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RESUMEN

Desde su aparicion en 1915 el virus del bronceado del tomate (Tomato spotted
wilt virus, TSWV por sus siglas en inglés) ha causado varias pérdidas en cultivos
como lechuga, tomate y flores ornamentales, entre un gran rango de hospederos que
tiene este virus. En Guatemala el crisantemo es uno de los cultivos con mayor
importancia economica, siendo el municipio de San Juan Sacatepéquez uno de los
mayores productores al contar con mas de 500 invernaderos de plantas de corte. En
los tltimos afios este cultivo se ha visto afectado por varios patdgenos, por lo que se
han iniciado estudios para determinar su identidad. Utilizando la técnica de ELISA,
diagnostico realizado en el Laboratorio de Proteccion Vegetal de la Universidad del
Valle de Guatemala, se ha detectado la presencia del virus TSWV en las plantaciones
de San Juan Sacatepéquez. Este trabajo tiene por objetivo la implementacién de la
técnica molecular RT-PCR como prueba de diagndstico capaz de detectar el genoma
del virus TSWV en extractos de tejido vegetal de crisantemo. Ademas, busca verificar
la confiabilidad de la técnica de ELISA, prueba de referencia utilizado dentro del
Laboratorio de Proteccion Vegetal de la Universidad del Valle de Guatemala, para la

deteccion de este virus.

Durante el proceso de estandarizacion se observd que el paso determinante
para lograr la deteccion del virus es el método de extraccion de su genoma. El método
que mostré ser mds sensible es el sugerido por Locali ef al. (2003). De igual forma, la
manipulacién de las muestras es importante para no degradar el ARN viral ya que es
muy susceptible. Se determinaron los pardmetros de sensibilidad y especificidad de la
prueba de ELISA utilizando veinte muestras de crisantemo colectadas en el municipio
de San Juan Sacatepéquez. La determinacion se realiz6 empleando la Curva ROC
utilizando los resultados generados por la prueba de ELISA y por la técnica de RT-
PCR estandarizada. Se determiné que la técnica de ELISA es aceptable en términos
de especificidad (85.0 %) pero no asi en términos de sensibilidad (62.5 %). Esto
sugiere que la técnica genera resultados positivos confiables; sin embargo, podrian
generarse resultados falsos negativos. Con base en esto es necesario establecer una
secuencia de trabajo que se inicie realizando la deteccién del virus con la prueba de

ELISA y luego por la técnica de RT-PCR, con especial enfoque en las muestras con

xi



resultado negativo por ELISA. Se recomienda que los resultados obtenidos por este
estudio exploratorio sean empleados con criterio, y en un futuro se dé continuidad al

proyecto considerando las recomendaciones planteadas en este trabajo.
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I. INTRODUCCION

Recientemente, los cultivos de crisantemo y otras flores de corte, se han visto
afectados por enfermedades virales, siendo uno de los causantes mas importante el
Virus del Bronceado de Tomate (Tomato Spotted Wilt Virus, TSWV segtin sus siglas
en inglés). Este virus posee un amplio rango de hospederos, pudiendo infectar a mas
de 600 especies diferentes de plantas. Algunos de los sintomas que causa este virus
son: necrosis, clorosis (amarillamiento) o anillos de algin patrén especifico en las
hojas, aunque también se pueden observar en el tallo, acolochamiento hacia debajo de
las hojas, deformacion de la vena central y, en general, la planta es mas pequefia que

una planta sana (enanismo) (Whitfield ez al. 2005).

La enfermedad, también conocida como marchitez manchada o bronceado del
tomate fue descrita por primera vez en Australia en 1915 y en 1930 se identificé al
agente causal: Tomato spotted wilt virus (TSWV). Este virus es uno de los mas
alarmantes para los agricultores y horticultores ya que ha causado varias epidemias
mundiales (Inouei 2006). El virus TSWV es transmitido por los insectos de la familia
Thripidae (Thysanoptera) que al ser polifagos y poder sobrevivir a ambientes variados.
son capaces de transmitir el virus a un nimero amplio de plantas (EPPO/CABI 2007).
Actualmente, en el municipio San Juan Sacatepéquez, Guatemala, el virus TSWV esta
causando pérdidas en el cultivo de crisantemos que representa el 50% de la actividad
agricola de esta regién (Mejia 2006). Durante el afio 2006 en el Laboratorio de
Proteccion Vegetal de la Universidad del Valle de Guatemala se determiné por medio
de la técnica ELISA que uno de los patogenos que estin afectando a los crisantemos
es el virus TSWV.

Este es un estudio preliminar que sugiere la utilizacién de la técnica de RT-PCR
(reaccion en cadena de la polimerasa de trascripcién reversa) como método de
diagnéstico para el virus TSWYV en tejido vegetal de crisantemo. Se propone utilizar
esta técnica molecular por su alta sensibilidad y confiabilidad. La primera etapa del
proyecto fue implementar el método para lograr el diagnéstico del virus. El método
consisti6 en la extraccién del 4cido nucleico que forma el genoma viral, la
amplificacion por RT-PCR y deteccion del genoma viral por electroforesis en gel de

agarosa. Al haber logrado la estandarizacion del método, se determiné la

1



especificidad y sensibilidad de la prueba de ELISA. Al comparar los resultados de

esta prueba con los obtenidos por la técnica de RT-PCR para las mismas muestras.



II. ANTECEDENTES

A. Cultivo del crisantemo (Chrysanthemum spp.)

1. Origen. En China el crisantemo es empleado como ornamental desde hace
mas de dos mil afios; su cultivo se trasladé a Japon donde se convirtié en una flor
santa que recibia una veneracién divina. Actualmente, se utiliza en ceremonias ya que
es simbolo de una vida larga. Esta planta ornamental fue introducida en Europa en el
altimo tercio del siglo XVIIIL. Los primeros cultivos en Espafia coinciden con el inicio
en el siglo XIX. El crisantemo que actualmente cultivan los floricultores es un hibrido
complejo. La mayoria de las especies de donde se han generado los cultivos actuales
son originarias de China, estas especies son: Chrysanthemum indicum,
Chrysanthemum morifolium y Chrysanthemum x hortorum. El crisantemo en maceta

es denominado Dedranthema (Mejia 2006).

2. Taxonomia y morfologia. El género Chrysanthemum pertenece a la familia
Asteraceae y engloba a las mas antiguas flores cultivadas. Las hojas pueden ser
lobuladas o dentadas, ligulosas o rugosas, de color variable, recubiertas de un polvillo
blanquecino que le da un aspecto grisiceo y casi siempre aromdticas. Segtin su forma
las inflorescencias se pueden clasificar en: Sencillas (tipo margarita) compuestas de
una o dos hileras de flores radiales y con flores hermafroditas centrales; tipo
anémonas que son similares a las sencillas pero con flores concéntricas tubulares y
alargadas; tipo arafia, pluma, cuchara o hirsuta que poseen flores radiales que se
curvan y son tubulares; y los denominados pompones en forma globular, constituidos

por flores radiales cortas, uniformes y no presentan flores concéntricas (Mejia 2006).

3. Importancia econémica y distribucién geogrifica. El crisantemo es una
de las especies ornamentales mas cultivadas en todo el mundo. Una de las ventajas de
este cultivo es su floracion tardia, dando ventajas cuando las otras plantas de flor
decaen en el otofio. Hay crisantemos de floracion veraniega o temprana que florecen
en respuesta a temperaturas calidas, mayores o iguales a 15 °C, independientemente
de la longitud del dia y florecen todo el afio. Al crisantemo se le ha dado otros usos,

por ejemplo en varias partes de Asia las flores amarillas o blancas de los crisantemos



se hierven para hacer una bebida dulce que luego es comercializada. La bebida se
conoce como "té de crisantemo" el cual posee multiples usos medicinales como:
reducir el dolor de garganta y fiebre, ayuda para recuperarse de gripe, se ha utilizado
para tratar a personas con problemas circulatorios como venas varicosas Y

arterosclerosis (Hadidi ez al. 2005).

Ademas, el crisantemo se usa como insecticida natural. Las flores secas se
pulverizan y los compuestos activos, piretrinas, contenidos en las cdscaras de las
semillas, se extraen y se venden en la forma de una oleoresina. Las piretrinas atacan el
sistema nervioso de todos los insectos e inhiben a las hembras de mosquitos a picar,

por lo que tienen un efecto repelente para insectos (Hadidi ef al. 2005).

Aunque el crisantemo tiene varios usos, su importancia econémica se basa en
su utilizacion como flor ornamental. La produccién es importante en varios paises
europeos (Paises Bajos, Gran Bretafia y Francia), Colombia, Estados Unidos y Canada
donde desde hace mucho tiempo es un cultivo industrializado. En Japon la flor del
crisantemo alcanza un valor simbdlico. En el centro de Europa, Japén y Estados
Unidos el crisantemo siempre ha tenido una gran demanda por lo que los trabajos de
mejora genética son importantes y han dado lugar a numerosos cultivares con formas
y colores diferentes. Después de la rosa, el crisantemo sigue siendo la flor cortada més
vendida en las subastas holandesas de flores. Desde la diversificacion de muchas
formas horticolas, el crisantemo puede actualmente ser comercializado casi todo el
afio como flor cortada y como planta ornamental en maceta. El nimero de colores y

formas de flor del crisantemo de maceta sigue aumentando (Mejia 2006).

En Guatemala, el municipio de San Juan Sacatepéquez es conocido como uno
de los principales productores de flores a nivel nacional. Este departamento es uno de
los mayores productores de crisantemo, se formé una Asociacién de Floricultores de
San Juan (ASOFLORSA). Hasta el momento, dicha asociacién tiene registrados un
total de 2000 invernaderos donde se cultivan diferentes especies de flores, entre ellas
cuatro tipos de crisantemo que comunmente se les conoce como: Shasta o tipo
Margarita, Anémonas, Arafia y el cuarto cominmente conocido como “pompdn”
(Figura 1). La venta de crisantemo representa un ingreso econdmico significativo para

los agricultores de esta region (Reyes 2007).



Figura 1. Plantacién de ornamentales en el municipio de San Juan Sacatepéquez,
Guatemala.

Segin ASOFLORSA, actualmente existen seis comunidades que se dedican a la
produccion de crisantemo, Comunidad de Zet, Comunidad de Ruiz, Cruz Blanca,
Loma Alta, Camino de San Pedro y Sajcavilld. En dichas comunidades se encuentran
500 invernaderos que se dedican a la produccion de crisantemo. La distribucién de los

invernaderos en las aldeas es de la siguiente forma:

Cuadro 1. Localidades productoras de crisantemo en el municipio de San

Juan Sacatepéquez (ASOFLORSA).

Aldea Numero de invernaderos
Comunidad de Zet 50
Comunidad de Ruiz 45
Cruz Blanca 35
Loma Alta

Camino de San Pedro

Sajcavilla




El municipio de San Juan Sacatepéquez posee una latitud norte de 14°43°02 y
longitud oeste de 90°38734 . Su extension territorial es de 242 km’ y se encuentra a
32 km de la capital. Limita al norte con Granados (Baja Verapaz), al este con San
Raymundo (San Pedro Sacatepéquez, departamento de Guatemala) al oeste con San
Martin Jilotepeque, El Tejar Chimaltenango y Santo Domingo Xenacoj del
departamento de Sacatepéquez. Para San Juan Sacatepéquez la zona de vida es
Bosque Himedo Montano Bajo Subtropical (bh-MB) con temperaturas que oscilan
de 15 a 23°C, la precipitacion pluvial anual varia entre 1057 a 1588 mm con

promedio de 1344 mm distribuido de mayo a noviembre (Reyes 2007).

El crisantemo es un cultivo que se ve afectado por plagas, debiéndose
mantener un especial énfasis en la sanidad, dado a que se vende calidad tanto de
flores como de follaje (Mejia 2006). Entre las enfermedades méds importantes se
encuentran las royas. Los patégenos que comunmente afectan a estas plantas son:
Pseudomonas cichorii, Agrobacterium tumefaciens, Erwinia chrysanthemi,
Stemphylium sp., Alternaria sp., Erysiphe cichoracearum, Puccinia horiana,
Puccinia chrysanthem, Septoria obesa o S. Chrysanthemella, Ascochyta
chrysanthemi, Sclerotinia sclerotiorum, Botrytis cinerea, Verticillum dahliae, V.
albo-atrum, Rhizoctonia solana y Pythium spp. Actualmente, se ha detectado por la
sintomatologia generada y por diagnostico utilizando la técnica de ELISA, la
presencia del virus del Bronceado del Tomate (Tomato Spotted Wilt Virus, TSWV
por sus siglas en inglés) lo que ha causado pérdidas en la produccion de crisantemos
(Reyes 2007).

B. Virus del Bronceado del Tomate (TSWYV)

1. Historia de TSWYV. La enfermedad conocida como marchitez manchada o
bronceado del tomate fue descrita por primera vez en Australia en 1915. Los insectos
trips fueron implicados como vectores causantes de la enfermedad afios después. En
1930, Samuel et al. (1930) demostré que el virus, el cual llamaron Tomato Spotted
Wilt Virus (TSWV por sus siglas en inglés) o virus del Bronceado del Tomate, era el
agente causal de la enfermedad. Cincuenta afios més tarde, Francki er al. (1985)
observaron la semejanza entre el virus TSWV y los virus de la familia Bunyaviridae y

género Tospovirus. Esta familia de virus es transmitida por artrépodos e infectaba



animales regularmente. Este virus, el TSWV, era el primer virus de esta familia que
afectaba a plantas (Whitfield er al. 2005). Estos virus son particulas esféricas con
capside y envoltura. El genoma de este virus es ARN sentido negativo con un

diametro aproximadamente de 80-100nm (Cordeiro et al. 2006).

2. Morfologia. El genoma del virus TSWV estd compuesto por tres cadenas
simples de  ARN negativas o ambisentido designadas S (2.9 kb), M (4.8 kb) y L (8.9
kb). El ARN gendmico es una cadena, de aproximadamente 60 pares de bases (pb),
que se encuentra unido por sus extremos 3" y 5° al ser complementarios en su
secuencias (Whitfield er al. 2005). La secuencia del extremo 5" estd compuesta por
regiones conservadas de 8 nucledtidos (5'-AGAGCAAU...) al igual que el extremo
3" (3"-UCUCGUUA...) (Biichen-Osmond 2003).

En cuanto a la organizacion y estrategias de expresion se sabe que la hebra
ambisentido S del genoma viral codifica para proteinas no estructurales que no se
presentan en las particulas virales maduras (NSs de 52.4k Da) en la hebra de ARN
sentido; y ademads codifica para la nucleoproteina (N de 29 kDa) en la hebra sentido
complementaria. Ambas proteinas se expresan por la traduccion de  ARN
subgendémico estable que terminan en una estructura de “hairpin”. Se cree que las
proteinas no estructurales actiian en el silenciamiento del ARN durante la fase de
infeccién a la planta. La nucleoproteina contribuye a la replicacion del virus, tanto en
forma, estructural como durante la regulacion, donde participan los complejos de
ribonucleoproteinas que conllevan a la iniciacion de la trascripcion y replicacion viral

(Figura 2) (Whitfield er al. 2005).

La hebra M del ARN codifica para otra proteina no estructural (NSm de 33.6
kDa) en la hebra sentido y una proteina (127.4 kDa) precursora de las glicoproteinas
de meml;rana, en la hebra complementaria a la hebra sentido. La proteina NSm tiene
la funcién de formar tibulos que permiten el movimiento de proteinas y otros
componentes virales entre células. Las glicoproteinas Gy y Ge son traducidas como
poliproteinas a partir de un solo marco abierto de lectura (ORF por sus siglas en
inglés) del ARNm transcrito a partir de la hebra complementaria a la hebra ARN
sentido. Esta polipoproteina es cortada en la ausencia de varias proteinas virales para

producir componentes individuales de la membrana (Figura 2) (Whitfield ef al. 2005).



Figura 2. Organizacién del genoma y estrategias de expresion del ARN de TSWV. vARN
representa la hebra sentido de ARN y veARN, al ARN complementario sentido. Los cuadros
en blanco representan marcos abiertos de lectura.
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La hebra L del genoma es de sentido negativo y posee un ORF en la hebra
complementaria que codifica para una proteina de 331 kDa (L) (Figura 2). El anélisis
de la secuencia y de la funcion de esta proteina ha revelado que funciona como una
polimerasa de ARN dependiente de ARN (RdRp por sus siglas en inglés). La proteina
RdRp del virus TSWV es caracteristica al ser multifuncional ya que posee actividad

de nucleeisa, polimerasa y helicasa (Whitfield ez al. 2005).

El virus TSWV posee una doble membrana proveniente del hospedero, pero el
virus codifica para las proteinas virales Gy y G¢ que se proyectan de la superficie con
configuraciones monoméricas y diméricas (Figura 3). La cubierta del virus contiene

ribonucleoproteinas compuestas por ARN de simple hebra encapsulados por la



nucleoproteina (N) y varias copias de la polimerasa viral dependiente de ARN (RdRp
o proteina L) (Whitfield ez al. 2005).

En total el material genético corresponde al 5% del peso del virus y las proteinas
que sintetiza, al 70%. Recombinaciones de los segmentos puede contribuir a la
diversidad del virus, en especial respecto a la expresion de sintomas en diferentes
hospederos, propiedades serologicas y adaptabilidad del virus a nuevos hospederos y
nuevos ambientes (EPPO/CABI 2007).

Figura 3. Estructura del virus TSWV.
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(Whitfield et al. 2005).

3. Biologia y transmisién de TSWV. Este virus es uno de los més alarmantes
para los agricultores y horticultores ya que ha causado varias epidemias mundiales
(Inouei 2006). TSWV ha sido un virus que ha devastado la industria agricola, al inicio
se toleraron las pérdidas en lechuga y tomate porque las epidemias se daban
tinicamente durante el verano. Sin embargo, el problema se hizo mas serio forzando a
varios agricultores a cambiar o retirarse por completo de la produccion de estos
cultivos. Actualmente, las pérdidas que causa este virus en los cultivos de lechuga son
del 50-75%. El virus TSWV es transmitido por los insectos de la familia Thripidae
(Thysanoptera) ya que, al estar infectados, introducen el virus a la planta al
alimentarse de sus hojas. El menor tiempo de adquisicion del virus es de 15 minutos
por T. tabaci, pero la eficiencia de transmisién aumenta con el nimero de veces que
el vector se alimenta de la planta (EPPO/CABI 2007). Se ha observado que la tasa de
transmisién depende del estadio reproductivo, preferencias del hospedero y la

poblacion geografica (Inouei 2006).
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La entrada del virus a las células del hospedero se da luego de varios pasos
que culminan con la fusién de las membranas del virus y del hospedero. Los virus se
unen a las moléculas de las células del hospedero y la entrada del virus ocurre por dos
mecanismos: el primero depende del pH y el segundo es independiente del pH. La via
de entada del virus que depende del pH empieza con la unién del virus seguida por la
fusion directa de la membrana viral con la membrana plasmatica del la célula del
hospedero (Whittaker 2002).

La evidencia indica que algunos de los miembros de lo Bwunyaviridae
ingresan a la célula por el mecanismo dependiente del pH en el cual se da la
formacién de un compartimiento celular conocido como endosoma. Lo viriones son
envueltos por esta vesicula y un cambio en en el pH o unién con el compartimiento
acidico (lisosoma) altera la conformacién de la proteina del fusién del virus. Este
cambio hace que las proteinas de fusién se expongan causando la unién de la
membrana del virus a la de la célula del hospedero, y de esta forma el virus puede
liberar su contenido al citoplasma de la célula hospedera (Sieckzkarski y Whittaker
2002).

Con base a lo anterior, los tospovirus infectan al unirse a receptores de las
células de insecto por medio de las glicoproteinas de la superficie del virus. Al darse
la fusion de las membranas, iniciado por el descenso en el pH, se liberan segmentos
del ARN viral acompafiado con varias copias de complejo de ribonucleoproteinas
(RPN por sus siglas en inglés) hacia el citoplasma de la célula hospedera. El RPN se
utiliza como plantilla para la trascripciéon de ARNm catalizado por la enzima RdRp
del virus. El material genético del virus posee ciertas caracteristicas estructurales de
organismos eucariotas que le permite que la polimerasa viral que corta de 10-20
nucledtidos del ARNm del hospedero, lo incorpore al extremo 5° del ARNm del virus.
De esta -forma, el proceso de traduccion del hospedero también genera proteinas
virales, incluida la RdRp que conlleva a la sintesis de varias copias del ARN viral.
Probablemente, las proteinas del hospedero lleven a cabo la seleccion de la plantilla,
estabilizacion de la enzima RdRp y los procesos cataliticos que permiten la extension
de hebras de ARN viral (Whitfield et al. 2003).
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La replicacion de los Tospovirus se ha descrito en el contexto de la infeccién a
plantas; sin embargo, la identificacién inmunocitoquimica y microscopica de las
proteinas de TSWV en Frankliniella occidentalis establece que la replicacion del
virus también ocurre en el vector (Figura 4). La tasa de replicacion de virus en el
intestino y la migracién del virus desde el intestino a las células del muisculo visceral
y las gléndulas salivales son factores cruciales para determinar la competencia del
vector (Whitfield er al. 2005).

Figura 4. Micrografias electronicas de la fusion del virus en el intestino de Frankliniella
occidentales en su estadio larvario. (A) Seccién delgada de células epiteliales del intestino
del trips, las glicoproteinas de la membrana de los viriones de TSWV ingeridos han sido
marcados con un anticuerpo policlonal. (B) Seccién delgada de células epiteliales del
intestino del trips, las glicoproteinas de la membrana del virion ha sido marcada con
anticuerpos contra TSWV y proteina de oro A. (C) Tejido epitelial del intestino del trips,
se ha marcado con anticuerpos contra la proteina N del virus y con proteina de oro A. En
todas las micrografias se observa la fusién del virus a la membrana apical de las células
epiteliales insecto. Membrana aplical= ap, citoplasma= ¢, microvellosidades= mv, limen=

lu, virus=v
lu
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(Whitfield ez al. 2005).

4. Vectores de TSWYV. Los insectos del orden Thysanoptera, comunmente
conocidos como trips, transmiten al menos diez especies de virus del género
Tospovirus, entre estas: Peanut Bud Necrosis Virus, Groundnut Yellow Spot Virus,
Impatiens Necrotic Spot Virus, Tomato Chlorotic Spot Virus, Tomato Spotted Wilt
Virus y Watermelon Silver Mottle Virus. La transmisién de tospovirus por trips afecta
a un diverso niimero de plantas alimenticias, fibras y ornamentales. Muchos de los
trips, que sirven como vectores de tospovirus, poseen un rango extenso de hospederos

y pueden sobrevivir a diferentes climas lo que aumenta el peligro de la dispersion del
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virus. La dispersién y sobrevivencia del virus TSWV depende de la coexistencia con
su vector bajo las condiciones en las cuales las interacciones genéticas y fisioldgicas
entre ellos sea compatible. Por lo tanto, la coevolucion entre trips y tospovirus posee
gran influencia sobre la variabilidad entre los aislamientos de virus, epidemias y en la
emergencia de nuevas especies de tospovirus (Whitfield er al. 2005). El virus TSWV
es transmitido exclusivamente por siete especies de trips: Trips tabaci, T. setosus,
Frankliniella occidentalis, F. fusca, F. intonsa, F. schultzei and Scirtotrips dorsalis
(EPPO/CABI 2007).

El ciclo de vida de las especies de trips que son vectores de tospovirus se
muestra en la Figura 5. Las hembras adultas colocan sus huevos en las plantas y luego
de la eclosion, se dan dos estadios larvarios diferentes de larvas que se alimentan de
las hojas de las plantas y partes de floracién. Luego se da el estadio de pupa que crece
en el suelo o sobre la planta. Por 1iltimo, alcanzan el estadio adulto, en el cual los trips
desarrollan alas y de esta forma se dispersan sobre otras plantas. Las especies de trips
que transmiten el virus TSWV son polifagas, es decir, insectos que penetran y
succionan para alimentarse y que lo pueden hacer en una gran variedad de tipos de
células. Muchas especies de trips se alimentan de polen, estructuras de las flores y de
las porciones vegetativas de las plantas. Para alimentarse los insectos penetran la
epidermis de la hoja e ingieren el citoplasma a partir de las células mesdfilas, ya sea,

célula por célula o destruyendo varias células a la vez (Whitfield ez al. 2005).

Unicamente los trips que adquirieron al virus en su estado de larva joven
pueden transmitirlo a las plantas, luego de un periodo de latencia de varios dias donde
el virus se replica y circula dentro del vector (Inouei 2006). El virus se conserva ain
durante el proceso de muda del vector y el periodo de latencia que es de 3-10 dias,
dependiendo de la especie del vector. Los vectores son altamente infectivos entre 22-
30 dias iuego de que han adquirido al virus y retienen al virus por toda su vida; sin

embargo, no hay evidencia de una transmision transovarial (EPPO/CABI 2007).

En estudios realizados con inmunofluorescencia en especies de F. occidentalis,
especie mas diseminada y con mayor capacidad de transmision, se ha determinado

que el primer sitio de replicacion viral se da en el intestino del vector. El intestino
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Figura 5. Ciclo de vida del vector trins v de transmision de tospovirus
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(Whitfield et al. 2005).

medio de este insecto consta de 2 giros, los cuales lo dividen en 3 regiones (Figura 6).
Las primeras sefiales de infeccion detectadas se dan dentro del intestino anterior y se
vuelven maés intensas durante las siguientes 24 horas. Luego de 48 horas éstas
disminuyen y vuelven a intensificarse luego de 72 y 96 horas. Aparentemente, la
renovacion del epitelio durante el proceso de muda (entre las 24 y 36 horas luego de
la infeccion) da como resultado la pérdida temporal de células epiteliales, y por lo
tanto, la reduccién de la intensidad de infeccién. La infeccion en las células epiteliales
es seguida de la invasion del virus al tejido muscular visceral circular y longitudinal,
72 horas luego de la infeccion, y aumentan a las 96 horas. Finalmente, la infeccion
parece no existir en las células epiteliales del intestino de trips adultos. Una razén de
esto es que la permeabilidad del epitelio intestinal, durante el estadio de pupa, genera

la pérdida completa del virus en el tejido (Nagata et al. 1999, Nagata ef al. 2002).

Durante el estadio adulto, la infeccién estd presente en el tejido muscular
visceral del intestino medio completo. Generalmente, presenta un patrén en forma de
enrejado, sin embargo en la region Im3 puede llegar abarcar unas cuantas franjas

longitudinales. La presencia de infeccion en tejido muscular de regiones Im2 e Im3 en
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etapa adulta a pesar de no encontrar infeccién en tejidos epiteliales de las mismas
sugiere una transmision lateral de célula a célula a partir de la regién Im1 hacia
tejidos musculares de las otras regiones. La infeccidn también se pude observar en el
intestino anterior, pero ésta se ve unicamente en la etapa adulta. Probablemente, el
virus no puede infectar al vector al ser ingerido a través del lumen intestinal. En las
glandulas salivales se ven las primeras sefiales de infeccion entre las 72 y 96 horas, un
gran porcentaje de adultos las tienen completamente infectadas. Adicionalmente, se
puede ver infeccion en el ligamento que conecta las glandulas con la parte anterior de
Im1 (Nagata et al. 1999, Nagata ef al. 2002). Esto puede tener mucha relacién con la
capacidad de infeccidn, ya que se ha encontrado que este ligamento es la via de
infeccion de las gldndulas salivales. En especies como F. fritici que no es vector no se
ha encontrado infeccién en este tejido, por lo que no se infectan las glandulas
salivales, un paso determinante en la capacidad de infeccion del vector (Assis Filho et
al. 2005).

Figura 6. Representacion esquemitica del tracto intestinal y posicién de las glandulas

salivales de F. occidentalis. Se observa el intestino anterior (Ia) Intestino medio 1,2y 3

(Im1, Im2 e Im3), intestino posterior (Ip), glandula salival (GS) glandula salival tubular
(Gst) ligamento (Lg) y tubos de Malphigi (TM).

(Nagata et al. 1999).

El movimiento del virus ocurre durante el ciclo de desarrollo del vector al

pasar del estadio de larva adulta al estadio de pupa. Esta pérdida del virus en el
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intestino se puede deber a los cambios que ocurren durante la metamorfosis. Por lo
tanto, las glandulas salivales se consideran como el reservorio mds importante del
virus TSWV en sus vectores. La transmisién del virus a una planta sana se da ya que
el virus TSWV se mantiene en las glandulas salivales y se excreta en la saliva a la
hora que el vector se alimenta de las hojas y su infeccion depende de la cantidad de

virus en las mismas (Tsuda et al. 1996, Nagata et al. 2002).

5. Hospederos de TSWYV. Este virus estd ampliamente distribuido, y ha sido
detectado en paises de Asia, Africa, Europa, Estados Unidos, México, Canada,
América Central y El Caribe (EPPO/CABI 2007). TSWV es uno de los virus que
afecta a 1090 especies de plantas clasificadas en 15 familias de monocotiledéneas y
69 familias de dicolitiledéneas. Se estima que globalmente causa la pérdida de un
billén de délares anualmente. La importancia econémica de TSWV, ademas de sus
caracteristicas biologicas y moleculares, han hecho de este virus uno de los més
estudiados. En general, son dos los principales factores que hacen de TSWV uno de
los virus mas destructivos y globalmente distribuidos: la naturaleza del vector y la
falta de especificidad de hospederos para el virus. Como consecuencia, TSWV es un
virus con alto rango de hospederos y su control permanece siendo problematico

(Parrela et al. 2003).

El virus TSWV afecta principalmente a plantas herbaceas como lechuga
(Lactuca sativa), tabaco (Nicotiana tabacum), tomates (Lycopersicon esculentum) y
varias semillas ornamenales. Entre otros cultivos que se ven afectados estan:
alcachofas (Cynara scolymus), cuctrbitas (incluyendo al pepino, melén y sandia), y
solandceas como papas (Solanum tuberosum). Las plantas ornamentales que son
afectadas por TSWV son: Alstroemeria, Anemone, Antirrhinum, Araceae, Aster,
Begonia, Bouvardia, Calceolaria, Callistephus, Celosia, Cestrum, Columnea,
Cyclamen, Dahlia, Dendranthema x grandiflorum, Eustoma, Fatsia japonica,
Gazania, Gerbera, Gladiolus, Hydrangea, Impatiens, Iris, Kalanchoe, Leucanthemum,
Limonium, Pelargonium, Ranunculus, Saintpaulia, Senecio cruentus, Sinningia,
Tagetes, Verbena, Vinca and Zinnia. Weeds such as Amaranthus spp., Conyza
bonariensis, Galinsoga spp., Polygonum lapathifolium, Portulaca oleracea, Senecio
vulgaris, Solanum nigrum, Sonchus spp., Stellaria media, Taraxacum officinale, etc.

(EPPO/CABI 2007). El ornamental de gran interés para este estudio es el crisantemo
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(Chrysanthemum  carinatum,  Chrysanthemum  coronarium,  Chrysanthemum
frutescens, Chrysanthemum indicum, Chrysanthemum leucanthemum,
Chrysanthemum macrophylly, Chrysanthemum x morifolium y Chrysanthemum x
superbum) ya que en regiones de Sur América se ha detectado la presencia del virus
en este cultivo (Becerra ef al. 1989). Ademas, en el Laboratorio de Proteccion Vegetal
de la Universidad del Valle de Guatemala durante el afio 2006 se detect6 el virus

TSWYV en crisantemo utilizando la técnica de ELISA directo.

6. Sintomas causados por TSWV. Los sintomas que causa el virus TSWV
varia dependiendo el tipo de planta y semillas, ya que puede inducir una gran variedad
de sintomas (que pueden variar atin en la misma especie de hospedero) (EPPO/CABI
2007). La mayoria de tospovirus causan los siguientes sintomas: necrosis (cafés),
clorosis (amarillas) o anillos de alglin patrén especifico. Las lesiones necréticas y
clordticas también se pueden formar en el tallo. En el caso del tomate las hojas
infectadas con TSWV se observan de color café y desarrollan numerosas lesiones de
color café mas oscuro (Figura 7). Si la infeccién se da en plantas jovenes no se
desarrollan frutos y si se da en plantas adultas, los frutos se observan con anillos
cloréticos y necrdticos. Otros de los sintomas que se observan en las hojas son:
acolochamiento hacia abajo, deformacién de la vena central y en general la planta es
mas pequefia que una planta sana, cominmente conocido como enanismo (Atkins y

Mogol 2005).

Figura 7. Sintomas caracteristicos de la infeccion por TSWV en hojas de diferentes
plantas.

(Atkins y Mogol 2005).
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Figura 8. Sintomas de infeccién por TSWV en crisantemos: clorosis en las hojas (A), coloracién
café en tallos (B), enanismo de la planta (C) y acolochamiento de las hojas (D). Fotografias
tomadas en el municipio de San Juan Sacatepéquez, Guatemala.

7. Medidas de control. Para obtener un manejo eficiente de TSWV es de
suma importancia considerar las interacciones entre vector, patogeno y hospedero.
Los esfuerzos para controlar al virus TSWV se iniciaron desde que el virus fue
descubierto. Al paso de los afios se han utilizado dos estrategias: la utilizacion de
cultivos resistentes al virus y el uso de tacticas de manejo que han servido para
reducir la incidencia del virus. Sin embargo, no existe una forma directa de controlar
al virus, por lo tanto el método de control debe ser dirigido al vector o a la aplicacion
de medidas sanitarias (Hadidi et al. 2005).

Debido a su pequefio tamafio, es dificil eliminar el movimiento de los trips
dentro de los invernaderos. Sin embargo, sellar los invernaderos, principalmente en la
época calurosa cuando aumentan los vuelos de éstos, es importante. También se deben
erradicar hospederos que estén cercanos a las plantaciones e invernaderos que puedan

servir como reservorios. Se debe tener cuidado con las distintas herramientas y forma
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de manejo de las plantas para reducir la transmisiéon del virus a plantas sanas
(Cranshaw 1988, Reitz 2005).

Pueden administrarse insecticidas, sin embargo se han dado incrementos en la
resistencia hacia éstos (Reitz 2005). Adicionalmente, las diferentes formas de
patrones de movimiento de las diferentes especies de trips pueden afectar un
programa de control de éstos y del virus. Por ejemplo, un insecticida puede matar a
todas las especies de trips; sin embargo, debido a que algunas especies son muy
activas y moviles, pueden recolonizar rapidamente y confundir creyéndose que son
resistentes. Todo esto dificulta las medidas de control de los vectores por lo que hace
que el virus TSWV sea uno de los mas temidos por los agricultores (Parrela et al.
2003, Reitz 2005).

C. Deteccion e identificacion de TSWYV.

1. Métodos de deteccion. Actualmente se utilizan varios métodos para la
deteccion del virus TSWV, plantas indicadoras, el ensayo de inmunoabsorbancia
ligado a enzima o Enzime Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA por sus siglas en
inglés), microscopia electrénica y actualmente se hace uso de pruebas moleculares
como la técnica de Transcripcion Reversa de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(RT-PCR por sus siglas en inglés) (EPPO/CABI 2007). En este estudio se utilizar4n
los métodos de ELISA y RT-PCR para la deteccion del virus TSWV en crisantemos.

a.ELISA: La prueba de inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) es un
técnica de inmunoensayo que consiste en la deteccion de un antigeno (o anticuerpo),
inmovilizado a una superficie, por un anticuerpo (o antigeno) enlazado a una enzima.
Gracia a esta enzima al momento que se da la unién entre anticuerpo y antigeno se
genera un producto detectable (generalmente ¢ observa un cambio de color en la
reaccion) que puede ser medido por espectrofotometria. En este estudio se aplica la
técnica de ELISA directo de captura, utilizando un anticuerpo de cobertura
inicialmente al cual se unieron los antigenos virales en la muestra. Esta técnica
consiste en la fijacion de un anticuerpo de cobertura especifico, para el antigeno que
sje desea detectar, a la superficie del pozo. Cualquier exceso de anticuerpo es

eliminado por lavados que se realizan a la placa. Luego se agregan la muestra donde
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posiblemente se encuentran el antigeno, en este caso el TSTWUV. El exceso de
antigenos también es eliminado por medio de lavados a la placa. Al agregar el
anticuerpo conjugado a una enzima, que también es especifico para el antigeno que se
busca, va a reaccionar generando un cambio de color que es directamente percibido en

la placa de reaccién lo cual facilita la recoleccion de resultados (Janeway et al. 2001).

Los ensayos de ELISA directo constituyen un método rapido, sensible y de
bajo costo de deteccidn, en este caso se utilizard para la deteccién de antigenos o
proteinas virales del virus TSWV. Las pruebas de ELISA permiten analizar una gran
cantidad de muestras, sin embargo no son, generalmente tan sensibles como los

ensayos de biologia molecular (Lanciotti 2003).

b.Transcripcién reversa de la reaccién en cadena de la polimerasa (RT-PCR).

La técnica de PCR permite la amplificacion o sintesis de un gran niimero de copias de
un fragmento especifico de ADN. Debido a que el material genético del virus TSWV
es de ARN (que es una sola hebra y que no resiste el calor) es necesario realizar una
Transcripcién Reversa (RT) antes de iniciar la amplificacién por PCR. La fase de RT
permite generar una copia de la hebra de ARN, esta copia es en realidad ADN
complementario (ADNc) de doble hebra que si es resistente al calor lo que le permite
ser util para las fases posteriores durante la PCR. La conversion de las moléculas de
ARN a ADNc se lleva a cabo por medio de la enzima transcriptasa reversa. En este
paso no se generan copias completas de la molécula de ARN ya que se seleccionan
iniciadores que se unan a sitios que estan dentro del transcrito y no en sus extremos o
bordes. Los iniciadores pueden ser generales o especificos a la secuencia que se desea
detectar. Una vez concluido este paso se prosigue con el proceso de PCR (Brown
2001). Esta técnica de RT-PCR es de gran importancia en el diagndstico de virus en
que su material genético es ARN.

La técnica de PCR permite la amplificacion selectiva de una region especial de
ADN. La importancia de la PCR radica en su habilidad para amplficar in vitro
segmentos de ADN o ADNc (4cido deoxirribonucleico complementario), a partir de
cantidades traza del mismo. La reaccion se basa en el hibridizacién y extension
enzimatica, catalizada por una ADN polimerasa, dos iniciadores oligonucle6tidos que

flanquean en la regién blanco o regién de ADN que se desee amplificar. Se puede
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seleccionar cualquier molécula de ADN siempre y cuando se conozca la secuencia de
sus bordes. Se debe conocer la secuencia de los bordes, del fragmento de ADN que se
desea amplificar, ya que para llevar a cabo el PCR se deben utilizar dos iniciadores
que se unen o hibridizan en cada uno de los bordes de las dos hebras que componen a
una molécula de ADN. Los iniciadores delimitan la regién que sera amplificada
(Brown 2001).

La amplificacion usualmente se lleva a cabo utilizando la enzima Polimersa [
de ADN Thermus aquaticus. Para iniciar la amplificacién se necesita agregar la
enzima a la plantilla del ADN y se deben incubar para que se logre la sintesis de la
hebra complementaria. Para que esto ocurra se debe elevar la temperatura a 94°C para
que las dos hebras del ADN se separen, proceso que recibe el nombre de
desnaturalizacion. Subsecuentemente la mezcla se lleva a una temperatura menor a la
cual los iniciadores seleccionados se puedan unir a la secuencia de ADN a la que son
complementarios en un corto segmento. Luego cada uno de los iniciadores son
extendidos enzimaticamente por la ADN polimerasa permitiendo la sintesis de un
segmento especifico de ADN complementario a la region flanqueada de la hebra
plantilla. Estos tres pasos desnaturalizacion, unién de iniciadores o hibridizacion y
extension de los iniciadores constituyen un ciclo de la PCR. Estos pasos se repiten las
veces que se deseen (n) y al final se obtiene 2" moléculas de ADN doble hebra que
son copias de la secuencia de ADN flanqueadas por los iniciadores (Figura 9) (Lewin
2006). En este estudio se utilizé un par de iniciadores que amplificaron una regién del
genoma del virus TSWV de 276 pb.

Todos los ensayos de amplificacién molecular involucran tres etapas basicas:
1) extraccién y purificacion de acidos nucleicos de las muestras a analizar; 2)
amplificacion del acido nucleico; y 3) detecciéon y caracterizacién del producto
amplificado. En el caso de este estudio la primera etapa se basa en la extraccion del
ARN hebra negativa del virus TSWYV a partir del material vegetal de crisantemos. La
segunda etapa consiste en la transcripcién inversa del ARN hebra negativa para
generar una hebra simple de ADN complementario (ADNc). Luego se realiza la
amplificacion del fragmento deseado. Posterior a la amplificacion por RT-PCR, se

detecta si la amplificacion del producto deseado ocurrié por medio de electroforesis
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en gel de agarosa, visualizando el producto por tincion con bromuro de etidio
(Lanciotti 2003).

Figura 9. Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Regidn de ADN a amplificar

terperaturapana | temperatura para la vnidn de

1. Aumento de 2, Bisminucion de
separarias hebras ¥ iniciadores a la secuenica

S — = T |
5J. I.S'

para permifir la extensién por

5. aumento de temperatura
medio de la ADN polimerasa

bl = T — = 1
o —1 1

L I — 6
= T

Repeticion de los
pasos 1-5.

(Lehninger et al. 2005).

D. Validacién de pruebas diagnédsticas

El proposito principal de este trabajo es lograr la implementacion de un
método que permita lograr la deteccion del virus TSWV. Para alcanzar este objetivo
se decidi6 comparar los resultados obtenidos con RT-PCR y los obtenidos con
ELISA, método de diagndstico utilizado actualmente en el Laboratorio de Proteccion
Vegetal de la Universidad del Valle de Guatemala. El fin es obtener una técnica de
diagnostico que posea una alta probabilidad de identificar correctamente a los
individuos enfermos o sanos. Los estudios diagnésticos permiten evaluar el
funcionamiento de una prueba, existen varios pardmetros que se han desarrollado para
evaluar una prueba diagnéstica. Los maés conocidos son la sensibilidad y la
especificidad. Estos valores se expresan siempre en términos relativos con respecto a
una prueba de referencia, es decir, aquella cuyos resultados sean aceptados como

“reales” para un individuo (Greenberg et al. 2005).
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1. Sensibilidad y especificidad. La sensibilidad de una prueba es el porcentaje
de individuos que poseen la enfermedad de interés y tienen un resultado positivo
usando la prueba bajo estudio; la especificidad se refiere al porcentaje de individuos
que se encuentran sanos y tienen un resultado negativo. Estos pardmetros se calculan

de la siguiente manera (Greenberg et al. 2005):

Verdaderos positivos

Sensibilidad(S) = — — x 100%
Verdaderos positivos + Falsos negativos
Foérmula 1
Especificidad B)= Verdade.ros negativos 100%
Verdaderos negativos + Falsos positivos
Férmula 2

Cuanto mayor sea la sensibilidad de una prueba, aumenta la probabilidad de que
ésta detecte a individuos con la enfermedad de interés. Las pruebas con una
sensibilidad alta son utiles para descartar la presencia de una enfermedad, es decir, un
resultado negativo excluye practicamente la posibilidad de que la enfermedad esté
presente. En el caso de la especificidad, cuanto mayor sea para una prueba, aumenta
la probabilidad de que los individuos sin la enfermedad den resultados negativos. Los
estudios muy especificos se usan para confirmar la presencia de una enfermedad; un
resultado positivo es un indicador de que la enfermedad de interés estd presente
(Greenberg ef al. 2005). La forma usual de presentar los resultados de una validacion
de pruebas diagnésticas es usando un cuadro 2 x 2, como se muestra en el siguiente

cuadro:

Cuadro 2. Forma usual de presentar los resultados de una validacién para pruebas

diagnésticas

Criterio de verdad

Enfermo Sano

Resultado de la prueba | Positivo A b

diagnostica Negativo C d
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Cuando los datos se presentan de esta forma, la sensibilidad se pude calcular como S =

a/(a+c) y la especificidad como E = d/(b+d).

2. Razones de probabilidad. También es posible calcular las razones de
probabilidad (RP). La razén de probabilidad positiva (RP") es la razén entre la
probabilidad de un resultado positivo en un individuo enfermo y la probabilidad de un
resultado positivo en un individuo sano. FEsta se puede calcular con la siguiente

ecuacion (Greenberg et al. 2005):

. Sensibilidad

~ 1-Especificidad Férmula 3

La razén de probabilidad negativa (RP7) es la razon entre la probabilidad de un
resultado negativo en un individuo enfermo y la probabilidad de un resultado negativo
en un individuo sano. Esta se puede calcular con la siguiente ecuacion (Greenberg et
al. 2005):

__1-Sensibilidad

RP™ = o
Especificidad

Férmula 4



III. JUSTIFICACION

Las flores y plantas ornamentales cultivadas en Guatemala son una fuente
importante de empleo, dado el niimero de superficie cosechada y produccién obtenida.
Segun el ultimo Censo Agropecuario, para el afio agricola 2002/2003 se reportan 318
fincas dedicadas a esta actividad, con una superficie cosechada de 96 manzanas y una
produccién obtenida de 575,272.72 kilogramos. En algunas poblaciones, como San
Juan Sacatepéquez, la principal actividad agricola es el cultivo de flores de corte. El
crisantemo, Crhysantemum morifolium, es el mas representativo al ocupar mas del
50% de la produccion global de esta area por lo que representa un recurso econémico

importante (Mejia 2006).

El crisantemo también se encuentra dentro de los principales productos de
plantas ornamentales, flores y follaje con potencial para las pequefias y medianas
empresas en Estados Unidos. El crisantemo se ha impuesto como una de las flores
mds importantes en la floricultura con una demanda creciente en todos los mercados.
Sin embargo, la presencia de agentes patégenos, como el Virus del Bronceado del
Tomate (TSWYV por sus siglas en inglés), han causado pérdidas parciales o totales en
plantaciones de flores de corte. Seglin informacion otorgada por trabajadores de
ASOFLORSA se ha estimado que el virus TSWV afecta al 75% de crisantemos
cultivados por tablén (25 m?). Por lo tanto, se ha determinado que uno de los

patégenos mas importantes en la problematica del crisantemo es el virus TSWV.

En la mayoria de los paises, el virus TSWV es un patégeno cuarentenado, por
lo que no permiten la entrada de cultivos que son hospederos del virus sin
certificacion para la ausencia del virus y su vector. Debido a esto, es importante
determinar eficazmente la presencia del virus en los cultivos de crisantemos de San
Juan Sacatepéquez por la implicacion que esto tendria para la economia de Guatemala

al ser el crisantemo un producto de exportacion.

Actualmente, se utiliza la técnica inmunolégica ELISA que detecta a los
antigenos del virus. Sin embargo, con esta técnica no se puede asegurar que el virus
esté presente al momento del andlisis ya que sblo se requiere de las proteinas de

superficie del virus para generar un resultado positivo. Esta técnica no asegura que el
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virus todavia se esté replicando dentro del hospedero o circulando en la plantacion.
Debido a esto es importante establecer una técnica de deteccion molecular para el
virus. La técnica RT-PCR se ha utilizado ampliamente como un método de deteccion
altamente sensible y especifica para la deteccién de virus en su estado infectivo.
Ademas, seglin el boletin EPPO (2004) se requiere de una secuencia de trabajo que
involucre tanto la técnica de ELISA, para realizar un tamizaje inicial, y la técnica
molecular RT-PCR para confirmar los resultados. En este estudio se estandarizara el
método para la amplificacion y deteccion de una region especifica del genoma del
virus TSWV por medio de la técnica de RT-PCR en tejido vegetal de crisantemos. Se
espera que en un futuro se pueda establecer como el método de deteccion para realizar
un diagndstico temprano y certero de la presencia del virus. Ademads, se espera que
en un futuro se logre aplicar este método para detectar la presencia del virus en el
vector reportado, aportando una herramienta de monitoreo del porcentaje del virus
circulando en el campo de cultivo con lo cual se podria tomar medidas preventivas y

de control previas a la siembra del crisantemo.

UNIVERSIDAD DEL VALLE DE GUATEMALA



IV. OBJETIVOS

A. General

Detectar el virus TSWV (Tomato Spotted Wilt Virus, por sus siglas en inglés)

por medio de la técnica molecular RT-PCR en tejido vegetal.

B. Especificos

I. Implementar el protocolo de almacenamiento y transporte de muestras,
extraccion del material genético y método RT-PCR para la deteccion del
virus TSWV en crisantemos colectados en el municipio de San Juan

Sacatepéquez, Guatemala.

2. Optimizar el procedimiento método de deteccion del virus TSWV por
medio de la técnica RT-PCR.

3. Determinar la especificidad y sensibilidad de la técnica de ELISA en
comparacién con el método de RT-PCR implementado para establecer la
secuencia de trabajo Optimo para lograr la deteccion del virus TSWV
utilizando tejido vegetal de crisantemos colectados en ¢l municipio de San

Juan Sacatepéquez.

26



V. HIPOTESIS

Es posible la deteccion del virus TSWV utilizando la técnica molecular RT-
PCR en tejido vegetal de crisantemo colectado en el Municipio San Juan Sacatepéquez,

Guatemala con mayor sensibilidad y especificidad en comparacién con la técnica
ELISA.
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VI. METODOS
A. Procedimiento

1. Sitio de colecta de muestras de crisantemos. Se realizaron dos viajes de
campo, durante la época lluviosa, donde se colectaron muestras de crisantemos en
fincas o invernaderos del municipio San Juan Sacatepéquez. Las coordenadas de los
campos visitados son: 14° 43.664" N, 90° 38.022° W y 1773 m SNM; 14° 42.712" N,
90° 38.406" W y 1697 m SNM. El segundo muestreo se realizé en la misma aldea, en
el campo cuyas coordenadas fueron: 14° 43.658" N, 90°38.017° W y 1781 m SNM.

2. Colecta y transporte de las muestras. En el primer muestreo se colectaron
plantas completas en la cuales se detectd la presencia de TSWV por la prueba rdpida
de campo Inmunostrip (TSWV Invitrogen© Elkart, Indiana) y técnica de ELISA (Kit
DAS ELISA alkaline phosphatase, AGDIA© Elkart, Indiana) utilizando el lector de
placas SpectraCount. Los controles positivos y negativos para las pruebas de ELISA
fueron de la misma casa que el kit, AGDIA. Las plantas colectadas y analizadas y en
especial las que fueron positivas para ELISA, se transplantaron y cultivaron en los
invernaderos de la Universidad del Valle de Guatemala con el fin de conservar plantas
infectadas que se utilizaron como controles positivos para la deteccién del virus y
como fuente de indculo para plantas indicadoras. Se usaron como controles positivos
después de comparar sus lecturas de absorbancia y compararlas con la de los controles
positivos provenientes de AGDIA. En el segundo muestreo se procedié a tomar 20
muestras de crisantemo (hojas y tallos). El material vegetal se colocd en bolsas Ziploc
identificadas con un cddigo numérico correlativo. Se observaron los sintomas en las
muestras colectadas, en especial los que son caracteristicos de una infeccién por
TSWV, y también se colectdé material vegetal sin sintomas obvios. En la boleta de
colecta (Apéndice A) se marcaron los sintomas encontrados en cada una de las plantas.
Las muestras se colocaron en hielera con bolsas de hielo («icepacks») para el

transporte hacia la Universidad del Valle de Guatemala.

3. Almacenamiento de las muestras. Al llegar a las instalaciones de la
Universidad del Valle de Guatemala, las muestras se almacenaron a-40 °C en

el Laboratorio de Proteccion Vegetal.
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4. Tabulacién de datos de campo e identificacion de las muestras (base de
datos). Los datos tomados durante el muestreo se tabularon en una hoja de Microsoft
Office Excel, con el nombre “Trips 005-2006”. Esta base de datos se construyd con la
informacién de la identificacién del sitio de colecta donde se realizaron los muestreos,
fecha de la colecta, numeros correlativos de las muestras correspondientes a cada
muestreo y los sintomas de cada una de ellas partiendo de los datos de la boleta de
colecta (Apéndice A). Al final del anélisis se incluyeron los resultados de la deteccion
de TSWV de cada una de las muestras para establecer un registro de las muestras

positivas y negativas para la presencia de este virus.

5. Proceso de estandarizacién del método de RT-PCR: Esta etapa se realiz6
con las plantas positivas para TSWV que se sometieron a varios métodos de extraccién
y de amplificacién del fragmento deseado con el objetivo de establecer el método mas
sensible y especifico para la deteccion del virus TSWV (Figura 10). Con el método ya
estandarizado se analizaron las muestras, y los resultados obtenidos se compararon con

los resultados obtenidos por ELISA y se tabularon en la base de datos.

Figura 10. Diagrama de flujo de los procedimientos a seguir para la deteccién de TSWV en
crisantemos de San Juan Sacatepéquez, Guatemala por medio de la técnica RT-PCR.
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6. Extraccion de ARN a partir de las muestras de crisantemo. Las muestras de
crisantemo se sometieron a dos métodos de extraccion de ARN diferentes para
establecer cudl de ellos es el mas apropiado para extraer el material genético total. Se
empled el método para extraer ARN total que se lleva a cabo segin Locali, et al.
(2003) (Apéndice B). El segundo método de extraccion se realizé siguiendo el
protocolo recomendado por el Dr. Richard Lee (comunicacién personal Palmieri 2007)

(Apéndice C). Las extracciones se almacenaron precipitadas a -40 °C.

7. Trascripcién reversa de la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR
por sus siglas en inglés). Las extracciones de ARN se resuspendieron en 20 pl de
agua ultrapurificada y se procedi6 a realizar la transcripcién reversa (RT) para generar
ADN complementario (ADNc) utilizando tres métodos diferentes. Cabe mencionar que
se realizo la deteccion de ARN viral de TSWV y ARN ribosomal de planta; éste
Gltimo fue necesario para establecer un control interno que asegurara la extraccion de
ARN. Este control interno se realizé cada diez muestras procesadas para comprobar la
extraccion de ARN total. Al inicio de estudio se utilizaron dos oligonucleétidos, pdT y
pN®6, pero no se logro la deteccion utilizandolos. Por lo que, en los tres métodos de RT
se utiliz6 el iniciador L1 TSWV R para la deteccion TSWV y PLANT-UNI R para la
deteccion de la subunidad 5S de ARN ribosomal de planta (Cuadro 3).

Cuadro 3. Iniciadores utilizados para la deteccion del virus TSWV y ARN

ribosomal de planta

TAMANO DEL
FRAGMENTO

NOMBRE SECUENCIA

LI TSWVR 5'-AAT TGC CTT GCA ACC AAT TC-3"
TSWV 276 pb

L2 TSWV F 5'-ATC AGT CGA AAT GGT CGG CA-3°
ARN ribosomal PLANT-UNIR 5°-TGG GAA GTC CTC GTG TTG CA-3"  Varia segun la
deplanta -  PLANT-UNIF 5°-TTT AGT GCT GGT ATG ATC GC-3° planta.

(EPPO 2004)

Los procedimientos de RT empleados fueron tres, el primero fue utilizando el
Kit Acces RT-PCR Systems Promega© (Madison WI, Estados Unidos) con los
reactivos e instrucciones del fabricante (Apéndice D) realizando en un solo paso el
RT-PCR. El segundo método se basa en las instrucciones del Boletin EPPO (2004)



31

utilizando las concentraciones sugeridas pero utilizando los reactivos del Kit Acces
RT-PCR Systems Promega© (Apéndice E) y realizando el proceso de generacion de
ADNc separado del proceso de amplificacién por PCR. El ultimo método se realizo
utilizando los reactivos y programa del Kit Reverse Transcription System, Promega©
(Madison, Winsconsin Estados Unidos) siguiendo las instrucciones sugeridas por el

fabricante (Apéndice F).

Los productos de RT-PCR obtenidos con los tltimos dos métodos se
purificaron agregando a cada reaccion 175 pl de agua ultrapurificada y 200 pl de
cloroformo: isopentanol (24:1), se mezclo por inversion. Se centrifugéd por 5 minutos a
14,000 rpm y se transfirié el sobrenadante al cual se agregaron 500 pl de isopropanol y
50 pl de acetato de amonio 7.5M 'y se almacenaron a -20 °C hasta el momento que se
realizd el PCR. Al realizar el PCR los productos se resuspendieron al centrifugar por
10 min a 14,000 rpm, se decant6 el sobrenadante y se agregaron 100 ul de etanol al
70%. Se centrifugé por 10 minutos, se decanté el sobrenadante y se dejé secar el

precipitado al aire. Se resuspendié en 20 pul de agua ultrapurificada.

8. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés): El
ADNec generado luego de la reaccion de RT-PCR, se amplificé utilizando la técnica de
PCR. La amplificacién se realizé utilizando los cebadores L1 TSWVR y L2 TSWV F
para la deteccion del ADNc viral y los iniciadores PLANT-UNIV R y PLANT-UNIV

F para la deteccion de ARN ribosomal de planta, presentados en el Cuadro 3.

Se utilizaron dos recetas diferentes, la primera reaccion se realizé segin las
instrucciones del Boletin EPPO (2004) (Apéndice G). El segundo método se realizé
utilizando la receta que sugiere el Kit Reverse Transcription System, Promega®©
(Madison WI, Estados Unidos) siguiendo las instrucciones del fabricante (Apéndice H).
La preparacion de las reacciones se llevé a cabo bajo campana manteniendo las
muestras y reactivos en hielo. Los productos de PCR se almacenaron a -20 °C. Se
emple6 como control positivo para los proceso de extraccion, RT y PCR tejido vegetal
de los transplantes ubicados en los invernaderos de la UVG. (Invernadero frio),

previamente diagnosticado por Inmunostrip y ELISA.
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9. Electroforesis en agarosa. Se utiliz6 gel de agarosa (BioRad®) al 2% en
Tampon TAE 1X (Apéndice I) para permitir la separacién del fragmento de interés
(276 pb). La agarosa se disolvi6 por calentamiento en microondas durante 30 segundos
(hasta ebullicién). La solucion se vertié en la cdmara de electroforesis luego de haberse
enfriado a 50 °C, aproximadamente. Luego de que el gel polimerizé se agregaron
aproximadamente 300 ml del tampén TAE 1X. En cada pozo se cargaron 8 pl del
producto de RT y 7 ul del marcador molecular de 1 Kb, Promega© (Madison,
Winsconsin Estados Unidos). Se corri6 a 85 V por 70 minutos utilizando una fuente de
poder Accu Power VWR Scientific Products (Modelo 500 con niimero de registro
920769).

10. Deteccion de los productos de PCR en gel de agarosa. El gel se tifi6 con
bromuro de etidio durante 3 minutos y se elimin6 el exceso de bromuro de etidio al
sumergir el gel en agua destilada por 2 minutos. Se colocod el gel dentro del
transiluminador ultravioleta Imaging System BIODOC-IT™ (Cambridge, Reino Unido
con numero de registro 95-0403-01). Se hicieron los ajustes de intensidad de luz y se

tomo la fotografia.

11. Purificacién y secuenciacién del fragmento amplificado con el método de
RT-PCR implementado. Al haber logrado la deteccién el fragmento deseado se
realizé ofro proceso de amplificacion de RT-PCR para la muestra 6. El producto de
esta reaccion se purificé utilizando el Kit Wizard® PCR Preps DNA Purification
System, Promega© (Madison, Winsconsin Estados Unidos). Se siguieron las
instrucciones del fabricante para purificar ADN directamente de la reaccién de PCR
utilizando las minicolumnas Wizard®. Luego de ser purificado el producto se envib a
MACROGEN USA (Maryland, Washington D.C.) para ser secuenciado. Se envi6 el
producto purificado a una concentraciéon de 30 ng/ul y el par de iniciadores para

TSWYV a una concentracién de 5 pmol/pl.

12. Deteccion del virus TSWV por ELISA directo segin el Kit DAS ELISA
alkaline phosphatase Agdia© (Elkart, Indiana). Esta técnica se realizo segun las
indicaciones del fabricante, cubriendo cada pozo a utilizar con 100 pl del anticuerpo de
cobertura. Se incubd en camara hiimeda por toda la noche a 4 °C. Se utilizé el lavador

de placas automatico BIORAD ImmunoWash modelo 1575, empleando emplea PBST
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como solucién de lavado. Las muestras se prepararon con 0.1 g de material vegetal y
se agregd 1.0 ml de buffer de extraccién directo (Apéndice J) para su maceracién. Se
colocaron 100ul de cada muestra, de control positivo de Agdia®, de control negativo
de Agdia® y 100ul del buffer de extraccion directo como blanco en cada pozo. Todas
las muestras, blanco de reaccién, controles negativos y positivos se trabajaron en
duplicado. Se incubé por dos horas en camara humeda a temperatura ambiente. El
anticuerpo conjugado que se prepar de igual forma que el de cobertura agregando 100
ul a cada pozo. La placa se incubé en camara himeda por 2 horas a temperatura
ambiente. Se lavo la placa y se colocaron 100ul a cada pozo del sustrato de revelado
(una pastilla en 5ml de buffer de revelado). Las lecturas se realizaron luego de una y

dos horas de incubacién en cdmara oscura a 405 nm en el lector Spectracount, Packard.

13. Anilisis estadistico: Uno de los pasos criticos para la deteccion del virus es
establecer cual de los dos métodos de extraccion sugeridos en este trabajo es el mds
adecuado y sensible. Segun la prueba de probabilidad el tamafio de la muestra se

calcula siguiendo la férmula que se presenta a continuacion:

2
P= ;fsz Formula 5

donde n corresponde al tamafio de la muestra, & a la diferencia de las medias de la

poblacion en estudio, £ al niimero de grupos, s a la desviacion estandar de las réplicas
y ¢ corresponde al poder de la prueba. La determinacion del tamafio de la muestra se
realiz6 utilizando el programa R Development Core Team (2007), con una confianza
del 95% y un poder de la prueba del 80%. Se calculé que el tamafio de la muestra
deberia ser de 27 (n=27) (Apéndice K). Sin embargo, se decidi6 utilizar un tamafio de
muestra igual a 36 para establecer que existe una diferencia significativa entre los dos
métodos de extraccion utilizados. Se empleé la prueba Chi cuadrado (%), utilizando el
programa R Development Core Team (2007), para establecer la significancia de la

diferencia entre los dos métodos de extraccion.

Adicionalmente, se determiné la especificidad y sensibilidad de la prueba de
ELISA en comparacion con el método de RT-PCR implementado al graficar los
valores de sensibilidad contra 1-especificidad para obtener la Curva ROC, utilizando el

programa R Development Core Team (2007). Esta prueba estadistica permite
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establecer el porcentaje de deteccion correcta de la técnica, su especificidad y

sensibilidad en el punto de corte 6ptimo indicado por la Curva ROC.



VII. RESULTADOS Y DISCUSION

A. Sitio y método de colecta, transporte y almacenamiento de la

muestra.

Los crisantemos utilizados en este trabajo se colectaron en el Municipio de
San Juan Sacatepéquez, Guatemala ya que el cultivo de esta planta ornamental es muy
alto en varias aldeas de esta region. Ademas, en los ultimos afios los agricultores han
sufrido pérdidas en el cultivo de crisantemo debido a infecciones por varios patégenos,
incluyendo el virus de TSWV. Los muestreos se realizaron en diferentes invernaderos,
en los cuales los dos tipos de crisantemo que mas se cultivan son los conocidos como:
margarita o sencillo y anémona. Al realizar los viajes de campo se observé que
dependiendo del tipo de crisantemo asf se presentaban los sintomas por infeccién con
TSWV. La principal diferencia observada es que para el tipo margarita o sencillo los
sintomas son locales y la coloracién café del tallo es mas notoria y caracteristica;
mientras, que en el tipo anémona los sintomas se presentan mas dispersos. Sin
embargo, los sintomas principales como necrosis y coloracion café en el tallo, clorosis

y acolochamiento de las hojas se observaron en todos los crisantemos enfermos.

La estandarizacion del método de deteccion del virus TSWV se realizé
utilizando plantas de ambos tipos de crisantemo que se replantaron y cultivaron en el
invernadero de la Universidad del Valle de Guatemala. El objetivo de cultivar estas
plantas fue mantener al alcance un control positivo que se pudiera utilizar para
controlar todo el proceso de deteccion sin la necesidad de colectar periodicamente
plantas infectadas. Durante el proceso de estandarizacion se determiné que la seleccion
del material vegetal resulta ser un paso determinante para lograr la deteccién del virus
TSWV. El contar con plantas completas permitié establecer que posiblemente la toma
de material se debe hacer en las partes jovenes de la planta, preferentemente en los
nuevos brotes e hijuelos, hojas jovenes y tallos jévenes, necréticos y con coloracién
café. Ademds, se supone que en el tejido joven esté presente el virus y que se
encuentra en etapa de replicacion, de esta forma se aumenta la probabilidad de que la

carga viral sea alta y se pueda detectar.

35
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El diagnéstico final con el método molecular implementado se realizé en
muestras de tejido vegetal joven, tanto nuevos brotes como hojas nuevas. Debido a que
este es un estudio preliminar para la deteccion del virus TSWV se colectaron treinta y
seis (1=36) muestras que en su mayoria se tomaron de plantas sintométicas para esta
infeccién y en menor cantidad, a partir de plantas con sintomas menos nototios o
ausentes (Ver fotografias del tejido vegetal muestreado en el Apéndice L). De esta
forma se esperaba detectar muestras positivas y negativas para la presencia del virus.
Segin Bald & Pittman ef al. la extraccion del genoma viral también se puede realizar a
partir de la raiz y pétalos del crisantemo. Al estandarizar el método de deteccion del
virus se determiné que es importante mantener la integridad del material genético viral
presente en la muestra. Con el fin de evitar esta degradacién las muestras se
mantuvieron en frio durante su transporte y se almacenaron -40 °C. Asi mismo, se
determind que las muestras no deben almacenarse por més de dos dias sin que se

realice la extraccion.

B. Estandarizacién del protocolo para la deteccién del virus TSWV

en crisantemos.

El objetivo de este trabajo fue proponer un protocolo de deteccion del virus
TSWV utilizando la técnica molecular RT-PCR. La primera etapa fue lograr la
implementacion del método para lo cual se utilizaron crisantemos que presentaban los
sintomas caracteristicos de infeccion por TSWV. Ademads, estas plantas se
diagnosticaron como positivas para TSWV por medio de dos técnicas: Inmustrip
(TSWV Invitrogen© Elkart, Indiana) realizada en el lugar de colecta y ELISA directo
realizada en el Laboratorio de Proteccién Vegetal. Estas plantas se emplearon para
implementar exitosamente la secuencia de trabajo: extraccion de ARN, RT-PCR y

deteccién de la presencia del virus.

1. Método de extracciom: El primer paso de la secuencia es el método de
extraccion que mostrd ser el paso determinante para lograr la deteccién de TSWV por
la técnica molecular RT-PCR. En este trabajo se utilizaron dos métodos de extraccion
de ARN diferentes. El método Locali et al. se basa en una extraccién fenol: cloroformo

que permite la separacion de dos fases, una acuosa donde se encuentra el material
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genético y otra organica donde se depositan los demas compuestos. E1 método
sugerido por Lee utiliza una matriz s6lida a la cual se adhiere nicamente el ARN
permitiendo eliminar los compuestos no deseados, el paso final consiste el separar el
ARN puro de esta matriz. Debido a la importancia de este paso, se decidi6 utilizar dos
meétodos para lograr determinar cual de ellos es el mas adecuado para lograr la

extraccion del genoma del virus TSWV.

El ARN es susceptible a la degradacién por enzimas llamadas ARNasas, por lo
que el material de trabajo debe estar libre de ellas. Para lograr la reduccién de
ARNasas durante el trabajo se limpio el 4rea y equipo de trabajo con cloro al 10% y
etanol al 70% antes de ser utilizados. Se establecié un 4rea de trabajo (drea de trabajo,
equipo y reactivos) exclusiva para la extraccién para reducir la cantidad de ARNasas
presentes y evitar la degradacion del material genético extraido. Ademds, con estos

cuidados se redujo la probabilidad de contaminacién cruzada de las muestras.

Se tomaron consideraciones especiales para el almacenamiento de las muestras
tanto del material vegetal y extracciones ya que el virus TSWV es considerado uno de
los virus de planta mas inestable fisicamente y quimicamente. La infectividad decae si
se alcanza un pH menor a 5, por lo que las extracciones se deben mantener a un pH de
7. Se ha reportado que no se logra la eliminacién completa de contaminantes celulares
de la planta lo que afecta la degradacion del ARN viral (Bald & Pittmal et al. 1970).
Los productos extraidos fueron precipitados ya que las cantidades trazas de ARNasas
presentes pueden alterar la integridad del ARN si se almacena en una solucién acuosa
Por esto, fue necesario almacenar el ARN extraido precipitado con una sal y alcohol
(Ambion, 2004). Con base en lo anterior las extracciones se almacenaron a -40 °C para
promover la precipitacion del ARN y evitar su degradacién. Aun en estas condiciones
las extracciones no deben almacenarse por mas de dos semanas, por lo que la reaccién

de RT se debe realizar antes de este tiempo.

Durante el proceso de estandarizacion se logré establecer que es indispensable
que las extracciones se almacenen precipitadas por 24 horas antes de realizar la
transcripcion reversa (RT), segln lo indica cada método de extraccién. En base a
pruebas realizadas se determiné que al realizar la reaccién de RT antes de este tiempo

no se logra la deteccion del virus. En el caso de la deteccion del ARN ribosomal de
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planta, que se encuentra en mayor cantidad en las extracciones, el tiempo de
precipitacién puede ser de una a dos horas. Esto indicé que se requiere mas tiempo
para lograr la precipitacion completa del material genético viral y asi evitar su pérdida

durante los pasos de resuspension.

2. Método para la reaccion de transcripcion reversa (RT): El segundo paso de
la secuencia fue la reaccién de RT para generar ADN complementario (ADNc) a partir
del ARN extraido. La generacion de ADNc se estandariz6 utilizando el iniciador
«reverse» (L1 TSWVR), ya que al utilizar dos oligonucledtidos (pDT y pNg) no se
logré la deteccion del virus. La deteccion del ARN viral al utilizar el iniciador
«reverse» se debe a la alta especificidad que éste presenta para unirse al segmento L
del genoma viral. En el Apéndice M se presenta la secuencia completa del segmento L
del material genético del virus el cual estd compuesto por 8, 897 pb (Brunt ez al. 1996);
ademds, se muestra en gris el sitio de unidn del iniciador ««reverse»» donde se inicia la

sintesis del ADNc que posee un tamafio de 276pb.

Este procedimiento se llevé a cabo siguiendo tres métodos de RT diferentes. En
uno de ellos la reaccién de RT se hizo al mismo tiempo que la de PCR mientras que
en los dos restantes, las reacciones se ejecutaron por separado (Ver Metodologia). Se
determin6é que se obtienen mejores resultados al realizar el RT separado del PCR,
haciendo uso del Kit Acces RT-PCR Systems Promega®© y Kit Reverse Transcription
System, Promega®©, respectivamente. Sin embargo, al comparar entre estos dos
métodos de RT, se obtuvieron mejores resultados al utilizar el Kit Acces RT-PCR
Systems Promega®©. Las principales diferencias entre estos dos métodos es que el
primero utiliza volumen final de reaccién de 12 pl, mientras que en el segundo el
volumen final es de 20 ul. Ademas, la concentracién final de los reactivos en cada
reaccion es mayor en el primer método. Entre las ventajas que ofrece el primer método
estdn ¢l uso de un menor volumen de cada uno de los reactivos y menor cantidad de
ARN (1.00 pl) como templado, lo que representa optimizacién en el uso de los
recursos en el método de deteccién del amplicén. Otro de los factores que aumenta el
rendimiento de este método es que el tiempo de transcripcion del ARN a ADNc es de
45 minutos a 45 °C, mientras que en el segundo método este paso unicamente se
lleva a cabo por 15 minutos a 42 °C. Ambos métodos tienen un paso de degradacion

de la enzima AMV (dvian Myeblastosis Virus) transcriptasa reversa para que no
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interfiera con los pasos posteriores de deteccion. Con base a estas consideraciones se
determiné que el protocolo a seguir para la realizacién del RT es el que se describe en

el cuadro 4.

Cuadro 4. Protocolo de Transcripcién Reversa con Kit Access RT-PCR Systems,

Promega®© para la deteccion del virus TSWV.

CONDICIONES DE REACCION PROGRAMA DE REACCION

. Concentracién Concentracion .
Reactivo . Paso Temperatura Tiempo
inicial final

Agua UP 1 45°C 45 min
Buffer AMV/Tf] 5X 1X 2 94 °C 2 min

MgSO4 25 mM 3 4 °C 11 min

dNTP’s 10 mM c/u
L1 TSWVR 25 mM
AMV cripusnovesy 5 U7
ARN

Volumen Final:

Al igual que las extracciones, los productos de RT se almacenaron a -20 °C
precipitados con isopropanol y acetato de amonio. El tiempo de almacenaje de los

productos de RT es de 14 dias aproximadamente, antes que degrade el ADNc presente.

3. Método para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): La deteccion
del virus TSWV se alcanza al lograr la amplificacién de un segmento de 276 pb del
fragmento L de su genoma. Esta amplificacion se lleva a cabo utilizando la reaccion en
cadena de la polimerasa haciendo uso del iniciador «reverse»» L1 TSWVR y el
iniciador <<forward>> L1 TSWVF, los sitios de unién se muestran en gris en el
Apéndice M. La amplificacion de este segmento se realizé por dos métodos diferentes
(Ver Metodologia) y con ambos se logré la deteccién del genoma viral. El protocolo
recomendado en el Boletin EPPO (2004) se utiliz para la amplificacién del fragmento
deseado utilizando los productos de RT obtenidos con el Kit Access RT-PCR Systems,

Promega®©. Los productos de RT obtenidos con el Kit Reverse Transcription System,
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Promega®©, se amplificaron utilizando la receta de PCR recomendada en este kit
siguiendo el programa recomendado en el boletin. En ambos procesos de amplificacién
se utilizo el programa sugerido en el Boletin EPPO (2004). Cabe mencionar que
durante este proceso se redujo de 55 °C a 54 °C la temperatura de hibridizacién de los
iniciadores con el fin de reducir la especificidad de unién y asi lograr la deteccion del

genoma viral.

La deteccion del ARN del virus TSWV se alcanzé utilizando dos métodos de
PCR. Sin embargo, cuando se utiliz6 la combinacién del producto de RT obtenido con
el Kit Access RT-PCR Systems, Promega®© y la receta de PCR sugerida por el Boletin
EPPO (2004) las bandas fueron més definidas e intensas. Estos resultados sugirieron
que este método, probablemente, es mas eficiente para la deteccion del virus. A

continuacion se presenta el protocolo sugerido para la reaccién de PCR (cuadro 5):

Cuadro 5. Protocolo de PCR segiin instrucciones del Boletin EPPO (2004) para la
deteccion del virus TSWV.

CONDICIONES DE REACCION PROGRAMA DE REACCION

Concentracion Concentracién
Reactivo Paso Temperatura Tiempo
inicial final

Agua UP --- --- 1 94 °C 5 min
Buffer Green g, 7y Flexi 5X 1X 2 94 °C 1 min
MgClI2 25 mM 1.80 mM 3 54 °C 1 min
dNTP’s 25 mMciu  1.28 mM 4 2 C 1 min
L1 TSWVR 25 mM 1.00 mM 29 CICLOS DEL PASO 2-4
L2 TSWVF 25 mM 1.00 mM 5 94 °C 1 min
Go Taq® Flexi 50/l 0.04 U/ nl 6 54 °C 1 min
ADNc - 2.00 ul ¢ 72 °C 10 min
8

4 °C «Hold»»

Volumen Final de reaccion: 25.0 ul

El fragmento del genoma viral que se debia detectar es de tamafio pequefio

(276 pb), por lo tanto se visualizo en un gel de agarosa al 2.0 % por 70 minutos a 90V
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para permitir la separacién completa del segmento. En la Figura 11 se muestra que la
intensidad de labanda que representa el fragmento que se amplificé utilizando el

protocolo de reaccién del Cuadro 5 es bastante alta.

Figura 11. Deteccién de TSWV en crisantemos (cultivados como controles positivos)
utilizando receta de RT del Kit Acces RT-PCR Systems, Promega ® v receta de PCR seglin
Boletin EPPO (2004).

Ya que la extraccién de ARN es el paso determinante para la deteccion, se
empled un control interno que permitié determinar que el ARN habia sido extraido.
Este control se llevé a cabo al amplificar un segmento del gen que codifica para la
subunidad 5S de ARN ribosomal de plantas (Kolchinsky et al. 1991). De esta forma,
se pudo asegurar el funcionamiento del método de extraccion y que el genoma no se
habia degradado durante su manipulacién, almacenamiento y deteccion. Aunque la
subunidad 5S de ARN ribosomal de plantas es un gen conservado, el tamafio del
fragmento amplificado con los iniciadores utilizados en este trabajo (Cuadro 2) puede

variar incluso si se utilizan dos especies diferentes de planta.

Durante el proceso de estandarizacién del método de deteccion por RT-PCR se
redujo la deteccion de TSWV en las plantas utilizadas como control positivo. Sin
embargo, si se detectaba la subunidad 5S de ARN ribosomal de planta lo que
aseguraba que el ARN se extraia. Las razones por las cuales no se lograba la deteccién

del genoma viral pueden ser: que la carga viral en las plantas fuera tan baja que el
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método implementado no lograra su deteccién o una alta degradacién del material
genético viral. Otra consideracion de importancia es la variabilidad de la carga viral en
los tejidos seleccionados para procesar como controles o muestras experimentales.
Adicionalmente, se observo que la carga viral, en las plantas empleadas como control,
traducida a la cantidad de amplicon generado se redujo con el paso del tiempo. Esto se
pudo deber a que al no estar presente el vector no ocurrieran re-infecciones o que la
temperatura dentro del invernadero ejerciera un efecto de termoterapia contra este
virus, o simplemente que con el paso del tiempo el material genético viral sufriera
degradacién. La técnica de termoterapia ha demostrado ser eficaz para la eliminacién
de este virus en crisantemos segiin reportes obtenidos en el Laboratorio de Proteccién
Vegetal de la Universidad del Valle de Guetamala. Por esta razén fue necesario

colectar nuevas plantas para ser utilizadas como control.

La secuencia de trabajo sugerida en esta investigacion permitié la deteccion del
genoma viral en crisantemos. Sin embargo, por tratarse de un virus de ARN, las
consideraciones a tomar durante su manipulacién deben ser mds astringentes, en
especial deben cuidarse las condiciones de trabajo durante la etapa de extraccién. De
igual forma los tiempos y condiciones de almacenamiento, degradacién del ARN viral,

la seleccion de la muestra y carga viral en las muestras son factores importantes.

C. Determinacion del método mas adecuado para la extraccién del

ARN del virus TSWV.,

El ARN de las muestras fue extraido utilizando dos protocolos diferentes (Ver
Metodologia) con el fin de establecer cual de ellos era el 6ptimo para la extraccién del
ARN viral de TSWV. Al utilizar el método Locali ef al. como método de extraccion se
logré la deteccion del virus en dieciséis muestras crisantemos. Con el método Lee, R.
el nimero de crisantemos que se detectaron como infectados con TSWV fueron tres,
de las cuales dos también fueron detectadas como positivas (muestra 6 y 10) al utilizar
el método Locali et al. Con base en estos datos se realizo el anélisis estadistico de Chi

cuadrado (xz) cuyos resultados se muestran en el Cuadro 6.
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Cuadro 6. Comparacion entre dos métodos de extraccion diferentes utilizando la
prueba estadistica y>.

METODO DE EXTRACCION  POSITIVAS  NEGATIVAS TOTAL

Locali et al. (2003) 16 14 36
Lee, R. (2003) 3 33 36

RESULTADOS DE LA PRUEBA ¥~

Y= 8502 Intervalo de Confianza al 95%
p=  0.0035 Grados de Libertad= 1

Los resultados del andlisis estadistico sugieren que hay diferencia significativa
entre la proporcién de muestras en las cuales se detectd el virus al utilizar estos
métodos de extraccion. Por lo tanto, se puede considerar que el método de extraccion
mas sensible es el sugerido por Locali et al. En el Apéndice N se presenta el gel de
resultados para cada método, donde se observa que para las extracciones con el método
Locali e al. 2003 las bandas son més definidas e intensas, sugiriendo que este método

podria incrementar el rendimiento de extraccion del ARN viral.

Dentro de las muestras analizadas habia dos tipos de crisantemos, con lo que se
logré comprobar que el tamafio del fragmento amplificado para la deteccién del
segmento 5S ribosomal de planta difiere entre especies. Esto e comprobé al utilizar la
muestra 23 (sencillo) y la muestra 20 (anémona) utilizando el método de Lee, R. para
la extraccion del ARN ribosomal. En consecuencia, como se observa en el gel, los
fragmentos amplificados son diferentes (Apéndice N, Figura 14). Esto sugiere que
aunque el gen que se amplifica se encuentra en todas las plantas del mismo género el
tamafio va a variar segln la especie. Los resultados también demuestra que esta

variacion de tamafio es independiente al método de extraccién que se utilice.

Segun lo indicado en el anélisis estadistico con el método de Locali ef al. se
logra la extraccion del ARN viral. Al visualizar los geles de los productos extraidos
con el método Locali e al. en algunas muestras se observa una banda de menor

tamafio que la banda de interés y en otras la banda de interés presenta una menor
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intensidad. Debido a esto se realizé de nuevo la reaccion RT-PCR a estas muestras,
conjuntamente con las muestras positivas. Los resultados demostraron que las bandas
de baja intensidad son muestras positivas ya que se volvié a detectar la banda y
coincide con el tamafio del fragmento deseado. La banda que se observd bajo el
producto principal se puede deber a la generacion de productos inespecifico, generados
por la inespecificidad de unién de los iniciadores con la secuencia del segmento L del
genoma viral. En complemento con esta inferencia, se sabe que el iniciador
«reverse»no es complementario a la secuencia del genoma de TSWV en una base y el

iniciador <«forward»», en tres bases.

Con el fin de eliminar cualquier incertidumbre en cuanto a si el fragmento que
se visualizaba correspondia al genoma viral de TSWV se llevd a cabo la secuenciacion
de este fragmento. A partir del producto de PCR se llevé a cabo la purificacion del
fragmento amplificado y se envi6 a secuenciar a MACROGENE (Maryland,
Washington D.C.). En el Apéndice O se muestra la secuencia obtenida, la cual se
analiz6 con el programa Basic Local Alignment Search Tool (BLAST por sus siglas en
inglés) del National Center for Biotechnology Information (NCBI por sus siglas en
inglés). El andlisis de los nucledtidos mostré una similitud del 96% con la secuencia
del gen L de la polimerasa de ARN dependiente de ARN del virus Tomato spotted wilt virus,
tanto con el iniciador «reverse» como con el «forward». Con esto se comprueba que el
método de RT-PCR implementado logra la deteccion del genoma viral de TSWV a
partir de tejido vegetal de crisantemo (Chrysanthemum sp.) empleando el método de

extraccion sugerido por Locali et al.

D. Parametros de la sensibilidad y especificidad de la técnica ELISA

para la deteccion del virus TSWYV en crisantemo.

La técnica utilizada actualmente para la detecciéon del virus TSWV en el
Laboratorio de Proteccién Vegetal es la prueba de ELISA por lo que este trabajo
proponia la implementacion de una técnica molecular con mayor sensibilidad y
confiabilidad. Por lo que fue necesario comparar los resultados de ELISA y del
protocolo de RT-PCR sugerido en este trabajo. Debido a que éste es un trabajo

preliminar, la determinacién de estos parametros para el protocolo de extracciéon y RT-
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PCR estandarizado se realizé utilizando Ginicamente 36 muestras de crisantemos que

presentaban sintomas caracteristicos de infeccién por TSWV.

Las muestras fueron diagnosticadas por ELISA, utilizando controles negativos
y positivos. Se establecié que una muestra positiva serfa aquella que su absorbancia
fuera el promedio de los controles méas-menos dos desviaciones estandar de las lecturas
generadas. Bajo estas consideraciones siete fueron las muestras diagnosticadas como
positivas para la presencia del virus TSWV con este método (Apéndice P). Sin

embargo, la técnica molecular detectd la presencia del virus en 16 muestras (Cuadro 7).

Cuadro 7. Comparaci6n de los resultados para la deteccion de TSWV en Crisantemos

utilizando dos métodos diferentes.

METODO DE DETECCION ~ POSITIVAS ~ NEGATIVAS TOTAL

RT-PCR 16 20 36
ELISA 7 29 36

Los resultados que representan en el Cuadro 7 sugieren que el método de RT-
PCR logra detectar un mayor nimero de muestras positivas. Sin embargo, se utiliz6 el
analisis estadistico de la Curva ROC (Receiver Operating Characteristic) para
comprobar esta inferencia. Esta curva permite representar los pares sensibilidad en
funcién de 1-especificidad, para establecer los parametros de especificidad y
sensibilidad de la prueba de ELISA en comparaci6n con la técnica de RT-PCR (Figura
12). La curva ROC proporciona una representacion global de la exactitud diagnéstica.
Ademés, en esta curva se puede observar cémo al aumentar la especificidad de la
prueba diagnéstica se disminuye la sensibilidad de la misma. La Curva ROC generada
con los datos del Cuadro 7 posee un drea debajo de la curva de 0.801 lo que demuestra
que la técnica de ELISA puede utilizarse para diagnosticar correctamente
aproximadamente el 80.1% de las muestras. Esto significa que esta técnica permite

detectar la presencia o ausencia del patégeno suficientemente bien.
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En la grafica se puede observa que en el punto de corte optimo (0.089) para la
prueba la sensibilidad es del 62.5% y la especificidad de 85.0%. Estos valores indican
que la técnica de ELISA es bastante especifica lo que indica que la probabilidad de dar
un resultado falso positivo es baja. Sin embargo, la prueba demuestra ser poco sensible
por lo que al tener un resultado negativo no se puede asegurar que el patégeno esté
ausente. Esto se puede traducir a que esta técnica no logra detectar al virus cuando la
carga o proteinas virales en los crisantemos es baja o que la deteccion depende del

tejido vegetal que se seleccione y la presencia del virus en el mismo.

Figura 12, Curva ROC para la validacion de la técnica RT-PCR.
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Los valores de especificidad y sensibilidad se correlacionan con los valores

predictivos positivos y negativos, respectivamente. En este caso el valor predictivo



47

positivo es del 77.0 % lo cual demuestra que la técnica de ELISA es bastante buena
para identificar verdaderos positivos. En relacion a los resultados obtenidos por RT-

PCR, éstos presentan una especificad del 68.7% y una sensibilidad del 100%.

Estos resultados sugieren que la utilizacion de la técnica de ELISA no es
aconsejada para realizar un monitoreo del virus TSWV, por lo que se sugiere que para
lograr una deteccién confiable del virus TSWV es necesario implementar una
secuencia de trabajo. El tamizaje inicial se debe realizar por medio de la técnica de
ELISA la que indicard cuales muestras contienen al virus. Luego, se debe utilizar el
protocolo de RT-PCR implementado para confirmar los resultados positivos; pero mas
que nada para detectar posibles muestras positivas que por ELISA se detectan como
negativos para la infeccion con TSWV. Esta secuencia de trabajo es la que se
recomienda en el boletin EPPO, 2004 (Apéndice Q).

Ademés, se espera ofrecer eventualmente este protocolo de diagndstico como
servicio a cooperativas, agricultores, etc. para la deteccion de Tospovirus en general,
TSWYV e INSV deteccién mas especifica. Asi mismo, se debe incrementar el namero
de muestras procesadas para poder iniciar el proceso de validaciéon de la técnica
molecular; sin embargo para ello la comparacién se debe hacer versus la prueba
estandar de oro: plantas indicadoras segtin el EPPO (2004). Como parte del proyecto
AGROCYT 05-2006 se intentard determinar la presencia de este patégeno en los
insectos reportados como vectores del TSWV, para aportar elementos al conocimiento
del ciclo infectivo de este virus en ornamentales y otros cultivos de hortalizas en

Guatemala.



VIII. CONCLUSIONES

. La técnica molecular transcripcion reversa de la reaccién en cadena de la
polimerasa (RT-PCR) si permite detectar el virus TSWV (ZTomato Spotted Wilt

Virus) en crisantemos colectados en San Juan Sacatepéquez, Guatemala.

. Se optimizé el protocolo de deteccién de TSWV empleando el método de
extraccion de Localli ef al.,, el Kit de Transcripcion Reversa Access RT-PCR
Systems Promega© (Madison, WI Estados Unidos) y los parametros para RT-
PCR indicados por el boletin EPPO (2004).

. El método de diagnéstico sugerido en este trabajo fue optimizado con el fin de
establecerlo como un método de deteccion del virus TSWV que se pueda prestar

COmo un servicio.

. El diagnostico del virus utilizando la técnica de ELISA posee una alta
especificidad (85.0%) pero una sensibilidad baja (62.5%), con valores predictivos
positivos y negativos del 77% y 74%, respectivamente. Por lo tanto, al obtener un
resultado positivo muestra que la planta esté enferma, es decir, que la probabilidad
de que el virus esté presente en el crisantemo es alta. Sin embargo, un resultado
negativo no implican necesariamente la ausencia del virus en el crisantemo. Lo
cual indica que es necesario realizar el diagndstico tanto con la técnica de ELISA

como con el método implementado de RT-PCR para generar resultados confiables.

. En comparacién con la técnica ELISA, la prueba RT-PCR tiene un 100% de
sensibilidad y un 68.97% de especificidad.

. Aunque es un estudio preliminar, los resultados ponen en evidencia la circulacion
del virus TSWV en los crisantemos del municipio San Juan Sacatepéquez,

Guatemala.

48



IX. RECOMENDACIONES

A. METODOLOGICAS:

1.

Se recomienda, con base en las pruebas y resultados obtenidos durante este
trabajo, aumentar las condiciones de amplificacion para eliminar productos
inespecificos. Ademds, se deben estudiar qué modificaciones se pueden realizar
al protocolo que se sugiere en este trabajo para aumentar su sensibilidad en la
deteccién del virus. Por ejemplo, monitoreando las concentraciones y pureza de
ARN y ADNc para establecer si se requiere mejorar el rendimiento de

extraccién o si existe la presencia de inhibidores.

- Con el fin de optimizar recursos y tiempo del diagnéstico de este virus se

recomienda hacer pruebas para determinar si el virus puede ser detectado al
realizar la reaccion de transcripcion reversa y la amplificacién en un solo paso y

no de forma separada como se sugiere en este trabajo.

B. NO METODOLOGICAS:

1.

Se sugiere continuar con los trabajos de deteccién del virus TSWV en ofras
plantas de cultivo (ornamentales u hortalizas) con el fin de evaluar la
aplicacion del método para diagnéstico que se establece en este trabajo. De
igual forma, es importante que se realicen trabajos para detectar la
circulacion del virus en diferentes regiones de Guatemala y realizar un
monitoreo para determinar las cepas de TSWV que se encuentran en el pais.
Estos resultados dardn informaci6n sobre la ecologia del virus en términos de
estacionalidad, hospederos y clima que podran ser empleados en un futuro
para estimar el impacto de este virus en cultivos susceptibles.

Al conocer los cultivos y 4reas afectadas es importante que se identifique
la(s) especie(s) del vector con mayor competencia para la transmisién de
TSWV. De esta forma se podria sugerir € implementar métodos de control y
prevencion dirigidos al vector y reservorios naturales del virus. Con esta
informacion se podrian reducir las pérdidas que este virus representa a los

agricultores.
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XI. APENDICE

Apéndice A. Boleta de colecta.

Tejido Sintomas/ No. de Crisantemo  [C0001 €0002/C0003 C0004|C0005 C0006/C0007 C0008
Enanismo

Necrosis

Cambio de Coloracion
Produccién (Abundancia)
Floracion (coloracion, aborto)
Pérdida de turgencia o rigidez
Tamafio reducido

Asimetria o distorsién
Enaciones

Epinastia

Necrosis 0 manchas necroticas
Bronceado

Anillo Clordticos

Doblez de hojas

Mosaico amarillo

Mosaico morado
Enrollamiento hacia ariba
Enrollamiento hacia abajo
Decoloracion de pétalos

Flor  |Distorisién de la flor

Anillos en pétalos
Pronunciadas

Color anormal

Distorsionadas

Nudos cercanos

Manchas necréticas

Mosaico

Clorosis

Planta

Hojas

Venas
deformes

Tallo

Apéndice B. Método de extraccion segin Locali ef al. (2003).

La extraccion se realizé a partir de 0.1 g de tejido vegetal fresco de crisantemos
el cual se macer6 en presencia de nitrégeno liquido. Luego se agregaron 500ul de
tampon de lavado (Tris-HCL pH 8 10mM, EDTA 1mM, NaCl 2M y BSA 0.05% p/v)
y se agitd con vortex. Se centrifugd por 5 minutos a 14,000 rpm. Se decantd el
sobrenadante y se agregaron 600 pl de tampon de extraccion (CTAB 2 % p/v, NaCl
1.4 M, Tris HC] pH 8 y 2-mercaptoetanol 0.5 % p/v) y se agitaron con vortex. Luego
de una incubacion de 20 minutos a 55 °C se agregaron 400 pl de
fenol:cloroformo:isopentanol (25:24:1), se agité con voértex y se centrifugd por 5
minutos a 14,000 rpm. La fase acuosa (superior) se transfiri6 y se agregé 1.0 volumen
de isopropanol frio y 0.1 volimenes de acetato de amonio 7.5M. Se incubaron por 24
horas a -20 °C o hasta realizar el RT-PCR. Al momento de utilizar el RT-PCR y se
centrifugaron por 5 minutos a 14,000 rpm. Se decanté el sobrenadante, se agregaron

100 pl etanol al 70% y se centrifugd por 10 minutos a 14,000 rpm. Se decant6 el
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sobrenadante, se secd el precipitado al aire y se resuspendié en 20 pl agua

ultrapurificada (Locali et al. 2003).

Apéndice C. Método de extraccion segiun Lee (2003).

Se realiz6 partiendo de 0.2 g de material vegetal fresco de crisantemos. Se
maceraron las muestras en presencia de nitrégeno liquido y se pesaron 0.2 g del tejido
vegetal pulverizado. Se agregaron 400 pl del Tampén STE 1X (Tris-HCL pH 8 0.1 M,
NaCl 1.0 M y EDTA 0.01 M), 500 pl de fenol:cloroformo:isopentanol (25:24:1) y 90
ul de SDS al 10% (p/v). Se agité con vortex brevemente y se mantuvo en agitacion
constante a temperatura ambiente por 10 min. Se transfirieron 333 pl del sobrenadante
a un tubo nuevo y se agregaron 0.02 g de polvo CF-11 y 80 ul de etanol al 95 %. Se
mantuvo en hielo con agitacién constante por 30 min.Se centrifugd por 1 min a 14,000
rpm a 4 °C, se decantd el sobrenadante y se agregaron 400 ul de Tampén STE 18%
(STE 10X, etanol 95% y agua ultrapurificada). Se agité con vortex brevemente y se
mantuvo en hielo con agitacién constante por 3 min. Estos pasos de centrifugacién por
1 min a 14,000 rpm a 4 °C, decantar el sobrenadante, agregar 400 pl de Tamp6n STE
18% e incubar por tres minutos se repiten cuatro veces en total. Luego se centrifugo
por 1 min a 14,000 rpm a 4 °C, se decant6 el sobrenadante y se agregaron 400 pl de
Tampdén STE 1X. Se mantuvo con agitacion constante por 5 min y se centrifugé por 5
min a 14,000 rpm a 4 °C. Se transfiri6 el sobrenadante a un tubo nuevo y se agregaron
2.5 volimenes de etanol al 95% frio y 0.1 volimenes de Acetato de Sodio 3 M (pH
5.2). Se mezcld bien y se almaceno 24 horas a -20°C o hasta que se realice el RT-PCR.
Al momento de realizar el RT-PCR se centrifugd por 25 min a 14,000 rpm a 4°C, se
decant6 el sobrenadante y se agregaron 100 pl de etanol al 70%. Se centrifugd de
nuevo por 10 min a 14,000 rpm a 4 °C, se decanto el sobrenadante, se secé el

precipitado al aire y se resuspendié en 20 pl de agua ultrapurificada.

Apéndice D. Método de trascripcion reversa-reaccién en cadena de la polimerasa
(RT-PCR por sus siglas en inglés) segiin el kit Access RT-PCR Systems
Promega© (Madison, Winsconsin Estados Unidos).

Se prepard la reaccion segun los reactivos e indicaciones del fabricante
utilizando 25 pl como volumen final de reaccién. Las concentraciones finales en la
reaccion fueron: Buffer MLV-Tfl 1X, MgSO4 1.00 mM, iniciador «reverse»» 1.00 pM,
1. 00 pl iniciador «forward>» 1.00 uM, dNTP’s 2.5 mM de cada uno, enzima
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«reverse» AMV 0.10 pM, enzima polimerasa Tfl 0.10 uM y 2.00 pl del ARN de la
extraccion. El programa que se utilizé es el indicado en el Kit: 45 minutos a 45 °C, 2
minutos a 94 °C, 40 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 1 minuto a 60 °C y 2 minutos a
68 °C y un ciclo opcional de 7 minutos a 68 °C para luego mantener a 4 °C. Se utilizé
el termociclador Masctercycler Personal, Eppendorf (Alemania, No. de registro
533202407) del Laboratorio de Proteccién Vegetal de la Universidad del Valle de

Guatemala.

Apéndice E. Método de RT segiin Boletin EPPO (2004).

En este método se siguieron las instrucciones de la preparacién de la reaccion
de RT-PCR, utilizando los reactivos del Kit Acces RT-PCR Systems Promega®©. El
volumen final de reaccion fue de 12 pl y la concentracion de cada uno de los reactivo
fue la siguiente: Buffer MLV-T1l 1X, MgSO, 2.00 mM, iniciador «reverse» 4.00 pM,
dNTP’s 0.8 mM de cada uno, enzima <reverse»» AMV 0.6 U ul” y 1.00 ul del ARN de
la extraccion. Debido a que se trabaja con la enzima del Kit se emple6 el programa
indicado en el Kit: 45 minutos a 45 °C, 2 minutos a 94 °C y 11 minutos a 4 °C. Se
empleé el mismo termociclador descrito en el Apéndice D. En este método la
generacion de ADNc (transcripcion reversa) se realiza separada de la amplificacion del
ADN (PCR).

Apéndice F. Método de RT segin el Kit Reverse Transcription System,
Promega© (Madison WI, Estados Unidos).

La reaccion se llevo a cabo utilizando los reactivos y segun las instrucciones
del fabricante. El volumen final de reaccion fue de 20 pl, con las siguientes
concentraciones finales de reactivos: Buffer AMV 1X, MgCl, 5 mM, iniciador
«reverse» 1.25 pM, dNTP’s 1.0 mM cada uno, inhibidor de ribonucleasas RNasin®
1.00U ul”, enzima «reverse»» AMV 0.75 U ul™ y 2.00 pl del ARN de la extraccion.
El programa de reaccién utilizado fue el indicado en el kit: 15 minutos a 42 °C, 5
minutos a 95 °C y 5 minutos a 4 °C; se llevo a cabo utilizando el termociclador
descrito en el Apéndice D. En este método la reaccion de PCR se realiza

posteriormente a la generacién del ADNc.

Apéndice G. Método de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas
en inglés) segiin Boletin EPPO (2004).
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Se prepard un volumen final de reaccién de 25 ul, con los reactivos a las
siguientes concentraciones finales: Buffer Green GoTaq® Flexi Promega ® (Madison
WI, Estados Unidos) 1X, MgCl, Promega ® (Madison WI, Estados Unidos) 1.8 mM,
dNTP’s 1.28 mM, iniciador «forwardy» 1.0 pM, iniciador «reverse» 1.0 pM,
Polymerasa GoTaq ® Flexi Promega ® (Madison W1, Estados Unidos) 0.04U pl” y 2
ul de ADNc. El programa utilizado consta de los siguientes pasos: 5 min a 94 °C, 1
min a 94 °C, 1 min a 54 °C, 1 min a 72 °C, 29 ciclos (del paso 2-4) 1 min a 94 °C, 1

min a 54 °C y 10 min a 72 °C. Se utilizé el termociclador descrito en el Apéndice D.

Apéndice H. Método de PCR segun kit Reverse Transcription System, Promega®©.

Se realizé segun las concentraciones de reaccion del fabricante, utilizando un
volumen final de 25 pl. Cabe mencionar que este es un kit para realizar la reaccion
reversa, por lo tanto no provee los reactivos para PCR como Tag polimerasa, buffer y
cloruro de magnesio. A continuacién se presenta la concentracién final de cada
reactivo: Buffer Green GoTaq® Flexi Promega ® (Madison WI, Estados Unidos) 1.0
X, MgCl; Promega ® (Madison WL, Estados Unidos) 2.5 mM, iniciador «reverse» 0.8
uM, iniciador «forward)»» 0.8 mM, dNTP’s 25.0 mM, Polimerasa GoTaq ® Flexi
Promega ® (Madison WI, Estados Unidos) 0.1 U pl' y 2.00 pl del ARN de la

extraccion. Se emple6 el mismo programa y termociclador indicados en el Apéndice G.

Apéndice 1. Preparacion del buffer TAE 1X.
Se prepar6 a partir del buffer TAE 50X (Tris-Base 2.0 M, Acido Acético 5.7%
y EDTA 0.5 M pH 8.0).

Apéndice J. Preparacion de Buffer de Extraccién Directo para ELISA.

Este buffer se prepara a partir de 1000 ml de PBST y 20.0 g de
Polivinilpirrolidona (PVP-40). A su vez el PBST estad compuesto por 1000 ml de PBS
(pH 7.2- 7.4) y 0.5 ml de Tween 20. Para la preparacién de 1000ml PBS se utilizé 8.0g
el NaCl, 0.2g KHPO4, 1.15g Na2HPO4, 0.2g de KCl y 0.2g de NaN3.

Apéndice K. Cilculo del tamaiio de muestra utilizando el programa R

Development Core Team (2007).
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Apéndice L. Fotografia del tejido vegetal muestreado.

Figura 13. Muestras colectadas para la deteccién del virus TSWV fotografias tomadas en los
invernaderos del municipio de San Juan Sacatepéquez, Guatemala. L.os nimeros
corresponden al numero de identificacion de la muestra.




Apéndice M. Secuencia del fragmento L del genoma del virus TSWYV y los sitios

de unién de los iniciadores utilizados para la deteccion.

Secuencia de iniciador reverse (L1 TSWVR): 5-AAT TGC CTT GCA ACC AAT TC-3*
Secuencia de iniciador forward (L2 TSWVF): ‘5-ATC AGT CGA AAT GGT CGG CA-3*

AGAGCAATCAGGTACAACTAAAACATATAATCTCTCCATAACCAGACTTTACAAATAAATTATATAAGAATTCCCTCCAGTGARACT
ATACCGGGACTCTACATTTACATGCACTATAGATTTGGTTCACCAAATTGTCTTTAGGCTAATCAGATCTAACCTAATTCTAAATAA
CAARRAATTTGTATTCTAAGTTCTATCTAATCCATTAT CCATGCATTGTTGEGGCATTACTATTAATTTAATCTGTGTCTTCTTCTTC
ATCAATTTCATCTTCATCAAAGGCATCTTCTTCTCCTCTTAGATAACTAAGCARGAAATCGTCCTCATCTGTTTCAACAACCTCATC
CAACTCACTTATTTTACTCAAAATAATCTCTCTTGTTTGCATGATATAATCATTGATATCAGAGTAGGTGTATCTTCCATACAAGGT
TTTCTCTGACARACATAGTGGATGTCTGGARAGAARATTTGCAATATCTTTATAAACCCCTAATTTTTTAGTTCGTGATTGTTCATC
TCTTAATTGTATCAAGGCTITCTTGACTCTTCCATACAAGAAATGCTCCTTAGACTTGCTTTTTGTCAGTTTTAGATAACCTTCCAA
GCTGTCAGCTATCTCATTTAAGGGACAATTTACATTCTTATATTCCATATAAACAGTTGCATARACTTTGAGTGCAGGTACACTGGA
ACTTAACCTACCCAATCTGTCAGTTGAARAATATCTCTCGGTCTAARACTGTTCCGCAACAATGTCTCTATATCAARACTGGTTCCCTT
TATCCCTCCAATCAAGAATTTTATCAACTCACTTAGTAGRAGTGTATTTGCCGGGAATARAAACCCTTTICTTTTTCCTTTTAATCTT
CATTTCTTTGATCAAACCTTCATACATTTCTTCCTCATCTAGCCTCAACACATTAAAACTAGCAAGACCCTCARATTCTTCATCAGA
CCTATCCATTTTTAGATTCTCTCCAGATATARCAAACCCATTTTCTTTCAGTATTTCTCTAGATAGTTCTGATAATTTTATGTCTGG
TAARACCAGCGTCTTGAAARTCATAACTTTTTTCCATTARATTGTTTTGCAAGTCCAGATCATGGTTCAATCTTATTCTCCTCCCGAA
TGTGGCATATGTCCTCGCTAAGAACATTCCTCAAACTTGCTAAGTTTAATATAGAGTCATTGTTGTGGCATGTTTCACAAGCTTTAAT
CAGTTGGATCATTCCTAACAAGTTGAATTCCCCTATCTCTATGTGTTTTTTTGCCATTAGTTCAACAGCATGCATTCCAGTGGCTCT
ATAGCTTTTAAATCCTGATGCATCATTGATCAGGGAATATTTAAGCATGAGCAGTATTTCTTTGAAACCTTCCAAATCTCTAGTGTA
CTGTTTTGCTTTATCAACAATCTCTGAARACAGAGGACTATACTCATCTTCAAAGTTATCATGTGTTCTTAGCAAGTTTTCGAATAG
TTCCACTGTGTCATTARAACCATTTTCATCAAGATAATTATCATATTCTTCTACACTTTTGCAGTTTTCCAAACCTTCTAAGCAGGT
ATCCCGGATGTTCATTAAGAATTCATCCATCGTTTCTCTGATATCATCGTCTACAATCTCTTTGATCTGCTGTGATAAGTTTCCARA
GGCTTCTATGAAAGTTAAAGAGCTCATGAGCCTGTTTTITATGGT TTTGATTGTTTCAGTTTCAGAGTCTGCAGTTTTGTACATATC
AGAGAAACATTCCCCTACTTCAGGAAGCCTCAAGACTAGAGACTTTTGGCCTTCTATAATATCCCATACATCGGAGTTCACATTTTC
ATATTTTATCTTCACARCTAATTTTACATTCTCTAGTCTTATTTGTCTTCATCTGGCATTAACCTTGACAATCATTTTGT TTTCTGT
AGTCATTCTAATGCAGGCATCTCCTGGTTCTAAGARAACAATCTETGGTTGTTTTGACTTTATTATGTTCACTTTATCARACATARA
TTTCTGCAACAATTTCTCTATACTTTCTCTGTATGTATCARAAAGATACTCTCTTTCATTCAATATCTCGAATGGTGTTCTCAAAGA
AACTGCTACATCCTGATCAGAAGCTATCAATTGAACATARCAGCTTCTTGTCATGATCCCAATTTTGTACATTGTTCCAGAGACATA
ATTTCCTGATTCGTCTTGTTCTTCAGTTTTCACATATCTTACATCACTTCTTCTAATATATCTGATAACARAATCTAATGTTCTATG
AGAACACAAACCCATGTTCCACATCCAGACAATTTCTTTCTGGATTGTGTTCAATTCACTGTTATGTGATAGGATCACATTTGATAC
TGTGAAGCCACTTGCTGTTIGAGTTGTTAATCCGTTTCATTTTGTCTTCTAAACTCTCCCATATTGCCTTGCTATCAAGGCACACATT
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TTGTAATATCAARACTATGTCTTCTCTTGTAATTGTTGGGARAAGTGACTGCAATTTAT CTGATATGTATACAGCAGTGTCCAGTAT
TTTCTCTAAGTTCATGTCTTGCTCAGCGCTTATCACAGTTCTGATGETT T TG TC TAGTTTATAACTAGCTGTAGAAACARAATGATA
GGATTCCTCTTTGCTGTAGATGGTGGATAGGAGAGCTAGTGTGTTTCAAATAAATCCTCTCCCTAGATTGAACTTGGAATAGAARGE
GAAGCTTTTCCTAGTAAAGCATGTGTTAATTGCTAARAGCCTGTTTTGTGCTGCTATCATATAGT TGCATGCTTTCACCAATCTTTG
ACATTCATTAGAATTACTAAAAGCCTCTGTTTCARAGCTGTCTTTACCTTTAACTAGGGATTTCACATCTTCCATGATTAGACCTGT
TCCAARATGTGCTTGTTAAAACATTAATGCTATCATCTGTTAGAGGGATGTTTTTTAAACCTAAATTTTCTATATAATTTGATCCATA
ARCAGCATGCATCACTACTAGCCCCGCAGAGCCTTCAACAACAGETATCCATTTTTCAGTCTGAAACCACCTGARATTGTAATTATC
TCTTTTTCTAGATTCACARGGETATGCAGAAT CCAATATTGGARTARGCATGCTGAAATTAACATCTTTGATTACCAGATTTACACA
TGTTTTAARTGAGCAATACGAATCTAAATCAAATTTTAGCATTTCTAAGATTTTCTTTTCCATGTTTTCTTCATAGGTCATCTTCAL
AGTGGAAGAAATGTCCACARATGTTCTAGCTTTTGACCTTAATACCCTATCTARAGCAAGTTTCTCTGTAGATTGGTTCGATAATTG
ATTCCTTTTGGAAGGGCTTCTGTACATARACAGCTGACTAAGTAAAAAATCCCTATCATTCAATGETECTATCAGAATTGTT TCAGS
ATTTTTTATCATTATGTCATGGACAGACTCCATTTCTAAGCTAGACGCAATCTTCTCATATAACTCATCTTCCTCCAAAACAGCATC
CTCGTCTATCTTCAAGT TCTTGGTACTTTTATATAGATCTTCATTCTTTTTTAGATTAGGGTAAAGT TTTGAARAATCCTTATAACT
TGACATCTTGTTTAAAGCATTCTCATTTATGARATTAGGCAATTTTATAATCTGAGTTAACATGG TTTGAAATTTCATCCCGATTAT
TAGAACGTCTGAATCTTCGGACACTGATGCTTTCTCAARCAAAT TAATARGARATATCATCTTTTTGTCTTTTTCTTCCAGACTTCC
TCTTTCATACTTTTCTTTTAACTCTCTARATCTCATCTGTAGATAACTAGAAGAAGAGACACTATCTTTGACCTCTTCTAAACTTTT
TTTGTTCARAAAATCTCTTATCACATTGTAATAGATGATTTGATCATTTGATGATGGACCTAATATAGACAACGGCTCTATAGGAGA
AGTTAACCAGCCCCCCATCTTCGTEGGAATCTCATTTGATTTTAAACTTACTCCAAGT T T T TTAAARATCCTAATGCTATCATTCAC
TTCACCAGGARGCATTGAATACATGCTTAATCGCTTGTACTTGCACAGCCCCATAAGCARAAGGTATTACTTCATTGGGACAGCCCTT
CCTCARAAGCATTGTAACATGTATACTGAGTGACATCARATCATCARAATAACTTATATGTGAAGATTCCGTGCAACAGTTTGCTAA
ATGTCTGCAATAGAGAGGAATAATTGCTCCATTTACAATTCTTTCAGATATAAACTCTACCTCTGATGAAGAAGCATAACTCTTTTT
AGGGTTCARAGTTATGCAAARGCTTTTGARATCGAGCTTCAATGCTTCTARACAACAT TTCTGGCAGAGATGGECTTGAAAAATCTGT
TAGCATTTTATCGACCTCTCCACTGGCTATCAATGATGTCGCAT TGTCATCAGAGTGCACAATCCATCTAGTTTGGAARTCGCAGTC
TTTGTAARCATTCTAGAGTCTTGTGATAAGCTTTCATCGCACAAGAATGATAAACAGACGACAGATAATTT
TGCTARCCGGGTATCTGTTTGTCGTCARACCTTTAGTCARAAGTCCTATGGCAGTTTCATTTTGTCCARARGTTCCTTG
AGCTTTTCTTAGGT TCAARRAAATATCCGTTGGTATACAAACCT T TTTCAAT TTARCATACATTAGAATCCATTCTATCATCAAGCT
AGCTTCACCAGTAGTTARAATTGGATTTAATATGATAGCTAAAACATATTTATAGGTGAGGTCT
ICGGCAGATAAGAAAGCCAATCTTGACTTCCTTGAATTTTTGTTCAAAATATCATTGTAAGATGTGAETGTGTCCAAAGATAATGTA
GAARGTGCTCTTATTTTATTGTCTCCACTTATAGAGATAGCTTCCGATGGATCACTCTGTGCTACATGTTTGAATGTGTGCTCTATA
AAGTAAAGCATCATTTTCACTTTCATGCTCATCARGTATATT TCTCTGTCTGTTTTAGT TCTCTGCATT T TTTCARARACAGARACT
AAARRATCTACAGACCCGETGACATTTTTAGCCTTGGACATGACAAAT TCAAGCATCTGCAAGAATETGTGTTTCTTCCCTTCTGTA
CCTTTACCAAGGTTCATAACAGAATCTAGGTCTATTITCCATCATGTTATGARACTGT TTTACAAGGTCATARAAGCTCCTCTGACACT
TTTTTAGACT TTAARACTGTTACATTATTTCTATAATATAGTTTTGTTTTGAGATATGTTTCCACTGTTAATGGATGETTATTTCTT
ATGAATTTGGATGTTACAGATTTCCCTACAGTTATTGATCCACTATTAATTATCTCT TTAAGCTTTTCTACAAGATACAACGAATTG
ACACAATTATCTTCAAAGARTTCCACTAGTCGATTTCTCTCCTCATTGTAARGTTCTTATAAGCCCTTTTATAATAGCCARATTATTC
CCTTTCCAGTTTTCTATATCCTGAATCTTTGCATTCTGAAGACACTCTAT TATCTCATCAGTACTTATAATGTTTGATTGTGAGCAC
TTTTTTGARGATTTTAAGGTAGATATCTIGTARCAAGGGCTTAGARRATCTTCTTTATTTTCTAT TTCTGACCTCATCARACCAACA
TTTTCTATATTCCCTAGATAGTAATCGGATAATGCTT TCACGTTARGAGCTCCATTTATAGAGAATAGATCTTTGTCGTCAAACATT
GCTTTTTTAGGGETATATGTCTTCARATATGTTGAAACCTAACTCCTTTCTGAACTTTAGCTCCCACTCAGCAGGGACATTTAACARA
CTTGTTAGATTGTGGACATGATTGTGCAATGATTTAGGCATCATATAAATAGCCARATAAACATTATTGTACAAATCCTCAAGTGTC
AGTAGAGTCGATCCTGTTATTGGACATTTTATATTCAAGT TTGTTATACCTCCTATAATATCGTTT TCOTCETCTACGACAACAGED
TTGGCATTTGTGCTTAAATTGAGAT CTTCCAT TCTGAACAATAGT T TTTTGATTCCATTAACAAAATATATATC TGCCACATTAGTT
ATATCAGGATCGARTTTATCTCTAATGTATTCTTTTATAT TAGARTAATCAGACAGTGCGTARAAACCCTECATACCGCATGARATCA
AARATTCCCATCCTGCTGAGCTTTGTCACAGTTCCTATCATGACAGACGAGAACACAATAT T TAT TAATATCTGTTTAACAGTCATT
GTCATAGAAAAGACATTCACTTTTTCTATATCTTIGTTTTTCAGCCATTTTTCCATT TCGTTAGC T T TTTTTGARARATTGTGCAALA
CATACAGGAACTTTACTACCCGTTTTGAARAGGCTCAGCAGCCTCACCTGETTGAGTCTCTGCGGTC TCATTATATARATGTAATTA
CTACCACTTCGGAAATAGCTATAAATTTCTTTAGTATARCATATGTTAAATTGATCCGACATATCTTCATCCACTATGTGCAATGCT
ATGTAAGGRAACTCCCGATCCTCCGGTGTTCATTCCATCTCCT TTGAATGCCAGTAGCATCATGCTAGTATTTGCTGTAGT TAGTATC
TTGAARCTTTCTTTAGTCATATACCTGTCTGCCACCATCARACCTTTGGAGAATTGCATCATGTCTTCAGAGTAATGGTARATCGCT
AGGTCATTGCATAATTTGTTTATCTTTTTACAAGTCTCCAGTTCAGCTTTCAGTACTGAATCTTGAATGTACAAGCATTCAGGATTT
TTAGCATAATTATTGTAAACAGATGTGATCTTGCCTTCCTCTCTTATATCACCATTATGAAGRACARACAARGAATCCTTAATTCTT
TCACACCAGCTTAAGCTGTCCTCATTGTCATGCCTAATTAGTTTTTTCCTATGAGTCAGAGAAGACATATCTATACTTGAATAATCA
TCATTTGGGTCAGCCTGCCTTTCTGAGGTATCATATTCCAGGCCTTTAGARATCCTT TCTTTTATTTCTTCT T T T T TTAGAATTCTT
TTCTTAGAGCTCATTCCTATATTCATTACTGCTAAACCTTTAAAATAGGTAGTCTTGTTCTCCTTGCCTGTCTCTCTCATGCAARAT
TCATTTTTGTTCCTGGTCAAACATGAACCCTGCTTACTCCAT TCTTTAGATTTC T TIGTTCTCTCAACT TTGATGCTCCCAGTGTTT
ATATCTATTTCATCCTCAAGTTCCTETTTTTCCATTTTTGTTGTATCACAACTTAGCTCTGTTAAACACAGTCTAACCAAGTTTGTT
ATATCTCTTGCTTTGTTCGTTTCETTATT TATGCTACTATATGGGTTATTGTARATAATTCTTGAAGAACTT TTGARGCTTTCCCGA
AATTTGITTATGATTGCATTATTGTAATCTACTTCTGAGCTCAATTCAATTTTTTCAAAACT TGEGGACCARGTCATGGAAARGTTA
GTTTTAGTTTCAGARAGATCGTTTGTARAACAGTTAGGATACTTTTCTTCATATTCTGTGGCATTCTGGTTARAAGC TGTAGTTATG
TCAGGTATTTCTTTCTCCTTTTTCTTTTTTTCTCTAATTCTAAGCATGATCTTCTCAAGGTGTTTCCCGTACAAAGATTCCCATATT
TGCTGTTTTTGGAT TAAGTGETCTTTCARATCAGCTAGATCAGCTTTTGGCTCTATTTTTAAATTAATGCARGAGTTTTGGTACCCT
TTARATTTGTCAGCAATATCCTGGTCATTCATCGTTTCAATGTGGAAACAGARATTCCCAAACAARAAATGTATTATTTCTTCCCTA
GGGATTTCTTCTGTAACAAGTGAGT TAAT TATTCTTTCAATATCTTCAGAATAGGCTAT T TCAGTAGGATTTCTC TCTTTGTATTTG
CTGGTCCAGTGACTAAAAAACACATCTTTGGATCCARAATCATCACCTAAGATCCCTCTGACTTCAGATTTGATTTTCTGAGTGTTT
GCGTAATAGTTTCTCACCACTETGGGTGTGGTTCCTACGATTTGTCCAACATAAGAAATATTTAGCAGT I TGGCATTTCTAGCATGE
TTTACTCTTTCTCCATGCAATGCTGATGEAGAGTCTTCAAATTTTCCCAAAACCCTGCTGCTAGTAACAGTGATTGGCATCCCAGCA
ATAGGTTTCAATATAACAATAGARACGAARACAGGGTGATCTTCTAGGAATGGCTTTCCATTCACTTTTATATCTTTGARAGATTTC
CAGATATTTTTGTAGTATTTTTCCATTGTTTTGGT TTCAGTTCTGGCAT CAACAGATATTTTCCAATCATAAATGATTAAACARAGT
TCACTGITTTTTGATTCTTTATATATTACATAGTTATCAGEGETGECEGTTAGTTGCTACATATTCT T TGTTTATTCTCTCAAACTCA
TCATCAGAGAGCTTGTTAACACAGGACTITTTGTTGAGCTCATCCAGATATTCCCTGAGTGCATECTCTATCTCCACCTCGCTTCTT
TGTTTGGGTTTTATTCTCAGEGTGCCTGGAGATCAGCTCTCCGRAARATATCATGCCTTGCTAACTCTGTTTCTAGGTATTTTTGCTCA
ARCRGAGAGACCATCTCACCTAGCTTCTTGACATCCACAGTTGCCATCCCTT TG T TTAGCCCTTCTCCATCGGCAGTGATTTTGACG
ATTAATTCTCTCATCGTCTCATAGTTTTTTGCATTATTATTAATAATCACATCTTCTGGAATCTCATCACTATTTCTCTTATGTAAA
TCCARAGCCAGATCATGGTTAGAACCTACACAATCCTCAATAGATAACAATAAAGTGGTTCCATTTTCTATTARTTTCTGTATTTTC

TGGATGTTCATGTTTGCTTAAAATCGTTGTTACCTEATTACTCT— 8. 9kb
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Apéndice N. Resultados de la deteccion del virus TSWYV en crisantemos utilizando
dos métodos de extraccion diferentes.

Figura 14. Deteccion del genoma viral en productos extraidos utilizando método Lee (2003).
MM= marcador molecular 1kb Promega©; controles negativos de PCR, RT y extraccion;
control interno positivo para la deteccion del segmento 35S ribosomal de planta aplicado a la
muestra 10 y 20 (23 y 24 respectivamente); muestras 1-20. Se detect la presencia del genoma
viral en tres muestras (6, 10 y 20)
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Figura 15. Deteccion del genoma viral en productos extraidos utilizando método Locali et al.
(2003). MM= marcador molecular 1kb Promega®; controles negativos de PCR, RT y
extraccion; control interno positivo para la deteccién del segmento 58S ribosomal de planta
aplicado a la muestra 10 (23); Muestras 1-20. Se detect6 la presencia del genoma viral en trece
muestras (3, 5,6,7,9, 10, 11, 12, 13, 14, 16, 17 y 18).
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Figura 16. Productos positivos extraidos segin método Locali et al. (2003). MM=
marcador molecular 1kb Promega©; productos ya detectados como positivos
correspondientes a las muestras 3, 5, 6, 7,9, 10, 11, 12, 13, 14, 16, 17 y 18; control interno
positivo para la detecci6n del segmento 58 ribosomal de planta aplicado a la muestra 10
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Apéndice O. Secuenciacién del fragmento amplificado utilizando la técnica RT-
PCR.
Iniciador «reverse» L1 TSWV R

Similitud con la secuencia: >gb|AY070218.1] del gen L de la polimerasa de ARN
dependiente de ARN del virus Tomato spotted wilt

VIFus.

Porcentaje de similitud: 96 %
Porcentaje de cobertura: 76 %
Tamafio: 8640 pb.

Query 47  TTAGTCAAAAGICCTATGGCAGTCTCGTT TTGCCCALAAGTTCCTTGAGCTTTCCITACA 106
L N NN A AN AN RN AN RN AN NRNRIRTE]
Shict 4213 TTACTCAAARCTCCTATICCACTTTCATT TTCCCCALARCTTIC TTCACCTT IC CTT0A 42¢0
Query 177 TTCAAAABAATATC TGEITGGTATACAMACNCTTCT  CAATT TAACATACATTARIATGE 166
PLERRERCEREee o venee e veerr el Cerei e e
Sbict 4257 TTCAARAMAATATCCG-TTGGTATGCAAACT-TTCTTCAATTTAACATACATTAARATGC 4202
Query 157 ATTCTATCAT TAAACTACC TTCACCACTACTTAAALT TCCATITAATATCATACCTAZAN 226
PEPRLEEEREEETERE e e e e e e et
Shict 420L ATTCTATCAT TAAACTAGCTTCACCAGTAGTTAAAATTGGGTTITAATATGATAGCTARAL 4142
Ouery 227 CATATTTATAGGTAAGATCTGATGCCGACCATTTCGACTGAT 268
TELRTRTE LR e L e e e et
Shict 414l CATATTTATAGCTAAGATCTGATGCCGACCATTTCGACTGAT 4100




Similitud con la secuencia: >dbj|AB190813.1] Secuencia completa del
segmento L del ARN del virus Tomato spotted wilt
Virus.

Porcentaje de similitud: 93 %
Porcentaje de cobertura: 76 %
Tamafio: 8917 pb.

Query 47 TTAGTCAAAAGTCCTATGGCAGTCTCGTTTTGCCCAAAAGTTCCTTGAGCTTTCCTTAGA 106

PULECLERTEERE R e e b e e e e et

Shict 355 TTAGTCAAAAGTCCTATGGCAGTITTCATTTTGCCCAAAAGTTCCTIGAGCTTTTCTITAGG 4296

Ouerw 07 TTCARAARAATATCTGGTTGGTATACARACNCTTCTTCAATT TAACATACATTARALTGC 166
PEOEEREREERe e LRttt b Ceen e e 1t

Sbhict 295 TTCAAARAAATATCTG-TTGGTATACAAAC-CTTTITCAATTTAACATACATTAGAATGC 4238

Ouexv 67 ATTCTATCATTAAACTAGCTTCACCAGTAGTTAAAATTGGAT TTAATATGATAGCTAAAL 226
PERERREEEE b PR eenr e e e e e e e e e el

Sbict 237 ATTCTATCATCAAGCTAGCTTCACCGGTAGTTAAAAT TGGAT TTAATATGATAGCTAARL 4178

Query 227 CATATTTATA---CCTAACATCTGATCCCCACCATITCCACTGAT 268

THELELTLL PREVET LTTEEE e et
Shict 4177 CATATTTATAGGTIGGTAAGGTCIGATGCCGACCATITCGACTGAT 4133

Similitud con la secuencia: ~dbj|D10066.1| TSWLRPOLM Secuencia del segmento
L de ARN del virus Tomato spotted wilt virus que
codifica para la polimerasa de ARN.

Porcentaje de similitud: 93 %
Porcentaje de cobertura: 75 %
Tamafio: 8897 pb.

Query 50 GCTCAAAAGTCCTATGGCAGTCTCGTTTTGCCCAAAMGTTCCT TCAGCTTTCCTTAGATTC 109
LELRLELRRERE i e v et b er penenninr peneinid
Skict 4340 CTCAAAAGTCCTATGGCAGTTTCATTTTCCCCARRACTTTCTTGACCTTTTCTTAGATTC 4281
Query 110 ARAAAAATATCTGCTTGGTATACAAACHCTTCTTCAATT TAACATACATTARMAATGCATT 163
LERRLRRREEREE PR R et bbb i e e br et
Shict 4280 ARAARAATATCTG-TTGGTATACAAARC-CTICTTCAATT TAACATACATTAAGATGCATT 4223
Quary 170  CTATCATTARACTAGCTTCACCAGTAGTTAAMATTGGAT TTAATATGATAGCTAMAACAT 229
FELREEEREE PR En e e e e et e e e e e et
Sbhict 4222 CTATCATTAAGCTAGCTTCACCAGTAGTTAAAATTGGAT TTAATATGATAGCTAAMACAT 4163

Qerv. 230 ATTTATA---GGTAAGATCTGATGCCGACCATTTCGACTGAT 268
I PEEREL e b i
Sbhict 4162 ATTTATAGGIGGTAAGGCCTGATGCCGACCATTTCGACTGAT 4121

Similitud con la secuencia: >dbj|AB198742.1| Gen para la proteina L del virus
Tomato spotted wilt virus

Porcentaje de similitud: 92 %
Porcentaje de cobertura: 76 %
Tamafio: 8913 pb.

Query 47  TTAGTCAAAAGTCCTATGGCAGTCTCGTTTTIGCCCARAAGTTCCTIGRGCTTTCCTTAGA 106
LLLLERRREErere et or b b e el it
Shict 4562 TTAGTCAAMAGTCCTATGGCAGTTTCATTTTCTCCARAACTTCCTIGAGCTTITCTTAGE 4621
Query 107 TTCAARAAMATATCTGGTTGCTATACAAACNCTTCTTCAATTTAACATACATTAALATGC 166
PLOEELEREERE e e e bbbty el
Sbhict 4622 TTCAARARARTATCCG~TTGGTATACARAC~CTTTITCAATTTAACATACATTAGAATCC 4673
Query 167 ATTCTATCATTAAACTAGCTICACCACTACTTAAMATTCGAT TTAATATGATACCTAMAL 226
LEREETRREE 0 LR e e i bbb e e e e e e e el
Sbhict 4680 ATTCTATCATCAAGCTACCTTCACCAGTACTTAAAAT TCGAT TTAATATGATACGCTAAAA 4733
Query 227 CATATTTATAGGTAAGATCTGATGCCGACCATTTCGACTGAT 268
PEEEEEEErreet o ireeere veeiener el
Shict 4740 CATATTTATAGGTGAGCTCTGATGCTGACCATTTTGACTGAT 4781
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Iniciador «forward»

L2 TSWVR

Similitud con la secuencia: >gb|AY070218.1] del gen L de la polimerasa de ARN
dependiente de ARN del virus Tomato spotted wilt
VIrus.

Porcentaje de similitud: 96 %
Porcentaje de cobertura: 72 %
Tamafio: 8640 pb.

Query 57 TTTAACTACAGGTGAAGCTAGT TTAATGATAGAATGCAT TTTAATGTATGTTAAATTGAA 116
R e N N NNy
Shjct 4167 TTTAACTACTGGTGAAGCTAGT TTAATGATACGAATGCATTTTAATGTATCTTARATTGAA 4226
Query 117 GRAGCTTTIGTATACCRACAGATATTTTTTI TGAATCTAACGRAAGCTCAAGGRACTTITTGG 176
LD REERE BRI PR bbb e e e i b et
Shjct 4227 GAARAGTTTCCATACCAACCGATATTTTTTTGAATCTAACGARACCTCAAGGRACTITIGG 4286
Query 177 GCAMMACGAGACTGCCATAGGACT TTTGACTAAAGGGTTGACGACAAACACATACCCTGT 236
PEEREE 0 R e e i et e bbb er e
Sbjct 4287 GCARAATGAAACTGCCATAGGACT TTTGACTAAAGGGTT GACGACARACACATACCCTCT 4346
Query 237 TACCATGAATTGCTTGCAAGGCAATT 262
ITELLEELED DVl
Sbjct 4347 TAGCATGAACTGGTTGCCAAGGCAATT 4372

Similitud con la secuencia: >dbjlAB190813.1] Secuencia completa del
segmento L del ARN del virus Tomato spotted wilt

VIrus.

Porcentaje de similitud: 94 %
Porcentaje de cobertura: 75 %
Tamafio: 8917 pb.

Query 48 TAMATCCAAT TT-AACTACAGGTGAAGCTAGT TTAAT GATAGAATGCATTITAATGTATG 106
TERRRRLREEEE CRRE e R e ey LR e e et

Sbhjct 4181l TAAATCCAAT TTTAACTACTGGTGAAGCTAGCTTAATGATACAATGCATCTTAATGTATC 4240

Query 107 TTARATTGAAGAAGGTTTGTATACCAACAGATATTTITTTTGAAT CTAAGGAAAGCTCALG 166
IEREEELREEEE e et e g e e i e et

Sbjct 4241 TTAAATTGAAGAAGCGTTTCTATACCAACAGATATTTTTTTGAAT CTAAGALAACCTCAAC 4300

Query 167 GAACTTTTCGGCAAAACGAGACTGCCATAGGACTITTGACTAAAGGCTTGACGACAAACK 226
TRREELEREE e L0 R R e el v e

Sbjct 4301 AAACTTTTCGGGAAAATGARACTGCCATAGGACTTTTGACCAAAGGCTTGACGACARACK 4360

Query 227 CATACCCTGTITAGCATGAATIGGTTGCAAGGCAATT 262
FEVRRRLRLERL R el

Sbhjct 4361 CATACCCTCT TACCATGAATTGGTTGCAAGGCAATT 4396

Similitud con la secuencia: >dbj|D10066.1/TSWLRPOLM Secuencia del segmento
L de ARN del virus Tomato spotted wilt virus que
codifica para la polimerasa de ARN.

Porcentaje-de similitud: 93 %
Porcentaje de cobertura: 75 %
Tamafio: 8897 pb.

Query 48  TARATCCAARTTT-AACTACAGGTGAAGCTAGTTTAATGATAGAATGCATTTTAATGTATG 106
N N N RN Y|
Shjct 4193 TARATCCAAT TTTAACTACCGGTGAAGCTAGCTTGAT GRTAGAATGCATTCTAATGTATG 4252
Quary 107 TTAAATTGAAGRAGCTTIGTATACCAACAGATATTTTTTTGAAT CTAAGGARAGCTCAAC 166
LEEEEREEE PEEren e e e b e ee et ey teere rerrenterd
Shijct 4253 TTAAATTGRAARAGGTTTGTATACCAACAGATATTTTTTTGAACCTAAGARAAGCTCAAG 4312
Query 167 GRACTTTTGGGCAAAACGAGACTGCCATAGGACTTTTGACTAAAGGGTTGACGACRALCA 226
TERLRRLEELEEEE 00 PR i e e e ey b et
Sbjct 4313 GAACTTTTGGGCAAAAT GARACTGCCATAGGACT TTTGACTAAAGCT TTGACGACRAACA 4372
Query 227 CATACCCTGTTACCATCAARTTGGTTIGCAAGGCAATT 262
LELELED DREEREnee e L e el
Sbjct 4373 CATACCCGCTTAGCATGAACTGGT TGCAAGGCAATT 4408
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Similitud con la secuencia: >dbj|AB198742.1| Gen para la proteina L del virus

Tomato spotted wilt virus

Porcentaje de similitud: 93 %
Porcentaje de cobertura: 75 %

Tamafio:

Query 48

Shjct 4724
Query 107

Shjct 4664
Query 167

Shjct 4604
Query 227

Shjct] 4544

8913 pb.

TAAATCCAATTT-AACTACAGGTGAAGCTAGT TTART GATAGAATGCATTTTAATGTATG 106
PERLLEERRIEE Frener ettt v per b bl
TAAATCCAATTT TAACTAC TGGTGAAGCTAGCTT GAT GATAGAATGCATTCTAATGTATG 4665
TTAMATT GAAGRAGGTT TGTATAC CAACAGRTAT TTT TTTGAAT CTAAGGARAGCTCAAG 166
TEUELEEEN Crere et per e ekl T end
TTAAATTGAAALAGCTT TCTATAC CAACGGATAT TTTTT TGAAC CTAAGARAAGCTCAAG 4605
GAACT TTTCCGC AAAAC GAGAC TGCCATAGGACT TTTGACTARAGGCTT GACGACAALCA 2Z6
TOCLERETEE Cr et et e e e LRl
GAACT TTTGGAC AAAAT GAAACTGCCATAGGACT TTTGACTAAAGGT TTGACGACAAACA 4545
CATACCCTGT TAGCATGAATTGGT TGCAAGGCAATT 262

PERERLE TERr e bl

CATACCCGGT TAGCATGAACTGGT TGCALGGCAATT 4509
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Apéndice P. Resultados de la deteccion del virus TSWYV en crisantemos utilizando

la técnica ELISA.

Figura 17. Resultados para la prueba de ELISA. Se muestran los valores de
absorbancias para las muestras (n=36), blanco, control negativo y control positivo. En

gris se presentan las muestras positivas (n=7).
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Apéndice Q. Secuencia de trabajo recomendado por el Boletin EPPO, 2004.
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