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Deteccion molecular de potyvirus en hojas y minibulbillos
de ajo, Allium sativum, asociados a un programa
de produccion de semilla limpia

Molecular detection of potyvirus in leaves and small bulbs of garlic,
Allium sativum, associated a clean seed production program

Parra-Fuentes, M.", Reyes-Perdomo, C."", Herndndez-Ferndndez, J."

Resumen

El ajo (Allium sativum L) se reproduce vegetativamente utilizando bulbillos, condiciéon que favorece la propagacion
de enfermedades, especialmente bacterias, hongos y virus que afectan la calidad y el rendimiento del cultivo. Por
este motivo se implementé la identificacion molecular por RT-PCR de los potyvirus LYSV y OYDV en el sistema de
produccion de semilla limpia de ajo en tres clones nacionales. En la fase de produccién de semilla limpia mediante
micropropagacion, se estandarizé el establecimiento de meristemos de ajo. La presencia de potyvirus se analizé en
586 plantulas mediante ELISA y en 70 por RT-PCR. Para la RT-PCR se extrajo ARN a partir de microbulbillos y hojas de
plantulas, obteniéndose 1.7 a 226 ng/microlitro de ARN y se sintetiz6 entre 35 a 50 ng de cADN. Los resultados ob-
tenidos mostraron que el protocolo de desinfeccion produjo una viabilidad del 73.6%. El anélisis ELISA presenté un
saneamiento del 96.1% de las plantulas a potyvirus, mientras que con RT-PCR se identifico la presencia de LYSV en el
8.6% de las muestras evaluadas. El virus del enanismo amarrillo de la cebolla (OYDV) no fue detectado en ninguna de
las muestras. Los resultados muestran que el cultivo in vitro de meristemos de ajo es una excelente alternativa para la
produccion de semilla, mostrando un 92% de eficiencia. Ademas, validan el diagnédstico eficiente del potyvirus LYSV
en hojas y microbulbillos de ajo.
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Abstract

Garlic (Allium sativum L), reproduces vegetatively using bulbils, condition that favors the spread of diseases, espe-
cially bacteria, fungi and viruses, which affect the quality and crop yield. For this reason, the molecular identification
by RT-PCR of potyvirus: LYSV and OYDV in the production system of clean seed garlic of three national clones were
implemented. In the production phase of clean seed was establishing garlic meristems micropropagation. Potyvirus
presence in 586 seedlings was analyzed by ELISA and for RT-PCR in 70. RNA was extracted from leaves and small bulbs,
yielding 1.7 to 226 ng/ul, and with this RNA, between 35 to 50 ng of cDNA. The results showed that the disinfection
protocol produced a 73.6% viability of plants. ELISA analysis showed 96% sanitation of seedling to potyvirus, whe-
reas, Leek Yellow Strip Virus, LYSV was identified in 8.6% of samples used RT-PCR methodology. Onion yellow dwarf
virus (OYDV) was not detected in any sample. The results show that the in vitro culture of meristem of garlic, is an
excellent alternative for seed production, showing a 92% efficiency. Moreover, efficient diagnostics of LYSV potyvirus
was validated in leaves and small bulbs of garlic.

Key words: Allium sativum, ELISA, micropropagation, LSYV, potyvirus, OYDV, RT-PCR.

Recibido: octubre 18 de 2013 Aprobado: octubre 1 de 2014

* %

Universidad Jorge Tadeo Lozano, Facultad de Ciencias e Ingenieria. Centro de Biosistemas. Grupo de Investigacién, Desarrollo en Horticul-
tura Sostenible.

Universidad Jorge Tadeo Lozano, Facultad de Ciencias e Ingenieria. Grupo de Investigacion GENBIMOL “Genética, Biologia Moleculary
Bioinformdtica”, Cra. 4 No 22-61, Bogotd, D.C., Colombia.

Autor para correspondencia: javier.hernandez@utadeo.edu.co

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XVI No. 2 Diciembre 2014 30-36 30



Introduccién

El ajo (Allium sativum L) contiene sustancias nutritivas
como calcio, hierro y vitamina C, ademas de alicina
y diferentes sulfatos que lo hacen atractivo a nivel
culinario, agroindustrial y medicinal (Metwally et al.,
2012). El ajo es una especie de reproduccion agamica
que no posee semilla botanica, siendo estrictamente
apomictica (Mdjica y Mogollon, 2004; Pardo et al.,
2011). Su propagacion se realiza de manera vegetati-
va a través de bulbillos (Torres et al., 2000; Pardo et al.,
2011; Metwally et al,, 2012), lo cual favorece la trans-
mision y acumulacion de virus (Davis, 1995; Lunello
et al, 2005) hongos, bacterias y nematodos (Burba,
1992), produciendo enfermedades sistémicas entre
generaciones. El Ministerio de Agricultura y Desarrollo
Rural report6 para el ano 2007 en Colombia, 375 ha
sembradas con una produccién de 4.300 t y un rendi-
miento de 11.5 tha'. Pese a la poca area cultivada hay
un aumento notable en el consumo, el cual ha llevado
a la importacion de mas del 90% del ajo para consu-
mo interno (Pinzén, 2009).

En el cultivo de ajo, los patégenos, especialmente los
virus se acumulan dentro de los tejidos y se propa-
gan durante cada ciclo, reduciendo el rendimiento y
afectando la calidad de los bulbos (Torres et al., 2000;
Fajardo et al, 2001). Por lo general, la presencia de
virus se presenta como un complejo viral compuesto
por dos o mas carlavirus y/o potyvirus (Van Dijk, 1993;
Melo Filho et al, 2004) que causan un mosaico de
sintomas y generan en la planta una infeccion croni-
ca, mas no mortal. La familia Potyviridae que debe su
nombre al grupo de Potato Virus, o virus de la papa,
es la mas grande dentro de los grupos de virus de im-
portancia econémica (Chung et al., 2008; Danci et al.,
2009), que causan enfermedades en una amplia gama
de cultivos (Shukla et al., 1994). Los virus de los 6 gé-
neros de Potyviridae (Adams et al., 2005) son transmiti-
dos por insectos vectores como afidos, mosca blanca,
hongos y acaros eriéfidos, o a través de las estructuras
reproductivas de la especie vegetal (Berger, 2001). Los
potyvirus son el género mas grande de esta familia con
mas de 100 especies y se transmiten por afidos, e in-
clusive, por medios mecanicos (Danci et al., 2009).

El virus del enanismo amarrillo de la cebolla (OYDV por
sus siglas en inglés Onion Yellow Dwarf Virus) y el ra-
yado amarrillo del puerro (LYSV por sus siglas en inglés
Leek Yellow Strip Virus) son los potyvirus que mas afec-
tan cultivos del genero Allium (Van Dijk, 1993; Barg et
al, 1997; Chen et al,, 2001), siendo dificiles de eliminar
una vez infectan la planta (Walkey, 1989; Bai et al,
2010). Las enfermedades causadas por virus reportan
perdidas en el rendimiento del 25-50%, dependiendo
del cultivar (Messiaen et al., 1981; Lot et al., 1998; Ha-
que, 2003) y disminucion en el peso y tamano de los
bulbillos a causa de OYDV del 24-60% y por LYSV del
17-54% (Lot et al., 1998).

Actualmente, se ha desarrollado un gran interés por la
obtencién de semilla limpia y libre de virus de acuerdo
a los estandares de calidad, mercadeo y presentacion
de los productos a nivel internacional (Lunello et al,
2005). Entre las diversas técnicas que permiten eliminar
estos agentes infecciosos se encuentran el cultivo de
meristemos, aplicacion de termoterapia (Hernandez y
Mancipe, 1995; Varés vy lglesias, 2005) o electrotera-
pia (Hernandez et al., 1997) y el cultivo de meristemos
combinado con termoterapia (Verbeek et al, 1995). La
técnica de cultivo de tejidos a través del aislamiento
de meristemos permite la propagacién de plantulas li-
bres de patégenos bajo condiciones de asepsia (Pérez,
1998) y favorece la posibilidad de obtener semilla lim-
pia de alta calidad, aumentando la producciéon y ren-
dimiento de los cultivos (Conci et al., 1986; Walkey et
al., 1987; Conci y Nome 1991; Verbeek et al., 1995).
La termoterapia es un método eficaz y de facil apli-
cacion para la erradicacion de patégenos (bacterias,
hongos, nematodos, virus y fitoplasmas) en material
vegetal utilizado en la reproduccion vegetativa (Varés
et al, 2009), sin embargo, la sensibilidad de algunos
cultivares a las altas temperaturas y la ineficiencia en
la erradicacion de ciertos patégenos (Guillen, 2007)
limitan el uso de este tratamiento.

La aplicacién de técnicas de diagnéstico como la prue-
ba inmunoenzimatica conocida como ELISA (Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay), asi como, el andlisis
ISEM (microscopia electrénica de inmunoabsorbancia)
permiten identificar el estado fitosanitario de las plan-
tulas obtenidas por cultivo in vitro (Hernandez et al.,
2002). Sin embargo, aunque la técnica ELISA es favore-
cida por el analisis rapido y el facil uso para procesar
una gran cantidad de muestras, su deteccion es limita-
da y frecuentemente produce falsos negativos (Con-
ci, 1997), mientras que la técnica ISEM desarrolla un
escrutinio de una gran cantidad de muestras en poco
tiempo (Walkey et al., 1990), pero requiere personal
calificado y laboratorios equipados (Salazar, 1995).

La transcripcion reversa acoplada a la reacciéon en ca-
dena de la polimerasa (RT-PCR) consiste en la sintesis
de ADN complementario (CADN) a partir de ARN, uti-
lizando una transcriptasa reversa retroviral (Prediger,
2001). La RT-PCR es un método sensible que permite
identificar virus en plantas (Dovas et al., 2001; Melo
Filho et al, 2004). Con esta técnica se han desarro-
llado varias investigaciones sobre deteccion de virus
en ajo (Tsuneyoshiy Sumi, 1996; Takaichi et al., 1998;
Ayabe y Sumi, 2001; Dovas et al., 2001; Shiboleth et
al., 2001; Lunello, 2004; Park et al., 2005; Arya et al.,
2006; Majumder et al., 2008; Oleas, 2013). La RT-
PCR es considerada una alternativa novedosa para la
deteccion de virus en bajas concentraciones (Lunello,
2005).

El objetivo de este estudio fue identificar molecular-
mente los potyvirus LYSV y OYDV utilizando RT-PCR
para certificar la produccién, por cultivo in vitro de
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meristemos, de semilla limpia de ajo en tres clones na-
cionales.

Materiales y métodos

Material vegetal: se utilizaron tres clones nacionales
de ajo provenientes de Cerrito (Santander), Santa Rosa
de Viterbo (Boyacd) y la Sabana de Bogota, cuya semi-
lla fue seleccionada con los agricultores en las zonas
de produccién luego de evaluar la apariencia y esta-
do sanitario, asi como las caracteristicas agronémicas
de produccion y rendimiento. Los bulbillos se desin-
fectaron con solucién jabon antibacterial comercial
al 10% durante 5 min, etanol al 70% durante 30 s,
hipoclorito de calcio (1gL") por 10 min e hipoclorito
de sodio (0.1%) por 15 min. Los meristemos aislados
del segmento basal de los bulbillos se inocularon asép-
ticamente en medio de cultivo formulado con sales
MS (Murashige y Skoog, 1962), suplementado con
0.5 mglL' de acido naftalen acético (ANA), 0.6 mgL
de 2-Isopentil adenina (2ip), 3% de sacarosa'y 9.5 gL
de agar PTC (PhytoTechnology Laboratories). El creci-
miento de los explantes se realiz6 a una temperatura
de 25+3°C y fotoperiodo de 16 horas luz.

Identificacion de potyvirus mediante ELISA: se uti-
lizo el kit Potyvirus Group CAB 27200/0500 (Agdia
inc®, Elkart, E.U.A.) para determinar mediante la téc-
nica inmunoenzimatica ELISA indirecto (Koenig, 1981)
la presencia de potyvirus en 586 muestras foliares de
plantulas in vitro y en 6 muestras foliares de plantas
cultivadas en campo como control positivo. El andlisis
se realizé por duplicado para confirmacion de resul-
tados.

Andlisis molecular por RT-PCR

Material biologico: 70 muestras de hojas y bulbillos
de ajo cultivados in vitro se conservaron en RNALater
(Ambion Inc. Woodwart St. Austin, Texas, USA) para
evitar la degradacion del ARN.

Aislamiento y purificacion del ARN: se extrajo ARN
a partir de fragmentos de tejido de aproximadamente
60 a 100 mg. El tejido fue macerado en morteros de
porcelana estériles utilizando nitrégeno liquido bajo
una camara de flujo horizontal LABCONCO Class |l
Tipo A2 (Kansas, E.U.A.) en condiciones de asepsia.
El tejido pulverizado se utilizé para la extraccion del
ARN utilizando el Kit NucleoSpin RNA/Protein (Ma-
cherey-Nagel, Diren, Germany), siguiendo las especi-
ficaciones de la casa comercial fabricante. El ARN se
observé después de una electroforesis en gel de aga-
rosa al 1%, tefido con bromuro de etidio (2 pg/ml). El
gel se fotografié empleando el fotodocumentador UVP
GelDoc-It™ System y se analizé con el programa Vi-
sionWorks LS Image Acquisition and Analysis Software
(UVP, Upland, E.U.A.). A continuacién, se determind la
concentracion de ARN con el equipo NanoDrop 1000

Spectrophotometer y se registré con el programa ND-
1000 V3.7.1 (Thermo Scientific, Denver, E.U.A.).

Sintesis de ADN complementario (cADN): el cADN
fue sintetizado utilizando el kit RETROscript Reverse
Transcription for RT-PCR (Ambion Inc., Woodwart St.,
Austin-Texas, E.U.A.), preparado en un volumen final
de 30 pl, el cual contenia 1.2 pM de oligo (dT), 1X
de tampon de RT (Tris-HCI 100 mM, pH:8.3; KCI 500
mM y MgCl; 15 mM), 2.5 mM de la mezcla de deo-
xinucleotidos (ANTP”s), 10 unidades del inhibidor de
RNase y 100 unidades de la enzima RT-MMLV (Rever-
se Transcriptase - Moloney Murine Leukemia Virus).
La reaccién se llevé a cabo en un termociclador de
bloque PTC-100 Peltier Thermal Cycler (M.). Research,
Waltham, E.U.A.) utilizando un programa que com-
prendiéo 30 min a 44°C, 15 min a 50°C y finalmente
15 min a 55°C. Posteriormente, se incubé 10 min a
92°C para inactivar la enzima.

PCR para la deteccion de virus: se realizé la estan-
darizacién de las concentraciones de la enzima Taq
Polimerasa y de cADN requeridas para la adecuada
amplificacion de la banda especifica para los virus
LYSV y OYDV. Se evalué la amplificacién de 2 mues-
tras de ajo en una reaccion de PCR con concentra-
ciones de Taq polimerasa entre 1 a 2.5 U y entre 0,5
y 0,8 mg/ml de cADN. Ademads, se adicionaron 2.5
mM de dNTP’s y 1 pM de oligonucleétidos directo
10YDV (5 TTA CAT TCT AATACC AAG CA 37) y
reverso 20YDV (5°"GCA GGA GAT GGG GAG GAC
GC 37) para identificar el virus del enanismo amarrillo
de la cebolla (OYDV) y de los oligonucleétidos direc-
to TLYSV (5"TCA CTG CAT ATG CGC ACC AT 37)
y reverso 2LYSV (5"GCA CCA TAC AGT GAA TTIG
AG 37), para identificar el virus del rayado amarrillo
del puerro (LYSV) previamente descritos (Fajardo et al.,
2001). Se utiliz6 como control positivo para los virus
LYSV y OYDV la muestra de cDNA obtenida a partir
de una planta de ajo cultivada en campo que presenta-
ba los sintomas virales caracteristicos. Con las concen-
traciones de Taq Polimerasa y cADN estandarizadas
se realizo la evaluacion de presencia de los virus a las
muestras de microbulbillos.

La reaccién se llevé a cabo en un termociclador de
bloque PTC-100 Peltier Thermal Cycler (M.). Research,
Madison, E.U.A.) utilizando un programa que com-
prendié una fase inicial de desnaturalizacion de 94°C
por 4 min y 35 ciclos de amplificacion de 94°C por
30's, 50°C por 1 miny 72°C por 1 min. Los productos
de amplificaciéon se revelaron en una camara de elec-
troforesis Gel XL ultra V-2 (Labnet international, Inc.
Bioscience Research, New Jersey, E.U.A.) utilizando
geles de agarosa al 1% (Seaken), corridos por 30 min
a 100 v. Los geles fueron fotografiados con el fotodo-
cumentador UVP Gel-Doc-ITTM imaging system (UVP
LSC. Upland, E.U.A.) y se analizaron con el programa
VisionWorks LS Image Acquisition and Analysis Soft-
ware (UVP, Upland, E.U.A.).
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Resultados y discusién

Un total de 730 meristemos fueron introducidos. La
desinfeccion realizada a los bulbillos produjo 100% de
explantes libres de contaminacién bacteriana o fingi-
ca. Se presentaron pérdidas en 31% de los explantes
introducidos, 18% de los meristemos se perdieron por
muerte del tejido o viabilidad (figura 1). Los porcenta-
jes de establecimiento permiten validar la produccion
in vitro de ajo en los clones Cerrito, Santa Rosa y Bo-
gota (figura 1). El 71% de las plantulas establecidas en
medio de cultivo suplementado con los reguladores
2ip y ANA, mostraron después de cuatro semanas
una adecuada formacién y vigor conforme a los re-
querimientos de la etapa, presentando caracteristicas
deseables como una altura promedio de 1.5 cm, y el
desarrollo de plantulas con 2.5 hojas por plantula y sin
raices.

100 = Esuablecimiento
%0 4 @ Perdida

Porcentaje
-
=]

Cerrito Santa Rosa Bogoti
Clones

Figura 1. Porcentaje de establecimiento y perdida en tres clo-
nes nacionales de ajo introducidos in vitro. No se presentan
diferencias significativas entre los 3 clones para las variables
analizadas. Para las variables porcentaje de establecimiento
y pérdida el valor de F=0.79 y 1.87, el valor de P= 0.483 y
0.1783 y el coeficiente de variacién = 17.91 y 37.97 respecti-
vamente. El error experimental para los clones Cerrito, Santa
Rosa y Bogotd en la variable establecimiento fue =5.34, 4.71
y 2.26, respectivamente, mientras que para la variable perdi-
da fue =4.69, 4.71y 2.26.

Los resultados obtenidos con el analisis ELISA, me-
diante anticuerpos policlonales contra el grupo poti-
virus, identificaron 23 plantulas infectadas (3.9%), las
restantes 563 plantulas (96.1%) dieron negativo para
la presencia de potyvirus, mostrando un resultado sa-
tisfactorio del tratamiento realizado. De otra parte, las
plantas provenientes de campo fueron positivas para
la presencia de potyvirus, confirmando la infeccién
del material inicial. Este resultado esta de acuerdo con
estudios previos, donde semilla de ajo colombiano
de las variedades Rubi-1 y Criollo presentaban 100%
de la semilla donante infectada con potyvirus (Parra,
2006), asi mismo, Torres et al. (2000) identificaron que
el material donante de semilla del clon Amarante se
hallaba infectado 100% por virus, mientras que Alva-
rado (2001) detect6 la presencia de potyvirus en el
57 y 75% en los materiales donantes de ajo Chino,

California y Perla. El alto porcentaje de saneamiento
alcanzado en esta fase de este estudio, permite con-
cluir inicialmente que el proceso de produccién de
plantulas por cultivo in vitro de meristemos permite la
obtencién de semilla limpia.

En otros estudios realizados, en donde también se
utilizé el cultivo de meristemos in vitro y ELISA para
evaluar la presencia de potyvirus, se observé un sanea-
miento en las variedades de ajo Rubi-1 en 87% y de
ajo criollo en un 66% (Parra, 2006), resultado que esta
de acuerdo con los obtenidos en este estudio. Por el
contrario, Pérez et al. (2008) encontraron porcentajes
de infeccién de 78 y 90% de los potyvirus OYDV y
LYSV, respectivamente, en diferentes materiales obte-
nidos a partir de meristemos.

Debido a que el proceso de saneamiento viral a través
del cultivo de meristemos no es 100% eficiente (Shi-
boleth et al., 2001), es necesario el andlisis para cada
uno de los virus a fin de detectar las plantas que estan
realmente libres de virus. Adicionalmente, las concen-
traciones de los virus en las plantulas “in vitro” son
muy bajas, por ello, es importante utilizar métodos de
diagnostico de alta sensibilidad e incluso utilizar técni-
cas combinadas (Conci, 2004).

Analisis molecular

El método utilizado en este estudio buscaba detectar
la presencia de bajas concentraciones de potyvirus a
través de oligonucledtidos especificos, en plantulas
cultivadas a partir de cultivo de meristemos, para ello,
se realizé la extraccion de ARN de 70 muestras de ajo,
obteniéndose concentraciones entre 1.7 y 226 ng/
ul. Se observé que a partir de muestras de bulbillo se
obtienen concentraciones de ARN adecuadas para la
identificacién de los virus (entre 30 y 226 ng/ul), con-
trario a la concentracién de ARN obtenida a partir de
hojas (entre 1.7 y 20 ng/ul).

Se obtuvieron cADNs a partir de los ARN con concen-
traciones entre 0.3 y 2.533 ng/ul, mostrando una alta
variacion de acuerdo con las concentraciones obteni-
das de ARN total. Aunque las concentraciones bajas
de ARN no permitieron obtener una buena cantidad
de cADN, estas pueden producir cADN de mejor ca-
lidad con el uso de cantidades mas altas de dNTP’s al
mejorar la deteccién de las transcripciones especificas
(Williams et al., 1992).

Para la amplificacion de la secuencia de los virus LYSV
y OYDV se realizé una estandarizacion utilizando dife-
rentes concentraciones de la enzima Taq Polimerasa y
de cADN. Las mejores condiciones de amplificacion
se lograron con el uso de 1U de Taq Polimerasa y 0.3-
0.6 mg/ul de cADN, produciendo una banda intensa
y definida (figura 2, carril 2) para el virus LYSV. Para el
virus OYDV ninguna de las combinaciones de Taq y
cADN evaluadas generd la presencia de una banda
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especifica del virus, lo cual pudo deberse a la ausen-
cia del virus en las muestras analizadas, a la necesidad
de realizar ajustes en los parametros de amplificacién
para el virus o que la secuencia de los oligonucledti-
dos no amplifican la region especifica del virus en las
muestras, siendo necesario disefar otros oligonucleé-
tidos.

Para la identificacion del virus LYSV, los resultados ob-
tenidos permitieron observar la amplificacion de una
banda de aproximadamente 335 pb (figura 2, carriles
1y 4 flecha oscura) que identifica la presencia del virus
LYSV en 2 muestras de bulbillos. También se observa-
ron bandas inespecificas (figura 2, carriles 3 y 4 flechas
claras) posiblemente generadas debido a la mayor
concentracion de cADN y de Tag Polimerasa utiliza-
das. En los carriles 6-9 no se produjo ningin producto
de amplificacion que comprueba que estas plantas no
contienen infeccion con ARN del virus OYDV.

REGIORES HOMOLOGAS DEL VIRUS
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Figura 2. Variacién en las concentraciones de la enzima Taq
ADN polimerasa (entre 1-1.5 U) y de cADN (1-2 ml) empleada
en dos muestras de bulbillos. Carriles 1 y 2 muestra PO0O7A
con Taq ADN polimerasa (1y 1.5 U) y cADN (0.3-0.6 mg/ml)
Carriles 3 y 4 muestra 16/2 con Taq ADN polimerasa (2 y 2.5
U)y cADN (1y 2 ml). Carriles 1 al 4 las amplificaciones con
oligonucledtidos reconocen el virus LYSD. Los carriles 6 al 9
contiene las mismas concentraciones de cADN y Taq ADN po-
limerasa empleando oligonucleétidos que reconocen el virus
OYDV. MP: marcador de peso Hyperladder Il (Bioline, Cali-
fornia, USA), carriles 5y 10 pertenecen al negativo y el carril
11 la muestra B2 planta infectada con el virus LYSV (control
positivo).

Korkmaz y Cevik (2009) utilizando los oligonucledti-
dos TLYSV y 2LYSV (Fajardo et al,, 2001), los mismos
utilizados en este estudio, y analizando plantas de pue-
rro (Allium porrum) en Turkia, obtuvieron por RT-PCR
una banda amplificada de 308 pb que al ser secuen-
ciada y comparada por blastn tenia 93% de similaridad
con el virus LYSV reportado en Argentina.

Teniendo estandarizada la reaccion de RT-PCR se pro-
cedié a evaluar 70 de las 592 plantulas provenientes
de cultivo in vitro de tejidos (586) y de casa de malla
(6) seleccionadas al azar. Se obtuvieron amplificacio-

nes por PCR en cuatro de las muestras de cultivo in
vitro y en dos bulbillos cultivados en casa de malla. La
figura 3 muestra la amplificacion especifica obtenida
para las plantas 5, 6, 26 y 32 procedentes de cultivo in
vitro. Se observa claramente una banda de peso apro-
ximado de 335 pb que identifica infeccion por virus
LYSV.

VIRUS LYSV

b

Figura 3. Amplificacién por PCR del virus LYSV presente en 4
muestras de bulbillos producidos in vitro (microbulbillos 5, 6,
26y 32). Electroforesis de agarosa al 1% tefiido con bromuro
de etidio.

El muestreo y andlisis de cada una de las plantulas es-
tablecidas de ajo mediante test ELISA permitié detectar
aquellas plantulas con presencia de potyvirus antes de
realizar el proceso de multiplicacion, sin embargo, se
identific6 y detecté el virus del rayado amarillo del
puerro (LYSV) utilizando el método molecular RT-PCR.
También se confirmd, que las muestras evaluadas no
contienen el virus del enanismo amarillo de la cebolla
(OYDV). Las concentraciones 6ptimas para la produc-
cion de cADN se obtuvieron, en todos los casos, a
partir de muestras de bulbillos, mientras que las con-
centraciones a partir de muestras de hojas fueron muy
bajas. Se recomienda la utilizacion de esta metodolo-
gia para la evaluacion masiva del material obtenido
tanto de plantas in vitro sometidas a tratamientos de
limpieza o saneamiento, como de las plantas prove-
nientes de casa de malla o campo, que requiera la
identificacion y deteccion del virus LYSV, a fin de ga-
rantizar que la propagacion y el cultivo de plantulas se
encuentre libre de patégenos a lo largo del proceso de
produccion in vitro.

Conclusién

El método de deteccion por RT-PCR de potyvirus pue-
de ser utilizado con éxito para supervisar un programa
de produccion de semilla de alta calidad de ajo libre
de potyvirus asociado a un programa eficaz de erradi-
cacion de virus de ajo por cultivo de meristemos.
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