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RESUMEN

En Colombia el rendimiento del cultivo de tomate de arbol se ha visto seriamente afectado
por la expansién de una enfermedad conocida como virosis de tomate de drbol. Esta
patologia se registré inicialmente en 1991 en el norte de Antioquia y su expansién ha
alcanzado todas las regiones cultivadoras de este frutal en el pafs. Trabajos recientes han
detectado la presencia de por lo menos dos especies del género Potyvirus (Potyviridae)
asociadas a esta enfermedad en los cultivos de tomate de drbol de Antioquia: Potato virus
Y (PVY) y Tamarillo leaf malformation virus (TaLMV, especie propuesta). Con el fin de reducir
la diseminacién de estos patégenos virales en el pais, es necesario contar con herramientas
de diagnéstico que permitan la certificacién del material de siembra y la deteccién tem-
prana en plantas asintomaticas. En este trabajo se obtuvieron anticuerpos policlonales
especificos para la deteccién del virus TaLMV utilizando una regién antigénica de 15 re-
siduos de la cépside viral. La sensibilidad y especificidad de los anticuerpos anti-TaLMV
fue evaluada mediante pruebas de ELISA y dot-blot utilizando proteina recombinante y
péptidos sintéticos como controles. La utilidad de estos anticuerpos fue validada a partir
de una prueba piloto de deteccién de TaLMV en muestras de plantas de tomate de arbol
con y sin sintomas de virosis obtenidas en el oriente antioquefio. Los resultados serolé-
gicos fueron comparados con los niveles de deteccién que ofrece la técnica de RT-PCR con
cebadores especificos para la cdpside viral de TaLMV.
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ABSTRACT

In Colombia, yields of tamarillo are seriously affected by a complex viral disease known
as virosis. This pathology was first reported in 1991 in the north of Antioquia and
currently affects all tamarillo growing regions in the country. Recent works have
demonstrated the association of two potyviruses (potyviridae) with this disease: Potato
virus Y (PVY) and Tamarillo leaf malformation virus (TaLMV, proposed species). Specific
diagnostic tools are required for early asymptomatic detection of these viruses and
tamarillo certification programs. In this study, we report the obtention of TaLMV
specific antibodies using a 15 residues peptide mimicking the N-terminal coat protein.
Specificity and sensitivity of the anti-TaLMV antibodies was determined by ELISA and
dot-blot using recombinant protein and synthetic peptides as controls. The usefulness of
these antibodies was validated from a preliminary trial of TaLMV detection in plant
samples obtained from tamarillo crops in eastern Antioquia and results were compared
with a TaMLV specific coat RT-PCR detection protocol.

Key words: Antibody, ELISA, Potyvirus, TaLMV, Tamarillo.
INTRODUCCION

El tomate de drbol (Solanum betaceum Cav.), es un frutal de origen andino cultivado
principalmente en Colombia, Ecuador, Pert y Venezuela (Ministerio de Agricultura y
Desarrollo Rural, 2006). Esta fruta presenta excelentes propiedades organolépticas y
nutricionales que la hacen muy atractiva para la industria de alimentos y bebidas
(Bernal y Tamayo, 2003). En Colombia, este cultivo se extiende a 18 departamentos con
un drea total de siembra de 7.646 ha, concentradas principalmente en Antioquia y Cun-
dinamarca. La siembra de tomate de drbol se ha convertido en una alternativa viable
para la sustitucién de cultivos de ilicitos y tradicionales de baja rentabilidad (Ministerio
de Agricultura y Desarrollo Rural, 2006); desafortunadamente, los rendimientos y el
periodo productivo del cultivo en Colombia se ven seriamente afectados por la expan-
sién de la enfermedad conocida como virosis de tomate de 4rbol (Ayala et al., 2010).
Esta enfermedad se registré por primera vezen 1991 en el norte de Antioquia (Tamayo,
1990; 1996) y se extendid pricticamente a todas las regiones del pais, tal como lo
demuestran estudios recientes en Antioquia, Boyacd, Cundinamarca, Narifio y Putu-
mayo (Betancourth et al., 2003; Cruz, 2005; Cuspoca, 2007; Gil et al., 2009; Jaramillo,
2009; Ayala etal., 2010).

Los sintomas asociados a la virosis de tomate de drbol incluyen la presencia de mosaicos
con ampollamientos, deformaciones foliares y cambios en la apariencia de flores y
frutos (Jaramillo, 2009). También es posible la ocurrencia de sintomas més especificos
como bandeamiento de venas, grabados no geométricos en hojas y frutos, amarilla-
miento de venas, manchas aceitosas, anillos necréticos y bronceamiento del tejido foliar
(Ayalaetal., 2010). Varios estudios han establecido que esta enfermedad es causada por
un complejo viral que incluye las especies de virus isométricos: Cucumber mosaic virus
(CMV), Alfalfa mosaic virus (AMV), Potato leaf roll virus (PLRV), ademds de los virus flexuo-
sos del género Potyvirus PVY y TaLMV (Gil et al., 2009; Jaramillo, 2009; Ayala etal., 2010;
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Alvarez et al., 2011). El virus TaLMV fue reportado por Ayala et al., 2010, a partir de
comparaciones de secuencias de regiones parciales de los genes de inclusién nuclear
(Nib) y capside, que demostraron niveles de identidad inferiores al 70% entre las
especies del grupo Potyvirus conocidos, siendo el Colombian Datura virus (CDV) el que
presenté mayores niveles de identidad.

El incremento en incidencia y severidad de la virosis de tomate de 4rbol en el pais, es
ocasionado por deficiencias en las practicas de manejo que realizan los agricultores y
por la ausencia de semilla certificada (Alvarez, 2009). A diferencia de otras patologfas,
las enfermedades virales no pueden ser tratadas con agroquimicos, por lo que su diag-
nostico equivocado también trae consigo graves consecuencias sobre costos de produc-
cién y ambiente (Bernal et al., 1998; Khan y Dijkstra, 2006). La infeccién de plantas
por virus debe ser controlada de manera preventiva con medidas de manejo que limiten
el aumento y dispersién de poblaciones de los agentes vectores, el uso de variedades
resistentes y, en particular, el empleo de material vegetal libre de virus (Bernal et al.,
1998; Khan y Dijkstra, 2006). Esto dltimo requiere del desarrollo de metodologias
especiales que permitan la deteccién de virus en plantas asintomdticas. Las técnicas
mas utilizadas para este fin se basan en pruebas seroldgicas (western-blot, dot-blot, ELISA
y flujo lateral) o en amplificacién de regiones diagndsticas de los genomas virales
mediante RT-PCR (Craig et al., 2004).

Las pruebas inmunoldgicas no solo permiten la deteccién sino también la identificacién
de virus, de una manera fécil, sensible y a un costo razonable. Cuando los anticuerpos
han sido producidos bajo esquemas estrictos de calidad, su utilizacién ofrece niveles
apropiados de especificidad, sensibilidad y reproducibilidad (Craig et al., 2004). Sin
embargo, el éxito de estas pruebas depende de la disponibilidad de anticuerpos espe-
cificos para las proteinas producidas por las diferentes especies virales. porque la nueva
especie propuesta de potyvirus TaLMV ha sido recientemente registrada en cultivos de
tomate de drbol en Colombia, es fundamental la generacién de herramientas de diag-
ndstico que permitan su deteccidn en los programas de manejo integrado de enferme-
dades que se realizan en este cultivo. Pese a que en la actualidad existen anticuerpos
para la deteccién genérica de potyvirus y algunas especies de importancia, no existen
anticuerpos especificos para la deteccién de TaLMV.

Recientemente Ayala et al., 2010, determinaron la secuencia nucleotidica del virus
TaLMV entre dos regiones conservadas correspondientes a los genes codificantes para
la proteina de inclusién nuclear by la cdpside. La regién N-terminal de la capside es el
segmento mds variable entre los potyvirus y contiene los principales epitopes especificos
(Urcuqui-Inchima et al., 2001). Estas dos caracteristicas sustentan la hipétesis de que
es posible generar anticuerpos para el reconocimiento de variantes de potyvirus
utilizando péptidos correspondientes a secuencias del extremo amino de la cépside
viral. En este trabajo se reporta la obtencién de anticuerpos policlonales especificos
para la deteccién del virus TaLMV. Como antigeno, se utilizé un péptido sintético
disefiado a partir de la regién variable del extremo N-terminal del gen de la capside
viral. La sensibilidad de los anticuerpos, fue evaluada mediante pruebas de ELISA y dot-
blot utilizando proteina recombinante y péptidos sintéticos como controles. La utilidad
de estos anticuerpos para la deteccién del virus TaLMV en muestras de cultivos de
tomate de drbol fue comparada con la amplificacién parcial del gen de la proteina de
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capside mediante RT-PCR. Se realiz6 una prueba piloto para validar el uso de los
anticuerpos a partir de plantas de tomate de arbol sintomdticas y no sintomaticas.
Finalmente, se evalud la presencia de dicho virus en plantas de papa con el fin de
verificar la posibilidad de infeccién cruzada entre estas dos especies de solanaceas que
comparten agroecosis-temas en las regiones andinas de Colombia.

MATERIALES Y METODOS

COLECCION DE MATERIAL VEGETAL

Las muestras de las plantas de tomate de 4rbol sintomadticas utilizadas en las evalua-
ciones seroldgicas de TaLMV, fueron obtenidas en el corregimiento de Santa Elena
(Medellin). Para la realizacién de la prueba piloto de deteccién, se obtuvieron en total
22 muestras de tejido foliar, de las cuales cinco muestras provenian de plantas sintoma-
ticas y cinco de no sintomdticas, en igual nimero de cultivos de los municipios de La
Ceja y La Unién (Antioquia). Adicionalmente, con el fin de evaluar la presencia del
TaLMV en cultivos de papa, en estos mismos municipios se recolectaron nueve muestras
foliares de plantas de papa con sintomas virales y tres de asintomaéticas.

CLONACION DE LA REGION N-TERMINAL DE LA CAPSIDE DE TALMV

EI ARN molde necesario para la técnica de RT-PCR se obtuvo de tejido foliar de plantas
de tomate de drbol con el kit RNeasy plant mini (Qiagen, California, USA). Las reacciones
de RT-PCR se realizaron en dos pasos (Two-Step RT-PCR) utilizando los cebadores
TaLMVCP1F (5’gggaattcCATATGGCTGATAAACTTGATGCCGG-3’) y TaLMVCPR (5’-
cgcGGATCCTCAAGTGCATGAGATTTATTACTTGC 3’) disefiados a partir de la secuen-
cia reportada por Ayala etal., 2010. Estos oligonucledtidos contienen secuencias blanco
para las enzimas de restriccién Ndel y BamHI, respectivamente. Los nucleétidos extras
en el extremo 5’ se adicionaron para garantizar buena eficiencia de corte, durante el
proceso de clonacidn. Las reacciones de retrotranscripcién consistieron de un volumen
de 20 pL, incluyendo 1,9 pL de agua, 4 pL de buffer RT 5X, 4 pL de MgCl, 25 mM, 2 pL
de dNTPs 10 mM, 1 pL de cebador reverso 10 pM, 0,1 pl de inhibidor de RNasa (40
U/upL), 2 L de enzima M-MulLV transcriptasa reversa (20 U/pL; Fermentas, Lituania) y
5 pL de ARN. La reaccién se llevé a cabo a 37 °C por 60 miny 75 °C por 15 min. Las
muestras fueron mantenidas a 4° C hasta su uso en el PCR posterior.

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen de 25 pL con 16,2 pL de agua
destilada estéril, 2,5 pL de buffer de enzima 10X, 1,8 pL de MgCl. 25 mM, 0,5 pL de
dNTPs 10 mM, 0,5 pL de cada cebador para clonacién 10 pM, 0,2 pL de Taq ADN
polimerasa (5 U/pL; Fermentas) y 2,5 pl de ADNc. El programa de PCR consistié en 95
°C por 30 seg, seguido de 35 ciclos de 95 °C por 30 seg, 52 °C por 45 seg, 72 °C por
45 seg y una extensién final a 72 °C por 5 min, utilizando un termociclador T3
(Biometra, Gottingen, Alemania). Después de verificar el tamario del amplicén en gel
de agarosa a 1,5%, este fue clonado en el plasmido pET15b (EMD Biosciences) utilizado
los sitios Ndel y BamH| de la regién de policlonacién. La presencia del inserto se con-
firmé mediante PCR de colonias, anélisis de restriccién de pladsmidos purificados con
el kit QIAprep® Spin Miniprep (Qiagen) y secuenciacién en ambos sentidos en la com-
pafifa Macrogen (Corea del Sur).
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EXPRESION Y PURIFICACION DE LA CAPSIDE VIRAL

La proteina recombinante de la regién N-terminal de la cdpside de TaLMV fue expresada
en la cepa de E. coli BL21 (DE3). Se cultivaron 1.000 mL de medio LB suplementado con
ampicilina [100 pg/mL]a 37 °Cy 250 rpm. Al alcanzar una densidad 6ptica a 600 nm
de 0,6 - 0,8, se indujo la produccién de proteina recombinante mediante adicién de
IPTG 0,1 mM. La expresién se llevé a cabo durante 4 horas a 30 °C. El botén bacteriano
fue recolectado mediante centrifugacién y conservado a -80 °C. Para la purificacién se
utilizé el sistema Profinity TM IMAC Uncharged Resin (Bio-Rad, EE.UU.). El pellet fue
tratado en condiciones no desnaturalizantes siguiendo las recomendaciones del fabri-
cante. La columna fue lavada con 5 volimenes de columna (VC) de tampdn acetato
(NaAc 50 mM, NaCl 0,3 M, pH 4,0) y cargada con 5 VC de NiSOs 200 mM. Finalmente,
se hizo un lavado con 5 VC de agua destilada y equilibré la columna con tampén de lisis
(50 mM de NaH:POs, 300 mM NaCl, 5 mM imidazol y lisozima 20 pL/g). El lisado ce-
lular se pasé a través de la columna equilibrada seguido de 5 VC de la solucién de la-
vado (50 mM NaH:PO4, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol, pH 8,0). Para la elucién de
la proteina recombinante se utilizé el buffer de elucién (50 mM NaH2PO4, 300 mM
NaCl, 400 mM imidazole, pH 8,0). La pureza y peso molecular de la proteina purificada
fueron evaluados mediante SDS-PAGE (Laemmli, 1970). La concentracién de proteina
fue determinada por absorbancia a 280 nm en un espectrofotémetro Genesys 6 (Thermo
Scientific) utilizando el coeficiente de extincién tedrico (Edelhoch, 1967).

PRODUCCION DE ANTICUERPOS

El péptido TaLMV(p) fue disefiado con el método de Hopp y Woods, 1981, implementa-
do en el programa BioEdit (Hall, 1999) utilizando un promedio local de hidrofilicidad de
15 aminodcidos. Para el alineamiento multiple se utilizaron las siguientes secuencias de
cdpside, las siglas utilizadas en el articulo y c6digos de acceso a GenBank se indican en
paréntesis: Lily mottle virus (LMV, AAN23111), Colombian Datura virus (CDV, CAJ34668.1),
Tobacco vein banding mosaic virus (TVBV, AAA62491.1), Lupine mosaic virus (LLLMV, YP_0041
23732.1), Narcissus late season yellows virus (NLSYV, CAD38487.1), Turnip mosaic virus (TMV,
BAF31158.1), Sunflower mild mosaic virus (SMMV, ADC43151.1), Spiranthes mosaic virus 3
(SMV3, ACI06097.1) y Vanilla distortion mosaic virus VDMV, AAY43686.1). El alineamiento
mudltiple se realizé con el programa Clustal (Thompson etal., 1994). El péptido antigénico,
TaLMV(p) seleccionado, corresponde a la secuencia TGKNVEKKDNQDKTL.

El péptido TaLMV(p) fue sintetizado por la compariia GenScript (New Jersey, EE.UU.)
mediante el método de fase sélida y verificado por espectrometria de masasy HPLC. Los
anticuerpos fueron producidos en dos conejos utilizando péptido sintético TaLMV(p)
conjugado con hemocianina KLH. Se adicioné una cisteina C-terminal para facilitar la
conjugacién. Se realizé una inoculacién primaria con 0.5 mg de péptido conjugado
por conejo y tres refuerzos con igual cantidad de antigeno a los dias 14, 35y 56. Los
anticuerpos fueron purificados en columnas por afinidad y resuspendidos en PBS, pH
7,4, obteniéndose una cantidad total de 28,09 mg. El titulo de anticuerpos fue de-
terminado mediante ELISA utilizando 100 pL de péptido a una concentracién de 4
g/mL por pozo, en PBS pH 7,4. Para el revelado se utilizaron anticuerpos anti-conejo
producidos en cabra conjugados a fosfatasa alkalina (BioRad; H+L).
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DETECCION POR ELISA

Se utilizaron los anticuerpos policlonales producidos por ambos conejos contra el péptido
TalLMV(p). La concentracién minima para la deteccién se determiné a partir de diluciones
seriadas de 1:1000 a 1:512000 del péptido disefiado y la proteina recombinante
purificada. La especificidad de los anticuerpos fue establecida mediante comparacién
con los controles positivos de la comparifa Agdia (Indiana, EE.UU.) para la deteccién ge-
nérica de potyvirus y el virus PVY. También se utilizé proteina recombinante de la capside
de PVA y TaLMV. La efectividad de las pruebas de ELISA fue contrastada con pruebas
comerciales para la deteccién de potyvirus transmitidos por éfidos, de la compafiia Agdia.
Para estas pruebas se tomaron fracciones de las hojas de muestras sintomdticas y previa-
mente evaluadas como positivas para dichos virus mediante RT-PCR, se pesaron 100 mg
de tejido foliar, macerdndose con buffer de extraccién y realizindose el procedimiento
estandar del DAS-ELISA, siguiendo las instrucciones del fabricante. Las lecturas de
densidad 6ptica fueron obtenidas en un equipo Multiscan (Labsystem, Finlandia). Cada
prueba incluyd el péptido como control positivo a una concentracién de 0,1 pM y el buffer
de extraccién como control negativo. Los pozos considerados con reaccién positiva fueron
aquellos en los cuales la lectura de absorbancia a 405 nm tuviera un valor minimo del do-
ble de la lectura obtenida en el control negativo, siguiendo el criterio de Matthews, 1993.

DETECCION POR WESTERN BLOT

Los muestras fueron corridas en un gel SDS-PAGE 10% (Laemmli, 1970) y transferidas
a una membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad) durante una hora a 115 V en buffer de
transferencia (192 mM glicina y 25 mM Tris base). La membrana fue bloqueada con
leche descremada en polvo a 5% en buffer TBS-T 1X (150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl,
0,1% Tween 20, pH 7,4) durante una hora a temperatura ambiente con agitacién. Para
el revelado, se incubé la membrana durante tres horas con una dilucién 1:1.000 (1,15
pg/mL) de anticuerpo primario anti-TaLMV diluido en TBS-T. Luego de realizar tres la-
vados con TBS-T 1X, se llevé a cabo la incubacién del segundo anticuerpo anti-conejo
conjugado con fosfatasa alcalina (Bio-Rad) con las mismas condiciones y concentra-
ciones descritas anteriormente. La deteccidn se realizé utilizanto el kit alkaline phosphatase
conjugate substrate de BIORAD (EE.UU.), siguiendo las recomendaciones del fabricante.

RESULTADOS Y DISCUSION

ANALISIS DE SECUENCIAS Y DETERMINACION DE REGIONES ANTIGENICAS

La mayoria de los métodos de prediccién de epitopes lineales estan basados en corre-
laciones entre las propiedades fisicoquimicas de los aminodcidos y la localizacién de los
epitopes en el antigeno (Wee et al., 2010). Pese a que en la actualidad existe gran can-
tidad de métodos de prediccién que incluyen diversas escalas de hidrofilicidad, flexibili-
dad o accesibilidad al solvente; se ha demostrado que ninguno de estos programas es
significativamente mejor en la prediccién de epitopes lineales (Blythe y Flower, 2005).
Por esta razén y debido a su simpleza, decidimos utilizar el método de Hopp y Woods,
1981. Este procedimiento fue disefiado para predecir determinantes antigénicos en una
proteina, asumiendo que estos se encuentran expuestos en la superficie y corresponden
a regiones hidrofilicas. Con el fin de garantizar buena especificidad en el reconocimiento
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de variantes de potyvirus se correlacioné este andlisis con la variabilidad de la cdpside
(Fig. 1). En el caso de TaLMYV, la regién de mayor variabilidad corresponde a la de maxi-
ma antigenicidad y por lo tanto cumple con los requerimientos necesarios para la
generacién de anticuerpos especificos. Los resultados del andlisis llevaron a disefiar
para el virus TaLMV un péptido con potencial antigénico con la siguiente secuencia:
TGKNVEKKDNQDKTL y con el cual se obtuvieron 29,08 mg de anticuerpos de conejo
a partir de una inoculacién con 5 mg de péptido conjugado con hemocianina (KLH-
TaLMV). El titulo de los anticuerpos anti-TaLMV fue inferior a 1:512.000 (Tabla 1).

T DU B OO VO pOUOY FOOY U ONUN boUOt IO OO SR ORI
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cov o ———AA-———— - KV - - €SNTOAGKNQSTEKDTSVVTTGERKDLVAK -~~~ —————— = “SMDRDVNAGES]
TVBV vnﬁ----En ----- DORY D'———!KNVQSNQKQRNAQV —————— GDANSGSVRD-————————————— BDTDVN
LLLMV  HS----SGTPKNDDRKLLR- - - GKNENKGKEVE - - —- - - STESSNKGAVI--——--mcmmmmm | <
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SMMV ~ HL{®----[ED-————- A E§ZSENNQKDKKQANAVLQTSPPTPQPKGNAsssIVDTSGNN----EImRDVNAGT
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voMy  EPlS---- --—KDKEHTPHTGS EVSGGDKQIP-—————————| GNQQVSKL-——— = oo

2.0 1 Hidrofilicidad
1.0 4

TGKNVEKKDNQDKTL

Figura 1. Andlisis de la regién N-terminal de la capside de potyvirus. La flecha indica el sitio de procesa-
miento por la proteasa viral para dar origen a la proteina madura de la capside. El perfil de hidrofilici-
dad muestra que la regién de mayor exposicion corresponde tambien a la zona de mayor variabilidad
de secuencia.

Dilucién A450 (nm) anti-TaLMV

1:1000 2.652
1:2000 2.806
1:4000 2.610
1:8000 2.652
1:16000 2.707
1:32000 2.587
1:64000 2.317
1:128000 1.980
1:256000 1.345
1:512000 0.956
Blanco 0.035
Blanco 0.038

Tabla 1. Determinacién del titulo de anticuerpos para anti-TaLMV.

PRODUCCION DE CAPSIDE RECOMBINANTE DE TALMV

Con el fin de contar con un control positivo para pruebas de deteccién futuras y para
determinar la especificidad de los anticuerpos se clond y expresé un segmento de la
proteina de la cdpside de TaLMV. La proteina recombinante se generé a partir de la se-
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cuencia codificante para la regién 1-77 de la capside del virus TaLMV y se expresé como
una proteina de fusién con colas de histidina en el extremo amino, TaLMV(r). Esta
regién comprende el extremo variable N-terminal responsable de la transmisién viral
(1-36) y una porcién de la regién central conservada (37-77). Esta proteina se expresé
en E. coli BL21 (DE3) y pudo ser detectada en geles SDS-PAGE a partir de la primera
hora de induccién con IPTG (Fig. 2A). La proteina recombinante presenté una migra-
cién electroforética compatible con un peso molecular esperado de 10.679 Da. Sin
embargo, una vez purificada la proteina, fue evidente la presencia de otras bandas de
alto peso molecular mdltiplos de la proteina monomérica (Fig. 2B). Dichas bandas
fueron reconocidas por el anticuerpo especifico anti-TaLMV, aunque parece que este
tiene mayor afinidad por la forma dimérica de la proteina (Fig. 2C). Estos dimeros desa-
parecen en presencia de EDTA T mM (datos no mostrados), lo cual sugiere una agre-
gacién de la proteina recombinante mediada por metales, un fenémeno frecuente en
proteinas purificadas por el sistema de polihistidina, pero irrelevante para su utilizacién
como control seroldgico (Sprules et al., 1998).
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Figura 2. Expresién y purificacién de la proteina recombinante de la capside de TaLMV. (A) Perfil de
expresion de la proteina recombinante a las 0, 1, 2, 3 y 4 horas luego de la induccién con IPTG. (B)
Patrén electroforético de la capside recombinante luego de la purificacién. Las flechas indican los dife-
rentes agregados inducidos por la presencia de metales traza. (C) Deteccién de la proteina recombi-
nante mediante western-blot.

ESPECIFICIDAD DEL PEPTIDO TALMV(P) Y DE ANTICUERPOS ANTI-TALMV

Para descartar la posibilidad de reaccién cruzada del péptido TaLMV(p) se llevé a cabo
una prueba de ELISA con tres anticuerpos diferentes: anti-Poty (genérico para potyvirus),
anti-PVY y anti-TaLMV(p) (Fig. 3A). Dicha prueba demuestra que ni los anticuerpos
genéricos para potyvirus ni especificos para la deteccién de PVY reconocen la regién N-
terminal de TaLMV. En ambas pruebas, la lectura de ELISA contra el péptido sintético
fue inferior al control negativo. Los resultados anteriores son los esperados porque para
poder realizar un reconocimiento genérico, dichos anticuerpos deben estar disefiados
para detectar la regién central conservada de la capside de potyvirus y no el extremo va-
riable amino terminal. Lo anterior contrasta con el resultado de ELISA utilizando losanti-
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cuerpos anti-TaLMV que arrojé valores de absorbancia muy superiores a los del control
negativo. Es claro que la regién variable de TaLMV no presenta reaccién cruzada con
otros anticuerpos para potytivirus, lo cual es dtil para el diagndstico especifico de TaLMV.
La especificidad de los anticuerpos anti-TaLMV fue evaluada por ELISA utilizando los
controles positivos de dos pruebas comerciales (anti-Potyvirus y anti-PVY), capside re-
combinante de PVA, péptido TaLMV(p) y la proteina recombinante de una porcién
NIb-cdpside de TaLMV(r) (Fig. 3B).
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Figura 3. Pruebas de especificidad. (A) Evaluacién de la reactividad cruzada del péptido TaLMV(p) contra
otros anticuerpos para potyvirus. Los valores de lectura del control negativo se indican en gris. Como
control positivo se utilizé anticuerpo anti-TaLMV. (B) Evaluacién de la especificidad del anticuerpo anti-
TaLMV frente al control positivo de la prueba genérica para potyvirus (C+, p. gen), control positivo de la
prueba para PVY (C+, PVY), proteina recombinante de PVA, péptido TaLMV(p) y proteina recombinante
de cépside de TaLMV. El valor del control negativo se indica con la linea punteada.

Los resultados de la prueba indican que el anticuerpo anti-TaLMV solo reconoce TaLMV
(p) y TaLMV(r), lo cual resulta altamente deseable para el uso comercial de dichos
anticuerpos. Solamente la proteina recombinante PVA dié un valor de absorbancia
ligeramente superior al limite determinado por el control negativo, lo que podria indicar
una relacién filogenética entre ambos virus, para lo cual se hace necesario obtener una
secuencia mds extensa del genoma de TaLMV, de manera que se pueda evaluar con
mas detalle dicha situacién. Las pruebas de especificidad demuestran que el péptido
antigénico es altamente especifico para el virus TaLMV'y puede ser utilizado como herra-
mienta de diagnéstico para este componente etioldgico de la enfermedad de la virosis
de tomate de drbol.

LiMITE DE DETECCION

Para conocer las sensibilidad de los anticuerpos en pruebas de ELISA y dot-blot se deter-
mind la concentracién minima de péptido detectable. Para la prueba ELISA, aun a la
mimina concentracién utilizada (1 nM) el valor de absorbancia fue bastante alto: 2,32
(Fig. 4A). Lo anterior sugiere que el limite inferior de deteccién sea aproximadamente
un orden de magnitud inferior, aproximadamente 0,1 nM. Asumiendo que la capside
de un potyvirus estd constituido por aproximadamente 2.000 capsémeros (Urcuqui-
Inchima et al., 2001), estimamos que mediante pruebas de ELISA la absorbacia obte-
nida permite detectar concentraciones de hasta 104 particulas virales de TaLMV por
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microlitro. En el caso de la deteccién en membranas mediante dot-blot, el limite de
deteccién corresponde a una concentracién 1 pM (Fig. 4B). Lo anterior equivale a una
sensibilidad 10.000 veces menor respecto a ELISA y un titulo viral de 108 particulas
virales por microlitro. Con el fin de establecer si este limite de deteccién es razoble para
el diagnéstico de muestras vegetales, se realizé un prueba de dot-blot utilizando plantas
con y sin sintomas virales (Fig. 4C). Como control positivo se utilizé el péptido TaLMV
(p)- En el caso de plantas sintomdticas siempre se observé una zona de coloracién
concéntrica a la zona de fijacién de la muestra (Fig. 4C, derecha).
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Figura 4. Limite de deteccién de los anticuerpos. Efecto de la concentracién de antigeno sobre la
deteccién por ELISA (A) y dot-blot (B). (C) Deteccién de TaLMV en plantas de tomate de drbol asin-
tomaticas e infectadas.

PRUEBA PILOTO CON MUESTRAS DE CAMPO

La utilidad de los nuevos anticuerpos fue evaluada a partir de muestras obtenidas direc-
tamente de cultivos de tomate de arbol del oriente antioquefio y contrastada con la
deteccidén con anticuerpos comerciales y RT-PCR (Fig. 5A). Con este fin, se recolectaron
cinco plantas asintomdticas de tomate de arbol (AT1-5) y un nimero igual de plantas
sintomaticas (ST1-5). Como control negativo se utilizaron plantas producidas mediante
cultivo de meristemos y presumiblemente libres de virus. Todas las muestras sintoma-
ticas fueron positivas para la presencia de potyvirus utilizando anticuerpos comerciales
(OD entre 2,3y 4,0). Los valores de absorbancia para las muestras asintomaticas fueron
significativamente menores a los de las plantas con sintomas (OD entre 0,32 y 0,67),
pero superiores o muy cercanas al limite inferior establecido para considerar la prueba
como positiva (0,33). Lo anterior confirma observaciones de Jaramillo, 2009, que indi-
can que la falta de sintomas en plantas de tomate de arbol no corresponde necesaria-
mente a la ausencia de virus. La prueba de ELISA con los anticuerpos anti-TaLMV indicé
la presencia de este virus en cuatro plantas asintomdticas: AT1, AT3, AT4 y ATS; y cuatro
sintomdticas: ST2, ST3, ST4 y ST5. Ninguna de las plantas obtenidas por cultivo de
tejidos fue positiva con los anticuerpos utilizados (datos no mostrados).

La deteccién serolégica de TaLMV fue contrastada con la amplificacién parcial del gen
de la proteina de cépside a partir de muestras sintomadticas mediante RT-PCR utilizando
cebadores especificos para este virus. Los resultados de la amplificacién sugieren cla-
ramente la presencia del virus en todas las plantas sintomdticas y una asintomadtica
(AT4). Tedricamente la prueba de RT-PCR es mds sensible para la deteccién de virus de
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Figura 5. Deteccién del virus TaLMV en muestras de campo. Deteccién de virus TaLMV en plantas de
tomate de arbol (A) y papa (B) por ELISA utilizando anticuerpos genéricos (Anti-poty) y especificos
para TaLMV (Anti-TaLMV). Todas las plantas fueron evaluadas por RT-PCR. Los asteriscos indican
muestras para las que utilizé mayor cantidad de muestra y fueron corridas en otra electroforesis.

plantas que las pruebas serolégicas (Craigetal., 2004). Sin embargo, la amplificacién es
altamente dependiente de la calidad del ARN extraido y de la presencia de inhibidores de
RTy DNA polimerasa (Hsuetal., 2005). Esto explicaria algunos de los problemas de am-
plificacién en muestras positivas por ELISA, mas adn cuando Jaramillo, 2009; Alvarez,
2010 reportan que la oxidacién de las muestras de tomate de arbol una vez maceradas,
aun bajo tratamientos con agentes reductores, afecta dramdticamente la eficiencia de
las reacciones de RT-PCR. Estos mismos autores plantearon la posibilidad de transmisién
cruzada de virus entre cultivos de papa y tomate de arbol. Esta hipdtesis estd fundamen-
tada en la deteccién de cepas virales PVY'y PLRV en plantas de tomate de arbol (Alvarez
etal.,2011); con secuencias idénticas a las encontradas por Gil, 2010, en papa. Para este
fin, se evalto la presencia de potyvirus y TaLMV en tres plantas de papa asintomadticas
(AP1-3) y nueve plantas con sintomas virales (SP1-9) como amarillamientos, mosaicos,
enanismos y/o aclareamiento de venas secundarias. Las muestras fueron colectadas en la
misma zona de recoleccién del material de tomate de drbol (municipios de La Unién y
La Ceja), donde confluyen ambos cultivos. Los anticuerpos genéricos comerciales detec-
taron altos niveles de potyvirus en las muestras de papa sintomdticas SP5-SP9. La muestra
SP2 fue positiva pero con bajos niveles de titulo viral. Todas las demds muestras fueron
negativas. La deteccién con anticuerpos anti-TaLMV fue positiva para plantas de papa
sintomdticas PS7 y PS8. La deteccién de TaLMV mediante RT-PCR fue positiva para las
muestras SP1, SP2, SP5 y SP7 (Fig. 5B). Estos resultados apoyan la hipétesis de transmi-
sién cruzada de virus entre papa y tomate de arbol y reafirman la necesidad de establecer
evaluaciones bioldgicas de patogenicidad cruzada. En el caso que dichas pruebas confir-
mardn los resultados serolégicos y moleculares aqui encontrados, seria fundamental
revisar los sistemas de produccién en las zonas productoras de estas solanaceas y ajustar
sus programas de manejo integrado de enfermedades.

El control de enfermedades virales en plantas requiere de un manejo diferente respecto
a otras patologias. El éxito en su control radica principalmente en una combinacién de
buenas précticas de manejo y en la disponibilidad de herramientas diagndsticas de de-
teccién temprana. Esto dltimo requiere un conocimiento apropiado de la biologia del
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virus. Desafortunadamente, la mayoria de los sistemas comerciales de deteccién estdn
disefiados para evaluar la infeccién por virus de importancia econémica global, dejando
a un lado patologias asociadas a cultivos exdticos como tomate de arbol. Algunas de
las herramientas mas eficientes de deteccién, como western-blot, dot-blot, ELISA y flujo
lateral, requieren de la obtencién de anticuerpos especificos que, por lo general, son
dificiles de lograr. En este trabajo hemos demostrado la viabilidad de utilizar péptidos
sintéticos para la produccién de anticuerpos especificos. Para el caso de los potyvirus,
el disefio del antigeno requiere del conocimiento de la secuencia N-terminal de la cdp-
side viral. Nuestro procedimiento difiere significativamente de metodologias clasicas
que requieren de la purificacién del virus a partir de plantas infectadas, los cuales son
bastante laboriosos, costosos y no garantizan la produccién de anticuerpos de alta es-
pecificidad (Craig et al., 2004; Khan y Dijkstra, 2006). Por otra parte, hemos demos-
trado la utilidad de estos anticuerpos en la deteccién de variantes de potyvirus especi-
ficas para nuestro pais mediante métodos inmunodiagndsticos como ELISA y dot-blot.
Esto hace viable la implementacién de métodos de diagnédstico in situ de facil utilizacién
como las pruebas de flujo lateral, lo cual constituiria un aporte importante para el
manejo de fitopatdgenos de importancia econémica en Colombia.
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