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Disefio de tres pares de
oligonucleétidos especificos para
la deteccion del virus de la mancha
anular de la papaya (PRSV)

Cruz, J.K.'; Ochoa, ).3; Ortega, V.5; Ruiz, F.G.#

RESUMEN

Por un lado, en México, el estado de Oaxaca ha ocupado en afios consecutivos los primeros lugares a nivel na-
cional en la produccion de papaya (Carica papaya L.). Por otro lado, las plantaciones son altamente susceptibles
al ataque de tipo viral, uno de los mas devastadores es la papaya ringspot virus (PRSV). Debido a lo anterior se
disefaron tres oligonucleétidos especificos que permiten la identificacién del PRSV mediante la reaccién en ca-
dena de la polimerasa acoplada a una transcriptasa reversa (RT-PCR). Los oligonucleétidos fueron disefiados por
el software Vector NTI Advance® V11.5 que amplificaron tres fragmentos de 857 pares de bases (pb), 583 pb y 213 pb
de regiones conservadas del genoma viral. Para comprobar el desempeiio de los oligonuceétidos se realizaron
extracciones de acido ribonucleico (ARN) de tejido foliar de papaya con signos del PRSV utilizando TRIzol™ y el
Kit SuperScript™ Il One-Step RT-PCR System para la técnica de RT-PCR. Los resultados de la amplificacién fueron
analizados en un gel de agarosa donde los amplicones coincidieron con el tamafio esperado al disefio preliminar.
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ABSTRACT

In Mexico, the state of Oaxaca has occupied the first places in the national level in the production of papaya (Carica
papaya L.) in consecutive years. On the other hand, plantations are highly susceptible to viral attack, one of the most
devastating is the papaya ringspot virus (PRSV). For that reason, three specific oligonucleotides were designed that
allow the identification of the PRSV using the reverse transcriptase coupled polymerase chain reaction (RT-PCR).
The oligonucleotides were designed by Vector NTI Advance® V11.5 software that amplified three fragments of 857
base pairs (bp), 583 bp and 213 bp from conserved regions of the viral genome. To check the performance of the
oligonuceotides, ribonucleic acid (RNA) extractions of papaya leaf tissue with symptoms of PRSV were performed
using TRIzol™, then the SuperScript™ Ill One-Step RT-PCR System Kit was used to perform the RT-PCR technique. The
results of the amplification were analyzed on an agarose gel where the amplicons coincided with the size expected
at their preliminary design.

Keywords: amplification, RNA, capside, HC-Pro, papaya, RT-PCR.
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INTRODUCCION

En México, Oaxaca se destaca como uno de los principales
estados productores de papaya (Carica papaya L.) con un pro-
medio anual de 70.247 t, Veracruz con 65.483 t y Chiapas con
30.357 t (SIAP, 2019). Actualmente, se han identificado varios
tipos de virus que afectan severamente el rendimiento del cul-
tivo, entre los que destacan; papaya ringspot virus (PRSV) (Ca-
brera et al., 2010; Azad et al., 2014; Tapia et al., 2015), papaya
maleira virus (PMeV) (Abreu et al., 2012; Perez et al., 2012),
Zucchinni yellow meleira virus (ZYMV) (Kwon et al., 2005) y
papaya leaf curl virus PaLCV (Chang et al., 2003).

El virus de la mancha anular pertenece a la familia de Potyvi-
ridae y al género Potyvirus; es transmitido por varias especies
de afidos (Kalleshwaraswamy et al., 2010; Diaz et al., 2010). El
PRSV estd compuesto de particulas filamentosas que contie-
nen un genoma de ARN monocatenario (Maia et al.,1996). El
genoma viral consiste de una secuencia promedio de 10.326
nucledtidos (nt) (Mishray Patil, 2018) envuelto en una capsida
de origen proteico (Tripathi et al., 2008).

El genoma del PRSV codifica para una poliproteina de 3344
aminoacidos (Yeh et al., 1992; Azad et al., 2014), y de acuerdo
a la figura 1, en donde se muestra el mapa propuesto de las
secuencias de proteinas y sus tamafios moleculares: proteina
NT (63 kDa), HC-Pro (52 kDa), P (46 kDa), Cl (72 kDa), 6 kDa,
Nla (48 kDa), Nlb (59 kDa), CP (35 kDa).

La proteina de componente auxiliar (HC-Pro) es una proteina
multifuncional relacionada con las interacciones planta-virus;
implicada con el movimiento, replicacién y la supresion del si-
lenciamiento génico postranscripcional (Yap et al., 2009; Shen
et al., 2010), afectando a las rutas relacionadas con la expre-
sion de los microARN, perjudicando de esta manera al desa-
rrollo de la planta infectada (Wu et al., 2010; Azad et al., 2014).

La proteina de la capsida esta involucrada en la encapsu-
lacién y proteccion del ARN viral (Azad et al., 2014). La se-
cuencia del gen que codifica para la proteina de la capsida del
PRSV es una de las mayormente caracterizadas en el género
de los potyvirus (Cabrera et al., 2010). Tanto la proteina de la
capsida y el componente auxiliar HC-Pro son necesarios para
la transmision vectorial del PRSV (Adams et al., 2005).

Para implementar de manera oportuna métodos de control
del PRSV es necesario su correcta identificacion. Por lo general
los productores de papaya emplean personal para identificar a
las plantas infectadas por el PRSV a simple vista, normalmente

se realiza de manera rapida, pero no es muy confiable ya que
los sintomas pueden confundirse con otros factores no virales
(Azad et al., 2014). Existe otro método mas confiable, pero re-
quiere de equipo especializado como es la técnica de ensayo de
inmunoabsorcién ligado a enzimas (Cruz et al., 2009; Kelaniyan-
goda y Madhubashini, 2010; Esquivel et al., 2019).

Ademas, se han desarrollado otras técnicas que implican la
identificacion de regiones especificas del genoma viral, como
la reaccién en cadena de la polimerasa acoplada a una trans-
criptasa reversa (RT-PCR) (Ruiz y Silva, 1997; Guzman et al.,
2018; Hamim et al., 2018; Sultana et al., 2019).

Recordando que el estado de Oaxaca se ha posicionado
como uno de los principales productores de papaya a nivel
nacional es determinante que se disefien oligonucleétidos es-
pecificos para la deteccién de manera oportuna el PRSV en
cultivares de papaya de la costa.

MATERIALES Y METODOS
Colecta de material vegetal

La colecta de tejido vegetal se realizé en el afio 2019 en la
localidad de San José Rio Verde, municipio de Santiago Ja-
miltepec y consistié en seleccionar plantas con sintomas ca-
racteristicos de la enfermedad causados por el agente viral.
A las plantas seleccionadas se les extrajo una hoja de la zona
apical. Cada hoja fue inmediatamente colocada en papel filtro,
el que fue posteriormente colocado en una bolsa Ziplock® con
200 gramos de silica gel (Camen®) en su interior, esto con la
finalidad de deshidratar el material vegetal y prevenir la de-
gradacion de los acidos nucleicos. Por ultimo, las bolsas fue-
ron colocadas en el interior de una hielera con una cama de
hielo de 10 centimetros de grosor. Una vez en el laboratorio,
las bolsas que contenian el tejido vegetal fueron colocados
a una temperatura de 6 °C durante 2 dias, tiempo suficiente
para que el tejido vegetal se deshidratara completamente, al
tercer dia las muestras fueron almacenadas a -80 °C en un
ultracongelador (8800 Thermo Fisher Scientific).

Disefo de oligonucleétidos

Con el uso de la base de datos (GenBank, 2018) se procedid
a buscar secuencias en formato FASTA relacionadas con el
genoma completo del virus de la mancha anular de la papaya.
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Figura 1. Mapa propuesto de la poliproteina del PRSV. Esta conformado de un total de 3344 aminoacidos, los cuales estan flanqueados
por una proteina viral (VPg) y una cola de Poli (A). Las flechas en rojo indican las regiones conservadas empleadas en el presente traba-

jo. Fuente: Adaptada de Yeh et al. (1992).
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Con base al manual de usuario del programa Vector NTI Ad-
vance® (Invitrogen 2008), se siguieron las instrucciones para
realizar el alineamiento de las secuencias obtenidas. Poste-
riormente se determinaron las regiones altamente conserva-
das que fueron las regiones blanco en el diseiio de los tres
oligonucleétidos.

El disefio de los oligonucledtidos se enfocé en las regiones
conservadas; se implemento el uso de la herramienta “Primer
Design” del software Vector NTI Advance® siguiendo las ins-
trucciones del manual de usuario (Invitrogen 2008).

Para predecir el desempeiio de los tres oligonucleétidos se
realizé un analisis in silico con Primer Select (2006). Habiendo
comprobado su desempeiio in silico, se solicité la sintesis de
los tres oligonucledtidos a la empresa T4oligo por el método
de purificacion desalado.

Extraccion de acidos nucleicos

La extraccion de ARN serealizé con el uso de TRIzol™y se siguie-
ron las indicaciones del fabricante (Invitrogen, 2018). Para realizar
la extraccion, se colocé aproximadamente 100 mg de tejido vege-
tal deshidratado con silica gel en un tubo eppendorff. EIl ARN
extraido fue analizado, almacenado a-80 °C en ultracongelador
(8800 Thermo Fisher Scientific) y posteriormente amplificado
por la técnica RT-PCR.

Visualizacion del ARN

Para verificar la calidad del ARN se realizé una electroforesis
horizontal en un gel de agarosa (Invitrogen™) al 1,2% (p/v) car-
gando en el gel 2 pL del producto de la extraccion y 1 pL de solu-
cion de carga 6X en una camara de electroforesis (Bio-Rad mo-
delo: Mini-Sub®Cell GT) con solucién de corrida TAE 1X (40 mM
Tris-HCI (JT Baker), 20 mM &cido acético (Meyer®), 1 mM EDTA
pH 8,0 (JT Baker) usando una fuente de poder (Bio-Rad modelo:
POWER PAC™ HC) por 45 minutos a 80 volts, 0,09 Amperes 'y 7
watts. Posteriormente, el gel se tiid con SYBR Green (Invitro-
gen), se visualiz6 en un transiluminador (FOTO/UV®21, Fotody-
ne), se documenté con una camara fotografica (PowerShot G9,
Canon), y adicionalmente fue cuantificado en un espectrofoto-
metro (Genesys 10S VIS, Thermo Fisher Scientific).

Reaccion de RT-PCR

Los oligonucleétidos disefiados fueron usados en conjunto
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con el Kit SuperScript™ lll One-Step RT-PCR System con Pla-
tinum™Tagq polimesara (Invitrogen™) de acuerdo a las indica-
ciones del proveedor. Este sistema es sumamente rapido; en
el mismo tubo se realizan dos reacciones, (1) sintesis del ADN
complementario (ADNc) y (2) la obtencién de los amplicones
por la Taq ADN polimerasa Platinum™.

Para la amplificacion, la mezcla de reaccidn se realizé en tubos
para PCR de 200 pL a un volumen final de 50 pL. Para realizar la
reaccion se uso6 un termociclador (PTC-100®, Bio-Rad). Las con-
centraciones finales de los reactivos se muestran en la tabla 1.

El programa del termociclador consistié de dos etapas; la pri-
mera fue para realizar la sintesis de ADNc a una temperatura
de 55 °C por 30 min. Inmediatamente al término de ese tiempo
se incremento la temperatura a 95 °C por 2 min (predesnatu-
ralizacion). Al haber finalizado la primera etapa, comenzé el
proceso de amplificaciéon con una desnaturalizacién a 95 °C
por 15 segundos (s) seguido de 40 ciclos de 30 s a 58 °C para
alineamiento y 60 s a 68 °C de extension, finalmente una ex-
tensién de 5 min a 68 °C.

Analisis de los amplicones

Para verificar los resultados de la técnica RT-PCR se realizé
nuevamente una electroforesis horizontal en un gel de agaro-
sa (Invitrogen) al 1,4% (p/v), cargando 5 pL del producto de la
amplificacion y 1 pL de solucién de carga 6X. Finalmente, el
gel se capturé fotograficamente para el andlisis de los produc-
tos de amplificacion.

RESULTADOS
Colecta de tejido vegetal

En Boquilla, localidad de San José Rio Verde, municipio de
Santiago Jamiltepec, (16° 08" 28,6” N y 97° 45° 38,7" 0) se
detecto por inspeccién visual plantas de papaya con sintomas
del PRSV, los frutos mostraron las tipicas marcas en forma de
anillos y las hojas presentaron deformaciones relacionadas
con clorosis y moteado. Se colectaron hojas jévenes prove-
nientes de quince plantas con sintomas virales.

Secuencias analizadas

Se obtuvieron 27 secuencias de PRSV de la base de da-
tos (GenBank, 2018) con los siguientes nimeros de acceso:

Reactivo Concentracion inicial Concentracion final T:tfl
2x Mezcla de reaccion 2x 1x 25
Oligonecleétido-F 5uM 0,4 uM 4
Oligonucleétido-R 5uM 0,4 uM 4
TagMix 200 pl - 2
ARN 50 pg 1 g 1
Agua 14
Total 50

Tabla 1. Reactivos para la reaccion de RT-PCR. La tabla muestra las concentraciones iniciales, finales y el volumen para usar por cada

reaccion. Elaborada para la presente edicion.
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Figura 2. Plantas seleccionadas para realizar la colecta de tejido.
(A) Fruto de papaya con los sintomas caracteristicos del PRSV. (B)
Acercamiento de la region con los anillos propiciados por el PRSV. (C)
Hoja extraida que fue colocada en papel filtro para posteriormente ser
deshidratada y procesada. Elaborada para la presente edicién.
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Figura 3. Analisis de la extraccion del ARN. Visualizacion de ARN
de diez plantas (p1 a p10) a partir de hojas de papaya previamen-
te deshidratadas con silica gel que presentaron sintomas visibles
del agente viral, con el uso de TRizol™. La integridad del ARN fue
comprobada cargando 2 pL de cada muestra en un gel de agarosa
al 1,2% (p/v). Elaborada para la presente edicién.
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Diseiio y verificacion de los oligonucleétidos

Para conocer las regiones conservadas se sometieron las 27
secuencias de PRSV obtenidas de GenBank a un proceso de
alineamiento por Clustalw. Se seleccionaron dos regiones del
genoma viral que codifican para la proteina Helper component
(HC-pro) y la proteina de la capsida (CP). Para el caso de la
region HC-Pro que comprende de 1727 nt a 3097 nt se obtu-
vo una pareja de oligonucleétidos que se etiquetaron como
(HP857F y HP857R), por el tamaiio del fragmento de 857 pb
que se espera que amplifique del genoma viral. Los oligonu-
cledtidos restantes se disefiaron en la region que codifica
para la proteina de la capsida. Estos se denominaron CP583F-
CP583R y CP213F-CP213R porque amplifican fragmentos de
583 pb y 213 pb, respectivamente. En la tabla 2 se resumen
los productos de amplificacion de los iniciadores especificos
disefiados en conjunto con pardmetros como temperatura
de fusion (T, ) y porcentaje de contenido de guanina:citosina
(%GC) de cada oligonucleétido. Con el desarrollo de los ana-
lisis in silico, con el programa Primer Select se confirmé que
las parejas de los iniciadores amplificaron los fragmentos de
acuerdo a su disefio y no amplifican en ninguna otra regién de
la secuencia analizada en GenBank.

Extraccion de ARN

Se proceso el tejido deshidratado en silica gel de hojas de
papaya para la obtencion del acido nucleico. EI ARN obteni-
do de diez muestras procesadas con TRizol y posteriormente
purificado present6 una pureza, segun la relacién de absor-
bancia A, ., de entre 1,875y 2,191 siendo esta la calidad
seleccionada para el desarrollo de la técnica RT-PCR. En cinco
de las hojas restantes no se logré extraer suficiente calidad
y cantidad de ARN, por tanto, se procesaron Unicamente 10
muestras para los analisis subsecuentes.

Andlisis RT-PCR

El ARN en conjunto con los oligonucleétidos (HP857F-R,
CP583F-R y CP213F-R) y la reaccion de RT-PCR amplificaron

Oligo (Slsgcueng’a) Tar:;ﬁo Genblanco  Localizacién (nt) Tm (°C) GC (%)
HP857F TTGTGAGCTTGAACGTTTAC 857 HC-Pro 1948-1967 45.4 40
HP857R CCTCATTTTCAGGTATGTTT 2785-2804 43.5 35
CP583F ATCCGCAACAAATTGACATT 583 CP 9540-9559 49.6 35
CP583R ATTTAGTTGCGCATACCCAG 10103-10122 49.7 45
CP213F TGAGGTGAATTCGAAAACAC 213 CP 9928-9947 47.4 40
CP213R AAACACACAAGCGCAGGTAT 10121-10140 49.9 45

Tabla 2. Secuencias de los oligonucledtidos disefiados. Las secuencias fueron obtenidas por el software Vector NTI Advance®, indicando
el tamafio del fragmento amplificado, la regién de interés del genoma viral, temperatura de fusién (T ) y contenido de Guanina:Citosina

(%GC). Elaborada para la presente edicion.
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Figura 4. Obtencion de los amplicones por RT-PCR. De izquierda
a derecha; el primer carril, se visualiza el marcador de peso mo-
lecular Promega de 1 kb (MW); en el segundo, el producto de la
reaccion derivado de la pareja de iniciadores (HP857F-R); el tercer
carril, el amplicon proveniente de los iniciadores (CP583F-R); el
cuarto carril la amplificacién producida por los oligos (CP213F-R),
el dltimo carril, el mismo marcador de peso molecular. Elaborada
para la presente edicion.

tres sefales que se correspondieron con los analisis previos
realizados in silico generando los fragmentos de 857 pb, 583 pb
y 213 pb en las muestras de papaya procesadas.

DISCUSION

Actualmente, el uso de herramientas bioinformaticas desem-
pefa un papel importante en el desarrollo de técnicas molecu-
lares. Con el software NTI Advance® en conjunto con la base
de datos GenBank se determinaron las regiones conservadas
de 27 secuencias del genoma viral del PRSV, y con los analisis
in silico se logré predecir el tamafio de los amplicones que se
obtendrian con los oligonucleétidos HP857F-R, CP583F-R y
CP213F-R que se desarrollaron en la presente investigacion.

Ademas, el cultivo de papaya ha despertado interés en el sec-
tor agricola de la Costa por las ganancias que genera a corto
plazo, originando que el estado de Oaxaca ocupe en afios con-
secutivos los primeros lugares en la produccién de papaya a
nivel nacional. Pero estos logros no han sido sencillos, ya que
las plantaciones son altamente susceptibles al ataque de va-
rios agentes fitopatdgenos, entre los que destacan los de tipo
viral, uno de los mas devastadores es el PRSV.

Asi mismo, para garantizar el éxito en los rendimientos del
cultivo es determinante que los centros de investigacion de la
region tropical contribuyan con el desarrollo y la implementa-
cion de herramientas moleculares que permitan la identifica-
cién temprana de agentes fitopatégenos como los virus para
implementar el control de manera oportuna y especifica.

La técnica de transporte de tejido vegetal por deshidratacion
con silica gel ha sido documentada con éxito en la reaccion
en cadena de la polimerasa (Carri6 y Rossell6, 2014). Los re-
sultados de autores que evaluaron la estabilidad genética de
plantulas de uva (Vitis vinifera) y kiwi (Actinidia deliciosa) fue-
ron altamente reproducibles a partir de plantas criopreserva-
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das usando silica gel (Zhai et al., 2003). Investigaciones con
citricos, en las que se compararon diferentes procesamientos
de tejido para detectar Candidatus Liberibacter asiaticus por
PCR, reportaron que las muestras deshidratadas en silica gel
son apropiadas para ser usados en técnicas moleculares (Bella
et al., 2016). En cuanto a investigaciones de arboles de ornato
se reporto que la calidad del ADN extraida por tejido preservado
por silica gel fue comparable a la pureza del ADN extraido de
hojas frescas (Huang et al., 2016). Los estudios relacionados
con técnicas moleculares y el uso de la silica gel como agente
secante de material vegetal son amplios, sin embargo, no se
encontré evidencia documentada relacionada con la técnica de
RT-PCR en conjunto con el uso de material vegetal deshidratado
mediante esta técnica, por ello, en el presente trabajo se reporta
el éxito de la amplificacién usando ARN extraido mediante este
método con hojas de papaya deshidratadas con silica gel.

Las tres parejas de oligonucleétidos HP857F-R, CP583F-R y
CP213F-R amplificaron de manera exitosa los tres fragmentos es-
perados de acuerdo a su disefio y validado por los analisis in silico.

Estudios similares han reportado el uso de oligonucleétidos
especificos para la deteccion del PRSV de plantas de papaya
de Chiapas, Tabasco y Veracruz. Los oligonucleétidos fueron
capaces de amplificar por medio de la técnica de RT-PCR un
fragmento de 800 pb y 1100 pb del gen que codifica para la
proteina de la cépsida (Ruiz y Silva, 1997). Otros investigado-
res en Colima usaron oligonucleétidos que flanquean la protei-
na de la capsida obteniendo un amplicén de aproximadamente
1000 pb (Guzman et al., 2018). En el ambito internacional han
detectado el PRSV en plantaciones de papaya en Hawai, por la
técnica de PCR anidada (Hamim et al., 2018).

Actualmente, no hay reportes del desarrollo de oligonucleé-
tidos especificos para la identificacion del PRSV en plantas de
papaya de la Costa de Oaxaca. Los oligonucleétidos que han
sido reportados solo amplifican una regién, la secuencia que
codifica para la proteina de la capsida. En cambio, los que se
proponen en el presente trabajo amplifican dos regiones con-
servadas del genoma viral, HC-Pro y CP.

La tecnologia estd evolucionando constantemente y las téc-
nicas moleculares no son su excepcién porque evolucionan
de tal manera para que los andlisis o protocolos sean mas ra-
pidos, faciles y confiables; sin embargo, para poder lograrlo,
debemos de incursionar con otros investigadores que desa-
rrollan otras disciplinas como: bioinformatica, vision artificial,
y desarrollo de aplicaciones moviles; integrando dichas disci-
plinas se podran obtener herramientas integrales utiles para
que los productores puedan detectar de manera rapida, eco-
nomica y eficiente alguna enfermedad, ya sea ocasionada por
un agente viral, bacteriano o fungico.

CONCLUSIONES

Se reportan las secuencias de tres oligonucleétidos espe-
cificos HP857F-R, CP583F-R y CP213F-R que identificaron
al PRSV de plantas infectadas, confirmando la presencia del
agente viral en los cultivos de papaya localizados en San José
Rio Verde en el Municipio de Santiago Jamiltepec del estado
de Oaxaca.

La calidad del ARN extraido proveniente de la deshidratacién
de las hojas de plantas papaya con silica gel en conjunto con
el reactivo TRizol™ generd una pureza que propicio el correcto
desarrollo de la técnica RT-PCR. Este procedimiento de pre-
servacion es util cuando la disponibilidad de nitrégeno liquido

Cruz, J.K.; Ochoa, J.; Ortega, V.; Ruiz, F.G. 171



RIA Vol. 48 n.° 2 Agosto 2022, Argentina

sea limitada y exista distancia considerable entre el sitio de
colectay el lugar de su procesamiento.

Con la implementacién de herramientas bioinformaticas fue
posible disear tres pares de oligonucleétidos especificos que
amplifican regiones altamente conservadas del genoma viral.
Los iniciadores aqui reportados se recomiendan para ser im-
plementados en la identificacion del PRSV en otros cultivares
de papaya y regiones donde se presenten sintomas compati-
bles o sugerentes de PRSV.
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