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Introduccion

El programa de Recursos Genéticos del CIAT conserva tres
colecciones de importancia econémica: frijol con 37.938
accesiones, forrajes con 22.694 y yuca con 6.155. Una de
las responsabilidades del banco de germoplasma es asegu-
rar la calidad fitosanitaria de las colecciones conservadas y
realizar una distribucion segura a nivel nacional e interna-
cional. Para la yuca, el Laboratorio Sanidad de Germoplas-
ma realiza la certificacion sanitaria para tres enfermedades
cuarentenarias: Virus X (CsXV), Mosaico comun de la yuca
(CsCMV) y la enfermedad del cuero de sapo (CsFSD). En
esta ultima, se asocian cuatro especies virales: Cassava
frogskin-associated virus (CsFSaV), Cassava new alpha-
flexivirus (CsNAV), Cassava Polero-like virus (CsPLV), Cas-
sava torrado-like virus (CsTLV) y un fitoplasma del grupo
163rlll- L. Actualmente el diagnostico es realizado con PCR
convencional (CsNAV, CsPLV y CsTLV), PCR en tiempo real
(CsFSaV) y LAMP (fitoplasma 16SrllI-L).

Para asegurar la certificacion sanitaria es necesario actuali-
zar las diferentes técnicas de diagnoéstico buscando una
mayor sensibilidad en la deteccion del patdégeno, por esta
razon se implemento6 la técnica gPCR para el diagnostico
del virus CsPLV en el equipo Rotor gene-Q, lo que permitio
su deteccion en un mayor nimero de muestras y una
mayor sensibilidad en comparacion con la PCR convencio-
nal.
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2. Metodologia

2.1 Preparacion de curva estandar

. LEl estandar utilizado correspondi6 a un plasmido
clonado con ADNc de CsPLV
Se realizaron 8 diluciones seriadas

Factor de dilucion: 0.1

Perfil de amplificacion:

1. Desnaturalizacion inicial a 95 °C por 2 mi-
nutos, 2. 40 ciclos de una desnaturalizacion a
95 °C por 15 segundos 3. alineamiento y ex-
tension a 58 °C por 1 minuto.

Master Mix

Solucion de
cebadores
/sonda

Luteo-gPCR-R

Agua

2.2 Evaluacion de muestras de
yvuca con gPCR

Comparacion de resultados
entre PCR y gPCR

9

2.1.1 Extraccion de RNA
CTAB (Lopez et al., 2006).

2

2.1.2 Sintesis de cDNA
PCR Control Interno.

Evaluacion

Controles:
Positivo: Plasmido
clonado con ADNc
de CsPLV
Negativo:
Secundina Sana y
blanco: Mix de
reaccion

> Al

gPCR - Rotor Gene Q

lé Confirmacion de resultados:
Las muestras obtenidas positivas fueron confirmadas mediante secuenciacion.

5-AGAAGGCGAAGAAGACGAAA-3
gPCR

5-CGCCCTCCAATTGCGCTTCT-3

Luteo-gPCR-F

Luteo-FAM-BHQ1

CsPLV-R3 5-TGGTTGACAGCTGTTTCAGAGG-3’

Tabla 2. Cebadores especificos para el diagnéstico de CsPLV (Carvajal et al., 2014)

3. Resultados y discusiones
3.1 Curva estandar
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Figura 1.

Cycling A.Green (Page 1):
1 R=0.99454
R*2=0.98911
| M=-2.821
B=14.724
| Efficiency=1.26

Curva estandar donde se observan 9 curvas de amplificacion con diferentes CTs, correspondientes a las primeras dilu-
ciones, el control negativo y blanco no marcaron CT, la curva present6 una eficiencia de 1.26 con un coeficiente de re-
lacion (R2) de 0.98, valores que indican que hay una alta correlacion lineal entre la concentracion de las diluciones y

la senal del equipo.
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PCR en tiempo real (gPCR) para CsPLV
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Figura 2.

Resultado de g-PCR para el diagnostico de CsPLV, en donde se observan tres curvas de amplificacion: 1. con CT No
12.82 que corresponde al primer control positivo, 2. Con CT No 13.23 correspondiente al segundo control positivo
y 3. Con CT No 21.43 correspondiente a una muestra. Se consideran positivas todas las muestras con CTs menores

a 3b.

3.3 Comparaclion de resultados entre .

Como método de confirmacion, las muestras

200
obtenidas positivas con gPCR fueron enviadas a
secuenciar. Posteriormente se realizo una com-
paracion con base de datos por medio de la he-
rramienta BLAST, las muestras presentaron una
identidad mayor al 90% para Cassava polero-li-
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ke virus, lo que demuestra que la gPCR presenta
mayor sensibilidad y por lo tanto un mayor por-
centaje de deteccion para este patdogeno.
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Figura 3.

DCR v qPCR
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gPCR

B Muestras Positivas

Resultados de 204 materiales evaluados mediante qPCR: Se obtuvieron 83 (40%) muestras positivas, mientras que

por PCR solo 4 (2%) fueron detectadas.

Conclusiones

Con las condiciones de reaccion y amplificacion implementadas para gPCR,

se logr6 la amplifica-

cion de controles positivos para CsPLV (Plasmido) y la obtencion de controles negativos confiables

en el diagnostico de este virus.
En la comparacion de las metodologias evaluadas, la gPCR mostré un 40% d

e sensibilidad frente a

un 2% de la PCR convencional, disminuyendo ademas el tiempo de evaluacion lo que contribuye
con la mejora de los procesos de diagndstico en cuanto a eficiencia y sensibilidad garantizando asi

una distribucion mas segura del germoplasma de yuca.
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Este Poster fue presentado en el XXXIV Congreso Colombiano de Fitopatologia, realizado en AGROSAVIA C.| TIBAITATA — Mosquera, Bogota.





