se afiaden dos
microlitros de agua y a la B se afiaden 0,75 ul de cada cebador COX (10 uM) y 0,5 pl de la sonda
COXsol-1511T (5 uM). Se afiade a cada una de las partes, Ay B, 1 pl de ARN diana hasta completar
un volumen final de mezcla de reaccion de 25 pl en cada pocillo de la placa de reaccion. Con la mezcla
de reaccion A se detectara el PSTVd y con la mezcla de reaccion B se detectaran el PSTVd y el COX
en una reaccion doble.

Las condiciones de termociclado son 30 min a 48 °C, 2 min a 95 °C y 40 ciclos de (15 sa95°C y 1 min
a 60 °C).

3.3.4.3 RT-PCR en tiempo real (kit de Plant Print Diagnostics)

Los cebadores y la sonda empleados en este analisis son los descritos por Bertolini et al. (2010) y forman
parte de un kit que comercializa Plant Print Diagnostics (Ref. PSTVd/100). El andlisis detectara el
CLVd, el PSTVd y el TCDVd. Se deberian detectar las 327 cepas aisladas del PSTVd presentes en
GenBank, dado 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.

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 kit) a los cuales
se puede afiadir cualquier mezcla maestra comercial de RT-PCR. Para cada reaccidn se afiaden 3 pl de
molde de ARN a 9 ul de mezcla de PCR compuesta por 6 pl de tampon comercial 2x para RT-PCR,

1 A1 de marzo de 2010 (W. Monger, comunicacién personal, 2011).
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0,6 ulI de cada cebador, directo e inverso (10 uM), 0,36 pl de la sonda TagMan (5 uM), 0,5 pl de mezcla
enzimatica 25x para RT-PCR y 0,94 ul de agua hasta completar un volumen de reaccidn final de 12 pl.

Las condiciones de termociclado son 10 min a 48 °C, 10 min a 95 °C y 40 ciclos de (15sa95°Cy 1 min
a 60 °C).

Con este método, una muestra se considera positiva cuando da como resultado un valor de Ct <40y los
controles negativos son negativos (no hay amplificacion). Una muestra se considera negativa cuando da
como resultado un valor de Ct >40 y en los controles positivos hay amplificacion.

3.4 Controles para las pruebas moleculares

Para considerar fiable el resultado de la prueba, en cada serie de aislamiento de acido nucleico y de
amplificacion del acido nucleico de la plaga objetivo o del &cido nucleico diana se deberian tener en
cuenta los controles adecuados, que dependeran del tipo de prueba utilizada y del grado de certidumbre
requerido. Para la RT-PCR, deberian utilizarse, como minimo, un control positivo de &cido nucleico, un
control interno y un control negativo de amplificacion (control sin molde).

Control positivo de acido nucleico. Este control se utiliza para monitorizar la eficiencia del analisis
(ademas de la extraccion). Se podra utilizar &cido nucleico previamente preparado (almacenado) del
viroide, el ADN gendémico completo amplificado o un control sintético (p. €j., un producto de PCR
clonado) generado utilizando el mismo par de cebadores que el empleado para la deteccion. También se
podréa utilizar un control del limite de deteccion (aunque no es obligatorio).

Control interno. Deberia incorporarse al protocolo de la RT-PCR convencional y en tiempo real un gen de
mantenimiento vegetal, por ejemplo el COX o el NAD, a fin de descartar la posibilidad de falsos negativos
debido a deficiencias en la extraccion del acido nucleico o a su degradacion, o a la presencia de inhibidores
de la PCR. Preferentemente, los cebadores de control interno se deberian utilizar en una reaccion doble con
los cebadores del pospiviroide/PSTVd. Sin embargo, como esto podréa ser dificil de conseguir sin que se
reduzca la sensibilidad de la prueba para el viroide, se recomienda, cuando sea posible, realizar una reaccion
doble de los cebadores del pospiviroide o el PSTVd con los cebadores de mantenimiento vegetal y, ademas,
una reaccion simple solamente con los cebadores del pospiviroide/PSTVd.

Se ha demostrado que el fragmento del gen mitocondrial nad5 de la NADH deshidrogenasa 5 es un
indicador fiable del rendimiento del procedimiento de extraccion y de la etapa de la transcripcion inversa
(RT) en la RT-PCR convencional (Menzel et al., 2002). Se ha probado en muchas especies de plantas,
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 intron 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 unicamente del ARN, y no constituye un control de la etapa de la transcripcion inversa (RT,
por sus siglas en inglés).

Cuando en la descripcion de un método de PCR no se mencione el control interno 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 reaccion. El agua de calidad apta para PCR que se utilizd 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
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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 el viroide.

En el control positivo debe utilizarse aproximadamente una décima parte de la cantidad de tejido foliar
utilizada por planta para la extraccion de ARN. Si se agrupan las muestras, se deber ajustar de manera
acorde la cantidad de control positivo (p. €j., 10 lotes de muestras de 20 mg agrupadas para la extraccion
de ARN, 2 mg de hoja infectada + 198 mg de tejido de papa sano). Si no hay deteccion, deberia repetirse
la prueba o reducirse la tasa de agrupamiento hasta lograr una deteccion fiable.

Para la RT-PCR, deben adoptarse precauciones a fin de evitar la contaminacion cruzada por aerosoles
procedentes del control positivo o de las muestras positivas. El control positivo empleado en el
laboratorio deberia secuenciarse a fin de que esta secuencia se pueda comparar facilmente con la
secuencia obtenida de los amplicones de la PCR del tamafio correcto. Otra opcion es elaborar controles
positivos sintéticos que contengan una secuencia conocida que, de nuevo, se puede comparar con los
amplicones de la PCR del tamafio correcto.

Control negativo de extraccion. Este control se utiliza para monitorizar la contaminacién durante la
extraccion del acido nucleico o lareaccion cruzada con el tejido hospedante. El control comprende acido
nucleico extraido de tejido no infectado del hospedante y posteriormente amplificado. Cuando se
analicen muchas muestras positivas se recomienda utilizar varios controles.

3.5 Interpretacion de los resultados de la RT-PCR convencional y en tiempo real
3.5.1 RT-PCR convencional

La PCR especifica del viroide solo se considerara valida si:
- el control positivo de &cido nucleico genera un producto del tamafio correcto para el viroide, y

- no se producen amplicones del tamafio correcto para el viroide en el control negativo de
extraccion ni en el control negativo de amplificacién.

Si también se usan cebadores COX o nad5 de control interno, entonces el control negativo (tejido vegetal
sano), si se utiliza, el control positivo de acido nucleico y cada una de las muestras analizadas deben
producir una banda de 181 pb (nad5). Si no se logra la amplificacion de las muestras con los cebadores
de control interno, la causa puede ser, por ejemplo, una deficiente extraccion del &cido nucleico, que no
se incluyé el acido nucleico en la mezcla de la reaccidn, que ha fallado la etapa de la transcripcion
inversa (RT), que el extracto de &cido nucleico contiene compuestos inhibidores de la PCR o que el
acido nucleico se ha degradado.

Una muestra se considerara positiva si produce 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

- 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.
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Si también se usan 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 amplificacién. Si las muestras no producen una curva de amplificacion con los cebadores de control
interno, la causa puede ser, por ejemplo, una deficiente extraccidn del acido nucleico, que no se incluyé
el &cido nucleico en la mezcla de la reaccion, que el extracto de acido nucleico contiene compuestos
inhibidores de la PCR o que el &cido nucleico se ha degradado.

Una muestra se consideraré positiva si produce una curva de amplificacion tipica. En las secciones
3.3.3.4y 3.3.4.3 se proporciona informacion especifica sobre el de Ct para dos métodos.

4. Identificacion

El PSTVd se deberia identificar secuenciando el producto obtenido mediante los métodos de RT-PCR
convencionales empleando los cebadores de Shamloul o Vid descritos en las secciones 3.3.4.1y 3.3.3.3,
respectivamente, y buscando una coincidencia de la secuencia en las bases de datos publicas de
secuencias genéticas. Para la identificacion se podra necesitar la ayuda de especialistas en el analisis de
secuencias. Si la amplificacion del producto de la PCR es escasa 0 si la muestra esta infectada por mas
de un pospiviroide, la clonacion del producto de la PCR podra permitir que se obtenga una secuencia.

En caso de gue se necesite confirmar un resultado positivo obtenido en una muestra mediante la RT-PCR
en tiempo real, la muestra se deberia volver a analizar mediante RT-PCR convencional para poder
secuenciar e identificar el producto obtenido. La secuenciacion directa del producto de la PCR en tiempo
real proporcionara una informacion sobre la secuencia que no permite una identificacion fiable.
Permitira determinar que el producto de la PCR es un viroide, pero no permitira identificar la especie ni
diferenciarlo del control positivo empleado. Sin embargo, dada la mayor sensibilidad de la RT-PCR en
tiempo real, es posible que con la RT-PCR convencional no se obtenga ningun producto. En el caso de
las muestras agrupadas, la repeticion del analisis con submuestras mas pequefias podria mejorar la
fiabilidad de la amplificacion mediante la RT-PCR convencional. Otra opcion podra ser inocular las
muestras en plantas de tomate para aumentar la concentracion del viroide hasta niveles que sean
detectables mediante la RT-PCR convencional. No obstante, este enfogque no ha sido evaluado y si los
resultados no son concluyentes podra ser necesario repetir el muestreo y la prueba.

4.1 Secuenciacion y analisis de las secuencias

El anélisis de las secuencias solo deberia realizarlo una persona con experiencia. Si no se dispone de
instalaciones para realizar la secuenciacion internamente, lo deberia realizar una empresa comercial.
La empresa especificara sus requisitos para la secuenciacion de los productos de la PCR. Se envian a
la empresa, para la secuenciacion, el producto purificado (y los cebadores directo e inverso, si se han
solicitado). Algunas empresas también podran purificar el producto si es necesario.

Si la secuenciacion se realiza internamente, se deberian establecer los métodos y aplicarlos. Se deberia
secuenciar cada cadena del producto de la PCR, utilizando los cebadores de la PCR como cebadores de
secuenciacion. 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. €j., los software Geneious,
CLC Genomics Workbench o Lasergene) que analizan la informacién 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.

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 (cebadores 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.
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Si se observan adeninas sobresalientes incorporadas por la polimerasa durante la elongacion, deben ser
eliminadas. Para la identificaciéon, se aconseja utilizar una secuencia de consenso corregida que
comience en la posicion 1 del genoma del viroide para compararla con una de las bases de datos
exhaustivas de nucledtidos. La blsqueda se deberia realizar en la base de datos GenBank de registros
de nucledtidos no redundantes del sitio web del Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica de los
Estados Unidos (NCBI) o en el Archivo Europeo de Nucle6tidos (ENA) del sitio web del Laboratorio
Europeo de Biologia Molecular (EMBL) utilizando el programa de alineacion de secuencias BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool). Ademas, la identificacion deberia basarse en la agrupacion
especifica en un arbol filogenético (método neighbour joining) de las coincidencias detectadas por el
programa BLAST.

Segun el Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV), el criterio principal para la identificacion
de una especie es una identidad de secuencias de mas del 90 % (Owens et al., 2011). Sin embargo, si la
secuencia obtenida muestra una identidad cercana al 90 % deberian incluirse otros pardmetros, como las
propiedades biolégicas. El Grupo para el estudio de los viroides del ICTV esta debatiendo actualmente
la clasificacion de los viroides y los criterios para la delimitacion de las especies.

Cuando se requiere una exactitud del 100 % en la secuencia, por ejemplo, cuando se va a registrar una
secuencia en una base de datos o cuando se sospecha la existencia de una nueva especie de viroide, es
necesario realizar una segunda PCR en la cual se incluira la regién de las secuencias del cebador
utilizado en la primera PCR, asi como las bases ambiguas de la primera PCR. A tal efecto, podra ser
necesario disefiar un nuevo conjunto de cebadores a partir de la secuencia inicial, aunque el uso de los
pares de cebadores de Shamloul y Vid podra ser suficiente.

5.  Registros

Los registros y las evidencias deberian conservarse segin lo descrito en la NIMF 27 (Protocolos de
diagnéstico para las plagas reglamentadas).

En las situaciones en que los resultados del diagnostico puedan afectar a otras partes contratantes, en
particular en casos de incumplimiento o en areas donde se detecte el PSTVd por primera vez, se deberia
conservar también el siguiente material adicional de un modo que garantice su plena rastreabilidad:

- la muestra original (si atn esta disponible) deberia conservarse congelada a —80 °C o liofilizarse
y conservarse a temperatura ambiente;

- cuando proceda, las extracciones de ARN deberian conservarse a —80 °C;

- cuando proceda, los productos de la amplificacion mediante RT-PCR deberian conservarse a entre
—20°Cy—80 °C;

- los archivos de registro de las secuencias de ADN utilizados a fin de generar la secuencia de
consenso para la identificacion de las muestras.

Si se comprueba que el aislamiento estudiado posee caracteristicas moleculares o biolégicas diferentes
de las de otros aislamientos registrados anteriormente, se deberia ofrecer a una coleccidn o repositorio
de plagas vegetales reconocido, (p. €j., el Q-bank (base de datos exhaustiva de plagas cuarentenarias y
enfermedades de las plantas), o la DSMZ (coleccién alemana de microorganismos y cultivos celulares
del Instituto Leibniz).

Si hay evidencia de que alguno de las pruebas descritas no detectan un aislamiento del PSTVd, se
deberian enviar los detalles del aislamiento (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 electrénico: j.w.roenhorst@nvwa.nl; Dr. J.Th.J. 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 Mt Edward Road,
Charlottetown, PE, Cl1A 5T1 (Canadd) (Dr. H. Xu, correo electronico:
huimin.xu@inspection.gc.ca).

Conselleria de Agricultura de la Generalitat Valenciana, Centro de Proteccion Vegetal y Biotecnologia
(IVIA), 46113 Moncada, Valencia (Espafia) (Dr. N. Duran-Vila, correo electrénico:
duran_nur@gva.es).

USDA-APHIS, Plant Germplasm Quarantine Program BARC-E, BLD 580, Powder Mill Road,
Beltsville, MD 20705 (Estados Unidos) (Dr. J.A. Abad, correo electronico:
jorge.a.abad@aphis.usda.gov).

Laboratorios Bioldgicos, Direccion General de Servicios Agricolas, Ministerio de Ganaderia,
Agricultura y Pesca, Millan 4703, Montevideo (Uruguay) (Dr. A. Etchevers, correo electrénico:
anitaetchevers@hotmail.com).

Podran presentar solicitudes de revision de los protocolos de diagnéstico las organizaciones nacionales
de proteccion fitosanitaria (ONPF), las organizaciones regionales de proteccion fitosanitaria (ORPF) o
los 6rganos auxiliares de la Comisién de Medidas Fitosanitarias (CMF), por conducto de la Secretaria
de la CIPF (ippc@fao.org), que las remitird al Grupo técnico sobre protocolos de diagndstico (GTPD).

7.  Agradecimientos
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(Department of Environment and Primary Industries, Australia), H. Xu (CFIA, Canada), N. Duran-Vila
(IVIA, Espafia), A. Etchevers (Laboratorios Bioldgicos, Uruguay) y J.A. Abad (Servicio de Inspeccion
Zoosanitaria y Fitosanitaria (APHIS) del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA),
Estados Unidos) (véase la Seccion 6 para mas informacion). Asimismo, J.Th.J. Verhoeven (organizacion
nacional de proteccion fitosanitaria de los Paises Bajos) colaboré de forma destacada en la elaboracion
del presente protocolo.

Debe agradecerse a S.L. Nielsen (Dinamarca); L. Seigner, S. Winter y M. Wassenegger (Alemania); H.
Koenraadt (Paises Bajos) y A. Fox, T. James, W. Monger y V. Mulholland (Reino Unido) las muy utiles
observaciones formuladas durante la elaboracion de este protocolo.
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Cuadro 1. Descripcién general y datos de validacion de los protocolos utilizados para la deteccion del viroide del tubérculo fusiforme de la papa (Potato spindle tuber viroid,
PSTVd) en distintos tipos de material hospedante.

tampén de lisis
GH plus con Homex 6

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

Matriz T%rg?go Preparacion de las | Extraccion del acido Método de Observaciones sobre la validacién
muestras nucleico deteccion
muestra
Hojas de tomate 19 3,5ml (1:2-1:5 p/v) de | RNeasy Plant Mini Kit Reaccién en cadena | Limite de deteccién: deteccion de todas las especies de pospiviroides hasta una
tampon de lisis (Qiagen) o Sheadex de la polimerasa con | tasa de infeccion relativa® del 0,13 % (equivalente a una dilucién de 1:770) con una
GH plus con Homex 6 | maxi plant kit (LGC transcripcion inversa | certeza del 99,7 % para la dilucién de hojas de tomate infectadas en tomate sano.
(Bioreba) Genomics) con el en tiempo real (RT- Especificidad analitica: muy especifico para las especies de pospiviroides.
sistema KingFisher 96 PCR): analisis Selectividad: sin influencia de las hojas de tomate
(Thermo Scientific) GenPospi, Repetibilidad y reproductibilidad: 100 %
Botermans et al. (Naktuinbouw, 2012a; Botermans 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 Limite de deteccion: deteccion de una dilucion de hojas de tomate infectadas en

tampon de lisis real: Boonham et al. | tomate sano de hasta 1:10 000.

GH plus con Homex 6 (2004) Especificidad analitica: detecciéon del viroide de la papita mexicana (Mexican
papita viroid, MPVd), el viroide del tubérculo fusiforme de la papa (Potato spindle
tuber viroid, PSTVd), el viroide del enanismo clorético del tomate (Tomato chlorotic
dwarf viroid, TCDVd) y el viroide de la planta macho del tomate (Tomato planta
macho 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 Mini Kit RT-PCR: cebadores | Limite de deteccidn: deteccion de todas las especies de pospiviroides (excepto el
tampon de lisis Pospil-FW y viroide latente de Columnea (Columnea latent viroid, CLVd)) hasta al menos una
GH plus con Homex 6 Pospil-RE de tasa de infeccion relativa del 2,5 % para la dilucién de hojas de tomate infectadas
Verhoeven et al. en tomate sano.
(2004) 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 p/v) de | RNeasy Plant Mini Kit 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 dilucién 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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Matriz T%n;?go Preparacion de las | Extraccion del acido Método de Observaciones sobre la validacién
muestras nucleico deteccion
muestra
Hojas de tomate 19 3,5ml (1:2-1:5 p/v) de | RNeasy Plant Mini Kit RT-PCR: Shamloul Limite de deteccion: deteccién hasta una tasa de infeccion relativa de al menos el
tampon de lisis et al. (1997) 10 % para la dilucion de hojas de tomate infectadas en tomate sano.
GH plus con Homex 6 Especificidad analitica: detecciéon del MPVd, el PSTVd, el TCDVd y el TPMVd
(algunas cepas).
Selectividad: sin influencia de las hojas de tomate
Repetibilidad y reproductibilidad: 100 %
(NPPO-NL, 2013c)
Semillas de 3000 20 ml (1:2-1:5 p/v) de | Sbeadex maxi plant kit RT-PCR en tiempo Mismos parametros de desempefio que para las hojas de tomate.
tomate semillas tampon de lisis con el sistema real: Boonham etal. | La probabilidad de deteccion de una semilla infectada en una muestra de
(analizadas | GH plus con BagMixer | KingFisher 96 (2004) 1 000 semillas es > 95% cuando se analizan tres submuestras de 1 000 semillas
en tres (Interscience) cada una. Debido a la rapida contaminacion cruzada del PSTVd de frutas infectadas
submuestras a semillas sanas durante el procesamiento de las semillas (usando tratamiento con
de 1 000) pectinasa y fermentacién) hay una probabilidad alta de que haya mas semillas
contaminadas en una muestra (Naktuinbouw, 2012c).
Hojas de papa 200 mg 20 pL de dodecil Extraccion con fenol- Electroforesis Limite de deteccién: 2 465 pg del PSTVd; este fue el menos sensible de los
(cultivada en sulfato sédico al 10 %, | cloroformo y extraccion bidireccional en gel métodos moleculares estudiados en una prueba interlaboratorios internacional.
semillero) y 180 pl de tampén de con polietilenglicol de poliacrilamida (R- | Especificidad analitica: deteccion de todos los pospiviroides conocidos.
plantas de papa extraccion LiCl, 400 ul | (PEG) en dos etapas PAGE)? Selectividad: 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 Inmovilizacion en Sonda marcada con | Limite de deteccidon: al menos 17 pg del PSTVd (la menor concentracion
(cultivada en de Ames (EPPO, membrana (Agdia, Inc.), | digoxigenina® analizada).
sala de 2004) con un mortero extraccion con fenol Especificidad analitica: deteccion de todos los pospiviroides conocidos.
crecimiento) y cloroformo y PEG en Selectividad: sin influencia de la variedad de papa, ni del uso de hojas de papa o
plantas de papa dos etapas de plantas in vitro.
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 RH RNeasy Plant Mini Kit RT-PCR Limite de deteccidn: al menos 17 pg del PSTVd.
(cultivada en 500 mg (Qiagen) con tubo de convencional en dos | Especificidad analitica: deteccion del MPVd, el PSTVd, el TCDVd y el TPMVd.

semillero) y
plantas de papa
in vitro

microcentrifugadora y
micropistilo u Homex 6

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

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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Matriz T%n;?go Preparacion de las | Extraccion del acido Método de Observaciones sobre la validacién
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 Mismos parametros de desempefio que para las hojas de tomate.
(cultivada en tampon de lisis con el sistema real: andlisis . . ) o, . ,
semillero) y GH plus con Homex 6 KingFisher 96 GenPospi, Especificidad analitica: sin reaccion cruzada con los virus cominmente presentes
plantas de papa Botermans et al. enlapapa. _ _ _ o
in vitro (2013) Selectividad: sin influencia de las hojas de papa ni las plantas in vitro.
Validado para tasas de agrupamiento de hasta 100 (100 % de deteccion en
muestras compuestas por 1 hoja infectada y 99 sanas; NAK, 2011).
Hojas de papa 1,5gde Aproximadamente RNeasy Plant Mini Kit, RT-PCR en tiempo Limite de deteccion: deteccion de una diluciéon de hasta 1:10 000 de tejido
(cultivada en hojaso5g | 600 pl de tampdén para | extraccién con bromuro real: Boonham et al. | infectado en tejido sano.
sala de de las hojas o de cetiltrimetilamonio (2004) Especificidad analitica: deteccion del MPVd, el PSTVd, el TCDVd, el TPMVd
crecimiento) y tubérculos aproximadamente (CTAB) o con el kit de (algunas cepas); sin reaccién cruzada con los virus cominmente presentes en la
plantas y 3 ml de tamp6n para aislamiento de ARN papa.
tubérculos de los tubérculos (la Purescript (Gentra Selectividad: sin influencia del uso de hojas de papa o de plantas y tubérculos
papa in vitro eleccion del tamp6én Systems; téngase en in vitro.
depende el método de | cuenta que este kit ya Repetibilidad y reproductibilidad: 100 % (prueba interlaboratorios en cuatro
extraccion utilizado) no se encuentra laboratorios).
disponible) Validado para tasas de agrupamiento de hasta 100 (100 % de deteccién en
muestras compuestas por 1 hoja infectada y 99 sanas; Roenhorst et al., 2005,
2006).
Especies de 19 3,5ml (1:2-1:5 p/v) de | RNeasy Plant Mini Kit o RT-PCR en tiempo Mismos pardmetros de desempefio que para las hojas de tomate.
plantas tampon de lisis Sbheadex maxi plant kit real: andlisis Sensibilidad analitica: la concentracion de pospiviroides y la selectividad
ornamentales GH plus con Homex 6 | con el sistema GenPospi, (componentes inhibidores) en la savia de las hojas depende de la especie de planta.
(hojas) KingFisher 96 Botermans et al. Validado para tasas de agrupamiento de hasta 25 para Brugmansia, Calibrachoa,
(2013) 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 mas 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 3,5ml (1:2-1:5 p/v) de | RNeasy Plant Mini Kit o RT-PCR en tiempo Mismos parametros de desempefio que para las hojas de tomate.
plantas tampon de lisis Sbheadex maxi plant kit real: Boonham et al. | Sensibilidad analitica: la concentracion de pospiviroides y la selectividad
ornamentales GH plus con Homex 6 | con el sistema (2004) (componentes inhibidores) en la savia de las hojas depende de la especie de planta.
(hojas) KingFisher 96 Validado para tasas de agrupamiento de hasta 25 para Brugmansia, 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 méas 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;?go Preparacion de las | Extraccion del acido Método de Observaciones sobre la validacién
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: deteccion de una diluciéon de hasta 1:10 000 de hojas de
tomate; hojas, de solucion salina con (impresion de tejidos), real: Bertolini et al. S. jasminoides infectadas en hojas de S. jasminoides y tomate sanas.
tubérculos y tubérculos tampon fosfato (PBS) RNeasy Plant Mini Kit o (2010) Especificidad analitica: deteccion del CLVd, el PSTVd y el TCDVd.
semillas de de papa o con Homex 6 PowerPlant RNA Selectividad: sin influencia de las hojas o tubérculos de papa o de semillas de
papa, y de Isolation Kit (Mo Bio) tomate.
especies de impresiones Repetibilidad y reproductibilidad: 100 % (prueba interlaboratorios en tres
plantas de hoja laboratorios).
ornamentales sobre La sensibilidad diagndstica fue del 100 %, la especificidad diagndstica del 100 % y
(hojas) membranas la exactitud relativa comparada con un método de hibridacién molecular (Murcia

de nailon et al., 2009) fue del 100 %. La validacién de la prueba se realizé con 208 muestras

de campo de S.jasminoides, Brugmansia spp., Datura spp., Petunia spp.,
Dendrathema spp., papa y tomate. De las 208 muestras, 43 fueron verdaderos
positivos y 150 verdaderos negativos con ambas técnicas. Quince muestras dieron
falsos positivos mediante hibridacion, detectandose el viroide del enanismo apical
del tomate (Tomato apical stunt viroid, TASVd) y el viroide de la exocortis de los
citricos (Citrus exocortis viroid, CEVd). Ninguna muestra dio un falso negativo.

1 Debido a que se desconoce la concentracion del viroide en el material original analizado, en algunos de los andlisis el limite de deteccion (sensibilidad) se expresa como valor
relativo. La savia de hoja infectada sin diluir se considera infectada al 100 % (en una proporcion de 1 g de material foliar en 3 ml de tampodn). El limite de deteccion relativo se
determin6 analizando ocho diluciones sucesivas de savia de hoja infectada en savia de hoja sana. El limite de deteccion relativo se define como el promedio de la tasa de
infeccion relativa mas baja que aln podia detectarse de cada aislamiento (ciclo umbral (Ct) <32), y se afiadieron tres desviaciones tipicas para proporcionar un valor conservador,
con una certeza del 99,7 % (Botermans et al., 2013).

2 Los tres métodos —R-PAGE, sonda marcada con digoxigenina y RT-PCR convencional en dos pasos con los cebadores de Shamloul et al. (1997)— fueron comparados en
una prueba interlaboratorios internacional (Jeffries y James, 2005).
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Historia de la publicacion

Esta no es una parte oficial de la horma

2007-03: En la segunda reunién de la CMF se afiadié el tema al programa de trabajo
(2006-002).

2012-11: ElI GTPD reviso el proyecto de protocolo.

2013-03: EI CN aprobd, mediante decision por medios electrénicos, presentar el texto
para consulta a los miembros (2013_eSC_May_10).

2013-07: Consulta a los miembros.

2014-07: EI GTPD examin el proyecto de protocolo.

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

2014-11: EI CN aprobd, mediante decisién por medios electrénicos, el periodo de
notificacion del PD (2014_eSC_Nov_13).

2014-12: Periodo de notificacion

2015-01: El CN adopt6 el PD en nombre de la CMF (no se recibieron objeciones
formales).

NIMF 27. Anexo 7. Viroide del tubérculo fusiforme de la papa (patata) (2016). Roma,
CIPF, FAO.

2015-07: La Secretaria de la CIPF incorporé enmiendas editoriales y modifico el
formato de las normas de acuerdo con el procedimiento de revocacion de normas
aprobado en la CMF-10 (2015).

2016-05: EI CN aprobd la revision técnica de este PD en relacién con la secuencia
del cebador COX-F de control interno, de conformidad con la referencia
bibliografica ofrecida (Weller et al., 2000) (seccion 3.3.4.2, “RT-PCR en tiempo
real con los cebadores de Boonham et al. [2004]") (2016_eSC_May_15). El
GTPD sefial6 que ambas secuencias (la de la version anterior del PD y la actual
secuencia conforme a Weller et al., 2000) funcionaban.

2017-04: La CMF-12 ha tomado nota de los cambios editoriales efectuados en
espafiol por el grupo de examen de los idiomas.

Ultima modificacion de la historia de la publicacién: 2017-04.
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CIPF

La Convencién Internacional de Proteccién Fitosanitaria
(CIPF) es un acuerdo internacional de sanidad vegetal que
tiene como objetivo proteger las plantas cultivadas y silvestres
previniendo la introduccién y propagacién de plagas. Los
viajes y el comercio internacional hoy son mas abundantes
que nunca antes. En el desplazamiento de personas y
mercancias por todo el mundo, los acompafian organismos
que representan riesgos para las plantas.

La organizacion

¢ Hay mas de 180 partes contratantes de la CIPF

¢ Cada parte contratante tiene una organizacion
nacional de proteccion fitosanitaria (ONPF) y un
contacto oficial de la CIPF

¢ Nueve organizaciones regionales de proteccién
fitosanitaria (ORPF) obran para facilitar la aplicacion
de la CIPF en los paises

¢ La CIPF se enlaza con las organizaciones
internacionales pertinentes a fin de contribuir a
la creacién de capacidad regional y nacional

¢ |a Organizacién de las Naciones Unidas para la
Alimentacidn y la Agricultura (FAO) proporciona
la Secretaria de la CIPF
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