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Resumen

La frutilla (Fragaria x ananassa Duch.), una de las frutas finas mas consumidas a nivel mundial, posee una gran
relevancia socioecondmica en los paises productores. Las enfermedades virales afectan significativamente el rendimiento
y la calidad de los cultivos de frutilla. En Argentina, los virus predominantes que afectan este cultivo son: Strawberry
Crinkle Virus (SCV), Strawberry Mild Yellow Edge Virus (SMYEV), Strawberry Mottle Virus (SMoV), y Strawberry
Polerovirus 1 (SPV1). Tucumén, una provincia clave en la producciéon de frutilla en Argentina, presenta una alta
incidencia de enfermedades virales. Por lo tanto, es esencial implementar métodos de diagnostico altamente sensibles
para un monitoreo fitosanitario eficaz y un manejo adecuado del cultivo. En el presente trabajo se ajustaron técnicas
de biologia molecular para la deteccion de los cuatro virus reportados en el cultivo de frutilla en Argentina. Se detalla
un método confiable para obtener ARN mensajero de alta calidad a partir de hojas de frutilla. Ademas, se disefiaron
cebadores especificos nuevos y se optimizaron las condiciones de RT-PCR para la deteccion de SCV, SMYEV, SMoV y
SPV1. Mientras que SPV1 fue detectado unicamente en el control positivo (enviado por IPAVE), SCV, SMYEV y SMoV
fueron identificados en plantas de un lote comercial. Ninguno de los virus fue detectado en plantas provenientes de
cultivo in vitro de tejidos de frutilla. El protocolo propuesto contribuye al desarrollo de herramientas para el monitoreo
de la sanidad de plantas frutilla.
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Abstract

Strawberry (Fragaria x ananassa Duch.), a globally consumed berry, holds major socio-economic significance in
producing countries. Viral diseases significantly impact strawberry yield and quality. In Argentina, the predominant
viruses affecting strawberry crops are: Strawberry Crinkle Virus (SCV), Strawberry Mild Yellow Edge Virus (SMYEV),
Strawberry Mottle Virus (SMoV), and Strawberry Polerovirus 1 (SPV1). Tucuman, a key strawberry-producing
province in Argentina, faces high viral disease incidence. Implementing highly sensitive diagnostic methods is therefore
essential for effective phytosanitary monitoring and crop management. This study adapted molecular techniques for the
concurrent detection of these four viruses in Argentina strawberries. We detail a reliable method for high-quality mRNA
from strawberry leaves. Furthermore, novel specific primers were designed and RT-PCR conditions optimized for SCV,
SMYEYV, SMoV, and SPV1 detection. While SPV1 was detected solely in the positive control (submitted by IPAVE),
SCV, SMYEYV, and SMoV were identified in plants from a commercial field. None of the viruses were detected in plants
from in vitro strawberry tissue culture. The established protocol provides a valuable tool for enhancing strawberry plant
health surveillance programs.

Keywords: Diagnosis; Phytosanitary Monitoring; Strawberry; Viral Disease.

Recibido: 28/03/2025; Aceptado: 01/08/2025 https://doi.org/10.61914/ranar.4501.01
Los autores declaran no tener conflicto de intereses.



2 Diagnostico molecular de virus en frutilla

Introduccion

La frutilla (Fragaria x ananassa Duch.) se
cultiva en muchos paises con distintos perfiles
climaticos, pero es mas abundante su produccion
en aquellas zonas de clima templado (Newerli-
Guz et al., 2023). En Argentina, es una de las
“berries” mas importantes tanto en la produccion
del fruto como de plantines (Conci et al., 2017).
Nuestro pais cuenta con 1500-1700 ha plantadas
de frutilla aproximadamente, con una produccion
de 45-50 mil tn de fruta anuales (SAGyP, 2023).
Tucuman es la segunda provincia con mayor
superficie plantada (530 ha) luego de Buenos
Aires con 550 ha (SAGyP, 2023). Sin embargo
recientes informes posicionaron a Tucuman
como la provincia con mayor superficie plantada
(567 ha) de las cuales el 84 % se encuentra en el
departamento de Lules, segin datos recolectados
por el INTA y RIDES de la Secretaria de
Produccion (https://producciontucuman.gob.
ar/el-area-de-produccion-de-frutilla-en-la-
provincia-crecio-a-567-hectareas/). En  dicho
articulo detallan que la variedad San Andreas es
la mas plantada en Tucuman (34 %) debido a que
produce fruta primicia, seguida por Fronteras (23
%), Camino Real (10 %), Benicia (9 %), Rabida (8
%) y Rociera (6 %).

Las plantas de frutilla utilizadas en los campos
argentinos provienen de viveros certificados de
Estados Unidos y Europa donde se generan a
partir de cultivo in vitro de tejido meristematico
(Conci et al., 2017). El material vegetal ingresado
al pais pasa posteriormente por dos ciclos de
multiplicacién en viveros nacionales licenciados,
bajo condiciones sanitarias controladas, para
obtener plantas de calidad -certificada. Sin
embargo, existe siempre el riesgo de ingresar
patogenos sistémicos y de latencia prolongada en
el hospedero, como virus y fitoplasmas, asi como
su propagacion entre especies nativas/silvestres de
frutillas en Argentina (Conci et al., 2017) e incluso
entre plantas de diferentes géneros (Bonneau et al.,
2019). En general los virus pueden transmitirse
entre plantas por reproduccion sexual y asexual
(via estolones en frutilla), por insectos vectores y
por uso de herramientas agricolas contaminadas
(Dughetti et al., 2017; Singh et al., 2020).

Las enfermedades virales son una de las
principales causas de reduccion del rendimiento y
la calidad del cultivo de frutilla (Dughetti ef al.,

2017; Luciani et al., 2018). Dichos patdgenos
pueden producir infecciones individuales
(presentes de manera singular), pero son mas
frecuentes en infecciones mixtas o multiples
(Luciani et al, 2018). La sintomatologia en
plantas es variada siendo caracteristico el
enanismo, clorosis, moteado y deformaciones
foliares, desarrollo anormal de frutos y pérdida
de las funciones reproductivas (Luciani et al.,
2018; Mehetre et al, 2021). Segun estudios
previos (Conci et al., 2017; Dughetti et al., 2017,
Luciani et al., 2018) los virus encontrados con
mayor frecuencia en Argentina son: Strawberry
Mild Yellow Edge Virus (SMYEV), Strawberry
Mottle Virus (SMoV), Strawberry Crinkle Virus
(SCV), y Strawberry Polerovirus 1 (SPV1). En
todos los casos su material genético es ARN.
De acuerdo al Sistema Nacional de Vigilancia y
Monitoreo de plagas (SINAVIMO) de Argentina,
SMYEYV es el mas extendido en frutilla cultivada
y causa la enfermedad “amarillamiento leve de
los margenes foliares” (Maeso, 2003). SMoV es
causante del “moteado de la frutilla” con clorosis
de las nervaduras de las hojas y/o necrosis, y
enrojecimiento de hojas viejas, reduciendo un
20-30 % el rendimiento del cultivo (Maeso,
2003). SCV es comunmente llamado “virus del
arrugamiento de la frutilla” y es considerado como
uno de los virus mas daifiinos que afecta al cultivo
de frutilla. Se citdé en nuestro pais por primera
vez en el departamento de Lules (Tucuman)
en el ano 2014 (Perotto et al., 2014). Ademas
del arrugamiento foliar, es tipica la clorosis y el
enanismo de la planta infectada (Maeso, 2003).
SPV1 fue detectado por primera vez en nuestro
pais por Luciani et al. (2016), produce sintomas
de enanismo, deformacion, clorosis y mosaico en
hojas, disminucion del tamafio, calidad y cantidad
de fruta.

En la actualidad existen diferentes técnicas
disponibles para la deteccion de virus en plantas de
frutilla. EI monitoreo visual de la sintomatologia
suele advertir una virosis sin embargo muchas
veces se asemejan a fenotipos producidos en
respuesta a cambios ambientales, hormonales y
nutricionales (Wu et al., 2020). También se utiliza
el método de injertos sobre plantas indicadoras
sensibles a virus como F. vesca ‘UC-4’, ‘UC-
57y ‘Alpina’ (Conci et al., 2017). Actualmente
se emplean técnicas serologicas como ELISA
con el uso de anticuerpos mono o policlonales
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(Mehetre et al., 2021), por ejemplo la técnica de
doble sandwich ELISA (DAS-ELISA) usada para
la deteccion de SMYEV (Conci ef al., 2017). El
diagnodstico con anticuerpos tiene la ventaja de
detectar patégenos aun en plantas asintomaticas
pero con mucha menor sensibilidad que las
técnicas moleculares. Por tal motivo, los métodos
preferentemente empleados se basan en técnicas
de biologia molecular (principalmente PCR y
sus variantes) y las omicas que involucran las
tecnologias de Next Generation Sequencing
(Conci et al., 2017; Mehetre et al., 2021). Uno de
los factores mas importantes para el diagnostico
molecular de las enfermedades virales en frutilla
es la dificil extraccion de acidos nucleicos de
calidad adecuada. En general la extraccion de
ARN de frutilla con pureza adecuada para uso en
biologia molecular presenta dificultades debido
principalmente al gran contenido de polisacaridos
y polifenoles en sus tejidos. Estos compuestos
incrementan la viscosidad y coloracion parda
de las muestras, e¢ inhiben las reacciones
enzimaticas (retrotranscripcion, PCR, clivaje
sitio-especifico) empleadas para la deteccion
de virus (Ferriol-Marchena et al., 2015). Tales
limitaciones evidencian la necesidad de optimizar
técnicas moleculares para un adecuado y certero
diagnodstico molecular de virosis en frutilla.
Previamente en nuestro laboratorio se realizaron
ensayos para la deteccion de virus en frutilla por
PCR usando diferentes cebadores disefiados por
otros autores, pero no se obtuvieron los resultados
esperados, lo que nos indujo a disefiar nuestros
propios cebadores para tener resultados certeros.
Uno de los métodos mas utilizados para el
saneamiento de los germoplasmas vegetales,
manteniendo la identidad genética de cada uno,
es el cultivo in vitro de tejidos  para generar
nuevas poblaciones/clones de plantas (Banerjee
et al, 2023). En nuestro pais existen distintas
instituciones que ofrecen el servicio de cultivo
in vitro de tejidos vegetales, por ejemplo el
Laboratorio de Cultivo in vitro de Tejidos Vegetales
(LCTV) del Instituto Superior de Investigaciones
Biologicas (INSIBIO), perteneciente al Consejo
Nacional de Investigaciones Cientificas y
Técnicas (CONICET) y a Ila Universidad
Nacional de Tucuman (UNT), que se dedica a la
micropropagacion in vitro de especies vegetales,
principalmente de Fragaria x ananassa. Las
plantas se obtienen a partir de la implantacion de
meristemas de estolones de frutilla en medios de

cultivo, los cuales luego de completar las etapas
de iniciacion, multiplicacion, enraizamiento y
rustificacion generan plantas adultas que son
destinadas a la comercializacion o con fines de
investigacion.

Existe una imperiosa necesidad de contar con
protocolos eficaces y confiables para la deteccion
de virus con elevada sensibilidad aplicable al
monitoreo de plantas de frutilla en campos y
viveros para un correcto manejo fitosanitario, y
para asegurar la sanidad de plantas provenientes
del cultivo in vitro de tejidos.

El objetivo del presente trabajo fue optimizar las
técnicas de biologia molecular para un adecuado y
certero diagndstico molecular de virosis en frutilla
que podria ser aplicable al monitoreo sanitario de
plantas de frutilla.

Materiales y métodos
Material vegetal

Se emplearon plantas de frutilla (Fragaria
X ananassa Duch.) del cultivar San Andreas.
Se recolectaron tres plantas (V1, V2 y V3) con
sintomas caracteristicos de infecciones por virus
(clorosis, enrojecimiento y/o amarillamiento de las
hojas, necrosis y/o arrugamiento foliar, y plantas
enanas) de un lote comercial del departamento
de Lules, provincia de Tucuman (26°54'27.8"S
65°20'32.6"0). Por otro lado, se recolectaron al
azar tres plantas asintomaticas (A1, A2 y A3) del
LCTV (INSIBIO, CONICET-UNT) obtenidas a
partir de cultivo in vitro del meristema apical de
estolones.

Extraccion de ARN total a partir de hojas de
frutilla

Lapurificacion de ARN total de frutilla se realizo
utilizando el kit comercial RNAqueous Phenol-
free total RNA Isolation Kit (AM1912, Ambion)
siguiendo las indicaciones del fabricante. Se
colectaron 90 mg de hojas frescas de una planta
de frutilla asintomatica proveniente del LCTV e
inmediatamente se molieron utilizando un mortero
y nitrégeno liquido. Paralelamente, se colectaron
90 mg de hojas frescas de la misma planta que
fueron inmediatamente congeladas y almacenadas
a -70 °C (sin moler en nitrogeno liquido) y
finalmente 90 mg de hojas frescas sin congelar.
Se colectaron 3 réplicas independientes de cada



4 Diagnostico molecular de virus en frutilla

una de dichas muestras. Se utilizaron reactivos
y materiales libres de ARNsas y guantes durante
todo el proceso. Las superficies de trabajo se
limpiaron con etanol 70 % seguido de cloroformo
o con el inhibidor de ARNasas RNAzap (Sigma-
Aldrich). Una vez finalizadas las extracciones,
se precipitd el ARN total de cada muestra en una
mezcla de acetato de sodio (0,3 M; pH=5,5) y
etanol (71,4 %) frio para su almacenamiento a -70
°C hasta continuar con el paso de cuantificacion.

Cuantificacion, evaluacion de la pureza y la
integridad de las muestras de ARN

La concentracion y pureza del ARN total
obtenido de cada muestra se evaludé mediante
espectrofotometria UV midiendo absorbancia
a las longitudes de onda 230, 260 y 280 nm,
empleando el equipo NanoDrop (DeNovix DS-
11) de la Catedra de Anatomia de la Facultad
de Bioquimica, Quimica y Farmacia. La
integridad se analizd6 mediante electroforesis
no desnaturalizante en gel de agarosa al 1,5 %
en buffer TAE 1X segun Armstrong y Schulz
(2015), tifilendo posteriormente con Gel-Red y
visualizando los resultados en un transiluminador
UV.

Retrotranscripcion del ARN obtenido

Las reacciones se realizaron segun el protocolo
de la enzima retrotranscriptasa Transcripta®
(Productos Bio-Loégicos) con algunas
modificaciones. Una de ellas fue el calentamiento
del ARN a retrotranscribir (1-2 pg) a 65 °C
durante 5 minutos con el objetivo de deshacer las
estructuras secundarias del ARN, luego se incubo
en hielo durante 2 minutos. Posteriormente, se
afiadio al ARN el mix de reaccion (1X RT buffer
2 mM MgCl,, 0.5 mM dNTPs, 20 U inhibidor de
ARNsa, 100 uM de random hexamers y 100 U
de transcriptasa reversa M-MLV). Cada mezcla
de reaccion fue incubada a 25 °C por 10 minutos,
luego a 37 °C durante 50 minutos y finalmente a
95 °C durante 10 minutos.

Control interno y prueba de inhibicion de la PCR

Para asegurar una correcta retrotranscripcion y
la ausencia de posibles inhibidores enzimaticos
en cada muestra, se realizd un control interno
en cada una amplificando por reaccion de

PCR una secuencia de un gen especifico de
frutilla usando los siguientes cebadores: sentido
CTTGTCATGGATGATAATGG; antisentido
ACACTCCTCATTTTATCAAC. El gen usado
como control interno codifica para un receptor
de etileno y posee expresion constitutiva (ETRI,
GENBANK AJ297511). Las reacciones de PCR
fueron llevadas a cabo segun el protocolo incluido
en el kit de la enzima TAQ Pegasus (Productos
Bio-Loégicos, PB-L): 1 pg - 1 pg de ADNe, 1X
PCR buffer, 3 mM MgCl,, 1 uM de cada cebador,
0,2 mM de dNTPs y 1 U de Taq ADN polimerasa.
El programa de PCR usado para dicho par de
cebadores fue: desnaturalizacion a 94 °C durante 5
minutos, 35 ciclos de: 94 °C por 30 s, 49 °C durante
40 sy 72 °C por un minuto, y la extension final es
a 72 °C por 10 minutos. El tamafio del producto
de amplificacion esperado es de 330 pb, el cual
fue separado y visualizado por electroforesis en
gel de agarosa como se describe a continuacion.
El control interno permite descartar resultados
falsos negativos en el diagnostico molecular de
patdgenos, como consecuencia de la degradacion
de los acidos nucleicos durante el procesamiento
de la muestra, de errores en la reaccion de PCR o
por la presencia de inhibidores.

Diserio de cebadores para la deteccion de virus
en frutilla

Los pares de cebadores para la deteccion de
cada virus por PCR se disefiaron a partir de las
secuencias genomicas especificas disponibles en
GenBank: SMYEV (LC515236.1) (Takamura et
al., 2020), SPV1 (KR094960.1) (Luciani et al.,
2016), SCV (MZ962213.1) (Schoen et al., 2003)
y SMoV (KU177218.1) (Bhagwat et al., 2016).
Se us6 la herramienta bioinformatica PrimerQuest
Tool (IDT) definiendo el siguiente rango para cada
parametro: temperatura de melting (Tm) entre 50
y 55 °C, %GC 40-50 %, tamaiio de cebadores entre
17y 23 pb. Se disefiaron cinco pares de cebadores
para cada virus pero se seleccion6 solo un par para
cada virus cuya Tm sea similar entre los cuatro
virus.

Analisis  bioinformatico de los cebadores
especificos sintetizados

Con el proposito de analizar la especificidad de
los cebadores disefiados en el presente trabajo,
se realizaron alineamientos de cada uno con las
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secuencias genomicas de cada uno de los virus
(Tabla 1). En todos los casos se obtuvieron valores
de identidad bajos, solo se alcanzaron valores de
100 % al alinear cada cebador de un determinado
virus con su correspondiente secuencia gendomica.
El mismo analisis bioinformatico se realizo con
cebadores especificos publicados por otros autores,
obteniendo valores de identidad comparables a
los obtenidos con los cebadores disefiados en el
presente trabajo. Estos resultados sugieren que
no habria reacciones cruzadas entre cebadores y
ADNCc de virus diferentes.

Condiciones de PCR para la deteccion de virus
en frutilla

Cada reaccion de PCR fue repetida al menos 3
veces, y fueron llevadas a cabo segun el protocolo
incluido en el kit de la enzima TAQ Pegasus
(Productos Bio-Logicos, PB-L). Se empleo
la siguiente mezcla de reaccion: 1 pg - 1 pg de
ADNg, 1X PCR buffer, 3 mM MgCl, 1 uM de
cada cebador, 0,2 mM de dNTPsy 1 U de TagADN
polimerasa. El programa de PCR utilizado fue: 94
°C por 5 minutos, 35 ciclos de 94 °C por 305,40 s
de unién de cebadores y 72 °C durante 1 minuto,
y una extension final a 72 °C por 10 minutos.
Las temperaturas de union de los cebadores para
cada virus fueron 48 °C para SPV1, 54 °C para
SMoV, 57 °C para SCV y 60 °C para SMYEV. Los
productos de amplificacion esperados (amplicones
en la Tabla 2) fueron separados y visualizados
por electroforesis en gel de agarosa como se
describi6é anteriormente. Como testigo positivo

se us6 una muestra de ADNc de frutilla que
contenia los cuatro virus mencionados, enviada
por la Dra. Cecilia Elizabeth Luciani del Instituto
de Patologia Vegetal (IPAVE) del Centro de
Investigaciones Agropecuarias (CIAP) - Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) de
la provincia de Cordoba (Argentina), referentes en
el diagnostico de enfermedades vegetales.

Electroforesis en gel de agarosa de las
amplificaciones por PCR

Se procedio segiin Armstrong y Schulz (2015).
Se uso buffer TBE 0,5X y geles de agarosa al 1,5 %,
aplicando un voltaje de 10 V/cm de gel. El buffer
de carga usado fue Green GoTaq (PROMEGA)
y se sembr6 paralelamente el marcador de peso
molecular 100 pb Plus 1l DNA Ladder (TransGen).
Al finalizar la separacion -electroforética, se
visualizaron los resultados en transiluminador UV
los geles tefiidos con Gel-Red.

Resultados

Estudio comparativo de diferentes condiciones
de procesamiento de muestras para una mejor
eficiencia en la extraccion de ARN total de plantas
de frutilla

La correcta deteccion molecular de virus en
frutilla requiere la obtencién de ARN cuya calidad
y cantidad sean adecuadas para los posteriores
analisis. Sin embargo eficiencia en la extraccion
de ARN se ve reducida por el alto contenido de

Tabla 1. Porcentajes de identidad correspondientes a alineamientos de cada cebador disefiado con cada secuencia gendmica

especifica de cada virus.

Secuencias gendmicas

Cebadores SMoV SPV1 SMYEV Scv
% de identidad

SMoV sentido 100,00 65,00 55,00 55,00
SMoV antisentido 100,00 50,00 60,00 65,00
SPV1 sentido 57,14 100,00 61,90 61,90
SPV1 antisentido 57,14 100,00 57,14 66,67
SMYEYV sentido 61,11 61,11 100,00 66,67

SMYEYV antisentido 61,90 57,14 100,00 61,90
SCV sentido 57,14 61,90 61,90 100,00
SCV antisentido 55,00 60,00 65,00 100,00
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Tabla 2. Cebadores disefiados para la deteccion de virus en frutilla por RT-PCR.

Patogeno Cebadores Secuencia nucleotidica Tm Tamafio del amplicon (pb)
sentido TACCTCGTTCCTACCCTATTC 60,1
SPV1 821
antisentido CGGACTTATGTGGTGGTTTAT 60,1
sentido CGAATGCTCTGGGTGTTT 60,0
SMYEV 529
antisentido GTCTGGATGGCGTTAGAATAG 60,0
sentido CAGAATCACCAAGGAGGTATG 60,0
SCV 498
antisentido GAGGATGGCCACAAGATAAG 59,9
sentido CTCTGTTGGCCGTGTATATC 59,8
SMoV 717
antisentido CAGGCAGTCCCATTCTTATC 59,9

otros metabolitos en las hojas de frutilla (Ferriol-
Marchena et al., 2015). En el presente trabajo,
se comparé la calidad y cantidad de ARN total
extraido a partir de muestras de hojas de frutilla
mantenidas a tres diferentes condiciones:
molidas en nitrogeno liquido y conservadas a
-70 °C, solo conservadas a -70 °C, y frescas.
Para comparar la integridad del ARN extraido
se realizd electroforesis en gel de agarosa al 1,5
% en condiciones no desnaturalizantes de cada
muestra, y se evalu6 la pureza del ARN de cada
muestra por espectrofotometria. Se obtuvo mayor
integridad del ARN obtenido cuando la muestra de
hojas de frutilla fue molida en nitrégeno liquido
y conservada a -70 °C, respecto a las otras dos
condiciones, evidenciado por la mayor intensidad
y definicion de las bandas correspondientes a
las subunidades 28S y 18S de ARN ribosémico
(Figura 1).

Pl P2 P3
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Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa (1,5 %) en con-
diciones no desnaturalizantes del ARN total extraido a par-
tir de muestras hojas de frutilla a diferentes condiciones de
conservacion. (A) ARN de hojas frescas; (B) ARN de hojas
congeladas a -70 °C; (C) ARN de hojas molidas en nitroge-
no liquido y conservadas a -70 °C. El ensayo fue repetido
tres veces en plantas asintomaticas independientes (P1, P2 y
P3). (MM) marcador de peso molecular 100 pb. Se indican
las bandas correspondientes a las subunidades 28S y 18S de
ARN ribosémico (flechas) y sus correspondientes tamafios.

Respecto a analisis de pureza y rendimiento por
espectrofotometria UV (Tabla 3), se obtuvo mayor
concentracion de ARN en la muestra de hojas de
frutilla molidas en nitrégeno liquido y conservadas
a -70 °C. El rendimiento fue 5,1 veces menor al
extraer directamente de tejido fresco y 3.4 veces
menor al extraer de muestras que solo fueron
conservadas a -70 °C. Respecto a la pureza del
ARN, todas las muestras presentaron valores de
A260/A230 y A260/A280 comprendidos dentro
de los rangos aceptables para RT-PCR, excepto
para tejido molido en nitrogeno liquido cuya
relacion A260/A230 es levemente inferior al valor
de referencia de 2

Estos resultados sugieren que no es conveniente
prescindir del uso de nitrégeno liquido para la
disrupcion de las muestras de hojas de frutilla, ya
que afecta el rendimiento e integridad del ARN
extraido.

Deteccion de virus en plantas de frutilla mediante
reaccion de PCR con cebadores especificos

Una vez definido el protocolo de extraccion
de ARN a partir de hojas de frutilla, se realizo
la purificacion de ARN total a partir de plantas
del cultivar San Andreas: 3 plantas de frutilla
colectadas de campo con sintomas caracteristicos
de virosis, y 3 plantas de frutilla generadas por
cultivo in vitro de tejidos en nuestro laboratorio
sin sintomas de enfermedades. Y posteriormente
se gener6 ADNc a partir de los ARNm presentes
en cada muestra por retrotranscripcion.

Para asegurar una correcta retrotranscripcion y
la ausencia de posibles inhibidores enzimaticos
en cada muestra, se realizaron reacciones de
PCR utilizando cebadores de control interno que
amplifican una region codificante especifica del
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Tabla 3. Mediciones de concentracion y pureza por espectrofotometria UV de ARN total extraido de muestras de hojas de
frutilla sometidas a diferentes condiciones. A260, A230 y A280 corresponden a valores de absorbancia a las longitudes de onda

260, 230 y 280 nm, respectivamente.

Condiciones de la muestra Concentracion de ARN (ng/pl) A260 A260/A230 A260/A280
Tejido fresco 211,26 £3,8 5,28 £0,09 2,55 2,01
Tejido congelado 32342 +54 8,15+0,13 2,43 2,06
Tejido molido en N2 liquido 1093,12 +7,11 27,76 £ 0,18 1,82 1,91

gen de frutilla ETR . Una vez obtenido el producto
de amplificacion esperado en cada muestra (banda
de 330 pb observable en un gel de agarosa al 1,5
%) se procedio a la deteccion de los virus.

La deteccion se realizo mediante reacciones de
PCR a partir de las muestras de ARN total de cada
planta, sometidas a retrotranscripcion y posterior
amplificacion del control interno. Los resultados
se muestran en la Figura 2.

La presencia de una banda del tamaio esperado
para cada virus se considerd6 como deteccion
positiva. SMoV fue detectado en las 3 plantas de
campo (V1, V2 'y V3) debido a la presencia de una
bandade 717 pb. SCV fue detectado en 2 de plantas
de campo (V1 y V2) debido a la presencia de una
banda de 498 pb. SMYEV también fue detectado
en 2 plantas de campo (V1 y V3) debido a la
presencia de un producto de amplificacion de 529
pb. SPV1 no se detectd en ninguna de las plantas
evaluadas. Ninguno de los virus fue detectado en
las 3 plantas asintomaticas de frutilla provenientes

T+ Vi V2

del LCTV (A1, A2 y A3). Las bandas de tamafio
esperado para los 4 virus, incluyendo SPV1 (821
pb), fueron observadas en la muestra incluida
como testigo positivo de los 4 virus procedente del
IPAVE-INTA, validando los resultados obtenidos.

Finalmente, considerando los resultados
obtenidos en el presente trabajo se resumen las
consideraciones a tener en cuenta para realizar
una correcta extraccion de ARN total de hojas
frutilla con rendimiento, pureza e integridad
aceptable para el diagnostico de virus mediante
PCR convencional. La disrupcion de la muestra
con nitrogeno liquido es imprescindible para
una correcta extraccion de ARN. Luego, de la
retrotranscripcion de los ARNm de cada muestra
utilizando cebadores random hexamers, se
debe realizar el control interno de cada muestra
de ADNc mediante una reaccion de PCR con
cebadores especificos para un gen de Fragaria
X ananassa. Solo en aquellas muestras positivas
para control interno se procederd a la deteccion

V3 Al A2 A3

-

[=]
=
[75)

++++ -+ ++ -+ + -

+ -+ T

Figura 2. Deteccion de virus en muestras de plantas de frutilla mediante reacciones de PCR usando cebadores especificos.
Las bandas esperadas para cada virus fueron: 821 pb para SPV1, 717 pb para SMoV, 498 pb para SCV y 529 pb para SMYEV.
Se evaluaron tres plantas de campo (V1, V2 y V3) y tres plantas asintomaticas provenientes del LCTV (A1, A2 y A3). T+,
testigo positivo para los cuatro virus proveniente de [IPAVE-INTA. Los productos de amplificacion fueron visualizados en gel
de agarosa al 1,5 % y tefiidos con Gel-Red. La presencia (+) o ausencia (-) de la correspondiente banda de tamafio esperado
para cada virus se consideré como deteccion positiva o negativa para dicho patdgeno, respectivamente. MM, marcador de peso
molecular de 100 pb.
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individual de los virus SPV1, SMoV, SMYEV
y SCV por reacciones de PCR con cebadores
especificos disefiados en el presente trabajo. Tanto
para la reaccion del control interno como para las
reacciones de deteccion de virus deben incluirse
sus respectivos controles positivos.

Discusion

Extraccion de ARN de frutilla con rendimiento y
pureza adecuados para la deteccion de virus

La extraccion de ARN de cualquier organismo
requiererecaudos especialesdebido principalmente
a la elevada probabilidad de contaminaciones con
ARNasas exogenas que rapidamente degradan la
muestra. En el caso de deteccion de patdgenos
cuyo material genético es ARN es imprescindible
optimizar el proceso de extraccion de los acidos
ribonucleicos para evitar obtener falsos negativos
debido a la degradacion de los mismos (NIMF
27). Ademas se debe considerar que la deficiente
calidad del ARN obtenido a partir de hojas de
frutilla estd asociada principalmente al gran
contenido de hidratos de carbono y de compuestos
fenolicos en los tejidos. Tales metabolitos
interfieren e inhiben las posteriores reacciones
enzimaticas, retrotranscripcion y PCR, usadas
para el diagnostico de virus. Por tales motivos
normalmente no se utilizan para muestras de
frutilla protocolos estdndares de extraccion de
acidos nucléicos (Rapley y Heptinstall, 1998;
Yu et al., 2012; Ferriol-Marchena et al., 2015).
Previamente en nuestro laboratorio se compararon
las eficiencias de extraccion de ARN de frutilla
utilizando diferentes kits comerciales, obteniendo
excelentes resultados con el kit indicado en la
seccion Materiales y Métodos.

De acuerdo con los resultados del presente
trabajo, la extraccion de ARN a partir de hojas de
plantas de frutilla molidas en nitrogeno liquido
permite obtener mejor rendimiento respecto
al obtenido a partir de tejido fresco y de hojas
congeladas a -70 °C.

La comparacion de pureza y rendimiento del
ARN total extraido muestra mayor concentracion
de ARN cuando las hojas de frutilla son molidas
en nitrégeno liquido y conservadas a -70 °C.
Respecto a la pureza del ARN, todas las muestras
presentaron valores de A260/A230 y A260/A280
comprendidos dentro de los rangos aceptables
para RT-PCR. La primera relacion indica si la
muestra esta contaminada con polisacaridos y

otras sustancias (Ferriol-Marchena et al., 2015). A
pesar de que el valor de A260/A230 es levemente
inferior a 2 para la muestra molida en nitrogeno
liquido, consideramos que es aceptable para
las posteriores aplicaciones, considerando las
dificultades que presenta la purificacion de acidos
nucleicos a partir de frutilla (Ferriol-Marchena et
al., 2015). Cabe agregar que la precipitacion con
acetato de sodio y etanol usado en el presente
trabajo es un método facil recomendado para la
purificacion y concentracion de ARN (Walker
y Lorsch, 2013; Green y Sambrook, 2020), y
sumado a los posteriores lavados con etanol 70 %
y etanol absoluto permitieron reducir el contenido
de contaminaciones en las muestras aumentando el
valor de la relacion de absorbancias 260/230 nm.
Las mismas consideraciones pueden aplicarse a la
relacion A260/280 que considera la contaminacion
con proteinas.

Por otra parte, el empleo de un par de cebadores
para la identificacion del gen ETRI de frutilla
como control interno de PCR, fue eficaz para
confirmar la eficiencia de la retrotranscripcion
de las muestras de ARN a ADNc y por lo tanto
ser aptas para ser utilizadas en la deteccion de
virus por PCR convencional, ya que en todos
los casos hubo amplificacion del fragmento de
330 pb correspondiente para este gen. El control
interno es un paso imprescindible para descartar
la posibilidad de falsos negativos debido a un bajo
rendimiento y/o la degradacion de los ARNm, y/o
a la presencia de inhibidores sobre las reacciones
de RT-PCR (NIMF 27).

Diagnostico molecular de virus en frutilla usando
cebadores diseriados en el presente trabajo

Previamente en nuestro grupo de trabajo se
realizaron ensayos de deteccion de virus en
frutilla usando cebadores disefiados por otros
autores (incluso variando distintos factores como
la concentracion de ADNc molde, de cebadores y
de dNTPs, temperaturas de anillado) pero no se
obtuvieron resultados confiables y reproducibles.
Por tal motivo se disefiaron nuevos cebadores
seleccionando aquellos con Tm similar.

La obtencion de productos de amplificacion
con los tamafios correspondientes para los virus
analizados en este trabajo sugiere la presencia
de estos patogenos en las plantas analizadas. En
las muestras de plantas colectadas a campo (V1,
V2 y V3) pudieron detectarse tres de los cuatro
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virus reportados en Argentina (SMoV, SMYEV
y SCV). La presencia de una banda de tamafio
esperado para SPV1 en la muestra testigo positivo
proveniente de IPAVE-INTA demuestra que los
cebadores disefiados en el presente ensayo para
SPV1 son adecuados para la deteccion de dicho
virus. Por lo tanto SPV1 no estaria presente en las
plantas de campo sintomaticas ni en las plantas
asintomaticas del LCTV analizadas. Luciani et
al. (2018) estudiaron la incidencia y prevalencia
de SPV1, SMoV, SCV y SMYEV en cultivos de
frutilla de 3 diferentes regiones de Argentina.
Luego de SCV, SPV1 es el virus de menor
incidencia y prevalencia en Argentina, detectado
principalmente en Coronda (Santa Fé) y Mar del
Plata (Buenos Aires) en comparacion a Lules
(Tucuman). Dicha distribucion de SPV1 estaria
positivamente relacionada a las precipitaciones
de la region. Estas correlaciones descriptas por
Luciani et al. (2018) explicarian porque no
pudo detectarse SPV1 en las plantas de campo
colectadas en el presente ensayo.

Un valor de identidad del 100 % entre cada
cebador disefiado en el presente trabajo y la
correspondiente secuencia genomica del patdogeno,
los bajos valores de porcentaje de identidad de
cada cebador y la secuencia genomica del resto
de los patogenos (detallado en Materiales y
Métodos), sumado a la visualizacion de bandas
de tamafio esperado para cada patdgeno, denotan
una elevada especificidad de cada cebador para
la deteccion de cada uno de los virus prevalentes
en nuestro pais. La presencia de productos de
amplificacion de diferente tamafio al esperado
en las plantas positivas para SCV no serian
producto de hibridacion cruzada con el genoma
de los otros virus estudiados de acuerdo al
analisis bioinformatico homologia de secuencias,
tampoco seria producto de la hibridacion de los
cebadores con secuencias propias de frutilla ya
que no se observo amplificacion alguna en las
plantas asintomaticas. Segiin nuestro criterio, solo
la presencia de una banda de 498 pb usando los
cebadores para SCV indicaria la deteccion positiva
de dicho virus en la muestra analizada.

Conclusiones

Se optimiz6 la extraccion de ARN a partir
de hojas de frutilla alcanzando rendimientos y
purezas adecuados para el diagnostico molecular
de virus.

Se optimizo la deteccion molecular de los cuatro
virus relevantes en Argentina (SPV1, SMoV, SCV
y SMYEV) a partir de hojas de frutilla, mediante
RT-PCR, usando cebadores disefiados en el
presente plan de trabajo.

En plantas sintomaticas que provenian del
campo logréd detectarse SMoV, SCV y SMYEYV,
mientras que la deteccion de SPV1 fue positiva
solo en la muestra testigo positivo proveniente de
IPAVE-INTA.

Analisis bioinformaticos permitieron inferir una
elevada especificidad de los cebadores para los
correspondientes patogenos.
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