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RESUMEN: EIl género Capsicum (Solanaceae), es originario del continente americano y comprende
alrededor de 25 especies, de las cuales cinco son cultivables. Las condiciones ambientales en que se
desarrolla esta hortaliza, su forma de explotacion, asi como los tipos y variedades utilizadas, han traido
consigo una amplia diversidad en cuanto a plagas y epifitias que causan importantes mermas en su
produccion. Entre ellas, las enfermedades virales constituyen la principal dificultad para e desarrollo
del cultivo y de estas, las causadas por los miembros del género Potyvirus, se consideran entre las de
mayor importancia econémica. Este trabajo tiene como objetivo validar un ensayo de RT-PCR para €
diagnostico molecular de potyvirus, empleando cebadores genéricos. L os resultados evidencian que la
RT-PCR resulta €eficiente para el diagnostico de potyvirus en € cultivo del pimiento con par ametros
analiticos de desempefio superiores al 97% , validdndose por primera vez en Cuba una técnica molecular
para e diagnéstico de potyvirus. Ademds, se aportan nuevos elementos metodoldgicos en la validacion
de ensayos moleculares de nueva generacién facilitando la reproducibilidad de los procedimientos en
los laboratorios de diagnéstico.
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EVALUATION OFANALITICAL PARAMETERSFORTHE MOLECULARDETECTION OF
POTYVIRUSESAFFECTING PEPPER CROPSIN CUBA

ABSTRACT: The genus Capsicum (Solanaceae) is originally from the American continent and includes
around 25 species, but only 5 are used in agriculture. The environmental conditions in the development
of this crop, the kind of exploitation, and the different cultivars have led to a large diversity of diseases
causing important reductions in pepper production. Among them, the viral diseases are the first difficulty
for the development of the crop. At the same time, pepper plants are primarily affected by potyviruses
(Potyviridae family). The main goal of this work was the validation of a technique for the molecular
diagnosis of potyviruses using RT-PCR with generics primers. The results showed that RT-PCR was
efficient for potyvirus diagnosis in pepper plants with analytical parameters higher than 97%. It isthe
first time that a molecular technique is validated in Cuba for potyvirus diagnosis.
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INTRODUCCION rias de América Central y del Sur, siendo las primeras
_ o _ hortalizas empleadas como condimentos. Actualmen-
Las especies de pimiento (Capsicum annuumL.),  te, en el comercio mundial de condimentos, ocupan

pertenecientes a la familia de las Solanaceas fueron el segundo lugar, tanto econémica como productiva-
introducidas en Europa desde América. Son origina- mente, y se ubican después de la pimienta negra. El
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pimiento dulce, cultivado en todo el mundo se consu-
me también en estado fresco. Algunas variedades,
con alto nivel de pungencia (picantes), ademas de
utilizarse como alimento, se emplean como medica-
mentos. Tanto el pimiento pungente como el dulce,
enriquecen la dieta por sus notables contenidos en
vitaminas Ay C (1).

En nuestro pais, el pimiento ha ocupado, tradicio-
nalmente, un 4rea cultivada de 2000 ha, con una pro-
duccion anual de unas 20 000 toneladas. Sin embar-
go, en los ultimos afios con el desarrollo de la agricul-
tura urbana y periurbana, estos niveles se han
incrementado considerablemente. Las variedades
comerciales cominmente utilizadas han sido la
California Wonder, Espafiol Liliana, Maor, Lical, SC
81, asi como hibridos en el sistema de cultivos prote-
gidos. En este cultivo, la productividad se ha visto afec-
tada anualmente debido a la presencia de plagas y
enfermedades que pueden ocasionar dafios econdémi-
cos de un 100% en la misma (2).

A nivel mundial, los cultivares de pimiento se han
visto severamente afectados por las epifitias de ori-
gen viral; donde se destacan fundamentalmente: el
Virus Y de la Papa (PVY), el Virus del Mosaico del
Pepino (CMV), el Virus del Estriado del Tabaco (TSV),
el Virus del Bronceado del Tomate (TSWV), el Virus
del Mosaico del Tabaco (TMV), el Virus del Mosaico
del Tomate (ToMV), el Virus del Grabado del Tabaco
(TEV) y el Virus del Moteado del Pimiento (Pep MoV)
(3). Dentro de ellos, el PVY es considerado el potyvirus
gue mayormente afecta este cultivo en nuestro pais
(2), llegando a provocar pérdidas por encima del 30%
de la produccidén cuando la infeccién se produce en
épocas tempranas de crecimiento.

Los sintomas producidos como resultado de la in-
feccion con potyvirus pueden ser muy diversosy va-
rian en dependencia de la especie afectada, el aisla-
do presente y las condiciones ambientales. De ma-
nera general, en condiciones de campo, estos virus
causan en las plantas infectadas un mosaico con
moteado y arrugado de las hojas apicales y un
bandeado oscuro de las venas de las hojas totalmen-
te expandidas (4). También se ha demostrado que en
ocasiones se puede encontrar una ausencia total de
sintomas, aunque las plantas se encuentren infecta-
das por el virus (5). Esto podria estar dado porque las
condiciones no sean las adecuadas para el desarro-
llo de los mismos o porque la planta infectada sea
tolerante a la enfermedad y no los manifieste; hecho
bastante frecuente en los virus vegetales (6).

En Cuba, en los Ultimos afios se ha comenzado a
observar un fuerte incremento de los sintomas asocia-
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dos a estos virus en este cultivo, fundamentalmente en
las zonas central y occidental del pais (7), lo que supone
laincidencia de nuevos potyvirus circulantes o variantes
recombinantes de los virus ya presentes, comportamien-
to que es muy frecuente en esta familia viral (8).

De modo general, la problemética del diagnéstico
de virus vegetales se ha abordado con diferentes enfo-
gues, y todos han estado condicionados inevitablemente
por el desarrollo y avance de la tecnologia, transitando
desde el analisis de sintomas en plantas indicadoras, la
microscopia electronica, el empleo de métodos
seroldgicos e inmunoenzimaticos, donde se destacan
el ELISAYy sus variantes, hasta las técnicas moleculares
de nueva generacion. Las metodologias Inmunoguimicas
y las de Biologia Molecular, son las principales vias
para la identificacion y diagnéstico de los potyvirus
(9,10,11,12,13,14). Teniendo en cuenta lo anteriormente
planteado, este trabajo tiene como objetivo validar
un ensayo de RT-PCR para el diagndstico molecular de
potyvirus, empleando cebadores genéricos.

MATERIALESY METODOS

Establecimiento de controles de referencia posi-
tivos y negativos para el ensayo

Se sembraron 100 plantas de C. annuum var. Es-
pafiol Liliana en suelo Ferralitico Rojo Compactado y
se mantuvieron en condiciones controladas de casa
de cristal. Transcurridos 15 dias, se inocularon me-
canicamente las primeras dos hojas verdaderas de
cada planta, empleando carborumdum en polvo como
abrasivo. El inoculante se prepar6 partiendo de hojas
de papa liofilizadas infectadas con PVY a unadilucién
de 1:5 en buffer fosfato de sodio (pH 7,2).

Veintiun dias después, se colecté la segunda hoja
abierta de la region apical de cada planta, para reali-
zar la extraccién de los ARN totales, los que se consi-
deraron como los controles positivos del ensayo. Pa-
ralelamente se sembraron otras 100 plantas de la
misma variedad en un suelo Ferralitico Rojo
Compactado y se mantuvieron en condiciones con-
troladas de casa de cristal separadas espacialmente
de las plantas infectadas. Transcurridos 21 dias, se
colectd la segunda hoja abierta de la region apical de
cada planta, para realizar la extraccion de los ARN
totales, los que se consideraron como los controles
negativos del ensayo.

Establecimiento de las condiciones de realizacién
delaRT-PCR

Para la extraccion de ARN totales, se colectaron
0,5 g de hojas de cada planta (100 inoculadas y 100
sanas) y se maceraron en nitrégeno liquido. A conti-
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nuacion, el macerado se proceso siguiendo la meto-
dologia descrita por Krause-Sakate (15), basada en
una precipitacion con cloruro de litio. El precipitado se
seco al vacio y se resuspendio en 50 pL de agua libre
de RNAsa (Sigma).

Para detectar la presencia de potyvirus en los con-
troles de referencia mediante la RT-PCR se utilizaron
los cebadores CP1y CP2 (16) que se presentan en la
Tabla 1.

Para el montaje de la técnica, se prepar6 la mez-
cla de lareaccion de RT- PCR en un volumen final de
50 pL. La misma estuvo compuesta por 0,8 mM dNTPs
(Promega), 0,6 uM de cada cebador, 2,5 mM de clo-
ruro de magnesio 12 unidades del inhibidor de
ribonucleasas RNAsin (Promega), 3 unidades de la
enzima retrotranscriptasa AMV (Promega) y 2,5 uni-
dades de la enzima Taq polimerasa (Promega) en
buffer de reaccién 10X (compuesto por buffer Tris-
HCI 1M, pH 8,8; sulfato de amonio 1M; EDTA 0,5M,
pH 8); agua libre de ribonuclesasas (Sigma) y 2 pL
del ARN extraido. El programa de amplificacion esta-
blecido para el ensayo aparece en la Tabla 2.

Los productos de la PCR (10 pL cada producto)
se analizaron mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1,5 % en Tampon TBE (Tris, acido béricoy
EDTA) 1Xtefiido con 1 pug.mL* de bromuro de etidio,
de acuerdo al procedimiento descrito por Sambrook
etal. (17). Se incluy6 un marcador de peso molecular
(DNA Ladder) 100 pb (Promega) con un rango de tallas
de 100-1500 pb. Las bandas se visualizaron a una lon-
gitud de onda de 312 nm en un transiluminador (Uvitec)

y se fotografiaron con camara digital (Hewlett Packard
C6324 A) para registrar los resultados.

Establecimiento del limite de deteccién

Para establecer el limite de deteccion de la técni-
ca, se determind la concentracion inicial del extracto
de ARN, procedente de una de las muestras de pi-
miento previamente inoculadas y comprobada la in-
feccion mediante RT-PCR. La lectura de la D.O. se
determiné a una longitud de onda de 260 nm en un
espectrofotémetro LassosSpec (Lasso Biotech,
LTDA). Unavez calculada la concentracion inicial de
la muestra (17), se procedié a la realizacion de dilu-
ciones seriadas (de base 10) para la obtencion de
soluciones con concentraciones de ARN desde 1 ug
hasta 100 pg. Estas soluciones se utilizaron como
muestra para el ensayo de RT-PCR. Se realizaron
dos repeticiones del experimento.

Evaluacion de larepetibilidad

Para evaluar la repetibilidad del ensayo, se selec-
cionaron 10 controles positivos y 10 negativos. Se rea-
lizaron tres repeticiones intraensayos (evaluacién de
una muestra tres veces en un mismo ensayo) y cinco
interensayos (evaluacién de las muestras en cinco en-
sayos diferentes). Se determind el porcentaje de con-
cordancia de los resultados obtenidos en los ensayos.

Determinacion de los parametros analiticos de
desempefio del ensayo RT-PCR

Para la validacion del método de diagndstico se
utilizaron los 200 controles de referencia positivos y

TABLA 1. Cebadores empleados para la amplificacion de una region conservada de la proteina de la cdpside de
potyvirus./ Primersfor the amplification of a conserved region of the coat protein of the potyvirus

Cebador Secuendia (5-3) Posicién en € Tamafio d.eI'Producto

Genoma Amplificado
CP2 (sentido) CCAGTCAAACCCGAACAAAGG 8637-8657 596 pb
CP1(antisentido) GGCATAGCGTGCTAAACCCA 9149-9168

TABLA 2. Programa de amplificacion establecido para € ensayo de RT-PCR./ Amplification program for the RT-PCR

assay
No. Pasos del Programa Tiempo Temperatura Namer o deciclos
1 Retrotranscripcion lhora 42°C 1
2. Desnaturalizacion 2 minutos 94°C 1
3. Desnaturalizacion 30 segundos 94°C 35
4, Anillamiento 1 minuto 54°C 35
5. Extension 1 minuto 72°C 35
6. Extension final 7 minutos 72°C 1
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negativos de pimiento (100 de cada uno), previamente
descritos. Se calcularon los indices o parametros de
desempefio analiticos del ensayo RT-PCR, segun la
metodologia establecida por Peralta y Villoch (18) (Ta-
bla 3).

TABLA 3. indices o pardmetros evaluativos
determinados para el ensayo de RT-PCR en un solo
paso para el diagnostico especifico de PVY ./ Evaluation
indexes or parameters for the one-step RT-PCR assay
for the specific diagnosis of PVY

Par ametros Ecuacion*
Especificidad D-SP = Vr/(Vn+Fp)
diagndstica
Sensibilidad D-SN = Vp/(Vp+Fn)
diagndstica
Eficacia E=Vp+Vn/Vp+Vn+Fp+
Valor predictivo de Vo=V p/(Vp+F
positividad PP=VRIVP+FR)
Valor predictivo de Vn=Vn/(Vn+Fn)
negatividad

* \V/p: verdaderos positivos, Vn: verdaderos negativos,
Fp: falsos positivos, Fn: fal sos negativos

Analisis biométricos

Los resultados se analizaron estadisticamente
mediante la Prueba de Comparacién multiple de pro-
porciones, completada con una Prueba de Tukey. Ade-
mas se realiz6 la Prueba de comparacion de porcenta-
jes, todas ellas contenidas en el paquete STATISTICA
(version 6,2).

83

RESULTADOSY DISCUSION

Controles de referencia

Las muestras foliares de pimiento inoculadas, mos-
traron sintomas tipicos de infeccion por potyvirus, lo
gue se denota por la aparicion de mosaico, arrugamiento
en las hojas y retardo en el crecimiento (Figura 1B).
En los controles negativos no aparecieron sintomas
visibles (Figura 1A) lo que permite emplearlos como
controles negativos en la validacion de la metodologia
evaluada.

Al evaluar las plantas inoculadas, mediante la RT-
PCR, se evidencia que se logrd un 97% de infeccion
de las plantas de pimiento inoculadas, lo que indica
gue la forma de inoculacion (mecéanica utilizando
carborundum) y cantidad de inoculo (30 uL) emplea-
do fue adecuada. Estos métodos también han sido
utilizados en estudios relacionados con otras
interacciones planta-patégeno (9,10,19,20), demos-
trandose en todos los casos su eficiencia para estos
fines.

Determinacidn del limite de deteccion del ensayo

El ensayo de RT-PCR propuesto mostré un bajo
limite de deteccién del genoma viral en el macerado
de la planta (2 ng.mL?) (Fig. 2), lo que puede atribuirse
basicamente a la amplificacién cebador-dependiente,
la que esta directamente relacionada con el correcto
disefio de los oligonucleétidos y la adecuada selec-
cion de la diana a amplificar.

Los ensayos de PCR muestran en general bajo li-
mite de deteccion debido al principio de amplificacion
y a que no necesitan la completa integridad del agente

FIGURA 1. Plantasde Caps cumannuumvar. Esparfiol Liliana. A. Plantas sanas (control es negativos), B. Plantasinfecta-
das con potyvirus mostrando sintomas tipicos (controles positivas)./ Capsicum annuum var. Espafiol Liliana plants. A.
Healthy plants (negative controls), B. Potyvirus-infected plants showing typical symptoms (positive controls).
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FIGURA 2. Ensayo paraladeterminacion delasensibili-
dad analitica. Analisiséectroforético delos productos de
laRT-PCR de un fragmento de laproteinadelacdpsidade
potyvirus. Gel de agarosaal 1,5% mostrando |os productos
dela PCR (10uL) obtenidos con | os cebadores Cpl y Cp2.
Marcador de Peso Molecular (1), 200 pug.mL™* (2), 20
pg.mL*(3), 2pg.mL* (4), 200 ng.mL* (5); 20 ng.mL* (6);
2ng.mL*(7); 200 pg.mL* (8)./ Assay for the determination
of the analytical sensibility. Electrophoretic analysis of the
RT-PCR products obtained from the amplification of a
fragment of the potyvirus coat protein. Agarose gel (1,5%)
showing the PCR products (10pl) obtained with the Cpl
and Cp2 primers. Molecular weight marker (1), 200 pg.mL
1 (2), 20 pg.mL* (3), 2 pg.mL* (4), 200 ng.mL* (5); 20
ng.mL* (6); 2 ng.mL* (7); 200 pg.mL* (8).

1 2 34 5 67 8 9101

a detectar. No obstante, ensayos de este tipo pueden
no alcanzar todo el potencial de deteccion esperado
debido a diferentes factores, entre los que se desta-
can: la presencia de inhibidores de la reaccion, el
inadecuado disefio de cebadores o la no optimizacion
del ensayo.

Evaluacién de la repetibilidad

Los resultados de las réplicas efectuadas
intraensayos e interensayos para determinar la
repetibilidad del método de RT-PCR en una sola eta-
pa evaluada, presentaron un 100% de concordancia,
tal como se muestra en la Figura 3. Por lo que se
demuestra su eficiencia y no fue necesario realizar
analisis estadisticos que determinaran la presencia
de diferencias significativas.

Determinacidn de los pardmetros de desempefio
analiticos del ensayo RT-PCR

Los resultados de la evaluacién de los controles
positivos y negativos por la metodologia de diagndsti-
co propuesta, se muestran en la Tabla 4; los parametros
de desempefio analiticos determinados sobre la base
de estos resultados se observan en la Tabla 5.

El método establecido, en el que utiliza la Reac-
cion en Cadena de la Polimerasa con Transcripcion
Reversa para determinar la presencia de potyvirus en
plantas de pimiento, mostr6 una eficacia de 97%, ci-
fra que demuestra la factibilidad de su aplicacién en el

1 23 45 6 7 8 910112

FIGURA 3. Resultadosdelarepetibilidad del método de RT-PCR evaluado. Andlisis el ectroforético delos productos dela
RT-PCR de un fragmento dela proteina dela capsida de potyvirus. Gel deagarosa a 1,5% mostrando los productos dela
PCR (10pL) obtenidos con | os cebadores Cpl y Cp2. Marcador de Peso Molecular (1), ARN totales extraidos a partir de
los controles pasitivos (2-11), control negativo (12)./ Repeatibility results of the RT-PCR eval uated. Electrophoretic analysis
of RT-PCR products fromthe amplification of a fragment of the potyvirus coat protein. Agarose gel (1,5%) showing PCR
products (10ul) obtained with Cpl and Cp2 primers. Molecular weight marker (1), Total extracted RNA from positive
controls (2-11), negative control (12).
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TABLA 4. Valores basicos para estimar los parametros
de desempefio de la deteccion de potyvirus mediante
RT-PCR en plantas de pimiento./ Basic values for the
estimation of the performance parameters in the
detection of potyvirus by RT-PCR in pepper plants

Controlesdereferencia
I nfectados Sanos
97 0
Resultados | Positivos Vp|Fp
RT- PCR Fn|Vn
Negativos 3 100

TABLA 5. Parametros de desempefio determinados
para la deteccién de potyvirus mediante la metodologia
propuesta./ Performance parameters assessed for the
detection of potyvirus using the proposed methodol ogy

Eficacia
E=98,5%
Sensibilidad Valor predictivo positivo
D-SN= 97%

Sensibilidad analitica | Valor predictivo negativo
A-SN=0,2ng VPN= 97 %
Especificidad Repetibilidad

diagndstica 100% concordanciaen
D-SP=100% ensayos inter e intraensayos

establecimiento de métodos de biologia molecular para
el diagndstico en fitopatologia.

Estos resultados se corresponden con los informa-
dos por Soto et al. (19), Iglesia et al. (21) y Soto (22),
en los que se proponen ensayos moleculares para la
deteccidn de fitopatdégenos, apoyandose en la meto-
dologia para validar métodos de diagndstico descrita
por Peraltay Villoch (18). Asimismo, estudios realiza-
dos por Martinez (23), en los que se evallan muestras
provenientes de los programas de mejoramiento
genético de tomate en Cuba, demostraron la utilidad
de los parametros analiticos estimados en la valida-
cion de los métodos moleculares para el diagndstico
de enfermedades asociadas a las plantas.

La presencia de tres falsos negativos, puede estar
relacionada con la sensibilidad de la técnica utilizada
y con errores experimentales en el proceso de ex-
traccion de ARN, que es una de las fases mas criti-
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cas en este trabajo. En este sentido, la técnica ELISA-
DAS ha sido muy utilizada para la deteccién de
potyvirus en plantas (5,24,25), sin embargo, en la ac-
tualidad las técnicas de biologia molecular desempe-
flan una funcién importante en el diagndstico de es-
tas entidades (13,16,26,27). Estas técnicas son su-
periores a las inmunoquimicas en especificidad y sen-
sibilidad, ademas de ofrecer mayores posibilidades
de deteccidn y brindar una informacién méas completa
sobre los patdgenos en cuestion

Aunque existen numerosos ejemplos de validacién
de diagnosticadores de uso humano y veterinario (27),
estos son practicamente inexistentes en la bibliogra-
fia con relacion a los medios de deteccion de
fitopatdgenosy las técnicas moleculares en general.
Lo més comun es referir el limite de deteccion de la
técnica y su especificidad analitica, encontradndose
algunos ejemplos que informan los porcentajes de
coincidencia con otros ensayos o la ocurrencia de fal-
s0s positivos o falsos negativos (28), sin que con ello
lleguen a una verdadera evaluacion de los medios y
métodos en cuestion.

Estos resultados tienen importancia y aplicacion
practica, demostrando la eficiencia de la técnica RT-
PCR para el diagnostico molecular de potyvirus en
el cultivo del pimiento en Cuba. Ademas, aportan nue-
vos elementos metodoldgicos en la validacion de en-
sayos moleculares de nueva generacion, garantizan
la calidad del diagndstico, enriquecen los elementos
para la estandarizacion de este tipo de ensayo y faci-
litan la reproducibilidad de los procedimientos en los
laboratorios de diagnéstico.
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