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Strawberry latent ringspot virus (SLRSV) 

GENERALIDADES 

El virus asociado a la enfermedad de la mancha anular latente de la fresa, está 

conformado por partículas isométricas de 30 nm de diámetro con un genoma de ácido 

ribonucleico monocatenario positivo (+SSRNA). Su genoma es bipartita, la primera 

molécula de RNA, consta de 7 kb (RNA1) y la segunda de 4.6 a 5.4 kb (RNA2). Los viriones 

se encuentran en el citoplasma de las células infectadas del mesófilo y epidermis, en 

inclusiones membranosas y túbulos (Tang, Ward y Clover, 2013). El SLRSV fue reportado 

por primera vez en Dundee, Escocia en 1964, en frutillas como: fresa, frambuesa, cereza 

y ciruela (Tang, Ward y Clover, 2013). Actualmente, SLRSV se reporta en los siguientes 

países: Alemania, Australia, Bélgica, Canadá, E.U.A., España, Finlandia, Francia, Hungría, 

Irlanda, Israel, Italia, Luxemburgo, Nueva Zelanda, Países Bajos, Polonia, Portugal, Reino 

Unido, República Checa, Rumania, Suiza, Turquía y Yugoslavia (CABI, 2003). Sin embargo, 

no existen reportes oficiales de su presencia en México. El SLRSV infecta a una amplia 

gama de hospedantes de diferentes familias botánicas y de importancia económica 

como, frutillas (fresa, frambuesa, mora, grosella negra), frutos de hueso (cereza, 

melocotón y ciruela), vegetales (apio, espárrago y perejil), plantas ornamentales (lirio, 

narciso y rosa) y otros cultivos como vid y olivo. También infecta especies de árboles 

como: Aesculus spp., Euonymus spp. y Robinia spp. (Faggioli et al., 2002; Marte et al., 

1986; Tang, Ward y Clover, 2013). 

INFORMACIÓN TAXONÓMICA 

Strawberry latent ringspot virus 

Acrónimo en virus 

SLRSV 

Nombres comunes 

Virus de la mancha anular de la fresa (español) 

 

Posición taxonómica 

Dominio: Riboviria, Orden: Picornavirales, Familia: Secoviridae, Género: sin designar, 
Especie: Strawberry latent ringspot virus 

(ICTV, 2020) 
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SÍNTOMAS 

La expresión de síntomas en plantas hospedantes infectadas con SLRSV es variable y 

depende de las condiciones ambientales y el hospedante (Figura 1). En el Cuadro 1 se 

describen los síntomas reportados (Tang, Ward, y Clover, 2013). 

 

Cultivo Síntoma(s) 

Fragaria × ananassa Moteado clorótico 

Rubus idaeus Moteado clorótico 

 

Prunus persica 

Hojas pequeñas, enrolladas, cloróticas y acortamiento de 

entrenudos. 

 

Olea europaea 

Deformación de hojas y en frutos causa el síntoma 

descrito como ‘bumpy fruit”. 
Anemone × hybrida Manchas cloróticas (Figura 1A) 

Impatiens walleriana Rayado clorótico y anillos necróticos (Figura 1B) 

Solanum muricatum Moteado clorótico (Figura 1D) 

Tibouchina sp. Clorosis venosa (Figura 1E) 

Rubus spp. Moteado clorótico (Figura 1C) 

 

EL SLRSV es un virus latente, es decir, infecta a la planta hospedera sin causar desarrollo 

de síntomas visibles, en algunos casos se relaciona con condiciones ambientales (Agrios, 

2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cuadro 1. Síntomas causados por SLRSV en diferentes hospedantes 

Figura 1. Síntomas foliares expresados en distintas plantas infectadas 
con el virus de la mancha anular latente de fresa (SLRSV). (A) Anemone 
× hybrida (anemona). (B) Impatiens walleriana (alegría del hogar) (C) 
Rubus spp. (Zarzamora) (D) Solanum muricatum (pepino dulce). (E) 
Tibouchina spp. (Arbustos de la gloria) (Tang, Ward y Clover, 2013) 
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DETECCIÓN E IDENTIFICACIÓN 
 

Técnicas moleculares 

La técnica de biología molecular para el diagnóstico de SLRSV es la Reacción en Cadena 

de la Polimerasa con Transcriptasa Reversa (RT-PCR), la cual usa primers específicos. La 

técnica usa una cadena de RNA como molde y con la acción de una enzima 

retrotranscriptasa se obtiene el cDNA, posteriormente éste se amplifica por PCR 

tradicional. 

Toma de muestra y Extracción de RNA 

Cada muestra deberá ser analizada por duplicado como mínimo, es decir, se tendrán 

dos o más 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 

número total de análisis, para todo el proceso de diagnóstico. 

La extracción de RNA total se realiza a partir de tejido de hojas, yemas o brotes.  

 Hoja: tomar secciones del tejido de parénquima (limbo foliar) (0.5-1.0 cm de 

ancho x 1.0 cm de largo). 

 Brote: tomar tejido directamente de las hojas circundantes de los brotes.  

 Yemas: tomar las yemas disponibles, se puede emplear un muestreo aleatorio 

simple, en donde todas las unidades muestrales tienen igual probabilidad de ser 

seleccionadas. 

 En caso de no haber presencia de síntomas, tomar tejido vegetal de manera 

aleatoria, en tres puntos: apical, medio y basal, a nivel de órgano o unidad. 

Para el caso de tejido vegetal con alto contenido de fenoles, como el tejido foliar de fresa, 

frambuesa, arándano, zarzamora y vid, se sugiere utilizar el método de extracción de 

CTAB propuesto por Doyle y Doyle (1990) modificado. 

Cuantificación del DNA/RNA por espectrofotometría 

Después de la extracción, es necesario verificar que el material genético obtenido posee 

la pureza y calidad necesaria para llevar a cabo la amplificación por PCR. La pureza del 

RNA se determina a partir de la relación de Absorbancia A260/280 y A260/230, 

esperándose valores entre 1.8-2.0 y 2.0-2.2 respectivamente. Aunado a lo anterior, se 

recomienda verificar la integridad del RNA mediante visualización directa en un gel de 

agarosa al 1 % o, en su defecto, realizar un ensayo de gen endógeno que permita 

descartar la presencia de inhibidores de la reacción de PCR. 
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Nota: Los ítems (ácidos nucleicos) que no cumplan con los criterios de Absorbancia 

podrán ser utilizados para el diagnóstico siempre y cuando cumplan exitosamente con 

la prueba del gen endógeno. 

Ensayo de Gen Endógeno 
 

RT-PCR punto final en un paso 

El ensayo de gen endógeno consiste en la amplificación, mediante RT-PCR, de un 

fragmento del gen ARNm de la NADH deshidrogenasa Subunidad ND-5, como un 

método de control interno para conocer la calidad del RNA extraído 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 2), los cuales dirigen la síntesis especifica. 

 

 

1) Realizar la mezcla de reacción según lo señalado en el siguiente Cuadro 3: 

 

Reactivos 
Concentración 

Inicial 
Concentración 

final 
Volumen 1X 

(µL) 
Buffer de PCR 10 X 1 X 2.5 

DTT 100 mM 10 mM 2.5 

MgCl2 50 mM 1.5 mM 1.25 

dNTP´s 10 mM 0.25 mM 0.625 

NAD5-F 10 µM 0.4 µM 1.0 

NAD5-R 10 µM 0.4 µM 1.0 

Inhibidor de RNA 40 U/µL 20 U/Rnx 0.5 

RT M-MLV 200 U/µL 100 U/Rnx 0.5 

Taq polimerasa 5 U/µL 2.5 U/Rnx 0.5 

RNA 100-25 ng/µL 4-1 ng/µL 1.0 

Agua ° PCR --- --- 13.625 

Volumen final 
  

25 

 

 

Nombre de los 

primers 
Secuencia (5´- 3´) 

Tamaño del 

amplicón 
Ensayo 

NAD5-F GATGCTTCTTGGGGCTTCTTGTT 
181 pb 

Gen 

Endógeno NAD5-R CTCCAGTCACCAACATTGGCATAA 

Cuadro 2. Primers utilizados para la detección del Gen endógeno NAD5 mediante RT-PCR. 
Menzel, W., Jelkmann, W. and Maiss, E. (2002) 

Cuadro 3. Mezcla de reacción para la RT-PCR punto final del Gen endógeno 
NAD5 
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2) Incubar la mezcla de reacción con las siguientes temperaturas (Cuadro 4): 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ensayo para la detección específica de SLRSV 
 

Reacción de RT-PCR en dos pasos 

Para la detección del virus SLRSV mediante la técnica de RT-PCR, se realiza en dos pasos, 

para enriquecer el cDNA, para ello se utilizarán los primers (SLRSV-3D / SLRSV-5D) 

diseñados por Faggioli, et al. (2002). Los cuales se hibridan a una región del RNA que 

codifican para el gen de la cápside (Cuadro 5). 

 

1) Realizar la mezcla de reacción según lo señalado en el siguiente Cuadro 6: 

  

Etapa Temperatura Tiempo Ciclo 

Retrotranscripción 50 °C 30 minutos 1 

Desnaturalización inicial 94 °C 5 minutos 1 

Desnaturalización 94 °C 30 segundos 

40 Alineamiento 55 °C 30 segundos 

Extensión 72 °C 1 minuto 

Extensión final 72 °C 10 minutos 1 

Nombre de los 

primers 

Secuencia (5´- 3´) Tamaño del 

amplicón 

Ensayo 

 

SLRSV-5D CCCTTGGTTACTTTTACCTCCTCATTGTCC 
293 pb SLRSV 

SLRSV-3D AGGCTCAAGAAAACACAC 

Cuadro 4. Programa de termociclaje para la detección del Gen 
endógeno NAD5 

Cuadro 5. Primers utilizados para la detección de SLRSV mediante RT-PCR. Faggioli, et al. (2002) 
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2) Incubar la mezcla de reacción con las siguientes temperaturas (Cuadro 7): 

 

 

 

 

PCR punto final 

1) Realizar la mezcla de reacción según lo señalado en el siguiente Cuadro 8: 

  

Reactivos Concentración 

Inicial 

Concentración 

final 

Volumen 1X 

(µL) 

Buffer de PCR 10 X 1 X 2.0 

MgCl2 50 mM 5.0 mM 2.0 

dNTP´s 10 mM 1.0 mM 2.0 

SLRSV-3D 10 µM 0.2 µM 0.4 

SLRSV-5D 10 µM 0.2 µM 0.4 

Inhibidor de RNA 40 U/µL 20 U/Rnx 0.5 

RT M-MLV 200 U/µL 50 U/Rnx 0.25 

RNA 100-10 ng/ µL 25 – 2.5 ng/ µL 5.0 

Agua ° PCR --- --- 7.45 

Volumen final 
  

20 

Temperatura Tiempo Ciclo 

42 °C 30 minutos 1 

99 °C 5 minutos 1 

Cuadro 6. Mezcla de reacción para la síntesis de cDNA enriquecido para 
SLRSV 

Cuadro 7. Programa de térmico para la síntesis de 
cDNA 
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2) Incubar la mezcla de reacción con las siguientes temperaturas (Cuadro 9): 

 

Etapa Temperatura Tiempo Ciclo 

Desnaturalización inicial 94 °C 5 minutos 1 

Desnaturalización 94 °C 30 segundos 

35 Alineamiento 58 °C 30 segundos 

Extensión 72 °C 45 minutos 

Extensión final 72 °C 10 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 separación adecuada del marcador de peso molecular. Para 

observar los fragmentos amplificados, teñir el gel con una solución de 1 µg/mL de 

bromuro de etidio o alguna otra solución que cumpla con la misma función. 

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 patrón de referencia con el cual comparar los resultados 

positivos en las muestras. Puede emplearse: 1) RNA genómico, debe ser integrado desde 

Reactivos 
Concentración 

Inicial 

Concentración 

final 

Volumen 1X 

(µL) 

Buffer de PCR 10 X 1 X 2.0 

MgCl2 50 mM 2.5 mM 1.0 

dNTP´s 10 mM 0.34 mM 0.67 

SLRSV-3D 10 µM 0.5 µM 1.0 

SLRSV-5D 10 µM 0.5 µM 1.0 

Taq polimerasa 5 U/µL 2.5 U/Rnx 0.5 

cDNA --- --- 1.0 

Agua ° PCR --- --- 12.83 

Volumen final   20 

Cuadro 8. Mezcla de reacción para la PCR punto final para SLRSV 

Cuadro 9. Programa de termociclaje para la detección de SLRSV 
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la síntesis de cDNA, 2) el fragmento clonado del amplicón, debe ser integrado a partir de 

la PCR; deberán estar confirmados mediante secuenciación antes de su uso. 

Control negativo de matriz (CNM): este control corresponde a ácido nucleico extraídos 

de la matriz sin el virus (tejido del hospedante). Asegura que no exista reacción cruzada 

con la matriz o contaminación durante la extracción. 

Control negativo de reactivos (CNR): es la mezcla de reacción sin molde. Permite 

descartar falsos positivos y contaminación de la reacción. 

Interpretación de resultados 

Los resultados son válidos solamente bajo los siguientes criterios: 

 En el ensayo del control endógeno NAD5, el control positivo y cada una de las 

muestras debe generar un fragmento de 181 pb. El control negativo de reactivos 

no debe presentar ningún amplicón (Figura 2). 

 En el ensayo para la detección de SLRSV, los controles negativos de reactivos y 

matriz no deben presentar producto amplificado. El control positivo debe mostrar 

un fragmento de 293 pb, aproximadamente (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa del ensayo del gen endógeno NAD5. 
Las muestras presentan un fragmento de 181 pb, correspondientes al 
amplicón 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 
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Identificación del patógeno 

Se considerarán positivas aquellas muestras que amplifiquen el fragmento de 293 pb 

con los primers específicos SLRSV -3D / SLRSV -5D. 

El resultado es negativo si hay amplificación del control endógeno pero no del 

fragmento correspondiente a SLRSV. 

Los resultados deben corroborarse mediante secuenciación en ambas direcciones 

(forward/reverse) del amplicón obtenido en el ensayo de RT-PCR cada que se presenten 

los siguientes casos: 

 No se cuente con control positivo y se deba corroborar la identidad del amplicón 

obtenido en el peso esperado. 

 Primeras detecciones. 

 Cuando se necesite un sustento molecular de mayor relevancia para la movilidad 

del tejido vegetal. 

Los datos de secuenciación (electroferogramas y lecturas generadas por el 

secuenciador) deben enviarse al Laboratorio de Virología del CNRF para su 

corroboración. 

Nota: este documento describe el procedimiento para la detección de Strawberry latent 

ringspot virus (SLRSV), mediante RT-PCR, asegura su aplicación siempre y cuando los 

ítems extraídos cumplan exitosamente con la prueba del gen endógeno. 

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa del ensayo de SLRSV. El control positivo presenta 
un fragmento de aproximadamente 293 pb, correspondientes al amplicón positivo a 
SLRSV. MP: Marcador de peso molecular (100 pb plus DNA Ladder, Invitrogen™); 1-16: 
muestras problema; CP: control positivo; CNR: control negativo de reactivos 
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REGISTROS 

Mantener los registros y evidencia del proceso de diagnóstico de SLRSV, conforme al 

Manual del Sistema de Gestión de Calidad, además resguardar y tener disponibles las 

muestras vegetales o subproductos de estas, en caso de requerir corroboración. 
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AVISO 

La metodología descrita en la presente ficha técnica para la detección de SLRSV, tiene 

un sustento científico que respalda los resultados obtenidos al aplicarlo. La incorrecta 

implementación o variaciones en la metodología 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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