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Este protocolo de diagnoéstico fue aprobado por la Comision de Medidas Fitosanitarias en su séptima reunidn en marzo de 2012.
El anexo es parte prescriptiva de la NIMF 27.
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PD 2 Protocolos de diagndstico para plagas reglamentadas

1.  Informacion sobre la plaga

La sharka (viruela del ciruelo) es una de las enfermedades mas graves de los frutales de hueso. Esta
enfermedad, causada por el Plum pox virus (PPV), afecta a las plantas del género Prunus. Es
especialmente perjudicial para P. armeniaca, P. domestica, P. persica y P. salicina porque reduce la
calidad y causa caida prematura de los frutos. Se estima que desde la década de 1970, los costos
relacionados con el manejo de la sharka en el mundo superan los 10 000 millones de euros (Cambra et
al., 2006b).

En 1917-18 se comunico por primera vez la presencia de la sharka en P. domestica, en Bulgaria, y en
1932 se describié como una enfermedad viral. Desde entonces, el virus se ha dispersado de forma
progresiva en gran parte de Europa, alrededor de la cuenca mediterranea y en el Cercano y Medio
Oriente. Se ha localizado con una distribucion restringida en América del Sur, América del Norte y Asia
(EPPO, 2006; CABI, 2011).

El PPV pertenece al género Potyvirus de la familia de los Potyviridae. Su rtlculas son varillas

(Candresse y Cambra, 2006;
James y Glasa, 2006; Ulubas Serge et al., 2009). La mavoria s de PPV pertenecen a los tipos
D y M. Las cepas de PPV D y M pueden infectar ili lantas de P. armeniaca y P. domestica,
pero difieren en su capacidad para infectar culti ica. La patogenicidad de las diversas
cepas es diferente; por ejemplo, los extractos de ti causar epidemias mas rapidas y sintomas

: i . . domestica, P. persica y P. salicina. Los
R Egipto y se dispone de poca informacion sobre su
muchos paises europeos y en Turquia se han
identificado recientemente extractos
forman un tipo diferente defirg . Se extrajo un PPV atipico de P. domestica en Canada
. Ademas, se han descrito como PPV-Rec los recombinantes
e muestran un comportamiento epidemioldgico similar al del

tipo D. En Turquia se do recientemente sobre un extracto de un segundo tipo de recombinante
(tipo T).

Para més info@ y PV, con ilustraciones y sintomas de la enfermedad, consiltense Barba
etal. (2011), C’'§ PPO (2004), EPPO (2006), Garcia y Cambra (2007) y PaDIL (2011).

2. Informacion ¥xonomica
Nombre: Plum pox virus (PPV)
Sinénimo: Virus de la sharka
Posicién taxonémica: Potyviridae, Potyvirus
Nombres comunes: Enfermedad de la sharka, viruela del ciruelo

3. Deteccion e identificacion

En condiciones naturales, el PPV infecta con facilidad arboles frutales del género Prunus utilizados
como variedades comerciales o portainjertos: P. armeniaca, P. cerasifera, P. davidiana, P. domestica,
P. mahaleb, P. marianna, P. mume, P. persica, P. salicina e hibridos interespecificos entre dichas
especies. Prunus avium, P. cerasus y P. dulcis podran infectarse de forma ocasional. El virus también
infecta muchas especies silvestres y ornamentales de Prunus como P. besseyi, P. cistena, P. glandulosa,
P. insititia, P. laurocerasus, P. spinosa, P. tomentosa y P. triloba. En condiciones experimentales, el
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PPV puede trasmitirse de forma mecénica a un gran numero de Prunus spp. y a muchas plantas
herbaceas (Arabidopsis thaliana, Chenopodium foetidum, Nicotiana benthamiana, N. clevelandii,N.
glutinosa y Pisum sativum).

Los sintomas del PPV podran manifestarse en hojas, brotes, corteza, pétalos, frutos y huesos en el
campo. Suelen ser distinguibles en las hojas temprano en la temporada de crecimiento; consisten en una
decoloracion suave, verde claro; manchas, franjas o anillos cloréticos; aclaramiento o amarillamiento
de las nervaduras; o deformacion foliar. Algunos de estos sintomas foliares se parecen a los que
provocan otros virus, como el virus del arabesco americano del ciruelo. Prunus cerasifera cv. GF 31
muestra un encorchado de color 6xido y resquebrajamiento de la corteza. Los sintomas florales pueden
darse en los pétalos (decoloracion) de algunos cultivares de P. persica cuando se infectan por PPV-M o
en P. glandulosa infectado por PPV-D. Los frutos infectados muestran manchas cloréticas o anillos o
lineas con una ligera pigmentacion amarilla. Los frutos pueden deformarse o adoptar una forma irregular
y desarrollar zonas marrones o necroticas bajo los anillos decolorados. Ciertas deformaciones del fruto,
especialmente en P. armeniaca y P. domestica, son similares a las provocadas por el virus de la mancha
clorética de la hoja del manzano. Los frutos enfermos podran mostrar pardgg#Temainterno y gomosis

hn sintomas maés
eniaca muestran

del arbol. Por lo general, los frutos de los cultivares de maduracion temp
marcados que los de maduracién tardia. Los huesos de los frutos eg

no son comercializables debido a su desagradable sabor. La ap®gicion delsintomas y su intensidad
dependen en gran medida de la planta hospedante y de las i i

ntacion general sobre las metodologias
cion de las muestras sea adecuada. El
iciones climaticas locales, en particular
iento. Si se encuentran sintomas tipicos,

muestreo deberia tener en cuenta la biologia del v
las condiciones del tiempo durante la tegg
recolecte flores, hojas y frutos que prese
muestras de brotes de por o menosgin @&io con hj§as maduras 0 completamente desarrolladas de la

afio). Las muestras deberian tgmarse, mo, en cuatro sitios diferentes (p. €j., cuatro ramas o
cuatro hojas) de cada planjg; dispensable ya que la distribucion del PPV es desigual. El

muestreo no deberia rea meses de temperaturas mas altas. Las pruebas son menos
fiables si se realizan as tomadas durante el otofio que con las obtenidas al principio de la
primavera. El mate ia recogerse preferiblemente de las partes internas de la copa del
arbol. En prima g pueden ser flores, brotes con las hojas totalmente desarrolladas o
frutos. En ver iofo P¥eden utilizarse para el analisis las hojas maduras y la piel de los frutos

npo o de los lugares de embalaje. Las flores, las hojas, los brotes y la piel del
fruto pueden almaC¥uarse a una temperatura de 4 °C por no mas de 10 dias antes del procesamiento. Los
frutos pueden almaceMarse durante un mes a una temperatura de 4 °C antes del procesamiento. En
invierno pueden seleccionarse las yemas dormidas o los tejidos de corteza de la zona basal de ramillas,
brotes y ramas, o espolones enteros.

La deteccion de PPV puede lograrse mediante una prueba bioldgica, serolégica o molecular; para su
identificacion se requiere una prueba serologica o molecular. Una prueba seroldgica o molecular es el
requisito minimo para la deteccion e identificacion de PPV (p. €j. en el diagndstico rutinario de una
plaga establecida ampliamente en un pais). En caso de que la organizacion nacional de proteccion
fitosanitaria (ONPF) requiera mayor confianza en la identificacion de PPV (p. ej. la deteccion en un area
en la que no se sabe si el virus esta presente, o en un envio procedente de un pais en el que se declara
que el virus esta ausente), podran realizarse mas pruebas. En los casos en que la identificacion inicial se
haya realizado mediante un método molecular, las pruebas posteriores deberian utilizar técnicas
seroldgicas y viceversa. También podrén realizarse pruebas adicionales o con el fin de identificar la cepa
de PPV que esta presente. En todos los casos, deben incluirse controles negativos y positivos en las
pruebas. En las siguientes secciones se describen las técnicas recomendadas.
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En ciertas circunstancias (p. ej. en el diagndéstico rutinario de una plaga establecida ampliamente en un
pais) se podran efectuar pruebas sobre varias plantas simultdneamente, utilizando una muestra maltiple
obtenida de un cierto nimero de plantas. La decision de realizar las pruebas en muestras de una sola
planta o muestras multiples dependerd de la concentracion del virus en las plantas y del nivel de
confianza requerido por la ONPF.

En este protocolo de diagnéstico, los métodos (incluidas las referencias a hombres comerciales) se
describen segln se publicaron, ya que en ellos se define el nivel inicial de sensibilidad, especificidad
y/o reproducibilidad adquirido. Los procedimientos de laboratorio presentados en los protocolos podran
ajustarse a las normas de los laboratorios individuales, siempre que estén adecuadamente validadas.

3.1 Deteccidn bioldgica

Las principales plantas indicadoras para la indexacion de PPV son plantulas de P. cerasifera cv. GF31,
P. persica cv, GF305, P. persica x P. davidiana cv. Nemaguard, o P. tomentosa. Las plantas indicadoras
crecen a partir de semilla, se plantan en una mezcla de suelo . bien drenadggy se mantienen en un
invernadero protegido contra insectos entre los 18 °C y los 25 °C hasta g
grandes para la injertacién (normalmente 25-30 cm de alto con un di

gs convencionales,
a indicadora. Las plantas
s después, se podan hasta

como la gemacion (Desvignes, 1999), con al menos cuatro répli
indicadoras injertadas se mantienen en las mismas condiciones vy,

anta después de tres 0 cuatro semanas
egt et al. (1997; 2007) y Gentit (2006)

lineas y franjas cloroticas, se observan en las partes
y deben compararse con controles positivos y san

un método sensible de deteccion. Si
requiere muchas semanas tras la i
requiere instalaciones dedica
sintomas observados pued

n espacio de invernadero con temperatura controlada; y los
con los de otros agentes transmisibles por injerto. Ademas,
e por no inducir sintomas, no son detectables en las plantas

ion enzimatica (ELISA) son muy recomendables para someter a analisis

grandes cantidad muestras.

Para el procesamiento de la muestra se corta en trozos pequefios aproximadamente 0,2-0,5 g de material
vegetal fresco, que se coloca en un tubo o una bolsa de plastico adecuados. La muestra se homogeneiza
en aproximadamente 4-10 ml (1:20 p/v) de tampdn de extraccion usando un homogeneizador eléctrico
de tejidos o un rodillo manual, martillo o instrumento similar. EI tampon de extraccion es salino con
tampon fosfato (PBS) de pH 7,2-7,4, con un 2 % de polivinilpirrolidona y un 0,2 % de
dietilditiocarbamato de sodio (Cambra et al., 1994), o un tampon alternativo adecuadamente validado.
El material vegetal deberia homogeneizarse por completo y utilizarse fresco.

3.2.1 Ensayo indirecto de inmunoabsorcion enzimatica en fase doble de anticuerpos
(DASI-ELISA)

El DASI-ELISA, también denominado ensayo de inmunoabsorcion enzimatica en fase triple de
anticuerpos (TAS-ELISA), deberia realizarse segln lo indicado por Cambra et al. (1994) con un
anticuerpo monoclonal especifico como 5B-I1VIA, siguiendo las instrucciones del fabricante.

PD 2-4 Convencién Internacional de Proteccién Fitosanitaria



Protocolos de diagndstico para plagas reglamentadas PD 2

El 5B-1VIA es actualmente el Gnico anticuerpo monoclonal que detecta todas las cepas del PPV con alta
fiabilidad, especificidad y sensibilidad (Cambra et al., 2006a). En una prueba del anillo DIAGPRO
realizada por 17 laboratorios con un grupo de 10 muestras, infectadas por PPV (PPV-D, PPV-M y PPV-
D+M) y muestras sanas de Francia y Espafia, la precision del DASI-ELISA con el anticuerpo
monoclonal 5B-1VIA fue del 95 % (nimero de valores negativos y positivos auténticos diagnosticados
por la técnica/nimero de muestras analizadas). Esta precision fue mayor que la obtenida con la
inmunocaptura, transcripcién inversa y reaccion en cadena de la polimerasa (IC-RT-PCR) que fue del
82 %, o con la RT-PCR cooperativa (Co-RT-PCR) que fue del 94 % (Cambra et al., 2006¢; Olmos et
al., 2007). La proporcion de valores negativos auténticos (nimero de valores negativos auténticos
diagnosticado por la técnica/nimero de plantas sanas) que se identificé mediante DASI-ELISA con el
anticuerpo monoclonal 5B-1VIA fue del 99,0 %, frente a la RT-PCR en tiempo real con &cido nucleico
purificado (89,2 %) o muestras manchadas (98,0 %), o IC-RT-PCR (96,1 %). Capote et al. (2009)
también informaron que existia una probabilidad del 98,8 % de que un resultado positivo obtenido en
invierno con DASI-ELISA utilizando el anticuerpo monoclonal 5B—IVIA fuera un valor positivo
auténtico.

3.2.2 Ensayo de inmunoabsorcién enzimatica en fase doble de arfficuerpc@(DAS-ELISA)

El sistema de DAS-ELISA convencional o de biotina-estreptaviding
basados en el anticuerpo especifico monoclonal 5B-IVIA o en g
demostrado que detectan todas las cepas del PPV sin experimenf®
0 con material vegetal sano (Cambra et al., 2006a; Capote et al.,
siguiendo las instrucciones del fabricante.

onales que se haya
5 cruzadas con otros virus
prueba deberia realizarse

Mientras que el anticuerpo monoclonal 5B-1VIA
todas las cepas del PPV, algunos anticuerpos polj

pecificidad, sensibilidad y fiabilidad
especificos y tienen una sensibilidad
t&nto, se recomienda el uso de métodos
adicionales en todas las situaciones en que Sga ili anticuerpos policlonales en una prueba y

Los métodos moleculares que utilizan
PCR) podran ser méas caros g i
a gran escala. Sin embar
mas sensibles que las tg

pcion inversa-reaccion en cadena de la polimerasa (RT-
tiempo que las técnicas seroldgicas, en especial en las pruebas
oleculares, en especial la RT-PCR en tiempo real, suelen ser

roldgicas. El uso de RT-PCR en tiempo real también evita un posible
i .j. electroforesis de gel) y, por lo tanto, es mas rapido y presenta

ura (IC)-RT-PCR (para la que no es necesario el aislamiento de ARN), la
extraccion de ARNggeberia realizarse con protocolos adecuadamente validados. Las muestras deberian
colocarse en bolsas lastico individuales para evitar la contaminacién cruzada durante su extraccion.
Como alternativa para la RT-PCR en tiempo real, los extractos de plantas manchadas, impresos de
secciones histologicas 0 muestras de material vegetal obtenidas por aplastamiento se pueden inmovilizar
en papel secante 0 membranas de nailon y analizarse con RT-PCR en tiempo real (Olmos et al., 2005;
Osman y Rowhani, 2006; Capote et al., 2009). No se recomienda utilizar muestras manchadas o
impresos histoldgicos en la PCR convencional debido a su menor sensibilidad en comparacién con la
RT-PCR a tiempo real.

Cada método describe el volumen de la muestra extraida que deberia usarse como molde. Dependiendo
de la sensibilidad del método, la concentracion minima del molde que se requiere para detectar el PPV
varia como sigue: RT-PCR, 100 fg RNA molde ml-1; Co-RT-PCR, 1 fg RNA molde ml-1; y RT-PCR
en tiempo real, 2 fg RNA molde ml-1.

Convencién Internacional de Proteccion Fitosanitaria PD 2-5
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3.3.1 Transcripcién inversa de la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR)

Los cebadores RT-PCR utilizados en este ensayo son los cebadores de Wetzel et al. (1991),
P1 (5"-ACC GAG ACC ACT ACACTC CC-3)
P2 (5"-CAG ACT ACA GCC TCG CCA GA-3)

o0 los de Levy y Hadidi (1994):
3'NCR efector (5'-GTA GTG GTC TCG GTATCT ATC ATA-3')
3'NCR antisentido (5'-GTC TCT TGC ACA AGA ACT ATA ACC-3')

La mezcla de reaccion, 25 pl, tiene los siguientes componentes: 1 uM de cada cebador (P1/P2 o el par
cebador 3'NCR), 250 uM dNTP, 1 unidad de transcriptasa inversa AMV, 0,5 unidades de polimerasa
Tag DNA, 2,5 ul 10 x tampon de polimerasa Tag, 1,5 mM MgCl,, 0,3% Triton X-100 y 5 ul RNA
molde. La reaccion se produce en las condiciones de termociclado descritas a continuacion: 45 min a
42 °C, 2mina94°C, 40 ciclos de 30 sa 94 °C, 30 s 0 bien a 60 °C (cebadores Pgiligag a 62 °C (cebadores
3'NCR) y 1 mina 72 °C, seguido de una extension final de 10 min a 72 °C gos pro0ggtos de la PCR se
analizan con electroforesis de gel. Los cebadores P1/P2 y 3'NCR producd de bases (bp) y
220 bp amplicon, respectivamente.

correspondiente a 2 000 particulas virales (Wetzel et al., 1

evalud con extractos de PPV de Alemania, Egipto, Espafia, ia, Hungria, Italia y Rumania.

3.3.2 Inmunocaptura seguida de reaccion effcadena
retrotranscriptasa (RT-PCR)

La fase de inmunocaptura deberia realizg
savia vegetal extraida como se indica
individuales para evitar la contaminggio

la polimerasa con

indicaciones de Wetzel et al. (1992), con
ado 3.2 y utilizando tubos o bolsas de plastico

policlonales o de un anticuerpo monoclonal especifico
de PPV (5B-IVIA) en un t onato de pH 9,6. Afadir 100 pl de anticuerpos diluidos en
ante 3 h. Lavar los tubos dos veces con 150 ul de
vado). Enjuagar dos veces los tubos con agua libre de RNase. Aclarar
partado 3.2) mediante centrifugacion (5 mina 15 500 x g) y afiadir
@ CR. Incubar durante 2 h en hielo a una temperatura de 37 °C. Lavar

los tubos tres ¥
describe en el apRydo 3.3.1 utilizando los cebadores de Wetzel et al. (1992), y afiadir directamente a
los tubos de PCR. ARgplificar como se describe en el apartado 3.3.1.

La IC-RT-PCR requiere generalmente el empleo de anticuerpos especificos, aunque con los métodos de
enlace directo podrd eliminarse esta necesidad. La IC-RT-PCR con anticuerpo monoclonal
5B-IVIA ha sido validada en una prueba del anillo DIAGPRO mostrando una precision del 82 % en la
deteccion del PPV (Cambra et al., 2006c; Olmos et al., 2007). Capote et al. (2009) informaron de una
probabilidad del 95,8% de que un resultado positivo obtenido en invierno mediante IC-RT-PCR con el
anticuerpo monoclonal 5B-1VIA fuera un valor positivo auténtico.

3.3.3 Transcripcion inversa cooperativa seguida de reaccidn en cadena de la polimerasa

Los cebadores RT-PCR utilizados en este ensayo cooperativo (Co)-RT-PCR son los cebadores de
Olmos, Bertolini y Cambra (2002):

Cebador interno P1 (5'-ACC GAG ACC ACT ACA CTC CC-3)
Cebador interno P2 (5'-CAG ACT ACA GCC TCG CCA GA-3')
Cebador externo P10 (5'-GAG AAA AGG ATG CTA ACA GGA-3)

PD 2-6 Convencién Internacional de Proteccién Fitosanitaria
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Cebador externo P20 (5'-AAA GCA TAC ATG CCA AGG TA-3')

La mezcla de reaccion de 25 ul esta formada por los siguientes componentes: 0,1 uM de cebadores P1
y P2, 0,05 uM de cebadores P10 y P20, 400 uM de dNTP, 2 unidades de transcriptasa inversa AMV,
1 unidad de polimerasa de ADN Tag, 10 x tampones de reaccion de 2 ul, 3 mM de MgCls, un 5 % de
DMSO, un 0,3 % deTriton X-100 y 5 ul de molde de ARN. La RT-PCR se produce en las condiciones
de termociclado descritas a continuacion: 45 min a 42 °C, 2 min a 94 °C, 60 ciclosde 15sa 94 °C, 15s
a50°Cy30sa72°C, seguido de una extension final de 10 mina 72 °C.

La reaccion RT-PCR se une a la deteccidn colorimétrica de amplicones usando una sonda universal de
PPV marcada con dioxigenina (DIG) en el extremo 3’ (5'-TCG TTT ATT TGG CTT GGA TGG AA-
DIG-3") como se indica a continuacion. Desnaturalizar el ADNc amplificado a 95 °C durante 5 min e
inmediatamente colocar en hielo. Colocar 1 ul de muestra en una membrana de nailon. Secar la
membrana a temperatura ambiente y entrecruzar UV en un transiluminador durante 4 min a 254 nm.
Para la prehibridacién, colocar la membrana en un tubo de hibridacién a 60 °C durante 1 h utilizando un

tampodn de acido maleico) esterilizada. Incubar la membr
anti-DIG conjugados con fosfatasa alcalina en una concen
litrot) en una solucién de bloqueo al 1 % (p/v) dur

avar la membrana dos veces durante
pon de deteccion (100 mM Tris-HCl,
100 mM NaCl, pH 9,5). La solucién de sustrato lando una solucion de 45 pl NBT (75
mg ml sal de nitroazul de tetrazolio en un Zogé
(50 mg ml 5-bromo-4cloro-3indol fosfag

de tampon de deteccion. Después de la i

en un 100 % de dimetilformamida) en 10 ml
bn el sustrato detener la reaccion lavando con agua.

: . valldado en Ia prueba del anillo de DIAGPRO y tuvo una
precision del 94 % (Cambr, . Olmos et al., 2007).

3.3.4 Transcripcio en tiempo real de la reaccion en cadena de la polimerasa
La RT-PCRen'ti Ilevar a cabo tanto mediante la prueba de TagMan como con la del
SYBR Green |48 0s métodos de TagMan para la deteccion universal del PPV (Schneider
et al., 2004 y O St ar005). En el primer ensayo se utilizaron los cebadores y la sonda TagMan
que se especificar @@ Schneider et al. (2004):

Cebador dif®cto (5'-CCA ATA AAG CCATTG TTG GAT C-3)

Cebador inverso (5'-TGA ATT CCATACCTT GGC ATG T-3')
Sonda TagMan (5'-FAM-CTT CAG CCA CGT TAC TGA AAT GTG CCA-TAMRA-3').

La composicion de la mezcla de reaccion de 25 ul es la siguiente: 1 x mezcla de reaccion (0,2 mM de
cada uno de los dNTP y 1,2 mM de MgSOa4); 200 nM de los cebadores directos e inversos; 100 nM de
sonda TagMan; 4,8 mM de MgSQ4. 0,5 pl de RT/Platinum® Tag Mix (equipo Superscript™ One-Step
RT-PCR with Platinum® Tag?'; Invitrogen) y 5 ul de molde de ARN. El proceso de RT-PCR se efectlia
en las siguientes condiciones de termociclado: 15 min a 52 °C, 5 min a 95 °C, 60 ciclos de 15 s a

L El uso de la marca Invitrogen para el equipo Superscript™ One-Step RT-PCR with Platinum® Taq en este
protocolo de diagnostico no implica su aprobacion ni la exclusion de otros que también puedan ser adecuados.
Esta informacion se ofrece GUnicamente para ayudar a los usuarios de este protocolo y no constituye un aval por
parte de la CMF del producto quimico, el reactivo o el equipo mencionados. Pueden usarse otros productos
equivalentes si se demuestra que permiten obtener los mismos resultados.
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95 °C, y 30 s a 60 °C. Los productos obtenidos tras la PCR se analizan en tiempo real segin las
instrucciones del fabricante del equipo.

El método de Schneider et al. (2004) se evalu6 analizando extractos de PPV de los Estados Unidos, las
cepas PPV-C, PPV-D, PPV-EA y PPV-M, asi como otras ocho especies viricas distintas. Este método
resultd especifico y capaz de detectar sistematicamente ARN virico de entre 10-20 fg (Schneider et al.
2004). También podria detectar PPV en diversos hospedantes, asi como en las hojas, tallos, yemas y
raices de P. persica.

En el segundo ensayo se utilizaron los cebadores y la sonda TagMan que se especifican en Olmos et al.
(2005):

Cebador P241 (5'-CGT TTATTT GGC TTG GAT GGA A-3')

Cebador P316D (5'-GAT TAA CAT CAC CAG CGG TGT G-3)

Cebador P316M (5'-GAT TCA CGT CAC CAG CGG TGT G-3')

Sonda PPV-DM (5'-FAM-CGT CGG AAC ACA AGA AGA CG4 AGA-TAMRA-3').

La composicion de la mezcla de reaccion de 25 pl es la siguiente: 1 uM d
cada uno de los cebadores P316D y P316M; 200 nM de sonda Tag daa 1
Master Mix (Applied Biosystems)?; 1 x MultiScribe and RNase Ig
5ul de molde de ARN. El proceso RT-PCR se efectla en las sig
30 min a 48 °C, 10 min a 95 °C, 40 ciclos de 15 s a 95 °C,
alcanzar la temperatura ambiente. Los productos obtenidos
las instrucciones del fabricante.

 cebador@241; 0,5 uM de
Universal PCR
iX pplied Biosystems)®y

ser 1 000 veces mas senS|bIe que el andlisis DA ELISA (gardo el anticuerpo monoclonal 5B-IVIA.
El porcentaje de posmvos reales (nimerlggs ales diagnosticados mediante Ia técnica

frente al 93,6 % obtenido mediante PCR epffiempo real usando muestras manchadas, el 91 5%
obtenido mediante la inmunocaptura

GT GCA TCG AAA ACG GAA CG-3))

PPV-RR (5-CTC TTC TTG TGT TCC GAC GTT TC-3).
Para asegurar la correcta realizacion del ensayo podran incluirse los siguientes cebadores de control
interno:

Nad5-F (5'-GAT GCT TCT TGG GGC TTC TTG TT-3')

Nad5-R (5'-CTC CAG TCA CCA ACATTG GCA TAA-3).

2 El uso de la marca Applied Biosystems para la TagMan Universal PCR Master Mix y la MultiScribe and RNase
Inhibitor Mix en este protocolo de diagnéstico no implica su aprobacion ni la exclusion de otros productos que
también puedan ser adecuados. Esta informacion se ofrece nicamente para ayudar a los usuarios de este protocolo
y no constituye un aval por parte de la CMF del producto quimico, el reactivo o el equipo mencionados. Pueden
usarse otros productos equivalentes si se demuestra que producen los mismos resultados.

3 Véase la nota al pie.niimero.2.
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Se usa un protocolo de RT-PCR de dos fases. La composicion de la reaccion de RT es la siguiente: 2 pl
de 10 uM de cebador P1; 2 ul de 10 uM de cebador Nad5-R; 4 ug de ARN total y 5 ul de agua. Incubar
durante 5 min a 72 °C colocandola en hielo. Afiadir 4 ul de 5 x tampén de primera cadena (Invitrogen)*;
2 ulde 0,1 M de DTT; 1 ul de 10 mM de dNTP; 0,5 ul de RNaseOUT™ (40 unidades ul™*) (Invitrogen)?®;
1 pl de Superscript™ I (Invitrogen)® y 2,5 ul de agua. Incubar a 42 °C durante 60 min, seguidos de 5
min a 99 °C. La composicién de la reaccién de mezcla de la PCR de 25 pul es la siguiente: 400 nM de
cebador PPV-U; 350 nM de cebador PPV-FM; 150 nM de cebador PPV-FD; 200 nM de cebador PPV-
RR; 100 nM de cebador Nad5-F; 100 nM de cebador Nad5-R; 200 uM de dNTP; 2 mM de MgCly; 1 x
tampon Karsai (Karsai et al., 2002); SYBR Green | de 1:42 000 (Sigma)” y 0,1 pl de Platinum® Tagq
DNA high fidelity polymerase (Invitrogen)®. Verter la mezcla de la reaccion junto con 1 ul de ADNc
diluido (1:4) en un tubo PCR estéril. El proceso de PCR se efectlia en las siguientes condiciones de
termociclado: 2 min a 95 °C, 39 ciclos de 15 sa 95 °C y 60 s a 60 °C. El analisis de la curva de fusién
se ha realizado mediante incubacién de 60 °C a 95 °C a 0,1 °C s ajustando la curva suavizada a un
promedio de 1 punto. Aplicando las condiciones de Varga y James (2005), las temperaturas de fusién
de cada producto son:

Deteccidn universal de PPV (fragmento de 74 bp): 80,08-81,52

Cepas D (fragmento de 114 bp): 84,3-84,43 °C

Cepas M (fragmento de 380 bp): 85,34-86,11 °C

Control interno (fragmento de 181 bp): 82,45-82,63 °CY

El método de Varga y James (2005) se evalu6 usando extr PP PV-D, PPV-EA, PPV-My
una cepa no caracterizada, en las especies Nicotiana y Prun

4.  ldentificacion de las cepas

En este apartado se describen métodos adicionalesqggue utilin DASI-ELISA, RT-PCR, Co-RT-PCR Yy
RT-PCR en tiempo real) para identificar N (véase la figura 1). La identificacion de la
cepa no es un componente esencial d Micacion del PPV, pero una ONPF podra desear
determinarla con el fin de ayudar a s Jortamiento epidemioldgico.

Debido a la variabilidad de los PP Icas que no consisten en secuenciar ni se basan en
determinados ensayos PCR e : lante) podran dar lugar a resultados erréneos para un pequefio
porcentaje de extractos. embar ediante las técnicas serologicas o moleculares descritas a
continuacion (Cambra 06a; Candresse y Cambra, 2006; Capote et al., 2006) es posible, en
general, diferenciaros i y M entre si.

4 El uso de la marca Invitrogen para el tampén de primera cadena, RNaseOUTTMII™, Superscript™ 11 y
Platinum® Tag DNA high fidelity polymerase en este protocolo de diagnéstico no implica su aprobacién ni la
exclusion de otros que también puedan ser adecuados. Esta informacion se ofrece Unicamente para ayudar a los
usuarios de este protocolo y no constituye un aval por parte de la CMF del producto quimico, el reactivo o el
equipo mencionados. Pueden usarse otros productos equivalentes si se demuestra que producen los mismos
resultados.

5 Véase la nota al pie nimero 4.
6 Véase la nota al pie nimero 4.

" El uso de la marca Sigma para el Sybr Green | en este protocolo de diagndstico no implica su aprobacion ni la
exclusion de otros que también puedan ser adecuados. Esta informacion se ofrece Unicamente para ayudar a los
usuarios de este protocolo y no constituye un aval por parte de la CMF del producto quimico, el reactivo o el
equipo mencionados. Pueden usarse otros productos equivalentes si se demuestra que producen los mismos
resultados.

8 Véase la nota al pie nimero 4.

Convencién Internacional de Proteccion Fitosanitaria PD 2-9



PD 2 Protocolos de diagndstico para plagas reglamentadas

Identificacion del PPV
mediante la prueba seroldgica o molecular descrita en el apartado 3

Prueba serolégica
DASI-ELISA con los anticuerpos monoclonales especificos de C, D, EAo M; o
Prueba molecular
RT-PCR (cebadores P1/PD/PM o0 mD5/mM3), IC-RT-PCR (cebadores P1/PD/PM), Co-PCR
(cebadores P10/P20/P1/P2) e hibridacion con las sondas especificas D o M, o RT-PCR en tiempo
real (especifica para los tipos C, D, EA, M o W)

'V N

Positivo egativo

!

Plum pox virus presente:
tipo C, D, EA, M, Rec T o W presente

pox virus presente:
po atipico C, D, EA,M,Rec To W
resente; u otro tipo no descrito

Figura 1: Métodos para identificar las cepas dg

cabo otras pruebas. En presencia dg ti Jritos o atipicos también se deberia determinar la
secuencia completa del genoma del : cia total o parcial de la proteina de cobertura, P3-

4.1 Identificacion se

Segun se establece en t al, (1994), para diferenciar los dos principales tipos de PPV (D y M)
deberia llevarse a cai§ ASI-ELISA usando anticuerpos monoclonales especificos de Dy

Este método se Nugfalidadl mediante la prueba del anillo de DIAGPRO; los resultados indican una
precision del 84 % W@ la cepa PPV-D y del 89 % para la PPV-M (Cambra et al., 2006¢; Olmos et al.,
2007). El anticuerpo mfonoclonal 4D es especifico del PPV-D pero no reacciona con todos sus extractos.
Por otra parte, el anticuerpo monoclonal utilizado para detectar el PPVV-M reacciona con extractos
pertenecientes a las cepas M, Rec y T, ya que estos grupos contienen la misma secuencia de proteina de
cobertura. En consecuencia, para diferenciar entre los tipos M, Rec y T es necesario realizar una prueba

molecular usando un anticuerpo monoclonal especifico de la cepa M.

La identificacién seroldgica de los extractos de PPV de los grupos EA y C puede realizarse mediante la
prueba DASI-ELISA usando los anticuerpos monoclonales especificos de EA y/o C que se describen en
Myrta et al. (1998, 2000). Sin embargo, es necesario validar estas pruebas.

4.2 ldentificacion molecular de las cepas

4.2.1 Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa

Las cepas PPV-D y PPV-M se identifican usando los cebadores descritos en Olmos et al. (1997):
P1 (5'-ACC GAC ACC ACT ACA CTC CC-3)

PD 2-10 Convencién Internacional de Proteccién Fitosanitaria
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PD (5'-CTT CAA CGA CAC CCG TAC GG-3') 0 PM (5'-CTT CAA CAA CGC CTG TGC
GT -3).

La composicion de la mezcla de reaccion de 25 ul es la siguiente: 1 uM de cebador P1; 1 uM de cebador
PD o bien PM; 250 uM de dNTP; 1 unidad de transcriptasa inversa AMV (10 unidades pl?);
0,5 unidades de polimerasa de ADN Taq (5 unidades ul*t); 10 x tampdn Taq polimerasa de 2,5 pl;
1,5 mM de MgCly; 0,3 % de triton X-100, 2 % de formamida y 5 ul de molde de RNA. EIl proceso
RT-PCR se efectla en las siguientes condiciones de termociclado: 45 min a 42 °C, 2 min a 94 °C, 40
ciclos de 30 sa94°C, 30 sa 60 °Cy 1 mina 72 °C, seguido de 10 min a 72 °C como extension final.
Los productos obtenidos tras la PCR se analizan por electroforesis de gel. Los cebadores P1/PD y P1/PM
producen un amplicon de 198 bp. Este método se evalu6 usando seis extractos de PPV-D y cuatro de
PPV-M.

El PPV-Rec se identifica usando los cebadores mD5/mM3, que son los especificos de dicha cepa
descritos en Subr, Pittnerova y Glasa (2004):

mD5 (5'-TAT GTC ACA TAA AGG CGT TCT C-3)

mM3 (5'-CAT TTC CAT AAA CTC CAA AAG AC-3').

e Subr, Pittnerova
riptasa inversa AMV (10
0x tampon de polimerasa

La composicion de la mezcla de reaccion de 25 pl es la siguiente (ggificy
y Glasa. 2004): 1 uM de cada cebador; 250 uM de dNTP; 1 uni§
unidades pl); 0,5 unidades de polimerasa de ADN Taq (5 unidad®

Taq de 2,5 pul; 2,5 mM de MgCly; 0,3 % de tritdn X-100 y R aido (véase el apartado 3.3).
Los productos de 605 bp obtenidos tras la PCR se analizan resis de gel.
4.2.2 Inmunocaptura seguida de reaccion ¢ff caden la polimerasa con

retrotranscri ptasa

La fase de inmunocaptura deberia llevarsg e describe en el apartado 3.3.2. La mezcla
de reaccién de la PCR se vierte directamfihte a los Yos PCR. Para diferenciar las cepas PPV-D y PPV-

Para identificar las cepas se deberia proceder tal como se indica en la seccion 3.3.3
usando sondas marcad en el extremo 3’ y especificas de las cepas D y M (Olmos, Bertolini
y Cambra, 2002):

La fase de hibridacg, y la previa a ella, se llevan a cabo a 50 °C con tampones estandares de hibridacion
previa e hibridacion Yun 30 % o 50 % de formamida (para identificar las cepas PPV-D o PPV-M,
respectivamente). La solucion de bloqueo se usa al 2 % (p/v).

4.2.4 Transcripcion inversa en tiempo real, reaccion en cadena de la polimerasa

En particular, las cepas PPV-D y PPV-M se identifican mediante la prueba quimica del SYBR Green |
tal como se describe en Varga y James (2005) (véase el apartado 3.3.4) o mediante el método de TagMan
descrito en Capote et al. (2006).
Los cebadores y las sondas TagMan que se usan en el método descrito en Capote et al. (2006) son
Cebador PPV-MGB-F (5'-CAG ACT ACA GCC TCG CCA GA-3')
Cebador PPV-MGB-R (5’-CTC AAT GCT GCT GCC TTC AT-3)
Sonda MGB-D (5'-FAM-TTC AAC GAC ACC CGT A-MGB-3')
Sonda MGB-M (5’-FAM-TTC AAC AAC GCC TGT G-MGB-3').
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La composicion de la mezcla de reaccion de 25 ul es la siguiente: 1 uM de cada cebador; 150 nM de
sonda MGB-D o MGB-M marcadas con FAM; 1 x TagMan Universal PCR Master Mix® (Applied
Biosystems), 1 x MultiScribe and RNase Inhibitor Mix° (Applied Biosystems) y 5 ul de molde de ARN.
El proceso de transcripcion inversa y reaccién en cadena de la polimerasa se efectla en las siguientes
condiciones de termociclado: 30 min a 48 °C, 10 min a 95 °C, 40 ciclos de 15sa95°Cy 60 s a 60 °.
Los productos obtenidos tras la PCR se analizan en tiempo real segln las instrucciones del fabricante.
Este método se evalud usando 12 extractos de la cepa PPV-D y 12 mas de la PPV-M, asi como 14
muestras infectadas por ambas cepas a la vez.

En particular, las cepas PPV-C, PPV-EA y PPV-W se identificaron usando SYBR Green | tal como
describe el método de Varga y James (2006). Los cebadores que se utilizan para aplicar esta técnica son:
P1 (5'-ACC GAC ACC ACT ACA CTC CC-3)
PPV-U (5-TGA AGG CAG CAG CAT TGA GA-3')
PPV-RR (5-CTC TTC TTG TGT TCC GAC GTT TC-3').
Para asegurar la correcta realizacion del ensayo se podran incluir los sigy® cxdores de control
interno:
Nad5-F (5'-GAT GCT TCT TGG GGC TTCTTG TT-3
Nad5-R (5'-CTC CAG TCACCA ACATTG GCA TA

e una solucion acuosa 1:10
¥ La composicion de la mezcla
0,5 ul de cada uno de los 5 uM
10 mM de dNTP; 1 pul de 50 mM de
"1 ul de Superscript™ I11 (200 unidades
olymerase (5 unidades ul?, Invitrogen)®3;

La composicion de la reaccion de RT-PCR de 25 pl es la 5§
(v/v) de ARN extraido (véase el apartado 3.3) y 22,5 ul de
maestra es la siguiente: 2,5 ul de tampdn Karsai ( 1
cebadores de PPV-U, PPV-RR o0 P1, Nad5R y N
MgCly; 0,2 ul de RNaseOUT (40 unidades pl“ ", 1
ul, Invitrogen)*?; 0,1 ul de Platinum® Taq gi

y 1 ul de SYBR Green | (Sigma)** de 1:5400 (en ,5) en 16,1 ul de agua. La reaccion se efectda
en las siguientes condiciones de ter i : nab50°C, 2mina95°C, 29 ciclos de 15 sa 95 °C
y 60 s a 60 °C. El analisis de la curv. iG eva a cabo mediante la incubacion de 60 °C a 95 °C
auna velocidad de fusion de 0,1 °C s~ *Ygusta®a curva suavizada a un promedio de 1 punto. Siguiendo

®El uso de la posystems para la TagMan Universal PCR Master Mix y MultiScribe y la RNase
Inhibitor Mix en e rotocolo de diagnéstico no implica su aprobacion ni la exclusion de otros productos que
también puedan ser a ados. Esta informacidn se ofrece Gnicamente para ayudar a los usuarios de este protocolo
y no constituye un aval por parte de la CMF del producto quimico, el reactivo o el equipo mencionados. Pueden
usarse otros productos equivalentes si se demuestra que permiten obtener los mismos resultados.

10'Véase la nota al pie nimero 9.

1 El uso de la marca Invitrogen para RNaseOUT™, Superscript™ II y Platinum® Tagq DNA high fidelity
polymerase en este protocolo de diagnostico no implica su aprobacidn ni la exclusion de otros que también puedan
ser adecuados. Esta informacidn se ofrece Gnicamente para ayudar a los usuarios de este protocolo y no constituye
un aval por parte de la CMF del producto quimico, el reactivo o el equipo mencionados. Pueden usarse otros
productos equivalentes si se demuestra que producen los mismos resultados.

12 \/éase la nota al pie nimero 11.
13 Véase la nota al pie nimero 11.
14 El uso de la marca Sigma para el Sybr Green | en este protocolo de diagndstico no implica su aprobacién ni la
exclusion de otros que también puedan ser adecuados. Esta informacidn se ofrece nicamente para ayudar a los
usuarios de este protocolo y no constituye un aval por parte de la CMF del producto quimico, el reactivo o el

equipo mencionados. Pueden usarse otros productos equivalentes si se demuestra que producen los mismos
resultados.
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Cepa W (fragmento de 74 bp): 80,68 °C.

Este método se evalué usando un extracto de cada una de las cepas PPV-C, PPV-D, PPV-EA vy
PPV-W.

5. Registros
Es necesario conservar los registros enumerados en el apartado 2.5 de la NIMF 27.

En las situaciones en que los resultados del diagnéstico puedan repercutir sobre otras partes contratantes,

en concreto en casos de incumplimiento o en zonas donde se detecta el virus por primera vez, se deberia

conservar también el siguiente material adicional:

- La muestra original (etiquetada adecuadamente para facilitar la rastreabilidad), que debe
conservarse congelada a -80 °C o liofilizada y mantenida a temperatura ambiente.

- Cuando proceda, deberian conservarse extractos de ARN a -80 °C y/o extractos de plantas
manchadas o impresos de secciones histologicas en membranas de p gailon a temperatura
ambiente.

- Cuando proceda, los productos de la amplificacion mediante RT-PCF
temperatura de -20 °C.

»

deberian @onservarse a una

6.  Puntos de contacto para informacion adicional

APHIS PPQ PHP RIPPS, Laboratorio de Diagnostico Md
Road, Beltsville, Maryland 20705, Estados Unldo
electrénico: Laurene.Levy@aphis.us
Fax: +1 3015046124).

Equipo de virologia del Instituto Nacional de la |
de Burdeos, UMR GD2P, IBVM,
Candresse, correo electronico: tc

Facultad de Horticultura, Departam
43, H-1118 Budapest, Hungri
corvinus.hu; Tel.: +36

Instituto de Virologia, Ac
Miroslav Glasa,

254774284).

Instituto Valencigygs
Carreter @ ra km 5, 46113 Moncada, Valencia, Espafia (Dr. Mariano Cambra,
correo eMQg e mnbra@ivia.es; Tel.: +34 963424000; Fax: +34 963424001).

Instituto de Virolod@\Vegetal del CNR, seccion de Bari, via Amendola 165/A, 1-70126 Bari, Italia (Dr.
Donato Boscia®correo electronico: d.boscia@ba.ivv.cnr.it; Tel.; +39 0805443067; Fax: +39
0805442911).

Laboratorio de Sidney, Agencia de Inspeccion Alimentaria de Canada (CFIA), Columbia Britanica, V8L
1H3 Sidney, Canada (Dr. Delano James, correo electrénico: Delano.James@inspection.gc.ca;
Tel.: +1 250 3636650; Fax: +1 250 3636661).

Laboratorio de Virologia, Centro Técnico Interprofesional de Frutas y Verduras (CTIFL), BP21
Lanxade, F-24130 La Force, Francia (Dr. Pascal Gentit, correo electronico: gentit@ctifl.fr; Tel.:
+33 553580005; Fax: +33 553 581742).

uilding 580, Powder Mill
(Dr. Laurene Levy, correo
+1 3015045700;

Agronémica de Francia (INRA), Centro
ave d’Ornon Cedex, Francia (Dr. Thierry
; Tel.: +33 557122389; Fax: +33 557122384).

Vegetal, Universidad de Corvinus, Villanyi Gt 29-

de Ciencias, Dubravska, 84505 Bratislava, Eslovaquia (Dr.
0: virumig@savba.sk; Tel.: +421 259302447; Fax: +421
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Historia de la pul
Esta no es una pal

Esta historia de la pub ion se refiere sélo a la version espafiola. Para la historia
completa de la publicaciONg@gonsulte la version en inglés de la norma.

2012-03 La CMF-7 adopt6 el Anexo 2 de la NIMF 27.
NIMF 27. Anexo 2: Plum pox virus (2012). Roma, CIPF, FAO.

2013-03 La CMF-8 tomé nota de los cambios editoriales efectuados en espafiol
por el grupo de examen de los idiomas.

2015-09 La Secretaria de la CIPF incorporé las enmiendas a tinta en conformidad
con el procedimiento de revocacion de las normas aprobado por la CMF-10
(2015).

2016-01 La secretaria de la CIPF hizo un cambio editorial menor.
Ultima actualizacién de la historia de la publicacion: 2016-01.
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