Revista de Proteccion Vegetal

Vol. 40, enero-diciembre 2025
ISSN: 2224-4697, ISSN-L: 1010-2752
Cu-ID: https://cu-id.com/2247/v40e12

CENSA

CENTRO NACIONAL
DE SANIDAD AGROPECUARIA

COMUNICACION CORTA

DETECCION DE BEGOMOVIRUS EN TOMATE (SOLANUM LYCOPERSICUM L.),
UTILIZANDO NANOPARTICULAS MAGNETICAS

Detection of begomovirus in tomato (Solanum lycopersicum L.)
using magnetic nanoparticles

Yamila Martinez-Zubiaur®, “Madelaine Quifiones Pantoja, Teresa Zayas Moreno,

Maria de la Angeles Varela Vazquez, Yenne Marrero Alvarez, ®Heidi Gonzélez Alvarez

Laboratorio de Virologia Vegetal y Molecular. Departamento de Sanidad Vegetal. Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria (CENSA).
Apartado 10. San José de las Lajas. Mayabeque, Cuba.

RESUMEN: El objetivo del presente estudio fue el uso del juego de nanoparticulas magnéticas CEA-NANO* RNA 3.0, para la
extraccion de acidos nucleicos a partir de material vegetal foliar de tomate (Solanum lycopersicum L.), con sintomas de
amarillamiento, encrespamiento y enanismo de las plantas, similares a los descritos para begomovirus. Se realizaron extracciones
de acidos nucleicos utilizando el método previamente establecido en el laboratorio y el método de nanoparticulas magnéticas.
Posterior a la purificacion de los acidos nucleicos se realizo la deteccion por PCR del ADN viral, utilizando cebadores genéricos
para begomovirus. Los resultados por ambos métodos se compararon, obteniéndose una adecuada sensibilidad y especificidad
analitica para la amplificacion de ADN purificados con particulas magnéticas. Se demuestra la factibilidad del uso del juego
CEA-NANO" RNA 3.0 para su uso en la deteccion de begomovirus.
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ABSTRACT: The objective of this study was to use the CEA-NANO+ RNA 3.0 magnetic nanoparticle kit for to extract nucleic
acids from tomato (Solanum Ilycopersicum L.) leaf material with yellowing, curling, and dwarfing, symptoms similar to
begomoviruse infections. Nucleic acid extractions were carried out using a previously established laboratory method and a
magnetic nanoparticles-based method. After nucleic acid purification, viral DNA was detected by PCR with generic begomovirus
primers. The results of both methods were compared, and it was achieved an adequate sensitivity and analytical specificity for
the amplification of DNA purified with magnetic particles. The feasibility of using the CEA-NANO™ RNA 3.0 kit for detection
of begomoviruses was demonstrated.

Keys word: magnetic nanoparticles, nucleic acid, begomovirus, CEA-NANO* RNA 3.0.

Los patogenos de las plantas contindan siendo factor
limitante para los rendimientos agricolas y reducen
significativamente la productividad a nivel mundial,
causando serios problemas para la seguridad y
sostenibilidad alimentaria. En particular, las especies virales
del género Begomovirus de la familia Geminiviridae,
provocan severos y devastadores dafios en cultivos de
importancia econémica como hortalizas, fibras y tubérculos,
con una amplia diversidad molecular y distribucion en zonas
tropicales y subtropicales de todo el planeta (1).

A medida que aumenta la demanda mundial de
produccion de alimentos en un contexto de clima
cambiante, la aplicacion de la nanotecnologia
podria mitigar, de manera sostenible, muchos desafios en
el manejo de enfermedades en humanos, animales y
plantas, mejorando las vias de administracion de farmacos
y productos quimicos y biologicos, promoviendo
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la deteccion rapida de patogenos y contribuyendo a las
transformaciones genéticas (2, 3). En los ultimos afios se
explora su potencial en la deteccion de patdogenos en
plantas, como herramientas de diagnoéstico rapido, para la
deteccion de bacterias, hongos y nematodos y, en menor
medida, para enfermedades virales; emergiendo esta
tecnologia como una herramienta potencial para mejorar la
sensibilidad, precision y rapidez de la identificacion de
patdégenos, con métodos mas rapidos, econdmicos y
precisos (4, 5).

La extraccion de acidos nucleicos es uno de los pasos
fundamentales en las aplicaciones de biologia molecular, es
un requisito previo para muchos experimentos y constituye
un punto critico para el desempefio de los métodos de
diagnoéstico e identificacion de patdégenos en humanos,
animales y plantas dado que su calidad afecta, directamente,
los resultados de la deteccion posterior (6, 7, 8).
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Los métodos tradicionales de extraccion de acidos
nucleicos requieren mucho tiempo, son laboriosos, y los
operarios deben poseer capacitacion, lo cual hace que el
uso de las tecnologias emergentes, como la separacion
magnética, ofrezcan una serie de ventajas entre las que
destacan el reducido tiempo de procesamiento, la ausencia
de reactivos quimicos toxicos, la facilidad en la separacion
y automatizacion, ademas de la separacion de ADN de
contaminantes y desechos celulares. Las perlas magnéticas
(MB) se consideran una herramienta poderosa para la
extraccion de acidos nucleicos y utilizan los principios del
magnetismo para el aislamiento eficiente de suspensiones
bioldgicas. El acoplamiento de propiedades magnéticas
con ligandos especificos en MB, permite la separacion y
purificacion de acidos nucleicos de una forma altamente
eficiente y especifica. Esta técnica ha impulsado una
revolucion tecnoldgica en la investigacion biologica (8, 9)

Durante la pandemia de COVID-19, se dedicaron
esfuerzos a lograr métodos que permitieran realizar
purificaciones de ARN, masivas, eficaces y con disminucion
del tiempo dedicado a este paso y, ante esta necesidad, el
Centro de Estudios Avanzados de Cuba, desarroll6 el sistema
de extraccion magnética CEA-NANO'" RNA 3.0 (10),
con resultados satisfactorios para la purificacion de ARN
en el diagnostico de SARS-CoV-2, que fuera registrado,
posteriormente, por los drganos reguladores del pais (11).

El objetivo del presente estudio fue el uso del juego de
nanoparticulas magnéticas CEA-NANO* RNA 3.0, para
la extraccion de acidos nucleicos a partir de material
vegetal foliar.

Para este estudio se utilizaron tres plantas de tomate
(Solanum Iycopersicum L.) con sintomas de begomovirus a
las cuales se le realiz6 extraccion de ADN segun el protocolo
de CTAB (12)y con el sistema de nanoparticulas magnéticas,
acorde al instructivo de uso del juego de reactivos CEA-
NANO+ RNA 3.0 (10), con modificaciones en el proceso
inicial de homogenizacion del material vegetal, realizandose
a partir de 1 g de material foliar de tomate infectado
macerado en 0,3 ml de PBS pH 7 estéril. Seguidamente
se colectaron 0,2 ml de la suspension y se mezclaron con la
solucién de lisis-union (SLU-RNA3.0) del juego de reactivo
CEA-NANO+ RNA 3.0 y 0,1 ml de NESP-A380. El resto

1 2 3 4 5 6
CTAB CP

del procedimiento se realizd segln el instructivo de uso
de fabricante (10).

La amplificaciéon de los ADN obtenidos, de ambos
métodos, se realizé con los cebadores genéricos AV494/
AC1048 (13) acorde al protocolo estandar para diagnostico
genérico de begomovirus (14). Como control positivo, se
utilizd ADN de planta de tomate infectada, con el aislado
cubano del virus del encrespamiento amarillo de la hoja
del tomate (TYLCV), especie Begomovirus coheni (15), del
banco de ADN controles del laboratorio de Virologia Vegetal
y Molecular del Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria.
Como control negativo, se utilizo ADN extraido por el
método de nanoparticulas magnéticas, a partir de grelos de
papa infectadas con Pectobaterium carotova y un control del
proceso de PCR (mezcla de PCR sin ADN molde).

En la figura 1 se observa el fragmento de ADN
amplificado en las tres muestras de campo, con el tamafio
esperado de aproximadamente 580 pb, coincidente con
el fragmento obtenido de la extraccion con CTAB. Se
observo que, en la extraccion con CTAB, la amplificacion
fue obtenida solo en la dilucion 1/10 a partir del ADN
obtenido; mientras que, con el juego CEA-NANO* RNA
3.0, se obtuvo amplificacion en diluciones 1/10 y 1/20.
La especificidad diagndstica fue adecuada, dado que no se
observo amplificacion en los controles negativos utilizados.

La cuantificacion de ADN se dificulta, con la extraccion
mediante nanoparticulas, debido a que se obtiene en una
misma extraccion ARN y ADN totales, y para lograr esta
cuantificacion seria necesario insertar un paso de tratamiento
con RNAse o DNAse de acuerdo al proposito (16).

El analisis de la sensibilidad analitica o limite de
deteccion, a partir de las diluciones del ADN de la muestra
1 (Tabla 1) evidencid que, con la extraccion de CEA-
NANO"™ RNA 3.0, es posible detectar begomovirus en
plantas sintomadticas hasta diluciones de 1/100, con una
adecuada sensibilidad.

Tabla 1. Comparacion de la sensibilidad analitica de ambos métodos de
extraccion de acidos nucleicos utilizados / Comparison of the analitical
sensitivity between both nucleic acid extraction methods.

Método extraccion 1/10 120 1/50 1/100 1/200
CTAB ++ +/- nr nr nr
CEA-NANO*RNA 3.0 +++ ++ +/-

nr: no realizado.

7 8 9 10

e | ot | s |6 es

Figura 1. Fragmentos amplificados (580 pb) a partir de los ADN purificados, protocolo de CTAB (lineas 2y 3). Lineas 5 a 10, protocolo con juego de
reactivos CEA-NANO+ RNA 3.0 (NanoP-M1, NanoP-M2, NanoP-M3). Los ADN de cada muestra, con sintomas de begomovirus, fueron diluidos
a 1/10 y 1/20. Marcador de peso molecular de 100 pb (Linea 1, Nippon Genetic Europe GmbH), Control del proceso PCR (CP, Linea 4), Control
negativo (C-, Linea 11), Control positivo (C+, Linea 12) / Amplified fragments (580 pb) from purified DNA, CTAB protocol (Lanes 2 and 3), Lanes
5to 10, CEA-NANO* RNA3.0 kit protocole (NanoP-M1, NanoP-M2, NanoP-M3). The DNA from each sample with begomovirus symptoms were
diluted to 1/10 and 1/20. Molecular weight marker (Lane 1, Nippon Genetic Europe GmbH), Process PCR control (CP, Lane 4), Negative control

(C-, Lane 11), Positive control (C+, Lane 12).
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Los resultados muestran la factibilidad del uso de
este juego de reactivos, para la extraccion de ADN
viral, a partir de material foliar de plantas de tomate
con adecuada sensibilidad y especificidad analitica
y confirma las potencialidades de las nanoparticulas
funcionales para el desarrollo de metodologias rapidas
y sensibles para la deteccion de patogenos de plantas,
permitiendo la caracterizacion de begomovirus en chile y
tomate (17). Se demuestra que el juego de diagndstico CEA-
NANO" RNA 3.0 puede ser utilizado para la extraccion de
ADN a partir de tejido vegetal, con resultados satisfactorios
y constituye una alternativa rapida y sensible para
implementar protocolos de deteccion, recomendandose su
evaluacion para la deteccion de otros patégenos de plantas.
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