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Blueberry red ringspot virus (BRRV)

GENERALIDADES

Blueberry red ringspot virus es un miembro de la familia Caulimoviridae. Se trata de un
virus circular de DNA de doble cadena (dsDNA) con particulas isométricas de 42 a 46 nm
de diametro, las cuales pueden encontrarse en el ndcleo, como particulas individuales,
o en el citoplasma incrustadas en cuerpos de inclusion (Glasheen et al,, 2002; Martin et
al, 2012). Se ha identificado la presencia del virus en Bielorrusia, Canada, Republica
Checa, Corea del Sur, Eslovenia, Estados Unidos, Japon y Polonia (Saad et al., 2020).

Su rango de hospedantes se limita al cultivo de arandanos (Vaccinium), afectando
especies como V. corymbosum, V. formosum, V. australe y V. macrocarpon. Muchos
cultivares de arandanos son sensibles a BRRV, como "Blueray', "Bluetta", "Coville",
"Earlyblue", entre otros, mientras que los cultivares "Bluecrop" y "Jersey" parecen ser
resistentes a la infeccion por este virus (Plesko et al, 2010).

BRRV se transmite a través de material propagativo, y puede permanecer latente en
plantas asintomaticas por periodos de tiempo prolongados. Se cree que algunos
insectos pueden actuar como vectores potenciales (Polashock y Ehlenfeldt, 2009; Saad
et al, 2020; Williford, et al., 2016).

INFORMACION TAXONOMICA
Blueberry red ringspot virus

Acronimo en virus
BRRV

Nombres comunes
Cranberry ringspot disease (inglés)

Virus del anillo rojo del arandano (espanol)

Posicion taxonémica

Dominio: Riboviria, Orden: Ortervirales, Familia: Caulimoviridae, Género: Soymovirus,
Especie: Blueberry red ringspot virus

(EPPO, 2027; ICTV, 2021)



SINTOMAS

La sintomatologia asociada a la presencia de BRRYV, se caracteriza por la aparicion de
pequenas manchas rojas o manchas en forma de anillos en los tallos verdes (Figura 1C),
por lo general, a principios del verano. Conforme avanza la estacion, las manchas se
presentan en ramas y hojas de las plantas infectadas (Figura 1A y 1B). En las hojas mas
viejas, las manchas pueden volverse de color marrdn rojizo o purpura, y expandirse hasta
cubrir toda la hoja (Glasheen et al., 2002; Polashock y Ehlenfeldt, 2009). En el caso de los
frutos, se observan manchas circulares rojas o de color claro, deformacion y crecimiento
retardado (Figura 1D) (Isogai et al,, 2009).

Figura 1. Sintomas de BRRV. La infeccion se caracteriza por la
presencia de manchas anulares rojas en tallos, ramas y hojas, asi
como deformacion en frutos. Tomado de: A), C) y D) Cline, 2008. B)
Polashock et al., 2017)



DETECCION E IDENTIFICACION

Técnicas moleculares

Al tratarse de virus de DNA (dsDNA), el diagnostico molecular de BRRV se basa en la
técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa, conocida como PCR (Polymerase
Chain Reaction, en inglés).

Toma de muestra y Extraccion de RNA

Cada muestra debera ser analizada por duplicado como minimo, es decir, se tendran
dos o0 mas submuestras obtenidas separadamente del mismo origen, al mismo tiempo,
con el mismo procedimiento, por lo que desde la toma de muestra se debe planificar el
numero total de analisis, para todo el proceso de diagndstico.

La extraccion de acidos nucleicos se realiza a partir de tejido de hojas (incluyendo
nervadura central) y tallos. Se sugiere utilizar una modificacion al protocolo de extraccion
con CTAB propuesto por Doyle y Doyle (1990) modificado.

Cuantificacion del DNA/RNA por espectrofotometria

Después de la extraccion, es necesario verificar que el material genético obtenido posee
la calidad necesaria para llevar a cabo la amplificacion por PCR. La pureza del DNA se
determina a partir de la relacién de Absorbancia A260/A280 y A260/A230, esperdndose
valores entre 1.8-2.0 y 2.0-2.2 respectivamente. Aunado a lo anterior, se recomienda
verificar la integridad del DNA mediante visualizacion directa en un gel de agarosa al 1%
0, en su defecto, realizar un ensayo de gen endodgeno que permita descartar la presencia
de inhibidores de la reaccion de PCR.

Nota: Los items (acidos nucleicos) que no cumplan con los criterios de Absorbancia
podran ser utilizados para el diagnostico siempre y cuando cumplan exitosamente con
la prueba del gen enddgeno.

Ensayo de Gen Enddgeno

RT-PCR punto final en un paso

El ensayo de gen enddgeno consiste en la amplificacion, mediante RT-PCR, de un
fragmento del gen ARNm de la NADH deshidrogenasa Subunidad ND-5, como un
meétodo de control interno para conocer la calidad del RNA extraido de una planta,
permitiendo descartar falsos negativos debido a la presencia de inhibidores en la
muestra. La prueba se realiza con los primers propuestos por Menzel, W., Jelkmann, W.
and Maiss, E. (2002) (Cuadro 1), los cuales dirigen la sintesis especifica.




Cuadro 1. Primers utilizados para la deteccion del Gen enddgeno NAD5 mediante RT-PCR.
Menzel, W., Jelkmann, W. and Maiss, E. (2002)

Nombre de los o Tamafio del
Secuencia (5°- 3') ) Ensayo
primers amplicén
NADS5-F GCATGCTTCTTGGGGCTTCTTGTT 181 66 Gen
P
NADS5-R CTCCAGTCACCAACATTGGCATAA Endogeno

1) Realizar la mezcla de reaccion segun lo senalado en el siguiente Cuadro 2:

Cuadro 2. Mezcla de reaccioén para la RT-PCR punto final del Gen enddgeno

NADS5
SN Concentracion Concentracion Volumen 1X
Inicial final (pL)
Buffer de PCR 10X X 2.5
DTT 100 mM 10 mM 25
MgCl; 50 mM 1.5 mM 125
dNTP’s 10 mM 025 mM 0.625
NADS5-F 10 uM 0.4 uM 1.0
NADS5-R 10 uM 0.4 uM 1.0
Inhibidor de RNA 40 U/uL 20 U/Rnx 0.5
RT M-MLV 200 U/uL 100 U/Rnx 0.5
Taqg polimerasa 5 U/uL 2.5 U/Rnx 0.5
RNA 100-25 ng/uL 4-1 ng/ulL 1.0
Agua ° PCR 13.625
Volumen final 25

2) Incubar la mezcla de reaccion con las siguientes temperaturas (Cuadro 3):

Cuadro 3. Programa de termociclaje para la deteccion del Gen
enddgeno NAD5

Etapa Temperatura Tiempo Ciclo
Retrotranscripcion 50 °C 30 minutos 1
Desnaturalizacion inicial 94 °C 5 minutos 1
Desnaturalizacion 94 °C 30 segundos
Alineamiento 55°C 30 segundos 40
Extension 72 °C 1 minuto
Extension final 72 °C 10 minutos 1




Ensayo para la deteccion especifica de BRRV

PCR punto final

La deteccion de BRRV se realiza a partir de los pares de primers propuestos por
Polashock y Ehlenfeldt (2009) (Cuadro 4). Para llevar a cabo la amplificacion mediante
PCR, se utiliza la mezcla de reaccion mostrada en el Cuadro 5, asi como las temperaturas
de termociclaje presentadas en el Cuadro 6.

Cuadro 4. Primers utilizados para la deteccion de BRRV. Polashock y Ehlenfeldt (2009)

Nombre Secuencia famario del
amplicén
RRSV3-F 5°- ATCAGTCCCAGAAGAAAACAAGTA - 37
RRSV4-R 5°- TCCCAAAAATAGATAGTGTCAGC - 3° 49 b
Cuadro 5. Mezcla de reaccion para la deteccion de BRRV
Reactivos Concentracién inicial Concentracién Volumen (L)
final
Buffer de PCR 10 x 1X 25
MgCl, 50 mM 1.5 mM 0.75
dNTPs 10 mM 02 mM 05
RRSV3-F 10 uM 0.4 uM 1
RRSV4-R 10 uM 04 uM 1
Tag DNA Polymerase 5 U/uL 1.25 U/Rxn 0.25
cDNA 1
Agua grado PCR 18
Volumen total 25
Cuadro 6. Condiciones de termociclaje para la deteccion de BRRV
Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 94 °C 3 minutos 1
Desnaturalizacion 94 °C 30 segundos
Alineamiento 57 °C 45 segundos 30
Extension 72 °C 45 segundos
Extension final 72 °C 5 minutos 1




Electroforesis

Los productos de PCR se analizan mediante electroforesis en gel de agarosa al 2 % en
buffer TAE o TBE 1X, empleando un voltaje de 90-100V durante una hora o el tiempo
requerido para asegurar la separacion adecuada del marcador de peso molecular. Para
observar los fragmentos amplificados, tefir el gel con una solucién de 1 pug/mL de
bromuro de etidio o alguna otra solucion que que permita visualizar exitosamente los
productos amplificados.

Controles para las pruebas moleculares

En todos los ensayos de RT-PCR descritos en este protocolo, es necesario incluir los
siguientes controles:

Control positivo (CP): provee un patron de referencia con el cual comparar los resultados
positivos en las muestras. Puede emplearse: 1) RNA gendmico, debe ser integrado desde
la sintesis de cDNA, 2) el fragmento clonado del amplicon, debe ser integrado a partir de
la PCR; deberan estar confirmados mediante secuenciacion antes de su uso.

Control negativo de matriz (CNM): este control corresponde a acido nucleico extraido de
matriz libre del virus (tejido del hospedante). Asegura que no exista reaccion cruzada con
la matriz o contaminacion durante la extraccion.

Control negativo de reactivos (CNR): es la mezcla de reaccion sin templado. Permite
descartar falsos positivos y contaminacion de la reaccion.

Interpretacion de resultados de PCR punto final

Los resultados son validos solamente bajo los siguientes criterios:

e En el ensayo del control enddgeno NADS5, el control positivo y cada una de las
muestras debe generar un fragmento de 181 pb. El control negativo de reactivos
no debe presentar ningun amplicon (Figura 2).

e En el ensayo para la deteccion de BRRYV, los controles negativos de reactivos y
matriz no deben presentar ningun amplicon con los primers especificos. El
control positivo debe mostrar un fragmento de 549 pb, aproximadamente
(Polashock y Ehlenfeldt, 2009).
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa del ensayo del gen enddgeno NADS.
Las muestras presentan un fragmento de 181 pb, correspondientes al
amplicon positivo a NAD5. MP: Marcador de peso molecular (100 pb DNA
Ladder, Invitrogen™); 1-10: muestras problema; CNM: control negativo de
matriz, CNR: control negativo de reactivos, CP: control positivo

Identificacion del patégeno

Se consideraran positivas a BRRV aquellas muestras que amplifiquen el fragmento de
549 pb con los primers especificos RRSV3-F/RRSV4-R.

El resultado es negativo si hay amplificacion del gen enddgeno, pero no del fragmento
correspondiente a BRRV.

Los resultados positivos deben corroborarse mediante secuenciacion, en ambas
direcciones (forward/reverse), del amplicén obtenido en el ensayo de PCR, siempre y
cuando se presente uno de los siguientes casos:

e No se cuente con control positivo y se deba corroborar la identidad del amplicon
obtenido en el peso esperado.

e Primeras detecciones.

e Cuando se necesite un sustento molecular de mayor relevancia para la movilidad
del tejido vegetal.

Los datos de secuenciacion (electroferogramasy lecturas generadas por el secuenciador)
deben enviarse al Laboratorio de Virologia del CNRF para su analisis y corroboracion.



Nota: este documento describe el procedimiento para la deteccion de Blueberry red
ringspot virus (BRRV), mediante PCR, asegura su aplicacion siempre y cuando los items
extraidos cumplan exitosamente con la prueba del gen endogeno.

REGISTROS

Almacenar los registros y evidencia del proceso de diagndstico de BRRV conforme al
Manual del Sistema de Gestion de Calidad. Una vez concluido el diagnostico, considerar
lo siguiente:

Muestras positivas: Almacenar el tejido vegetal a -20 “C y el DNA sobrante a -80 “C por
un periodo de tres meses, en caso de requerirse una corroboracion. Después de este
tiempo, esterilizar el material en autoclave a 15 psi por 20 minutos antes de desechar.

Muestras negativas: Almacenar el tejido vegetal a 4 “C y el DNA sobrante a -80 “C por un
periodo de un mes, en caso de requerirse una corroboracion. Después de este tiempo,
esterilizar el material en autoclave a 15 psi5 por 20 minutos antes de desechar.
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AVISO

La metodologia descrita en la presente ficha técnica para la deteccion de BRRV tiene un
sustento cientifico que respalda los resultados obtenidos al aplicarlo. La incorrecta
implementacion o variaciones en la metodologia especificada en este documento de
referencia pueden derivar en resultados no esperados, por lo que es responsabilidad del
usuario seguir y aplicar el procedimiento de forma correcta.
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