Índice de contenidos

	
	Resumen…………………………………………………………………………………………….............
	V

	
	Abstract……………………………………………………………………………………………..............
	IX

	
	Resum……………………………………………………………………………………………….............
	XIII

	
	Abreviaturas: nomenclatura de los virus......................................................................................
	XVII

	1
	Introducción………………………....………………………………………………………….................
	1

	
	1.1. Los virus en la agricultura…………………………………........…………………….......................
	1

	
	1.2. Emergencia  de enfermedades virales ......................................................................................
	1

	
	1.3. Evolución de los virus.................................................................................................................
	2

	
	1.4. Control de las virosis..................................................................................................................
	4

	
	       1.4.1. Uso de material propagativo libre de virus.......................................................................
	5

	
	       1.4.2. Programas de cuarentena................................................................................................
	6

	
	       1.4.3. Eliminación o prevención de fuentes de infección............................................................
	6

	
	       1.4.4. Prácticas agronómicas ....................................................................................................
	7

	
	       1.4.5. Control de vectores o del proceso de transmisión...........................................................
	7

	
	       1.4.6. Protección cruzada...........................................................................................................
	9

	
	       1.4.7. Utilización de satélites......................................................................................................
	10

	
	       1.4.8. Aplicación de químicos antivirales....................................................................................
	10

	
	       1.4.9. Inducción de mecanismos de defensa de la planta..........................................................
	10

	
	       1.4.10. Obtención de plantas resistentes por mejora genética .................................................
	11

	
	       1.4.11. Obtención de plantas resistentes por transformación genética..................................... 
	11

	
	1.5. Detección y diagnóstico de virus ...............................................................................................
	14

	
	       1.5.1. Caracterización biológica.................................................................................................
	14

	
	       1.5.2. Observación al microscopio.............................................................................................
	16

	
	       1.5.3. Análisis serológico............................................................................................................
	17

	
	       1.5.4. Análisis de RNA bicatenario ............................................................................................
	18

	
	       1.5.5. Hibridación molecular.......................................................................................................
	18

	
	       1.5.6. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) .................................................................
	20

	
	       1.5.7. Amplificación isotérmica...................................................................................................
	22

	
	       1.5.8. Diferenciación de variantes genéticas..............................................................................
	23

	
	       1.5.9. Secuenciación nucleotídica..............................................................................................
	25

	
	1.6. Virus utilizados en este estudio..................................................................................................
	27

	
	       1.6.1. Fabavirus..........................................................................................................................
	27

	
	       1.6.2. CMV..................................................................................................................................
	31

	
	       1.6.3. TSWV...............................................................................................................................
	34

	
	       1.6.4. ToMV................................................................................................................................
	37

	
	       1.6.5. Crinivirus de tomate: ToCV y TICV..................................................................................
	39

	
	       1.6.6. PepMV..............................................................................................................................
	42

	
	       1.6.7. ToTV.................................................................................................................................
	44

	2
	Objetivos………………………………………………………………………….....................................
	47

	3
	El género Fabavirus: caracterización molecular de LMMV…………………………….................
	51

	
	3.1. Introducción…………………………………………………………………………………………......
	51

	
	3.2. Materiales y Métodos…………………………………………………………………………….........
	53

	
	       3.2.1. Aislado viral..…………......................................................................................................
	53

	
	       3.2.2. Extracción de RNA…………….........................................................................................
	53

	
	                 3.2.2.1. Extracción de RNA total  …………………...........................................................
	53

	
	                 3.2.2.2. Extracción de RNA bicatenario  ..........................................................................
	54

	
	                 3.2.2.3. Tratamiento con DNasa.......................................................................................
	54

	
	       3.2.3. Síntesis de cDNA del genoma de LMMV.........................................................................
	55

	
	                 3.2.3.1. Construcción de una genoteca aleatoria.............................................................
	55

	
	                 3.2.3.2. RT-PCR con iniciadores específicos para LMMV...............................................
	56

	
	                 3.2.3.3. RT-PCR de los extremos 5’ de los RNAs genómicos.........................................
	57

	
	                 3.2.3.4. RT-PCR de los extremos 5’ de los RNAs genómicos.........................................
	58

	
	         3.2.4. Clonaje y secuenciación.................................................................................................
	60

	
	         3.2.5. Análisis de las secuencias nucleotídicas........................................................................
	60

	
	3.3. Resultados y discusión...............................................................................................................
	61

	
	         3.3.1. Características del genoma de LMMV...........................................................................
	61

	
	         3.3.2. Descubrimiento de un motivo conservado: seña de identidad del género Fabavirus....
	64

	
	         3.3.3. Comparación y clasificación taxonómica de LMMV.......................................................
	66

	4
	El género Fabavirus: detección simultánea de todos los fabavirus por RT-PCR……..............
	69

	
	4.1. Introducción................................................................................................................................
	69

	
	4.2. Materiales y métodos.................................................................................................................
	71

	
	           4.2.1. Aislados virales.............................................................................................................
	71

	
	           4.2.2. Extracción de RNA.......................................................................................................
	72

	
	           4.2.3. RT-PCR........................................................................................................................
	72

	
	           4.2.4. Clonaje y secuenciación...............................................................................................
	72

	
	           4.2.5. Análisis de secuencias nucleotídicas...........................................................................
	72

	
	4.3. Resultados y discusión...............................................................................................................
	73

	
	           4.3.1. Diseño de iniciadores...................................................................................................
	73

	
	           4.3.2. Detección de todos los fabavirus por RT-PCR con iniciadores conservados..............
	75

	
	           4.3.3. Detección e identificación de cada fabavirus por RT-PCR múltiple.............................
	79

	
	
	

	5
	El género Fabavirus: detección simultánea de fabavirus por hibridación molecular..............
	79

	
	5.1. Introducción................................................................................................................................
	79

	
	5.2. Materiales y métodos.................................................................................................................
	81

	
	        5.2.1. Aislados virales................................................................................................................
	81

	
	        5.2.2. Extracción de RNA..........................................................................................................
	81

	
	         5.2.3. Síntesis de sondas.......
	81

	
	                   5.2.3.1. RT-PCR y clonaje
	81

	
	                   5.2.3.2. Transcripción in vitro: marcaje con digoxiginina
	82

	
	                   5.2.3.3. Evaluación de la sondas: concentración y marcaje
	83

	
	          5.2.4. Hibridación de flujo
	83

	
	          5.2.5. Análisis de las secuencias nucleotídicas
	85

	
	5.3. Resultados y discusión
	85

	
	           5.3.1. Diseño de las sondas
	85

	
	           5.3.2. Detección de todos los fabavirus por hibridación con una única sonda general
	87

	
	           5.3.3. Detección e identificación de cada fabavirus por hibridación con sondas específicas
	88

	6
	Ribovirus importantes en tomate: Caracterización molecular de ToMV ……………….............
	91

	
	6.1. Introducción................................................................................................................................
	91

	
	6.2. Materiales y métodos.................................................................................................................
	92

	
	        6.2.1. Aislados virales................................................................................................................
	92

	
	        6.2.2. Extracción de RNA..........................................................................................................
	93

	
	        6.2.3. RT-PCR...........................................................................................................................
	93

	
	        6.2.4. Secuenciación.................................................................................................................
	94

	
	        6.2.5. Análisis de las secuencias nucleotídicas.........................................................................
	94

	
	6.3. Resultados y discusión...............................................................................................................
	96

	
	        6.3.1. Recombinación................................................................................................................
	96

	
	        6.3.2. Relaciones filogenéticas de los aislados de ToMV.........................................................
	97

	
	        6.3.3. Estructura genética y flujo genético entre subpoblaciones de ToMV..............................
	99

	
	        6.3.4. Selección natural...................................................................... ......................................
	100

	7
	Ribovirus importantes de tomate: detección simultánea de siete virus por RT-PCR..............
	103

	
	7.1 Introducción................................................................................................................................
	103

	
	7.2. Materiales y métodos.................................................................................................................
	104

	
	        7.2.1. Aislados virales...............................................................................................................
	104

	
	        7.2.2. Extracción de RNA..........................................................................................................
	104

	
	        7.2.3. RT-PCR y PCR................................................................................................................
	105

	
	        7.2.4. Clonaje y secuenciación..................................................................................................
	105

	
	        7.2.5. Análisis de secuencias nucleotídicas..............................................................................
	105

	
	7.3. Resultados y discusión...............................................................................................................
	105

	
	        7.3.1. Diseño de iniciadores......................................................................................................
	105

	
	        7.3.2. Desarrollo de la RT-PCR múltiple...................................................................................
	107

	
	        7.3.3. Análisis de muestras de campo mediante RT-PCR múltiple...........................................
	108

	
	Conclusiones…………………………………………………………………………..............................
	111

	
	Bibliografía………………………………………………………………………………………….............
	113

	
	Agradecimientos.............................................................................................................................
	141


