UNIVERSITAT POLITECNICA DE VALENCIA

DETECCION DE VIRUS EN PLANTAS
DE VIVERO DE Ficus carica L.

DEPARTAMENTO DE ECOSISTEMAS AGROFORESTALES

MASTER UNIVERSITARIO EN SANIDAD Y PRODUCCION
VEGETAL

ALUMNA: DNA. MARIA DEL MAR MONREAL GONZALEZ
TUTORA ACADEMICA: DNA. MARIA ISABEL FONT SAN AMBROSIO
TUTORA EXPERIMENTAL: DNA. ANA OLVIDO ALFARO FERNANDEZ

CURSO ACADEMICO 2020-2021
VALENCIA, SEPTIEMBRE DE 2021



RESUMEN

El vivero de plantas Orvifrusa S.L., situado en el municipio de Chiva (Valencia), tiene
una amplia gama de drboles frutales, entre los que destacan sus variedades de
higuera (Ficus carica L.). Este vivero obtiene los plantones de dicha especie mediante
propagacion vegetativa a partir de plantas madre. Durante 2020y 2021 se observaron, tanto
en las higueras empleadas para la propagacidon como en los plantones obtenidos, sintomas
gue podrian estar relacionados con la enfermedad del mosaico de la higuera (Fig Mosaic
Disease, FMD). Aunque hay distintos virus asociados a esta enfermedad, en Espaiia sélo se
han detectado hasta la fecha: fig mosaic virus (FMV), fig leaf mottle-associated virus 1
(FLMaV-1) y fig mild mottle-associated virus (FMMaV). Con la finalidad de conocer si el
material vegetal de higuera de este vivero estaba infectado con estos virus, el vivero ha
contratado al Laboratorio de Virologia del Instituto Agroforestal Mediterrdaneo de la

Universitat Politécnica de Valéncia para analizar estos tres virus.

Los objetivos de este TFM fueron: analizar los plantones obtenidos en 2021 de
distintas variedades de higuera para verificar si estan infectadas con FMV, FLMaV-1 y
FMMaV mediante la técnica molecular RT-PCR; establecer un catalogo de sintomas
asociados a los virus detectados en higuera en este vivero y establecer el estado sanitario
de los plantones obtenidos en 2020 para seleccionar arboles libres de FMV y aislarlos como

fuente de material libre del virus.

Para ello, se llevaron a cabo dos muestreos en las instalaciones de esta empresa. En
el primero, de las dos variedades estudiadas, Blanca Gota de Miel y Cuello de Dama Blanca,
se detectd un 100% (n=6) de positivos para FMV en la primera especie, mientras que para
la segunda fue de un 83,33 %, estando co-infectadas con FLMaV-1 en el 66,67 % (n=6) de
los casos. Sin embargo, no se obtuvo ningun positivo en FMMaV en ninguna de las dos
variedades. Por el momento, no se pudo establecer una relacién entre la sintomatologia y
el virus presente en las muestras, debido al elevado porcentaje de infecciones mixtas
detectadas. En el segundo muestreo se analizaron 4 variedades para FMV, el orden de
positivos fue del 80 % (n=5) en Blanca Gota de Miel, 33,3% (n=3) en la variedad Ronde de
Bordeaux, de un 66,67 % (n=4) en Cuello de Dama Blanca y del 50% (n=2) en Breva. Estos
resultados permitieron separar un total de 10 plantones asintomaticos y negativos a FMV:

2 de Blanca Gota de Miel, 3 de Ronde de Bordeaux, 3 de Cuello Dama Blanca y 2 de Breva.



Estos seran monitorizados y analizados, y en caso de confirmarse los resultados negativos a

FMV podran ser empleados como material de propagacion libre del virus.
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ABSTRACT

The plant nursery Orvifrusa S.L., placed in Chiva (Valencia), cultivates a broad range
of fruits trees, among them different fig tree varieties (Ficus carica L.). This nursery obtains
thefig seedlings by vegetative propagation from mother plants. During 2020 and 2021,
symptoms related to the Fig Mosaic Disease (FMD) were observed in the fig trees used for
propagation and in the seedlings obtained. There are different viruses associated to this
disease, however in Spain only three have been detected to date: fig mosaic virus (FMV), fig
leaf mottle-associated virus 1 (FLMaV-1) and fig mild mottle-associated virus (FMMaV). In
order to determine if the fig tree plant material of this nursery was infected by these viruses,
the Virology Laboratory of the Mediterranean Agroforestry Institute of the Polytechnic

University of Valencia was hired to analyse the material for these three viruses.

The objectives of this TFM were: to analyse the seedlings obtained in 2021 from
different fig tree varieties to verify if are infected with FMV, FLMaV-1 y FMMaV; to establish
a catalogue of symptoms associated toeach of these three viruses and to establish the
sanitary status of the seedlings obtained in 2020 to select trees free of FMV and to isolate

them as source of free virus plant material.

For that, two sampling in the installations of this company were carried out. In the
first one, the results of the analyses determined that the two studied varieties, Blanca Gota
de Miel and Cuello de Dama Blanca, a 100% (n=6) and 83,33% of positives to FMV were
detected respectively. In the second variety, a mixed infection of FMV and FLMaV-1 was
detected in 66,67 % (n=6). FMMaV was not detected in any of the two varieties.It was not
possible to perform the symptom catalog for each viruses due to the high range of plants
mix infected with the two viruses (FMV and FIMaV-1) In the second sampling, 4 varieties
were analyzed to FMV and the results obtained showed: 80 % (n=5), 33,3% (n=3), 66,67 %
(n=4) and 50% (n=2) ttested positive to FMV for Blanca Gota de Miel, Ronde de Bordeaux,
Cuello de Dama Blanca and Breva, repectively.. A total of 10 symptomless plants which
tested negative to FMV were isolated: 2 of Blanca Gota de Miel, 3 of Ronde de Bordeaux, 3
of Cuello Dama Blanca and 2 of Breva. These plants will be monitored and analyzed in the
future to confirm these negative results and will be destined as source of propagation

material free of FMV.
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1. INTRODUCCION

1.1. EL CULTIVO DE HIGUERA

1.1.1. TAXONOMIA, ORIGEN Y CARACTERISTICAS DE LA ESPECIE

La higuera (Ficus carica L.) tiene su origen en Asia Occidental y es una de las especies
lefiosas domésticas de mayor antigliedad. Su cultivo se extendié desde Egipto y Siria por
todo el Mediterraneo, adaptandose las exigencias de su cultivo a las condiciones climaticas

de la zona (Maroto, 2002).

Es un frutal caducifolio perteneciente a la familia Moraceae que en su origen era
monoico, pero se ha transformado en dioico para adaptarse al himendptero Blastophaga
psenes Linneaus (Hymenoptera: Agaonidae) (Figura 1) que ayuda a la polinizacién de la
especie, denominada caprificacién, que sdlo se da en las higueras variedades San Pedro y
Esmirna. Las hembras de este insecto, depositan los huevos en las flores femeninas, que se
convertirdn en agallas desarrolldndose los insectos en su interior. En primer lugar,
eclosionan los machos que hacen una cavidad, proceso en el que mueren, para que las
hembras puedan salir con el polen adherido a sus cuerpos y polinizan las flores femeninas
al introducirse en la inflorescencia (Agusti, 2010). La parte de la higuera que se consume es
la infrutescencia llamada sicono. Este puede ser comercializado tanto en fresco, cuando los
frutos tienen un calibre determinado y propiedades organolépticas adecuadas, como en
seco, aquellos siconos que tienen un elevado contenido en azlcares, pero son poco jugosos

y que la industria los transforma en pastas (Melgarejo, 1999).

Figura 1. Blastophaga psenes penetrando el sicono. (Fuente: Melgarejo, 1999)



Segun Agusti (2010), las variedades mas destacadas de higuera cultivada se encuentran clasificadas
segun su capacidad productiva y el proceso por el cual llevan a cabo la fructificacién. Siguiendo esta
clasificacion, las que tienen un interés varietal se agrupan en:
o Higueras de flores masculinas
o Cabrahigo o higueras macho. Son higueras silvestres, que sdlo
poseen flores macho.
o Higueras de flores femeninas
o Higueras comunes (Melgarejo, 1999)
= Biferas. También conocidas como reflorecientes o brevales,
lo que significa que tienen dos épocas de maduracidn, una en
junio de brevas y otra en agosto-septiembre de higos. Las
brevas, con alto valor comercial por su calibre, proceden de
siconos que no maduran en otofio, pero permanecen durante
el invierno en el arbol, como pequefnos botones, madurando
asi al verano siguiente. En cambio, los higos corresponden a
la segunda cosecha, con menor tamafio y aroma, pero mayor
dulzor, se forman sobre madera del mismo afo.
= Uniferas. Soélo producen una cosecha de higos, entre finales
de verano y principios de otofio, normalmente de agosto a
octubre.
o Esmirna. Cultivadas principalmente en el Norte de Africa y Oriente
medio. Al sélo poseer flores femeninas, se polinizan con cabrahigo
(higueras silvestres, flores macho) por la polinizacion entomofila de
B. psenes.
o San Pedro. Producen dos tipos de frutos comestibles, las brevas sin

gue ocurra la caprificacién y los higos en el caso de que si.

Las especies mas cultivadas habitualmente en Espafia son partenocarpicas y
autofértiles, produciendo flores femeninas y masculinas en el mismo pie de flor y se produce
la polinizacién, pero no la fecundacion, desarrollando los frutos sin necesidad de que tenga

lugar la caprificacion por el estimulo de polen sobre el estigma (Flores 1990).

Los principales problemas sanitarios en el cultivo de la higuera son la mosca blanca

Bemisia tabaci Gennadius (Hemiptera: Aleyrodidae) y las virosis, que no afectan demasiado



al desarrollo vegetativo, pero su accién conjunta produce afecciones que deprecian a nivel

comercial, afectando negativamente a su posible exportacién.

1.1.2. IMPORTANCIA ECONOMICA DEL CULTIVO

Segln los datos registrados por la FAO hasta 2019, a nivel mundial se obtenia una
reducida produccién de higos en comparacion con la elevada superficie cultivada hasta
2016. La maxima superficie cultivada de higuera se registré en 2013 con 315.121 ha, a partir
de ese momento comenzd a descender. Sin embargo la produccién comenzd a crecer a
partir de 2016, alcanzdndose su maximo en 2019, con 1.315.588 toneladas. Este aumento
de la produccién contrasta con la disminucion del drea cosechada (Figura 2).
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Figura 2. Produccion y rendimiento del cultivo de higuera a nivel mundial (Fuente: FAO 2021).

En los Ultimos diez afos, Espafia se encuentra en el séptimo puesto de los diez paises
con mayor produccion a nivel mundial promedio con 34.452 toneladas de higos, después de
Siria y seguido por Estados Unidos, mientras que el primer puesto lo ocupa Turquia, que

produce 287.124 toneladas (Figura 3).
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Figura 3. Produccidn de los principales productores (Fuente: FAO 2021).

En Espafia, de forma tradicional la higuera se ha cultivado en secano principalmente
y en minifundios o de manera dispersa, contando asi con una reducida superficie de cultivo,
pero durante 2019 se alcanzé tanto el maximo de drea cultivada, contando con 14.600
hectdreas, y de produccién, hasta la cifra de 51.600 toneladas (Figura 4). Este aumento es
debido a un cambio en las preferencias de mercado, con base en un aumento de la demanda
internacional de los higos por sus cualidades alimenticias y organolépticas. Este hecho ha
supuesto que, por lo que Espaia se sitle entre los diez paises mds productores a nivel
mundial.
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Figura 4. Produccion y extension del cultivo de higuera en Esparfia ( Fuente: FAO 2021).

Segun el avance de datos del andlisis provincial de superficie, arboles diseminados,

rendimiento y producciéon de 2020 (MAPA, 2021), la Comunidad Auténoma con mayor
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superficie de cultivo y produccidon es Extremadura contando con 7.034 ha y 37.382

toneladas, respectivamente (Figura 5).
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Figura 5. Produccion y extension del cultivo de higuera por Comunidad Auténoma en 2020(Fuente: FAO
2021)

1.2. PROPAGACION DE HIGUERA

La principal forma de propagacion de la higuera se lleva a cabo principalmente por
estaca lefiosa, de uno o dos afos en vivero, aunque existen otros métodos como el cultivo
de meristemos, injertos, renuevos y acodos. Se realiza de tal manera, ya que, si se
reproducen por semillas para obtener individuos productivos, se debe esperar unos 10 aiios,
mientras que los plantones producen en un periodo de tiempo de un afio, aproximadamente

(Melgarejo, 1999).

Con motivo del aumento de demanda del cultivo de la higuera y el objeto de poder
cubrirla, se deben replantear e innovar las técnicas y el manejo de este cultivo, comenzando
con las orientadas a la Sanidad Vegetal debido a que, para este cultivo la presencia de

patdgenos es muy limitante (Casadomet et al., 2016).

La propagacidn de la higuera por estaca lefiosa, se realiza cortando los esquejes de
la planta madre durante la parada vegetativa a principios de invierno, el cual, que debe tener
unas 3 o0 4 yemas. En primer lugar, se desinfesta con fungicida durante un par de horas. Una
vez secos, se mantiene durante al menos 21 dias en camara a 5 grados transcurrido ese
tiempo, se traspasan a una habitacién oscura a 18 grados, durante 8 a 15 dias, segun la

variedad.



Una vez se hincha la corona de raices, se trasplantan en fibra de coco en un
invernadero con calefacciéon, colocando las bandejas en mesas de cultivo con calefaccion
radiante, no menor de 12 grados. Cuando presentan suficientes raices, se sacan

aclimatandolas.

1.3. PRINCIPALES VIROSIS EN HIGUERA

Los virus vegetales suponen una merma en el rendimiento de los cultivos y la calidad

de sus frutos, lo que puede desencadenar pérdidas econémicas importantes (Bos, 1982).

En todo el mundo se han identificado diferentes virus que afectan al cultivo de la
higuera, en su mayoria distribuidas desde Asia y Oriente Préximo, hasta la Cuenca

Mediterranea (Jamous et al., 2020). Entre ellos destacan los presentados en la Tabla 1.

Ademas de estas especies virales, se ha detectado la presencia de viroides en
diferentes areas productoras, destacando entre ellos: Apple dimple fruit viroid (ADFVd) en
Italia (Chiumenti et al., 2014), Citrus exocortis viroid (CEVd) en Tunez (Yakoubi et al., 2007)

y Hop stunt viroid (HSVd) en Tunez y Siria (Yakoubi et al., 2007; Elbeaino et al., 2012).

En la Cuenca Mediterranea, se han detectado varios de los virus mencionados en la
Tabla 1. Detectandose en mayor medida FLMaV-1 y FMV, con un 43,24 % y 34,52 % de las
muestras positivas, respectivamente (Elbeaino et al., 2006; Nahdi et al., 2006; Caglar et al.,

2011; Elbeaino et al., 2012; Voncina et al., 2015)

En Espafia, Alfaro-Fernandez y col. tomaron muestras sintomaticas de higueras en
2013 ocho provincias espafiolas que se analizaron a FMV, FLMaV-1, FMLaV2, FMMaV, FLV-
1 y FFkaV, detectandose principalmente FMV en infeccion simple o mixta con FMMaV y
FLMaV-1. Lo que supuso la primera deteccién de FMMaV y FLMaV en Espafia (Alfaro-

Fernandez et al., 2014).



Tabla 1. Principales virosis de la higuera.
Virus

Virus del mosaico de la higuera (Fig mosaic virus)

Virus asociado del moteado suave de la higuera (Fig mild
mottle-associated virus)
Virus asociado de la hoja moteada de la higuera 1 (Fig leaf
mottle-associated virus 1)
Virus asociado de la hoja moteada de la higuera 2 (Fig leaf
mottle-associated virus 2)
Virus asociado de la mancha de la higuera (Fig fleck-associated

virus)

Virus latente de la higuera 1 (Fig latent virus 1)

Badnavirus de la higuera (Fig badnavirus-1)

Virus criptico de la higuera (Fig cryptic virus)

Virus asociado de la hoja moteada de la higuera 1 (Fig leaf
mottle-associated virus 3)
Closterovirus de la higuera de Arkansas 1 (Arkansas fig
closterovirus-1)
Closterovirus de la higuera de Arkansas 2 (Arkansas fig

closterovirus-2)

Acrénimo

FMV

FMMaV

FLMaV-1

FLMaV-2

FFkaV

FLV-1

FBV-1

FCV

FLMaV-3

AFCV-1

AFCV-2

Familia

Fimoviridae

Closterovirdiae

Closterovirdiae

Closterovirdiae

Tymoviridae

Betaflexiviridae

Caulimoviridae

Partitiviridae

Closterovirdiae

Closterovirdiae

Closterovirdiae

Género

Emaravirus

Closterovirus

Closterovirus

Ampelovirus

Maculavirus

Trichovirus

Badnavirus

Deltapartitivirus

Closterovirus

Closterovirus

Closterovirus

Transmision
Aceria ficus

Propagacion

Propagacion

Ceroplastes rusci L.

Ceroplastes rusci L.

Desconocida

Semilla

Afidos y coccinélidos por

confirmar

Semilla y polen

Ceroplastes rusci L.

Desconocida

Desconocida

Autor

Elbeaino et al. 2009

Elbeaino et al. 2010

Elbeaino et al. 2006

Elbeaino et al. 2006

Elbeaino et al. 2011a

Elbeaino et al. 2012

Tzanetakis et al. 2010

Elbeaino et al. 2011b

Norozian et al., 2014

Tzanetakis et al. 2010

Tzanetakis et al. 2010



1.3.1.  ENFERMEDAD DEL MOSAICO DE LA HIGUERA (FIG MOSAIC DISEASE,
FMD)

Es una enfermedad distribuida por todo el mundo y la que tiene mayor repercusion
en esta especie. Se citd por primera vez en 1922 en California (Condit, 1993), mientras que,
en Espafia fue citada por primera vez en Alicante en 2005, identificando a FMV como su

principal agente causal (Segarra et al., 2005).

Asociados a esta enfermedad se han identificado al menos 12 virus (Tabla 1y Figura

9) y tres viroides (Preising et al., 2021), los cuales se citaron en el apartado anterior.

En el meséfilo de las hojas de higueras con sintomas de FMD, se observan los
denominados DMBs (“double membrane bodies”), de naturaleza no conocida, dispersos o
formando masas en el citoplasma. Se han observado también dos tipos de particulas
semejantes a virus: una filamentosa-flexuosa en los tubos cribosos y en las células
adyacentes a éstos, y particulas isométricas en las células del floema. Los cloroplastos
aparecen hipertrofiados, con acumulacién anormal de almidén, y presencia de cuerpos

osmidfilos. (Melgarejo et al., 2010).

Los sintomas de las higueras con FMD muestran un amplio abanico de sintomas en
las hojas, desde grandes zonas con clorosis, decoloraciones, moteado, deformacion,
aclarado de venas, a bandas necréticas que rodean los nervios, con mayor incidencia en las
hojas jévenes (Figura 6). En algunos casos también aparecen estos sintomas en los frutos,
siendo el principal sintoma el mosaico (Figura 7) (Bayoudh et al., 2017). Se cree que esta
variedad de sintomas se produce debido a que la enfermedad es producida por un complejo
de virus que la inducen (Elbeaino et al., 2007; Caglar et al., 2011), pero la etiologia de esta

aun no ha sido descubierta por su gran compiejidad.



Figura 6. Hojas de Ficus carica. A: asintomdtica, B, C y D: con sintomas de FMD (Fuente: Preising et al.,
2021).

Figura 7. Frutos de una planta de Ficus carica con sintomas de FMD (Fuente: Preising et al., 2021).

Hasta la fecha, sélo se conoce la higuera como hospedante de FMD, en cualquiera
de sus variedades. Ademas de poder ser transmitidos algunos de sus virus asociados por

propagacion vegetativa, se ha conseguido realizar con éxito la transmision mecdnica
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artificial de AFCV-2 y FBV-1 a diferentes especies de las familias Chenopodiaceae y
Solanaceae, desarrollando sintomas de mosaico (Tzanetakis et al., 2010). Esto es debido a
que una de las particulas virales asociadas a la enfermedad se transmite por inoculacidn

mecdnica (Melgarejo et al., 2010).

1.3.2. VIRUS DEL MOSAICO DE LA HIGUERA (Fig mosaic virus, FMV)

FMV es el virus mas frecuente, y quizas el mds importante componente de FMD,
aungue se piensa que la interaccién de este virus con los otros es lo que produce la gran

variabilidad de sintomas en las plantas afectadas (Caglar et al., 2011).

Pertenece a la familia Fimoviridae género Emaravirus. Es un virus monocatenario de
RNA negativo, (-)ssRNA, con genoma multipartito en 6 segmentos, en el que cada uno tiene
un Unico ORF, marco de lectura abierta o gen (Walia et al., 2014) con una longitud de 7,039
bp. El ORF que codifica la RNA polimerasa dependiente del RNA es utilizado como marcador

molecular para su diagndstico por RT-PCR y analisis filogenéticos (Preising et al., 2021).

Ademads de la higuera, se ha hallado este virus infestando de manera natural a

plantas de cliclamen (Cylclamen persicum Mill.) (Elbeaino et al., 2018).

Produce sintomas tanto en hojas como en frutos. Las hojas infestadas presentan
manchas en mosaico, de manera uniforme o irregular, de color amarillo que en los margenes
se aclaran fundiéndose con el color de la hoja sana, para mas tarde adquirir un color pardo

en los bordes debido a la muerte de las células epidérmicas (Mergarejo et al., 2010).

Se transmite por el vector Aceria ficus Cotte (Arachnida: Eriophyidae) denominado
el acaro de la higuera, de manera semi-persistente (Abou-Awad et al., 2000; Hafez et al.,
2011). Este acaro no lo transmite a la descendencia, pero si se mantiene infectivo entre
mudas una vez ha adquirido el virus por alimentacién. Es un eriéfido con el cuerpo de color
amarillo palido (Figura 8), que se protege de posibles ataques externos en las yemas y en el
envés de las hojas de higuera, al alimentarse de estos provoca “russeting”, provocando la

caida de las hojas y retraso del crecimiento (Flock & Wallace, 1955).



Figura 8. Aceria ficus Cotte. (Fuente: Coviello and Bentley, 2015)

FMV también es transmitido por propagacién mediante esquejes o estacas y por
injerto, pero no se han encontrado indicios de que sea trasmitido por semilla (Segarra et al.,

2005; Caglayan et al., 2012).

1.3.3. VIRUS ASOCIADO DE LA HOJA MOTEADA DE LA HIGUERA (Fig leaf

mottle-associated virus 1, FLMAV-1)

Pertenece a la familia Closteroviridae, género Closterovirus. Es un virus de RNA
monocatenario positivo, (+) ssRNA, sus particulas filamentosas cuentan con una longitud de

1,800 nm (Elbeaino et al., 2006), estando su genoma completo aun por secuenciar.

Es un virus asociado a FMD, por lo que plantas con sintomas caracteristico de esta
enfermedad, como el mosaico muy avanzado en hojas jévenes, suelen presentan un elevado

indice de infeccién con FLMaV-1,

Los sintomas asociados a la infeccion por FLMaV-1 en las hojas consisten en
deformaciones y una amplia gama de decoloraciones, como moteado clordtico, manchas,
venas aclaradas, manchas en anillo cloréticas y/o necrosadas y patrones lineales (Appiano

et al., 1990)

Este virus no se transmite por propagacién, pero si por la caparreta blanca de la

higuera, Ceroplastes rusci (Hemiptera: Coccidae) (Yorganci & Acigéz, 2019).

1.3.4. VIRUS ASOCIADO DEL MOTEADO SUAVE DE LA HIGUERA (Fig mild
mottle-associated virus, FMMAV)
Pertenece a la familia Closteroviridae y género Closterovirus. Al igual que el FLMaV-

1, su genoma aun no ha sido secuenciado, pero se conocen 26 secuencias parciales que

corresponden a 7 marcos de lectura abierta (ORF) (Elbeaino et al., 2010).
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Este virus sdlo se ha hallado en individuos que presentan sintomas caracteristicos de
la FMD (Preising et al., 2021) y es transmitido a través de la propagacion de material vegetal

(Elbeaino et al., 2010).

1.3.5. MEDIDAS DE CONTROL

Como en el resto de enfermedades de origen viral, el control sélo se puede llevar a

cabo de forma preventiva para evitar la presencia de fuentes de indculo.

El control de FMD se basa en la obtencién y uso de material vegetal sano y el uso de
variedades resistentes, asi como el saneamiento mediante termoterapia y cultivo in vitro, o
ambos combinados, pero es indispensable el conocimiento de la enfermedad y su situacion

actual para poder desarrollar técnicas de control eficaces (Segarra et al., 2005).

Para evitar la transmision de FMV por medio del vector A. ficus, el control se debe
llevar a cabo de manera preventiva, monitoreando las hojas durante mayo, su época de
aumento de la poblacién, con una lente portatil. De forma curativa, se recomienda tratar en
cuanto aparecen los primeros indicios de dafios en las hojas, realizando una segunda

aplicacion si fuese necesario (Coviello & Bentley, 2015).

A la hora de llevar a cabo las labores de cultivo se recomienda encarecidamente la
desinfeccidn de los utiles entre cada planta, sobre todo a la hora de realizar la propagacion
de higueras. Otro método, pero de mayor complejidad, es el saneamiento de material

vegetal infectado con FMV mediante la micropropagacion in vitro (Al-Zahrani et al., 2018).

1.4. TECNICAS DE DETECCION, DIAGNOSTICO E IDENTIFICACION DE VIRUS
VEGETALES

Entre las técnicas de deteccion, diagndstico e identificacion de virus vegetales se
encuentran técnicas seroldgicas que se basan en la deteccidn de proteinas virales mediante
el empleo de anticuerpos por la reaccion antigeno-anticuerpo, como es el caso de la técnica
ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Por otro lado, estan las técnicas moleculares
basadas en la deteccion de acidos nucléicos (ADN o ARN) que componen el genoma viral,
como es el caso de la RT-PCR (Reverse Transcription-Polymersse Chain Reaction). Ambas

técnicas se describen a continuacion.



1.4.1. ENSAYO POR INMUNOADSORCION LIGADO A ENZIMAS (ENZYME-
LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY, ELISA)

ELISA es una técnica de inmunoensayo en la cual un antigeno inmovilizado se detecta
mediante un anticuerpo ligado a una enzima capaz de generar un producto detectable al
leer su absorbancia en un espectrémetro debido al cambio de color. Consta de cuatro fases:
en la primera se da la conjugacién del anticuerpo o del antigeno con una enzima; en la
segunda, la unién del antigeno o del anticuerpo a los pocillos; en la tercera, la formacién de
una o mas capas de inmunocomplejos; y en la cuarta se lleva a cabo el revelado de la
reaccidon enzimatica con un sustrato mediante espectrofotometria (LLacer et al., 1996). Esta
técnica permite detectar virus en un gran nimero de muestras, de forma sencilla, sensible,

econdmica y en poco tiempo.

Recientemente se han desarrollado, aunque no para su comercializacion,
anticuerpos contra la cédpside del FMV (Shahmirzaie et al., 2019), lo que facilitard en un
futuro la deteccion de este virus por medio de analisis serolégicos como las bandas de flujo
lateral o la técnica ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay), lo que disminuira el coste

y tiempo de su diagndstico.

1.4.2. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA CON TRANSCRIPCION
INVERSA (REVERSE TRANSCRIPTION-POLYMERSSE CHAIN REACTION, RT-PCR)

La PCR es una técnica molecular ampliamente extendida que se basa en la obtencion
de un elevado nimero de copias de un fragmento de DNA molde, por medio de la enzima
DNA polimerasa, que se encarga de producir copias del DNA molde, ayudada por los
cebadores (fragmentos cortos monocatenarios de DNA), los que sirven de guia para la
replicacion de la cadena molde, que surgira a partir de nucleétidos libres desde los extremos

de los cebadores, agregados como dNTPs (Walker & Rapley, 2009).

Esta reaccién se produce en tres fases diferentes, llamadas: desnaturalizacion,
hibridacién y elongacidn. La primera ocurre a 94 °C durante unos 60’, en la que se separan
las dos cadenas de ADN. En la hibridacién, los cebadores se unen al DNA molde por
complementariedad entre 35y 60 °C. El ultimo paso, la elongacién, donde las se afiaden los
nucledtidos complementarios desde el extremo 3’ libre al 5’ con ayuda de la DNA polimerasa

a72°C.



Mientras que la RT-PCR, es una modalidad de PCR utilizada en Virologia, ya que el

genoma viral en gran cantidad de virus vegetales es de RNA y antes de comenzar la reaccion

de PCR, ha de realizarse una transcripcién inversa del RNA en su DNA complementario de

cadena simple (cDNA) mediante la enzima transcriptasa inversa. Una vez se ha realizado

dicha transcripcidn reversa, se continuara el proceso como una PCR convencional utilizando

como molde el cDNA obtenido (Walker & Rapley, 2009).

En la Figura 9, se presenta una recopilacion de los cebadores especificos

comunmente utilizados para la deteccién de virus y viroides de higuera que estdn asociados

a FMD.
Virus/viroid Primer Sequence Gene Reflerence
FLMaV-1 CPtr-a 5-CGTGGCTGATGCAAAGTTTA-3' HSP70h Elbeaino et al. 2007a
N17-s 5-GTTAACGCATGCTTCCATGA-3’
FLMaV-2 F3-s 5-GAACAGTGCCTATCAGTTT HSP70h Elbeaino et al. 2007a
GATTTG-3'
F3-a 5-TCCCACCTCCTGCGAAG
CTAGAGAA-3’
FLMaV-3 FLMaV-3sF 5'-CTGTATCTGTCATTACCTCTTCGGG-3' HSP70h Norozian et al. 2014
FLMaV-3sR 5'-CTGTATCTGTCATTACCTCTTCGGG-3'
FMV EMARV-GP-s 5'-GGGTACATATGCGTCATTCTTG-3' RdRp Walia et al. 2009
EMARV-GP-a 5'-CGTTTGTCTTGGATCACAGCAA-3'
FLV-1 FLV1-s 5'-CCATCTTCACCACACAAATGTC-3' Coat protein El-Air et al. 2013
FLVI-a 5'-CAATCTTCTTGGCCTCCATAAG-3'
AFCV-1 AFCVIF 5'-CTGTATCTGTCATTACCTCTTCGGG-3' — Tzanetakis et al. 2010
AFCVIR 5'-ATGCTTCCTCGGCTGC-3'
AFCV-2 AFCVZ2F 5'-GTTCGGAATTAGTTAATAVTA-3 — Tzanetakis et al. 2010
AFCV2ZR 5'-ACCCGCTAGAGTAATCAGTC
AAAGTT-3'
FMMaV LM3s 5'-AAGGGGAATCTACAAGGGTCG-3' HSP70h Elbeaino et al. 2010
LM3a 5'-TATTACGCGCTTGAGGATTGC-3'
FCV FCV-R2s 5'-TTGGCCGACTACTCAAGTCA-3’ CpP Elbeaino et al. 2011b
FCV-R2a 5'-TGCGAGGTAGCATGTGTAGC-3'
FFKaV D8-s 5'-TCAATCCCAAGGAGGTGAAG-3' RdRp Elbeaino et al. 2012
D8-a 5'-ACACGGTCAATGAGGGAGTC-3'
FBV-1 1094F 5'-ACCAGACGGAGGGAAGAAAT-3' Polyprotein Laney et al. 2012; Tzanetakis et al. 2010
1567R 5'-TCCTTGCCATCGGTTATCTC-3'
ADFVd ADFVd-for 5'-CCCCCCTGCGCTACTGACTAAAAG-3 — Chiumenti et al. 2014
ADFVd-rev 5'-GTGTTTTACCCTGGAG
GCTCCACTC-3'
CEVd CEVd-F 5-GGAAACCTGGAGGAAGTCGAGG-3' — Yakoubi et al. 2007
CEVd-R 5-CCGCCTCTTTTTTCTTTTCCT
GCCTGC-3'
HSVd 78P 5'-AACCCGGGGCAACTCTTCTC-3' — Elbeaino et al. 2012
83M 5'-AACCCGGGGCTCCTTTCTCA-3

Figura 9. Cebadores especificos de virus en higuera (Fuente: Preising et al., 2021).



2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

En Valencia, concretamente en el término municipal de Chiva, se ubica la empresa Orvifrusa
S.L. con sede también en Extremadura. Esta empresa fue fundada en la década de los 70 y
desde entonces se dedica al cultivo de ornamentales, vid y otros frutales. Su especialidad
son los frutales con fin ornamental de los que exportan el 38% de la produccién, destacando
entre ellos el de higuera con fines ornamentales. En los ultimos 10 afios ha llegado a producir
medio millén de higueras en diferentes formatos que mayoritariamente han exportado a

Marruecos, Turquia, Emiratos Arabes y Qatar.

Orivifrusa S.L. tiene en su catdlogo una amplia gama de variedades de higuera y obtienen
los plantones de la misma mediante propagacion vegetativa a partir de plantas madre.
Durante 2020 y 2021, tanto las higueras madre empleadas para la propagaciéon como los
plantones obtenidos mediante esta técnica, mostraron sintomas que podrian estar

relacionados con la enfermedad del mosaico de la higuera (Fig Mosaic Disease, FMD).

Debido a las dificultades de Orvifrusa S.L. para conseguir material vegetal certificado
libre de virus para su empleo en la propagacion, la no existencia de cultivares resistentes a
estos virus y la posible modificacion del Reglamento Técnico de Control y Certificacion de
Plantas de Vivero de Frutales (Real Decreto 929/1995, del 9 de junio) para que se exija que
el material vegetal de higuera esté libre de FMV, la empresa ha contratado al Laboratorio
de Virologia del Instituto Agroforestal Mediterrdneo de la Universitat Politécnica de Valéncia
(IAM-UPV) para analizar su material vegetal, descartar el material infectado y seleccionar el
material libre de virus para realizar las futuras propagaciones y obtener de nuevos plantones

libres de FMV. Este estudio se llevd a cabo durante el desarrollado de este TFM.
Por ello, los objetivos planteados para este TFM fueron los siguientes:

o Determinar el estado sanitario de los plantones (1-3 meses de edad) obtenidos en
2021, frente a FMV (Fig mosaic virus), FLMaV-1 (Fig leaf mottle-associated virus 1)
y/o FMMaV (Fig mild mottle-associated virus) en las variedades Blanca Gota de Miel
y Cuello de Dama Blanca, ya que son los Unicos virus asociados a FMD detectados
en Espaina hasta la fecha.

o Establecer un catdlogo de sintomas asociados a los virus detectados en higuera en

este vivero.



o Determinar el estado sanitario frente a FMV de plantones obtenidos en 2020 (1 afio
de edad) de las variedades: Blanca Gota de Miel, Cuello de Dama Blanca, Ronde de
Bordeaux y Breva.

o Seleccionar material vegetal libre de FMV para su empleo como plantas madre en

las nuevas propagaciones a realizar entre octubre y noviembre de 2021.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIAL VEGETAL

Las variedades de F. carica que se utilizaron para su analisis en este trabajo, fueron

las siguientes:

o Blanca Gota de Miel. Es bifera, su fruto tiene la piel de color amarillo dorado
con carne rosada y presenta forma de gota, como indica su nombre. Se
consume en fresco.

o Breva. Es una variedad que, a pesar de tener produccidon en ambas épocas
del afio, es mas productiva en la de brevas.

o Cuello de Dama Blanca. Hay dos variedades, una unifera y otra bifera, con el
mismo nombre, siendo mas cultivada la del ultimo caso. De fruto aperado y
verde, con pulpa dmbar. Su maduracidn es tardia, escasa en brevas y elevada
en higos, y se consume en fresco.

o Ronde de Bordeaux. Es unifera, produce higos pequefios con piel negra de
azulada a rojiza, con la carne roja. Es de maduracién temprana, a finales de

julio hasta octubre.

3.2. TOMA DE MUESTRAS Y ZONA DE MUESTREO

En los invernaderos de Orvifrusa S.L., localizado en el municipio de Chiva (Valencia), se
llevaron a cabo dos muestreos de distinto material vegetal en dos fechas diferentes. El
muestreo 12 se llevd a cabo para determinar el estado sanitario de los plantones de 1-3
meses de edad obtenidos en 2021 frente a FMV, FLMaV-1 y FMMaV, asi como establecer
un catalogo de sintomas asociados a los virus detectados en higuera en este vivero. El
muestreo 29 se realizd para determinar el estado sanitario frente a FMV de plantones

obtenidos en 2020.

o Muestreo 12: Fue realizado el 12 de marzo de 2021 y se muestrearon al azar
hojas de plantones asintomaticos y plantones enteros sintomaticos de las
variedades Blanca Gota de Miel y Cuello de Dama Blanca de 1 a 3 meses de
edad desde el esquejado. Las hojas sintomaticas se muestrearon para
determinar la infeccion por FMV, FLMaV-1 y/o FMMaV vy realizar una

asociacion de sintomas con estos virus. Las hojas de plantones asintomaticos
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se muestrearon para comprobar si la no presencia de sintomas correspondia
con la no infeccion por FMV, FLMaV-1 y/o FMMaV. Los plantones
asintomaticos muestreados se repicaron, en el momento de la toma de
muestra, a nuevas bandejas para poder disponer de posible material vegetal
para futuras propagaciones en el caso de estar libre de virus. En total se
muestrearon hojas de 21 plantones de Blanca Gota de Miel y 16 de Cuello de

Dama Blanca ubicados en bandejas de alveolos (Figura 10).

)

Figura 10. Invernadero con planta de higuera esquejadas de 1-3 meses de edad de las variedades Blanca
Gota de Miel y Cuello de Dama Blanca muetreadas en Orvifrusa S.L. durante el 12 muestreo (12 de marzo
de 2021).

o Muestreo 22: Fue realizado el 7 de junio de 2021. En este se tomaron hojas
de plantones asintomaticos de cuatro variedades con un estado de
desarrollo de aproximadamente de 1 afio aproximadamente (Figura 11):
Blanca Gota de Miel, Cuello de Dama Blanca, ‘Ronde de Bordeux’ y ‘Breva’.
Previamente a la toma de muestras, se realizdé un reconocimiento visual de
sintomas de los arboles de 70 hileras, marcando los arboles aparentemente
asintomaticos (4-10 arboles segun la variedad) sobre los que los que se
realizd la toma de muestras. Se muestrearon 10 plantons de la var. Blanca
Gota de Miel, 6 de la var, Cuello de Dama Blanca, 7 de la var. ‘Ronde de
Bordeux’ y 4 de lavar. ‘Breva’. En esta toma de muestra se seleccionaron tres
hojas asintomdticas por arbol, con la intenciéon de analizar y descartar los
plantones con infeccion por FMV. Los plantones negativos a FMV se

seleccionarian posteriormente como material libre de este virus y a partir de
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ello se podrian realizar las futuras propagaciones para la obtencién de

nuevos plantones libres de FMV.

Figura 11. Higueras al aire libre de 1 afio de edad muestreadas en el 22 muesteo (7 de junio de 2021) en
en Orvifrusa S.L.

El material vegetal de los dos muestreos, se introdujo en bolsas de plastico
herméticas que se etiquetaron con el nombre de la variedad, nimero de planta y fecha de
muestreo para su transporte al Laboratorio de Virologia (IAM-UPV) y posterior andlisis. En
la toma de muestras se emplearon guantes de nitrilo que se cambiaron o desinfeccién con

alcohol 70% al finalizar cada toma .

3.3. EVALUACION DE LOS SINTOMAS Y CLASIFICACION DE LAS MUESTRAS
EN LABORATORIO

Una vez en el Laboratorio, los esquejes que se estaban utilizando para formar los
futuros plantones de 1-3 meses de edad que presentaban sintomas (21 plantones de la
variedad Blanca Gota de Miel y 16 de la variedad Cuello de Dama Blanca) fueron clasificados
segln la sintomatologia que presentaban y por variedad. Para ello se estudid
detenidamente la sintomatologia que presentaban (Figuras 12 y 13) y ademads se determind

la proporcidn de plantones que mostraba cada uno de los sintomas identificados.
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Figura 12. Esquejes de higuera de Blanca Gota de Miel recogidos en el primer muestreo.

Figura 13. Esquejes de higuera de Cuello de Dama Blanca recogidos en el primer muestreo.

Para su analisis se agruparon hojas de 3 o 4 plantones/esquejes con la misma

sintomatologia, obteniendo 6 submuestras de cada variedad.
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En el caso de las hojas de los plantones asintomaticos, estas se agruparon en una

Unica submuestra de 30 hojas para cada variedad para su posterior analisis (Figuras 14 y 15).

Figura 14. Hojas asintomdticas de la variedad Blanca Gota de Miel .

Figura 15. Hojas asintomadticas de la variedad Blanca Gota de Miel .
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De cada muestra se tomaron fragmentos de hoja con porcidon de nervio y se
introdujeron en bolsas de extraccion universales de 12x15 (BIOREBA, Reinach, Suiza)
asignandoles un cddigo del laboratorio (Figura 16). El material se trituré y homogenizé en

estas bolsas para su posterior extraccion de RNA.

Figura 16. Detalle de rozos de hoja de higuera denttro de una bolsa de extraccion universales de 12x15
(BIOREBA, Reinach, Suiza) para su triturado y homogenizacion.

Para procesar el material vegetal asintomdatico correspondiente al segundo
muestreo (higueras de 1 afio de edad), se agruparon las 3 hojas muestreadas de cada dos
higueras de la misma variedad y tomando para su analisis un fragmento de cada una de
ellas. De la var. Blanca Gota de Mie se obtuvieron 5 submuetras, 3 submuestras de Cuello
de Dama Blanca, 3 submuestras de ‘Ronde de Bordeux’ y 2 submuetras de ‘Breva’ (Figura
17). Los trozos de cada hoja (6 trozos) se introdujeron de nuevo en bolsas de extraccion
universales de 12x15 (BIOREBA, Reinach, Suiza). Se analizé el material vegetal realizando

agrupaciones para reducir los costes de los analisis.
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Figura 17. Hojas de higueras asintomdticas corespondientes al sequndo muestreo. A: Blanca Gota de Miel,
B: Ronde de Bourdeaux, C: Cuello de Dama Blanca y D:Breva.

Antes de tomar los fragmentos de las hojas para su analisis, se llevd a cabo una
observacién previa mediante lupa binocular con el fin de encontrar la presencia o indicios
del eriéfido A. ficus, Las muestras embolsadas se conservaron en frigorifico a 82C hasta la
extracciéon de RNA. La parte sobrante de las muestras recogidas se conservd a -209C,
envueltas en papel no satinado y numeradas con sus respectivos cddigos de entrada, dentro

de bolsas de plastico herméticas.

3.4. EXTRACCION DE RNA Y ANALISIS RT-PCR

Previa al andlisis por RT-PCR (Reaccién en cadena de la polimerasa con transcripcion

inversa, “Reverse Transcription- Polymerase Chain Reaction”) Se realizé la extraccion de
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Virus

FMV

FLMaV-1

FMMaV

RNA de cada una de las muestras. Para la extraccién de RNA se empled el kit comercial
NucleoSpin™ RNA Plant Kit (Macherey-Nagel™, Diren, Alemania), como se indica en el
Anexo 1. Una vez obtenidos los extractos de RNA, se almacenaron a -20°C para su

conservacién hasta su empleo en el analisis mediante RT-PCR.

La deteccidn de los virus objeto de estudio de este trabajo (FMV, FLMaV-1y FMMaV)
se llevd a cabo mediante RT-PCR con cebadores especificos para cada uno de virus (Tabla 2)
empelando el kit comercial SuperScript™ Il One-Step RT-PCR System with Platinum™ Taq
DNA Polymerase (Invitrogen™, Barcelona, Espaia) con las concentraciones que se indican

en los Anexos 3,4y 5.

El RNA extraido de cada una de las muestras se empled inicialmente en la RT-PCR sin
diluir directamente, y una vez obtenidos los resultados, las muestras negativas se volvieron
a analizar por RT-PCR en dilucion 1:10 con H,0 DEPC. El analisis de las muestras con dilucion
se realizé ya que puede darse el caso que existan inhibidores que impidan la reaccion, y al

diluirlos no interfieran en esta.

Fuente

Tabla 2. Cebadores especificos utilizadoss para la deteccion de FMV, FLMaV-1, FMMaV.
Nombre Posiciones Zona de amplificacion
Tipo Secuencia (5" >3)
cebador (bp) del genoma
Forward E5-S CGGTAGCAAATGGAATGAAA
302 RNA1-RdRp
Reverse E5-AS AACACTGTTTTTGCGATTG
Forward N17s CGTGGCTGATGCAAAGTTTA
340 HSP70
Reverse N17a GTTAACGCATGCTTCCATGA
Forward LM3s AAGGGGAATCTACAAGGGTCG

Reverse

LM3a

TATTACGCGCTTGAGGATTGC

308

HSP70

Elbeaino et al. 2009

Elbeaino et al. 2006

Elbeaino et al. 2010

Los programas de termociclador empleados en las diferentes reacciones de RT-PCR,

y los modelos de los termocicladores empleados estan reflejados en el Anexo 6.

3.4.1. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

Los resultados obtenidos de los analisis mediante RT-PCR se obtuvieron tras la
electroforesis en gel de agarosa, su tincidn y visualizacién bajo luz ultravioleta como se

detalla a continuacion.
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Para preparar el gel se utilizd6 Agarosa D1 Baja EEO (Conda S.A., Madrid, Espafia) al
1,2% en TAE 1x (40 mM Tris-acetate, 1 mM EDTA a pH 8.0). El gel una vez solidificado, se
sumergio en una cubeta de electroforesis con tampdn TAE 1x. El gel de agarosa se cargé con
5 upl de cada uno de los productos amplificados en las RT-PCRs (Figura 18), previamente
mezclados con 2 ul de tampdn de carga (6X TriTrack DNA Loading Dye, ThermoScientifics,
Vilna, Lituanuia) (Figura 19). Los carriles de los extremos de cada gel se destinaron para

cargar el marcador de 100 pb con los fragmentos de tamafio conocidos (GeneRuler 100 bp

Plus DNA Ladder de Termo Scientific™, Vilna, Lituania).

Figura 19. Detalle de la carga de las muestras en gel de agarosa 1,2% en TAE 1x para electroforesis.

Una vez completada la migracién del fragmento amplificado en la electroforesis, se

sumergio el gel para su tincion en un bafio con GelRed® Nucleic Acid Gel Stain (Biotium,
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Hayward, USA), y tras 30 minutos se obtuvieron los resultados al visualizarlo bajo luz UV
empleando el transiluminador UV gelONE Gel Documentation System (Cleaver Scientifics,

Cambridge, Reino Unido).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. DETECCION DE POSIBLE VECTORES EN LAS HOJAS DE HIGUERA

Previamente al analisis se observaron las hojas recogidas mediante lupa binocular
con el fin de encontrar la presencia o indicios del eriéfido A. ficus, no encontrandose indicio

alguno de este artrépodo.

4.2. ESTADO SANITARIO DE LOS PLANTONES DE 1-3 MESES DE EDAD
FRENTE A FMV, FLMAV-1Y FMMAV

Las muestras recogidas durante el primer muestreo, 21 plantones de las variedades
Blanca Gota de Miel y 16 de la variedad Cuello de Dama Blanca, que se clasificaron por
sintomas y se agruparon de 2 en 2, al ser analizadas mediante RT-PCR con cebadores
especificos de FMV, FLMaV-1 y FMMaV se obtuvieron los resultados recogidos en la Tabla
3. También se presentan los productos de los mismos en la Figura 20.
Tabla 3. Resultados de las muestras recogidas durante el primer muestreo para los tres virus

analizados.
MUESTREO 1° (12/03/2021)

cODIGO
VARIEDAD FMV FLMaV-1 FMMaV
LABORATORIO
114/21 + - -
115/21 + - -
116/21 + - -
Blanca Gota de Miel
117/21 + - -
118/21 + - -
124/21 + - -
119/21 + + -
120/21 + - -
121/21 + - -
Cuello de Dama Blanca

122/21 + + -
123/21 - + -
125/21 + + -
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Figura 20. Visualizacion de productos obtenidos en la RT-PCR para FMV (A), FLMaV-1 (B) yFMMaV (C). M:
marcador molecular; NT: No Template (Blanco); C-: control negativo; C+: control positivo.

Del total de las 12 muestras analizadas, se obtuvo un elevado porcentaje de
positivos para FMV frente al resto de virus, siendo del 100 % en la variedad Blanca Gota de

Miel y del 83,33 % en las muestras de Cuello de Dama Blanca, como se muestra en la

Figura 21.

Para FLMaV-1, sdlo resultaron positivas el 66,67 % de las muestras analizadas de la

variedad Cuello de Dama Blanca, pero ninguna de la var. Blanca Gota de Miel.

Todas las muestras de ambas variedades, fueron negativas a FMMaV.
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Figura 21. Porcentaje de muestras positivas a FMV, FLMaV-1y FMMaV segun la variedad

Aunque los virus relacionados con la enfermedad del mosaico de la higuera han sido
ampliamente trabajados en cultivos de higuera dedicados al consumo en diferentes paises
de la cuenca Mediterranea, no se dispone de trabajos de investigacidn con muestras de
viveros para el cultivo ornamental de la higuera, por lo que los datos con los que se discute
a continuacion versan sobre muestras recogidas en arboles cultivados para el consumo de
sus frutos. Asimismo, cabe destacar la limitacién para conseguir fuentes que traten en
concreto estos virus en Espaiia, por ello se comparan los datos del trabajo con los casos de

la Cuenca Mediterranea como referencia.

Los virus estudiados en este TFM se han detectado y establecido su incidencia en
diferentes paises de la Cuenca Mediterranea, como es el caso de Montenegro y Croacia,
donde FMV fue detectando con una incidencia del 43% (n=21) y 87% (n=30),
respectivamente (Voncina et al.,, 2015; Perovi¢ et al., 2016). Estos valores son
significativamente menores a los obtenidos en las muestras ensayadas en el presente

trabajo.

FMMaV, que no ha sido detectado en el presente estudid, si se detectd en

Montenegro (Perovic et al., 2016) con una baja incidencia, del orden del 10 % (n=21).

Realizando un cémputo total de los resultados de los estudios realizados en la
Cuenca Mediterranea en paises como Irdn, Turquia, Siria y otros, la incidencia de cada virus

fue del 34,52 % (n=252) (Caglar et al., 2011; Elbeaino et al., 2012; Voncina et al., 2015;) en
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FMV, mientras que para FLMaV-1 fue del 43,24 % (n=148) (Elbeaino et al., 2006; Nahdi et
al., 2006) y del 11,81 % (n=134) (Elbeaino et al., 2012; Alishiri et al., 2018) en FMMaV.

Segun el trabajo realizado por Alfaro et al. (2014), el 96,7 % (n=30) de higueras
muestreadas en distintas zonas de Espafia, presentaban infeccién con FMV, encontrandose
dentro del rango de valores obtenidos en este trabajo. Las mayores diferencias se dan en
FLMaV-1, en el que el 16,7% de las muestras fueron positivas, valor mas reducido que los
presentes, mientras que fueron positivas el 26,7 % en FMMaV contrastando con los

resultados del presente estudio, donde no se detectd en ninguna de las muestras.

Fuera de la Cuenca Mediterranea también se han detectado estos tres virus en
China, pero en unos porcentajes del rengo entre 0,4 % en FMMaV al 44,40 % en FMV

(n=252), debido a que no estd tan extendida su presencia como en Espafia (Mijit et al.,2017).

4.3. CATALOGO DE SINTOMAS ASOCIADOS A LOS VIRUS DETECTADOS

En la evaluacién de sintomas llevada a cabo con las muestras recogidas durante el
primer muestreo en plantones de 1-3 meses de edad esquejados en 2021, se observaron
sintomas diversos (Figuras 22 y 23) como: mosaico y deformacién de hojas (Figura 23A),
“oakleaf” (mosaico en hoja de roble) (Figura 23B), bandeado de venas en oscuro (Figura
22C), necrosis/oak leaf con necrosis, manchas en anillo (Figura 23D), y moteado amarillo

internervial (Figura 23E).
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Figura 22. Hojas sintomdticas de la variedad Blanca Gota de Miel. A: Mosaico; B: Mosaico “oakleaf”
(mosaico en hoja de roble) con avance desde la base; C: Bandeado de venas; D: Mosaico, “oakleaf”
(mosaico en hoja de roble)” y necrosis; E: Mosaico y manchas en anillo.

_adiiliind ..

Figura 23. Detalle de los sintomdticas observados en hojas de Ficus carica de la variedad Cuello de Dama
Blanca. A: Mosaico, oakleaf y necrosis; B: Mosaico, abullonado y deformacion; C: Bandeado de venas; D:
Mosaico verde-claro y manchas en anillo; E: Moteado amarillo internervial.

Al clasificarse las muestras por sintomatologia (Figuras 22 y 23), como se explicé con
anterioridad, se obtuvo la proporcién de sintomas presentada en la Tabla 4, presentandose
para Blanca Gota de Miel un elevado nimero de muestras ‘Mosaico y manchas en anillo’
(14 muestras de 21), mientras que para Cuello de Dama Blanca fue el ‘Amarilleo suave hasta

verde claro internervial’ (5 muestras de 16).

En la primera variedad el 100% de las muestras dieron positivo para FMV. En el caso
de la segunda en relacion con los sintomas, todas dieron positivo para FMV, excepto para
FLMaV-1, donde sdlo se dio en ‘Amarilleo suave hasta verde claro internervial’, y dos de los
sintomas, ‘Mosaico, oakleaf y necrosis’ y ‘Mosaico y manchas en anillo’, dieron positivo para

infeccion mixta de FMV y FLMaV-1.

En vista a estos resultados podemos decir que, por el momento, no es posible
establecer una relacidon entre la sintomatologia y el virus, ya que es habitual encontrar
infecciones mixtas en higuera con una gran variedad de sintomas diferentes, por lo que es

dificil asociar a sintomas concretos la presencia de determinados virus (Alfaro et al., 2014).
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Tabla 4. Relacion y proporcidn de sintomas de los plantones del primer muestreo para FMV, FLMaV-
1y FMMaV.

Positivo para
Variedad Sintomatologia Proporcién
FMV FLMaVv-1 FMMaV

Mosaico 1/21 X
Mosaico en oakleaf con
2/21 X
avance desde la base
Blanca Gota de
. Bandeado de venas 2/21 X
Miel
Mosaico, oakleaf y necrosis 2/21 X
Mosaico y manchas en anillo 14/21 X
Mosaico, oakleaf y necrosis 3/16 X X
Mosaico, abullonado y
3/16 X
deformacion
Cuello de Dama
Bandeado de venas 1/16 X
Blanca
Mosaico y manchas en anillo 3/16 X X
Moteado amarillo
5/16 X

internervial

4.4, ESTADO SANITARIO DE LOS PLANTONES DE 1 ANO FRENTE A FMV

Los resultados que se obtuvieron del segundo muestreo en los analisis a FMV a
higueras de 1 afio se muestran en la Tabla 5 y la visualizacién de los productos que fueron

obtenidos por PCR en la Figura 24.
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Tabla 5. Resultados obtenidos en los andlisis mediante RT-PCR con cebadores especificos a FMV de
las muestras recogidas en el segundo muestreo.

MUESTREO 07/06/2021
VARIEDAD MUESTRA FMV
357/21 (1-2) +
357/21 (3-4) +
Blanca Gota de Miel 357/21 (5-6) +

357/21(7-8) -

357/21 (9-10) +
358/21 (1-2)* +
Ronde de Bordeaux 358/21 (3-4) -

358/21 (5- 359/21 (7)) -

359/211-2 +

Cuello de Dama Blanca 359/21 (3-4)* +
359/21 (5-6) -

360/21 (2-3) -
Breva

360/21 (4) +

Las muestras marcadas (*), dieron positivo en dilucién 1:10
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Figura 24. Visualizacion de productos obtenidos en la RT-PCR para FMV. M: marcador molecular; NT: No
Template (Blanco); C-: control negativo; C+: control positivo.

26



En la Figura 25, se muestra que para FMV, el mayor porcentaje de positivos se dio en
las variedades Blanca Gota de Miel y Cuello de Dama Blanca detectdandose un 80 % y un

66,67 % de las muestras analizadas, respectivamente

Mientras que en las variedades Ronde de Bordeaux y Breva, se detectd FMV en un

33,33 % y 50 % de las muestras analizadas, respectivamente.

Porcentaje de muestras positivas

100,00
50,00
0,00
Blanca Gota de Miel Ronde de Bordeaux Cuello de Dama Breva
Blanca

Figura 25. Porcentaje de muestras positivas para FMV segun la variedad.

En este muestreo, se obtuvo un porcentaje de positivos del 61,54%, bastante
reducido con respecto a los resultados del estudio realizado por Alfaro et al. (2014) que fue
del 96,70% como se comentd con anterioridad, sin embargo, se debe tener en cuenta que
en este estudio se trataba de arboles de 1 aio de edad seleccionados por ser asintomaticos.
Aunqgue se realizaron los andlisis en muestras asintomaticas, el elevado porcentaje de
positivos resulta preocupante para la empresa Orvifrusa S.L., ya que no podra emplear este
material como planta madre para obtener esquejes y exportar planta libre de FMV. Aunque
de momento no se exige, si en un futuro se llevara a cabo la modificacidn del Reglamento
Técnico de Control y Certificacion de Plantas de Vivero de Frutales (Real Decreto 929/1995,

del 9 de junio), se deberia Unicamente comercializar material libre de FMV.

Es muy dificil conseguir material vegetal de higuera libre de virus debidamente
certificado, dado su elevado precio y la ausencia de cultivares resistentes a estos patdgenos.
Las formas mas viables de obtener higueras sanas son: por semillas y por propagacién a
partir de un individuo sano. Como se ha comentado en la introduccidn, la propagacion de

higueras por semillas es muy lenta, recurriéndose habitualmente a la propagacion
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vegetativa, con la problematica fitosanitaria asociada a virosis que esto conlleva, ya que la
mayor parte de virus que afectan a la higuera se transmiten de manera mecdnica durante
la propagacion y apenas por semilla (Melgarejo, 1999). Por lo tanto, para lograr el éxito
realizando esta practica, siempre se debe mantener una correcta higiene en el invernadero,
desinfectando los uUtiles de las labores con frecuencia, ademas del buen estado del material

parental.

4.5. SELECCION DEL MATERIAL VEGETAL LIBRE DE FMV

Una vez se disponia de los resultados de los analisis a FMV realizados a las muestras
recogidas durante el segundo muestreo, el 25 de junio de 2021, se realizd una tercera visita
a Orvifrusa S.L., con el fin de separar del resto de la produccién aquellos plantones libres de
FMV (Figura 24). Estas plantas fueron trasladadas a una parcela aparte, marcando su
variedad y el nimero de ramas a partir de las cuales se podra llevar a cabo la propagacién a
principios del siguiente invierno cuando tengan de 3 a 4 yemas, para formar los esquejes.
Se separaron un total de 10 plantones: 2 de Blanca Gota de Miel, 3 de Ronde de Bordeaux,
3 de Cuello Dama Blancay 2 de Breva. Esto se realizé con el fin de evitar posibles infecciones
y llevar a cabo la propagacion a partir de estos en un futuro. En septiembre se realizard una
nueva visita con el fin de revisar si ha habido desarrollo de sintomas en los plantones
aislados y volver a analizar las muestras para confirmar la ausencia de FMV ya que por el
estado temprano en el que se analizé el material vegetal podria haber algunos falsos

negativos y conseguir asi resultados definitivos.

Figura 26. Separacion de plantones libres de FMV.
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5. CONCLUSIONES

O

Los plantones (1-3 meses de edad) obtenidos en 2021 de las variedades
Blanca Gota de Miel y Cuello de Dama Blanca, no presentan un buen estado
sanitario frente a FMV y FLMaV-1, aunque si frente a FMMaV, a pesar de ser

un virus presente en Espafia.

La mayoria del material esquejado en 2021 presentan infeccién mixta de

FLMaV-1y FMV.

La observacién de sintomas virales en algunas muestras y la no deteccién de
FMV, FLMaV-1y FMMaV, nos lleva a pensar en la infeccién de otros virus no

estudiados en el presente trabajo.

No se ha podido establecer un catalogo de sintomas asociados a los virus
detectados en higuera en Orvifrusa S.L., al presentar el material vegetal
analizado infecciones mixtas, pero si se puede confirmar que la

sintomatologia mas frecuente observada fue el Mosaico y Manchas en anillo.

El estado sanitario frente a FMV de plantones de un afio de edad obtenidos
en 2020 de las variedades Blanca Gota de Miel, Cuello de Dama Blanca,
Ronde de Bordeaux y Breva no es bueno, ya que se ha detectado un elevado

porcentaje de muestras infectadas incluso en asintomaticas.

Se ha podido seleccionar un bajo nimero de higueras libres de FMV para su

empleo en futuras propagaciones.

El elevado porcentaje de muestras positivas a FMV nos ayuda a entender el

porqué de su amplia presencia en Espafia y otros paises de la Cuenca

Mediterranea.
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7. ANEXOS

7.1. ANEXO 1. PROTOCOLO DE EXTRACCION DE RNA CON EL KIT COMERCIAL
NUCLEOSPIN™ RNA PLANT KIT (MACHEREY-NAGEL™, DUREN, ALEMANIA)

N

oukew

10.
11.
12.
13.
14.

15.
16.

17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24,
25.
26.

27.
28.
29.

Se tritura la muestra con ayuda de una maza

Se afiade tampdn de extraccion (Anexo 2) en proporcién 1:10 con respecto a la
muestra

Se continua triturando hasta obtener un extracto lo mas homogéneo posible
Transferir 300 pL de extracto ELISA a un tubo estéril de 1,5 mL

Afadir 200 pL de Lysis Buffer RA1 y vdrtex

Transferir 350 pL del homogeneizado a un nuevo tubo de 1,5 mL, afiadir 3,5 pL de
B-mercaptoetanol y mezclar

Transferir el lisado a una columna morada, en la que previamente se ha insertado
un tubo colector de 2 mL

Centrifugar 1’ a 11.000 g

Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo de 1,5 mL con cuidado de no traspasar
el pellet y descartar la columna con el tubo colector

Afadir 350 uL de Etanol al 70 % y mezclar rapidamente con pipeta

Transferir el lisado a una columna azul

Centrifugar 30" 2 11.000 g

Descartar el sobrenadante y el tubo colector

Colocar un nuevo tubo colector de 2 mL y afiadir 350 uL de Membrane Desalting
Buffer MDB

Centrifugar 1’ a 11.000 g

Preparar DNase reaction mixture en un tubo estéril de 1,5 mL o en un vaso de
precipitado. Por cada muestra afiadir 90 pL de Reaction Buffer for rDNase y 10 pL de
reconstituted rDNase

Afadir 95 uL de DNase reaction mixture en el centro de la columna

Incubar 15’ a T2 ambiente

Anadir 200 pL de Wash Buffer RAW?2

Centrifugar 30" a11.000 g

Descartar el sobrenadante y el tubo colector

Colocar un nuevo tubo colector de 2 mL y afiadir 600 uL de Wash Buffer RA3
Centrifugar 30” a11.000 g

Descartar el sobrenadante y anadir 250 pL de Wash Buffer RA3

Centrifugar 2’ a 11.000g

Descartar el sobrenadante con el tubo colector y colocar la columna en un nuevo
tubo de 1,5 mL

Eluir el RNA en 60 pL de RNase-free H20

Centrifugar 1’ a 11.000g

Almacenar a -20 2C
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7.2. ANEXO 2. TAMPON DE EXTRACCION

Para realizar el tampdn de lavado de la casa comercial LOEWE® se disuelven los
productos recogidos en la Tabla 1 en unos 800 ml de agua destilada, se ajusta el pH en un

rango de 7,2 a 7,4 y luego se enrasa hasta 1000 ml con agua destilada.

Tabla 1. Compuestos requeridos para la preparacion del tampén de lavado de la casa comercial LOEWE®

Compuestos Cantidad
NacCl 8¢g
Na;HPO4 1,15¢
KH2PO4 02¢g

KCl 0,2¢g
Tween 20 0,5 ml

Para obtener el tampdn de extraccidn, se disuelven los productos de la tabla 2 en
unos 200 ml de tampdn de lavado, se ajusta el pH a 7,4 y se enrasa a 250 ml con el tampodn

de lavado.

Tabla 2. Productos necesarios para la realizacion del tampdn de extraccion de la casa comercial LOEWE®

Compuestos Cantidad
PVP (Polivinilpirrolidona) 5g

BSA (Albumina de suero bobino) 0,5g
NaNs 0,025g
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7.3. ANEXO 3. PRODUCTOS Y VOLUMENES EMPLEADOS PARA LA
REALIZACION DE LA RT-PCR FMV EN UN PASO

Concentracion Concentracion final Volumen final
REACTIVOS
inicial (ul)
2X Reaction Mix 2x 1x 5
PVP40 10x 1x 1
FMV mix (sense, anti-sense primers) 10 um Forward 0,5 uM 1
Reverse 5 uM
SuperScript™ Il RT/Platinum™ Taq - - 0,4
Mix
RNaseOUT™ Recombinant 40 U/ul 4 U/ul 0,1

Ribonuclease Inhibitor

Desnaturalizacion RNA previa 1,9 ul H20 DEPC 0,6 ul RNA = 5’ a 65°C
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7.4. ANEXO 4. PRODUCTOS Y VOLUMENES EMPLEADOS PARA LA
REALIZACION DE LA RT-PCR FMMAV EN UN PASO

Concentracion Concentracion final Volumen final
REACTIVOS

inicial (ul)

2X Reaction Mix 2x 1x 5

PVP40 10x 1x 1

FMMaV mix (sense, anti-sense 10 um Forward 0,5 uM 1

primers) Reverse 5 uM
SuperScript™ Il RT/Platinum™ Taq - - 0,4
Mix

RNaseOUT™ Recombinant 40 U/ul 4 U/ul 0,1

Ribonuclease Inhibitor

Desnaturalizacién RNA previa 1,9 ul H20 DEPC 0,6 pl RNA - 5’ a 65°C
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7.5. ANEXO 5. PRODUCTOS Y VOLUMENES EMPLEADOS PARA LA
REALIZACION DE LA RT-PCR FLMAV-1 EN UN PASO

Concentracion Concentracion final Volumen final
REACTIVOS

inicial (ul)

2X Reaction Mix 2x 1x 5

PVP40 10x 1x 1

FLMaV-1 mix (sense, anti-sense 10 um Forward 0,5 uM 1

primers) Reverse 5 uM
SuperScript™ Il RT/Platinum™ Taq - - 0,4
Mix

RNaseOUT™ Recombinant 40 U/ul 4 U/ul 0,1

Ribonuclease Inhibitor

Desnaturalizacién RNA previa 1,9 ul H20 DEPC 0,6 pl RNA - 5’ a 65°C
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7.6. ANEXO 6. PROGRAMAS DE LOS TERMOCICLADORES

Virus Termociclador
Etapa
Transcripcidn inversa
Desnaturalizacién
MWG Biotech Alineamiento de
FMV Inc Primus 25 cebadores

Thermal Cycler Extensidn de la Taq
DNA polimerasa
Extension final
Conservacion
Transcripcion inversa
Desnaturalizacién
Alineamiento de

Applied

cebadores
Biosystems™

FLMaV-1 Extension de la Taq
2720 Thermal
DNA polimerasa
Cycler
Extension final
Conservacion
Transcripcion inversa
Desnaturalizacién
Applied Alineamiento de
Biosystems™ cebadores
FMMaV
2720 Thermal Extensidn de la Taq
Cycler DNA polimerasa

Extension final

Conservacién

38

Programa
Temperatura Tiempo

50 30’
94 2

94 30”
50 30”
68 45”
68 10’
50 30
94 2

94 30”
55 30”
68 30”
68 10’
50 30’
94 p

94 i

53 45”
68 i

68 10’

Ciclos

35

35

40



