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ESQUEMA DE LA TESIS

Esta tesis, realizada por Ezequiel A. Rangel, forma parte de una
colaboracion entre los Dr. Salvatore Davino (Universidad de Palermo), Dr.
Antonio Olmos (Instituto Valenciano de investigaciones Agrarias, IVIA) y Dr.
Luis Rubio (IVIA) cuyo objetivo general ha sido el desarrollo de métodos
moleculares para la deteccion de virus en cultivos agricolas. Ezequiel Rangel
es un investigador del Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas (INIA) de
Venezuela que ha disfrutado de una beca predoctoral durante cuatro afnos
para realizar la tesis en el IVIA. Asi mismo, el doctorando Stefano Panno, de la
Universidad de Palermo, ha realizado varias estancias en el IVIA. Ambos
estudiantes realizaron parte de su formacion de la tesis doctoral bajo el marco
de la colaboracion establecida para el desarrollo de métodos moleculares para
la deteccion de virus en especies vegetales teniendo los mismos directores de
tesis (Dr. Salvatore Davino, Dr. Antonio Olmos y Dr. Luis Rubio) y
compartiendo la autoria de varias publicaciones. En relaciéon a este punto
indicar que Stefano Panno presenté en la Universidad de Palermo su tesis
doctoral compuesta por un compendio de seis articulos. En la tesis de
Ezequiel Rangel se presenta un total cinco de capitulos que corresponden a
sendas publicaciones. Puesto que Stefano y Ezequiel han compartido periodo
de formacion y trabajo, existen un total de cuatro publicaciones que presentan
ambos autores. Para que la tesis doctoral presente coherencia, no siendo
Unicamente un conjunto de articulos en el que el doctorando ha participado,
ha habido trabajos que han presentado en ambas tesis. Indicar en este punto
que ambos doctorandos acabaron su trabajo experimental al mismo tiempo,
pero la elaboracion de la tesis de Ezequiel Rangel en capitulos (no incluyendo
directamente los articulos publicados) y problemas administrativos han

causado la diferencia en la fecha de presentacion de ambas tesis doctorales.

A continuacién se muestran los trabajos presentados en la tesis

doctoral de Ezequiel Rangel, detallando su participacion.
Capitulo 1. Introduccion. Realizada integramente por Ezequiel Rangel.

Capitulo 2. Justificaciéon y Objetivos. Realizada integramente por

Ezequiel Rangel.



Capitulo 3. El género Fabavirus: caracterizacion molecular de LMMV. El
trabajo de laboratorio duré aproximadamente doce meses, siendo realizado
mayoritariamente por el doctorando Ezequiel Rangel (90%). Su trabajo
consistio en el diseno de los iniciadores, RT-PCR de los distintos fragmentos
del genoma del virus, secuenciacion mediante Sanger, y los analisis de las
secuencias nucleotidicas con diferentes programas bioinformaticos. En el
trabajo experimental también han participado Inmaculada Ferriol (5%) y
Stefano Pano (5%) con la realizacion de RT-PCR de algunos fragmentos del
genoma del virus. Ademas, Ezequiel Rangel particip6 activamente en la
discusion de los resultados y sus implicaciones. Esto se refleja en la
publicacion en la que Ezequiel Rangel es el primer autor: Rangel EA, Ferriol I,
Panno S, Davino S, Olmos A, Rubio L. 2013. The complete genome sequence of
Lamium mild mosaic virus a member of the genus Fabavirus. Arch Virol
158:2405-2408.

Capitulo 4. El género Fabavirus: deteccion simultanea de todos los
fabavirus por RT-PCR. El trabajo de laboratorio se llevd a cabo durante siete
meses principalmente por Stefano Panno (60 %) que se encargd del disefio de los
iniciadores y la puesta a punto de las RT-PCRs sencillas y multiples. Ezequiel
Rangel (20%) e Inmaculada Ferriol (20%) participaron con la obtencion y
caracterizacion de los aislados de BBWV-1, BBWV-2, GeMV, CuMMV y LMMV
que pertenecen al género Fabavirus, asi como algunas RT-PCRs. Ademas, todos
ellos contribuyeron en la discusion de resultados. Dado que la implicacion en el
trabajo de Ezequiel Rangel e Inmaculada Ferriol fue la misma, se sigui6 el orden
alfabético para la inclusion de los autores en el trabajo. Por este motivo, el
doctorando Ezequiel Rangel es el tercer autor en la publicacion: Panno S, Ferriol
I, Rangel EA, Olmos A, Han CG, Martinelli F, Rubio L, Davino S. 2014.
Detection and discrimination of fabaviruses by single-step RT-PCR and

multiplex RT-PCR. J Virol Meth 197: 77-82.

Capitulo 5. El género Fabavirus: deteccion simultanea de fabavirus por
hibridacion molecular. El trabajo de laboratorio realizado por Ezequiel duro
aproximadamente 24 meses y fue una continuacion del trabajo que realizo
Inmaculada Ferriol. La contribucion en la parte experimental fue del 50 y
45%, respectivamente. Inmaculada Ferriol disené y probo las sondas de
BBWV-1 y BBWV-2 con algunos aislados de estos dos virus, mientras que

Ezequiel Rangel disenn6é las sondas para los otros virus del género Fabavirus:
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GeMV, LMMV, CuMMYV, y otro virus relacionado: TRSV y prob¢ las seis sondas
con todos los aislados del género Fabavirus. Stefano Panno confirmé6 los
resultados obtenidos por las hibridaciones mediante RT-PCR (5% del trabajo).
Todo el trabajo se publicd, compartiendo la primera autoria Ezequiel Rangel e
Inmaculada Ferriol (para la inclusion de los autores se utilizé el orden
alfabético): (Ferriol I & Rangel EA), Panno S, Davino S, Han C.G., Olmos A,
Rubio L. 2015. Rapid detection and discrimination of fabaviruses by flow-
through hybridization with genus- and species-specific riboprobes. Ann Appl

Biol 167:26-35.

Capitulo 6. Ribovirus importantes en tomate: Caracterizacion molecular
de ToMV. Todo el trabajo experimental, que incluye disefio de los iniciadores,
RT-PCR, secuenciacion de fragmentos y analisis de las secuencias
nucleotidicas, asi como la discusion de resultados ha sido realizado por
Ezequiel Rangel (duracion 14 meses). Este capitulo aparece Ginicamente en la
tesis de Ezequiel Rangel, y es el primer autor en la publicacion. Articulo:
Rangel EA, Alfaro-Fernandez A, Font I, Luis-Arteaga M, Rubio L. 2011. Genetic
variability and evolutionary analyses of Tomato mosaic virus. Virus Genes

43:435-438.

Capitulo 7. Ribovirus importantes de tomate: deteccién simultanea de
siete virus por RT-PCR. Stefano Panno realizé la mayor parte del trabajo
experimental (80%): disefio de los iniciadores, puesta a punto de las técnicas
de RT-PCR, clonaje y Ezequiel Rangel (20%) realizo la RT-PCR de las muestras
de campo y participé en la discusion de los resultados. Articulo: Panno S,
Davino S, Rubio L, Rangel E, Davino M, Garcia-Hernandez J, Olmos A. 2012.
Simultaneous detection of seven tomato-infecting RNA viruses by two
multiplex reverse transcription polymerase chain reactions. J Virol Meth

186:152-156.

Capitulo 8. Conclusiones. Realizadas integramente por Ezequiel Rangel.

Vil



VI



RESUMEN

Uno de los problemas a los que se enfrenta la agricultura son los danos
producidos por los virus que causan cada ano considerables pérdidas
economicas en diversos cultivos de todo el mundo. El control de las
enfermedades virales es dificil debido a su compleja y dinamica epidemiologia,
con casos frecuentes de emergencia y rapida dispersion a escala global, asi
como por su gran capacidad evolutiva que les permite superar distintas
estrategias de control, como por ejemplo el cultivo de variedades resistentes

obtenidas por mejora genética.

El primer paso para evaluar el estado sanitario de un cultivo y poder
aplicar un programa de manejo integrado es disponer de métodos de
diagnostico y deteccion de los principales virus que sean especificos, fiables,
rapidos y sensibles. Dada la situacion dinamica de las virosis, en la que
continuamente estan apareciendo nuevos virus o variantes, es recomendable
que los métodos de diagnostico puedan desarrollarse rapidamente para
responder a la demanda, y que sean flexibles de manera que se pueda ajustar
al nivel de especificidad requerido (no solamente para la especie viral sino
también para categorias taxonomicas superiores, como género y familia; o
inferiores, como cepa o grupo de aislados virales). En este respecto, los
métodos moleculares basados en la reaccion en cadena de la polimerasa
(polymerase chain reaction, PCR) y la hibridacion molecular de acidos
nucleicos, cumplen estos criterios. Los métodos de PCR tienen la ventaja de
ser muy sensibles mientras que los basados en la hibridacion permiten
analizar simultaneamente un elevado nimero de muestras. Una modalidad, la
hibridacion de flujo de improntas vegetales (flow-through hybridization of
tissue prints), recientemente desarrollada, supone una importante reduccion
del tiempo necesario para el analisis al obviar el procesamiento de las
muestras y acelerar el proceso de hibridacion. En el desarrollo, tanto de la
PCR como de la hibridacion, es necesario conocer la secuencia nucleotidica de
al menos una porciéon del genoma del virus que se quiere detectar, pero si se
quiere sacar el maximo provecho; por una parte, hay que estimar la
variabilidad genética entre los distintos aislados del virus, para asi evitar o
minimizar los falsos negativos (ej. reaccion negativa con algunos aislados

genéticamente divergentes), y por otra parte, hay que considerar la relacion



genética del virus objeto con repecto a otros virus, para evitar falsos positivos

(ej. reaccion positiva con aislados pertenecientes a otra especie viral).

En esta tesis doctoral se abordaron dos retos relacionados con el
desarrollo de métodos moleculares de deteccion de ribovirus (con genoma de
RNA) que afectan a cultivos horticolas. El primero corresponde a la deteccion
del género Fabavirus, que esta compuesto por cinco especies virales: virus 1
del marchitamiento del haba (Broad bean wilt virus 1, BBWV-1), virus 2 del
marchitamiento del haba (Broad bean wilt virus 2, BBWV-2), virus del mosaico
de la genciana (Gentian mosaic virus, GeMV), virus del mosaico suave de
cucurbitaceas (Curcubit mild mosaic virus, CuMMYV) y virus del mosaico suave
de la ortiga blanca (Lamium mild mosaic virus, LMMV). En primer lugar se
secuencio el genoma completo del tinico aislado disponible de LMMYV, ya que
era la Unica especie viral de este género de la que no se disponia ninguna
secuencia nucleotidica. La comparacion de esta secuencia con la del genoma
completo de los otros fabavirus confirmé que LMMV es una especie viral per
se, al ajustarse a los criterios actualmente aceptados de demarcacion entre
géneros y especies virales. Se encontré varias repeticiones de un motivo de
diez nucleotidos en las zonas no traducibles del extremo 5’ de todos los
miembros del género Fabavirus que se puede considerar como una sena de
identidad y serviria para asignar nuevos virus a este género viral. En segundo
lugar, a partir de todas las secuencias nucleotidicas disponibles de todos los
virus del género Fabavirus se disend una pareja de iniciadores conservados
para poder detectar por retrotranscripcion (reverse transcription, RT) y PCR
(RT-PCR) todos los fabavirus en una unica reaccion. También se disenaron
cinco parejas de iniciadores, cada una especifica para una especie viral, para
poder detectar e identificar cualquiera de estos virus en una unica reaccion
mediante RT-PCR multiple (multiplex RT-PCR). La combinaciéon de ambos
procedimientos de RT-PCR permite detectar e identificar cada una de las cinco
especies conocidas del género Fabavirus, asi como descubrir nuevas especies
dentro de este género. En tercer lugar, se disendé una sonda molecular
correspondiente a la region del genoma que contenia las repeticiones del
motivo de diez nucleotidos, con la que se pudo detectar las cinco especies del
género Fabavirus mediante hibridacion molecular de flujo. Esta es la la
primera vez que se consigue una sonda conservada para un género viral.
También se disefaron cinco sondas, cada una especifica para cada una de

cinco las especies conocidas del género. De manera que mediante hibridacion



de flujo con las seis sondas se pueden identificar BBWV-1, BBWV-2, LMMV,
GeMV y CuMMV y descubrir nuevas especies dentro del género Fabavirus.
Para comprobar la especificidad de las técnicas de RT-PCR e hibridacion
desarrolladas aqui, ambas se probaron con distintos aislados de una misma
especie viral que eran genéticamente muy divergentes (identidad ~80%) y no se
produjeron falsos negativos. Asi mismo se constato in silico o in vitro que estas
técnicas no producian falsos positivos al no detectar otros virus relacionados
fuera del género Fabavirus, como son aquellos que pertenecen a los géneros
Comovirus y Nepovirus, que junto el género Fabavirus forman la subfamilia

Comovirinae.

El otro reto que se planteo fue la deteccion e identificacion de los siete
ribovirus mas importantes en los cultivos de tomate del area mediterranea y
otras areas subtropicales: virus del mosaico del pepino (Cucumber mosaic
virus, CMV), virus del bronceado del tomate (Tomato spotted wilt virus, TSWV),
virus del mosaico del tomate (Tomato mosaic virus, ToMV), virus del la clorosis
del tomate (Tomato chlorosis virus,ToCV), virus de la clorosis infecciosa del
tomate (Tomato infectious clorosis virus, TICV), virus del mosaico del pepino
dulce (Pepino mosaic virus, PepMV), y virus del torrado del tomate (Tomato
torrado virus, ToTV). Primero se caracterizo la variabilidad genética de ToMV
puesto que era el Unico de estos virus en la que no se habia estudiado este
atributo. Se encontr6 tres grupos de aislados que tenian entre ellos
identidades nucleotidicas menores al 90%. Sin embargo, solamente uno de
estos grupos se habia dispersado por el mundo y se caracterizaba por una
gran estabilidad y muy baja variabilidad genética (identidades mayores del
98%). A partir del analisis de todas las secuencias disponibles de estos siete
virus se disenaron siete parejas de iniciadores especificos para cada virus. Se
tuvo en cuenta la variabilidad genética dentro de cada uno de los siete virus
para evitar o minimizar los falsos negativos. Mediante dos RT-PCR multiples
(una para CMV, ToMV y TICV y la otra para TSWV, ToCV, ToTV y PepMV) se
pudo detectar e identificar cada especie viral tanto en infecciones tinicas como
multiples en muestras de campo de Sicilia con una prevalencia variable segin

el virus y el area geografica.

Los métodos moleculares de deteccion desarrollados en esta tesis
permiten llevar a cabo prospecciones rutinarias en grandes areas de cultivo,

recabando informacién epidemiolégica muy valiosa para el manejo de
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enfermedades a diferentes escalas geograficas, y constituyen una primera
linea de defensa frente a la ocurrencia de brotes de las enfermedades virales.
El desarrollo y adopciéon de esta metodologia supone un aporte que
contribuiria a mejorar la gestion de la calidad por parte de empresas
productoras y distribuidoras de semillas o propagulos asexuales, y a las
agencias gubernamentales reguladoras del comercio internacional de estos
productos con la finalidad de disminuir los riesgos y reducir el enorme
impacto economico, valorado en decenas de millones de euros anuales, en
pérdidas directas e indirectas, que implica la emergencia y dispersion de los

virus en las economias de los paises afectados.
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ABSTRACT

Viruses cause considerable economical losses in diverse agricultural
crops worldwide every year. Disease control is difficult because of the complex
and dynamic epidemiology of viruses (with frequent emergence cases and
outbreaks), as well as the great ability of viruses to evolve and overcome
disease control strategies, such as breeding resistant cultivars. Development
of tools for rapid, sensitive and specific detection and identification of viruses
is pivotal to monitor crop health status and for disease management
programs. These tools should be of rapid design to keep pace with the
continuous appearance of new viruses or virus variants, and flexible to adjust
the level of specificity to different taxonomic categories, i.e. family, genus,
species, strain or group of isolates. For this purpose, the molecular techniques
based on polymerase chain reaction (PCR) and molecular hybridization are
well suited. The main advantage of PCR is a very high sensitivity whereas
molecular hybridization is more appropriate for large scale analysis. Design of
both PCR and hybridization require information on: nucleotide sequences,
genetic variability among viral isolates to avoid or minimize false negatives,
and genetic relationships with other viruses to avoid or minimize false

positives.

This doctoral thesis addressed two challenges related to development of
molecular techniques for detection of riboviruses (those with RNA genomes)
affecting horticultural crops. The first challenge was on detection of the genus
Fabavirus, which is composed of five viral species: Broad bean wilt virus 1
(BBWV-1), BBWV-2, Gentian mosaic virus (GeMV), Cucurbit mild mosaic virus
(CuMMV) and Lamium mild mosaic virus (LMMYV). First, the complete genome
of the only available LMMV isolate was sequenced since it was the only
member in the genus with no sequence data available. Comparison with other
fabaviruses confirmed that LMMV is a species and delimited the nucleotide
and amino acidic identities between genera, species and viral isolates. Also, a
motif of ten nucleotides was found to be repeated in the 5’ untranslated
regions (5-UTR) of both genomic RNAs of all fabaviruses and was considered
as hallmark for the genus Fabavirus which can be used to assign new viruses
to this genus. Second, this information was used to design a procedure based

on reverse transcription (RT) and PCR with a primer pair conserved for all
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members of the genus Fabavirus and a multiplex RT-PCR procedure with five
primer pairs specific for BBWV-1, BBWV-2, GeMV, CuMMV and LMMV. This
procedure can be used to detect simultaneously the five known species of the
genus Fabavirus and to discover new species within this genus. Third, another
procedure was designed based on flow-through hybridization enabling a very
rapid analysis of many samples to detect all members of the genus Fabavirus
with a general probe containing the 10-nt motif and the five known species of
this genus with specific probes. This is the first probe conserved for a viral
genus and enables discovery of new species of the genus Fabavirus. To
evaluate specificity, both RT-PCR and hybridization were assayed with
genetically divergent isolates of BBWV-1 and BBWV-2 (nucleotide identity ~
80.0 %) which gave no false negatives. Also in silico and in vitro analyses
showed no false positives with other related viruses from the genera Comovirus
and Nepovirus which, together the genus Fabavirus, are part of the subfamily

Comovirinae.

The other challenge was the detection and identification of the most
important riboviruses in tomato crops from the Mediterranean Basin and
other subtropical areas: Cucumber mosaic virus (CMV), Tomato spotted wilt
virus (TSWV), Tomato mosaic virus (ToMV), Tomato chlorosis virus (ToCV),
Tomato infectious chlorosis virus (TICV), Pepino mosaic virus (PepMV), and
Tomato torrado virus (ToTV). First, the genetic variability and evolution of the
world population of ToMV was studied since this was the only of these viruses
with no study in this topic. ToMV isolates were classified in three divergent
groups (nucleotide identity lower than 90% between groups). One of these
groups was composed of genetically similar isolates (identity greater than 98%)
which were spread worldwide. This genetic stability makes easier to design
detection and disease control procedures, but caution should be taken on the
risk of dispersion of divergent ToMV isolates. The information on genetic
variability of the seven viruses enabled the development of two multiplex RT-
PCR procedures for simultaneous and specific detection of these seven
viruses. They were used for a survey in tomato crops in Sicily and revealed
that virus prevalence varied according to viruses and geographic areas, as well

as that mix infections with several of these viruses are frequent.

The molecular methods for simultaneous detection of multiple viruses

developed here enable routine surveys in large areas providing information on
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virus epidemiology and are valuable tools for integrated disease management
based on prophylactic measures to avoid virus dispersion and breeding for
resistant cultivars. The development and implementation of this methodology
constitute an added-value to improve quality-management for farmers, seed
companies, governmental agencies and international trade regulations, which
can contribute to reduce risks and the colossal economical losses (estimated
in tens of millions of euros every year) caused by viruses in agriculture

worldwide.
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RESUM

Un dels problemes als quals s'enfronta l'agricultura sén els danys
produits pels virus que causen cada any considerables pérdues economiques
en diversos cultius arreu del mon. El control de les malalties virals és dificil a
causa de la seva complexa i dinamica epidemiologia, amb casos freqients
d'emergéncia i rapida dispersié a escala global, aixi com per la seva gran
capacitat evolutiva que els permet superar diferents estratégies de control,
com per exemple el cultiu de varietats resistents obtingudes per millora

geneética.

El primer pas per avaluar l'estat sanitari dun cultiu i poder aplicar un
programa de maneig integrat és disposar de métodes de diagnostic i deteccio
dels principals virus que siguin especifics, fiables, rapids i sensibles. Donada
la situaci6é dinamica de les virosis, en la qual continuament estan apareixent
nous virus o variants, és recomanable que els métodes de diagnostic puguin
desenvolupar-se rapidament per respondre a la demanda i que siguin flexibles
de manera que es pugui ajustar al nivell d'especificitat requerit (no solament
per a l'espécie viral siné també per a categories taxonomiques superiors, com
a geénere i familia o inferiors com a soca o grup d'aillats virals). A aquest
respecte, els métodes moleculars basats en la reaccio en cadena de la
polimerasa (polymerase chain reaction, PCR) i la hibridacié molecular d'acids
nucleics compleixen aquests criteris. Els métodes de PCR tenen l'avantatge de
ser molt sensibles mentre que els basats en la hibridacié6 permeten analitzar
simultaniament un elevat nombre de mostres. Una modalitat, la hibridacié de
flux d'empremtes vegetals (flow-through hybridization of tissue prints),
recentment desenvolupada, suposa una reducci6 drastica del temps necessari
per a l'analisi en evitar el processament de les mostres i accelerar el procés
d'hibridaci6o. En el desenvolupament, tant de la PCR com de la hibridacié6, és
necessari coneixer la sequéncia nucleotidica d'almenys una porcié del genoma
del virus que es vol detectar, perd si es vol treure el maxim partit, d'una
banda, cal estimar la variabilitat genética entre els diferents aillats del virus,
per a evitar o minimitzar els falsos negatius (ex. reaccié negativa amb alguns
aillats genéticament divergents), i d'altra banda, cal considerar la relacio
genetica del virus objecte en relaciéo a altres virus, per evitar falsos positius

(ex. reaccio positiva amb aillats pertanyents a altres virus).
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En aquesta tesi doctoral es van abordar dos reptes relacionats amb el
desenvolupament de meétodes moleculars de detecci6 de ribovirus (amb
genoma de RNA) que afecten cultius horticoles. El primer correspon a la
deteccio del génere Fabavirus, que esta compost per cinc espécies virals: virus
1 del pansiment de la fava (Broad bean wilt virus 1, BBWV-1), virus 2 del
pansiment de la fava (Broad bean wilt virus 2, BBWV-2), virus del mosaic de la
genciana (Gentian mosaic virus, GeMV) i virus del mosaic suau de les
cucurbitacies (Curcubit mild mosaic virus, CuMMV) i virus del mosaic suau de
l'ortiga blanca (Lamium mild mosaic virus, LMMV). En primer lloc es va
sequenciar el genoma complet de 1'Gnic aillat disponible de LMMV, ja que era
I"dnica espécie viral d'aquest génere de la qual no es disposava cap sequiéncia
nucleotidica. La comparacié d'aquesta seqiiéncia amb la del genoma complet
dels altres fabavirus va confirmar que LMMV era una espeécie viral i va
permetre delimitar la identitat nucleotidica i aminoacidica que hi ha entre
géneres, espécies i aillats virals. Es va trobar diverses repeticions d'un motiu
de deu nucleodtids a les zones no traduibles de l'extrem 5’ de tots els membres
del génere Fabavirus, fet que es pot considerar com un signe d'identitat i que
pot servir per assignar nous virus a aquest génere viral. En segon lloc, a partir
de totes les sequiéncies nucleotidiques disponibles de tots els virus del génere
Fabavirus es va dissenyar una parella d’encebadors conservats per poder
detectar per retrotranscripcio (reverse transcription, RT) i PCR (RT-PCR) tots
els fabavirus en una Unica reacci6. També es van dissenyar cinc parelles
d’encebadors, cadascuna especifica per a una espécie viral, per poder detectar
i identificar qualsevol d'aquests virus en una Unica reaccié mitjancant RT-PCR
multiple (multiplex RT-PCR). La combinacio de tots dos procediments de RT-
PCR permet detectar i identificar cadascuna de les cinc espécies conegudes del
génere Fabavirus, aixi com descobrir noves espécies dins d'aquest génere. En
tercer lloc, es va dissenyar una sonda molecular corresponent a la regio del
genoma que contenia les repeticions del motiu de deu nucleotids, amb la qual
es va poder detectar les cinc espécies del génere Fabavirus mitjancant
hibridacié6 molecular de flux. Aquesta és la primera vegada que s'aconsegueix
una sonda conservada per a un genere viral. També es van dissenyar cinc
sondes, cadascuna especifica per a cadascuna de les cinc espeécies conegudes
del génere. De manera que mitjancant hibridacié de flux amb les sis sondes es
poden identificar BBWV-1, BBWV-2, LMMV, GeMV i CuMMYV i descobrir noves

especies dins del génere Fabavirus. Per comprovar l'especificitat de les
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téecniques de RT-PCR i hibridacié desenvolupades aqui, ambdues es van
provar amb diferents aillats d'una mateixa espeécie viral que eren genéticament
molt divergents (identitat ~80%) i no es van produir falsos negatius. Aixi
mateix es va constatar in silico o in vitro que aquestes técniques no produien
falsos positius al no detectar altres virus relacionats fora del génere Fabavirus,
com sOn aquells que pertanyen als géneres Comovirus i Nepovirus, que al

costat del génere Fabavirus formen la subfamilia Comovirinae.

L'altre repte que es va plantejar va ser la detecci6 i identificacio dels set
ribovirus més importants en els cultius de tomaquet de 1'area mediterrania i
altres arees subtropicals: virus del mosaic del cogombre (Cucumber mosaic
virus, CMV), virus del bronzejat del tomaquet (Tomato spotted wilt virus,
TSWYV), virus del mosaic del tomaquet (Tomato mosaic virus, ToMV), virus de la
clorosi del tomaquet (Tomato chlorosis virus, ToCV), virus de la clorosi
infecciosa del tomaquet (Tomato infectious clorosis virus, TICV), virus del
mosaic del cogombre dol¢ (Cogombre mosaic virus, PepMV), i virus del torrat
del tomaquet (Tomato torrado virus, ToTV). Primer es va caracteritzar la
variabilitat genetica de ToMV puix que era 1'Gnic d'aquests virus en la qual no
s'havia estudiat aquest atribut. Es va trobar tres grups d'aillats que tenien
entre ells identitats nucleotidiques menors al 90%. Malgrat tot, solament un
d'aquests grups s'havia dispersat pel moéon i es caracteritzava per una gran
estabilitat i molt baixa variabilitat genética (identitats majors del 98%). A
partir de l'analisi de totes les sequiéncies disponibles d'aquests set virus es van
dissenyar set parelles d’encebadors especifics per a cada virus. Es va tenir en
compte la variabilitat genética dins de cadascun dels set virus per evitar o
minimitzar els falsos negatius. Mitjancant dos RT-PCR maultiples (una per
CMV, ToMV i TICV i l'altra per TSWV, ToCV, ToTV i PepMV) es va poder
detectar i identificar cada espécie viral tant en infeccions Uniques com a
multiples en mostres de camp de Sicilia amb una prevalenca variable segons

el virus i l'area geografica.

Els meétodes moleculars de deteccié desenvolupats en aquesta tesi
permeten dur a terme prospeccions rutinaries en grans arees de cultiu,
recaptant informacio epidemiologica molt valuosa per al maneig de malalties a
diferents escales geografiques, i constitueixen una primera linia de defensa
enfront de 1'ocurréncia de brots de les malalties virals. El desenvolupament i

adopci6 d'aquesta metodologia suposa una aportaci6 que contribuiria a
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millorar la gesti6 de la qualitat per part d'empreses productores i
distribuidores de llavors o propaguls asexuals, i a les agéncies governamentals
reguladores del comer¢ internacional d'aquests productes amb la finalitat de
disminuir els riscos i reduir 'enorme impacte economic, valorat en desenes de
milions d'euros anuals, en peérdues directes i indirectes, que implica

I'emergéncia i dispersio dels virus en les economies dels paisos afectats.
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ABREVIATURAS

VIRUS

ArMV: Arabis mosaic virus, virus del mosaico del arabis.

BBWV-1: Broad bean wilt virus 1, virus 1 del marchitamiento del haba.
BBWV-2: Broad bean wilt virus 2, virus 2 del marchitamiento del haba.

BPMV: Bean pod mottle virus, virus del moteado de la vaina de la judia.

CMV: Cucumber mosaic virus, virus del mosaico del pepino.

CuMMV: Cucurbit mild mosaic virus, virus del mosaico suave de las
cucurbitaceas.

CPMV: Cowpea mosaic virus, del virus del mosaico del caupi.

CPSMV: Cowpea severe mosaic virus, virus del mosaico severo del caupi.
GeMV: Gentian mosaic virus, virus del mosaico de la genciana.

LMMV: Lamium mild mosaic virus, virus del mosaico suave de la hortiga
blanca.

PepMV: Pepino mosaic virus, virus del mosaico del pepino dulce.

Ribovirus: Virus con genoma de RNA.

SgMV: Squash mosaic virus, virus del mosaico de la calabaza.

TBRV: Tomato black ring virus, virus del anillado negro del tomate.

TICV: Tomato infeccious chlorosis virus, virus de la clorosis infecciosa del
tomate.

TMV: Tobacco mosaic virus, virus del mosaico del tabaco.

ToCV: Tomato chlorosis virus, virus de la clorosis del tomate.

ToMV: Tomato mosaic virus, virus del mosaico del tomate.

ToRSV: Tomato ringspot virus, virus de la mancha anular del tomate.

TSWV: Tomato spotted wilt virus, virus del bronceado del tomate.

ToTV: Tomato torrado virus, virus del torrado del tomate.

OTRAS

aa: aminoacidos.

ATCC: American Type Culture Collection, Coleccion Americana de Cultivos
Tipo.

BTH: benzo (1,2,3) tiadiazol-7-carbotioico éster S-metilo

CAP: caperuza, un nucleotido modificado de guanina, la 7-metilguanosina

trifosfato, que se anade al extremo 5' de la cadena del RNA mensajero
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mediante un enlace 5'-fosfato — 5'-fosfato, en lugar del enlace 3',5'-
fosfodiéster habitual.

cDNA: complementary DNA, DNA copia o complementario.

CP: coat protein, proteina capsidica.

DNA: desoxyribonucleic acid, acido desoxiribonucleico.

DEPC: dietil pirocarbonato.

DANTP: dideoxinucleoétido trifosfato.

dNTP: deoxinucleotido trifosfato.

DSMZ: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH,
Coleccion Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares.

DTT: dithiothreitol, ditiotreitol.

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid, acido etilendiaminotetraacético.

HEL: Helycase, helicasa.

INA: acido 2,6-dicloro-isonicotinico.

ISR: induced systemic resistance, resistencia sistémica inducida.

LB: Luria-Bertani.

MP: movement protein, proteina del movimiento.

NIAS: National Institute of Agrobiological Sciences of Japan, Instituto Nacional
de Ciencias Agrobiologicas de Japon.

nt: nucleotidos.

RNA: ribonucleic acid, acido ribonucleico.

RNAm: RNA mensajero.

RNAt: RNA transferente.

RFLP: restriction fragment length polymorphism, polimorfismo de longitud de
los fragmentos de restriccion.

RT: reverse transcription, retrotranscripcion.

PBS: Phosphate buffered saline, tampon fosfato salino.

PCR: polymerase chain reaction, reaccion en cadena de la polimerasa.

POL: RNA polymerase RNA dependent, polimerasa de RNA dependiente de
RNA.

PRO: protease, proteasa.

RdRp: RNA polymerase RNA dependent, polimerasa de RNA dependiente de
RNA.

SAR: systemic acquired resistance, resistencia sistémica adquirida.

SDS: sodium dodecyl sulfate, dodecilsulfato sodico.
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SSCP: single-stranded conformation polymorphism, polimorfismo de DNA
monocatenario.

STE: sodium chloride-Tris-EDTA buffer, tampoén cloruro sédico-Tris-EDTA.
TAE: Tris-acetate-EDTA buffer, tampon tris-acetato-EDTA.

UTR: untranslated region, region no traducida.
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1. INTRODUCCION

1.1. LOS VIRUS EN LA AGRICULTURA.

La produccion agricola esta constantemente amenazada por plagas y
enfermedades de variada etiologia (hongos, bacterias, fitoplasmas, virus y
viroides) que causan grandes pérdidas economicas. Dentro de estos
microorganismos, los virus tienen un gran impacto negativo ocasionando
danos de diversa magnitud en numerosos cultivos agricolas, en los cuales
pueden reducir el rendimiento, vigor, calidad, valor de mercado, o su
rentabilidad, limitando algunos cultivos y en ocasiones llega a causar la
pérdida total de las cosechas (Hull. 2001). Ademas de las pérdidas economicas
por los danos directos, hay que sumarle el incremento de los costes que
suponen las medidas especificas que se tienen que aplicar para intentar

proteger los cultivos.

El control de las enfermedades virales es dificil debido a su compleja y
dinamica epidemiologia, con frecuentes casos de emergencia de nuevas virosis
(o reemergencia de virosis ya conocidas) y rapida dispersion, asi como por la
gran capacidad evolutiva de los virus que les permite superar las medidas de

control frente a virosis conocidas.

Para llevar a cabo cualquier estrategia de lucha contra las virosis es
importante disponer de técnicas adecuadas de diagnostico y deteccion. En
primera instancia, éstas se utilizan para estudiar la biologia, epidemiologia y
evolucion de los virus para disenar estrategias de control mas efectivas y
duraderas; y en segunda instancia, se utilizan en la aplicacion de estas
estrategias para evaluar su efectividad monitorizando el efecto sobre la

acumulacion, incidencia, prevalencia y dispersion viral.

El caracter tan dinamico de la problematica de las virosis, con la
continua aparicion de nuevos virus o cepas virales, obliga al redisenio de las
estrategias de control asi como al desarrollo continuo de técnicas de

diagnostico o deteccion especificas.

1.2. EMERGENCIA DE ENFERMEDADES VIRALES.

La emergencia se define como un incremento repentino y drastico de la

poblacion de un patogeno, y ocurre por lo general de manera inesperada y con



efectos devastadores (Vurro y col. 2010). Casi la mitad de las enfermedades

emergentes estan causadas por virus.

Los principales factores que favorecen la emergencia de enfermedades

virales son:

A) Transporte a larga distancia de virus o sus insectos vectores a
nuevos agroecosistemas a través del comercio de material vegetal a escala
global (Anderson y col. 2004). En algunos casos se ha postulado que ciertas
enfermedades virales podrian estar asociadas al movimiento de vectores a

grandes distancias por corrientes de aire (Thresh y col. 1983).

B) Cambios del area de distribucion de plantas hospederas e insectos
vectores como consecuencia del calentamiento global (Chakraborty y Newton.

2011).

C) El auge de grandes superficies con monocultivos en la agricultura
moderna para una produccion intensiva, lo que constituye un agroecosistema
muy vulnerable a los patégenos por su baja diversidad genética. Cuando se
sustituye la vegetacion natural por especies cultivadas, se altera el equilibrio
inicial y se crean nuevas interacciones complejass entre los virus, sus nuevos
hospederos (una o pocas especies cultivadas, con baja diversidad genética) y
sus potenciales vectores (Jones 2009, Prendeville y col. 2012). Actualmente se
esta llegando a la conclusion de que la agricultura moderna intensiva se
enfrenta a una crisis ambiental en la que esta comprometida la sostenibilidad
de la produccion alimentaria y que es necesario cambiar el paradigma agrario

e integrar los conceptos agrecolégicos (Tilman y col. 2002).

D) La gran capacidad evolutiva de los virus, que les permite adaptarse a
nuevos hospederos, desarrollar nuevos factores de virulencia y superar

muchas veces las distintas estrategias de control utilizadas (Elena. 2011).

1.3. EVOLUCION DE LOS VIRUS.

La estructura y composicion genética de las poblaciones virales y su
evolucion tienen efecto en la epidemiologia y emergencia de las virosis y hay
que tenerlas en cuenta tanto en el diagnostico como en el manejo de la

enfermedad (Acosta-Leal y col. 2011, Elena y col. 2011, Moya y col. 2004).

Los cinco principales mecanismos evolutivos son:



A) La mutacion, es la fuente primaria por la cual se genera la
variabilidad genética. La mayoria de los virus que infectan plantas tienen el
genoma de RNA (ribovirus). Los ribovirus tienen un gran potencial para
generar variacion genética y evolucionar debido a su rapida replicacion,
generacion de grandes poblaciones, y a una elevada tasa de mutacion (10-3 a
10-5 cambios por posicién nucleotidica y ciclo de replicacién), causada por la
ausencia de actividad de correccion de lectura de las RNA polimerasas (Drake
y col. 1998). La rapida evolucion de los virus hace que los procesos evolutivos
y epidemiolégicos ocurran en una misma escala temporal e interaccionen
entre si para condicionar el patron espacio-temporal de la incidencia y de la
estructura genética de las poblaciones virales (Davino y col. 2013, Grenfell y

col. 2004, Pybus y col. 2012).

B) La recombinacion del genoma y el reordenamiento de segmentos
genomicos (pseudorecombinacion) entre distintos virus o aislados virales
divergentes aumenta la variabilidad genética al generar nuevos genotipos. La
recombinaciéon tiene como efecto una aceleracion de la adaptaciéon del virus a
nuevas situaciones y puede servir para eliminar mutaciones deletéreas en
poblaciones finitas al regenerar genomas funcionales (Chare y Holmes. 2006,

Nagy. 2008).

C) La seleccion natural limita la variabilidad genética generada por los
anteriores procesos. Es un proceso direccional en el que las variantes,
generadas por mutacion y recombinacion, que tengan una mayor eficacia
(fitness), en la acumulaciéon (replicacion + movimiento entre células) en el
hospedero y en la transmision entre plantas, aumentaran su frecuencia en la
poblacion (seleccion positiva) mientras aquellas que tengan una menor eficacia
disminuiran su frecuencia pudiendo desaparecer (seleccion negativa). La
seleccion puede estar determinada por las interacciones de los virus con sus
hospederos (Schneider y Roossinck. 2001) y con sus vectores (Chare y Holmes.
2004). La seleccion positiva posibilita la adaptacion del virus a nuevos
hospederos y la superacion de medidas de control como el cultivo de

variedades resistentes obtenidas por mejora genética (Lopez y col. 2011).

D) La deriva genética es otro factor limitante de la variabilidad genética.
Consiste en cambios estocasticos en las frecuencias de las variantes genéticas
en poblaciones finitas como consecuencia del muestreo aleatorio durante la

reproducion y la pérdida de algunas variantes por azar. Como el error de



muestreo es mayor en poblaciones pequenas, la magnitud de la deriva
genética es mayor cuando ocurre una reduccion drastica del tamafo
poblacional (cuello de botella) o por la formacion de una nueva poblacion a
partir de unos pocos individuos (efecto fundador). Esto puede ocurrir en
diferentes procesos del ciclo vital del virus, como el movimiento entre células
vegetales (Li y Roossinck. 2004, Sacristan y col. 2003), transmision entre
plantas por vectores (Ali y col. 2006, Sacristan y col. 2011) y competicion entre

distintos virus que coinfectan una misma planta (Fraile y col. 1997).

E) El flujo genético o migracion es la transferencia de variantes
genéticas de una poblacion a otra. La migracion puede ocurrir entre distintas
areas geograficas, entre plantas y entre distintas partes de la planta. El flujo
genético disminuye la diferenciacion genética entre poblaciones, lo que
conlleva una reducciéon de la variabilidad genética global, aunque a nivel local
la inmigraciéon puede suponer una fuente de variacion genética (Slatkin.

1987).
1.4. CONTROL DE LAS VIROSIS.

A diferencia de otros patogenos (ej. bacterias y hongos) y las plagas, no
existe ningln tratamiento quimico para su control, ni se puede curar una
planta una vez infectada. Actualmente, el control de las virosis se basa en
prevenir o disminuir su dispersion y en conseguir plantas resistentes o
tolerantes a virus. En el primer caso, se emplean métodos como: a) el uso de
material vegetal propagativo (semillas y esquejes) libre de virus controlados
por programas de certificacion, b) cuarentena para evitar la introduccion de
patogenos exoticos en un area, c¢) eliminacion o prevencion de fuentes de
infeccion, d) cambios en las practicas agronomicas y e) el control de vectores
transmisores de virus. En el segundo caso se contemplan estrategias como: a)
la proteccion cruzada mediante preinoculacion de las plantas con aislados
virales avirulentos o RNA satélites que protejan de una infeccion con aislados
virulentos, b) el tratamiento con agentes antivirales, c¢) induccién de
mecanismos de defensa de la planta, y d) obtencion de variedades resistentes

o tolerantes por mejora genética o ingenieria genética.

Debido a que el uso de medidas aisladas para el control de las
enfermedades virales es poco eficaz, se recomienda llevar a cabo un programa
de manejo integrado en el que las medidas se apliquen de forma coordinada,

en el marco de una legislacion adecuada y con la participacion de productores



organizados, y entidades publicas con competencias en sanidad vegetal con
capacidad para la gestion fitosanitaria a escala regional y nacional (Green

1991, Lee y col. 1999, Navarro. 1993).

A continuacion se describen las diversas estrategias de control de

enfermedades virales.
1.4.1. Uso de material propagativo libre de virus y certificacion.

La transmision de virus por semilla tiene una gran impacto ya que estos
aparecen en los cultivos en etapas muy tempranas de crecimiento, cuando son
mas vulnerables y constituyen focos primarios de dispersion (sobre todo si
esta presente una poblacion de vectores eficientes) por lo que la obtencion de
semillas sanas, libres de virus, tiene una gran importancia econémica (Hull.
2001). La semilla (sexual o cualquier 6rgano de propagacion vegetativa),
también es el principal medio de dispersion de virus a grandes distancias a
través del comercio de semilla, por lo cual también contribuye con el fenémeno

de emergencia viral (Anderson y col. 2004).

La evaluacion de la transmision de virus a través de la semilla sexual o
asexual constituye parte de un método de control de calidad fitosanitaria, en
el cual se establecen criterios de tolerancia (maximo porcentaje de semillas
con virus permitido para su comercializacion o cultivo) dependiendo del virus
involucrado, asi como de sus relaciones con vectores especificos, (No. 2005,
Sastry. 2013, Wisler y Duffus. 2000). Para el control de calidad de lotes de
semilla y la eliminacién de plantas con sintomas antes de la recolecciéon de las
semillas se utiliza la inspeccion visual y técnicas de deteccion que deben ser
muy sensibles dada la importancia de las virosis en este estadio (Maury y col.

1998, Morrison. 1999, Wisler y Duffus. 2000).

En el caso que el virus se sittie en la cubierta seminal o albumen y no
afecte al embrion, se pueden realizar tratamientos quimicos (ej. HCI, NasPO,)
para la la desinfeccion externa de la semilla (Cordoba Sellés. 2010, Green y

col. 1987, Mico y col. 2012).

En cultivos cuyo medio de propagacion comercial es la semilla asexual o
material clonal, se debe obtener el material parental libre de virus y establecer
un bloque de fundacion resguardado de vectores como repositorio, y bloques
de propagacion comercial que deben evaluarse periodicamente para la

presencia de virus (Frost y col. 2013). La obtencion de material clonal libre de



virus puede realizarse por seleccion de plantas sanas y si esto no es posible,
se debe recurrir al saneamiento por termoterapia y cultivo in vitro de apices

caulinares o tejidos (Kaiser. 1980, Lee y col. 1999, Verchot-Lubicz y col. 2012).

Para que estas medidas tengan efectividad es necesario establecer un
programa de -certificacion. La certificacion se lleva a cabo por personal
especializado, generalmente adscrito a un organismo oficial, que establece un
conjunto de normas legales para medir la calidad del producto y da fe de que
los productores han cumplido con las normas y que el producto retne las
caracteristicas especificadas. En casi todos los paises se establecen normas y
reglamentos que regulan la produccion de las semillas en general, aunque en
muchos paises en vias de desarrollo no se aplican eficazmente por carecer de

las condiciones operacionales y equipamiento apropiado.
1.4.2. Programas de cuarentena.

La cuarentena consiste en un grupo de medidas legales para impedir la
introduccion y dispersion de enfermedades en regiones donde no se
encuentran. Es una de las estrategias de mayor relevancia debido a que fallos
en su aplicacion puede conducir a fendomenos de emergencia viral con
consecuencias devastadoras para la economia de dichas regiones. La
efectividad de los sistemas de cuarentena se basa en una fuerte organizacion
institucional, el manejo de informacion especifica sobre los virus que permita
controlar las posibles vias de entrada y la disponibilidad de una plataforma
tecnologica capaz de detectar los virus sujetos a la regulacion bajo cualquier

circunstancia.
1.4.3. Eliminacion o prevencion de fuentes de infeccion.

La eliminacion de hospederos alternos dentro de la plantacion y sus
alrededores (malas hierbas) contribuye a disminuir la cantidad de inoculo

presente en el campo para minimizar su posterior dispersion.

El raleo o erradicacion de plantas enfermas del cultivo es justificable
cuando la velocidad de dispersiéon de la enfermedad es alta, cuando la
infeccion ha ocurrido en etapas tempranas de crecimiento del cultivo y la

incidencia es baja.

La eliminacion de restos de cosechas, la desinfeccion de utensilios de

labranza y de la vestimenta, asi como la sistematica higiene de los operadores



en el contexto laboral es esencial para el control de virus con particulas

estables que permanecen en el entorno por largos periodos de tiempo.
1.4.4. Practicas agrondomicas

Una de las practicas agronémicas consiste en cambiar las fechas de
cultivo para evadir el ciclo biolégico del vector y minimizar las probabilidades
de que la poblacién de vectores potenciales transmita el virus de un campo de
mayor edad a otro sembrado mas recientemente. Esta medida se aconseja
especificamente en cultivos anuales en situaciones en las que el virus tiene un

eficiente vector aéreo y la enfermedad se disemina con rapidez.

Otra practica es el aumento de la densidad de siembra para el manejo
de virus transmitidos por pulgones, se presume que afecta el comportamiento
de vuelo de la poblacion de alados. El umbral de beneficio de esta practica
esta condicionado a que el efecto de la competicion entre plantas no sea
superior al umbral econémico de dano del vector y a la susceptibilidad del
cultivo a virus de transmision mecanica ya que una mayor densidad de

siembra favoreceria su diseminacion.

La destruccion de partes aéreas de la planta durante la cosecha se
utiliza para evitar la dispersion tardia de virus entre diferentes cultivos (via
vectores alados), ya sea para la produccion de semilla o cultivo comercial. Esto
evita que los restos de cultivo cosechado que permanecen en el campo se
conviertan en foco de dispersion a campos vecinos con cultivos susceptibles

que se han plantado posteriormente.

El aislamiento geografico suele ser otra practica apropiada para reducir
la incidencia de vectores en un cultivo con fines de produccion de semilla y
que es afectado por vectores aéreos. A tal efecto se establecen
recomendaciones o normativas estipulando las distancias minimas de
aislamiento entre campos para uso como fuentes de semilla, y los criterios

son mas laxos cuado el mismo cultivo se destina al consumo.
1.4.5. Control de vectores o del proceso de transmision.

Es un conjunto de practicas, para reducir las poblaciones del vector o
modificar factores que inciden en la transmisiéon de los virus. Estas deben
ajustarse a las caracteristicas del tipo de vector, su forma de dispersiéon: aéreo

o subterraneo, y la duracion de la capacidad de transmision del virus tras ser



adquirido: no persistente (durante unos minutos) y persistente (durante la

vida del vector).

La aplicacion de insecticidas resulta ineficaz para controlar la
dispersion de virus por vectores aéreos (ej. pulgones) con transmision no
persistente, aunque el uso periodico de aceites minerales ha tenido un cierto
éxito en la inhibicion de la transmision (Fereres. 2000). Los virus de
transmision persistente se pueden controlar con insecticidas sistémicos o de
rapida accion letal, pero estos tienen grandes desventajas por su efecto
negativo e indiscriminado sobre el ecosistema (fauna benéfica) y la salud
humana, asi como por el surgimiento a largo plazo de poblaciones de vectores

resistentes a los insecticidas.

Una estrategia con impacto ambiental reducido es el uso de barreras
vivas formadas por plantas tratadas con insecticidas, aceites minerales o
plantas inmunes a virus de transmision no persistente, de modo que los
vectores mueren o descargan el virus en esas plantas y no son capaces de

transmitirlos a los cultivos (Fereres. 2000).

Las trampas adhesivas de colores atrayentes son un medio efectivo para
reducir la incidencia de virosis transmitidas por pulgones, trips, moscas
blancas y otros vectores aéreos. Las trampas permiten evaluar la fluctuacion
poblacional en cualquier ambiente y reducen la poblacion efectiva cuando se
colocan en cultivos protegidos. El umbral poblacional como vectores es mucho
mas bajo que su correspondiente umbral como plaga directa (Satapathy.
1998), asi que el analisis de esta informacion es util para decidir la puesta en
practica de medidas complementarias de manejo cuando ocurren vectores

eficientes.

El control biologico con depredadores o parasitos se ha utilizado
fundamentalmente para el control de insectos considerados como plagas, pero
su aplicacion al control de insectos vectores no ha sido todavia muy

estudiada.

Para los virus que se transmiten por nematodos existen diversas
estrategias de control (Verchot-Lubicz y col. 2012): Cuarentena para prevenir
el ingreso de nematodos vectores en areas donde no estan presentes;
certificacion de plantas; esterilizacion quimica o térmica del suelo o del

sustrato, aunque algunos productos han sido prohibidos en muchos paises



debido a su toxicidad; practicas agronomicas como la rotacion de cultivos con
especies no hospederas del vector, la eliminacion de malezas hospederas, la
siembra de especies de plantas con efecto antagonista sobre los nematodos, y

el uso de variedades resistentes a nematodos.

Para los virus transmitidos por hongos y otros microorganismos que
son parasitos intracelulares obligados y producen zoosporangios de resistencia
no es aconsejable el uso de productos quimicos (ej. fungicidas), ya que es poco
efectivo y produce un impacto ambiental negativo. Para su control se emplean:
cuarentena y certificacion de plantas y semillas, practicas agronémicas
basadas en el cultivo de especies no hospederas durante varios anos y volver
al cultivo anterior cuando haya disminuido la viabilidad de las estructuras de
resistencia de estos microorganismos vectores, y el cultivo de variedades
resistentes a hongos obtenidas por mejora genética. En casos donde no hay
disponibilidad de semilla certificada y el hongo vector se ubica en el exterior de
la semilla, se debe desinfectar por tratamiento térmico o quimico (Mic6 y col.

2012).
1.4.6. Proteccion cruzada.

Esta consiste en la inoculaciéon de un aislado viral avirulento o poco
virulento para proteger contra la infeccién posterior de aislados virulentos del
mismo virus. Se ha postulado que es necesario una cierta similitud de
secuencia entre el aislado protector y aquel que se desea proteger y que el
mecanismo se basa en la inducion del silenciamiento génico por el aislado
avirulento, que es un sistema de defensa de la planta basado en el
reconocimiento y degradacion del RNA viral (Voinnet. 2005, Wang y Metzlaff.
2005).

La proteccion cruzada puede conllevar algunos problemas tales como
que los aislados protectores sean virulentos en otras variedades, que se
produzca emergencia de nuevos aislados virales por recombinacion, o que la
proteccion falle por interacciones sinérgicas con otros virus o patéogenos. Para
manejar apropiadamente esta estrategia es necesario disponer de métodos de
deteccion y diferenciacion molecular especificos que permitan monitorear la

poblacion viral dentro de las plantas.



1.4.7. Utilizacion de satélites.

Los satélites son entidades subvirales de RNA que carecen de los genes
requeridos para la sintesis de proteinas implicadas en su replicacion, para lo
cual dependen de manera especifica de un virus, denominado virus auxiliar.
Si el RNA depende del virus auxiliar para la sintesis de la capsida se denomina
RNA satélite y en el caso de que el RNA codifique para la sintesis de su propia
capsida se denomina virus satélite. La proteccion mediada por satélites se
basa en su capacidad para interferir con la replicacion del virus o de afectar la
expresion de sintomas. Es una interaccion compleja y muy especifica que
depende de la especie hospedera, del aislado viral y de la secuencia

nucleotidica del satélite (Hull. 2001).
1.4.8. Aplicacion de quimicos antivirales.

Se basa en la aplicacion de compuestos analogos o precursores de
purinas y pirimidinas que inhiben la replicacion y expresion del virus. Sin
embargo, no se ha encontrado una aplicacion satisfactoria en cultivos a escala
comercial, ya que estos compuestos afectan el metabolismo del hospedero y
suponen un riesgo de bioseguridad, aunque se ha usado en ocasiones en
programas de saneamiento de material vegetal para mejorar la eficiencia de la

produccion de apices meristematicos libres de virus.
1.4.9. Induccion de mecanismos de defensa de la planta.

Se basan en la resistencia sistémica adquirida (systemic acquired
resistance, SAR) y la resistencia sistémica inducida (induced systemic
resistance, ISR). La SAR puede ser activada mediante la inoculacion de
microbios avirulentos o el uso de productos quimicos tales como el acido
salicilico, el acido 2,6-dicloro-isonicotinico (INA) o el benzo (1,2,3) tiadiazol-7-
carbotioico éster S-metilo (BTH) (Sticher y col. 1997), que da como resultado la
resistencia (o tolerancia) contra una amplia gama de patogenos y parasitos
tales como hongos, bacterias, nematodos, virus, plantas parasiticas, e incluso
insectos (Vallad y Goodman. 2004, Van Loon y col. 1998). La ISR se induce
mediante la inoculacion con rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal y
actua también contra un amplio espectro de organismos, pero solamente es
efectiva en ciertas especies y genotipos de plantas (Van Wees y col. 1997, Yan

y col. 2002). Su aplicacion en la agricultura no esta extendida pero hay
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grandes expectativas debido a su bajo impacto ambiental (Vallad y Goodman.

2004).
1.4.10. Obtencion de plantas resistentes por mejora genética.

La mejora genética consiste en incorporar genes que confieran una
resistencia especifica contra ciertos virus o genotipos virales en variedades
vegetales de interés agronomico, procedentes de otras variedades o especies
relacionadas, mediante hibridacion, retrocuzamientos y seleccion. Los genes
de resistencia incorporados pueden seguir el patron de segregacion
mendeliano (resistencia oligogénica), o del tipo cuantitativo, que es
determinado por la existencia de numerosos genes de efecto aditivo e

independiente (Fernandez y col. 2008).

Esta es la estrategia de control mas extendida y va asociada a una
actividad econémica muy importante ya que existen numerosas empresas que
producen y comercializan semillas de hibridos o variedades de diferentes
cultivos. Sin embargo, uno de los efectos adversos de esta metodologia es la
pérdida de diversidad genética en las especies de interés, que dificulta cada
vez mas el hallazgo de genes de resistencia en el patrimonio genético natural
de la especie, y que limita por tanto, la sostenibilidad del uso de esta
estrategia a menos que se reestablezca o resguarde la diversidad genética en

colecciones de germoplasma.
1.4.11. Obtencion de plantas resistentes por transformacion genética.

Consiste en la produccion de plantas transgénicas mediante la
introduccion de DNA foraneo en el genoma de la planta, mediante ingenieria
genética para conferirle una resistencia especifica contras ciertos virus o

genotipos virales.
Se han desarrollado varias modalidades:

A) Introduccion de un gen de resistencia de otra especie vegetal. Tiene
la ventaja de superar barreras de incompatibilidad genética entre las especies
donadora y receptora, y ahorra mucho tiempo con respeto a la mejora genética

clasica.

B) La expresion de anticuerpos in planta (plantibodies) contra los virus.
Ha permitido la obtenciéon de plantas resistentes a patéogenos. Esta tecnologia
se presenta como una alternativa biotecnologica para la mejora genética de

plantas, al incorporar resistencia a patogenos frente a los cuales no existe en
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la naturaleza germoplasma con genes de resistencia. Se prevee que los
anticuerpos producidos por plantas se convertiran en una de las estrategias
predominantes para la proteccion de cultivos frente a patogenos a largo plazo
(Liao y col. 2006). Sin embargo, no se han llevado a la practica comercial
debido a riesgos de impacto negativo para el ambiente por efectos no previstos
en los estudios de seguridad para el ecosistema donde se introducirian (Prins

y col. 2008).

C) Induccion de proteinas inactivadoras de ribosomas (RIP, ribosome-
inactivating proteins). Son proteinas aisladas de plantas venenosas
(Phytolacca americana), también denominadas PAP (acronimo de Pokeweed
Antiviral Protein), que inhiben la traduccion de proteinas mediante la
inactivacién de los ribosomas. Estas proteinas también presentan una potente
actividad antiviral contra muchos virus de animales y plantas, aunque son
intrinsecamente toéxicas. Se han obtenido mutantes de estas proteinas que
mantienen la actividad antiviral y han perdido fitotoxicidad, por lo que esta
mejora ampliaria las aplicaciones de las proteinas inactivadoras de ribosomas
en la agricultura y medicina (Tumer y col. 1997). Sin embargo, las reservas
acerca del uso de organismos transgénicos para la produccion de alimentos
permanece como la principal limitacién para su uso comercial en la

agricultura (Fuchs y Gonsalves. 2007).

D) Resistencia derivada del patogeno (Baulcombe. 1996). Esta consiste
en la introduccion en la especie a mejorar, de partes del genoma viral: para
producir la sobreexpresion de genes virales que codifican la proteina de la
capsida viral o la replicasa viral con el proposito de bloquear un paso
especifico del ciclo viral (Goldbach y col. 2003, Morroni y col. 2008). Otra
modalidad es introducir construcciones que produzcan RNA con secuencias
virales de cadena negativa o doble cadena para desencadenar el mecanismo de
defensa de la planta basado en el silenciamiento génico (Qu y col. 2007, Wang

y Waterhouse. 2002).

Actualmente existe presion social en contra del uso de plantas
transgénicas por sus posibles efectos negativos en los ecosistemas y en la
salud humana (alergias). La evaluacion de varios factores de riesgo como la
ocurrencia de heteroencapsidacion, recombinacion, flujo genético, sinergismo
y alergenicidad en distintas especies de plantas transgénicas liberadas en

campo con registros de mas de 20 anos, ha mostrado en la practica que no
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suponen una amenaza significativa, pese a haberse constatado la ocurrencia
de varios de estos eventos que implican riesgo probable de dano al ambiente

(Fuchs y Gonsalves. 2007).

La heteroencapsidacion (encapsidacion del genoma de un virus por la
proteina, transgénica o no, de la capsida de otro virus), podria conferir
transmisibilidad por vectores, o patogenicidad a nuevos hospedantes, a virus
que previamente no presentaban estas caracteristicas, conduciendo a la

posible ocurrencia de nuevas epidemias (Callaway y col. 2001a).

La recombinacion (intercambio de material genético entre dos moléculas
distintas de RNA durante la replicacion viral) puede ocurrir entre transcritos
de un transgen viral y el genoma de un virus invasor durante la replicacion en
una planta transgénica. Esto podria conferir a la progenie recombinante (bajo
condiciones de elevada presion de seleccion), propiedades biologicas que
podrian afectar negativamente al ambiente, tales como cambios en Ila
transmisiéon por vectores o un aumento en la patogenicidad. El impacto de la
recombinacion entre transgenes y virus es aparentemente escaso, a pesar de
la diversidad de sistemas biologicos en que se ha empleado la resistencia
derivada del patéogeno usando el gen de la proteina del capside, y del tiempo

transcurrido desde sus primeras aplicaciones (Fuchs y Gonsalves. 2007).

El flujo genético de transgenes de plantas cultivadas a plantas silvestres
relacionadas, ocurre mediante la polinizacion, asi, la progenie de las plantas
silvestres puede expresar el transgen, de tal forma que la resistencia al virus le
puede conferir ventajas selectivas a las plantas silvestres. Los estudios de
persistencia de transgenes en poblaciones silvestres transformadas, aportan
evidencia que sugiere que los transgenes no confieren ventajas selectivas
superiores a las suministradas por la obtencién de plantas mejoradas por vias
convencionales en variados escenarios (Fuchs y Gonsalves. 2007, Stewart y

col. 2003).

El sinergismo se refiere a la interaccion del producto de un transgen
con un virus silvestre que puede resultar en un aumento en la severidad de
sintomas, o aumento en la acumulacion viral que el virus silvestre no podria
alcanzar en ausencia del transgen. En una planta transgénica, la expresion de
genes virales puede proteger contra la infeccién de un virus relacionado al
transgen, pero también puede aumentar la susceptibilidad a un virus

sinergistico no relacionado y asi afectar la tasa de dispersiéon de la
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enfermedad. El sinergismo puede ser consecuencia de la inhibicion de la
respuesta de silenciamiento génico postranscripcional de la planta frente a la

infeccion viral (Fuchs y Gonsalves. 2007).

La alergenicidad e inocuidad se refiere a las potenciales propiedades
alergénicas en humanos, de proteinas codificadas por secuencias virales que
son expresadas en plantas transgénicas (Fuchs y Gonsalves. 2007). Para
evaluar este potencial se emplean criterios tales como la existencia de una
minima relacion de secuencias aminoacidicas de 35%, y un trozo continuo de
secuencias de ocho aminoacidos idénticos a alérgenos conocidos (Hileman y
col. 2002). Otros criterios se refieren en sentido practico, al hecho de que las
proteinas transgénicas son idénticas a las de virus silvestres que infectan
cultivos que son consumidos en grandes cantidades de manera comun junto
con los alimentos infectados y no se registran casos de alergias derivados de

este consumo (Fuchs y Gonsalves. 2007).

La tecnologia de mayor aceptacion es la basada en la induccion del
silenciamiento génico ya que no implica la produccion de genes o proteinas
funcionales, ni de RNA transgénico que podria recombinar (Goldbach y col.

2003).
1.5. DETECCION Y DIAGNOSTICO DE VIRUS.

La aplicacion de métodos de deteccion y diagnostico especificos y
sensibles es imprescindible para el control de las virosis en todas sus fases,
ya sea en cribado de bancos de germoplasma, en programas de mejora
genética para introduccion de resistencia en nuevos cultivares (de Castro y
col. 2007), en muestreos de rutina para la evaluacion del estado sanitario del
cultivo y vigilancia epidemioldgica, en control de calidad en programas de
certificacion, o en vigilancia cuarentenaria para la regulacién del movimiento
de material vegetal en el comercio entre paises (Lopez y col. 2003, Olmos y col.
2007a). Por estas razones, la disponibilidad de métodos de deteccion y
diagnoéstico es crucial para darle factibilidad a toda la plataforma de control

calidad fitosanitaria en el cultivo.
Los principales métodos de diagnostico o deteccion son:
1.5.1. Caracterizacion biologica.

Es una de las primeras fases que se llevan a cabo en el estudio de un

virus recientemente descubierto, y es importante para establecer su
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importancia relativa como patogeno. En los inicios de la virologia como

disciplina era el iinico método de diagnoéstico.

La observacion de ciertos sintomas directamente en plantas en campo
(amarilleo, mosaico, manchas clordticas, manchas en anillo, necrosis,
deformaciones foliares, raquitismo, marchitez, etc.) proporciona la primera
informacion orientadora sobre la identidad del virus. Sin embargo, éstos no
suelen ser suficientemente especificos ya que por una parte distintos virus u
otros patogenos, e incluso factores abioticos, pueden causar sintomas
similares, y por otra parte distintos aislados de una especie viral pueden

inducir distinta sintomatologia.
Una identificaciéon mas precisa requiere bioensayos:

A) Indizacion con plantas indicadoras. Para una caracterizacion precisa
de las propiedades biologicas de un virus, se realiza la inoculacion y
observacion de los sintomas en una bateria de especies de plantas indicadoras
cultivadas en invernadero bajo condiciones controladas (Luis-Arteaga. 1989),
que pueden mostrar sintomas caracteristicos, ausencia de sintomas o
inmunidad y que son consistentes entre distintos ensayos bajo las mismas
condiciones ambientales. La bateria de plantas inoculadas se pueden ampliar
para caracterizar la gama de hospederos; aspecto que es importante para
estudios epidemiologicos. Sin embargo, este método es costoso ya que requiere
espacio e instalaciones en invernadero y personal con experiencia dedicado al
mantenimiento y observacion de las plantas. La duraciéon de estos ensayos es
variable ya que para la expresion de sintomas, se requieren desde algunos
dias, hasta alrededor de un ano, dependiendo del patégeno y la especie de
planta que se evalua. AUn asi, es un paso necesario en el caso de nuevas
virosis, para demostrar que se trata de un agente infeccioso, aplicando una
variacion de los postulados de Koch, puesto que los virus, al ser parasitos
intracelulares obligados, no se pueden cultivar en medios artificiales y las

plantas indicadoras se convierten en el medio de aislamiento y cultivo.

B) Inoculacion con vectores. Las relaciones de los virus con vectores se
caracterizan por diferentes niveles de especificidad. Esto quiere decir que en
algunos casos, la relacion de transmision por un vector es suficiente para
orientar en la identificacion del virus o ubicarlo taxonémicamente. La mayoria
de los virus de plantas se transmiten por vectores, y una buena proporcion de

ellos por una sola especie de vector (Power y Flecker 2008). Los vectores
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pueden ser artropodos, mayoritariamente insectos, nematodos y hongos (o
protozoarios). Los ensayos de transmision por vectores también aportan datos
tales como longevidad del virus en restos de tejido del vector (p. ej. para el
caso de un vector fingico), eficiencia (tasa de transmision individual) y tipo de
transmision, vale decir: (no persistente, semi-persistente y persistente), el
tiempo de adquisicion (tiempo de alimentacion hasta que el vector adquiere el
virus), tiempo de latencia (incubacion), es decir, el tiempo que transcurre a
continuacion hasta que los virus pueden ser transmitidos, y tiempo de
retencion, o el tiempo que el vector es capaz de transmitir el virus. Esta
informacion es util para estudiar la epidemiologia de la enfermedad, y junto
con informacion recopilada de otros ensayos e informacion de campo
especifica del cultivo permitiria estructurar modelos de prediccion de
desarrollo de la enfermedad o estrategias de control integrado (Lopez-Moya y
Abella. 2000).

C) Transmision por semilla. Alrededor del 15% de los virus de plantas
conocidos se transmiten por semilla en al menos una de sus especies
hospederas. Como se ha indicado anteriormente, la identificacion de virus
transmitidos por semilla tiene una gran importancia en los programas de

certificacion y cuarentena.
1.5.2. Observacion al microscopio.
Existen dos modalidades:

A) La citopatologia, que consiste en observar mediante microscopia
(optica o electronica) alteraciones subcelulares a causa de la infeccion viral
(lisis de membranas, desorganizacion de organelos, inclusiones cristalinas
formadas por agregados de particulas virales o proteinas virales no
estructurales, entre otras). Las alteraciones inducidas pueden ser
caracteristicas de ciertos grupos virales y con ello se puede orientar el

diagnostico (Edwardson y Christie. 1978).

B) La observaciéon de las particulas virales (viriones) mediante el
microscopio electronico de transmision. La morfologia y dimensiones de los
viriones o inclusiones inducidas por virus pueden permitir asignar el virus a

un grupo taxonémico.
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Ambos métodos son lentos y poco especificos (no permite identificar
especies virales), se requiere personal experimentado, y en el caso de la

microscopia electronica, el equipo es muy costoso.
1.5.3. Analisis serolégico.

Actualmente, la técnica serologica ELISA (Enzyme-Linked Immuno
Sorbent Assay) es la mas utilizada para el diagnostico rutinario de virus (Hu y
col. 1995, Martin y col. 2004) ya que su diseno permite el procesamiento de
muchas muestras simultaneamente. Esta técnica se basa en la inmovilizacion
de la proteina viral y su posterior deteccion mediante anticuerpos conjugados
con una enzima, que hidroliza un sustrato dando lugar a un producto

coloreado cuya acumulacion es proporcional a la de la proteina viral.

La técnica de ELISA ha dado lugar a una gran cantidad de variantes
que han sido desarrolladas para mejorar la sensibilidad o facilitar su
aplicacion. Si el sustrato de la enzima rinde un producto soluble (como
inicialmente fue desarrollada), la reaccion se lleva a cabo en una placa de
microtitulacion y puede ser detectada visualmente o mediante la lectura de la
placa con un espectrofotometro, permitira la evaluacion semi-cuantitativa del
virus. En caso de que la hidrélisis enzimatica rinda un producto insoluble, la
reaccion se lleve a cabo sobre una membrana y la detecciéon sea cromogénica,
se observara una mancha coloreada del sustrato que precipita sobre el punto
de aplicacion de la muestra, apreciable a simple vista o con lupa. Esta
variante permite analizar improntas de un corte de tejido vegetal evitando el
procesamiento de las muestras y ahorrando costes y tiempo (Garnsey y col.

1993, Lin y col. 1990, Martin y col. 2002).

La técnica de ELISA puede emplear anticuerpos policlonales o
monoclonales. Los primeros tienen un mayor espectro de deteccion porque
constituyen una poblacion de anticuerpos que reaccionan contra todos los
epitopos de la proteina viral, aunque también pueden reaccionar
inespecificamente contra proteinas de la planta. Los anticuerpos policlonales
presentan variabilidad segin el animal donador, lo cual representa una
desventaja relativa para uniformizar criterios de deteccion. Los anticuerpos
monoclonales representan un linaje seleccionado de anticuerpos que
reaccionan contra un solo epitopo de la proteina (por lo tanto no reaccionan
contra las proteinas de la planta) y son cultivados al hibridar un linfocito B

con una célula tumoral. El producto de esta fusiéon (hibridoma) crece
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indefinidamente y produce un solo tipo de anticuerpos, por lo cual, es una
fuente inagotable y uniforme de anticuerpos altamente especificos (Harlow y
col. 1988, Hull. 2001). El grado de especificidad puede variar dependiendo de
si el epitopo se encuentra presente en distintas especies virales, en todos los
aislados de un virus o en sélo algunos aislados (Cambra y col. 1990). Si se
requiere un amplio espectro de deteccion, se pueden usar mezclas de
anticuerpos monoclonales para abarcan la diversidad genética del virus para

el que se han producido.
1.5.4. Analisis de RNA bicatenario.

Uno de los primeros métodos de deteccion molecular empleado es la
purificacion y analisis de RNA bicatenario (dsRNA: double-stranded RNA), que
es un intermediario en el ciclo de replicacion de los ribovirus. El método se
basa en la afinidad de la celulosa por los acidos nucléicos en presencia de
tampon a concentraciones especificas de etanol, en el cual el dsRNA se
purifica mediante cromatografia en celulosa no i6nica en presencia de etanol
al 16%. El extracto purificado se analiza por electroforesis (Dodds y Bar-
Joseph. 1983, Guerri y col. 1991). El nimero y tamano de los segmentos
genomicos observados en el perfil electroforético da una idea aproximada del
grupo viral presente en la muestra infectada. Su mayor inconveniente es su
poca especificidad, pero puede ser valiosa en el caso de nuevos virus para los
cuales no hayan desarrollado otros métodos de diagnéstico. Por otra parte, los
extractos purificados de dsRNA pueden utilizarse para determinar la
secuencia nucleotidica del genoma viral a partir de una una genoteca aleatoria
o las técnicas de secuenciacion masiva (Véase el apartado 1.5.9, en la pagina

25).
1.5.5. Hibridacion molecular.

Esta técnica molecular se basa en la capacidad de apareamiento
especifico entre dos cadenas sencillas de RNA, DNA o RNA — DNA que tengan
secuencias complementarias formando una estructura de doble cadena mas
estable. La sintesis de una molécula de DNA o RNA monocatenario
complementaria al genoma del virus (sonda) marcada con is6topos
radioactivos (como el 32P) o con marcajes no-radioactivos (como la
digoxigenina o fluoréforos) y su posterior hibridacién con acidos nucleicos
(dot-blot) de la planta fijados en un soporte solido (generalmente una

membrana) permite detectar la presencia del virus (Dietzgen y col. 1994,
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Galipienso y col. 2004, Harper y Creamer. 1995, James y col. 1999, Liu y col.
2007, Mas y col. 1993). Una modalidad consiste en fijar improntas de cortes
transversales de tejido vegetal, que evitan el procesamiento de las muestras y
suponen un ahorro de tiempo y dinero (Narvaez y col. 2000, Rubio y col.

2003).

Este método tiene la ventaja de ser rapido, sencillo, semicuantitativo y
con capacidad de analizar simultaneamente un gran numero de muestras,
presentando generalmente una mayor sensibilidad que la técnica ELISA. Otras
ventajas adicionales con respecto a las técnicas serolégicas son: A) su
versatilidad, ya que se pueden obtener diferentes grados de especificidad
modificando las condiciones de hibridacion o bien sintetizando las sondas a
partir de zonas distintas del genoma con diferentes grados de diversidad
genética; y B) se puede preparar una sonda en muy corto tiempo, con alta
reproducibilidad partiendo de material almacenado, frente a los meses que
tradicionalmente demora producir anticuerpos especificos, ademas de la
diferencia entre lotes debido a la variabilidad en la respuesta inmunitaria

individual en animales de laboratorio.

Como los cultivos presentan con frecuencia infecciones mixtas en el
campo (Gallitelli y col. 1995, Rodriguez y col. 2004), interesa la deteccion
simultanea de distintos virus (James y col. 2006). Para ello se han utilizado

diferentes estrategias:

A) Mezclas de sondas para detectar varios virus en tomate (Saldarelli y
col. 1996), ornamentales (Sanchez-Navarro y col. 1999), frutales de hueso

(Saade y col. 2000) y cultivos de geranio (Ivars y col. 2004).

B) Polisondas sintéticas. Se basa en la clonacion en tandem de
secuencias parciales de acidos nucléicos de diferentes virus, para permitir la
sintesis de una sola sonda que detecta tantos virus como fragmentos han sido
incorporados en el tandem. Se han disenado polisondas marcadas con
digoxigenina para detectar diferentes virus en tomate (Aparicio y col. 2009,

Herranz y col. 2005).

C) Chips de DNA (micromatrices y macromatrices). El diseno tipico de
una micromatriz consiste en fragmentos de cDNA correspondientes a distintos
virus, fijados a un soporte soélido y organizados espacialmente mediante

coordenadas asignadas (sondas de captura), a las cuales se hibrida las
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muestras (extractos de material vegetal) marcadas con un fluoroforo. La
identidad de las muestras se determina a partir de la fluorescencia detectada
sobre el soporte y de sus coordenadas en la matriz (Boonham y col. 2007b).
Los soportes solidos posibilitan que las sondas de captura se puedan aplicar
en muy pequenos volumenes, permitiendo el cribado de muchas potenciales
dianas diferentes de manera simultanea, (Schena y Davis. 1999). Se han
desarrollado micromatrices de cDNA para la deteccion de siete virus en patata
(Boonham y col. 2003, Bystricka y col. 2003, Bystricka y col. 2005) y para la
deteccion simultanea de 37 virus pertenecientes a 13 familias y seis
Pospiviroides (Tiberini y Barba. 2012). A pesar de su potencial, algunas de las
desventajas de esta tecnologia para su aplicacion en analisis rutinarios en
patologia vegetal, consisten en la dificultad de adaptarla para el cribado de
gran cantidad de muestras de manera simultanea manteniendo amplio el
espectro de virus a detectar, los costes para la creacion de las micromatrices y
la adquisicion de los equipos para el analisis e interpretaciéon de los resultados
aun son elevados (Tiberini y Barba. 2012), y aunque esta técnica detecta
acidos nucléicos, su sensibilidad es inferior a la de la técnica de hibridacion y
la de PCR, si bien, es comparable a la de la técnica de ELISA (Boonham y col.
2007a).

1.5.6. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, Polymerase Chain
Reaction), es una técnica molecular que permite amplificar in vitro de manera
exponencial el nimero de moléculas de un determinado fragmento de DNA de
modo selectivo en unas pocas horas mediante el uso de pequenas secuencias
flanqueantes de 15 a 40 nt (iniciadores) y el uso de una DNA polimerasa
termoestable (Hull 2001, Saiki y col. 1988). Una modalidad que permite
detectar virus con genoma de RNA es la retrotranscripcion del RNA (RT) a
cDNA y posterior PCR (RT-PCR) (Kawasaki 1990, Veres y col. 1987). La
mayor ventaja de la PCR o RT-PCR es su gran sensibilidad, aunque esto
también la hace propensa a la obtencion de falsos positivos debidos a uniones
inespecificas de los iniciadores o a la contaminacion del DNA. En algunos
casos, también pueden producirse falsos negativos debido a la presencia de
inhibidores en los extractos vegetales (Singh y col. 2002). Esta técnica
presenta una gran versatilidad ya que permite el control del grado de

especificidad mediante el disenno de iniciadores correspondientes a zonas
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genomicas ya sean mas o menos conservadas, o variables. Los productos de
PCR o RT-PCR se detectan generalmente por electroforesis, aunque en

ocasiones se ha utilizado hibridacion molecular.
Se han desarrollado diversas modalidades de PCR:

A) PCR anidada, que permite una mayor sensibilidad y especificidad al
realizar una segunda reaccion con iniciadores internos, contenidos en el

fragmento amplificado inicialmente (Helguera y col. 2001, Morris y col. 2001).

B) La PCR o RT-PCR maultiple (multiplex) permite detectar
simultaneamente varios virus o aislados de un virus en una misma reaccion
con distintos pares de iniciadores especificos para cada virus (Bariana y col.

1994, Dovas y col. 2002).

C) PCR-cooperacional (Co-PCR), que se basa en la amplificacion
simultanea de dos diferentes fragmentos de la misma molécula, uno de ellos
conteniendo al otro, y el uso de cuatro cebadores, un par externo al otro; esta
reaccion genera cuatro amplicones. Debido a la accién cooperadora de los
cebadores, su sensibilidad es superior a la de la RT-PCR convencional y

comparable con la de la RT-PCR anidada (Olmos y col. 2002).

D) PCR cuantitativa a tiempo real, es la técnica de deteccion mas
sensible y de cuantificacion mas precisa. Se basa en la deteccion de
fluorescencia emitida por un fluoroforo incorporado en las moléculas
amplificadas (ej. SYBR green), o por una sonda, que por lo general incorpora
un fluorocromo y un extinguidor (quencher). La sonda hibrida con la molécula
diana, siendo degradada posteriormente durante la amplificacion, y la
fluorescencia emitida por el fluorocromo es medida sin la interferencia del
quencher. En ambos casos, la intensidad de la fluorescencia es proporcional a
la cantidad de DNA que se esta amplificando posibilitando su cuantificacion
(Mumford y col. 2006, Phillips 2004). La automatizacion del proceso ha
facilitado su uso progresivo en la deteccion cuantitativa de virus en plantas
con elevada sensibilidad, en el marco de programas de certificacion de plantas
para establecer su estado fitosanitario, o en vigilancia con fines de cuarentena.
El uso de SYBR green presenta la desventaja de que es inespecifico y puede
unirse a cualquier molécula de DNA contaminante o productos de
amplificacion inespecifica, aumentando la probabilidad de producir falsos

positivos. El empleo de sondas Tagman hace la técnica mucho mas especifica,
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pero pueden ocurrir falsos negativos si no se ha tenido en cuenta la diversidad
genética del virus (Olmos y col. 2007b). Su principal ventaja es su elevada
sensibilidad (puede detectar hasta 100 moléculas de RNA viral por 10 ng de
RNA total), y sus desventajas son el elevado coste del equipo y su gran
susceptibilidad a falsos positivos por contaminaciones debido a su extrema

sensibilidad.
1.5.7. Amplificacion isotérmica.
Existen dos modalidades:

A) Amplificacion de acidos nucléicos basada en secuencia (NASBA:
Nucleic acid sequence-based amplification). Es un método en el que no se
requiere la desnaturalizacion por calor e implica el uso de tres enzimas
(retrotrascriptasa, RNasa H y T7 RNA polimerasa) y un par de iniciadores
especificos, uno de los cuales, incorpora la secuencia del promotor T7. El
proceso se inicia con una retrotranscripcion cuyo producto es un hibrido
DNA:RNA, en el cual la cadena de RNA se degrada por la RNasa H. El segundo
cebador anilla con la cadena de cDNA y se produce DNA bicatenario.
Posteriormente, la T7 RNA polimerasa reconoce la secuencia del promotor e
inicia la transcripcion de la cadena de RNA diana. Debido a los requerimientos
de las enzimas involucradas, la reaccion transcurre a una temperatura
constante optimizada de aproximadamente 40 °C, y en 90-120 minutos puede
alcanzar niveles de amplificacion del orden de 109, (Compton 1991, Malek y
col. 1994). Los productos de amplificacion se suelen detectar mediante
hibridacion molecular. Entre sus ventajas destacan su gran sensibilidad,
comparable a la de la PCR cuantitativa (Olmos y col. 2007c) y que requiere un
equipamiento barato (un incubador) en lugar de un termociclador. Sin
embargo se ha sefialado que la baja temperatura de reaccién puede afectar su

especificiad (Notomi y col. 2000).

B) Amplificacion isotérmica mediada por bucle (LAMP: Loop-mediated
isothermal amplification). Es un método que amplifica DNA con alta
especificidad, eficiencia y rapidez, pudiendo alcanzar niveles de amplificacion
del orden de 109 en aproximadamente una hora (Notomi y col. 2000). Emplea
DNA polimerasa y un juego de cuatro iniciadores con un diseio complejo que
reconocen seis secuencias distintas en el DNA diana: dos iniciadores internos,
que contienen secuencias de las cadenas sentido y antisentido del DNA, uno a

cada flanco de la molécula diana. Dos iniciadores externos que al anillar y
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amplificar una nueva cadena desplazan la cadena amplificada inicialmente.
Los bucles se forman a partir del fragmento externo de cada iniciador interno,
ya que la secuencia es complementaria a una porcion interna y cercana a la
cadena que se esta elongando. La reaccion se ha adaptado también para RNA
(RT-LAMP) (Fukuta y col. 2003). Los productos de amplificacion se pueden
detectar por electroforesis o por hibridacion. Su principal dificultad es el
complicado disefio de los cuatro cebadores para que produzca el resultado
esperado, pero su alta sensibilidad, especificidad, y el hecho de que puede
realizarse en incubadores que son accesibles para cualquier laboratorio, lo

hacen una alternativa apreciable cuando se dispone de personal preparado.
1.5.8. Diferenciacion de variantes genéticas.

Algunas de las técnicas descritas previamente pueden usarse con
distintos grados de especificidad para distintas categorias taxonomicas:
familia, género, species y cepas (Arteaga y Paz. 1989, Bystricka y col. 2005).
Sin embargo, existen técnicas mas adecuadas para la diferenciacion de
aislados virales o genotipos, que pueden ser necesarias para la caracterizacion
biolégica y/o molecular, estudios de epidemiologia y evolucion molecular y
para tomar medidas apropiadas de control, dado que diferentes aislados

virales pueden tener caracteristicas y comportamientos distintos.
Las técnicas mas comunes son:

A) Analisis del polimorfismo de la longitud de los fragmentos de
restriccion (RFLP, Restriction Fragment Length Polymorphism). Se basa en la
capacidad de las endonucleasas de restriccion de reconocer secuencias
especificas de unos pocos nucleétidos en el DNA bicatenario y producir cortes
en los lugares en que estén esas secuencias. Para este analisis, se amplifica
por PCR una zona genémica del virus y se digiere el DNA amplificado con
enzimas de restriccion capaces de generar fragmentos de diferente tamano que
son separados por electroforesis. Cada variante de secuencia da lugar a un
patron de bandas unico. Este método es altamente especifico, sensible y
sencillo y permite diferenciar variantes de secuencia dentro de un mismo

aislado viral (Font y col. 2007).

B) Analisis del polimorfismo de conformacion de DNA monocatenario
(SSCP: Single Strand Conformation Polymorphism). Consiste en la

electroforesis en condiciones nativas de un producto de PCR desnaturalizado,
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de manera que cada una de las dos hebras del DNA adquiere una
conformacién (estructura autocomplementaria) que dependera de su
secuencia nucleotidica, y como consecuencia afectara a su migracion en el gel.
De esta manera productos de PCR con distinta secuencia nucleotidica
presentaran un patron de electroforesis distinto (Goszczynski y Jooste. 2002,
Rubio y col. 1996, Xu y col. 2006). Las principales ventajas de esta técnica
son: su gran especificidad, ya que puede detectar diferencias de uno a tres nt
en fragmentos de unos 500 nt, asi como su idoneidad para identificar un gran
numero de variantes dentro de un aislado. Por ello es una técnica valiosa para
caracterizar la poblacion de variantes dentro de una planta y monitorizar

ensayos de proteccion cruzada (Sambade y col. 2002).

C) Analisis de la proteccion frente a RNAsas. En esta técnica el RNA
viral se hibrida con una sonda complementaria y a continuacién se somete a
digestion con las ribonucleasas, RNasa Tl y RNasa A (que cortan en el
extremo 3’ de los residuos G no apareados). El patron de fragmentos
protegidos permite diferenciar variantes de secuencia del virus (Rodriguez-

Cerezo y col. 1989).

D) Analisis de polimorfismo de un solo nucleétido (SNP: Single
nucleotide polymorfism). El polimorfismo de un solo nucleétido es una
variacion en la secuencia de DNA o RNA que afecta a un solo nucleétido de
una secuencia del genoma). El analisis se basa en la capacidad de detectar
pequenas diferencias entre aislados muy similares en secuencia, con poder de
resolucion hasta de un solo nucleétido en el fragmento del genoma analizado.
Algunas técnicas para la deteccion de SNPs se basan en la hibridacion con dos
sondas especificas para un haplotipo viral, en el cual s6lo una de ellas hibrida
perfectamente bajo condiciones de reaccion optimizadas, mientras que la
sonda que no hibrida es eliminada de la reaccion mediante lavado. La
reaccion de hibridacion con las sondas marcadas diferencialmente, es
detectada midiendo uno de los dos resultados esperados a partir del cual se

infiere el genotipo de la muestra (Syvanen. 2001).

La RT-PCR cuantitativa empleando sondas Tagqman también permite
detectar SNPs. En esta modalidad, se disefia una sonda con una secuencia
especifica sobre la region polimorfica, en la cual un fluoroforo se acopla a un
extremo de la sonda, y al otro se acopla un “quencher” o extinguidor de

fluorescencia. En la sonda intacta no hay emisién de fluorescencia ya que el
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“quencher” la absorbe debido al principio de transferencia de energia por
resonancia o “Fluorescence Resonance Energy Transfer, FRET”. La hibridacion
de la sonda sobre la region polimorfica indica que hay identidad perfecta con
la muestra. Posteriormente, la actividad 3’-5’ exonucleasa de la DNA
polimerasa degrada la sonda hibridada liberando el fluoroforo y el quencher,
de tal forma que la absorcion de fluorescencia por el quencher es interrumpida

y permite que la fluorescencia sea detectada (Syvanen 2001).

Las balizas moleculares (molecular beacons), consisten en sondas que
forman una estructura en forma de horquilla en cuyos extremos se
encuentran el fluoroforo y el quencher, esta proximidad determina que el
quencher absorba la fluorescencia emitida por el fluoroforo, pero al ocurrir la
hibridacion con la secuencia complementaria con coincidencia perfecta, la
sonda y el quencher se separan (interrumpiendo la transferencia y absorcion
de energia), permitiendo que la fluorescencia sea detectada (Giulietti y col.

2001).

Otra estrategia para la discriminaciéon de aislados es mediante ensayos
de extension de cebadores (Primer extension). Se basa fundamentalmente en
la capacidad de la DNA polimerasa para incorporar nucleotidos especificos
complementarios a la secuencia del molde y el aspecto clave consiste en el
conocimiento de las secuencias de los polimorfismos y en el disefio apropiado
de los cebadores. La extension del cebador ocurre so6lo si hay coincidencia
perfecta en el extremo 3’ de la zona de anillamiento y es verificada
directamente por espectrometria de masa o por secuenciacion (Kwok. 2001).
Esta técnica también se puede emplear para detectar diferencias en un solo

nucleétido en las muestras analizadas (Rogers y col. 2012).

El incoveniente de estas técnicas es que no permiten una estimacion
precisa de la distancia genética entre variantes, por lo que se suelen utilizar en
combinacion con la secuenciacion de las variantes identificadas (Rubio y col.

2001a).
1.5.9. Secuenciacion nucleotidica.

La determinacion de la secuencia nucleotidica es la técnica mas precisa
y especifica, ya que trata directamente con el coédigo genético de los
organismos y es la base de la caracterizacion molecular. La secuencia

nucleotidica obtenida de una muestra y su comparacion con aquellas
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depositadas en las bases de datos, permite la identificacion y asignacion de
una muestra a un grupo viral y estimar el grado de similitud con otros virus o

aislados virales.

Las secuencias nucleotidicas se pueden obtener a partir de productos
de PCR o RT-PCR y de clones de cDNA obtenido a partir de ellos. Si en la (RT)-
PCR se han usado iniciadores conservados para un grupo viral (ej. género) se
puede llegar al descubrimiento de nuevos miembros (ej. especie) de ese grupo
viral. En cualquiera de estos casos, se requiere disponer previamente de

secuencias nucleotidicas de algunos virus o aislados virales relacionados.

Para la determinacion de secuencias de un organismo del que no se
dispone ninguna informacion y no se ha podido detectar por ninguno de los
meétodos anteriores (nuevos virus) se necesita la purificacion del DNA o RNA

genomico viral. Hay dos modalidades:

A) Construccion de una genoteca mediante clonaje de productos de RT-
PCR o PCR con iniciadores aleatorios a partir de acidos nucleicos virales
purificados, que pueden ser DNA o RNA purificado de extractos de viriones, o
RNA bicatenario (apartado 1.5.4, pagina 18). El método de secuenciacion
empleado se basa en el uso de la DNA polimerasa para sintetizar cadenas de
DNA incorporando dideoxinucleétidos (ddNTP) que carecen de un grupo
hidroxilo en su extremo 3’. Los ddNTP inhiben la actividad de la DNA
polimerasa terminando la elongacion de la cadena. Como la incorporacion de
los ddNTPs es al azar, se obtienen fragmentos de todos los tamanos posibles
que terminan en un residuo especifico (Sanger. 1977). Se disenan cuatro
reacciones diferentes de sintesis de DNA, utilizando un ddNTP distinto en cada
tubo. Con la mezcla del nucleétido normal (ANTP) y su terminador (ddNTP), se
pueden generar fragmentos complementarios de diferentes tamanos que
terminan en el mismo nucledtido. Después, estos fragmentos se pueden
separar en un gel de electroforesis con cuatro carriles distintos, para

determinar la secuencia.

B) Secuenciacion masiva (pirosecuenciacion). También se le conoce
como secuenciacion por sintesis. Es una técnica basada en una cascada de
reacciones enzimaticas para la deteccion de grupos pirofosfato que se liberan
durante la incorporacion de nucleétidos por actividad de una DNA polimerasa.
La ATP sulfurilasa convierte el pirofosfato en ATP, que a su vez provee la

energia a la luciferasa para oxidar la luciferina emitiendo luz a 560 nm
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(Hyman. 1988, Ronaghi. 2001). Puesto que se conoce el orden en que los
nucledtidos son suministrados a la reaccion, la emision de luz (o no) en un
instante dado, permite determinar la secuencia en que los dNTP son
finalmente incorporados. La limitacion en el tamano de las cadenas
producidas (de 20 a 200 nucleoétidos), es compensada por el uso de programas
de ensamblaje de secuencia y manejo de bases de datos (Huson y col. 2007).
La purificacion del genoma viral puede realizarse por RNA bicatenario, a partir
de viriones y a partir de los RNA pequenos interferentes (siRNAs, small
interfering RNAS) que son un subproducto de la degradacion del genoma viral
por el mecanismo de silenciamiento génico de la planta. La pirosecuenciacion
ofrece las ventajas de la exactitud, flexibilidad, automatizacién y capacidad de

generar simultaneamente miles de secuencias nucleotidicas.

Las desventajas de las técnicas de secuenciacion es que todavia son
muy costosas y lentas para aplicarlas a los analisis rutinarios. Sin embargo,
esta situacion puede cambiar en unos pocos anos como consecuencia del

rapido desarrollo de estas tecnologias.

1.6. VIRUS UTILIZADOS EN ESTE ESTUDIO.

Los cultivos horticolas son afectados por una gran cantidad de virus
que en su mayoria poseen genoma de RNA (ribovirus), los cuales presentan
una gran diversidad en la naturaleza, establecen complejas relaciones con sus
hospederos, vectores, y otros virus. La gran magnitud econémica de los danos
ocasionados por estos virus justifican su caracterizacion biologica y molecular
para el desarrollo de métodos de deteccion y diagnostico como un primer paso

para la puesta en practica de estrategias de control.

En este trabajo hemos caracterizado y desarrollado métodos para la
deteccion simultanea de dos grupos de ribovirus que afectan a cultivos
horticolas: A) los virus del género Fabavirus: BBWV-1, BBWV-2, GeMYV,
CuMMV y LMMV; y B) los siete virus mas importantes de tomate en el area

mediterranea: CMV, TSWV, ToMV, ToCV, TICV, PepMV y ToTV.
1.6.1. Fabavirus.

El género Fabavirus, subfamilia Comovirinae, familia Secoviridae, orden
Picornavirales (Sanfacon y col 2012), esta compuesto por cinco especies: el
virus 1 de la marchitez del haba (Broad bean wilt virus 1, BBWV-1), el virus 2

de la marchitez del haba (Broad bean wilt virus 2, BBWV-2), el virus del
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mosaico de la genciana (Gentian mosaic virus, GeMV), el virus del mosaico
suave de las cucurbitaceas (Cucurbit mild mosaic virus, CuMMYV), y el virus del

mosaico suave de la hortiga blanca (Lamium mild mosaic virus, LMMYV).

BBWV-1 y BBWV-2 infectan mas de 400 especies vegetales y producen
danos en cultivos horticolas como tomate (Solanum lycopersicum), pimiento
(Capsicum annuum), haba (Vicia faba) y judia (Phaseolus vulgaris), y
ornamentales como petunia (Petunia hybrida) y pachuli (Pogestemon cablin),
ésta ultima de gran importancia econdmica en la industria cosmética (Daviet y
Schalk. 2010). Ambas especies producen sintomas de mosaico y deformacion
foliar, manchas en anillo en hojas y frutos, y son dificiles de distinguir
considerando s6lo la gama de hospedantes (Lisa y Boccardo. 1996). Producen
marchitamiento en haba y espinaca (Spinacea oleraceae); cuando la infeccion
es temprana en haba, se produce una necrosis sistémica de las hojas del
brote. En guisante (Pisum sativum) causa estrias; en pimiento, mosaico de
intensidad variable en brotes, en forma de manchas de color verde oscuro.
Los sintomas en frutos son variables, incluye areas necroticas depresivas,
manchas necréticas, dibujos irregulares y anillos cloréticos, acompanados de
una reduccion del desarrollo. GeMV infecta genciana (Gentiana scabra) y
otras especies del género en condiciones naturales, en las cuales induce
sintomas de mosaico. Experimentalmente infecta varias especies en las
familias Aizoaceae, Amaranthaceae, Chenopodiacae, Fabaceae y Solanaceae
(Kobayashi y col. 2005). CuMMV aparentemente tiene una gama de
hospedantes restringida a plantas en la familia Cucurbitaceae, produciendo
sintomas de mosaico suave en calabaza (Cucurbita moschata) y pepino chino
(Trichosanthes kirilowii) (Dong y col. 2012, Yarwood. 1979). LMMYV infecta en
condiciones naturales plantas en la familia Labiatae, en las cuales ocasiona
sintomas de mosaico suave o infeccion asintomatica (Lovisolo. 1958). LMMV
produce en hospedantes experimentales como Nicotiana -clevelandii, N.
megalosiphon y N. rustica, sintomas de mosaico y manchas en anillo, asi como
lesiones locales cloroticas en quinoa (Chenopodium quinoa). Algunos de estos

sintomas se ilustran en la Fig 1.1.
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Figura 1.1. Sintomas causados por fabavirus: A) BBWV-1 en pimiento, B) BBWV-2 en haba, y C) LMMV

en Nicotiana megalosiphon y N. rustica.

Los fabavirus se transmiten por al menos 20 especies de pulgones (Fig.
1.2) de una manera no persistente (Belliure y col. 2009, Ferriol y col. 2013,

Lisa y Boccardo. 1996, Stubbs 1960).

Figura 1.2. Aphis gossypii, una de las especies de pulgones que
transmiten fabavirus (imagen procedente de Moreno 2005).

BBWV-1 y BBWV-2 se encuentran distribuidos por todo el mundo,
mientras que solamente se ha encontrado unos pocos aislados de GeMV en
Japéon y China, un aislado de CuMMV en China y un aislado de LMMV en
Reino Unido (Fig. 1.3).
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Figura 1.3. Distribucién de las cinco especies virales del género Fabavirus: BBWV-1, BBWV-2, GeMV,
CuMMV'y LMMV.

Los viriones son icosahédricos, sin envoltura lipidica, de
aproximadamente 30 nm de diametro, y estan compuestos por dos moléculas

de RNA y por dos proteinas capsidicas: grande (LCP) y pequena (SCP)(Fig. 1.4).

El genoma esta formado por dos RNAs monocatenarios, lineales y de
polaridad positiva: RNA 1 (~6,0 kb) y RNA 2 (~3,5 kb) que se encapsidan
separadamente. Los RNAs estan poliadenilados en su extremo 3’ y unidos
covalentemente a la proteina viral VPg en el extremo 5. El RNA 1 codifica para
una poliproteina que es procesada en cinco proteinas implicadas en la
replicacion y expresion: el cofactor de la proteasa (PRO-CO), la helicasa (HEL),
la proteina unida al genoma viral (VPg), la proteasa (PRO) y la polimerasa de
RNA dependiente de RNA (POL). El RNA 2 codifica para una poliproteina que
es procesada en la proteina del movimiento (MP), que hace que el virus pueda
moverse entre las células de la planta, y las proteinas capsidicas grande (LCP)

y pequena (SCP) (Fig. 1.4).
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Figura 1.4. Representacion de los viriones y el genoma de los fabavirus (http://viralzone.expasy.org).

1.6.2. CMV.

El virus del mosaico del pepino (Cucumber mosaic virus, CMV) es la

especie tipo del género Cucumovirus de la familia Bromoviridae.

CMV posee la gama de hospederos mas amplia entre los virus de
plantas, con mas de 1200 especies de plantas en alrededor de 100 familias de
monocotiledoneas y dicotiledoneas (Scholthof y col. 2011). Los sintomas
causados por CMV son muy variables debido a la gran cantidad de aislados
genéticamente diversos y a la presencia de RNA satélites que modulan la
replicacion viral y la expresion de sintomas (Hull. 2001, Montasser y col.
1998). CMV causa mosaico en pepino (Cucumis sativus), melon (Cucumis melo)
y otras cucurbitaceas; marchitez en espinaca, mosaico, hojas filiformes y
necrosis sistémica en tomate, mosaico y manchas anulares en pimienta (Piper
nigrum), mosaico y retraso del crecimiento en trébol (Trifolium spp) y alfalfa
(Medicago sativa); retraso en el crecimiento en la soja (Glycine max); mosaico,
clorosis infecciosa y pudriciéon del pseudotallo en banano (Musa sp), los
sintomas mas frecuentes son mosaico y enanismo en muchas especies de
plantas dicotiledoneas y monocotiledoneas (Palukaitis y Garcia-Arenal 2003).

En la Fig. 1.5 se muestran algunos de estos sintomas en tomate.
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Figura 1.5. Sintomas causados por CMV en tomate (http://vegetablemdonline.ppath.cornell.edu).

Se transmite por semilla y por mas de 80 especies de pulgones de

manera no persistente (Fig. 1.6) (Bujarski y col. 2012).

Figura 1.6. Macrosiphum euphorbiae, una de las especies de pulgones que

transmiten CMV (imagen procedente de Moreno 2005).

Se encuentra distribuido por todo el mundo (Fig. 1.7)

Los viriones son icosahédricos, de aproximadamente 29 nm de
diametro, sin envoltura lipidica, compuestos por tres moléculas de RNA y una

proteina capsidica (Fig. 1.8).
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Figura 1.7. Distribucién de CMV (EPPO, 2013)

El genoma esta formado por tres RNAs monocatenarios, lineales y de
polaridad positiva (Fig. 1.8): RNA1 (3,4 kb), RNA 2 (3,1 kb) y RNA 3 (2,2 kb).
Cada segmento de RNA tiene una estructura similar a la del RNA transferente
(RNA;) en el extremo 3’y una estructura de caperuza o casquete (CAP), que es
un nuceotidido modificado de guanina, la 7-metilguanosina trifosfato, que se
anade al extremo 5’ mediante un enlace 5’-fosfato en vez del enlace 3°,5’-
fosfodiéster habitual. El RNA 1 codifica directamente para la proteina la, que
esta implicada en la replicacion viral con funciones de metil transferasa y
helicasa. El RNA 2 codifica directamente la proteina 2a que es una polimerasa
de RNA dependiente de RNA, y la proteina 2b a partir de un RNA
subgenoémico, que es un supresor del silenciamiento génico. El RNA 3 codifica
directamente la proteina 3a que es una proteina de movimiento (MP), y a partir
de un RNA subgendmico la proteina de la capsida (CP), que también esta
implicada en el movimiento (Bujarski y col. 2012, Palukaitis y Garcia-Arenal
2003, Scholthof y col. 2011).
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Figura 1.8. Representacion de los viriones y el genoma de CMV (http://viralzone.expasy.org).

1.6.3. TSWV

El virus del bronceado del tomate (Tomato spotted wilt virus, TSWV) es

la especie tipo del género Tospovirus de la familia Bunyaviridae.

Este virus exhibe una amplia gama de hospederos, con mas de 925
especies en 70 familias de plantas (Plyusnin y col. 2012). Causa
principalmente danos en cultivos horticolas como tomate, pimiento, lechuga
(Lactuca sativa) y tabaco (Nicotina tabacum) y en cultivos ornamentales como
petunia (Petunia x hibrida), y begonia (Begonia sp.). TSWV puede inducir
diversos sintomas, que pueden variar en la misma especie hospedante
dependiendo del cultivar, la edad, las condiciones nutricionales y ambientales
alrededor de la planta. Los principales sintomas consisten en manchas
anulares clordticas o necréticas, marchitez y necrosis. En infecciones
tempranas puede ocasionar la muerte de la planta por necrosis severa. En
tomate, las plantas muestran bronceado, rizado, rayas necroticas y manchas
en las hojas, peciolos, tallos y brotes en crecimiento. Las plantas presentan
poco crecimiento. Frutos maduros muestran areas mas palidas o amarillas en
la epidermis. En pimiento, los sintomas consisten principalmente en poco
crecimiento y amarilleo de la planta entera. Las hojas pueden mostrar
patrones de lineas clordticas o mosaico con manchas necroticas. También
aparecen rayas necroticas en las ramas que se extienden a los brotes
terminales. En frutos maduros, se han observado manchas de color amarillo

con anillos concéntricos o rayas necroéticas EPPO (2013) (Fig. 1.9)
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Figura 1.9. Sintomas causados por TSWV en tomate (Aramburu y col., 2014): A) hojas, B) fruto de una

variedad susceptible y C) fruto de una variedad resistente con picaduras de trips infectivos.

Se transmite por varias especies de thrips de manera persistente (Fig.
1.10). Solamente los trips adultos y larvas del segundo estadio pueden
tansmitir el virus y para ello han tenido que adquirir el virus durante su fase
larvaria de primer estadio, ya que el virus necesita un periodo de incubacion
durante el cual alcanza las glandulas salivales y se replica (Wijkamp y col.

1993).

Figura 1.10. Frankliiniella occidentalis, la especie de trips que es el principal
vector de TSWV (imagen procedente de http://nfrec.ifas.ufl.edu)

Se encuentra distribuido por todo el mundo (Fig. 1.11).

35



Figura 1.11. Distribucion de TSWV (EPPO, 2013)

Los viriones son particulas casi esféricas con diametro que va de 80 a
110 nm, con una envoltura lipidica derivada del hospedero que lleva
incrustadas dos glicoproteinas (Gn y Gc) codificadas por el virus, y posee

ademas tres moléculas de RNA (Fig. 1.12).

El genoma de TSWV esta compuesto por tres moléculas de RNA de
cadena simple, de polaridad negativa o ambisentido, denominadas: L (8,9 Kb),
M (4,8 Kb), vy S (2,9 Kb). Ambos extremos de cada segmento gendémico son
parcialmente complementarios y forman una estructura pseudocircular. Los
tres RNAs estan en el interior de la envoltura lipidica y cada una esta cubierta
por una proteina (N: nucleocapsida). El segmento L codifica la polimerasa de
RNA dependiente de RNA (POL) (de Haan y col. 1991). El segmento M codifica
la proteina de movimiento NSm (de Haan y col. 1991, Li y col. 2009), y un
precursor que es procesado proteoliticamente para dar las glicoprotinas Gn y
Gc, que estan implicadas en la transmision por thrips (Sin y col. 2005). El
segmento S codifica el supresor de silenciamiento NSs (Takeda y col. 2002), y

la nucleocapsida N (Fig. 1.12).
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Figura 1.12. Representacion de los viriones y el genoma de TSWV (http://viralzone.expasy.org).

1.6.4. ToMV.

El virus del mosaico del tomate (Tomato mosaic virus, ToMV) pertenece

al género Tobamovirus de la familia Virgaviridae.

ToMV causa graves danos en cultivos de solanaceas, principalmente
tomate y pimiento y a una gama amplia de otros cultivos horticolas y
ornamentales (Aramburu y Galipienso. 2005). En tomate (Fig. 1.13), ToMV
causa mosaico verde claro-verde oscuro o verde-amarillento y reduccion de la
lamina foliar; mosaico en el fruto, maduracién irregular, areas de pulpa
acorchada y necrosis subepidérmicas. En algunos casos puede producir
enanismo y necrosis de las hojas apicales, y falta de desarrollo de las plantas

afectadas.

Figura 1.13. Sintomas causados por ToMV en tomate (imagen

procedente de http://vegetablemdonline.ppath.cornell.edu).
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ToMV se transmite por contacto mecanico y a traves de semillas. Los
viriones pueden permanecer infectivos por varios anos en restos secos de

plantas (Broadbent. 1976).

ToMV esta distribuido por todo mundo (Fig. 1.14).

Figura 1.14. Distribucion de ToMV (segun la informacion recopilada en diversas fuentes).

Los viriones son filamentos rigidos de aproximadamente 300 nm de
largo x 18 nm de diametro, sin envoltura lipidica, formados por una CP que

envuelve una sola molécula de RNA (Fig. 1.15).

El genoma es una molécula de RNA monocatenario, lineal y de polaridad
positiva de unas 6 kb (Fig. 1.15). Tiene una estructura RNAt en el extremo 3’y
una estructura CAP en el extremo 5’ (Adams y col 2012b). El genoma contiene
tres ORFs. ORF 1 y ORF 2 codifican dos proteinas de 130 y 180 Kda,
respectivamente, que se traducen directamente del RNA genomico y estan
implicadas en la replicacion del genoma. Ambas contienen motivos especificos
de una metil transferasa y dominios de una helicasa. La proteina de 180 Kda
contiene ademas un dominio de la polimerasa de RNA dependiente de RNA que
se expresa por sobrelectura (readthrough) del codon de terminacion ambar del
gen de la proteina de 130 Kda. Las otras dos proteinas codificadas son la MP y
la CP, que se traducen a partir de dos RNA subgenémicos 3’ coterminales
(Adams y col 2012b).

38



5'c I

Methylated nucleotide cap
[Small replicase subunit ] Subgenomic RNAs T
[ Large replicase subunit ] tRNA-like
. _f l structure
zggfh??féh 40 v ] ! —E‘is'

5@_-"1;\53’

Figura 1.15. Representacion de los viriones y el genoma de ToMV (http://viralzone.expasy.org).

1.6.5. Crinivirus del tomate: TICV y ToCV.

El virus de la clorosis infecciosa del tomate (Tomato infectious chlorosis
virus, TICV) y el virus de la clorosis del tomate (Tomato chlorosis virus, ToCV)

pertenecen al género Crinivirus de la familia Closteroviridae.

TICV infecta al menos 26 especies en ocho familias de plantas, tales
como tomate, tomatillo (Physalis ixocarpa), patata, alcachofa, lechuga (Lactuca
sativa), petunia y N. clevelandii (Duffus y col. 1996, Wisler y col. 1996),
pimiento, Chenopodium album, C. murale, D. stramonium y S. nigrum, entre
otras (EPPO, 2013). En tomate, el TOCV causa amarillamiento entre las
nervaduras de las hojas, las hojas inferiores se engrosan, enrollan y tornan
fragiles, y el amarillamiento evoluciona a diferentes grados de enrojecimiento y
necrosis foliar, algunas plantas presentan hojas rizadas (Louro y col. 2000).
Los sintomas de la enfermedad en el tomate son facilmente confundidos con
desordenes nutricionales, o fitotoxiciad causada por pesticidas (Wisler y col.
1998). Las plantas infectadas con ToCV son mas pequefias, producen menos
frutos y de menor tamano, la maduracion es alterada, y las plantas se hacen
senescentes prematuramente. Todo esto disminuye el rendimiento y ocasiona
pérdidas econémicas (Wintermantel. 2004). Los sintomas de TICV incluyen
amarillamiento entre las nervaduras de las hojas, diferentes grados de
enrojecimiento y mnecrosis foliar. Nicotiana benthamiana y N. clevelandii
presentan amarilleo de las nervaduras frente a ambos virus, pero sélo TICV

causa moteado necrotico en estas plantas indicadoras (Wisler y col. 1998). En
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ninguno de estos dos virus hay referencias a sintomas evidentes en frutos o
flores (Fig. 1.16).

Figura 1.16. Sintomas en hojas de tomate de A) TICV y B) ToCV. Imagenes

procedentes de http://www.agf.gov.bc.calcropprot/emergingviruses.htm.

ToCV Infecta al menos 12 especies de plantas en cinco familias,
incluyendo tomate, Physallis peruvianum, pimiento, patata (Solanum
tuberosum), Zinnia sp., Datura stramonium, Phytolacca icosandra, Plantago

major, Ruta chalepensisy Solanum nigrum (EPPO, 2013).

Ambos virus se transmiten por distintas especies de mosca blanca de
manera semipersistente (Fig. 1.17): TICV por Trialeurodes vaporariorum
(Westwood)(Wisler y col. 1996), y ToCV por T. vaporariorum, T. abutilonea;y B.
tabaci biotipos A, B, y Q (Hanssen y col. 2010, Navas-Castillo y col. 2000,
Wintermantel y Wisler. 2006).

Figura 1.17. Mosca blanca Trialeurodes vaporariorum que es vector de TICV y ToCV

(imagen procedente de http://www.agf.gov.bc.calcropprot/emergingviruses.htm)

El TICV ha sido detectado en Norte América, varios paises de Europa y
Asia (EPPO, 2013) (Fig. 1.18). El ToCV esta distribuido en todo el mundo; ha

sido registrado en algunos paises de todo el continente americano,
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principalmente en los Estados Unidos, asi como en varios paises de Europa,

Asia (Wintermantel y col. 20095) y Africa (EPPO, 2013).

Figura 1.18. Distribucién de los crinivirus de tomate: TICV y ToCV (EPPO, 2013).

Los viriones tienen forma de filamentos flexibles con dos longitudes
modales, de aproximadamente 650-850 y 700-900 nm x 12 nm de diametro
(Martelli y col. 2012), sin envoltura lipidica y estan compuestos por dos
proteinas capsidicas: CP que forma la mayor parte del virion y la CPm que se
encuentra en un extremo del virion formando una estructura de serpiente de

cascabel (Tian y col. 1999). (Fig. 1.19).

El genoma esta formado por dos RNAs monocatenarios, lineales de
polaridad positiva, cada uno con un tamano aproximado de unas 8 kb, que se
encapsidan separadamente (Fig. 1.19). Ambos RNAs no estan poliadenilados
en su extremo 3’y contienen una estructura CAP en el extremo 5. El RNA 1
presenta tres ORFs: ORFla que codifica los dominios de metiltransferasa y
helicasa, el ORF 1b que expresa mediante una deriva ribosomal (frameshifting)
la POL, todos ellos necesarios para la replicacion del genoma, y el ORF 2 que
expresa mediante un RNA subgenomico una proteina necesaria para la
replicacion del RNA 2. El RNA 2 codifica para la MP, que se expresa
directamente y otros ORFs que expresan mediante RNAs subgenomics 3’-

coterminales las proteinas: p59, CP, CPm y p26.
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Figura 1.19. Representacion de los viriones y el genoma de los crinivirus (http://viralzone.expasy.org).

1.6.6. PepMV.

El virus del mosaico del pepino dulce (Pepino mosaic virus, PepMV)
pertenece al género Potexvirus de la familia Alphaflexiviridae dentro del orden

Tymovirales.

La gama de hospedantes naturales del PepMV es estrecha: infecta
pepino dulce (Solanum muricatum Ait.), tomate, patata, y herbaceas como
Amaranthus spp., Malva parviflora, Nicotiana glauca, S. nigrum y Sonchus
oleraceus (Jones y col. 1980, Jorda y col. 2001, Pagan y col. 2006, Soler y col.
2002). Algunos aislados no infectan experimentalmente patata pero si
berenjena (Solanum melongena) y otras especies en la familia Solanaceae, asi
como Chenopidium amaranticolor y C. quinoa (Salomone y Roggero. 2002).
PepMV produce diversos sintomas en tomate, desde infeccion latente,
mosaico suave, mosaico amarillo y manchas foliares, hasta mosaico severo,
ampollas y distorsion de la hoja. Los sintomas en el fruto incluyen mosaico y
maduracién heterogénea que conducen a una reducciéon global de la calidad

del fruto (Jorda y col. 2001, Pagan y col. 2000)(Fig. 1.20).
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Figura 1.20. Sintomas causados por PepMV en tomate (imagen procedente de http://www.dpvweb.net).

El virus se transmite por contacto mecanico, por semilla en muy baja
proporcion (<0,1%), yemas de pepino y por tubérculos de papata infectados
(Jones y col. 1980). La transmision por los abejorros polinizadores, Bombus

terrestris y Bombus canariensis, ha sido también comprobada.

PePMV se encuentra en Peru (Jones y col. 1980, Soler y col. 2002),
Canada, Estados Unidos (French y col. 2001), diferentes paises de Europa
(Verhoeven y col. 2003) y en China (YaoLiang y col. 2003). (Fig. 1.21).

Los viriones son particulas filamentosas flexibles, sin envoltura
lipidica, y miden aproximadamente 508 nm de longitud x 12.5 nm de diametro
(Jones y col. 1980), formados por una Unica proteina capsidica (Adams y col.

2012a, Lopez y col. 2005). (Fig. 1.22).

2

Figura 1.21. Distribucién de PepMV (EPPO, 2013)

43



El genoma esta compuesto por una molécula de RNA monocatenario de
polaridad positiva, de aproximadamente 6 kb (Fig. 1.22). Esta poliadenilado en
el extremo 3' y presenta una estructura CAP en el extremo 5’. Codifica para
cinco proteinas: una RNA polimerasa dependiente del RNA, una helicasa
(RdRp) traducida directamente del RNA genodmico, tres proteinas implicadas
en el movimiento del virus (TGB1, TGB2 y TGB3) y la CP, que se traducen a

partir de RNAs subgenomicos 3’-coterminales (Lopez y col. 2005).

RdRp | [7GB2]
| T6B1 | | CP |

RdR
‘I < i ,‘,1'\/\/\/\/\/\/\/\/\/W”‘M-

Genomic RNA
5\,/1 TGB1 NAAANANAN _/AnaanAsAiy

Figura 1.22. Representacion de los viriones y el genoma de PepMV (http://viralzone.expasy.org).

1.6.7 ToTV.

El virus del torrado del tomate (Tomato torrado virus, ToTV) es la especie

tipo del género Torradovirus de la familia Secoviridae del orden Picornavirales.

La gama de plantas hospedantes del ToTV esta restringida a la familia
Solanaceae (Verbeek y col. 2007), con pocas especies como hospedantes
silvestres en las familias Amaranthaceae, Caryophyllaceae, Malvaceae y
Polygonaceae (EPPO, 2013). Los sintomas de esta nueva enfermedad viral
consisten inicialmente en manchas necroticas, rodeadas por un area de color
verde claro o amarillento que comienzan en la base de los foliolos, los
sintomas se hacen mas intensos y conducen a una severa necrosis de las
hojas y frutos, y ocasiona una reduccion global del crecimiento de la planta. Si
la enfermedad logra extenderse en las plantaciones, puede ocasionar

importantes pérdidas economicas (Verbeek y col. 2007). (Fig. 1.23).
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Figura 1.23. Sintomas causados por ToTV en tomate (imagen procedente dehttp://www.daff.qld.gov.au).

ToTV se transmite por las especies de moscas blancas Trialeurodes

vaporiariorum y Bemisia tabaci (Amariy col. 2008) (Fig. 1.24).

Figura 1.24. Mosca blanca Bemisia tabaci que es vector de ToTV (imagen

procedente de http://www.agf.gov.bc.cal/cropprot/emergingviruses.htm).

El virus esta presente en Colombia y Panama (Herrera-Vasquez y col.
2009, Verbeek y Dullemans. 2012), varios paises de Europa occidental (EPPO,
2013) y Australia (Gambley y col. 2010)(Fig. 1.25).

Los viriones son icosahédricos, de aproximadamente 30 nm de
diametro, sin envoltura lipidica, y estan formados por tres proteinas

capsidicas (CP1, CP2 y CP3) (Fig. 1.26).

El genoma esta formado por dos RNAs monocatenarios, lineales y de
polaridad positiva: RNA 1 (~7,0 kb) y RNA 2 (~5,0 kb) que se encapsidan
separadamente (Fig. 1.26).
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Figura 1.25. Distribucion de ToTV (EPPO, European and Mediterranean Plant Protection Organization).

Los RNAs estan poliadenilados en su extremo 3’ y unidos
covalentemente a la proteina viral VPg en el extremo 5’. El RNA 1 contiene un
ORF que codifica una poliproteina que es procesada para producir una
helicasa (Hel), la proteina unida al genoma viral (VPg), una proteasa (Pro) y
una polimerasa de RNA dependiente de RNA (POL). El RNA 2 contiene dos
ORFs parcialmente solapantes que codifican proteinas de 20 kDa y 134 kDa.
La proteina de 20 kDa es de funcion desconocida, y la proteina codificada por
el ORF 2 rinde la proteina de movimiento (MP) y las tres proteinas capsidicas

(CP1, CP2 y CP3) (Sanfacon y col. 2012, Verbeek y col. 2007).

CP3

© 2008
Swiss Institute of Bioinformatics

RNA-1 (7.8kb)

AaaasAAMAL 3

© 2009 ViralZone
Swiss Institute of bloinformatlcs

RNA-2 (5.4kb)
AnaanaAAAAL 37

Figura 1.26. Representacion de los viriones y el genoma de ToTV (http://viralzone.expasy.org).
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Las enfermedades virales tienen un gran impacto negativo en la
produccion agricola y representan uno de los retos para conseguir una
agricultura sostenible y econdomicamente rentable. Para evaluar el estado
fitosanitario de material de propagaciéon, viveros y plantaciones, asi como
gestionar de manera integrada las medidas de control, es necesario disponer
de técnicas que permitan detectar o diagnosticar los agentes causales de las
enfermedades. Estas técnicas, ademas de cumplir con los criterios de
especificidad y sensibilidad requeridos, deberian ser econémicas y de rapida
aplicacion para facilitar su eficaz utilizacion donde sea requerido. Sin
embargo, entre algunos de los factores que dificultan lograr estos objetivos,
resaltan: A) el caracter dinamico de las virosis debido al constante efecto de
las fuerzas evolutivas sobre las poblaciones virales, asi como las interacciones
entre estos, sus hospedantes naturales y sus vectores, que determina la
aparicion de nuevas variantes de virus ya conocidos, B) las condiciones
ecologicas en diferentes paises o regiones, en relacion con la presencia de
virus nativos, de vectores y hospedantes naturales de ambos, que ante
cambios en los agroecosistemas, facilitan su dispersion, por lo que cada ano
emergen nuevas virosis de importancia agricola que hacen necesario mantener
actualizada la capacidad de deteccion de esa diversidad mediante el continuo
desarrollo de métodos de deteccion y diagnostico de relativamente rapida y
facil preparacion, C) una fraccion desconocida del trafico global de material
vegetal (semillas, material de propagacion asexual y plantas) se hace de forma
ilegal, o no cumple con las normativas establecidas por las agencias
gubernamentales para garantizar el estado fitosanitario del material destinado
al comercio internacional, lo cual hace que el movimiento e introduccion de
virus exoticos ocurra a escala planetaria con mucha rapidez debido a los
modernos medios de transporte, y D) la falta de uniformidad en la capacidad

de desarrollo y aplicacion de estas tecnologias entre distintos paises.

Para facilitar la gestion fitosanitaria de los cultivos o productos
vegetales por parte de productores y agencias de control gubernamentales, es
deseable que las técnicas de deteccion y diagnostico sean versatiles, que se
puedan aplicar a gran escala y permitan en uno o pocos ensayos la

identificacion de un gran numero de virus a diferentes niveles taxonoémicos:
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familia, género, especie y aislados virales (cepas, razas, patotipos, etc.). Las
técnicas moleculares basadas en la deteccion del genoma viral (acidos
nucleicos) mediante PCR o RT-PCR e hibridaciéon molecular son las que mejor
cumplen con todos los requisitos mencionados. Su rapidez de aplicacion,
especificidad y sensibilidad las hacen idoneas para su uso en actividades

rutinarias de detecciéon y diagnostico de enfermedades.

Para el desarrollo de estas técnicas es necesario la caracterizacion
molecular del virus, que consiste en la determinacion de la secuencia
nucleotidica del genoma, para el disefio de iniciadores las técnicas basadas en
PCR; o la sintesis de sondas para las técnicas basadas en la hibridacion
molecular. Para minimizar el riesgo de identificar erroneamente muestras
infectadas con otras entidades virales (dando lugar a falsos positivos) y de no
detectar algunos miembros pertenecientes a la entidad viral de interés (dando
lugar a la falsos negativos), se hace necesaria la caracterizacion de la
estructura y diversidad genética de las poblaciones virales y los procesos

evolutivos que las determinan.

La finalidad de esta tesis es el desarrollo de métodos moleculares de
deteccion de ribovirus de cultivos horticolas, para lo cual se han considerado
dos retos u objetivos generales. El primero se refiere al género Fabavirus que
esta compuesto por cinco especies virales: El BBWV-1, el BBWV-2, el GeMV, el
CuMMV y el LMMV. BBWV-1 y BBWV-2 estan distribuidos por todo el
mundo y afectan un gran ntimero de cultivos y plantas silvestres. Actualmente
estan caracterizadas molecularmente BBWV-1, BBWV-2, GeMV y CuMMV,
por lo que se requiere determinar la secuencia nucleotidica de LMMV para
poder desarrollar métodos de deteccion a nivel del género Fabavirus, y
métodos especificos para cada especie basados en RT-PCR e hibridacion

molecular.

El segundo objetivo consiste en el desarrollo de un método basado en la
RT-PCR para la deteccion simultanea de siete de los ribovirus mas
importantes en cultivos de tomate del mediterraneo y areas intertropicales: el
CMV, el TSWV, el ToMV, el PepMV, el ToCV, el TICV, y el ToTV. Para el disefio
de los cebadores para la RT-PCR se ha tenido en cuenta la diversidad genética
de cada uno de estos virus. Fue necesario caracterizar la diversidad genética

de ToMV puesto que era Unico del que no se disponia de esta informacion.

Basado en todo esto se han planteado los siguientes objetivos especificos:
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1. Género Fabavirus: caracterizacion molecular de LMMV.
2. Género Fabavirus: deteccion simultanea de todos los fabavirus por RT-PCR.

3. Género Fabavirus: deteccion simultanea de todos los fabavirus por

hibridacion molecular.
4. Ribovirus de tomate: caracterizaciéon molecular de ToMV.

5. Ribovirus de tomate: deteccion simultanea de siete virus por RT-PCR.
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3. EL GENERO FABAVIRUS: CARACTERIZACION
MOLECULAR DE LMMV

3.1. INTRODUCCION.

La determinacion de la secuencia nucleotidica total o parcial de un
virus es un requisito basico para el estudio detallado de la variabilidad
genética y establecer su relacion taxonomica con otros virus. A partir del
analisis de las secuencias nucleotidicas se puede inferir algunos de los
factores evolutivos que determinan la composicion y estructura genética de las
poblaciones virales: mutacion, recombinacién, seleccion natural, deriva
genética y flujo genético (Moya y col. 2004). El modo y amplitud de accion de
la evolucion depende de la biologia de cada virus (ej. gama y tipo de
hospederos, modo de transmision entre plantas, etc.), del ambiente (ej.
cultivos y malas hierbas adyacentes, ciclos de cultivos, etc.) y también
depende de eventos historicos de la poblacion viral (ej. reduccion drastica de
su tamano poblacional por cuellos de botella o efecto fundador). Comprender
que la evolucién y otros factores implicados en la epidemiologia de las
enfermedades causadas por ribovirus interactiian en la misma escala espacio-
temporal, es fundamental para esbozar escenarios de cémo ocurririan
epidemias, que a su vez influyen en el potencial para la rapida tasa de

evolucion que presentan estos virus (Grenfell y col. 2004).

Por otra parte, el estudio de la composicion genética de poblaciones
virales aporta valiosa informacion para el diseno de métodos moleculares
basados en la PCR o RT-PCR y la hibridacion molecular. La comparacion de
secuencias nucleotidicas permite seleccionar zonas genomicas virales
conservadas o variables, lo que por una parte proporciona una gran
flexibilidad para elegir el nivel de especificidad: familia, género, especie o cepa
viral, y por otra parte, mejora la especificidad (deteccion de todos los
miembros de una especie viral o grupo taxonémico y exclusion de otros virus
pertenecientes a otra especie o grupo) para evitar o disminuir los falsos

positivos o negativos.

Finalmente, se debe tener en cuenta la variabilidad genética y la

capacidad evolutiva de los virus en la aplicacion de estratégicas de manejo
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integrado, para lograr un control de la enfermedad que sea eficaz y duradero

(Acosta-Leal y col. 2011).

El género Fabavirus, ubicado en la Subfamilia Comovirinae de la
Familia Secoviridae, esta formado por cinco especies virales: BBWV-1, BBWV-
2, GeMV, CuMMV y LMMV. Las caracteristicas biologicas y moleculares de
estos virus estan descritas en el Capitulo 1 (Pagina 27). BBWV-1 fue
descubierto en cultivos de haba en Australia en 1947 (Stubbs. 1947). LMMV
se encontro en 1953 en Gran Bretana en plantas de la familia Lamiaceae que
mostraban un mosaico suave o eran asintomaticas (Lovisolo. 1958), y se
consider6é una especie distinta del género Fabavirus con base en la gama de
hospederos y su distinta reactividad serologica con respecto a BBWV-1 (Lisa y
col. 1982). Posteriormente, se establecio una tercera especie, BBWV-2, basado
en sus diferencias serologicas con BBWV-1 (Uyemoto y Provvidenti. 1974). La
determinacion de la secuencia de parte del genoma de varios aislados de
BBWV-1 y BBWV-2 confirmé que verdaderamente se trataba de dos especies
virales distintas (Kobayashi y col. 1999). Las otras dos especies del género
Fabavirus, GeMV y CuMMV se describieron mas recientemente y su
clasificacion como especies se determindé principalmente en base de la

secuencia nucleotidica del genoma (Dong y col. 2012, Kobayashi y col. 2005).

Hasta la fecha, se ha determinado la secuencia nucleotidica del genoma
completo de dos aislados de BBWV-1, uno de Espana (Ferrer y col. 2005) y el
otro de EEUU (Kobayashi y col. 2003), 16 aislados de BBWV-2 de Extremo
Oriente (Hart y col. 2008, Ikegami y col. 1998, Ikegami y col. 2000, Kuroda y
col. 2000, Lee y col. 2000, Nakamura y col. 1998, Qi y col. 2000a, Qi y col.
2000b), tres aislados de GeMV, uno de Japon (Kobayashi y col. 2005) y dos de
China (Wang y col. 2008), y un aislado de CuMMV de China (Dong y col.
2012). La tnica especie viral del género Fabavirus de la que aun no se dispone

ningun dato de secuencia es LMMV.

El objetivo del presente capitulo es determinar la secuencia nucleotidica
completa de LMMV para caracterizar su genoma y estudiar las relaciones
filogenéticas con los otros miembros del género Fabavirus para evaluar su
clasificacion taxonomica. La informacion obtenida sera utilizada para
desarrollar métodos de deteccion molecular especificos para LMMV y métodos
generales para todos los miembros de este género viral (véase Capitulos 4 y 5

en la paginas 69 y 79, respectivamente).
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3.2. MATERIALES Y METODOS
3.2.1. Aislado viral.

El aislado viral de LMMV PV0454 se compro a la coleccion DSMZ
(Leibniz Institute DSMZ-German, Collection of Microorganisms and Cell
Cultures). Este aislado se colect6 originalmente en 1953 en Cambridge (Reino
Unido) en una planta de Lamium album con sintomas de mosaico suave (Lisa y
col. 1982), y posteriormente se multiplicO por inoculacion mecanica en

Nicotiana clevelandii.
3.2.2. Extraccion de RNA.

El RNA total y el RNA bicatenario (intermediario replicativo del genoma
viral) de plantas infectadas con LMMYV, se purificaron con los siguientes

protocolos:
3.2.2.1. Extraccion de RNA total.

El tejido foliar de plantas de Nicotiana clevelandii infectada con LMMV
se cortd en pequenos trocitos y se congelo en nitrogeno liquido. Alicuotas de
100 mg se pulverizaron dentro de tubos eppendorf de 2 ml con bolitas de
vidrio usando un triturador mecanico (MM 400, Retsch GmbH). Se utilizaron

dos protocolos para la extraccion del RNA total:

A) El protocolo del estuche comercial UltraClean Plant RNA Isolation Kit
13300-50 (MoBio, USA). El RNA se capturd en un filtro para microcentrifuga
con membrana de silica gel, que tras lavarse para eliminar los contaminantes,
se eluyo en 50 ul de agua desionizada tratada con dietil pirocarbonato (DEPC)

y se guardé a -80 °C hasta su uso.

B) Un protocolo estandar basado en extraccion con fenol:cloroformo y
precipitacion con etanol. A los 100 mg de tejido pulverizado se le anadié S00 ul
de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (F:C:Al 25:24:1) a pH 6,7 y 2,5 ul de B-
mercaptoetanol, se incub6 en hielo durante 5 min, se agité con un vortex
durante 1 min, y se centrifugd a 13.000 rpm durante 10 min manteniendo
una temperatura de 4°C. La fase superior acuosa se transfirié a otro tubo y se
mezclé con 450 ul de F:C:Al utilizando un vortex y se centrifugé a 13.000 rpm
durante 15 min a 4°C. La fase acuosa se transfiri6 a otro tubo y para
precipitarlo se anadi6é 0,1 volumen de acetato sédico (CoHsNaOz) a 3M con pH

5,0 y dos volumenes de etanol absoluto, se incub6 a -20 °C durante la noche o
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a -80 °C por al menos 30 min y se centrifugo a 13.000 rpm a 4 °C por 30 min.
El precipitado se lavo con 70% de etanol y se resuspedié en 50 ul de agua

desionizada tratada con DEPC. ElI RNA se guardo a -80 °C hasta su uso.
3.2.2.2. Extraccion de RNA bicatenario.

Para la purificacion del RNA bicatenario se desarroll6 un protocolo
simplificado basado en cromatografia de celulosa no ionica (CF-11, Whatman)
en presencia de 16% de etanol (Moreno y col. 1990). Se tritur6é unos 200 mg de
tejido foliar con nitrégeno liquido en un tubo para microcentrifuga y se agrego
450 ul de tampon STE 2X (50 mM Tris-HCI1 pH 6.8, 100 mM NacCl, 1 mM de
EDTA-Na), 55 ul de SDS al 10%, y 500 ul de fenol saturado en STE 1X. La
mezcla se agito suavemente a temperatura ambiente durante 20 min y se
centrifugé durante 10 min a 10.000 rpm a la misma temperatura. Se recogio
la fase acuosa y se ajusté a una concentracion final del 16% de etanol,
llevando el sobrenadante a 1 ml con STE 2X y agregando 200 ul de etanol al
96%. El sobrenadante se mezcléo con 80 mg de celulosa no i6nica (CF-11,
Whatman) previamente equilibrada con STE 1X con 16% de etanol y se agito
suavemente durante unos minutos para que la celulosa capturase el RNA
bicatenario. Para lavar y eliminar los contaminantes, el tubo se centrifugo a
10.000 rpm por 2 min y se descarté cuidadosamente el sobrenadante con una
pipeta. Este paso se repitio 4 veces. Para eluir el RNA bicatenario, se
resuspendié la celulosa con 150 pl de STE 1X (sin etanol) y se centrifugo a
10.000 rpm durante 2 min. El sobrenadante que contenia el RNA bicatenario
se recogi6 en un nuevo tubo repitiendo el lavado con STE 1X (sin etanol). Este
se precipito agregando 0,1 volumen de acetato sédico 3M a pH 5,5; y 2
volumenes de etanol al 95%, dejando en incubacién a -20 °C por 1 h o a -80
°C x 15 min, centrifugando a 13.000 rpm durante 30 min a 4°C, y
descartando el sobrenadante. Se dejo secar el precipitado por 10 min y
finalmente se resuspendio en 20 ul de agua desionizada estéril. El extracto de

RNA bicatenario se guardé a -20 °C hasta su uso.
3.2.2.3. Tratamiento con DNasa.

Para eliminar el DNA, se tomaron 5 pul de RNA total o bicatenario y se
agregé 2 unidades (U) de DNasa (Ambion), 2 ul de tampon “first strand 5x
(Invitrogen)”, y 1 ul de dithiothreitol (DTT) a 100 mM. La reaccion se ajusto a
un volimen final de 20 ul, se incub6 a 37°C durante 20 min y se calent6 a

100°C durante 10 min para inactivar la DNasa.
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3.2.3. Sintesis de cDNA del genoma de LMMYV.
3.2.3.1. Construccion de una genoteca aleatoria.

Se construyé una genoteca de cDNAs del genoma viral mediante RT-
PCR con cebadores aleatorios (Froussard. 1992). La sintesis de la primera
hebra de cDNA se llevdo a cabo mediante RT con el iniciador PAN, (5’-
GCCGGAGCTCTGCAGAATTCNNNNNN-3’), que tiene incorporado en su
extremo 3’ un hexamero sintetizado al azar para poder anillar en muchos

puntos aleatorios de la secuencia.

La concentracion del RNA bicatenario se estim6 usando un
espectrofotometro nanodrop (Thermo Scientific, Inc). Para la sintesis de la
primera cadena de cDNA, se desnaturalizo 8 1l de RNA bicatenario de LMMV
(aprox. 500 ng) en presencia de 2 pl del iniciador PAN (0,1 pg/pl) mediante
incubacion a 95°C durante 5 min y enfriamiento subito en hielo, y se anadi6 a
una mezcla de reaccion que contenia 5 pl de “first strand buffer 5x”
(Invitrogen), 100 mM de DTT, 0,5 mM de dNTPs, 40 U de inhibidor de RNasa
(RNase OUT™, Invitrogen), y 100 U de transcriptasa reversa (SuperScript™ II
Reverse Transcriptase, Invitrogen). La mezcla se incubé a 45°C durante 50

min en un volumen final de reaccion de 25 pl.

Para obtener la segunda hebra de cDNA, se tomaron 12,5 pl de la
anterior mezcla de reaccion y se agreg6 8 U de Klenow (Invitrogen), S pl de
tampon Klenow 10X y 5 U de RNase H (Invitrogen), se ajusté a un volumen
final de 50 pl con agua desionizada estéril y se incubé a a 37°C durante 30
min. E1 cDNA se purificé a través de una minicolumna del estuche comercial
GFX PCR DNA Purification Kit (Amershan) y se eluyé en 30 pl de agua

desionizada estéril.

Para la amplificacion de los fragmentos de cDNA sintetizados al azar se
realizo una PCR con el iniciador PA que presentaba la misma secuencia que el
iniciador PAN pero carente el hexamero aleatorio NNNNNN (5’-
GCCGGAGCTCTGCAGAATTC-3’). La reaccion de PCR contenia 1 pl del cDNA
purificado, 0,8 pl del iniciador PA (0,1 pg/ul), 2 pl de tampon 10X PCR, 1,5
mM de MgCl,, 0,2mM de dNTPs, 0,5 U de Taq polimerasa (Invitrogen) y agua
desionizada estéril hasta completar en un volumen final de 20 pl. Las
condiciones de amplificacion consistieron en: 1 ciclo de desnaturalizacién a

94°C durante 3 min, 40 ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante 30
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segundos, anillamiento de los iniciadores a 553°C durante 30 segundos, y
enlongacion a 72°C durante 60 segundos y un paso final de extendién a 72°C
durante 10 min. Se verifico la obtenciéon de los productos de PCR por
electroforesis en un gel de agarosa al 2% en tampon TAE 1X (40 mM Tris-
acetato, 1 mM EDTA-2Na), tenido en una solucion acuosa de bromuro de
etidio a concentracion final de 1,0 ng/ml. Los productos de PCR se clonaron y
se secuenciaron. A partir de las secuencias nucleotidicas se disenaron

iniciadores para completar la secuencia del genoma de LMMV (Tabla 3.1).
3.2.3.2. RT-PCR con iniciadores especificos para LMMV.

Para determinar la secuencia nucleotidica de LMMV que habia entre los
clones obtenidos de la genoteca aleatoria, se realizaron RTs y PCRs con los

iniciadores disenados a partir de las secuencias obtenidas de dichos clones.

Las RTs se llevaron a partir de 50 ng de RNA bicatenario que se
desnaturalizé en presencia de 0,2 uM de cada iniciador por calentamiento a
95°C por S min y enfriamiento subito en hielo. Luego se anadié a una mezcla
de reaccion que contenia 4 ul de tampoédn de sintesis de primera cadena (First
Strand Buffer 5X, Invitrogen), 1mM DTT, 0,2 mM de cada dNTP, 10 U de
inhibidor de RNasa (RNAase OUT inhibitor, Invitrogen) y 100 U de
transcriptasa reversa (SuperScript™ II Reverse Transcriptase, Invitrogen), a la
que se anadi6 agua desionizada esteril hasta completar 20 ul. Esta solucion se
incubo a 42 °C durante 50 min. Las PCRs se llevaron a cabo con 1/10 del
producto de RT de manera similar al anterior apartado, pero variando las
temperaturas de anillamiento o los tiempos de enlongacion dependiendo de los
iniciadores usados. Se sigui6 una estrategia de avance progresivo (walking
through genome) en las que se disenaban nuevos iniciadores segun se iba

avanzando en la determinaciéon de la secuencia.
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Tabla 3.1. Iniciadores disefiados para determinar la secuencia nucleotidica de LMMV

RNA Sentido Iniciador? Secuencia 5 — 3 Posicion
RNA1 Directo R1d-400 TTTTCAGCAGTGCGAGTATTAAG 400-422
R1d-1140 TCGGACACAAAGACACCATCAG 1140-1161

R1d-2637 ACTGCTAATTGTTCTGATGCC 2637-2657

R1d-3387 GCTGTGATGTTCACTTACAAGTAC 3387-3410

R1d-4761 CGTTATGCTTACTCCGTCT 4761-4779

R1d-5508 AATTATGCTTATGGAGTCGG 5508-5527

R1d-5660 GGTAGTTGGTTATGTTTTCAGT 5660-5681

Reverso R1r-242 ACCTGCACACATTTTTGATAACT 242-220
R1r-299 GTAGTACTTGTGTGCCAAATGCTGA 299-275

R1r-1614 CTGTGTGTAAGACTTGCATAGAC 1614-1592

R1r-2130 CATGTGGAATGCTGGGGTTGT 2130-2110

R1r-3048 CCCAGTTACGGCGATGAACTT 3048-3028

R1r-4874 GCGTCTGATACTGATATTTGGTTGTCGTC 4874-4845

R1r-4176 CGAAATATCTGGCCTTTCCTTTGTC ~ 4176-4152

RNA2 Directo R2d-93 AATCTAACAGCTTTCAGTAAGTTT 93-116
R2d-656 GCAAATTTCATGAAGATATGCC 656-677

R2d-1331 TACTATTCCCAAAGGCAAGAC 1331-1351

R2d-2048  AGCCTTTTAGTTGTGTGGATTATTG  2048-2072

R2d-2670 CCAGCGCGATTTGGTTACAAGTCAGCAG 2670-2697

R2d-3203 GCACCACACCCAACAGCACTC 3203-3223

R2d-3421 GCGGAGGAGGTTGAAGTTTT 3421-3440
R2d-3922 CGAGGGAAGCCAGAAACTAA 3922-3941
Reverso R2r-157 TGCGCTTTTAATCACACTCCC 157-137
R2r -283 ATGCGTGTTTGGACTCTTCAACTCT 307-283
R2r-1083 AGTATAGTTATCATCGAAATC 1083-1063

R2r-1687 CTTCCAACACCTCTTGTTCCAT 1687-1666
R2r-3352 GTACTGATTCAACTTCATGAACATTCCC 3352-3325
R2r-2901 GTACATAAACACATCCCCAAG 2901-2881

3.2.3.3. RT-PCR de los extremos 5’ de los RNA genoémicos.

Para determinar la secuencia nucleotidica de los extremos 5’ del RNA1 y
del RNA2 de LMMV se utiliz6 el estuche comercial 5°/3’° RACE Kit, 2nd
Generation (Roche). Primero se disenaron los iniciadores reversos R1r-242 y
R1r-299 para el RNA 1, y R2r-157 y R2r-283 para el RNA 2 (Tabla 3.1). Se
sintetizo el cDNA de cada RNA a partir de RNA total mediante RT con los
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cebadores R1r-299 y R2r -283 para el RNA 1 y el RNA 2, respectivamente.
Cada reaccion se llevé a cabo en un volumen final de 50 ul. E1 cDNA se
purifico utilizando el estuche “High Pure PCR Product Purification Kit, Roche”
y se anadio una cola de dATP (poli-A) al extremo 3’ de los cDNAs (extremo 5’
de los RNAs genomicos) con el estuche comercial 5’°/3° RACE Kit, 2nd
Generation (Roche). Para ello se preparé una mezcla de reaccion que contenia
19 ul de cDNA purificado, 2,5 ul de tampoéon de reaccion 10X, y 0,2 mM de
dATP, se incubo a 94 °C por 3 min, se enfrié en hielo rapidamente y se anadio
80 U de transferasa terminal, se incub6 a 37 °C durante 20-30 min, y
finalmente se inactivo la enzima al incubar a 70 °C por 10 min. Esta cola poli-
A artificial, es el sitio de anillamiento de un iniciador directo denominado
oligo(dT)-ancla (GACCACGCGTATCGATGTCGACTTTTTTTTTTTTTTTTV), que
fue suministrado por el estuche comercial, y junto a los anteriores cebadores
reversos se usaron para amplificar mediante PCR el cDNA obtenido por RT. La
PCR se llevé a cabo en un volumen de 20 pl que contenia 1 pul de cDNA
purificado, 0,5 pl de cada iniciador (concentracion final 0,2 pM), 2 pl de
tampon 10X PCR, 0,6 pl de MgCl, (S0mM), 0.4 pl de dNTPs (10mM), 0,1 ul de
Taq polimerasa (5U/pl, Invitrogen) y agua desionizada estéril hasta completar
en el volumen. Las condiciones de amplificacion consistieron en: 1 ciclo de
desnaturalizacion a 94°C durante 3 min, 35 ciclos a 94°C durante 30
segundos, 55°C durante 30 segundos, y 72°C durante 45 segundos; y un paso

final a 72°C durante 10 min.

El producto de PCR se amplific6 con una segunda PCR anidada,
empleando los iniciadores reversos R1r-242 para el RNA 1 y R2r-157 para el
RNA 2 junto con un cebador directo denominado ancla (5-GACCACGCGTA
TCGATGTCGAC-3’) que anilla sobre la region 5’ del cebador oligo(dT)-ancla. La
mezcla de reaccion fue similar a la anterior pero se usé como molde 10 ng del
anterior producto de PCR y 0,4 pl de cada iniciador (concentracion final 0,2
pM). Las condiciones de PCR fueron similares a las descritas anteriormente,
excepto que el paso de extension a 72°C en los 35 ciclos de amplificacion se

hizo durante 30 segundos.
3.2.3.4. RT-PCR del extremo 3’ de los RNAs genomicos de LMMYV.

Dado que el RNA genémico de los integrantes de la familia Secoviridae
posee una region no codificante que esta naturalmente poliadenilada en su

extremo 3’, se aprovecho este rasgo para efectuar la RT-PCR utilizando un
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oligo(dT)17 como iniciador reverso y los iniciadores directos R1d-5508, R1d-
5660 para el RNA 1; y R2d-3421 y R2d-3922 para el RNA 2 (Tabla 3.1), que se
disefiaron a partir de la secuencias nucleotidicas determinadas previamente.
Sin embargo, la presencia de fragmentos de secuencias ricas en A’s dentro de
la region 3’ no codificante a las que se unia el cebador oligo(dT)17,
ocasionaron dificultades que no se pudieron solventar empleando diferentes

condiciones de RT-PCR y disenando nuevos iniciadores (datos no mostrados).

Por esta razon, se anadi6 al extremo 3’ una cola poli-C en lugar de una
poli-A en el cDNA obtenido por RT a partir de RNA bicatenario con los
iniciadores directos R1d-5508 y R2d-3421 para el RNA 1 y RNA 2 utilizando el
estuche comercial 5° RACE System for Rapid Amplification of cDNA Ends,
version 2.0 (Life Technologies). Se utiliz6 un iniciador suministrado en el
estuche denominado Abridged Anchor primer (AAP: S’
GGCCACGCGTCGACTAGTACGGG [IGGGIIGGGIIG-3)), que incorpora
degeneraciones intercaladas de Inosina en un contexto Poli G (para anillar
con la cola poli-C). La primera PCR para la obtencion del extremo 3’ contenia 1
pl de cDNA purificado, 0,2 pM del cebador utilizado para la RT (R1d-5508
para el RNA 1 y R2d-3421 para el RNA 2) y 0,2 pM del cebador AAP, 2 pl de
tampon 10X PCR, 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTPs, 0,5 U de Taq
polimerasa (Invitrogen) y agua desionizada estéril hasta completar un
volumen final de 20 pl. Las condiciones de amplificacion consistieron en: 1
ciclo de desnaturalizacion a 94°C durante 3 min, 35 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C durante 30 segundos, anillamiento a 55°C durante
30 segundos, y extension a 72°C durante 45 segundos, y un paso de extension

final a 72°C durante 10 min.

Para la PCR anidada se utilizdé como iniciador reverso, un
oligonucledtido suministrado por el estuche comercial “Abridged Universal
Anchor primer” (AUAP: GGCCACGCGTCGACTAGTAC), y los iniciadores
directos R1d-5660 para el RNA 1, y R2d-3922 para el RNA 2 de LMMV (Tabla
3.1). La mezcla de reaccion contenia 10 ng de amplicon purificado de la
primera PCR, 0,2 pM de cada iniciador. La composicion de la reacciéon de la
PCR y el programa de amplificacion fue similar a la PCR descrita
anteriormente, excepto que los ciclos de elongacion a 72°C duraron 30

segundos.
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3.2.4. Clonaje y secuenciacion.

Los productos de PCR se ligaron en proporcion equimolar con el vector
pGEMT-Easy (Promega) y se transformaron en bacterias E. Coli DH-5a, segun
el procedimiento estandar (Sambrook y col. 2001). Las colonias blancas de
bacterias seleccionadas se multiplicaron en medio LB (Triptona 10,0 g/L,
extracto de levadura 5,0 g/L, Cloruro de sodio 5,0 g/L, a pH 7,2) liquido y se
extrajo el DNA plasmidico con el estuche comercial UltraClean® Standard Mini
Plasmid Prep Kit (MoBio Laboratories, Inc) tras comprobar el tamano de los

fragmentos clonados mediante PCR y electroforesis.

Los clones de cDNA se secuenciaron con los iniciadores universales T7,
SP6 o0 M13, o con los iniciadores que se usaron en la reaccion de PCR a partir
de la cual se obtuvieron. En algunos casos, se secuenciaron directamente los
productos de PCR tras purificarlos con el estuche comercial UltraClean® 15
DNA Purification Kit, 12100-300 (MoBio, Lab. Inc). Las secuencias
nucleotidicas de los clones y productos de PCR se determinaron en ambos
sentidos en el servicio de secuenciacion del IBMCP-CSIC-UPV (Valencia,
Espana) mediante el método Sanger con dideoxinucle6tidos marcados (Big
Dyes v3.1, Applied Biosystems) en un secuenciador capilar (3130XL Genetic
Analyzer, Applied Biosystems).

3.2.5. Analisis de secuencias nucleotidicas.

Los cromatogramas recibidos del servicio de secuenciacion se analizaron
con el programa CHROMAS 2.31, disponible en http://www.chromas.com-
about.com, para seleccionar y editar las secuencias con buena calidad. Las
aplicaciones BLASTX y BLASTN (Altschul y col. 1990), disponible en
http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov, se utilizaron para seleccionar las secuencias con
una identidad nucleotidica o aminoacidica significativa con miembros del
género Fabavirus. El ensamblaje de la secuencia consenso de los dos RNAs
genomicos de LMMYV se realizo con el programa STADEN (Bonfield y Whitwham
2010). Los iniciadores para la RT y PCR se disefiaron con el programa OLIGO
PRIMER ANALYSIS SOFTWARE v.6.65 (Molecular Biology Insights).

Las secuencias nucleotidicas de LMMV se compararon con todas las
secuencias completas conocidas del género Fabavirus y algunas de los otros
dos géneros de la subfamilia Comovirinae: Comovirus y Nepovirus obtenidas de

la base de datos GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). El programa MEGA
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5.0.1 (Tamura y col. 2011), se utilizo para el alineamiento de las secuencias
nucleotidicas mediante el método CLUSTAL W (Higgins y col. 1994), la
estimacion de las identidades nucleotidicas y aminoacidicas, y la inferencia de
las relaciones filogenétias mediante el método del vecino mas proximo (Saitou
y Nei. 1987) y maxima verosimilitud (Nei y Kumar. 2000) usando el modelo de
Dayhoff (Dayhoff y Schwartz. 1978) para las sustituciones aminoacidicas y un
test de simulacion de agrupamientos (bootstrap) de 1000 repeticiones para

estimar la significancia estadistica de cada nodo (Efron y col. 1996).

La estructura secundaria de menor energia libre del RNA se predijo con
la opcion Quickfold de la aplicacion RNA folding form (Zuker. 2003),
implementada en The Unafold Web Server (http://www.mfold.rna.albany.edu).
Se utilizaron las opciones por defecto, excepto las reglas de energia que se

aplicaron a RNA lineal a 25°C.

3.3. RESULTADOS Y DISCUSION.

Se determino la secuencia nucleotidica del genoma completo de LMMV
y se depositéo en la base de datos del GenBank con los numeros de acceso

KC595304 y KC595305 para los RNAs genomicos 1 y 2, respectivamente.
3.3.1. Caracteristicas del genoma de LMMV.

La secuencia del RNA 1 consta de 6.080 nucleétidos (nt), con tres
regiones genodomicas (Fig. 3.1): una region 5’ no codificante (5-UTR:
untranslated region) de 209 nucleotidos, un tnico marco de lectura de 5.601
nt que codifica para una poliproteina de 1.866 aminoacidos (aa) con un peso
molecular estimado de 209.447 Da (209 KDa), y una region 3’ no codificante
(3-UTR) de 270 nt, que es la de mayor longitud para el RNA 1 dentro del
género. El codon de inicio de la traduccion del RNA 1 (AUG) esta en la posicion
210 y presenta un contexto flanqueante (AAA AUG GA) igual al descrito para
BBWV-1 y BBWV-2 (Ferrer y col. 2005) y similar al de otros miembros del
género Fabavirus, los cuales se parecen al contexto (AA(C/A)A AUG GC)

encontrado en plantas superiores (Joshiy col. 1997).

La poliproteina 1, es hidrolizada por una proteasa codificada por el
virus dando lugar a cinco proteinas. Los sitios de corte reconocidos por la
proteasa, asi como la presencia de dominios y motivos conservados de estas
proteinas en LMMYV se han inferido a partir del alineamiento de las secuencias

aminoacidicas de las distintas especies del género Fabavirus y por
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comparacion con la secuencia del CPMV, del género Comovirus, que es el virus
representativo de la subfamilia Comovirinae (Goldbach y Wellink. 1996). En la
poliproteina 1 de LMMV se han identificado dos dipéptidos: Q/S y Q/G, como
posibles sitios de corte (Fig. 3.1) y las cinco proteinas: A) el co-factor de la
proteasa (PRO-CO, 963 nt, 321 aa, 36 KDa) en la cual se ha identificado el
motivo del cofactor de proteasa conservado en la subfamilia Comovirinae, B) la
helicasa (HEL, 1806 nt, 602 aa, 67 KDa) para la cual se identificaron los tres
motivos conservados de la superfamilia III de virus con genoma de RNA de
polaridad positiva (Gorbalenya y col. 1989, Marchler-Bauer y col. 2011), C) la
proteina de union covalente al genoma (VPg, 78 nt, 26 aa, 3 KDa), D) la
proteasa (PRO, 630 nt, 210 aa, 23 KDa), cuya secuencia ha alineado con un
dominio conservado de las proteasas 3C de cisteina del orden Picornavirales
(Allaire y col. 1994), y E) la polimerasa de RNA dependiente de RNA (POL,
2124 nt, 707 aa, 80 KDa) que tiene los 3 motivos conservados: sitio de union
de iones metalicos, sitio de union a NTPs y sitio de union a oligonucleotidos,
caracteristicos de las RNA polimerasas RNA dependientes de los virus de RNA

de polaridad positiva (Koonin y col. 1993, Marchler-Bauer y col. 2011).

El RNA 2, de 4.065 nt, consta de una region 5-UTR de 170 nt, seguida
de un Unico marco de lectura de 3.291 nt, que codifica para la poliproteina 2
de 1.096 aa y 123.236 Da (123 KDa), y una region 3’-UTR atipicamente larga
(603 nt) que es entre tres y cinco veces mayor que en los otros virus del género

Fabavirus (Fig. 3.1).

El codon de inicio de la traduccion del RNA 2 de LMMV, en posicion
172, presenta un contexto (UAU AUG CA) suboptimo para la traduccién, y un
codon de inicio en posicion 593, en un contexto (GAA AUG AA) mas apropiado,
similar al igual que ocurre en otros fabavirus (Kobayashi y col. 1999). En el
RNA 2 de CPMV se ha demostrado, por transcripcion in vitro, que se expresan
dos poliproteinas carboxi-coterminales de distinto tamafio cuando esta
presente un segundo codon de inicio en una posicion y contexto similares
(Verver y col. 1991). La poliproteina 2 esta compuesta por tres proteinas: A) la
proteina de movimiento (MP, 1488 nt, 496 aa, 56 KDa), B) la proteina
capsidica grande (LCP, 1206 nt, 402 aa, 44 KDa), y c) la proteina capsidica
pequena (SCP, 597 nt, 198 aa, 23 KDa).
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La senal de poliadenilacion AAUAAA, presente en la mayoria de los RNA
mensajeros de eucariotas (Nevins. 1983), se encontr6 en las regiones 3-UTR

de los RNAs 1 y 2 de LMMYV, aunque no esta presente en otros fabavirus.

RNA1 6080 nt (poliproteina 1 ~209K)

5 UTR CO-PRO HEL VPg PRO POL 3’UTR

36K | 67K [3] 23« | 80K L An
Qs QSQG QG

210 1173 2979 3057 3687 5811 6080

RNAZ2 4065 nt, (poliproteina 2 ~123K)

5 UTR MP LCP SCP 3'UTR
56K [ 44K [ 23k |——aAn
QA QG
172 1660 2866 3463 4065

Figura 3.1. Organizacion del genoma de LMMV. Las lineas horizontales indican las regiones no
traducibles, los rectangulos representan las poliproteinas codificadas y las lineas verticales indican los
sitios de corte por la proteasa, debajo se indican los dipéptidos reconocidos por la proteasa. Los numeros
dentro de las barras indican el peso molecular aproximado de cada proteina en KDa. Los nimeros
inferiores indican la posicion nucleotidica. Los rectangulos sombreados representan las proteinas de

union covalente al genoma VPg.

Se estim6 un modelo de estructura secundaria de menor energia libre
para las porciones terminales 5-UTR y 3’-UTR del RNA1l y del RNA2 que
revelan similaridades entre ellos. Los primeros 21-24 nt de la 5’-UTR del RNA1
y del RNA2 forman una estructura en forma de horquilla, y los ultimos 60 nt
de la 3-UTR en ambos RNA forman estructuras similares, con una horquilla
seguida del extremo 3’-UTR linearizado (Fig. 3.2). Estas estructuras
secundarias estan conservadas entre los fabavirus. Se ha demostrado que una
horquilla similar en los primeros nt de la region 5-UTR, conservada entre
algunos virus de la subfamilia Comovirinae, es una sefial de replicacion

(Goldbach y Wellink. 1996).

Tanto las secuencias especificas como la estructura secundaria de las
regiones 5-UTR y 3-UTR de los virus con genoma de RNA de polaridad
positiva desempenan un papel en los mecanismos de replicacién y traduccion

de los mismos, similares a los RNA mensajeros de las plantas (Gallie. 1996).
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Figura 3.2. Prediccion de la estructura secundaria de los extremos 5’-UTR y 3-UTR de los RNAs 1y 2
de LMMV.

3.3.2. Descubrimiento de un motivo conservado: sena de identidad del

género Fabavirus.

Una caracteristica interesante del genoma de LMMYV es que presenta un
motivo de 10 nt (AACAGCUUUC) en las posiciones 23 a 32, 41 a 50, 60 a 69,
76 a 85y 90 a 99 del 5-UTR del RNA 1 y las posiciones 27 a 36, 44 a 53, 63 a
72 y 80 a 89 en el 5-UTR del RNA 2 (Fig. 3.3). Nuestro analisis mostré que
este motivo se encuentra también en todos los aislados de las cinco especies
del género Fabavirus, mientras que esta ausente en otros virus y organismos

(Fig. 3.3).
Este motivo puede ser importante en tres aspectos:

A) Funcional. Aunque hasta el presente se desconoce su funcion, es
plausible que este motivo conservado esté implicado en la replicacion o

expresion del genoma.
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B) Taxonomico. Este motivo es una sefia de identidad (hallmark) del
género Fabavirus y su presencia en el genoma de un nuevo virus serviria para

asignarlo a este género viral.

C) Diagnostico. La presencia de varias repeticiones de este motivo en los
dos RNAs genémicos podria usarse como diana para la detecciéon y diagnoéstico
de estos virus por métodos moleculares basados en la RT-PCR y la hibridacion

molecular (Véase el apartad 5.3.2, pagina 87).

BBWV-1 UGAUUUAAAAAAUUUU

RNA 1
UAAAU GUUCGGAAUUAARRCAGEHUTCUUUCARA
CAGEHEHEGGAUACUU
BBWV-2 UGUUUUAAUAAAAUAU

U GUUCCG GUUACUARAG
BEEETTEcuUUCGAUU AAC UUUCA

GeMV UGUUUAAAUUAAAUAUUU GUUACUAARRGREEUUHEGGUUACGAUUC
UCUUUCUUCAAUCUUUUCUUU UGAAUACUUUCUUUCUGAAACGCCUUCUU
ARACAGCUUUCY

CuMMV UUUAAGAAAUUAAACRRGRGEHTHEGUACCCARY

UUCUGGCGUUUGGCAAGAAUUUGAUUGCUCUC

GUGUUUUAAAAGCUUUCAU

GUU GUUCCU

LMMV GUUAAAGAAAAAUUCUUUGG GUUACUAARRGRGETUTEGUUCGAUAARAG
AGCUTCcUU

RNA 2

BBWV-1 UGAUUUAAAAAAUUUUUAAAUCARRERGEHTTEUUCCGAAAUUURRCAGEUUUEAGALACY
UUCARACAGCUUUCA

BBWV-2 UGUUUUAAUAAAAUAUUAAAACARRGRAGEHUTCUUCCGARAARRCAGEUUUCAAAUUUCARA
CAGCUUUCAG

GeMV GUUUAAAUAAAAUAUUU GUCCGGUUACBCEBEUUEEGGUUACUUUUAR
ACAGCUUUCAG ARACC A

CuMMV UUUAAGAAAUU GUACCGG GAC GUUCU
GGCGUUUGGCAAGAAUCUGCAAU UGAGUGAAU

LMMV GUUAAAAUAAAAUAUUAUUUUGAC GUUACUAAGGUUACAARACAGETUTE
GUUACCABRACAGEUUUEARAAAUCY G

Figura 3.3. Secuencia del extremo 5 de los RNAs 1y 2 de las cinco especies del género Fabavirus
indicando las repeticiones de 10 nt en fondo verde y otros nt asociados en fondo amarillo y azul.
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3.3.3. Comparacion y clasificacion taxonomica de LMMV.

La comparacion de la secuencia nucleotidica de LMMV con los otros
virus del género Fabavirus mostré que la region 5-UTR del RNA 1 de LMMV
tenia una identidad nucleotidica aproximada del 75,0 % con la misma region
de BBWV1 y BBWV2, y de 43,9 a 51,5 % con GeMV y CuMMV,
respectivamente (Tabla 3.2). La region 5’-UTR del RNA 2 de LMMV también
presentaba una identidad nucleotidica mayor con BBWV-1 y BBWV-2 (entre
71,9 y 80,9%) que con GeMV y CuMMYV (entre 36,0 y 50,6%).

La region 3’-UTR del RNA 1 de LMMYV estaba menos conservada que su
correspondiente 5-UTR respecto a BBWV1 y BBWV2, con una identidad
nucleotidica entre 39,1 y 42% con BBWV1 y entre 40,6 y 47,8% con BBWV2
(Tabla 3.2). Esta fue entre 43,5 y 46,4% con GeMV; y 37,7% con CuMMV. La
region 3-UTR del RNA 2 de LMMV presentaba una identidad nucleotidica
entre 36,5 y 41,3% con BBWVI1, entre 38,1 y 46% con BBWV2, entre 25,4 y
28,6% con GeMV, y 28,6% con CuMMYV (Tabla 3.2).

La region del RNA 1 que codifica para la poliproteina 1 de LMMV guarda
una identidad nucleotidica entre 55,7 y 58,3% con las demas especies del
género, pero varia para las distintas proteinas resultantes del procesado de la
poliproteina. Asi, la identidad nucleotidica era de 45,1 a 52,6% para Co-Pro;
57,9 a 59,6 % para Hel; de 50 a 67,9% VPg; de 50,6 a 58,6% para Pro, y de
56,6 a 59,5% para Pol. La secuencia del RNA 2 que codifica para la
poliproteina 2, mostraba una identidad nucleotidica que va de 52,9 a 54,8 %
con las demas especies del género. Dentro de ésta, la identidad nucleotidica
fue de 51,8 a 56,2% para MP, de 53,2 a 56,3% para LCP y de 49,2 a 55,6 %
para SCP (Tabla 3.2).

La identidad aminoacidica entre LMMV y los otros fabavirus estuvo en
un rango entre 46,6 y 51,2% para la proteina 1 y entre 42,6 y 46,4% para la
poliproteina 2. Las diferentes proteinas resultantes del procesamiento de las

poliproteinas tuvieron un rango de identidad aminoacidica similar (Tabla 3.2).
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Tabla 3.2. Identidad nucleotidica y aminoacidica de LMMV con los otros miembros del género Fabavirus

Genoma Region BBWV-1 BBWV-2 GeMV CuMmMV
RNA1 5-UTR 74.2-75.8 75.0-78.0 43.9-47.7 515
PP1  56.4-56.72(51.5-51.9) 55.7-56.8 (52.1-52.8)  56.0-56.3 (52.7-53.2)  58.3 (56.0)
Co-Pro 47.4-49.0(37.4-385) 45.1-49.0 (34.5-37.9) 46.4-47.8(35.6-38.6) 52.6 (46.6)
Hel  58.2-59.3 (54.6-56.0) 58.4-59.6 (55.5-56.4) 57.9-58.5 (55.8-56.4)  59.6 (56.5)
VPg 59.0-61.5(50.0-57.7) 50.0-57.7 (44.9-57.7) 64.1-67.9 (61.5-61.5)  55.1 (50.0)
Pro  515-51.7 (46.2-47.6) 50.6-53.1 (43.3-45.2) 51.2-52.7 (45.2-46.2)  58.6 (52.9)
RNA Pol 57.7-57.8 (53.4-53.5) 56.6-59.0 (54.9-55.9) 57.4-58.5(55.8-55.9)  59.5(58.9)
J3-UTR 39.1-42.0 40.6-47.8 43.5-46.4 37.7
RNA2 5-UTR 71.9-75-3 75.3-80.9 36.0-50.6 48.3
PP2  54.3-54.8 (47.8-49.1) 52.9-54.5 (45.1-47.9) 53.4-54.0 (45.8-47.2)  53.7 (48.9)
MP  53.1-54.7 (46.6-46.9) 52.5-56.2 (46.6-47.8) 51.8-53.7 (43.5-45.7)  52.5(49.7)
LCP  54.7-56.3 (52.5-53.5) 53.2-54.7 (46.0-51.0) 53.8-55.1 (49.8-51.0)  54.6 (50.5)
SCP  50.6-52.9 (38.1-40.1)  49.2-53.1 (39.5-41.5) 51.0-53.5(39.5-40.8)  55.6 (44.2)
J-UTR 36.5-41.3 38.1-46.0 25.4-28.6 28.6

*Las identidades aminoacidicas estan entre paréntesis

Para estudiar la posicion taxonémica de LMMV, se considero la

secuencia aminoacidica de dos regiones genomicas usadas para la
demarcacion de especies (Sanfacon y col. 2009): A) la secuencia aminoacidica
de las dos proteinas capsidicas (LCP + SCP), cuyo criterio es considerar que
dos aislados virales son especies distintas cuando tengan una identidad
aminoacidica menor que el 75%, y B) la secuencia aminoacidica de la region
conservada Pro-Pol, comprendida entre el motivo “CG” de la proteasa y el
motivo “GDD” de la polimerasa, cuyo criterio es que la identidad entre

especies debe ser menor que el 80%.

Se analizaron las relaciones filogenéticas de LMMV con los otros
miembros del género Fabavirus y con virus de los otros dos géneros de la
subfamilia Comovirinae: Comovirus y Nepovirus. La topologia de los arboles
filogenéticos fue idéntica para estas dos zonas genomicas con los dos métodos
utilizados, por lo que solamente se presentan las relaciones filogenéticas de las
proteinas de la capsida (Fig. 3.4). El arbol filogenético reflejé la clasificacion
taxonomica de estos virus con alta significancia estadistica en los nodos

(valores altos de bootstraps).

Se distinguen tres niveles de agrupamientos que corresponden a los

niveles taxonoémicos:
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A) tres clados principales que corresponden a los tres géneros:
Fabavirus, Comovirus y Nepovirus, con identidades aminoacidicas entre 33,4 y
47,8%.

B) En el género Fabavirus se encontraron cinco subclados que
corresponden a las cinco especies de este género: BBWV1, BBWV2, GeMV,
CuMMV y LMMV, con identidades aminoacidicas que van de 58,4% a 70,3%.

C) Los distintos aislados para cada especie viral, aunque con valores
bajos de bootstrap que impiden determinar el orden de divergencia de estos

aislados, presentaban una identidad aminoacidca superior al 88,8%.

Este analisis confirma la situacion de LMMV como una especie del

género Fabavirus.
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Figura 3.4. Relaciones filogenéticas de las proteinas capsidicas de distintos aislados virales (identificados
por el nimero de acceso del GenBank) pertenecientes a la subfamilia Comovirinae. En los nodos, sélo se

muestran valores de bootstrap de 50% o superiores.
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4. EL GENERO FABAVIRUS: DETECCION SIMULTANEA DE
TODOS LOS FABAVIRUS POR RT-PCR

4.1. INTRODUCCION

Como ya se ha indicado, actualmente en el género Fabavirus hay
descritas cinco especies: BBWV-1, BBWV-2, GeMV, CuMMV y LMMV (véase
pagina 27).

Los métodos tradicionales de diagnoéstico para estos virus se basan en
ensayos biologicos, mediante observacion de sintomas tras la inoculacion
mecanica de plantas indicadoras o por transmisiéon por pulgones, y
observacion de particulas virales con el microscopio electronico. Sin embargo,
estos métodos tienen importantes desventajas como son su poca especificidad,
ya que solamente permiten detectar el virus a nivel de género sin identificar la
especie viral y pueden confundirse con otros géneros virales, y ademas son

técnicas laboriosas, costosas, lentas y requiere personal altamente cualificado.

La técnica de ELISA tiene la ventaja de ser econémica, sencilla y rapida,
ya que permite el analisis de muestras a gran escala, habiéndose convertido
en el método mas comun para la detecciéon rutinaria de virus. Actualmente, se
comercializan anticuerpos policlonales para BBWV-1 y BBWV-2, aunque se
puede producir reaccion cruzada. Se han desarrollado anticuerpos para LMMV
(Lisa y col. 1982) GeMV (Kobayashi y col. 2005) y CuMMV (Dong y col. 2012),

pero no se han comercializado.

Las técnicas basadas en la RT-PCR tienen la ventaja de ser mucho mas
sensibles y especificas, y ademas el disefio de iniciadores es rapido y sencillo,
permitiendo controlar el nivel de especificidad a nivel de género, especie y
cepas o grupos de aislados. Una modalidad, la RT-PCR multiple (multiplex RT-
PCR) con varios pares de iniciadores permite la deteccion simultanea de varios
virus en una sola reaccién. Esta se ha usado para detectar simultaneamente
varios virus no relacionados que afectan los mismos cultivos (Bertolini y col.
2003, Meunier y col. 2003, Mortimer-dones y col. 2009, Sanchez-Navarro y
col. 2005, Thompson y col. 2003) y para algunos virus de un mismo género
viral (Kumar y col. 2011, Uga y Tsuda. 2005), aunque nunca se ha podido

desarrollar para detectar todos los virus de un género.
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La determinacion de la secuencia del genoma completo de dos aislados
de BBWV-1 (Ferrer y col. 2005, Kobayashi y col. 1999, Kobayashi y col. 2003),
16 aislados de BBWV-2 (Ferrer y col. 2011, Ikegami y col. 1998, Ikegami y col.
2000, Koh y col. 2001, Kuroda y col. 2000, Lee y col. 2000, Nakamura y col.
1998, Qi y col. 2000a, Qi y col. 2000b) y tres aislados de GeMV (Kobayashi y
col. 2005, Wang y col. 2008), permitio el desarrollo de métodos de diagnostico
mas sensibles y especificos para BBWV-1 y BBWV-2 basados en la hibridacion
molecular (Ferrer y col. 2008) y la RT-PCR en tiempo real (Ferriol y col. 2011).
También se intenté desarrollar un método para la deteccién e identificacion
simultanea de todos los miembros del género Fabavirus mediante RT-PCR con
un Unico par de iniciadores conservados que daban lugar a amplicones de
distinto tamano segun la especie viral (Ferrer y col. 2007). Sin embargo, este
método solamente funcion6 con BBWV-1, BBWV-2 y GeMV, dando un
resultado negativo para LMMV del que no habia ninguna secuencia
nucleotidica disponible en ese momento, mientras que CuMMV se descubrio

anos mas tarde.

La reciente determinacion de la secuencia nucleotidica del genoma
completo de CuMMV (Dong y col. 2012) y LMMV (Capitulo 3, pagina 51) abre
la posibilidad de desarrollar métodos de deteccion generales para el género
Fabavirus y espécificos para cada virus de este género. Una dificultad es la
elevada diversidad genética (alta divergencia entre los aislados de un virus)
observados para BBWV-1, BBWV-2 y GeMV (Ferrer y col. 2011, Ferriol y col.
2013, Kobayashi y col. 1999, Wang y col. 2008) que hay que tener en cuenta
para el desarrollo de métodos especificos, para que sean capaces de detectar
todos los aislados de una especie viral y asi minimizar el niumero de falsos

negativos.

La alta diversidad genética y la falta de informacion acerca de muchos
aspectos biolégicos encontrada en algunas especies del género, plantean la
necesidad de disponer de métodos de deteccion simultanea y especifica para
su incorporacion en protocolos de vigilancia sanitaria, efectuar prospecciones
para dilucidar aspectos de su distribucion geografica, gama de hospederos y

posibles interacciones con otros virus.

En este capitulo se describe el desarrollo de una RT-PCR con
iniciadores conservados para el género Fabavirus y RT-PCR multiple para la

identificacion simultanea de BBWV-1, BBWV-2, GeMV, CuMMV y LMMV. El
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uso combinado de las dos RT-PCRs constituyen un método rapido para la
identificacion de las especies conocidas y el descubrimiento de nuevas

especies que se puedan asignar a este género viral.
4.2. MATERIALES Y METODOS
4.2.1. Aislados virales.

En este estudio se utilizaron 13 aislados del género Fabavirus (Tabla 1):
seis aislados de BBWV-1 (Ferriol y col. 2013), cuatro aislados de BBWV-2
(Ferrer y col. 2011) genéticamente diversos, un aislado de GeMV (Kobayashi y
col. 20095), un aislado de CuMMV (Dong y col. 2012) y un aislado de LMMV
(Capitulo 3, pagina 51). También se utilizé6 un aislado del virus de la mancha
anular del tabaco (Tobacco ringspot virus, TRSV) del género Nepovirus en la
subfamilia Comovirinae, como control negativo. Estos aislados fueron
propagados en diferentes hospederos: Vicia faba, Nicotiana benthamiana, N.

clevelandii y Chenopodium quinoa.

Tabla 4.1. Aislados virales utilizados en esta tesis doctoral.

Género  Virus Aislado Hospedador Origen Proveedor
Fabavirus BBWV-1 Ben Capsicum annum Espana (Castellén) Dr. Rubio
PV-132  Spinacia oleracea ~ EEUU (Nueva York) ATCC
PV176  Nasturtium sp Gran Bretafia ATCC
PV0548 Vicia faba Siria DSMZ
480-3 C. annum Republica Checa Dr. Cervena
B41/99  C. annum Bulgaria Dr. Kostova
BBWV-2 IP C. annum Japén NIAS
PV131  Lactuca sativa EEUU (Nueva York) ATCC
94/1996  Pisum sativum Sudafrica Dr. Jooste
PV0550 Gentiana sp Alemania DSMZ
L1926  Verbena sp. Holanda DSMZ
GeMV  N-1 Gentiana scabra Japon NIAS
CuMMV  Beijing  Cucurbita moschata China Dr. Han
LMMV  PV0454 Lamium orvala Gran Bretafia (Cambridge) DSMZ
Nepovirus  TRSV PV0236 Phaseolus vulgaris ~ EEUU (Maryland) DSMZ

ATCC: Coleccion Americana de cultivos tipo (American type culture collection).

DSMZ: Coleccion alemana de microorganismos y cultivos celulares (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkultur).

NIAS: Instituto Nacional de Ciencias Agrobiolégicas de Japdn (National Institute of Agrobiological Sciences of
Japan).
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4.2.2. Extraccion de RNA.

El RNA total se purificé a partir de aproximadamente 10 mg de tejido
desecado (rehidratado con 8 volumenes de agua deionizada durante 10 min), o
a partir de 50 mg de tejido fresco, utilizando el estuche comercial UltraClean

Plant RNA Isolation Kit (MoBio) (véase el apartado 3.2.2.1., pagina 53).
4.2.3. RT-PCR

La RT esta descrita en la seccion 3.2.3.2 (pagina 56). La PCR esta

descrita en la seccion 3.2.3.1 (pagina 55).

La RT-PCR en un solo paso se realiz6 anadiendo el RNA desnaturalizado
a 20 pl de mezcla de reaccion que contenia: tampon de PCR (Invitrogen), 1,5
mM MgCl;,, 1 mM de cada uno de los cuatro dNTPs, 0,2 uM of de los
iniciadores directo y reverso, 3 U RNase Out (Invitrogen), 15 U Superscript II
reverse transcriptase (Invitrogen) y 0,75 U Taq DNA polymerase (Invitrogen). El
perfil térmico fue: RT a 42 °C durante 50 min, denaturalizacion a 94 °C
durante 2 min, seguido de 40 ciclos de amplificacion con una denaturacion a
94 °C durante 30 s, anillamiento con un gradiente de temperaturas durante
30 s y enlogacion a 72 °C durante 30 s, con una extension final a 72 °C

durante 4 min.

4.2.4. Clonaje y secuenciacion.

Se llevaron a cabo tal como se ha indicado en el apartado 3.2.4 (Pagina 60).
4.2.5. Analisis de secuencias nucleotidicas.

Para el diseno de iniciadores, se utilizaron todas las secuencias
nucleotidicas del genoma completo de los virus del género Fabavirus
disponibles en la base de datos GenBank. Las secuencias nucleotidicas tanto
del RNA1 como del RNA2 se alinearon con el algoritmo ClustalW (Larkin y col.
2007) implementado en el programa Geneious Pro 5.4.6 (Biomatters, New
Zealand). El programa MEGA 5,05 (Tamura y col. 2011) se utilizé para el
alineamiento de las secuencias por el método CLUSTAL W (Larkin y col. 2007)
y la estimacion de la distancia nucleotidica (p-distance: proporcion de
posiciones con distintos nucleétidos entre dos secuencias sin ajustarlas a un
modelo de sustituciones nucleotidicas). De esta manera la identidad
nucleotidica se calcul6 como (1 - distancia) x 100. Los iniciadores para RT-

PCR se disenaron mediante los programas Primer Express 2.0 (Applied
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Biosystems, USA) y Vector NTI 9.0 (Invitrogen, USA). Para confirmar la
especificidad de los cebadores dentro del género Fabavirus, se efectué un
analisis de similaridad nucleotidica contra la base de datos de GenBank
utilizando BLASTX (Altschul y col. 1990), disponible en
http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov, ajustando los parametros para la busqueda de

entradas de secuencias cortas.

4.3. RESULTADOS Y DISCUSION
4.3.1. Diseno de iniciadores.

En un primer lugar se intenté desarrollar una unica RT-PCR multiple
con seis pares de iniciadores: un par conservado para el género Fabavirus y

los otros especificos para BBWV-1, BBWV-2, GeMV, CuMMV y LMMV.

Para el diseno de los iniciadores, se consideraron los siguientes
criterios: A) la temperatura de anillamiento de todos los iniciadores deberia ser
similar, de tal manera que fuese posible el uso de la misma temperatura de
anillamiento en la reaccion maultiple con todas las combinaciones de
cebadores, B) los iniciadores especificos para BBWV-1, BBWV-2, GeMYV,
CuMMV y LMMYV deberian estar conservados entre los aislados dentro de la
misma especie y no reaccionar con los aislados de especies distintas, C) todos
los iniciadores deberian ser compatibles en la misma reacciéon de RT-PCR,
para evitar la formacion de dimeros entre pares de iniciadores, y D) los
productos de RT-PCR esperados deberian ser de diferente tamano para

distinguirlos por electroforesis.

Como ya se ha senalado, una dificultad anadida para el diseno de
iniciadores para cada especie fue la gran variabilidad genética entre los
aislados de BBWV-1 (Ferriol y col. 2013, Kobayashi y col. 1999), los aislados
de BBWV-2 (Ferrer y col. 2011, Kobayashi y col. 1999) y los de GeMV
(Kobayashi y col. 2003, Wang y col. 2008) en comparacion con otros virus de

plantas (Davino y col. 2012a, Garcia-Arenal y col. 2001, Tiberini y col. 2011).

Dada la complejidad mencionada, el analisis in silico no encontro
regiones genomicas que cumpliesen todos los criterios mencionados. No
obstante se disenaron tres pares de iniciadores especificos para cada
especie viral y un par de iniciadores conservados para la deteccion del

género Fabavirus. Se comprobo por RT-PCR que que no era posible
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utilizar todos los iniciadores a la vez y se tuvieron que utilizar en dos
RT-PCRs separadas: A) una RT-PCR para la deteccion de todos los
miembros del género Fabavirus empleando un par de iniciadores
degenerados y conservados para el género (Tabla 4.2A), y B) una RT-
PCR multiple con cinco pares de iniciadores, cada uno especifico para
cada una de las cinco especies conocidas del género Fabavirus (Tabla
4.2B).

Tabla 4.2. Iniciadores disefiados.

A. Deteccidn general de los virus del género Fabavirus mediante RT-PCR simple con un par de

iniciadores.
Virus  Iniciador Secuencia nucleotidica (5’-3’) Position Tamafoc GenBank?
RNA2P

BBWV-1 FabaF  AAGGCGTGAYTCIGAYTTYGAYGA  1062-1522 460 AF225955
BBWV-2 1138-1628 490 AF225954
GeMV 999-1474 475 AB084453
CuMMV" " Eabar CTTCCAACACITCYTIYTCCAT 9721441 469 EU8B1937
LMMV 1050-1687 637 KC590305

B. Identificacién simultanea de cada virus del género Fabavirus mediante RT-PCR muiltiple con cinco

pares de iniciadores.

Virus  Iniciador Secuencia nucleotidica (5'-3’)2 Posicion Tamaioc GenBank¢
(RNA1)®
LMMV 4157F AGGAAAGGCCAGATATTTCGAA 4157
622 KC590304
4755R GACGGAGTAAGCATAACGTACCAG 4778
BBWV1  4758F TGACACATATGTGGCCATGG 4758
511 AB084450
5245R CAGATTCTCAAGTTGGTGACAGG 5267
GeMV 24
e 97F ACGATAAACCCCTTAGCGG 2497 370 ABOBA452
2846R CAAATGAAGCTTCTCCTGCAC 2866
BBWV2  5692F CAGAGTTCAGTAGTTCCTGCTTATG 5692 237 ABO13615
5907R GGCATTTCAACCCTGCATAATAC 5928
CuMMV  419F GAGAAATGATTGTCACTGAGAAGGT 547 %8 EUS81936
496R CACGGGCACTATAGCATAACC 644

aSecuencia nucleotidica: C=Citosina, T=Timina, G=Guanina, A=Adenina, |=Inosina, Y=C 6 T.

bLa posicién de anillado del extremo 5’ de los iniciadores directo y reverso sobre la secuencia del RNA gendmico
correspondiente.

cTamarfio del amplicdn (pares de bases).
dNumero de acceso en el GenBank de las secuencias de referencia para ubicar la posicién de los iniciadores.
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4.3.2. Deteccion de fabavirus mediante RT-PCR con un par de iniciadores

conservados.

La amplificacion de las cinco especies de fabavirus con los iniciadores
conservados FabaF/FabaR (Tabla 4.2A) solamente se consiguié usando una
temperatura de anillamiento baja (50 °C). La RT-PCR en un solo paso dio lugar
a un amplicon Unico del tamano esperado para cada virus (Fig. 4.1). Los
amplicones de BBWV-1, BBWV-2, GeMV y CuMMYV, cuyo tamano variaba
entre 460 y 490 nt presentaban una movilidad similar en la electroforesis,
mientras que el amplicon de LMMV de 639 nt se distinguia con claridad. No

hubo amplificacion a partir de extracto de plantas sanas.

El empleo de RT-PCR con iniciadores conservados ha sido también
desarrollada para algunos géneros o familias de virus de plantas, como
Torradorivus (Verbeek y col. 2012), Nepovirus (Wei y Clover. 2008), Ilarvirus
(Untiveros y col. 2010), Potexvirus (van der Vlugt y col. 2002), Tobravirus
(Jones y col. 2008), y Begomovirus (Davino y col. 2008), la subfamilia
Comovirinae (Maliogka y col. 2004), y las familias Bromoviridae (Untiveros y

col. 2010) y Luteoviridae (Chomic¢ y col. 2010).

Figura 4.1. Electroforesis de la RT-PCR con los cebadores FabaF y FabaR (Tabla 4.2) para las cinco

especies del género Fabavirus.
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4.3.3. Deteccion e identificacion de los cinco fabavirus mediante RT-PCR

maultiple

Puesto que la optimizacion de las condiciones de amplificacion de la PCR
multiple requiere muchos ensayos, primero se realizaron RT-PCR individuales
para el aislado Ben de BBWV-1, el aislado IP de BBWV-2 y los aislados de
GeMV, CuMMV y LMMV (Tabla 4.1) utilizando su par de iniciadores
correspondientes (Tabla 4.2B). Se utilizo un gradiente de temperatura para el
anillado y se comprobo que la temperatura optima para los cinco pares de
iniciadores fue 57 °C. Los productos de RT-PCR se clonaron, se comprobaron

por secuenciacion y se utilizaron como molde en los siguientes ensayos.

Para evaluar la compatibilidad y especificidad de los iniciadores, se
realizé una PCR maultiple con los cinco pares de iniciadores para cada uno de
los cinco clones por separado. En todos los casos, cada virus solamente se
amplific6 con su par de iniciadores correspondiente dando lugar a un
amplicon Unico del tamano esperado mientras que el control negativo no
mostré ningan amplicon (Fig. 4.2, carriles 2-7). La PCR multiple con una
mezcla de los cinco clones (correspondientes a las cinco especies de fabavirus)
dio lugar a los cinco amplicones esperados con una intensidad similar a la
obtenida para cada virus por separado (Fig. 2, carril 1), lo que demuestra que

los iniciadores son compatibles.

Para evaluar la sensibilidad relativa para la detecciéon de un virus
respecto a los demas, se llevaron a cabo PCR maultiples con mezclas que
contenian los clones de las cinco especies en distinta proporcién. Para cada
virus, se prepararon cuatro mezclas que contenian el virus a una
concentracion constante (1 ng) y los demas virus en diluciones seriadas (de
10-1a 104 ng). En todos los casos se pudo detectar cada virus a 10-3 ng (datos

no mostrados), lo que indica una buena sensibilidad.

76



Figura 4.2. Electroforesis de la PCR multiple con clones correspondientes a BBWV-1, BBWV-2, GeMV,
LMMV y CuMMV.

Por ltimo, como no se disponen de muestras con infecciones mixtas de
dos especies de fabavirus, se evalu6 la RT-PCR multiple con extractos de RNA
correspondientes a distintos aislados virales o a una mezcla de aislados de
distintos virus. En todos los casos se generaron los amplicones del tamafio
esperado (Fig. 4.3). Se comprobo que todos los aislados de BBWV-1 y BBWV-2
ensayados (Tabla 4.1), a pesar de la baja identidad nucleotidica (~80 %) entre
algunos aislados de la misma especie viral (Ferrer y col. 2005, Ferrer y col.,
Ferriol y col. 2013, Kobayashi y col. 1999, Kobayashi y col. 2003), se
amplificaban con los iniciadores especificos de BBWV-1 y BBWV-2.

La deteccion e identificacion de patéogenos es una practica basica para
estudios de biologia molecular, asi como para estudios epidemiologicos y la
implementacion de procedimientos de control y manejo de enfermedades tales
como la cuarentena, erradicacion, certificacion y mejora genética de plantas
para el desarrollo de cultivares resistentes a patégenos. La escasa
disponibilidad de técnicas de diagnostico también ha limitado el estudio de
este género y por consiguiente contribuido al poco conocimiento de este grupo

de virus, por lo cual su impacto ha sido subestimado.
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La combinacion de la RT-PCR con iniciadores conservados para el
género Fabavirus y la RT-PCR multiple para BBWV-1, BBWV-2, GeMYV,
CuMMV y LMMV hace posible la rapida, sensible y fiable identificacion de las
especies virales del género Fabavirus y tiene gran potencial para el

descubrimiento de nuevas especies dentro del género.

Figure 4.3. Electroforesis de la RT-PCR multiple a partir de mezlas de extractos de RNA de los cinco
fabavirus.
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5. EL GENERO FABAVIRUS: DETECCION SIMULTANEA DE
FABAVIRUS POR HIBRIDACION MOLECULAR.

5.1. INTRODUCCION.

A lo largo del texto, se han senalado las ventajas de las técnicas
moleculares basadas en la RT-PCR o la hibridacion molecular sobre las
técnicas serologicas para el diagnéstico rutinario y sensible de virus. En el
caso del género Fabavirus, la técnica de ELISA solamente esta disponible para
dos de las cinco especies descritas. Ademas, las técnicas moleculares son mas
sensibles, mas faciles de desarrollar y permiten un control fino del nivel de
especificidad. En el capitulo anterior, desarrollamos un procedimiento para la
deteccion e identificacion de todos los virus del género Fabavirus, basado en
RT-PCR con iniciadores conservados y una RT-PCR multiple con iniciadores
especificos. Las técnicas basadas en la PCR tienen la gran ventaja de que son
las mas sensibles, pero la hibridacién molecular permite el analisis simultaneo
de un gran numero de muestras y por tanto es mas apropiada para efectuar

analisis a gran escala.

Dentro del género Fabavirus, se ha desarrollado procedimientos
basados en la hibridaciéon molecular con sondas de DNA no radiactivas para la
deteccion de BBWV-1 y BBWV-2 (Ferrer y col. 2008). Esta técnica es efectiva
para detectar estos virus no solamente a partir de extractos de RNA (dot-blot
hybridization) sino también a partir de improntas de tejido (tissue-print
hybridization), lo que ahorra tiempo y trabajo ya que no se necesita extraer el
RNA de las muestras (Fig. 5.1). Esta técnica se mejoré mediante el uso de
sondas de RNA (ribosondas) no radioactivas, que aprovecha la mayor afinidad
de los hibridos de moléculas RNA-RNA, en comparacion con los hibridos RNA-
DNA, lo que permite la aplicacion de condiciones mas astringentes,
incrementando la especificidad y bajando la senal inespecifica sin perder
sensibilidad (Ferriol, 2012). Otra mejora consisti6 en la aplicaciéon de un
sistema de flujo en el proceso de hibridacion (Ferriol, 2012). La hibridacion
convencional esta basada en la incubacion de las sondas con las muestras
fijadas en membranas. La hibridacion de flujo (flow-through hybridization),
con patente US 6638760, consiste en producir un flujo de las sondas a traves

de la membrana donde estan inmovilizadas las muestras mediante una
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presion negativa creada por una bomba de vacio (Fig. 5.1). La hibridacion de
flujo ofrece como ventajas: A) la optimizacion de la interaccion entre la sonda y
la muestra inmovilizada sobre la membrana, que ahora actia como una
matriz tridimensional, B) la significativa reduccion del tiempo en el que tiene
lugar la hibridacion, que va desde unas 12-36 horas en la hibridacion
convencional, a 30-60 min en la hibridacion de flujo, y C) requiere cantidades

de sondas y reactivos mucho menores, lo que disminuye los costes (Fig. 5.1).

Procesamiento de las muestras Hibridaciéon
Extractos de RNA Improntas Convencional de flujo
m ] ] ‘ ~1 h Prehibridacidén < 10 min
&E Homogenizacion ~10 h  Hibridacién < 10 min
i 5 min ~1 h Lavado < 5 min
< + fenol ~2 h Revelado ~ 16 min

1—|—r1

¥

/ 5 min
15 min
‘E Precipitacién
U 5 min
15 min

&E Elucidn
v 5 min

Figura 5.1. Esquema del procedimiento de la hibridacion molecular convencional y de flujo para extractos

de RNA e improntas vegetales (Ferriol 2012).

La determinacion de las secuencias nucleotidicas de los otros miembros
del género Fabavirus: GeMV (Kobayashi y col. 2005), CuMMV (Dong y col.
2012), y LMMV (véase capitulo 3, pagina 51) ha posibilitado: A) el desarrollo de
sondas para la deteccion especifica de GeMV, CuMMV y LMMV, y B) el
desarrollo de una sonda general para el género Fabavirus basados en la
presencia de varias repeticiones de la secuencia “AACAGCUUUC” encontradas
en la region 5-UTR de los dos RNAs genomicos de las cinco especies conocidas
de fabavirus (Véase el apartado 3.3.2, pagina 64, y la Fig.3.3, pagina 65). Esta
sonda permitiria descubrir nuevas especies del género Fabavirus y seria el

primer caso descrito en virus de plantas en los que una sonda Unica se
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utilizase para la deteccion por hibridacion molecular de todos los virus de un

género.

En este capitulo se ha desarrollado un método basado en la hibridacion
de flujo para la deteccion general de todos los miembros del género Fabavirus
con Unica sonda y la identificacion de las cinco especies conocidas de este

género con sondas especificas.

5.2. MATERIALES Y METODOS
5.2.1. Aislados virales

En este trabajo se han utilizado 10 aislados virales que corresponden a
las cinco especies del género Fabavirus: BBWV-1, BBWV-2, GeMV, CuMMV
LMMYV, y una especie (TRSV) del género Nepovirus (Tabla 4.1, pagina 71).
Algunos aislados virales se inocularon mecanicamente a Vicia faba,
Chenopodium quinoa, Nicotiana megalosiphon y N. clevelandii, que se

mantuvieron en un invernadero con malla a prueba de insectos.
5.2.2. Extraccion de RNA.

La extraccion de RNA total se llevo a cabo mediante un protocolo
estandar basado en extraccion con fenol:cloroformo y precipitacion con etanol
descrito en el apartado 3.2.2.1. (Pag. 53). El extracto de RNA se guardé a -

80°C hasta su uso.
5.2.3. Sintesis de las sondas.
5.2.3.1. RT-PCR y clonaje.

El molde para la sintesis de las sondas consistié en productos de PCR
obtenidos a partir de clones de cDNA que se habian obtenido a partir de RT-
PCR de RNA total de distintos aislados virales (Tabla 4.1, pagina 71) con tres
pares de iniciadores (Tabla 5.1). La RT se llevo a cabo como en la seccion
3.2.3.2 pero usando un oligo dT como Unico iniciador (pagina 56). La PCR esta
descrita en la seccion 3.2.3.1 (pagina 55). El clonaje y secuenciacion se llevo a

cabo tal como se ha indicado en el apartado 3.2.4 (Pagina 60).
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Tabla 5.1. Sondas sinstetizadas.

Sonda Virus Aislado? Position® Iniciciadores®
Fabasr BBWV-1 Ben RNA1 (11-363) Fab5'R1F / Fab5’R1R
BBWV-1yp BBWV-1 Ben RNA2 (1062-1501) FabaF / FabaR
BBWV-2yp BBWV-2 IP RNA2 (1138-1607) FabaF / FabaR
GeMVyp GeMV N-1 RNA2 (999-1453) FabaF / FabaR
CuMMVype CuMMV Beijing RNA2 (972-1420) FabaF / FabaR
LMMVye LMMV PV0454 RNA2 (1049-1665) FabaF / FabaR
TRSVcp TRSV PV0236 RNA2 (827-1195) TRSVCPF / TRSVCPR

aAislado utilizado como molde para la sintesis de las sondas.

bPosicion con respecto a las secuencias del GenBank: AY781171, AY781172, AB018698, AB084453, KC595305,
EU881937 y JQ670669.

°Pares de iniciadores usados para la preparacion del molde de las sondas por RT-PCR: A) Fab5R1F / Fab5R1R:
AAATATTAAAACAAACAGCTTTCGTT / TTCAAAGCTCGTGCCATNTYATTKGC (Ferrer y col. 2007), B) FabaF /
Faba R: AAGGCGTGAYTCIGAYTTYGAYGA /CTTCCAACACITCYTIYTCCAT (disefiados en el capitulo anterior), y
C) TRSVCPF/TRSVCPR: TGTTVTGGGGCCCACATCAGAT / CCAGTRGCTGCRACAAGCCA (disefiados en este
capitulo).

5.2.3.2. Transcripcion in vitro: marcaje con digoxigenina

El molde para la transcripcion se obtuvo mediante PCR de los clones
obtenidos en el apartado anterior utilizando los mismos iniciadores directos,
pero una version modificada de los iniciadores reversos para incluir la
secuencia promotora T7 (Tabla 5.1). Los productos de PCR se purificaron con
el estuche comercial GFX PCR DNA kit (GE Healthcare). Con el estuche
comercial Megascript T7 Kit (Ambion) y el estuche comercial DIG RNA Labeling
Mix (Roche), se generaron transcritos de RNA monocatenarios de polaridad
negativa marcados con digoxigenina. Para ello, se utiliz6 como molde 200 ng
de amplicon resuspendidos en S ul de agua en un coctel de reacciéon que
contenia 8 ul de agua desionizada, 2 pl de una mezcla de 10 x DIG-NTPs (10
mM de ATP, 10 mM de CTP, 10 mM de GTP, 6,5 mM de UTP, y 3,5 mM de
DIG-11-UTP, pH 7.5), 2 ul de tampén 10 x tampoéon, 1 ul de RNase Out, y 2 ul
de mezcla enzimatica (T7 Enzyme mix 2720G Ambion). La reaccion se incubo
por un tiempo minimo de 4 horas a 37 °C y se detuvo agregando 1 ul de EDTA
0,5 M a pH 8,0.

Los transcritos se trataron con 10 U de DNAsa libre de RNasa (DNAse I
RNase free, Roche) para eliminar el DNA contaminante y se purificaron con el
estuche comercial Rnaid w/Spin Kit (Q-BIO gene). Para ello se agregé 3

volumenes de “RNA binding salt” a la reacciéon de transcripcion y se mezclo
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por pipeteo. Seguidamente se anadio 1-2 ul de resina “RNAMATRIX” por cada
1 ug de RNA (minimo 5 pl de resina), se mezclo bien y se incub6 a temperatura
ambiente durante 5 min, mezclando periddicamente para mejorar la adsorcion
del RNA a la matriz de la resina. Luego se centrifugdé por un minuto a maxima
velocidad en una microcentrifuga y se eliminé el sobrenadante. El precipitado
se lavo dos veces con 500 ul de “RNA wash solution” resuspendiéndolo con la
punta de una pipeta y centrifugando a maxima velocidad por un minuto.
Finalmente, el precipitado fue resuspendido cuidadosamente en 20 ul de agua
desionizada estéril y colocado en incubacion a 50 °C por tres minutos. Se
centrifugé una vez mas a maxima velocidad por un minuto y se recupero el

sobrenadante transfiriéndolo a un nuevo tubo.
5.2.3.3. Evaluacion de las sondas: concentracion y marcaje.

La calidad y concentracion de RNA se estim6 con el espectofotometro
nanodrop 1000 (Thermo Scientific, Inc) y mediante electroforesis en geles de
agarosa libre de RNasas, al 1% en TAE 1X a 100 V durante 30 min, usando
como marcador de peso molecular, un carril con real marker (Durviz), que
tiene bandas de diferentes pesos moleculares a concentraciones pre-

establecidas.

Para evaluar la eficacia del marcaje (incorporacion de DIG-UTP en las
sondas) se puso un ul de diluciones seriadas decimales (desde 10-1 a 104) de
los transcritos marcados en una membrana de nylon cargada positivamente
(Roche) y se fijaron por irradiacion con luz ultravioleta a 120 mJ/cm? en un
horno cross-linker UV (CL-1000, UVP). Se fijaron también diluciones seriadas
decimales de una sonda de concentracion conocida y marcaje satisfactorio en
ensayos previos como control positivo. La membrana es procesada de la
misma manera que un ensayo tipico de hibridacion, pero a partir de los pasos
de lavado posteriores a la hibridacion, y se revelaron con susbstrato

cromogénico. Los detalles del ensayo se explican en el apartado siguiente.
5.2.4. Hibridacion de flujo.

Las muestras se prepararon mediante aplicacion de un ul de extracto de
RNA total a una membrana de nylon cargada positivamente (Roche) y fijacion

por irradiacién con luz ultravioleta a 120 mJ / cm?2.

El protocolo de la hibridacion de flujo se llevo a cabo en un aparato

denominado Hybrimax (Hybribio Limited) que aplica una presion negativa
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mediante una bomba de vacio, de manera que las soluciones fluyen a través
de la membrana de nylon. De esta manera se reduce el volumen de cada
solucion a 0,125 ml por cada cm? de membrana, justo para cubrir la
membrana, y también se reduce el tiempo de cada paso del protocolo entre 30

y 60 s.

La prehibridaciéon y la hibridacion se realizaron a 68 °C en el Hybrimax

con tampon ULTRAhyb (Ambion) y 20 ng de sonda por cada ml de tampon.

El lavado de las membranas se hizo en el Hybrimax, dos veces con 2 x
SSC (150 mM NaCl, 15 mM citrato sodico, pH 7,0) y 0,1% SDS, y dos veces
mas con 0,1 x SSC y 0,1% SDS at 68°C. Los pasos siguientes se realizaron a

temperatura ambiente.

Para el revelado de la hibridacion, se equilibraron las membranas con
tampon maleato-tween (100 mM de acido maleico y 150 mM de CINa pH 7,5) y
0,3% (v/v) Tween 20), y luego otro lavado s6lo con tampon maleato. Para evitar
uniones inespecificas en las membranas, se anadié tampon maleato con 1%
(p/v) de agente bloqueante (Roche). Seguidamente se anadieron anticuerpos
antidigoxigenina conjugados con fosfatasa alcalina (Roche) (0.75 U/ul)
diluidos en tampoén maleato a la proporcion 1:5.000, cuando se efectuo el
revelado con substrato cromogénico, y 1:10.000 cuando se efectué el revelado

con substrato quimioluminiscente.

Las membranas se lavaron sucesivamente con tampon maleato-tween y
luego con tampon maleato. Finalmente, se agregé una pequena cantidad de
tampoén de deteccién compuesto de 100mM Tris/HCI, 100mM NaCl, pH 9,5.

Todo ello se llevo a cabo en el Hybrimax.

Revelado con substrato cromogénico. Las membranas se mantuvieron
en tampon de deteccion, el revelado se hizo directamente sobre la membrana,
agregando el sustrato NBT/BCIP, a razén de 20 ul de solucion stock comercial
de NBT/BCIP por ml de tampoén de deteccion. La membrana se incubod en la
oscuridad y sin agitacion. La reaccion se detuvo luego de 16 horas con tampon

TE 1X y quedo lista para su lectura.

Revelado con substrato quimioluminiscente. Las membranas se
mantuvieron en tampén de detecciébn en una bandeja, se sacaron y se aplico
substrato quimioluminiscente, CDP-star (Roche) diluido 1/100 en tampoén de

deteccion, distribuyéndolo de manera uniforme y eliminando el exceso. En un
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cuarto oscuro se coloco una pelicula (Kodak®, BioMax MR Film) sobre la
membrana y se dejo incubar dentro de un cassete para autorradiografia
(Kodak® BioMax MS Exposure Cassette/Intensifying Screen Set) a 37 °C
durante 10 o 20 minutos y tras lo cual se revelo la pelicula manualmente con
una solucién reveladora (Kodak® autoradiography GBX developer, 190 0943),
y otra fijadora (Kodak® autoradiography GBX fixer, 190 1875).

5.2.5. Analisis de las secuencias nucleotidicas.

Para evaluar la especificidad de la hibridacion, se calculd la identidad
nucleotidica entre las sondas y las muestras (porcentaje de posiciones con el
mismo nucleotido). Las secuencias nucleotidicas se determinaron en trabajos
previos y estan depositadas en la base de datos GenBank con los nameros de
acceso: AB084450, AB084453, AB018698, AB023484, AY78171, AY78172,
EU881936, EU881937, JF440076, JQ670669, JX304792, HQ602948,
HQ602951, HQ602956, HQ602959, KC595304 y KC595305. El programa
MEGA 5,05 (Tamura y col. 2011) se utilizé para el alineamiento de las
secuencias por el método CLUSTAL W (Larkin y col. 2007) y la estimacion de
la distancia nucleotidica (p-distance: proporcion de posiciones con distintos
nucleotidos entre dos secuencias sin ajustarlas a un modelo sustituciones
nucleotidicas). De esta manera la identidad nucleotidica se calculé como (1 -

distancia) x 100.
5.3. RESULTADOS Y DISCUSION.
5.3.1. Diseiio de las sondas.

En este trabajo se tuvo en cuenta la variabilidad genética dentro y entre
especies virales del género Fabavirus, y entre este género viral y otros virus
(Tabla 5.2) para disenar sondas con dos niveles de especificidad: género y
especie viral, y para evitar o minimizar los falsos positivos en plantas

infectadas con otros virus.

Para la deteccion a nivel de género, se disefi6 la sonda general Faba5’R1
para que hibride con todos los aislados del género Fabavirus y no hibride con
otros virus. El problema es que la identidad nucleotidica a lo largo del genoma
entre especies virales de cualquier género viral es muy baja para conseguir
que una misma sonda pueda hibridar con varios virus. Por esta razon nunca
se ha desarrollado un método de hibridacion que permita detectar distintas

especies pertenecientes a un mismo género viral, aunque se ha logrado para
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un género de viroides (Jiang y col. 2013). En el género Fabavirus la identidad
nucleotidica entre especies fue menor del 75% (Tabla 5.2). Sin embargo en las
regiones 5-UTR del RNA 1 y el RNA 2 de todos los fabavirus hay un motivo de
secuenca (AACAGCUUUC) con varias repeticiones perfectas o imperfectas que
no estan presentes en otros virus ni otros organismos (Fig. 3.3, pagina 65).
Para probar si la repeticion de este motivo de secuencia posibilita la
hibridacion de una sonda con los RNAs 1 y 2 de varias especies de fabavirus,
se sintetizo una sonda a partir del RNA 1 (posicion 11-364 del aislado Ben de
BBWV-1 (Tabla 4.1, pagina 71) que contenia el motivo repetido y se denomind6
Fabasr: (Tabla 5.1). Asi mismo, se disenn6o la sonda TRSVce que es especifica de
TRSV del género Nepovirus para usarlo como control negativo del género
Fabavirus, ya que ambos géneros estan relacionados al pertenecer a la

subfamilia Comovirinae (Sanfacon y col. 2009).

Para la deteccion a nivel de especie, se disenaron las sondas BBWV1wp,
BBWV-2yp, GeMVyp, CuMMVywep y LMMVyp. (Tabla 5.1). Como se ha
mencionado en el capitulo anterior, una gran dificultad para conseguir que
cada sonda hibride con todos los aislados de la especie viral (de la cual se ha
obtenido la sonda) es la gran variabilidad genética que se ha encontrado
dentro de algunas especies de fabavirus (Ferrer y col. 2011, Ferriol y col.
2013, Kobayashi y col. 2003, Kobayashi y col. 1999, Wang y col. 2008) en
comparacion con otros virus de plantas (Davino y col. 2012a, Garcia-Arenal y
col. 2001, Tiberini y col. 2011). La identidad nucleotitida entre aislados de la
misma especie en esta region genomica del RNA2 (que codifica la proteina del
movimiento), puede llegar a ser tan baja como un 83% mientras que entre
virus puede ser tan alta como un 71 % (Tabla 5.2.). De manera que estos son
los limites para conseguir que cada sonda hibride con todos los aislados de la
especie viral (evitar falsos negativos) y no hibride con aislados de otras

especies virales (evitar falsos positivos).

Para ensayar la hibridacion molecular de flujo se eligieron como
muestras extractos de RNA de aislados representativos del género Fabavirus:
tres aislados de BBWV-1 y tres aislados de BBWV-2 que eran genéticamente
diversos (Ferrer y col. 2011, Ferriol y col. 2013), y el tinico aislado disponible
de GeMV, CuMMV y LMMYV (Tablas 4.1 y 5.1). Se eligié un aislado de TRSV del

género Nepovirus como un control negativo del género Fabavirus.
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Tabla 5.2. Identidad nucleotidica entre sondas y muestras.

Muestras S ondas
Especie Aislado Fabam BBWV1 MP BBWVZMP GeMVMp CUMMVMP LMMVMP TRSVCP
5UTR Cod Cod Cod Cod Cod Cod Cod
BBWV-1 Ben 100.0 100.0  100.0 64.4 66.0 59.7 60.7 17.7
PV132 89,5 87.0 83.2 62.3 65.4 63.4 56.5 19.4
PV-0548 926 935 258 64.9 67.0 60.7 61.8 17.7
BBWV-2 IP 642 486 64.4 100.0 71.2 65.4 59.2 21.0
PV131 60,0 529 61.8 84.8 69.1 59.7 58.1 19.4
PV0537 60,0 514 63.9 83.8 69.1 58.1 57.6 17.7
GeMV N4 40,0 50.7 66.0 71.2 100.0 61.8 59.7 16.1
CuMMV  Beijing 253 449 59.7 65.4 61.8 100.0 56.0 17.7
LMMV  PV0454 474 442 60.7 59.2 59.7 56.0 100.0 14.5
TRSV PV0236 274 326 17.7 21.0 16.1 17.7 14.5 100.0

5'UTR: region no traducida del extremo 5’, Cod: regién codificante.
Las reacciones positivas entre sondas y muestras estan sombreadas.

5.3.2. Deteccion de todos los fabavirus mediante hibridacion con una

unica sonda.

En un trabajo previo, con una sonda de DNA que correspondia a la
misma zona gendémica y aislado de BBWV-1 que la sonda de RNA Faba5'R1,
sintetizada en este trabajo (Tabla 5.2), se comprob6é que solamente
reaccionaba con aislados de BBWV-1 y no con aislados de BBWV-2 (FERRER
GUAL 2010, Ferrer y col. 2008). En este trabajo se ensayaron varias
condiciones de hibridacion con esta sonda de RNA (datos no mostrados) y se
encontro que era necesario una temperatura de hibridacion a 68 °C y lavados
de alta astringencia (véase el apartado 5.2.4, pagina 83) para que no hubiera

ruido de fondo con extractos de planta sana.

La hibridacion de flujo con la sonda de RNA Fabasr: dio una fuerte
reaccion con todos los aislados del género Fabavirus (BBWV-1, BBWV-2,
GeMV, CuMMV y LMMV) mientras que no di6é ninguna sefial con el aislado de
TRSV ni con extractos de plantas sanas (Fig. 5.2). La falta de reaccion con
TRSV del género Nepovirus, que es uno de los grupos mas relacionados con los
fabavirus, nos asegura que esta sonda no va a reaccionar con otros virus y
dar lugar a falsos positivos. La sonda TRSVcp dio una fuerte senal con el

aislado viral de TRSV, mientras que no reaccion6 con ninguno de los fabavirus
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ni con los extractos de plantas sanas, de esta manera se tiene la seguridad
que la reaccion negativa entre la sonda Fabasr; y el aislado de TRSV se debe a
una baja identidad nucleotidica y no a la mala calidad o baja concentracion
del RNA viral de TRSV.

Este resultado demuestra que la sonda permite una deteccién universal
y simultanea de todos los miembros del género Fabavirus y especifica para
este género. Esta es la primera vez que se consigue una sonda que hibrida con
todos los virus de un género viral. Aunque se ha conseguido la deteccion
simultanea de varias especies virales mediante hibridacion con una
combinacion de sondas o polisondas (Aparicio y col. 2009, Herranz y col.
2005, Minutillo y col. 2012, Saade y col. 2000, Sanchez-Navarro y col. 1999),
la utilizacion de una sonda universal para un grupo taxonomico tiene la
ventaja de posibilitar el descubrimiento de nuevas especies virales dentro de

dicho grupo.

5.3.3. Deteccion e identificacion de los cinco fabavirus mediante

hibridacion con sondas especificas.

La sonda BBWV1wup hibrido solamente con los tres aislados de BBWV-1
y la sonda BBWV2yp con los tres aislados de BBWV-2, mientras que no se
produjo ninguna reaccion con el resto de muestras (Fig. 5.2). Esto demuestra
que estas sondas se pueden utilizar para una deteccion universal de todos los
aislados de estos dos virus a pesar de su alta divergencia genética (evita o
minimiza falsos negativos) y es especifica para cada especie viral (evita o
minimiza falsos positivos). En este caso también se encontré una diferencia
del nivel de especificidad entre sondas de RNA y DNA sobre la misma zona
genomica. En un trabajo previo se observd que una sonda de DNA obtenida
de la misma zona genémica (la region que codifica la proteina del movimiento)
reaccionaba s6lamente con un grupo de aislados de BBWV-1, dependiendo de
si el aislado del cual se obtuvo la sonda tenia una identidad nucleotidica
mayor que 85 % (Ferrer y col. 2008). Por tanto, se constata que las sondas de
RNA amplian el espectro de deteccién con respecto a las sondas de DNA sin
perder especificidad. Las sondas GeMVuyp, CuMMVyp y LMMVyr reaccionaron
s6lamente con extractos de GeMV, CuMMV y LMMV, respectivamente (Fig.
5.2), demostrando también especificidad a nivel de especie. Por lo tanto, las
cinco sondas pueden usarse para la deteccion e identificacion de las cinco

especies conocidas del género Fabavirus.
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En un trabajo previo se comprobo que la hibridacion de flujo tenia la
misma sensibilidad que la hibridacién convencional, de manera que se podia
analizar improntas de tejido vegetal preparadas en campo (Ferriol, 2012). La
gran rapidez de la hibridacion de flujo (duracion menor a una hora) y el
analisis de improntas que ahorran el procesado de muestras hace que esta sea
la técnica de deteccion mas rapida. Con el trabajo realizado aqui, la
hibridacion de flujo se puede utilizar para analizar un elevado ntumero de
muestras en un periodo de tiempo extraordinariamente corto para detectar e
identificar las cinco especies conocidas del género Fabavirus y descubrir

nuevas especies dentro de este género.

Muestras Fabagg, BBWV1,,p BBWV2,,

®%e 900
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GeMV,p  CuMMV,, LMMV, o TRSV¢p
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Figura 5.2. Hibridacion de flujo de muestras de RNA (Tabla 4.1): aislados Ben, PV132 y PV0548 de
BBWV-1 (cuadros 1, 2 y 3), aislados de BBWV-2 IP, PV131 y L1926 (4, 5y 6), GeMV (7), CUMMV (8),
LMMV (9), TRSV (10) y plantas sanas de pimiento y haba (11 y 12) con las sondas Fabasri, BBWV1ye,
BBWV2yp, GeMVyp, CUMMVyp, LMMVye y TRSVcr (Tabla 5.1).

Esto es particularmente tutil para el estudio de un género que ha sido
escasamente caracterizado, del cual dos de sus especies estan dispersas
alrededor del mundo, y presentan una amplia gama de hospedantes que
afectan numerosos cultivos de interés agricola. Ademas, se dispone de escasa

informacion biolégica para las restantes tres especies que lo componen y que
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han sido identificadas hasta el presente (GeMV, LMMV y CuMMYV), de las que
hay muy pocos aislados disponibles y que probablemente no reflejan la
diversidad genética de estas especies. La técnica de hibridacion molecular
puesta a punto en este trabajo, ofrece los atributos de rapidez, especificidad y
sensibilidad apropiada, asi como bajo coste y facilidad de ejecucion para
efectuar prospecciones extensivas y rutinarias. Estas caracteristicas le

convierten en una opcion de aplicacion factible en paises en vias de desarrollo.
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6. RIBOVIRUS IMPORTANTES EN TOMATE:
CARACTERIZACION MOLECULAR DE ToMV

6.1. INTRODUCCION.

Como ya se ha mencionado, para el desarrollo de métodos moleculares
de diagnostico de los virus es necesaria su caracterizacion molecular.
Anteriormente, se ha descrito el diagnostico para los miembros del género
Fabavirus basados en la RT-PCR (Capitulo 4, pagina 69) y la hibridacion
molecular (Capitulo 5, pagina 79). Para el disefio de estas técnicas se tuvo en
cuenta la composicion genética de los cinco virus que actualmente estan
descritos dentro de este género: BBWV-1, BBWV-2, GeMV, CuMMV y LMMV.
Puesto que LMMYV era el tinico de estos virus que no estaba caracterizado
molecularmente, fue necesario determinar su secuencia nucleotidica (Capitulo

3, pagina 51).

En el capitulo siguiente a este (Capitulo 7, pagina 103) se describe el
desarrollo de un método basado en la RT-PCR para detectar los siete virus, con
genoma de RNA (ribovirus), de mayor importancia economica en cultivos de
tomate de la cuenca del Mediterraneo y otras areas subtropicales: CMV, TSWV,
ToMV, ToCV, TICV, PepMV y ToTV (descripciones de estos virus estan en el
Capitulo 1, paginas 31-46). Actualmente se dispone de informacion sobre la
variabilidad genética y los factores evolutivos implicados de todos estos virus:
CMV (Davino y col. 2012b, Lin y col. 2004, Roossinck y col. 1999, Roossinck
2002, Sacristan y col. 2004), TSWV (Lopez y col. 2011, Tentchev y col. 2011,
Tsompana y col. 2005), ToTV (Alfaro-Fernandez y col. 2010), ToCV (Lozano y
col. 2009, Rubio y col. 2013, Wintermantel y Wisler 2006), TICV (Rubio y col.
2013), y PepMV (Gomez y col. 2012, Pagan y col. 2006), excepto de ToMV. Por
ello, en este capitulo se ha planteado el estudio de la diversidad genética y los

mecanismos evolutivos del ToMV.

ToMV pertenece al género Tobamovirus de la familia Virgaviridae. Los
viriones son filamentos rigidos y el genoma codifica para dos proteinas
implicadas en la replicacion, la proteina de movimiento y la proteina de la
capsida (King y col. 2011b). Este virus esta distribuido por todo mundo y
causa graves danos en tomate y otros cultivos, principalmente de la familia

Solanaceae. Los viriones pueden permanecer infectivos por varios afios en
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restos secos de plantas, y pueden ser transmitidos a otras plantas por contacto
mecanico y a través de semillas (Broadbent. 1976). Informacion mas detallada

de este virus se encuentra en el apartado 1.6.4 (Pagina 37).

ToMV, como todos los virus con genoma de RNA, tiene un gran potencial
para evolucionar rapidamente y generar poblaciones con gran diversidad
genética (Domingo y Holland. 1997). La caracterizacion de la estructura y
diversidad genética de poblaciones de ToMV es necesaria para entender su
evolucion y epidemiologia, desarrollar métodos moleculares de diagnostico, asi
como disenar y aplicar estrategias especificas para el control de la enfermedad

(Acosta-Leal y col. 2011, Moya y col. 2004).

En este capitulo, se ha estudiado la estructura y diversidad genética de
la poblacibn mundial de ToMV, asi como los mecanismos evolutivos
implicados, mediante el analisis de la secuencia nucleotidica del gen de la

proteina de la capsida (CP).
6.2. MATERIALES Y METODOS
6.2.1. Aislados virales.

En total se analizaron 75 aislados del ToMV recolectados por las Dras.
Isabel Font San Ambrosio (Universidad Politécnica de Valencia) y Marisol Luis
Arteaga (Centro de Investigacion y Tecnologia Agraria, de Aragon). Se
determind las secuencias nucleotidicas del GPC de 29 aislados de ToMV
procedentes de campos de pimiento o de tomate de diferentes provincias de
Espana: Almeria (9 aislados), Barcelona (3), Leon (1), Murcia (9), uno de
Valencia (1), Vizcaya (2) y Zaragoza (4) a partir de muestras colectadas por las

Dras. Isabel Font San Ambrosio y Marisol Luis Arteaga.

De 1la base de datos GenBank, se obtuvieron las secuencias
nucleotidicas del gen de la CP de 46 aislados del ToMV procedentes de
diferentes cultivos (tomate, pimiento, berenjena, lila, camelia, cornejo, abeto
rojo, etc.) y fuentes naturales de agua (arroyos, glaciares y lagos) de diferentes
paises: Alemania (4 secuencias con los numeros de acceso AJ429083,
AJ428084, AJ428085, AJ428086), Brasil (11 secuencias: AM411425-
AM411432, AF411922, AY063743 y DQ230836), China (8: AJ417701,
AJ011934, AJ0132845, AY313136, DQ661035, GQ280794, FN985165 y
Z98201), Corea (2: EU885417 y HM623426), Groenlandia (6: AF067229,
AF067233, AF067237, AF067239, AFO067250 y AF067252), Iran (4: HQ593624-
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HQ593627), EEUU (6: AF067230, AF067234, AF067241, AF067242,
AF067248 y AF067249), Kazajstan (3: AJ243571, AJ310339 y Z92909),
Malasia (1: AF067236), y Taiwan (1: AY383730). También se utilizo la
secuencia del gen de la CP de TMV (numero de acceso del GenBank: V01408)
como referencia externa a ToMV (outgroup), ya que ambos virus pertenecen al

género Tobamovirus.
6.2.2. Extraccion de RNA

Se homogenizaron 0,5 g de tejido foliar en una bolsa plastica con 10
volumenes de tampon de lisis, compuesto de Isotiocianato de Guanidina 4 M,
acetato de sodio 0,2 M y pH 5,0, EDTA2-Na 25 mM, 2,5% (p/v) de PVP-40, al
que se agrego 1% (v/v) de 2-mercaptoetanol justo antes de usar. Para la
purificacion del RNA total se utilizo el estuche comercial RNeasy Plant Mini Kit

74904 (QIAGEN) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
6.2.3. RT-PCR.

Se utilizaron los cebadores ToMVspec (dir): 5-CGGAAGGCCTAAACC
AAAAAG-3’, y Tob-Unil (rev): S5-ATTTAAGTGGASGGAAAAVCACT-3’, que
flanquean por completo el gen que codifica la CP (Letschert y col. 2002). Para
ello, se coloco 0,2 uM de cada cebador, 1,0 ul de extracto de RNA y 3 ul de
agua desionizada en un tubo, y se desnaturalizaron a 80°C x 5 minutos,
incubando inmediatamente después en hielo otros cinco minutos para anadir
el resto de la mezcla de reaccion, que consistié en 2,0 ul de tampoén 10x, 1,5
mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTPs, 40 U de Superscript II (Invitrogen), 0,1 pl
Rnase Out (Invitrogen) y 0,5 U de Taq polimerasa (Invitrogen), ajustada a 15 pl.
Luego de mezclar el RNA y los cebadores con la mezcla de RT-PCR en un tubo,
la RT-PCR se realizo en un solo tubo siguiendo el siguiente programa: un ciclo
a 42°C durante 45 min, un ciclo a 94°C durante 3 min, 35 ciclos que incluyen
94°C durante 30 segundos, 60°C durante 30 segundos y 72°c durante 30
segundos, y un ciclo final de 72°C durante 5 min. Los amplicones fueron
visualizados en un gel de agarosa al 1% en TAE 1X, y teniido con bromuro de
etidio bajo luz ultravioleta, de la forma como ha sido descrito en el apartado

3.2.3.1 (pagina 55).
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6.2.4. Secuenciacion.

Los productos de RT-PCR se purificaron con el estuche comercial
UltraClean® 15 DNA Purification Kit, 12100-300 (MoBio). Las secuencias
nucleotidicas se determinaron en ambos sentidos utilizando un secuenciador
ABI PRISM DNA sequencer 377 (Perkin-Elmer) y se depositaron en la base de
datos GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) con los numeros de acceso
de JF810425 a JF810439 y de JN381931 a JN381944.

6.2.5. Analisis de secuencias nucleotidicas.

El programa MEGA 5.05 (Tamura y col. 2011) se utiliz6 para varios
analisis:

A) Alineamiento de las secuencias nucleotidicas del gen de la CP de 75
aislados de ToMV usando el algoritmo CLUSTAL W (Larkin y col. 2007)

considerando los codones para mantener la pauta de lectura, esencial para

analisis posteriores.

B) Estimacion de la distancia nucleotidica entre aislados de ToMV (d,
numero de sustituciones nucleotidicas por posicion nucleotidica). Para ello se
utilizo el modelo de sustitucion nucleotidica de Tamura-3 parametros (Tamura.
1992), por ser el que mejor se ajusta a estas secuencias nucleotidicas segun el
criterio de Akeike, corregido (Nei y Kumar. 2000). Este modelo asume que la
ocurrencia de transiciones es mayor que la tasa de transversiones y que la

proporcion del contenido de GC # 0,5.

C) Estimaciéon de la diversidad nucleotidica (1) como el promedio de la

distancia nucleotidica entre pares de aislados de ToMV.

D) Estimacion del numero de sustituciones sinonimas (S) por sitio
sinoénimo y el numero de sustituciones no sinonimas (N) por sitio no sinénimo

con el método de Pamilo-Bianchi-Li (Li 1993, Pamilo y Bianchi 1993).

E) Inferencia de las relaciones filogenéticas del gen de la CP de los 75
aislados de ToMV mediante el método del vecino mas proximo (neighbor
joining) y de maxima verosimilitud (maximum likelihood, ML) (Nei y Kumar.
2000). La significancia estadistica de los nodos se realizd6 con la prueba de
simulacion de agrupamientos (bootstrap test) con 1000 repeticiones (Efron y
col. 1996). La raiz del arbol filogenético se calculé usando la secuencia del gen

de la CP del virus del mosaico del tabaco TMV como outgroup.
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El programa DnaSP5.10 (Librado y Rozas. 2009) se utiliz6 para los

siguientes analisis:

A) Estimacion de la diferenciacion genética y el grado de flujo genético
entre subpoblaciones de ToMV que ocupan areas geograficas distintas. Para
determinar si dos subpoblaciones estan o no genéticamente diferenciadas, se
utilizaron tres estadisticos basados en datos de secuencias (distancias
nucleotidicas): Ks*, Z* (Hudson y col. 1992) y Snn (Hudson. 2000). Ks*, Z* son
los estadisticos mas potentes para deteccion de diferencias genéticas entre
subpoblaciones de pequefnio tamano muestral y alta tasa de variacion, mientras
que Snn es mas adecuado para subpoblaciones de pequeno tamano muestral y
baja variacion genética (Hudson. 2000). Fs, es otro estadistico utilizado para
cuantificar el flujo genético entre subpoblaciones (Weir y Cockerham. 1984).
Subpoblaciones no diferenciadas muestran valores de Fs: cercanos a cero (flujo
genético total), mientras que subpoblaciones completamente diferenciadas
mostraran valores cercanos a uno (poblaciones aisladas con ningun flujo de
genes entre ellas). Se considera que un valor de Fs >0.33 indica un flujo
genético bajo que puede producir una diferenciacion genética incipiente de las

subpoblaciones (Wei y col. 2009).

B) Pruebas estadisticas basadas en la hipotesis de evolucion neutral (sin
seleccion natural y en poblaciones virales grandes sin grandes cambios en su
tamano). Se utilizo el estadistico D de Tajima (Tajima. 1989) y los estadisticos
D*y F* de Fu y Li (Fu y Li. 1993) con una significancia estadistica de a=0.05y
1000 réplicas en una simulaciéon coalescente. El estadistico D de Tajima evaluia
la relacion entre el nimero de sitios polimorficos y la diversidad nucleotidica.
El estadistico D* de Fu y Li, evaluia la relacion entre el nimero de mutaciones
Unicas por sitio en las secuencias que componen la muestra (singletones) y el
numero total de mutaciones. El estadistico F* de Fu y Li, evalua la relacion
entre el nimero de singletones en la muestra, y la diversidad nucleotidica. La
seleccion natural por fijacion de mutaciones ventajosas (positiva o adaptativa),
o eliminacion de mutaciones deletéreas (estabilizadora, negativa o purificadora)
produciria un exceso de variantes virales de baja frecuencia que conllevaria a
valores negativos de los estadisticos; aunque esto también puede ocurrir por
un aumento del tamafno poblacional después de un proceso de cuello de botella
(reduccion drastica); en la practica se traduce en una disminucion de la

diversidad genética dentro de una subpoblacion. Si la seleccion es disruptiva o
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balanceada se generara un exceso de variantes virales con una frecuencia
intermedia (divergentes) que produciria valores positivos en los estadisticos.
Sin embargo, esto también puede ocurrir después de una reduccion del

tamano poblacional.
El servidor DATAMONKEY (http://www.datamonkey.org) se utiliz6 para:

A) Deteccion de eventos de recombinacion e identificacion de los puntos
de recombinacion mediante el método GARD (Pond y col. 2006). Este programa
se basa en la busqueda de discordancias en las relaciones filogenéticas entre
distintos segmentos de las secuencias nucleotidicas alineadas. El analisis de
recombinacion debe realizarse en primer lugar ya que ignorar su efecto puede
conducir a errores en la inferencia de las relaciones filogenéticas (Posada y
Crandall. 2001), y una sobreestimacion de la presion de seleccion a nivel de
codon, incrementando la tasa de falsos positivos (Anisimova y col. 2003,

Shriner y col. 2003).

B) Estimacion del efecto de la seleccion en cada aminoacido de la CP. Se
utilizé el método de la probabilidad de efecto fijo (FEL: Fixed Effect Likelihood)
(Pond y Frost. 2005), que evalua estadisticamente la relacion entre el nimero
de sustituciones sinénimas por sitio sinénimo y el nimero se sustituciones no
sinébnimas por sitio no sinénimo, para probar la hipotesis nula de que ambas

variables se distribuyen de manera independiente.

Para estudiar la recombinacion y la seleccion natural, se excluyeron del
andlisis las secuencias procedentes de Groenlandia debido a que no
representan secuencias completas de la CP, mientras que el estudio de los
atributos poblacionales (diferenciacion geografica, estabilidad y flujo genético),
se incluyeron todos los aislados virales y se considero6 la secuencia parcial de la

CP comun a todos ellos.
6.3. RESULTADOS Y DISCUSION
6.3.1. Recombinacion.

Ninguno de los aislados de ToMV present6 recombinacion dentro del gen
que codifica la CP. Esto podria deberse a varias razones: A) una baja tasa de
recombinacion o seleccion de recombinantes viables en este virus. B) solo se
analiz6 una pequena zona del genoma (el gen de la CP corresponde
aproximadamente a un 7 % del genoma), aunque en algunos virus se ha

encontrado recombinantes dentro de la CP (Rubio y col. 2013). C) la baja
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divergencia entre aislados de ToMV (véase los siguientes apartados) no permite
detectar los recombinantes. Esta parece la causa mas probable ya que se han
encontrado recombinantes entre ToMV y TMV (He y col. 2012) asi como entre
distintos virus del género Tobamovirus (Fraile y col. 1997, Lartey y col. 1996,
Lim y col. 2010, Min y col. 2009), aunque se ha observado que hay una fuerte
seleccion negativa en los recombinantes de la CP de TMV y ToMV para
mantener los dominios funcionales (He y col. 2012). La recombinacion parece
haber tenido un papel importante en la evolucion de muchos virus de plantas
con un genoma formado por una cadena de RNA de sentido positivo (Chare y
Holmes. 2006, Ferrer y col. 2011, Rubio y col. 2013). Se ha propuesto que la
recombinacion puede compensar la disminucion de eficacia biologica en las
poblaciones virales de pequeno tamano debido a la generacion de un gran

numero de mutaciones deletéreas (Nagy. 2008).
6.3.2. Relaciones filogenéticas de los aislados de ToMV.

El analisis filogenético del GPC de 75 aislados de distintos paises,
cultivos y fuentes de agua mostré tres clados o agrupaciones con un elevado

soporte estadistico, con valores de bootstrap mayores del 70% (Fig. 6.1).

El clado I esta compuesto por la mayoria de los aislados, procedentes de
Sudamérica (Brasil), Norteamérica (EEUU y Groenlandia), Europa (Alemania y
Espana), Asia central (Kazajistan e Iran) y Asia oriental (China, Corea, Malasia
y Taiwan), procedentes de diversos cultivos y fuentes de agua. El clado II esta
formado por un solo aislado de Brasil de pimiento y el clado III por tres
aislados de Brasil de pimiento. La distancia nucleotidica entre aislados dentro
de un clado fue menor que 0,042 (distancias medias de 0,013 = 0,004 y 0,021
* 0,007 para los clados I y III, respectivamente), mientras que las distancias

entre los clados vari6 entre 0,086 y 0,207.

Es interesante notar, que las secuencias nucleotidicas de aislados de
ToMV que se obtuvieron por RT-PCR de muestras recogidas en hielo glacial de
unos 140.000 anos (Castello y col. 1999) eran muy similares a las secuencias
de aislados recientes, lo cual sugiere una gran estabilidad genética de ToMV. El
hecho que se hayan establecido tres clados de aislados de ToMV con baja
diversidad genética dentro de cada clado sugiere una fuerte seleccion negativa
y que las mutaciones viables en el genoma de ToMV podrian estar restringidas
en torno a variantes genéticas que corresponderian a unos picos muy

estrechos dentro del paisaje adaptativo de este virus (Wright. 1932).
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Figura 6.1. Arbol filogenético del gen de la CP de 75 aislados de ToMV y un aislado de TMV usado como outgroup,
generado con el método de Méxima Verosimilitud. Sélo se muestran valores de bootstrap mayores de 50%. La longitud
de las ramas del &rbol es proporcional a las distancias genéticas. Se indica el origen geogréfico y los nimeros de acceso

de GenBank. Los numeros entre paréntesis indican €l nimero de aislados.

En Brasil se encontraron aislados correspondientes a los tres clados,
siendo dos de estos clados exclusivos de Brasil. La existencia de aislados
divergentes en Brasil y la baja divergencia observada entre los aislados del
resto del mundo sugieren que Brasil o Sudamérica podria ser el origen de

dispersion de ToMV, y que un aislado (o genotipo) se habria dispersado por
todo el mundo.

La gran estabilidad genética de ToMV y el hecho que la mayoria de

aislados del mundo tienen wuna baja divergencia tienen importantes
implicaciones practicas, ya que por una parte facilita el diseno de métodos de
deteccion y la aplicacion de estrategias de control de la enfermedad, y por otra
parte muestra que hay un riesgo muy bajo de la dispersion y emergencia de

aislados divergentes de ToMV.
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Hay que destacar que la distancia nucleotidica maxima entre aislados de
ToMV (correspondiente a distintos clados) llegd a ser 0,207, mientras que la
distancia entre éstos y el aislado de TMV que se us6 como outgroup varioé entre
0,304 y 0,368. Estas distancias nucleotidas estan en consonancia con uno de
los criterios para la demarcacion de especies en el género Tobamovirus, cuyo

punto de corte es de 0,250 en el gen de la CP (King y col. 2011Db).
6.3.3. Estructura genética y flujo genético entre subpoblaciones de ToMV.

La poblacion mundial de ToMV se dividido en seis subpoblaciones:
Sudamérica (Brasil), Norteamérica (EE.UU), Groenlandia, Europa (Espana y
Alemania), Asia central (Kazajstan e Iran) y Asia oriental (China, Corea,
Taiwan y Malasia). La diversidad nucleotidica fue muy baja tanto dentro de
cada subpoblacion como entre subpoblaciones (ambas menor que 0,020),
excepto para Sudamérica (Tabla 6.1), que mostré una diversidad nucleotidica
de 0,095 (dentro de Sudamérica); y cerca de 0,070 cuando fue comparada con
las otras subpoblaciones. Se ha encontrado también estabilidad genética
espacial en otros virus del género Tobamovirus (Fraile y col. 1996, Rodriguez-
Cerezo y col. 1989) y en otros virus de plantas (Garcia-Arenal y col. 2001,

Vives y col. 2002).

La estimacion de la diferenciacion genética entre subpoblaciones, con
los estadisticos Ks*, Z* y Snn, sugieren diferenciacion genética entre ellas. El
analisis con estos tres estadisticos mostré a Norteamérica y Groenlandia como
una Unica subpoblacion genética, mientras que las demas subpoblaciones
estuvieron genéticamente diferenciadas. Solamente cuando se compard
Sudameérica con Norteamérica, Asia central o Groenlandia, el estadistico Ks*

no mostré diferenciacion genética.

Los valores de flujo genético, Fs: fluctuaron entre 0,100 y 0,300 (Tabla
6.1) para la mayoria de los casos, lo que sugiere que hay un cierto flujo
genético entre algunas subpoblaciones. Los mayores valores de Fs se dieron
entre Groenlandia con respecto a Europa y Asia oriental, indicando un
aislamiento geografico entre dichas subpoblaciones. Los valores mas bajos de
Fst se dieron entre Europa y Asia oriental y entre Groenlandia y Norteamérica,
indicando un alto flujo genético entre estas subpoblaciones. Se podria
especular que este flujo genético entre la subpoblacion de Norteamérica y
Groenlandia haya sido causado por la liberacion de secuencias ancestrales del

virus en fenomenos de desprendimiento y derretimiento de glaciares,
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dispersando el virus a través del ciclo hidrologico y podria explicar en parte la

gran estabilidad genética entre estas dos subpoblaciones (Castello y col. 1999).

La baja diversidad genética y el relativamente bajo flujo genético
encontrado en ToMV corresponde a una situacion que difiere de otros virus
que tienen una diversidad baja con un alto flujo genético (Rubio y col. 2001a),
una diversidad genética relativamente alta con alto flujo genético (Rubio y col.
2001b) o con bajo flujo genético (Wei y col. 2009). Este limitado flujo genético
podria explicar en parte el hecho que los aislados divergentes de Brasil no se

hayan dispersado.

Tabla 6.1. Diversidad genética y flujo genético de subpoblaciones geograficas de ToMV

Subpoblaciona Nb Diversidad nucleotidica (Fs)°

Europa  Sudamérica Asia Oriental Asia Central Norteamérica  Groenlandia

Europa 33 0.011£0.004
(0.210)

Sudamérica 11 0.068+0.014 0.095+0.014
(0.208)

Asia Oriental 12 0.013+0.004 0.0069+0.015 0.013+0.004
(0.055) (0.204)

Asia Central 7 0.019£0.004 0.072+0.015 0.018+0.004 0.01820.007
(0.155)  (0.201)  (0.133) (0.559)

Norteamérica 6 0.016+0.005 0.069+0.0015 0.016+0.004 0.019+0.005 0.011+0.004
(0.265)  (0.222)k"  (0.263) (0.230)

Groenlandia 6 0.015£0.005 0.0680.016 0.015:0.005 0.017+0.005 0.007+0.002 0.003£0.001
(0536) (0273 (045  (0373) (o3g)s.zsm

a Subpoblaciones geogréficas: Europa: Espafia (29 aislados) y Alemania (4); Sudamérica: Brasil (11); Asia oriental: China (8),
Corea (2), Taiwan (1) y Malasia (1); Asia central: Iran (4) y Kazajistan (3); Norteamérica: EEUU (6) y Groenlandia (6).

bN = Numero de aislados de ToMV.

¢Diversidad nucleotidica dentro de subpoblaciones (sombreada) y entre subpoblaciones, incluyendo los errores tipicos.

Los Valores de Fst estan entre paréntesis. Valores no significativos de los estadisticos Ks*, Z* y Snn (P>0,05) estan
representados como superindices. Estos estadisticos también fueron evaluados entre Espafia y Alemania en Europa y entre
Irén y Kazajistan en Asia Central.

6.3.4. Seleccion natural.

La comparacion entre sustituciones no sinonimas (dN, producen
cambio de aminoacido) y sinénimas (dS, silenciosas, no producen cambio de
aminoacido) proporcionan informacién sobre la intensidad y la direccion de la

seleccion a nivel molecular. En la CP de ToMV el nuimero de sustituciones
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sin6nimas fue mayor que el de las sustituciones no sinénimas indicando que
hay una presion de seleccion negativa. La relacion dN/dS dio un valor de
0.171 indicando una intensidad de seleccion moderada que esta dentro de los
valores observados en otros virus de plantas (Garcia-Arenal y col. 2001). El
analisis estadistico de las sustituciones dN y dS a nivel de cada codén revelo
que ninguno estaba bajo seleccion positiva como resultado de una adaptacion,
mientras que habia 137 bajo evolucion neutra y 22 bajo seleccion negativa
(Fig. 6.2).

10 ' ' '
Seleccién positiva

Lo

dN-dS

|

-15

20l Seleccion negativa

-25 : : - .
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Codones

Figura 6.2. Posicién de los aa de la CP de ToMV bajo seleccién negativa. La ordenada representa la
diferencia de las sustituciones no sinénimas por sitio no sinénimo (dN) y las sustituciones sinénimas por

sitio sindnimo (dS) normalizadas. La abscisa representa la posicion de los aa.

Finalmente, el papel de la seleccion natural a nivel poblacional se
analizo con los estadisticos D de Tajima, y D* y F* de Fu y Li, que dieron
valores significativamente negativos (P < 0.05). Esto sugiere una fuerte
seleccion negativa o purificadora, que podria ocurrir por restricciones
funcionales de la CP por estar implicada en las diferentes funciones de
proteccion del genoma, movimiento célula a célula, y transmision entre
plantas, entre otras (Callaway y col. 2001b). Sin embargo, la deriva genética

puede haber contribuido a la reduccion de la variabilidad genética después de
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que las poblaciones virales hubiesen pasado por cuellos de botella durante
diferentes fases de su ciclo vital como el movimiento entre células y
movimiento sistémico (Sacristan y col. 2003) o transmision entre plantas (Ali y

col. 2006).
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7. RIBOVIRUS IMPORTANTES DE TOMATE: DETECCION
SIMULTANEA MEDIANTE RT-PCR MULTIPLE

7.1. INTRODUCCION.

El tomate es la hortaliza mas importante en el mundo, con una
produccion mundial de 152 millones de toneladas métricas, cosechadas sobre
poco mas de 4,5 millones de hectareas, y un valor de la producciéon alrededor
de 406 mil millones de euros en 2009 (FAO, 2009,
http:/ /www.fao.org/corp/statistics). En la ultima década, se ha descrito
varios casos de enfermedades virales emergentes en tomate que han causado
pérdidas economicas considerables (Hanssen y col. 2010b). En la cuenca del
mediterraneo y otras areas subtropicales, los siete ribovirus (con genoma de
RNA) mas daninos en tomate son: CMV, TSWV, ToMV, ToCV, TICV, PepMV y

ToTV (una descripcion detallada de estos virus esta en las paginas 31-46).

El control de estas virosis es muy dificil. Para algunos virus no se han
encontrado resistencias naturales mientras que otros son capaces de
evolucionar y superar resistencias introducidas en tomate por mejora genética
(Aramburu y Galipienso 2005, Lin y col. 2003, Lopez y col. 2011). A priori, la
mejor estrategia para el control de las enfermedades causadas por virus en
tomate esta basada en prevenir la introduccién y el establecimiento de los
virus en viveros y en los cultivos, asi como la erradicacion de plantas
infectadas en etapas tempranas de las epidemias. La implementacion de estas
medidas de control requiere una vigilancia continua mediante el uso de

meétodos de deteccion especificos, sensibles y de rapida aplicacion.

La deteccion de los virus de tomate se efectua tradicionalmente
mediante métodos serologicos, principalmente ELISA, con anticuerpos
policlonales o monoclonales. Sin embargo, el bajo titulo viral que
frecuentemente se encuentra en plantas de vivero o durante las primeras
fases de la infeccion viral puede dar lugar a falsos negativos. Ademas, no se

dispone de estuches comerciales de ELISA para ToCV, TICV y ToTV.

Como ya se ha mencionado, los métodos moleculares basados en la
hibridacion molecular o RT-PCR tienen la ventaja de ser mas sensibles que

ELISA, mas faciles de desarrollar, y permiten el control del nivel de
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especificidad. Hasta la fecha se han desarrollado la RT-PCR para CMV (Lin y
col. 2004), TSWV (Mumford y col. 1994), ToMV (Letschert y col. 2002), ToCV
(Louro y col. 2000a), TICV (Vaira y col. 2002), PepMV (Mumford y Metcalfe
2001), y ToTV (Pospieszny y col. 2007). Una modalidad de gran interés es la
RT-PCR multiple (multiplex RT-PCR) con varios pares de iniciadores para la
deteccion e identificacion simultanea de varios virus que afectan un cultivo
(Bertolini y col. 2003, Meunier y col. 2003, Mortimer-Jones y col. 2009,
Sanchez-Navarro y col. 2005, Thompson y col. 2003).

En este capitulo, se planteé como objetivo el desarrollo de técnicas de
RT-PCR multiple para la deteccion e identificacion simultanea de los siete
ribovirus mas importantes en cultivos de tomate del area mediterranea: CMV,

TSWV, ToMV, ToCV, PepMV, ToTV y TICV.
7.2. MATERIALES Y METODOS
7.2.1. Aislados virales.

Se utilizaron aislados virales de CMV, TSWV, ToMV, ToCV, TICV,
PepMV y ToTV recolectados por los Drs. José Aramburu (Institut de Recerca i
Tecnlogia Agroalimentaria, Barcelona), M* Isabel Font (Universidad Politécnica
de Valencia) y Salvatore Davino (Universidad de Palermo) como control positivo
en los ensayos de diagnostico. TSWV, CMV, ToMV y PepMV se inocularon
mecanicamente en plantas de tomate y se recogieron del campo plantas de
tomate que estaban infectadas por TICV, ToCV y ToTV. Las plantas de tomate

se mantuvieron en invernadero con malla a prueba de insectos.
7.2.2. Extraccion de RNA.

Se prepararon extractos de plantas mediante maceracion de tejido foliar
en una proporcion 1:20 (p/v) con tampéon PBS (137 mM de NaCl, 2,7 mM de
KCIl, 10 mM de Na,HPO4, 2mM de KH,PO4) a pH 7,2 y suplementado con
0,2% Na-DIECA + 2% (p/v) de polivinil-pirrolidona (PVP-10), en bolsas
plasticas individuales (Bioreba) al pasarle un rodillo. Estos extractos crudos se
dividieron en dos partes. Una parte se utilizo directamente en el analisis por
ELISA y la otra (equivalente a 100 mg de tejido vegetal) se utilizo para la
purificacion del RNA total con el estuche comercial “Ultraclean Plant RNA
Isolation Kit” (MoBio), tal como se describe en el apartado 3.2.2.1 (Pagina 53),

para luego usarlo en el analisis por RT-PCR.
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7.2.3. RT-PCR y PCR.

La RT-PCR en un solo vial, tanto simple como multiple, se realizo tal
como se ha indicado en el apartado 4.2.3 (pagina 72) pero adaptando la
temperatura de anillado a los iniciadores disenados (véase el apartado de
Resultados y discusion de este capitulo). La PCR se realizo tal como se indica

en el apartado 3.2.3.3 (Paginas 57 y 58).
7.2.4. Clonaje y secuenciacion.

El clonaje y secuenciacion estan descritos en el apartado 3.2.4 (pagina
60).

7.2.5. Analisis de secuencias nucleotidicas

Las secuencias nucleotidicas utilizadas en este trabajo se descargaron
de la base de datos de GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov). Las secuencias
fueron alineadas usando el programa CLUSTAL W (Higgins y col. 1994),
habilitado en el software Geneious Pro 5.4.6 (Biomatters). El disefio de los
iniciadores se realizo con los programas Primer Express 2.0 (Applied

Biosystems) y Vector NTI 9.0 (Invitrogen).
7.3. RESULTADOS Y DISCUSION
7.3.1. Diseno de iniciadores

Se disenaron pares de iniciadores especificos para los siete virus: CMV,
TSWV, ToMV, ToCV, TICV, PepMV y ToTV. Para que estos iniciadores se
puedan utilizar simultaneamente en una RT-PCR, se tuvo en cuenta que
fueran compatibles: sin ninguna interaccion entre ellos (primer dimer) y con
una temperatura de anillamiento similar para todos. Para permitir la
discriminacion de los diferentes virus por electroforesis, se eligieron las
secuencias de iniciadores que flanquean regiones gendomicas de diferentes
tamanos. Las secuencias nucleotidicas, la posicion genémica de los cebadores

y el tamano esperado de los amplicones, se muestran en la Tabla 7.1.

Para minimizar los falsos negativos debido a la ausencia de reconocimiento de
los iniciadores con algunos aislados genéticamente divergentes de cada virus,
se tuvo en cuenta la variabilidad genética de estos virus: CMV (Davino y col.
2012b, Lin y col. 2004, Roossinck y col. 1999, Roossinck 2002, Sacristan y col.
2004), TSWV (Lopez y col. 2011, Tentchev y col. 2011, Tsompana y col. 2005), ,
ToTV (Alfaro-Fernandez y col. 2010), ToCV (Lozano y col. 2009, Rubio y col.
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2013, Wintermantel y Wisler 2006), TICV (Rubio y col. 2013), PepMV (Gomez y
col. 2012, Pagan y col. 2006) y ToMV (Véase el capitulo anterior, pagina 91).
En el caso de PepMV se tuvo que disenar dos iniciadores reversos (Tabla 7.1),
ambos compatibles con el mismo iniciador directo que correspondian a dos
grupos divergentes del virus, ya que en este caso no se pudo encontrar una
region conservada para todos los aislados de PepMV que cumpliera todos los

requisitos especificados anteriormente.

Tabla 7.1. Iniciadores disefiados para RT-PCR multiples.

Virus Iniciadora Secuencia nucleotidica (5’-3’) Posicion®  Tamafnoc GenBank

TICV  TICV 1 (+) TTGGCTGTGAGTCAAGGAGGT ~ RNA2:5414 136 FJ815441
TICV 2 (-) CTGATTTGATAGCCGATTTCCC  RNA 2: 5549

ToTV  ToTV1(+) TGGTGCTCAACAGTGCAATCA  RNA1:859 189  DQ388879
ToTV2()  CACACTGCATCCACCTCTTCCA  RNA 1: 1047

ToCV  ToCV1(+)  CATTCCGGCTAATCCTAATCGA ~ RNA2:4461 101  AY903448
ToCV2() CCCTAGTGGAGTGTACCTTCAATTTC RNA 2: 4561

TSWV TSWV1(+)  ACCATGGTCTTCTTCTGATGAA  RNAM: 165 452 $48091
TSWV2()  AGTTATTGTCCCCTGACCCTTC ~ RNA M: 616

CMV ~ CMV1(+) ATTAACCACCCAACCTTTG RNA 3: 1413 478 D10538
CMV 2 (-) TGGGAATGCGTTGGTGCTC RNA 3: 1890
PepMV  PepMV 1 (+) CATAGTTGTGCACGGAATTGC 4503 773 AF484251
PepMV 2 (-)¢ TTCCGTCTTGATACTGACCA 5275 77 HQ663892
PepMV 3 (-)¢ TGCCGTCTTGATATTGGCCA 5279 AF484251
ToMV  ToMV 1 (+) GATAATTTGATTGAAGATGAAGCC 5644 274 AF332868
ToMV 2 (-) CTGTACACCTTATAAACATCGCC 5917

alos iniciadores directos se indican con (+) y los reversos con (-).

bLas posicidn de anillado del extremo 5’ de los iniciadores directo y reverso sobre la secuencia del RNA gendmico
correspondiente.

cTamafio de los amplicones, deducido de las secuencias nucleotidicas.
dSe usaron dos cebadores reversos para PepMV para abarcar dos grupos de aislados divergentes.
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7.3.2. Desarrollo de la RT-PCR miltiple.

En primer lugar, se llevo a cabo la RT-PCR en un solo paso para cada
virus por separado utilizando sélamente el par de iniciadores especificos
correspondiente. Se ensayo un gradiente de temperatura entre SO0 y 60 °C y se
encontré que la temperatura de anillado 6ptima para todos los iniciadores (de
los siete virus) era 50 °C dando lugar un amplicon Unico del tamano esperado,
mientras que no se obtuvo ningun amplicon en muestras procedentes de
plantas no infectadas. Los amplicones se clonaron y su secuencia nucleotidica
confirmé la identidad de los virus en las muestras de las que derivaban dichos

clones.

Los clones obtenidos de estos virus se utilizaron para ensayar y
optimizar las condiciones de la PCR multiple. Para ello se utiliz6 una mezcla
con cantidades equimolares (1 ng) de los clones de cDNA correspondiente a
cada uno de estos virus. La PCR con los siete pares de iniciadores especificos
para estos virus dio lugar a los amplicones con los tamanos esperados para
CMV, TSWV, ToMV, PepMV y ToTV, pero no se observaron los amplicones
correspondientes a los dos crinivirus: ToCV y TICV; lo que indica que existe
una incompatibilidad entre los iniciadores de estos dos virus. Tras varios
ensayos, la deteccion simultanea de los siete virus se consiguié mediante dos
PCRs multiples: una para PepMV, TSWV, ToTV y ToCV y la otra para la
deteccion de CMV, ToMV y TICV (Fig. 7.1).

Para determinar la sensibilidad en infecciones mixtas, se ensayo las
PCRs multiples con mezclas de cuatro o tres clones (segiin se usara una de las
dos RT-PCR multiples) de los distintos virus. Las mezclas se prepararon de
manera que se variaba la concentracion de un virus (diluciones desde 1 ng a
10-% ng) y se mantenia constante la concentracion de los otros virus (1 ng). En
todos los casos, cada virus se pudo detectar en una proporciéon de 1:1000 con

respecto a los otros virus (datos no mostrados).
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Figura 7.1. Electroforesis de dos PCRs multiples: A) con iniciadores para PePMV, TSWV, ToTV y ToCV
y B) con iniciadores para CMV, ToMV y TICV. Las muestras utilizadas (clones de cada virus) se indican

encima del gel.
7.3.3. Analisis de muestras de campo mediante la RT-PCR multiple

Para validar las técnicas de deteccion basadas en RT-PCR multiples con
muestras de campo, se analizaron 45 muestras de tomate recolectadas en el

2011 en distintos invernaderos y en parcelas al aire libre de Sicilia.

En la Fig. 7.2 se muestra el analisis electroforético de las RT-PCRs multiples
de algunas muestras y en la Tabla 7.2 se muestran los virus detectados en las

45 muestras de tomate analizadas.

El virus mas prevalente fue ToCV que se detecté en 32 plantas, seguido
por TSWV que se encontr6é en 25 plantas, CMV en 20 plantas, PepMV en 17
plantas, ToMV en 12 plantas, TICV en seis plantas y ToTV en dos plantas
(Tabla 7.2). Tres plantas de tomate no estaban infectadas por ningun virus,
ocho presentaron infecciones simples, mientras que otras 10 estaban
infectadas por dos virus distintos, 13 plantas por tres virus, ocho plantas por
cuatro virus y tres plantas por cinco virus (Tabla 7. 2). Las infecciones mixtas
parecen ser un fenomeno bastante frecuente ya que se ha reportado con
diferentes virus en diversos lugares y cultivos (Herrera-Vasquez y col. 2009,
Karyeija y col. 2000, Ochoa-Corona y col. 2010, Wintermantel y col. 2008);
incluso se ha llegado a detectar ocho virus infectando una sola planta

(Rodriguez y col. 2004).
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1kb plus Muestras Control 1kb plus  Muestras control
(Invitrogen) de campo sano (Invitrogen) de campo sano

Figura 7.2. Andlisis de algunas muestras de tomate de campo mediante A) RT-PCR miultiple para
PepMV, TSWV, ToTV y ToCV y B) RT-PCR muiltiple para CMV, ToMV y TICV .

Las infecciones mixtas podrian estar favorecidas por una interaccion
sinérgica entre distintas especies virales que daria como resultado un
aumento de la infectividad o multiplicacion de uno o varios de los virus con
respecto a las infecciones simples. El sinergismo puede ocurrir porque un
virus suprime algin mecanismo de defensa del hospedero que inhibre la
infeccion o multiplicacion del otro virus. Se han descrito varios casos en los
que cada virus codifica un supresor de silenciamiento que interfiere en
diferentes etapas de la ruta del silenciamiento génico, de manera que la
coinfeccion de ambos virus da lugar a sintomas mas severos que la infeccion
individual de cada virus (Gonzalez-Jara y col. 2005, Karyeija y col. 2000,
Palukaitis 2011, Syller 2011). Un caso interesante es la capacidad de TSWV de
infectar plantas de tomate con el gen de resistencia Sw-5 cuando estan
preinfectadas con ToCV (Garcia-Cano y col. 2006). Otro tipo de interaccion
sinérgica es la complementacion, en que uno de los virus provee de una
funcion en trans de la que carece el otro virus. Por ejemplo los umbravirus
solo se transmiten por pulgones cuando estan en plantas que estan infectadas
por luteovirus (Syller. 2011). La interaccion entre diferentes virus co-
infectando la misma planta puede tener un impacto importante en el
desarrollo de epidemias y podria incrementar el dafo en cultivos en caso de

ocurrir sinergismo (Syller. 2011).
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La distribucion de los virus analizados fue diferente para cada provincia
de Sicilia. Aunque ToCV estaba ampliamente extendido en todas las provincias
Sicilianas, ToTV y TICV solamente se detectaron en la provincia de Ragusa,
mientras que CMV y TSWV tuvieron mayor prevalencia en Agrigento y Trapani.
Estas diferencias en la prevalencia de estos virus en cada provincia siciliana
podria deberse a diversos factores, entre ellos: los genotipos de tomate
cultivados en cada provincia, las poblaciones de insectos vectores, las
condiciones climaticas y las practicas agronomicas. Asi por ejemplo, en
Ragusa se cultiva el tomate en invernadero mientras que en Agrigento y

Trapani se hace en campo abierto.

Tabla 7.2. Deteccion de siete virus mediante RT-PCR muiltiple en 45 plantas de tomate recolectadas en

tres provincias de Sicilia.

Provincias

Virus Ragusa Agrigento Trapani

PepMV ++++—+——+——++4+- A —— -
TSWV ———t +———  ——t++—t———F++++ -t
ToTV Fh e e
ToCV -+ A - A
CMV ——t F4++t————— +4++++ -t ——— +4+
ToMV - +++———t———++—4++ -t
TICV ++++-———— -t e

Cada columna corresponde a una planta de tomate.
La presencia de cada virus se denota con + y la ausencia con -.
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8. CONCLUSIONES GENERALES

Las ténicas moleculares basadas en la PCR e hibridacion molecular
tienen ventajas en la aplicacion por su gran sensibilidad, reproducibilidad y
especificidad; y en el disefio por su facilidad, rapidez y capacidad de controlar
el nivel de especificidad (familia, género, especie, cepa o grupo de aislados). La
capacidad de detectar simultaneamente un cierto numero de virus en el
campo o en lotes de semilla, constituye una herramienta valiosa para la
gestion de la calidad fitosanitaria de los cultivos en todas sus fases, ya sea en
cribado de bancos de germoplasma, en programas de mejora genética para
introduccion de resistencia en nuevos cultivares, en muestreos de rutina para
vigilancia epidemiolégica, en control de calidad en programas de certificacion,
o en vigilancia cuarentenaria para la regulacion del movimiento de material
vegetal en el comercio entre paises. Para garantizar una buena especificidad y
minimizar los falsos positivos y negativos es necesaria la caracterizacion

molecular de los virus de interés.

En este trabajo abordamos dos retos interesantes tanto a nivel
tecnologico como a nivel practico sobre la deteccion de un grupo de virus
relacionados taxonomicamente (género Fabavirus) y los virus mas importantes
que afectan a un cultivo en un area determinada (tomate en el area

mediterranea).

De todo el trabajo se pueden extraer las siguientes conclusiones

concretas:
Reto 1. Deteccion simultanea de los miembros del género Fabavirus

1.1. Se ha determinado la secuencia nucleotidica del genoma completo de
LMMV, que era el Unico miembro del género Fabavirus que no tenia
confirmado su estatus de especie viral ya que no se disponia de ninguna

secuencia.

1.2. La inferencia de las relaciones filogenéticas demostré que LMMV es una
especie del género Fabavirus y se corrobord el criterio para delimitar entre
géneros, especies y aislados virales basado en la identidad nucleotidica y
aminoacidica. Esta informacion se utilizé para el disefio de los métodos

moleculares de deteccion con distintos niveles de especificidad.
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1.3. Se descubriéo un motivo de secuencia de 10 nucleétidos, repetido a lo
largo de la 5-UTR en ambos RNAs genomicos de todos los miembros del
género Fabavirus. Esto tiene por un lado un valor taxonomico ya que sirve de
sena de identidad para adscribir nuevos virus a este género, y por otro lado se
podria utilizar para el desarrollo de un método de deteccion general para el

género Fabavirus.

1.4. Se desarrollo un procedimiento basado en RT-PCR con un par de
iniciadores conservados para el género Fabavirus y RT-PCR maultiple con
iniciadores especificos de las cinco especies conocidas de este género que
permite la deteccion muy sensible de estos virus y el descubrimiento de

nuevos virus dentro del género Fabavirus.

1.5 Se desarrolldo un método basado en la hibridacion de flujo, que permite un
analisis muy rapido de un elevado numero de muestras para la deteccion de
todos los miembros del género Fabavirus con una sonda general (que contiene
los motivos sena de identidad del género), y la identificacion de las cinco
especies conocidas mediante sondas especificas. Esta es la primera vez que se
consigue una sonda general para un género viral y posibilita el descubrimiento

de nuevas especies dentro del género Fabavirus.

Reto 2. Deteccion simultanea de los siete ribovirus mas importantes de

cultivos de tomate del area mediterranea.

2.1. La caracterizacion genética de la poblacion mundial de ToMV, el inico de
los siete ribovirus no caracterizado, mostré tres grupos divergentes de
aislados. Sélamente uno de estos grupos, formado por aislados muy similares
genéticamente, estaba distribuido por todo el mundo. Esta estabilidad
genética facilita el diseno de métodos de deteccion y el control de la
enfermedad, aunque hay que vigilar por el riesgo de dispersion de los pocos

aislados divergentes.

2.2. Se desarrollo un meétodo basado en dos RT-PCRs multiples para la
deteccion e identificacion simultanea de CMV, TSWV, ToMV, ToTV, ToCV,
TICV, y PepMV.

2.3. Una prospeccion en campo con este método reveld que la prevalencia de
cada virus era distinta y variaba segun las areas geograficas analizadas, asi

como que era frecuente las infecciones mixtas con varios de estos virus.
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