Resum

Un dels problemes als quals s'enfronta l'agricultura són els danys produïts pels virus que causen cada any considerables pèrdues econòmiques en diversos cultius arreu del món. El control de les malalties virals és difícil a causa de la seva complexa i dinàmica epidemiologia, amb casos freqüents d'emergència i ràpida dispersió a escala global, així com per la seva gran capacitat evolutiva que els permet superar diferents estratègies de control, com per exemple el cultiu de varietats resistents obtingudes per millora genètica. 

El primer pas per avaluar l'estat sanitari d'un cultiu i poder aplicar un programa de maneig integrat és disposar de mètodes de diagnòstic i detecció dels principals virus que siguin específics, fiables, ràpids i sensibles. Donada la situació dinàmica de les virosis, en la qual contínuament estan apareixent nous virus o variants, és recomanable que els mètodes de diagnòstic puguin desenvolupar-se ràpidament 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'espècie viral sinó també per a categories taxonòmiques superiors, com a gènere i família o inferiors com a soca o grup d'aïllats virals). A aquest respecte, els mètodes moleculars basats en la reacció en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction, PCR) i la hibridació molecular d'àcids nucleics compleixen aquests criteris. Els mètodes de PCR tenen l'avantatge de ser molt sensibles mentre que els basats en la hibridació permeten analitzar simultàniament un elevat nombre de mostres. Una modalitat, la hibridació de flux d'empremtes vegetals (flow-through hybridization of tissue prints), recentment desenvolupada, suposa una reducció dràstica del temps necessari per a l'anàlisi en evitar el processament de les mostres i accelerar el procés d'hibridació. En el desenvolupament, tant de la PCR com de la hibridació, és necessari conèixer la seqüència nucleotídica d'almenys una porció del genoma del virus que es vol detectar, però si es vol treure el màxim partit, d'una banda, cal estimar la variabilitat genètica entre els diferents aïllats del virus, per a evitar o minimitzar els falsos negatius (ex. reacció negativa amb alguns aïllats genèticament divergents), i d'altra banda, cal considerar la relació genètica del virus objecte en relació a altres virus, per evitar falsos positius (ex. reacció positiva amb aïllats pertanyents a altres virus). 

En aquesta tesi doctoral es van abordar dos reptes relacionats amb el desenvolupament de mètodes moleculars de detecció de ribovirus (amb genoma de RNA) que afecten cultius hortícoles. El primer correspon a la detecció del gènere Fabavirus, que està compost per cinc espècies 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 cucurbitàcies (Curcubit mild mosaic virus, CuMMV) i virus del mosaic suau de l'ortiga blanca (Lamium mild mosaic virus, LMMV). En primer lloc es va seqüenciar el genoma complet de l'únic aïllat disponible de LMMV, ja que era l'única espècie viral d'aquest gènere de la qual no es disposava cap seqüència nucleotídica. La comparació d'aquesta seqüència amb la del genoma complet dels altres fabavirus va confirmar que LMMV era una espècie viral i va permetre delimitar la identitat nucleotídica i aminoacídica que hi ha entre gèneres, espècies i aïllats virals. Es va trobar diverses repeticions d’un  motiu de deu nucleòtids a les zones no traduïbles de l'extrem 5’ de tots els membres del gènere Fabavirus, fet que es pot considerar com un signe d'identitat i que pot servir per assignar nous virus a aquest gènere viral. En segon lloc, a partir de totes les seqüències nucleotídiques disponibles de tots els virus del gènere Fabavirus es va dissenyar una parella d’encebadors  conservats per poder detectar per retrotranscripció (reverse transcription, RT) i PCR (RT-PCR) tots els fabavirus en una única reacció. També es van dissenyar cinc parelles d’encebadors, cadascuna específica per a una espècie viral, per poder detectar i identificar qualsevol d'aquests virus en una única reacció mitjançant RT-PCR múltiple (multiplex RT-PCR). La combinació de tots dos procediments de RT-PCR permet detectar i identificar cadascuna de les cinc espècies conegudes del gènere Fabavirus, així com descobrir noves espècies dins d'aquest gènere. En tercer lloc, es va dissenyar una sonda molecular corresponent a la regió del genoma que contenia les repeticions del motiu de deu nucleòtids, amb la qual es va poder detectar les cinc espècies del gènere Fabavirus mitjançant hibridació molecular de flux. Aquesta és la primera vegada que s'aconsegueix una sonda conservada per a un gènere viral. També es van dissenyar cinc sondes, cadascuna específica per a cadascuna de les cinc  espècies conegudes del gènere. De manera que mitjançant hibridació de flux amb les sis sondes es poden identificar BBWV-1, BBWV-2, LMMV, GeMV i CuMMV i descobrir noves espècies dins del gènere Fabavirus. Per comprovar l'especificitat de les tècniques de RT-PCR i hibridació desenvolupades aquí, ambdues es van provar amb diferents aïllats d'una mateixa espècie viral que eren genèticament molt divergents (identitat ~80%) i no es van produir falsos negatius. Així mateix es va constatar in silico o in vitro que aquestes tècniques no produïen falsos positius al no detectar altres virus relacionats fora del gènere Fabavirus, com són aquells que pertanyen als gèneres Comovirus i Nepovirus, que al costat del gènere Fabavirus formen la subfamília Comovirinae. 
L'altre repte que es va plantejar va ser la detecció i identificació dels set ribovirus més importants en els cultius de tomàquet de l'àrea mediterrània i altres àrees subtropicals: virus del mosaic del cogombre (Cucumber mosaic virus, CMV), virus del bronzejat del tomàquet (Tomato spotted wilt virus, TSWV), virus del mosaic del tomàquet (Tomato mosaic virus, ToMV), virus de la clorosi del tomàquet (Tomato chlorosis virus, ToCV), virus de la clorosi infecciosa del tomàquet (Tomato infectious clorosis virus, TICV), virus del mosaic del cogombre dolç (Cogombre mosaic virus, PepMV), i virus del torrat del tomàquet (Tomato torrado virus, ToTV). Primer es va caracteritzar la variabilitat genètica de ToMV puix que era l'únic d'aquests virus en la qual no s'havia estudiat aquest atribut. Es va trobar tres grups d'aïllats que tenien entre ells identitats nucleotídiques menors al 90%. Malgrat tot, solament un d'aquests grups s'havia dispersat pel món i es caracteritzava per una gran estabilitat i molt baixa variabilitat genètica (identitats majors del 98%). A partir de l'anàlisi de totes les seqüències disponibles d'aquests set virus es van dissenyar set parelles d’encebadors específics per a cada virus. Es va tenir en compte la variabilitat genètica dins de cadascun dels set virus per evitar o minimitzar els falsos negatius. Mitjançant dos RT-PCR múltiples (una per CMV, ToMV i TICV i l'altra per TSWV, ToCV, ToTV i PepMV) es va poder detectar i identificar cada espècie viral tant en infeccions úniques com a múltiples en mostres de camp de Sicília amb una prevalença variable segons el virus i l'àrea geogràfica.

Els mètodes moleculars de detecció desenvolupats en aquesta tesi permeten dur a terme prospeccions rutinàries en grans àrees de cultiu, recaptant informació epidemiològica molt valuosa per al maneig de malalties a diferents escales geogràfiques, i constitueixen una primera línia de defensa enfront de l'ocurrència de brots de les malalties virals. El desenvolupament i adopció d'aquesta metodologia suposa una aportació que contribuiria a millorar la gestió de la qualitat per part d'empreses productores i distribuïdores de llavors o propàguls asexuals, i a les agències governamentals reguladores del comerç internacional d'aquests productes amb la finalitat de disminuir els riscos i reduir l'enorme impacte econòmic, valorat en desenes de milions d'euros anuals, en pèrdues directes i indirectes, que implica l'emergència i dispersió dels virus en les economies dels països afectats.
