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TiTULO DEL TFG

DETECCION E IDENTIFICACION DE BEGOMOVIRUS EN ESPANA. VARIABILIDAD GENETICA DE
AISLADOS DE ToLCNDV DE LA COMUNIDAD VALENCIANA.

RESUMEN

El virus del rizado de tomate de Nueva Delhi (Tomato leaf curl New Delhi virus, TOLCNDV) pertenece al
género Begomovirus, englobado en la familia Geminiviridae. TOLCNDV fue detectado en 2013 en Espafia
en cultivos de cucurbitaceas, principalmente en calabacin, y en 2014 en tomate. Hasta entonces, otros
begomovirus como el virus del rizado amarillo del tomate (Tomato yellow leaf curl virus, TYLCV) y el virus
del rizado amarillo del tomate especie Cerdefia (Tomato yellow leaf curl Sardinia virus, TYLCSV), se
detectaban frecuentemente en los cultivos espafioles de tomate. La infeccidn de cultivos de cucurbitaceas
y tomates por estos virus provoca grandes pérdidas en todo el mundo. Para controlar y tener la posibilidad
de reducir los dafios causados por estos virus, es importante disponer de técnicas de diagndstico que
permitan detectarlos de manera sensible, rapida y con costes asumibles.

Los objetivos del presente trabajo fueron la comparacion de las técnicas de deteccién mediante PCR e
hibridacién molecular no radiactiva (NASH), la comparacion de métodos de extraccién de acidos nucleicos
(el kit comercial EZNA Plant DNA de Omega Biotech y el método de captura con silica) y el estudio de la
variabilidad de aislados de TOLCNDV muestreados en la Comunidad Valenciana.

Los resultados reflejaron que la PCR es la técnica que presenta mejores limites de deteccion,
concretamente 100 veces mayores que NASH, siempre que el protocolo de extraccion sea el kit comercial
EZNA. En el caso de la extraccion mediante el método silica, el limite de deteccién es similar. Por tanto,
existe buena correlacién entre ellas, detectandose incluso algunas muestras positivas Unicamente con
NASH por la presencia de inhibidores de la PCR, lo que pone de manifiesto que la hibridacién molecular
es una buena alternativa para el diagndstico rutinario de TOLCNDV. Asimismo, se comprobd que el mejor
método de extraccion del DNA en el andlisis por PCR es el kit comercial EZNA, mientras que para aplicar
NASH se obtienen mejores resultados con extraccidn de acidos nucleicos totales con silica.

Para llevar a cabo la caracterizacion molecular de aislados virales valencianos de ToLCNDV, se
seleccionaron tres aislados de distintos hospedantes, dos de diferentes especies de calabaza (Cucurbita
maxima y C. moschata) y otro de calabacin (C. pepo) de diferentes zonas de Alicante. Se realizé la
secuenciacion del genoma completo de ToOLCNDV disefiando cebadores degenerados dirigidos hacia zonas
conservadas, realizando la amplificacién por circulo rodante combinada con reacciones de PCR que
permitiesen la amplificacion completa de cada componente del genoma (DNA-A y DNA-B). Una vez
determinada la secuencia nucleotidica, se realizd un andlisis Blast que reveld una alta identidad
nucleotidica de los tres aislados de la Comunidad Valenciana con los aislados de ToLCNDV espafioles
recopilados de la base de datos del GenBank, y una identidad menor con los aislados indios y paquistanies.
El andlisis filogenético de la secuencia nucleotidica del DNA-B agrupa los aislados secuenciados con el
resto de aislados espafioles, mientras que en el analisis filogenético de la secuencia nucleotidica del DNA-
A, el Unico aislado que se agrupd junto al resto de aislados espafioles fue el del procedente de C. maxima,
los otros dos aislados se agruparon junto a otros procedentes de India y Pakistan. El analisis filogenético
de las proteinas codificadas por las diferentes pautas de lectura abierta (ORF), determind que los tres
aislados se agruparan con el resto de aislados espafoles, confirmando los resultados del analisis Blast.

PALABRAS CLAVE: DNA, PCR, hibridaciéon molecular NASH, tomate, cucurbitaceas.



ABSTRACT

Tomato leaf curl New Delhi virus (ToLCNDV) belongs to the genus Begomovirus, in the family
Geminiviridae. TOLCNDV was detected recently in 2013 in Spain in cucurbits, mainly in zucchini, and in
2014 it was detected in tomatoes. Until then, other begomovirus such as yellow leaf curl virus tomato
(Tomato yellow leaf curl virus TYLCV) and yellow leaf curl virus tomato species Sardinia (Tomato yellow
leaf curl Sardinia virus, TYLCSV), were frequently detected in Spanish tomato crops. Infection of tomatoes
and cucurbits by these viruses produces considerable economic losses worldwide. In order to control and
reduce the damage caused by these viruses, it is important to have diagnostic techniques which allow for
sensitive, fast and affordable detection.

The objectives of this study were the comparison of detection techniques using PCR and nucleic acid spot
hybridization (NASH), the comparison between different methods for extracting nucleic acids (EZNA Plant
DNA commercial kit, from Omega Biotech, and silica capture method), and the study of variability of the
ToLCNDV isolates of the Valencian Community.

Results showed that the PCR is the technique obtained better detection limits, namely 100 times greater
than NASH with the EZNA extraction protocol. In the case of extraction by the silica method, the detection
limit is similar. Therefore, there is a good correlation between them, detecting even some positive
samples only with NASH due to the presence of PCR inhibitors, which shows that the molecular
hybridization is a good alternative for routine diagnosis of TOLCNDV. It was also shown that the best
method of extraction of DNA for PCR analysis is the EZNA commercial kit, in contrast to the NASH method,
where the best results are obtained with silica capture method.

In order to perform the molecular characterization of valencian virus isolates of TOLCNDV, three isolates
from different hosts, two pertaining to different species of pumpkin (Cucurbita maxima and C. moschata)
and one to zucchini (C. pepo) from different areas of Alicante were selected. Whole genome sequencing
of ToLCNDV was performed by designing degenerate primers directed to conserved areas, and then
performing rolling circle amplification combined with PCR reactions, which allowed the complete
amplification of each component of the genome (DNA-A and DNA-B). Once the nucleotide sequence was
determined, a Blast analysis was carried out, which revealed a high nucleotide identity between the three
isolates from the Valencian Community and the ToLCNDV Spanish isolates from the GenBank database,
and a lower level of identity to the Indian and Pakistani isolates. A philogenetic analysis of the nucleotid
sequence of DNA-B grouped together the sequenced isolates with the rest of the Spanish isolates, in
contrast to the phylogenetic analysis of the nucleotid sequence of DNA-A, where the only isolate that was
grouped together with the Spanish isolates was the C. maxima isolate, and the other two isolates where
grouped together with the Indian and Pakistani isolates. Finally, the phylogenetic analysis of the proteins
coded by the different open reading frames (ORF), showed the three isolates are to be grouped with the
rest of the Spanish isolates, thus confirming the results of the Blast analysis.
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1. INTRODUCCION

Uno de los factores limitantes mas importantes en los sistemas de produccién agricola
es la destruccién de cosechas por la accidn de virus. En particular, desde los afios 90, distintas
cepas virales pertenecientes a la familia Geminiviridae han sido responsables de dafios
millonarios por todo el mundo (Picd et. al., 1996; Rybicki y Pietersen, 1999; Harrison y Robinson,
1999).

La inexistencia de tratamientos antivirales efectivos una vez la planta ha sido infectada,
motivan la aplicacién de técnicas preventivas que sean eficaces y econdmicas. La aplicacién de
medidas higiénicas antes y durante el cultivo, la erradicacién de las plantas enfermas vy la
utilizacion de variedades resistentes (mediante seleccidn artificial o modificacidn genética) son
algunas de las estrategias de control utilizadas en la actualidad. A pesar de ello, en el caso de los
geminivirus, su rapida capacidad de adaptacién dificulta la produccién de cepas resistentes, y el
aumento en el comercio internacional, facilita la dispersidn de los nuevos virus a escala mundial.
Estos dos hechos motivan la necesidad de introducir, junto a las medidas preventivas, medidas
rapidas y fiables de deteccidn y diagndstico de las enfermedades virales (Moffat, 1999).

1.1.FAMILIA GEMINIVIRIDAE: TAXONOMIA Y CARACTERISTICAS GENERALES

La familia Geminiviridae engloba a un grupo de virus fitopatdégenos de la clase Il segin
la clasificacion de Baltimore. Poseen DNA monocatenario (ssDNA) encapsidado en viriones
icosaédricos (18x30nm) unidos por una de sus caras, otorgdndole una morfologia geminada
(King et al., 2011) (Figura 1). Estos organismos son transmitidos por diferentes vectores, entre
los que se encuentra la mosca blanca Bemicia tabaci (Gennadius) e infectan tanto
monocotiledéneas como dicotileddneas (King et al., 2011; Varsani et al., 2014).

Figura 1. Morfologia de las particulas virales de los miembros de la familia Geminiviridae. Imagen

de microscopia electrdnica (A). Simulacién de la particula geminada del Maize streak virus, MSV
(B). (Fuente: (a) Zhang et al., 2001. (b) Stanley et al., 2005).

Diferencias en la organizacion genética, el rango de hospedantes y sus vectores son
criterios para reconocer los diferentes géneros dentro de la familia Geminiviridae (Gutierrez et
al., 2004). Ademas, los avances en las tecnologias de secuenciaciéon y en las herramientas
moleculares han facilitado la caracterizacién molecular de nuevos miembros de esta familia. El
Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV, International Committee on Virus Taxonomy)
aprobo la creaciéon de 3 géneros nuevos (Varsani et al., 2014), y en consecuencia, el nUmero de
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miembros de la familia Geminiviridae se ha ampliado respecto al informe generado en el 92
congreso del ICTV, y actualmente consta de siete géneros (Tabla 1).

Tabla 1. Géneros de la familia Geminiviridae y sus principales caracteristicas.

Familia Geminiviridae

Género Genoma Transmision Hospedantes
Mastrevirus Monopartito (excepto TYDV y BeYDV) Cicadulas Monocotiledéneas
Curtovirus Monopartito Cicadulas Dicotileddneas
Topocuvirus Monopartito Membracidos Dicotiledéneas
Begomovirus Monopartito y bipartito Mosca blanca  Dicotileddneas
Becurtovirus Monopartito Cicadélidos Dicotiledéneas
Eragrovirus Monopartito Desconocido  Monocotileddneas
Turnucurtovirus Monopartito Cicadélidos Dicotiledéneas

En cuanto a la organizacién gendmica, los géneros Mastrevirus, Curtovirus, Topocuvirus,
Becurtovirus, Eragrovirus y Turncurtovirus tienen genomas monopartitos que constan de un
Unico segmento llamado DNA-A. En cambio, el género Begomovirus estd compuesto por virus
con genoma monopartito de 2700 a 2800 nucledtidos, y otros con genoma bipartito en los que
el genoma se encuentra repartido en dos componentes de tamafo similar de 2500 a 2700
nucledtidos, denominados DNA-A y DNA-B (King, et al., 2011) (Figura 2). Este género es el mas
grande de la familia y consta actualmente de 288 especies, siendo Bean golden yellow mosaic
virus (BGMV) el miembro tipo. (King et al., 2011; ICTV, 2016).
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Figura 2. Organizacion gendmica de los diferentes géneros de la familia Geminiviridae (Fuente:
Varsani et al., 2014).

1.2.EL GENERO BEGOMOVIRUS

Los virus pertenecientes al género Begomovirus infectan dicotileddneas, principalmente
solandceas, y son transmitidos de forma natural por la mosca blanca B. tabaci de forma
persistente y circulativa (Navas-Castillo et al., 2011).

Estudios filogenéticos agrupan al género Begomovirus en dos grandes grupos basandose
en diferencias en la secuencia que codifica para la proteina de cubierta (CP): Begomovirus del
“Viejo Mundo” que incluye las especies procedentes del Mediterraneo, Africa, Oriente Medio,
Asia y Australia; y los del “Nuevo Mundo” procedentes del continente americano y el Caribe
(Rybicki, 1994; Padidam et al., 1995) (Figura 3).
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Figura 3. Diagrama de 57 especies del género Begomovirus del “Nuevo Mundo” y del “Viejo
Mundo”. Se indica el nombre y nimero de accesién de todos los aislados. El arbol filogenético se
realizé utilizando la secuencia completa del DNA-A. A cada virus le corresponde la situacion
geografica marcada con una estrella del mismo color. Se indica si son monopartitos con un punto
rojo y si son bipartitos con un punto verde. Los puntos azules indican aquellos virus en los que se
ha detectado asociacion con betasatélites. La distribucion geografica de las 4 secuencias en blanco
corresponde con las estrellas del mismo color situadas en el mapa, localizadas en Indochina,
Indonesia, Filipinas y Australia (Fuente: Czosnek, 2007).

Los begomovirus han adquirido mas importancia en los ultimos afios por la aparicién de
factores como las infecciones mixtas, recombinaciones o el sinergismo interespecifico (Harrison
y Robinson, 1999; Monci et al., 2002). En este sentido, la asociacién de virus de este género con
betasatélites ha incrementado los problemas asociados a las enfermedades que causan, ya que
aumenta la severidad de los sintomas modulando las defensas de la planta, incrementa la
acumulacién de DNA viral y viriones, e incluso expande la gama de hospedantes (Juarez et al.,
2013). Hasta la fecha no hay evidencias de asociacidn de betasatélites con los aislados esparioles
de TYLCV, TYLCSV (Czosnek, 2007) y TOLCNDV (Ruiz et al., 2015).
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Los satélites (alfa y betasatélites) asociados a especies del género begomovirus son
moléculas de DNA de cadena simple (ssDNA) circular de aproximadamente 1,3 Kb que dependen
del virus “helper” para su replicacidn, encapsidacién y movimiento en la planta, y en algunos
casos son necesarios para la induccidn de sintomas en el hospedante (Briddon et al. 2001,
Saunders et al. 2004). La mayoria de los begomovirus monopartitos del “Viejo Mundo” estan
asociados a los betasatélites (Briddon et al., 2001; Briddon y Stanley, 2006).

Los betasatélites codifican para una proteina conocida como BC1, contienen también
una regidén rica en adenina y una secuencia satélite de 150 nucledtidos conservada en todos los
betasatélites (Briddon et al., 2002). La proteina BC1 actia como determinante patogénico
(Saunders et al., 2004; Briddon y Stanley, 2006), supresor del silenciamiento de RNA (Gopal et
al., 2007) y elevador de los niveles de DNA viral en las plantas (Mansoor et al., 2003; Saunders
etal., 2004).

Aungue la mayoria de betasatélites estan asociados con begomovirus monopartitos del
“Viejo Mundo” como TYLCV y TYLCSV (Kheyr-Pour et al., 1991; Ito et al., 2009), también se han
detectado asociaciones con otros bipartitos, entre los que se encuentra TOLCNDV (Sivalingam et
al., 2010; Jyothsna et al., 2013).

Otro grupo de satélites asociados a especies del género Begomovirus son los
alfasatélites. Estos codifican para una proteina asociada a la replicacién, y son capaces de
replicarse autonomamente en las células de las plantas (Saunders y Stanley, 1999), pero
necesitan al virus helper para el movimiento, encapsidacion y transmision.

Una diferencia esencial entre alfa y betasatélites es que los alfasatélites no contribuyen
al desarrollo de la enfermedad y no se les ha atribuido una funcién clara (Briddon y Stanley,
2006; Nawaz-ul-Rehman y Fauquet, 2009).

1.3.ESPECIES DE BEGOMOVIRUS QUE AFECTAN AL TOMATE DETECTADAS EN ESPANA
(TYLCV, TYLCSV Y ToLCNDV)

Hasta el momento, en Espafia se han detectado tres begomovirus que afectan, entre
otros hospedantes, a tomate: TYLCV, TYLCSV y ToLCNDV. Desde su introduccion, la enfermedad
del rizado amarillo del tomate (Tomato yellow leaf curl disease, TYLCD) se ha convertido en una
enfermedad prevalente y un factor limitante en la produccién de tomate en las costas
mediterraneas espafolasy las Islas Canarias (Jorda et al., 2001). En Espafia se considera que sus
agentes causales son mayoritariamente las especies Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV o virus
del rizado amarillo del tomate) y Tomato yellow leaf curl Sardinia virus (TYLCSV o virus del rizado
amarillo del tomate especie Cerdefia). Ambas son especies pertenecientes al género
Begomovirus de tipo monopartito transmitidos por mosca blanca. Actualmente, TYLCV se
encuentra ampliamente distribuido a nivel mundial, sin embargo, TYLCSV se ha detectado
Unicamente en diferentes paises de la cuenca mediterranea y en las Islas Canarias (Figura 4A;
4B). TYLCSV fue detectado por primera vez en Espafia en 1992, concretamente en Murcia
(Moriones et al., 1993); mientras que TYLCV fue detectado en 1997 en Almeria (Navas-Castillo
et al., 1997). En 1999 fueron detectados ambos en Gran Canaria (Font et al., 2000).
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Figura 4. Distribucion de los virus causantes de la enfermedad del rizado del tomate (TYLCD) a nivel
mundial: TYLCV (A) y TYLCSV (B). (Fuente: https://gd.eppo.int/taxon/TYLCVO/distribution;
https://gd.eppo.int/taxon/TYLCSV/distribution).

Tomato leaf curl New Delhi virus (ToLCNDV) o virus del rizado del tomate de Nueva
Delhi es una especie del género Begomovirus bipartito y transmitido por mosca blanca,
descrito por primera vez en India en 1995, como una variante del complejo de virus causantes
del rizado amarillo del tomate (TYLCD). Al principio se detectd en solanaceas como tomate,
berenjena, pimiento y patata, pero pronto fue detectado en algoddn y cucurbitaceas como
calabacin, calabaza, meldn, pepino y sandia, en la India y otros paises asiaticos. Actualmente
se encuentra distribuido geograficamente en diferentes paises de Asia. En 2015, fue
detectado por primera vez en Tunez, causando enfermedad en melones, pepinos y
calabacines (Mnari-Hattab et al., 2015) (Figura 5).

En 2012 y 2013 fue detectado por primera vez en Espafia, en cultivos de calabaciny
otras cucurbitaceas de las regiones de Murcia y Almeria (Figura 6A) (Juarez et al., 2014), pero
se ha extendido a otras provincias como Badajoz, Caceres, Ciudad Real, Granada, Mallorca,
Tarragona y Comunidad Valenciana, y no se descarta que esté presente en otros cultivos de
cucurbitaceas de la peninsula e islas (Figura 6B). En 2013 también fue detectado por primera
vez en tomate en Almeria (Ruiz et al., 2015).

Figura 5. Distribucion de ToLCNDV en el mundo. (Fuente:
https://gd.eppo.int/taxon/TOLCND/distribution).
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A B

Figura 6. Distribucion del virus de la hoja rizada del tomate de Nueva Delhi en Espafia en 2013 (A)
y en 2015 (B).

Los aislados de TOLCNDV detectados en Espafia son una variante diferente a la asiatica,
presentando un 97% de identidad nucleotidica con ésta. Se piensa que la gama de hospedantes
puede haberse visto ampliada por la flexibilidad de interaccién con los componentes de otros
Begomovirus y su transmisidn por B. tabaci. La rapida difusién de este virus y su amplia gama de
hospedantes incrementan su peligrosidad (CSIC, 2016).

1.3.1 ORGANIZACION GENOMICA Y FUNCIONAL

Los begomovirus monopartitos TYLCV y TYLCSV presentan un genoma circular de DNA
de cadena simple (ssDNA) de 2700 a 2800 nucledtidos que codifica para 6 proteinas, 2 en sentido
viral (V1y V2)y 4 en sentido complementario (C1, C2, C3 y C4). Los ORFs solapan entre si y se
organizan en forma bidireccional en dos unidades de transcripcién separadas por una regién
intergénica no codificante de aproximadamente 300 nucleétidos (IR) (Pico et al., 1996; Moriones
y Navas-Castillo, 2000). V1 codifica para las proteinas de cubierta y solapa con V2, que codifica
para una proteina relacionada con el movimiento sistémico. C1, C2, C3 y C4 dan lugar a las
proteinas Rep, TrAP, REn y C4, respectivamente. Rep estd implicada en la iniciaciéon de la
replicacién, TrAP en la activacion de la transcripcion de V1 y V2, REn en la potenciacién de la
replicacion del DNA viral y C4 en el movimiento del virus y la expresion de sintomas (Lazarowitz
y Sheperd, 1992). En la tabla 2 se resumen los principales aspectos de la organizacién gendmica
y funcional de los Begomovirus monopartitos, incluidos TYLCV y TYLCSV.

El genoma de ToLCNDV consta de dos componentes, DNA-A y DNA-B. El DNA-A incluye
los genes V1/AV1, C1/AC1, C2/AC2, C3/AC3 y C4/ACA4, que codifican para proteinas implicadas
en la encapsidacion del virus (CP), en la replicacion (Rep), en la activacion de la transcripcion
(TrAP), en la potenciacidn de la replicacion (REn) y en la expresidon de sintomas y movimiento
del virus (C4). El DNA-B contiene los genes BC1 y BV1, ambos involucrados en el movimiento del
virus en el hospedante y que actian de manera cooperativa (Sanderfoot y Lazarowitz, 1996).
BC1 codifica para la proteina de movimiento (MP) y controla el movimiento célula-célula. BV1
codifica para la proteina NSP (“nuclear shuttle protein”) y media el transporte de DNA viral entre
el nucleo y el citoplasma (Noueiry et al., 1994).
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Tabla 2. Localizacién y funciones de los genes de especies de Begomovirus monopartitos.

.. ) Localizacion ..
Region Proteina .. Funcidn
en accesion 225751.1
IR - 2620-148 Secuencias de inicio de replicacidn y transcripcion

del genoma viral.
Vi CcpP 309-1082 Encapsidacion del DNA viral, movimiento del DNA
viral y reconocimiento del vector.

V2 V2 149-496 Expresién de sintomas y movimiento viral.

C1 Rep 2619-1540 Iniciacion de la replicacion del genoma viral.

c2 TrAP 1631-1224 Activacion de la transcripcion de V1y V2.

c3 REn 1483-1079 Potenciacion de la replicacion del DNA viral.

ca Cc4 2462-2172 Expresion de sintomas, movimiento del virus y

rango de hospedantes.

Los componentes DNA-A y DNA-B tienen en comun una regién compartida (CR) incluida
dentro de la regidn intergénica (IR), que ademas de formar parte del origen de replicacién,
contiene unos motivos repetidos conservados y una estructura de loop que contiene la
secuencia TAATATTAC. A esta secuencia se le une especificamente la proteina asociada a la
replicacion (Rep), codificada por el DNA-A, para iniciar la replicacién del DNA-B mediante circulo
rodante (Mansoor et al., 2003). En la tabla 3 se resumen los principales aspectos de la
organizacién gendmica y funcional de los begomovirus bipartitos, incluido TOLCNDV.

Tabla 3. Localizacién y funciones de los genes de especies de Begomovirus bipartitos.

Region  Proteina Localizacion en Funcion
accesion KF891467.1
IR-CR - - Secuencias de inicio de replicacion y

transcripcion del genoma viral.
AVl CcpP 279-1049 Encapsidacion del DNA viral, movimiento del
DNA viral y reconocimiento del vector.

AV2 Pre-CP 119-457 Expresidén de sintomas y movimiento viral

AC1 Rep 1498-2583 Iniciacién de la replicacion del genoma viral.

AC2 TrAP 1191-1595 Activacion de la transcripcién de V1y V2

AC3 REn 1046-1456 Potenciacion de la replicacion del DNA viral.

AC4 c4 2250-2426 Expresion de sintomas, movimiento del virus y
rango de hospedantes.

BV1 NSP 430-1236 Transporte del DNA viral del nucleo al
citoplasma.

BC1 MP 1290-2135 Expresion de sintomas y transporte de DNA

viral a través de los plasmodesmos.
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1.3.2 TRANSMISION

La transmision de los tres begomovirus descritos anteriormente ocurre en la naturaleza
a través del vector B. tabaci de manera persistente y circulativa (Navas-Castillo et al., 2011), es
decir, cuando B. tabaci se alimenta de plantas enfermas, puede adquirir el virus de una planta
infectada, de manera que éste avanza a través del aparato digestivo del artrépodo y cuando
alcanza el intestino, penetra en sus tejidos. Tras un periodo de la latencia, se da una circulaciéon
efectiva del virus hasta acumularse en grandes cantidades en las glandulas salivales y el
conducto salival. B. tabaci emplea su estilete para alimentarse del floema de otra planta, con el
cual atraviesa las células de la epidermis y el parénquima, inyectando los viriones directamente
en el tejido vascular (Czosnek, 2007). TYLCV se puede transmitir también por injerto,
agroinoculacién y transmisién mecanica (Picé et al., 1996; Picd et al., 2001). También se ha
comprobado la transmision mecanica artificial de TOLCNDV en Nicotiana benthamiana Domin,
patata y algunas cucurbitdceas (Usharani et al., 2004; Chang et al., 2010).

El vector de estos begomovirus, B.tabaci, es un insecto de la familia Aleyrodidae del
orden Hemiptera, que se caracteriza por alimentarse de las hojas de las plantas, generalmente
del envés. Fue descrita por primera vez en el afio 1889 en Grecia, sobre plantas de tabaco. Hasta
la década de los 80, B. tabaci era conocida como una plaga de cultivos en zonas tropicales y
subtropicales, pero con la propagacion del Biotipo B (Bedford et al., 1994), altamente polifago,
se ha convertido en una plaga en cultivos de todo el mundo y se estima que tiene una gama de
hospedantes de alrededor de 600 especies, entre las que destacan numerosas plantas horticolas
y otras especies silvestres (Sattar, 2012).

1.3.3 PROCESO DE INFECCION, REPLICACION Y MOVIMIENTO DE GEMINIVIRUS

El proceso de infeccién y replicacion de los geminivirus, entre ellos también los
begomovirus, comienza con la inoculacion de las particulas virales en el citoplasma. Una vez
dentro, mediante un mecanismo de momento desconocido, el virion se desensambla y el
genoma viral es transportado al nucleo celular. Para introducir el material genético viral en el
nucleo no es necesaria la ruptura de la envoltura nuclear como la que tiene lugar en la mitosis,
por lo que pueden infectar células que no estan en division (Nagar et al., 1995). Una vez
alcanzado el nucleo, el virus se replica realizando una conversidon de ssDNA a dsDNA. En una
segunda fase, a partir del dsDNA se produce la sintesis de factores virales (Rep y REn) y factores
celulares propios de la planta que intervienen en la sintesis de nuevo ssDNA a partir del dsDNA.
Posteriormente, Rep reprime su propia transcripcién, posibilitando la expresidén de la proteina
TrAP, que a su vez activa a la proteina CP y a la NSP.

El nuevo ssDNA puede entrar de nuevo al ciclo de replicacién o ser encapsidado en
particulas virales por la proteina de cubierta (CP), estando ya disponibles para ser adquiridas por
B. tabaci. Por otra via, el DNA viral es transportado por la proteina NSP fuera de la envoltura
nuclear, y por la proteina de movimiento (MP) a través de los plasmodesmos (Figura 7) (Rojas et
al., 2001; Hanley-Bowdoin et al., 2013).
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Figura 7. Dibujo representativo del proceso de replicacién de geminivirus. (Fuente: Hanley-
Bowdoin et al., 2013).

1.3.4 GAMA DE HOSPEDANTES

La gama de hospedantes varia entre especies de virus e incluso entre aislados de la
misma especie. En el caso de TYLCV, se han descrito diversas especies botanicas pertenecientes
a 5 familias diferentes como hospedantes de este virus. Entre ellas estan: Acalypha australis L.
(acalifa surefia), Capsicum annuum L. (pimiento), Capsicum frutescens L. (chile), Citrullus lanatus
var. lanatus (sandia), Datura stramonium L. (estramonio), Eustoma grandiflorum f. grandiflorum
(Lisianthus), Nicotiana tabacum L. (tabaco), Phaseolus vulgaris L. (judia), Physalis philadelphica
Lam. (tomatillo), Solanum elaeagnifolium Cav. (tomatito amarillo), Solanum Iycopersicum L.
(tomate), Vigna sp., Viola prionantha var. prionantha (violeta) (EPPO Global Database, 2016).

ToLCNDV se detectd en primer lugar en S. lycopersicum (tomate), y después en otras
solanaceas como Solanum melongena L. (berenjena), Capsicum spp. (chile) y Solanum
tuberosum L. (patata). TOLCNDV se ha detectado también en cucurbitdceas: Benincasa hispida
(Thumb.) Cogn. var. hispida (calabaza blanca), C. lanatus (sandia), Cucumis melo L.
(meldn), Cucumis melo var. flexuosus (alficoz), Cucumis sativus L. (pepino), Cucurbita moschata
Duchesne (calabaza), Cucurbita maxima Duchesne (calabaza), Cucurbita pepo
L. (calabacin), Cucurbita pepo var. giromontiina (calabacin), Lagenaria siceraria (Molina) Standl.
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(calabaza de peregrino), Luffa cylindrica (L.) M.Roem. (estropajo), Momordica charantia L.
(meldn amargo) (EPPO Global Database, 2016). En Espafia, se ha detectado en cultivos de meldn
(C. melo, C. melo var.flexuosus), calabacin (C. pepo), calabaza (C. moschata y C. maxima), pepino
(C. sativus) y tomate (S. lycopersicum) (Font y Alfaro-Fernandez, 2015).

1.3.5 SINTOMATOLOGIA

Los sintomas pueden variar dependiendo de factores como las condiciones ambientales,
especie y variedad del hospedante, aislado del virus y la precocidad e intensidad de la infeccidn.

Entre los sintomas mas comunes causados por TYLCV y TYLCSV en tomate (Figura 8) se
encuentra el enrollamiento de los foliolos hacia el haz a lo largo del nervio principal en la forma
de cuchara, que es el sintoma mas caracteristico (Figura 8A); clorosis en los bordes, y en
ocasiones, matices violaceos en el envés. Los foliolos nuevos ven reducido su tamano y
presentan deformaciones como engrosamiento y fruncimiento del haz. La planta detiene su
crecimiento, reduciendo la distancia entre sus nudos y la proliferacién de brotes laterales (Figura
8B). Ademas, la produccion se ve reducida al producirse una caida de flores importante y una
reduccién del cuajado. Los frutos cuajados no suelen alcanzar el calibre comercial, presentan un
color rojo anaranjado y no maduran adecuadamente (Figura 8C) (Pic6 et al., 1998).

Figura 8. Sintomas caracteristicos de TYLCV y TYLCSV en tomates: acucharado de las hojas con

foliolos reducidos, clorosis y proliferacion de brotes laterales con acortamiento de entrenudos en
plantas infectadas (A y B); Frutos infectados con coloracion anaranjada y falta de maduracion (C).

Los sintomas causados por TOLCNDV en varias especies de cucurbitdceas como pepino,
calabaza, meldn y alficoz incluyen un fuerte mosaico amarillo, rizado de las hojas debido al
fruncimiento de sus nervios y una parada del desarrollo, ddndole un aspecto achaparrado.

Entre los sintomas mas caracteristicos en calabacines (Figura 9) se encuentra la parada
del desarrollo, que le da un aspecto de arbusto. Las hojas viejas amarillean, mientras que las
jovenes se enrollan hacia el envés a lo largo del nervio principal, presentando ademas clorosis
en los bordes, reduccion de tamafio y deformaciones de las nuevas hojas apareciendo con el haz
fruncido (Figura 9A). Los frutos salen deformados y con la piel rugosa (Figura 9B). Si la infeccién
estemprana, la planta queda completamente arrepollada y no llega a producir frutos. Sila planta
tiene ademds una infeccién mixta con otro virus como, por ejemplo, Cucurbit aphid-borne virus
(CABYV), los sintomas descritos son alin mas severos (Font y Alfaro-Fernandez, 2015).
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Figura 9. Sintomas caracteristicos de infeccidn por TOLCNDV en hojas (A) y frutos (B) de calabacin.

1.3.6 DIAGNOSTICO Y DETECCION
1.3.6.1. TECNICAS MOLECULARES

e PCR CONVENCIONAL

La reaccién en cadena de la polimerasa o “polymerase chain reaction” (PCR), es una
técnica de amplificacidn in vitro de fragmentos de acidos nucleicos a partir de una secuencia de
DNA o RNA. El proceso consiste en ciclos sucesivos de desnaturalizacién térmica del DNA,
anillado de los cebadores a las secuencias complementarias y extensién de los cebadores
anillados mediante una DNA polimerasa termoestable, de manera que tras cada ciclo el nimero
de fragmentos se ve duplicado (Mullis et al., 1987).

La alta sensibilidad de esta técnica la convierte en una buena herramienta de
diagndstico de patégenos. Ademas, la posibilidad de amplificar parte del genoma viral de
manera sencilla, permite abordar estudios de variabilidad mediante la secuenciacién de los
fragmentos obtenidos o analisis con enzimas de restriccion.

Sin embargo, la alta sensibilidad de esta técnica junto con el requerimiento de
cebadores especifivos y/o el caracter enzimatico de la técnica de PCR, son factores que pueden
alterar el resultado del andlisis debido a la presencia de contaminaciones, anillamientos
inespecificos o la presencia de inhibidores de la reaccion de amplificacién. En este sentido, el
analisis de muestras vegetales mediante PCR implica un procesamiento riguroso del tejido para
evitar posibles contaminaciones durante su manipulacién asi como la utilizacién de material
estéril y desechable (LLacer et al., 1996).

La PCR permite la deteccién de begomovirus de manera rdpida, sensible y precisa con
una preparacién minima de las muestras. Todas las especies del género Begomovirus comparten
regiones de alta homologia en sus genomas. Por tanto, para la deteccidn de estos organismos
estd generalizado el uso de cebadores degenerados (mezclas de cebadores similares con
cambios de bases en una o mas posiciones) complementarios a zonas altamente conservadas
del genoma, que permiten la deteccién de las distintas especies virales de este género
contenidas en una muestra (Rojas et al., 1993; Briddon y Markham, 1994; Deng et al., 1994;
Wyatt y Brown, 1996).

12
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El diagndstico de begomovirus mediante la técnica de PCR con oligos degenerados y el
el posterior analisis de los fragmentos obtenidos al digerir los amplicones con diferentes enzimas
de restriccion o RFLPs (“Restriction Fragment Length Polymorphism”) permite identificar la
especie viral presente en la muestra (Accotto et al., 2000). La técnica de RFLPs se utiliza para
identificar grupos de virus basandose en diferencias de secuencia que afectan a los diferentes
dianas utilizadas por las enzimas de restriccién (Czosnek, 2007). Durante el analisis, los
amplicones son digeridos con enzimas que reconocen secuencias de 4 a 8 pares de bases de la
molécula de DNA, generando diferentes fragmentos que se separan mediante electroforesis en
un gel de agarosa al 3% o geles de poliacrilamida (PAGE) (Walker y Rapley, 2009).

e PCRATIEMPO REAL

La PCR a tiempo real o PCR cuantitativa (qPCR) ofrece mayor sensibilidad que la PCR
convencional, hibridacion molecular y las técnicas seroldgicas, permitiendo ademads cuantificar
la carga viral presente en la muestra (Hu et al., 1995; Schaad y Frederick, 2002).

Para la cuantificacién en la qPCR se requiere la presencia de al menos un fluorocromo
en la mezcla de reaccidén, el uso de una polimerasa termoestable que sélo inicie la polimerizacion
cuando comience la reaccidn (polimerasas de tipo “Hot-Start”) y que la reaccién se lleve a cabo
en un termociclador que incorpore en su estructura un lector de fluorescencia. El fluorocromo
puede estar libre y unirse inespecificamente a la doble cadena de DNA formada como el SYBR®
Green, o puede estar unido a una sonda que hibrida en el fragmento entre los 2 cebadores
(sondas tipo TagMan). En deteccién y diagndstico de virus fitopatdgenos es mas habitual el
empleo de sondas TagMan por su mayor especificidad. Cuando se utiliza la tecnologia TagMan
para cuantificar los acidos nucleicos se mide la intensidad de fluorescencia durante la fase
amplificacidon del DNA. La fluorescencia se genera por la escision de una sonda TagMan por la
actividad 5'exonucleasa de la Taq DNA polimerasa (Higuchi et al., 1992, 1993). La fluorescencia
medida puede relacionarse directamente, en reacciones paralelas, con la cantidad de DNA
mediante el andlisis de muestras que contienen cantidades conocidas de DNA de referencia.
Ademas de la sensibilidad, la PCR a tiempo real tiene la ventaja de que no se requiere un
procesamiento posterior para detectar los productos de reaccién, evitando asi una posible
contaminacioén con éstos (Schaad y Frederick, 2002).

e AMPLIFICACION MEDIANTE CIRCULO RODANTE (RCA)

La amplificacién por circulo rodante (“Rolling circle amplification”, RCA) es un proceso
enzimatico en el cual una secuencia nucleotidica corta de DNA o RNA es amplificada para formar
concatameros con decenas o centenares de repeticiones en tdndem complementarias al molde
circular. La reaccidén se lleva a cabo usando un molde circular y la polimerasa del bacteriéfago
$29 de Bacillus subtilis (Ehrenberg) Cohn (Blanco et al., 1989).

Es una técnica que ha demostrado ser eficiente en la caracterizacidon de los componentes
de DNA de especies de Begomovirus. Presenta ventajas respecto a otras técnicas como la PCR o
ELISA porque no es necesario tener informacion de la secuencia, asi como por el bajo coste por
reaccion, la facilidad de manejo o la posibilidad de caracterizar el DNA amplificado mediante
RFLPs o su secuenciacion, tras clonary purificar el pldsmido correspondiente. Esta técnica puede
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ser utilizada para begomovirus tanto como método de diagndstico como para la caracterizacion
molecular de genomas completos (Inoue-Nagata et al., 2004; Haible et al., 2006).

e TECNICAS DE HIBRIDACION MOLECULAR

Estas técnicas se basan en el fendmeno de apareamiento entre cadenas
complementarias de acidos nucleicos (Maule et al., 1983). Se utilizan sondas o fragmentos de
DNA o RNA sintetizadas in vitro y marcadas para su posterior deteccidon e identificacion. Es una
técnica de alta sensibilidad, sencilla y de bajo coste, especialmente util cuando se requiere el
diagndstico y deteccidn de un virus en un gran nimero de muestras. La capacidad de deteccidn
depende tanto del disefio de la sonda como de las condiciones mas o menos restrictivas de la
hibridacion. Es posible diferenciar entre especies de virus, disefiando sondas sobre zonas
altamente variables del genoma y bajo unas condiciones de hibridacidn muy restrictivas.

En concreto, la hibridacién molecular NASH (“Nucleic acid spot hybridization”) consiste
en la hibridacién de DNA procedente de un extracto crudo de tejido vegetal con sondas
marcadas con moléculas radiactivas o fluorescentes sobre una membrana de nylon. Es un
método de deteccidn muy sensible ampliamente utilizado para la deteccidon de especies de la
familia Geminiviridae (Kheyr-Pour et al., 1991; Accotto et al., 2000).

1.3.6.2. TECNICAS SEROLOGICAS

Se basan en la deteccion serolégica de la proteina de la cdpside u otras proteinas
codificadas por el virus. Su fundamento es la respuesta inmunoldgica que se produce como
defensa de los organismos a la presencia de moléculas de alto peso molecular. Cuando una
proteina viral se inyecta en un mamifero o ave, induce la produccidon de anticuerpos que
reaccionan con el antigeno (en este caso las proteinas del virus vegetal inyectado). La técnica
seroldgica mds utilizada es la denominada ELISA o ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzima
(Voller y col. 1976; Clark y Adams, 1977).

e ENSAYO DE INMUNOABSORCION LIGADO A ENZIMA (“ENZYME LINKED
INMUNOSORBENT ASSAY”, ELISA)

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

Las técnicas seroldgicas no han tenido mucho éxito para la deteccion de begomovirus
debido a dificultades en la obtencidn de los sueros por la dificultad en la purificacién del virus y
la baja inmunogenicidad de los mismos. Actualmente existen reactivos comerciales para
detectar TYLCV, TYLCSV y ToLCNDV (Dalmon et al., 2000; Crescenzi et al., 2003; Yazdani-
Khameneh et al., 2013).
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Los virus pertenecientes al género Begomovirus infectan diferentes especies de
dicotiledéneas causando una gran variedad de enfermedades en los cultivos de las regiones
tropicales y subtropicales del planeta. Hasta 2013 las Unicas especies virales de este género
detectadas en Espafia eran TYLCSV y TYLCV, de genoma monopartito, causantes de la
enfermedad del rizado amarillo del tomate (TYLCD), generando importantes pérdidas
econdmicas en dicho cultivo. La deteccién de ToLCNDV en 2013 en cultivos de calabacin y en
tomate en 2014 constituye la primera cita de un begomovirus con genoma bipartito en Espafia
y Europa (Juarez et al., 2014; Ruiz et al., 2015).

ToLCNDV tiene una gama de hospedadores muy amplia, incluyendo cultivos de gran
importancia econdmica en Europa como el tomate, el pimiento, la berenjena, la patata y
diferentes especies de cucurbitdceas. Es un patdégeno que afecta severamente a la produccion
en diferentes regiones de la India, pero en Europa y en particular en Espaia se trata de un virus
emergente, por lo que la informacion y estudios realizados para los aislados espafioles son
escasos pero necesarios para implementar las medidas de control adecuadas. ToLCNDV
presenta variabilidad genética entre aislados de diferentes regiones y afecta a diferentes
cultivos dependiendo de la regidn. Hasta la fecha, aunque en Espafia también se ha detectado
en tomate, aparentemente causa mayores problemas tanto por su dispersién como por la
gravedad de los sintomas en cucurbitaceas, sobre todo en calabacin y pepino (Font y Alfaro-
Fernandez, 2015). Las medidas de control son limitadas y son necesarios mas estudios para
obtener informacion de tipo bioldgico y epidemoldgico que permitan disefiar estrategias de
control eficaces contra la dispersidn del virus. La reciente aparicion de ToLCNDV en Espafia y
Tunez ha activado las alarmas de la Unidn Europea, y como consecuencia, la EPPO decidié
incluirlo en su Lista de Alerta “EPPO Alert List” en Junio de 2015 con el propésito de lograr una
alerta temprana en otros paises miembros (EPPO, 2016).

Por todo ello, los objetivos del presente trabajo son:

e Evaluaciéon y comparacién de diferentes técnicas de diagndstico moleculares para
disponer de una herramienta fiable, especifica, sensible y rapida para la deteccién de
los virus del género Begomovirus detectados hasta el momento en Espafia.

e Estudio de la variabilidad genética de ToLCNDV de aislados recogidos en la Comunidad
Valenciana compardndolos con otros aislados espafioles y del resto del mundo.

15



MATERIALES Y METODOS




MATERIALES Y METODOS

3. MATERIALES Y METODOS
3.1.ESTUDIO COMPARATIVO DE DIFERENTES METODOS DE DETECCION MOLECULAR DE
LAS DIFERENTES ESPECIES DE BEGOMOVIRUS PRESENTES EN CULTIVOS ESPANOLES

En este trabajo se compararon dos técnicas moleculares, la reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR) y la hibridacion molecular no radiativa (NASH, “Nucleic acid spot
hybridization”) con sondas especificas de las tres especies objeto de estudio (ToLCNDV, TYLCSV
y TYLCV). En el caso de la PCR, se probaron cuatro parejas de cebadores diferentes: tres parejas
de cebadores degenerados para la deteccion de diferentes especies del género Begomovirus,
con un posterior analisis de restriccion mediante RFLPs para identificar la especie concreta
presente en cada muestra; y una cuarta pareja de cebadores especificos para la deteccidn de
ToLCNDV. Ademds se evaluaron dos protocolos de extraccién de acidos nucleicos.

3.1.1. MATERIAL VEGETAL

Para la comparacidon entre diferentes técnicas moleculares de diagndstico, se
seleccionaron 3 aislados virales de las tres especies de begomovirus presentes en los cultivos
espafoles: TOLCNDV procedente de calabacin (muestra niumero 1), TYLCSV de tomate (muestra
nuimero 2) y TYLCV de tomate (muestra numero 3) recogidos en Murcia, Granada y Almeria en
2013, respectivamente.

En el andlisis de muestras de campo, realizado para validar las técnicas moleculares
comparadas en este estudio, se emplearon 41 muestras con sintomas de TYLCD y/o ToLCNDV
recogidas a lo largo del afio 2013 y parte del 2014 en zonas donde se habia detectado sintomas
de TYLCSV, TYLCV y/o ToLCNDV en las provincias de Almeria, Cantabria, Granada, Murcia y
Valencia. Los cultivos analizados fueron de tomate y diferentes cucurbitaceas (calabacin, meldn,
sandia, pepino y calabaza).

La toma de muestras vegetales para este estudio se realizé separando fragmentos de
tejido vascular de plantas sintomaticas, que se almacenaron a 4 2C hasta su procesado (menos
de 7 dias).

3.1.2. EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS

Los acidos nucleicos de los tres aislados de ToLCNDV, TYLCSV y TYLCV utilizados en el
estudio comparativo (muestras 1, 2 y 3) de técnicas de diagndstico, se extrajeron mediante dos
protocolos diferentes a partir de 0,1 g de tejido vascular, el protocolo de extraccidén de acidos
nucleicos totales mediante el método de captura con silica (MacKenzie et al., 1997) (Anexo 1) y
el protocolo de extraccion de DNA mediante el kit comercial E.Z.N.A Plant DNA (OMEGA Biotech,
Doraville, USA) (Anexo 2). Los extractos fueron almacenados a -20 2C hasta su analisis por las
técnicas moleculares ensayadas.

En el andlisis de las 41 muestras de campo se empled el protocolo EZNA para la
extraccién del DNA de las muestras ensayadas y posteriormente fue almacenado a -20 2C hasta
su empleo.
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3.1.3. ANALISIS MEDIANTE PCR Y RFLPS

Para la deteccidn de las especies de begomovirus ensayadas (ToLCNDV, TYLCSV y TYLCV)
se emplearon la DNA polimerasa (Biotools DNA Polymerae, B&M Labs S.A. Madrid, Espafia) con
cada una de las cuatro parejas de cebadores diferentes (Tabla 4) en un volumen final de 20 ul
por reaccion. Las parejas de cebadores AV494/AC1048 (Wyatt y Brown, 1996) y PGI/PGII (Font,
2003) son cebadores degenerados que amplifican un fragmento de 578 pares de bases (pb) de
la proteina de la capside (CP) de diferentes especies del género Begomovirus. La identificacion
de diferentes especies se realiza mediante un paso adicional de digestién con el enzima de
restriccion Eco471 (Avall) de Thermo Scientifics (Spain). TY1/TY2 fueron disefiados para detectar
TYLCSV y TYLCV, amplificando un fragmento de la CP de 578 pb vy, al igual que los anteriores,
para identificar la especie concreta presente en la muestra, los productos obtenidos deben
digerirse con el enzima de restriccion Eco471 (Avall) (Accotto et al., 2000). La pareja de
cebadores ToLCNDV up/down permite la deteccidn especifica de ToLCNDV, amplificando un
fragmento de la CP de 914 pb en calabacin, meldn, calabaza y pepino (Gawande et al., 2007).

Las condiciones establecidas en el programa de PCR fueron las siguientes: un ciclo de
desnaturalizacion inicial de 2 minutos a 94 °C y 35 ciclos de 1 minuto a 94 °C de
desnaturalizacién, 1 minuto con temperatura de anillamiento apropiada para cada primer
especifico (Tabla 4) y 1 minuto a 72 2C de elongacion, seguidos de una incubacién final de 10
minutos a 72 2C para completar los fragmentos incompletos. Para la deteccidon de ToLCNDV, las
temperaturas de anillamiento y elongacion se mantuvieron durante 2 y 3 minutos,
respectivamente.

Tabla 4. Cebadores utilizados en los ensayos de PCR para detectar TOLCNDV, TYLCSV y TYLCV.

Nombre del Secuencia nucleotidica (5°-3") Especies Fragmento N2 de acceso Temperatura  Referencia
cebador virales diana esperado (bp) del GenBank de
y localizacién anillamiento
en el genoma (2C)
AV494 GCCYATRTAYAGRAAGCCMAG Especies de 578 (CP) AF068644 60 Wyatt y Brown,
Begomovirus 494-1048 1996
AC1048 GGRTTDGARGCATGHGTACATG
PGl GCCYATGWAYMGRAAGCC Especies de 578 (CP) X61153 48 Font, 2003.
Begomovirus 447-1022
PGl GTTWGAVGCATGHGTRCAWGCCAT
ToLCNDV-up GAACTATGGTGAAGCGACCAGCAGA ToLCNDV 914 (CP) KP640677 52 Gawande et al.,
275-1190 2007
ToLCNDV-do ACACAGGTCCTTAGGTACCTG
TY-1 GCCCATGTAYCGRAAGCC TYLCV, 578 (CP) X61153 55 Accotto et al.,
TYLCSV 447-1024 2000
TY-2 GGRTTAGARGCATGMGTAC
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Los productos amplificados se analizaron en geles de agarosa al 1,2% en tampdn TAE 1x
(Tris, Acido acético y EDTA), tefiidos con bromuro de etidio y visualizados en un transiluminador
con luz UV.

Los productos de PCR obtenidos a partir de los cebadores degenerados para detectar
especies de begomovirus (AV1048/AC494 y PGI/PGII) y de los cebadores que permiten detectar
TYLCV y TYLCSV (TY1/TY2) fueron digeridos con el enzima de restriccion Eco471 (Avall). La
reaccion se realizd con 10 pl de producto de PCR en un volumen final de 20 ul, siguiendo las
indicaciones del fabricante e incubando a 37 2C durante 24 horas. La digestidn fue analizada en
geles de agarosa al 3% en TAE 1x, se tifid con bromuro de etidio y fue visualizado en un
transiluminador con luz UV.

Para estimary comparar los limites de deteccidon de las técnicas ensayadas, se realizaron
diluciones seriadas en agua estéril de los acidos nucleicos extraidos con ambos protocolos de
extraccidn en una relacion 1:10. Las diluciones resultantes se analizaron mediante PCR utilizando
los cebadores de la tabla 4, y posterior analisis RFLPs en caso de tener que identificar la especie
de begomovirus presente en la muestra, asi como mediante NASH como se indica a
continuacion.

3.1.4. ANALISIS MEDIANTE NASH

Las sondas especificas de los begomovirus presentes en Espafia (TOLCNDV, TYLCSV y
TYLCV) fueron sintetizadas y los analisis NASH realizados en el grupo del Dr. Jesus Sanchez
Navarro del Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas (CSIC-UPV). Las sondas
sintetizadas en el caso de TOLCNDV hibridan con parte del gen de la replicasa o de la CP, mientras
que en el caso de TYLCSV y TYLCV corresponden a parte del gen de la CP. Los resultados
obtenidos se compararon con los analisis de PCR realizados como se ha descrito anteriormente.

Para el analisis NASH se emplearon los mismos extractos de acidos nucleicos y las
mismas diluciones, obtenidos como se ha detallado anteriormente, que se emplearon en las
reacciones de PCR. Por esta técnica se analizaron tanto las muestras 1, 2 y 3 empleadas en la
comparacion de métodos de diagndstico y protocolos de extracciéon (correspondientes a los
aislados de ToLCNSV, TYLCSV y TYLCV) como las otras 38 muestras de campo.

3.2.ESTUDIO DE VARIABILIDAD MOLECULAR DE AISLADOS DE ToLCNDV RECOGIDOS EN
LA COMUNIDAD VALENCIANA
3.2.1. MATERIAL VEGETAL Y EXTRACCION DE DNA

Para realizar el estudio de variabilidad de ToLCNDV, se seleccionaron tres aislados
procedentes de muestreos realizados en 2015 en diferentes zonas de Alicante, concretamente
en Orihuela y Pilar de la Horadada, en distintas especies hospedantes de cucurbitaceas: C.
mdxima (aislado 453/16), C. moschata (aislado 450/16) y C. pepo (aislado 546/16). El protocolo
empleado para la extraccion del DNA de estas muestras fue mediante el kit comercial E.Z.N.A
Plant DNA (OMEGA Biotech, Doraville, USA) como se indica en el apartado 3.1.2 de este trabajo.
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3.2.2. AMPLIFICACION, SECUENCIACION Y ANALISIS FILOGENETICOS

La determinacion de la secuencia nucleotidica de los componentes A y B de los tres
aislados de ToLCNDV se abordd mediante la amplificacion del genoma completo mediante
circulo rodante (CR) seguida de PCR.

Se disefiaron cebadores degenerados dirigidos a zonas conservadas del genoma de
ToLCNDV que permitiesen la amplificacion completa de los componentes A y B del virus, a
excepcion de las regiones utilizadas para el disefio de dichos cebadores, las cuales fueron
amplificadas con cebadores especificos disefiados a partir de las secuencias previamente
obtenidas a partir de los cebadores degenerados (Tabla 5). Para disefiar los cebadores, se realizé
un alineamiento con todas las secuencias de la base de datos mediante el programa MEGA6
(Tamura et al., 2013) utilizando el algoritmo CLUSTALW (Koichiro et al., 2013).

Las muestras fueron sometidas a reacciones de amplificacion del genoma completo
mediante CR durante toda la noche a 28 2C. Los cebadores utilizados (Tabla 5) son 2807s y
2809As para amplificar el DNA-A y 2810s y 2811As para amplificar el DNA-B.

Seguidamente se realizaron amplificaciones por PCR a partir de los productos de CR.
Para amplificar y secuenciar el DNA-A se utilizaron 3 parejas de cebadores: 2807s/2809As
(2807/2808 en el caso de la muestra 453/16), 2824s/2825As y 2827s/2826As. Para amplificar y
secuenciar el DNA-B 2810s/2811As (2810/2812 en el caso de la muestra 450/16), 2828s/2829As
y 2831s/2830As. Las condiciones establecidas en el programa de PCR fueron las siguientes: un
ciclo de desnaturalizacién inicial de 2 minutos a 98 2C y 30 ciclos de 10 segundos a 98 2C de
desnaturalizacién, 5 segundos a 50 2C de temperatura de anillamiento y 3 minutos a 72 2C de
elongaciodn, seguidos de unaincubacion final de 5 minutos a 72 2C para completar los fragmentos
incompletos.

Se realizd la electroforesis en gel de agarosa al 1,2% en TAE 1X como se ha indicado
anteriormente para verificar que el tamafio del amplicon era el correcto. Posteriormente, los
productos de PCR obtenidos fueron purificados con el kit comercial GenelET Gel Extraction
(Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, Estados Unidos) (Anexo 3) siguiendo las
especificaciones del fabricante. La secuenciacion fue realizada por el servicio de secuenciacién
del Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas (IBMCP).

El analisis filogenético de las secuencias de nucledtidos obtenidas de los tres aislados
secuenciados fue realizado con el software de alineamiento CLUSTALW, y el algoritmo Neighbor
Joining aplicando el modelo de distancia Tamura-Neiy con un valor de Boostrap de 1000 réplicas
(Pallas, 2008), con el programa Mega versién 6 (Tamura et al., 2013). Se incluyeron en los analisis
las secuencias del DNA-A y DNA-B de diferentes aislados recogidos de la base de datos del
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) procedentes de varios paises. En estos
analisis se incluyd la secuencia de TYLCSV (numero de accesidon JN859137) como outgroup o
grupo externo.

El analisis filogenético de las secuencias aminoacidicas de las proteinas para las que
codifican los tres aislados secuenciados fue realizado con el software de alineamiento MUSCLE,
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y el algoritmo Neighbor Joining aplicando el modelo de distancia Tamura-Nei y con un valor de
Boostrap de 1000 réplicas, con el programa Mega versidn 6. Se incluyeron en los analisis las
secuencias aminoacidicas de las proteinas AC1, AC2, AC3, AC4, AV1, AV2, BC1l y BV1 de
diferentes aislados recogidos de la base de datos del GenBank procedentes de varios paises. En
estos andlisis se incluyeron como outgroups o grupos externos las secuencias de TYLCSV de AC1,
AC2, AC3, AC4, AV1 y AV2 (numeros de accesion AFQ60624.1, AFQ60623.1, AFQ60622.1,
AFQ60625.1, AFQ60621.1 y AFQ60620.1, respectivamente). Los outgrups utilizados para BC1y
BV1 fueron de CoMoV (Corchorus mottle virus) (nUmeros de accession AJG36439.1 vy
AJG36438.1, respectivamente).

Tabla 5. Cebadores empleados para la secuenciacion del genoma completo de los tres aislados de

ToLCNDV.
Nombre Secuencia Componente  Localizacién en
5’-3’ Viral el genoma

2807sToLCNDV DNA-A 1482 TCCCCTGTGCGTGAATCC A 1431-1448
2808AsToLCNDV DNA-A 1499 GGATTCACGCACAGGGGA A 1448-1431
2809AsToLCNDV DNA-A 1481 RYHCATCACYGYRGMTCRWRHAG A 1430-1408
2810sToLCNDV DNA-B 1751 CCATGAYTCRTTMGGACMTAT B 1497-1517
2811AsToLCNDV DNA-B 1751 ATAKGTCCKAAYGARTCATGG B 1517-1497
2812AsToLCNDV DNA-B 1730 GCWAGYAGRTCRGAGRTMGG B 1496-1477
2824sToLCNDV DNA-A 2280 CCTTGACGTCCGACGCTG A 2280-2297
2825AsToLCNDV DNA-A 657 TGATATTTTCATCCATCC A 657-640

2826AsToLCNDV DNA-A 1684 CTTCCTGTGCAATGAAGG A 1684-1667
2827sToLCNDV DNA-A 1290 TGGTTGAACTGTACTTGG A 1290-1307
2828sToLCNDV DNA-B 2300 TACACTAAAATGAACGGC B 2300-2317
2829AsToLCNDV DNA-B 681 ATAACGATTGTTGTGGAGG B 681-663

2830AsToLCNDV DNA-B 1684 CTGACGTCGAATTCAGACC B 1684-1666
2831sToLCNDV DNA-B 1358 TATCCGTAATATCTTCCC B 1358-1375
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. COMPARACION DE TECNICAS Y PROTOCOLOS DE EXTRACCION

Para establecer una rutina de andlisis de TOLCNDV y su discriminacién respecto a TYLCV
y TYLCSV, en este apartado se presentan los resultados obtenidos al evaluar los dos métodos de
deteccién molecular, NASH y PCR; asi como la evaluacidn de la influencia de los dos
procedimientos de extraccidon de acidos nucleicos, silica y EZNA, sobre ambas técnicas de
deteccién. También se presentan los resultados obtenidos al analizar las 41 muestras de campo
con sintomas de rizado empleados para validar los resultados de la puesta a punto de las
técnicas de deteccion.

4.1.1. ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE PCR

En primer lugar, se analizo la capacidad de deteccion de los cebadores AV494/AC1048
(Wyatt y Brown, 1996) para los tres begomovirus estudiados ToLCNDV, TYLCSV y TYLCV (Figura
10). Como se observa en la figura 10B, no hubo amplificacion en el caso de la muestra 2 infectada
con TYLCSV, lo cual indica que esta pareja de cebadores no consigue detectar TYLCSV, como ya
habian demostrado trabajos anteriores (Accotto et al., 2000). Se observaron los amplicones de
578pb esperados para los extractos infectados con ToLCNDV (muestra 1, Figura 10A), hasta
diluciones de 1072 con el protocolo de extraccién silica, y de 10 con EZNA. Para los extractos
infectados con TYLCV (muestra 3, Figura 10C), se observaron los amplicones de 578 pb hasta
diluciones de 10! con silica y 10 con EZNA. Sin embargo, el hecho de que las muestras sin
dilucién de ToLCNDV presenten niveles reducidos del amplicén esperado, y se obtuviera un
resultado negativo en la muestra de TYLCV extraida con el protocolo EZNA, indica la presencia
de inhibidores en la reaccidon de PCR. En cuanto al paso de digestion con la endonucleasa Eco471
(Avall), se obtuvieron los correspondientes fragmentos de ToLCNDV, 578pb (Figura 10A); y
TYLCV, 293pb y 257pb (Figura 10C).

En el analisis de capacidad de deteccidon de la pareja de cebadores para diferentes
especies del género Begmovirus PGI/PGII (Font, 2003), se obtuvieron los amplicones esperados
de 578pb en los 3 extractos infectados con ToLCNDV, TYLCSV y TYLCV, respectivamente,
utilizando ambos protocolos de extraccion (Figura 11).

Los limites de deteccidon de los extractos infectados con ToLCNDV (Figura 11A) y TYLCSV
(Figura 11B) corresponden a 103 y 102 respectivamente, independientemente del protocolo de
extracciéon utilizado. En los extractos infectados con TYLCV (Figura 11C), los amplicones
esperados se obtuvieron en diluciones de hasta 10 con silicay 10 con EZNA. De manera similar
a los resultados obtenidos en la amplificacidn con los cebadores AV494/AC1048 (Wyatt y Brown,
1996), la mayoria de muestras sin dilucién dan resultados negativos tanto con silica como con
EZNA.

La digestion con Eco471 (Avall) de los productos de PCR confirmé la identidad de los 3
virus generando fragmentos de 293pb y 267pb para TYLCV; 360pb, 130pb y 70pb para TYLCSV;
y la no digestién del fragmento amplificado (578pb) para ToLCNDV.
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Figura 10. Resultados de la deteccion de ToLCNDV (Muestra 1), TYLCSV (Muestra 2) y TYLCSV
(Muestra 3) utilizando los cebadores degenerados para begomovirus AV494/AC1048. NT y M
corresponden con el control (no template) y el marcador de pesos moleculares de 100 pb,

respectivamente.
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Figura 11. Resultados de la deteccion de ToLCNDV (Muestra 1), TYLCSV (Muestra 2) y TYLCSV
(Muestra 3) utilizando los cebadores degenerados para begomovirus PGI/PGIl. NT y M

corresponden con el control (no template) y el marcador de pesos moleculares de 100 pb,
respectivamente.
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Finalmente, empleando las parejas de cebadores ToLCNDV Up/Down, especificos para
ToLCNDV (Figura 12A) y los cebadores degenerados TY1/TY2 para detectar TYLCSV y TYLCV
(Figura 12B y C) se observé que ambas parejas amplificaron los fragmentos esperados.
Utilizando la pareja ToLCNDV Up/Down, se detectaron los extractos positivos para TOLCNDV
hasta la dilucién 1073, independientemente del protocolo de extraccién y obteniendo los
amplicones esperados de 914pb. Con la pareja de cebadores TY1/TY2 se obtiuvieron amplicones
de 578 pb. Los productos de PCR se digirieron con la endonuceasa Eco471 (Avall) para identificar
la especie, obteniendo los patrones de restriccién para TYLCSV (302pb, 150pb y 68pb) y TYLCV
(302pb y 277pb).

Al contrario que con ToLCNDV Up/Down, con los cebadores TY1/TY2 se obtienen
mejores limites de deteccidén cuando se utiliza el protocolo de extraccidon EZNA, de manera que
el limite de deteccidn para los extractos infectados con TYLCSV es de 10 con silica y 10®° con
EZNA. De manera similar, los limites de deteccidn en los extractos infectados con TYLCV son de
103 con silicay 10 con EZNA.

El limite de deteccidn obtenido empleando el protocolo de extraccién EZNA es 10 veces
mayor comparado con el resultante del empleo del método de captura con silica, tanto para los
extractos infectados con TYLCV como con TYLCSV. También se observa una reduccion de la
intensidad de los amplicones generados con los extractos sin diluciéon o incluso resultados
negativos con todas las parejas de cebadores, lo que indica que este efecto se debe a la
presencia de inhibidores en los extractos y no por los cebadores utilizados.

4.1.2. ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE NASH

En la detecciéon de los extractos infectados con ToLCNDV se observaron mejores
resultados usando la sonda de la replicasa, obteniendo limites de deteccién entre 5y 10 veces
mayores (5° y 10#) comparado con la sonda de la CP (5% y 103%). Ambas son muy especificas,
dando sefial negativa para las muestras infectadas con TYLCV y TYLCSV (Figura 13).

Con la sonda de la CP de TYLCSV se obtuvieron resultados similares, se detectd la
presencia de TYLCSV hasta diluciones de 5°y 10™. La especificidad de esta sonda es similar a las
sondas de ToLCNDV, a pesar de encontrar hibridacidn cruzada con la muestra de TYLCV extraida
con silica donde se observa una seial muy débil.
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Figura 12. Resultados de la deteccion de ToLCNDV (Muestra 1) con los cebadores especificos
ToLCNDV up/down, y la deteccién de TYLCSV (Muestra 2) y TYLCSV (Muestra 3) utilizando los
cebadores degenerados TY1/TY2. NT y M corresponden con el control (no template) y el marcador
de pesos moleculares de 100 pb, respectivamente.
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En el caso de la sonda de la CP de TYLCV, los limites de deteccién son 5°y 102 Al
contrario que con las sondas de ToLCNDV y TYLCSV, la sonda de TYLCV generd sefiales de
hibridacién cruzada con los extractos infectados con TYLCSV. Los andlisis Blast con las tres
sondas ensayadas revelan que la sonda de TYLCV es hasta un 81% idéntica a aislados de TYLCSV,
y la sonda de TYLCSV hasta un 82% idéntica a los de TYLCV encontrados en dicha base de datos;
mientras que las dos sondas de TOLCNDV son hasta un 74% idénticas a los aislados de TYLCV y
TYLCSV disponibles en la base de datos. En el caso de la sonda de TYLCSV, se observaron en las
bases de datos 3 secuencias con un 99-100% de identidad (nimeros de accesion del GenBank:
286067, 286068 y EF423644) que corresponden con un aislado recombinante (Garcia-Andrés et
al., 2007) o a aislados putativos, clasificados inicialmente como TYLCV. Estas reacciones cruzadas
entre sondas de estas dos especies de begomovirus causantes de la enfermedad del rizado
amarillo del tomate en Espaia, ya se habian observado en estudios anteriores (Accotto et al,,
2000).

Se estimd que la concentracién viral de los aislados de ToLCNDV y TYLCSV empleados
fue de nanogramos por microlitro de extracto, mientras que la concentracion de TYLCV es unas
100 veces menor. El hecho de que la sonda de TYLCV presente hibridaciones cruzadas con los
extractos infectados con TYLCSV que se encuentra en altas concentraciones (nanogramos de
DNA viral) sugiere que el empleo de esta sonda en NASH da como resultado hibridacién cruzada
con muestras con alta concentracidon de secuencias con identidades de entre 74-81% con la
secuencia de la correspondiente sonda, al menos en las condiciones de hibridacién establecidas.
De acuerdo con estas observaciones, era de esperar hibridacidon cruzada entre la sonda de
TYLCSV vy los extractos infectados con TYLCV, sin embargo se observa una sefial muy débil,
debida probablemente a una baja concentracién de TYLCV en el extracto analizado.

Sonda ToLCNDV Sonda ToLCNDV Sonda TYLCV Sonda TYLCSV
(Rep) (CP) (CP) (CF’)
1 10710” 10° 10" 10° 10° 1 107207 20° 107 10° 20° 1 120" 107 10° 10* 10° 10° 1 10™ 10” 10° 20* 10° 10°
ToLCNDV SC
(Muestra 1)
TyLcsv |SC
(Muestra 2)| E
TYLCV |SC
(Muestra 3)| E

ToLCNDV
(Muestra 1)

TYLCSV
(Muestra 2)

TYLCV
(Muestra 3)

Figura 13. Deteccidon de ToLCNDV, TYLCV y TYLCSV en tejidos infectados mediante hibridacién
molecular con sondas especificas (NASH).
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4.1.3. COMPARACION RESULTADOS DE PCR Y NASH

Al comparar los resultados obtenidos con PCR y NASH (Tabla 6), se observé que con PCR
se obtuvieron mejores resultados utilizando el procedimiento EZNA, mientras que para la
técnica NASH, los mejores resultados se obtuvieron con el protocolo silica. La PCR presenta
limites de deteccion similares a NASH utilizando el protocolo de extraccién de silica, o hasta 100
veces mayores utilizando el protocolo de extracciéon de EZNA. Estas diferencias de dos drdenes
de magnitud en los limites de deteccién entre PCR y NASH se han comprobado también para
otros virus (Sdnchez-Navarro et al., 1996; 1998). La diferencia observada en cuanto al protocolo
de extraccién empleado se debe probablemente al tipo de acidos nucleicos que se purifican con
cada uno: mientras que EZNA solo purifica el DNA, la extraccién por silica también purifica el
RNA (incluido el RNA mensajero) que se detecta por NASH.

Se utilizaron cebadores especificos para la deteccién de ToLCNDV, pero los cebadores
degenerados AV494/AC1048 (Wyatt y Brown, 1996) fueron los que obtuvieron mayor
sensibilidad. Como desventaja, con estos cebadores degenerados no se puede detectar TYLCSV.
Considerando la concentracidn virica estimada por NASH, el limite de deteccién para los tres
virus obtenidos con los diferentes cebadores se encuentra entre 1 y 0,01 picogramos de DNA
viral, similares a los descritos previamente (Gawande et al., 2007; Lefeuvre et al., 2007).

Mediante PCR se obtienen buenos limites de deteccién, pero se observan algunos falsos
negativos en los extractos sin dilucion, probablemente por la presencia de inhibidores. Este
hecho junto con la necesidad de protocolos de extraccién comerciales, y en caso de algunos
cebadores, la utilizacidon de un paso extra de digestion con Eco471 (Avall), limitaria el uso de la
PCR para analisis a gran escala.

Tabla 6. Relacion de los limites de deteccidn obtenidos mediante las técnicas de deteccion PCR y

NASH.
ToLCNDV TYLCSV TYLCV
(muestra 1) (muestra 2) (muestra 3)
silica EZNA silica EZNA silica EZNA
AV494/AC1048 107 104 - - 101 103
PGI/PGII 103 103 1072 103 101 1072
PCR
TY1/TY2 - - 10* 107 1073 10+
ToLCNDV 10° 103 i i i .
up/down
Sonda 1045%)  10%(5%) - - - -
NASH replicasa
Sonda CP 103(5%)  103(5%) 104(5%)  103(5%) 102(53) 1057
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4.2. ANALISIS DE MUESTRAS DE CAMPO

Los resultados de los analisis de las 41 muestras recogidas en campo se muestran en la
tabla 7. El andlisis mediante PCR con los cebadores degenerados PGI/PGII (Font, 2003) permitié
detectar especificamente los tres virus (TOLCNDV, TYLCSV y TYLCV) por lo que esta pareja de
cebadores parece conveniente para diagndsticos rutinarios. Asimismo, se comprobd que la
pareja de cebadores degenerados AV494/AC1048 (Wyatt y Brown, 1996) es capaz de detectar
ToLCNDV y TYLCV, pero no la presencia de TYLCSV, como se comentd anteriormente.

Por otro lado, se aprecia una buena correlacion entre los resultados obtenidos por PCR
y NASH, ya que el 89,6% de los positivos de PCR (26 de 29) fueron detectados e identificados
correctamente con NASH a pesar de haber utilizado el protocolo de extraccion EZNA, que es
menos sensible para NASH como se demostrd en la puesta a punto de la técnica. Ese porcentaje
probablemente se podria haber incrementado utilizando el protocolo de extraccidn silica. En
este sentido, resulta llamativo que algunas muestras positivas (6, 7 y 39) solo fueran detectadas
con NASH, indicando la presencia de inhibidores de PCR en los extractos. Para confirmar esa
idea, las 3 muestras fueron analizadas por PCR en diluciones 1:10 del extracto original. En todas
ellas se observaron los amplicones esperados, confirmando la presencia de inhibidores de PCR.
Ademas, en los analisis mediante NASH, solo se observé reaccidn cruzada entre las sondas de
TYLCV y TYLCSV en la muestra 2.

También se observd que el 82,7% de los positivos de PCR (24 de 29) fueron
correctamente detectados e identificados con NASH usando el protocolo rapido con tampdn
citrato. Este hecho hace que NASH se sitie como una técnica adecuada para andlisis a gran
escala. Ademas, la posibilidad de detectar diferentes virus mediante la mezcla de las sondas
(Saldarelli et al., 1996; Sanchez-Navarro et al., 1999) o mediante el uso de polisondas (Cohen et
al., 2006; Lin et al., 2011; Peird et al., 2012) podria hacer que NASH fuera una técnica muy
interesante para la deteccién rutinaria de estos tres patdgenos. Adicionalmente, las 29 muestras
positivas para TYLCV y las 37 para TYLCSV detectadas con PCR, también fueron positivas con
NASH. Sin embargo, las muestras 16, 22 y 41 resultaron positivas con PCR para ToLCNDV, TYLCV
y TYLCSV respectivamente, pero negativas con NASH. Esto sugiere concentraciones virales por
debajo del limite de deteccién de NASH inferior al de la PCR como se ha visto en el apartado
anterior.
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Tabla 7. Andlisis comparativo de deteccién de ToLCNDV, TYLCSV y TYLCV en muestras de campo,

realizado mediante PCR con cebadores especificos para ToLCNDV, PCR-RFLPs con cebadores

degenerados para begomovirus y para TYLCSV y TYLCV, y mediante NASH utilizando la sonda de la
replicasa de ToLCNDV y de CP de TYLCSV y TYLCV. Todas las muestras fueron extraidas con el
protocolo EZNA. En el caso de NASH también se utilizd el protocolo de tampdn citrato.

Codigode  Fecha de . PCR-RFLPs (Begomovirus) PCR-RFLP PCR NAS',-I i
L, Area Hospedante (EZNA/Tampén citrato)
muestra recoleccion (TYLCV/ TYLCSV) ToLCNDV
AV494/AC1048 PGI/PGII ToLCNDV TYLCV TYLCSV

1 Sep-2013 Murcia Calabacin + ToLCNDV + ToLCNDV na? + +/+ -/- -/-
2 Oct-2013 Granada Tomate - + TYLCSV + TYLCSV - -/- (+)/- +/+
3 Sep-2013 Almeria Tomate +TYLCV +TYLCV +TYLCV - -/- +/+ -/-

4 Sep-2013 Murcia Calabacin + ToLCNDV + ToLCNDV na + +/+ -/- -/-
5 Sep-2013 Murcia Calabacin + ToLCNDV + ToLCNDV na +/+ -/- -/-
6 Sep-2013 Murcia Meldn - - na - +/+ -/- -/-
7 Sep-2013 Murcia Calabaza - - na - +/+ -/- -/-
8 Sep-2013 Murcia Calabacin + ToLCNDV + ToLCNDV na + +/+ -/- -/-
9 Sep-2013 Granada Calabacin + ToLCNDV + ToLCNDV na + +/+ -/- -/-
10 Sep-2013 Granada Calabacin + ToLCNDV + ToLCNDV na + +/+ -/- -/-
11 Oct-2013 Almeria Meldn + ToLCNDV + ToLCNDV na + +/+ -/- -/-
12 Sep-2013 Almeria Pepino + ToLCNDV + ToLCNDV na + +/+ -/- -/-
13 Sep-2013 Murcia Calabaza + ToLCNDV + ToLCNDV na + +/+ -/- -/-
14 Oct-2013 Granada Pepino + ToLCNDV + ToLCNDV na + +/+ -/ - -/-
15 Oct-2013 Granada Pepino + ToLCNDV + ToLCNDV na + +/+ -/- -/-
16 Oct-2013 Granada Pepino + ToLCNDV + ToLCNDV na + -/- -/- -/-
17 Oct-2013 Granada Pepino - - na - -/- -/- -/-
18 Mar-2014 Granada Pepino - - na - -/- -/- -/-
19 Apr-2014 Granada Sandia - - na - -/- -/- -/-
20 May-2014 Granada Pepino + ToLCNDV + ToLCNDV na + +/+ -/- -/-
21 May-2014 Valencia Calabacin - - - - -/- -/- -/-
22 Sep-2013 Murcia Tomate +TYLCV +TYLCV +TYLCV - -/- -/- -/-
23 Sep-2013 Murcia Tomate - - - - -/- -/- -/-
24 Sep-2013 Granada Tomate +TYLCV +TYLCV +TYLCV - -/- +/+ -/-
25 Sep-2013 Granada Tomate +TYLCV +TYLCV +TYLCV - -/- +/+ -/-

+TYLCV +TYLCV
26 Sep-2013 Granada Tomate +TYLCV - -/- +/+ +/+
+ TYLCSV + TYLCSV

27 Sep-2013 Granada Tomate - - - - -/- -/- -/-
28 Sep-2013 Granada Tomate - + TYLCV +TYLCV - -/- +/- -/-
29 Oct-2013 Granada Tomate +TYLCV +TYLCV +TYLCV - -/- +/+ -

30 Oct-2013 Granada Tomate - - - - -/- -/- -/-
31 Oct-2013 Granada Tomate - - - - -/- -/- -/-
32 Oct-2013 Granada Tomate - - - - -/- -/- -/-
33 Oct-2013 Granada Tomate - - - - -/- -/- -/-
34 Oct-2013 Granada Tomate +TYLCV +TYLCV +TYLCV - -/- +/+ -/-
35 Oct-2013 Granada Tomate +TYLCV +TYLCV +TYLCV - -/- +/+ -/-
36 Dec-2013 Murcia Tomate +TYLCV +TYLCV +TYLCV - -/- +/- -/-
37 Jan-2014 Granada Tomate - + TYLCSV + TYLCSV - -/- -/- +/+
38 Jan-2014 Granada Tomate - + TYLCSV + TYLCSV - -/- -/- +/+
39 May-2014 Valencia Tomate - - - - -/- +/+ -/-
40 May-2014 Valencia Tomate +TYLCV +TYLCV +TYLCV - -/- +/+ -/-
41 May-2014 Cantabria Tomate - + TYLCSV + TYLCSV - -/- -/- -/-

¥na: no analizado
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4.3.CARACTERIZACION MOLECULAR DE AISLADOS DE ToLCNDV.

En la caracterizacién molecular de los tres aislados estudiados: aislado 453/16
(procedente de calabaza C. maxima), aislado 450/16 (procedente de calabaza C. moschata) y
aislado 546/16 (procedente de C. pepo), se obtuvieron las secuencias completas del DNA-A vy el
DNA-B. Al realizar el anélisis Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) de las secuencias del DNA-A
(2738 nt) y DNA-B (2684 nt) de los tres aislados secuenciados, se observa que muestran una alta
identidad nucleotidica (99%) con los aislados de ToLCNDV espafioles recopilados de la base de
datos del GenBank, independientemente del hospedante, y presentan una identidad menor con
los aislados procedentes de India y Pakistan (91-92% en el DNA-A y 82-84% en el DNA-B). El
aislado 450/16, procedente de C. moschata, presenta una duplicacion en el DNA-B que también
aparece en otros aislados del GenBank, aunque por el momento no se conoce su funcion.

Al realizar el analisis filogenético de los aislados secuenciados (Anexo 4), se observé que
el DNA-B de los aislados estudiados recogidos en la Comunidad Valenciana se agrupa con el resto
de aislados espafioles (Anexo 4.1), mientras que para el DNA-A Unicamente el aislado
procedente de C. maxima (aislado 453/16) se encuentra en el clado de los aislados espafioles y
los otros dos aislados (450/16 y 546/16) en clusters indios y pakistanies (Anexo 4.2).

En cambio, el andlisis filogenético de las proteinas de los aislados secuenciados de la
Comunidad Valenciana (Anexo 5) reveld que todas ellas se agrupan con el resto de aislados
espafioles disponibles en la base de datos del GenBank. Estos resultados coinciden con los
obtenidos en el analisis Blast, al agrupar los aislados de la Comunidad Valenciana con el resto de
aislados espanoles. El hecho de que todas las proteinas de los aislados espafoles se agrupen
juntas sugiere que puedan provenir de un mismo aislado comun.

Las diferencias encontradas en el andlisis filogenético de las proteinas y los nucleétidos
del DNA-A de los aislados 450/16 y 546/16 pueden ser debidas a la naturaleza degenerada del
codigo genético, por tanto que no se traduzcan en cambios en la secuencia aminoacidica de las
proteinas para las que codifican.
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CONCLUSIONES

Para la deteccion de ToLCNDV, los cebadores degenerados AV494/AC1048 (Wyatt y
Brown, 1996) fueron los que obtuvieron mayor sensibilidad. Como desventaja, con estos
cebadores no se puede detectar TYLCSV.

El método de extraccién comercial de DNA EZNA Plant DNA Kit fue el que mejores
resultados dio en el andlisis mediante la técnica PCR, sin embargo para la aplicacion de
NASH fue el método de captura con silica con el que se obtuvieron mejores resultados.

La comparaciéon de las técnicas de PCR y NASH con muestras de campo, revelé una
buena correlaciéon entre ellas, detectdndose incluso algunas muestras positivas
Unicamente con NASH debido a la posible presencia de inhibidores de la PCR.

La técnica NASH permite la aplicacion directa en la membrana de las muestras
homogeneizadas en tampdn citrato, lo que reduce el tiempo de andlisis y permite el
diagndstico de un gran nimero de muestras.

El andlisis Blast revelé una alta identidad nucleotidica de los tres aislados de la
Comunidad Valenciana con los aislados de ToLCNDV espaiioles, recopilados de la base
de datos del GenBank; y una identidad menor con los aislados indios y paquistanies.

El andlisis filogenético de los nucleétidos del DNA-B agrupd los aislados de ToLCNDV de
la Comunidad Valenciana con el resto de aislados espafioles, coincidiendo con los
resultados del analisis Blast.

Aunque el andlisis filogenético de los nucledtidos del DNA-A reveld diferencias genéticas
entre los aislados secuenciados, agrupando Unicamente el aislado procedente de C.
maxima con el resto de los aislados espafioles, el andlisis filogenético de todas las
proteinas apoya los resultados del analisis Blast, al agrupar los aislados de la Comunidad
Valenciana con el resto de aislados espafioles.
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ANEXO 1. Protocolo de extraccién de RNA con silica

e Triturar 100 mg de tejido vegetal (fresco o congelado) en una bolsa de plastico o 25 mg
(deshidratado) con 1,5 ml de tampdn de extraccion al que previamente se le haya
afadido B- mercaptoetanol en proporcion 1%.

e Transferir 500 pl del homogeneizado a un tubo eppendorf de 1,5 ml con punta
recortada.

e Afiadir 100 pl de n-lauronyl sarcosina 10% e incubar 10 minutos a 702C (agitando los
tubos de vez en cuando).

e Incubar en hielo durante 5 minutos.

e Centrifugar a 12000 rpm durante 10 minutos a 49C.

e Transferir 300 pl a un nuevo tubo y afiadir 150 pl de etanol, 300 pl de Na | 6M y 50 pul de
silica resuspendido, e incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos.

e Centrifugar 1 minuto a 6000 rpm a temperatura ambiente.

e Eliminar el sobrenadante y lavar el sedimento con 1 ml de tampdn de lavado.

e Centrifugar 1 minuto a 6000 rpm a temperatura ambiente

e Repetir 3 veces el paso de lavado.

e Tras el ultimo lavado eliminar el maximo posible de tampdn.

e Resuspender el pellet en 100 pl de agua MQ estéril.

e Incubar 4 minutos a 70 2C.

e Centrifugar 3 minutos a 13000 rpm a temperatura ambiente.

e Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo y guardar a -20 2C hasta su préximo uso.

ANEXO 2. Protocolo de extraccidon del DNA total de plantas con EZNA

e Triturar 10 mg de muestra seca o0 40 mg de muestra fresca o congelada en un eppendorf
con ayuda de un micropistilo estéril.

e Afiadir 600 ul de tampdn P1 y vortear vigorosamente. (Opcional: afiadir 10 ul de B-
mercaptoetanol).

e Incubara 65 eC al menos 5 minutos. Agitar los tubos una vez durante la incubacién.

e Afiadir 140 pl de tampdn P2 y vortear.

e Centrifugar 10 minutos a 13000 rpm.

e Cuidadosamente pipetear 600 ul de sobrenadante a un nuevo tubo, sin transferir restos
vegetales.

e Afadir % volumen de tampdn P3 (300 pl) y 1 volumen de etanol absoluto (600 ul),
mezclar.

e Pasar 800 pl a una columna HiBindDNA acoplada a un tubo colector de 2 ml.

e Centrifugar 1 minuto a 13000 rpm y descartar el sobrenadante.

e Pasar el resto del volumen por la columna.

e Centrifugar 1 minuto a 13000 rpm y descartar el sobrenadante y el tubo colector.

e Pasar la columna a un nuevo tubo colector y afiadir 750 pl de Wash Buffer.

e Centrifugar 1 minuto a 13000 rpm y descartar sobrenadante.

e Volver a centrifugar 2 minutos a 13000 rpm para eliminar restos de alcohol de la
columna.
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e Transferir la columna a un nuevo tubo Eppendorf estéril y anadir 100 ul de agua PCR
precalentada a 65 2C e incubar 30 minutos a temperatura ambiente.

e Centrifugar 1 minuto a 13000 rpm.

e Volver a afadir 100 pl de agua PCR precalentada, incubar 1 minuto y centrifugar.

e Seobtienende 2 a 10 pg.

ANEXO 3. GenelET Gel Extraction Kit de Thermo Scientific

e Extraer la banda de interés del gel de agarosa con ayuda de un bisturi estéril.

e Transferir la banda a un tubo de 1,5 ml.

e Agregar 1 volumen de binding buffer (segin el tamafio de la banda extraida) e incubar
a 65 oC durante 15 minutos o hasta la disolucién total de la agarosa.

e Transferir toda la muestra disuelta a una columnda de purificacién y centrifugar 30
segundos a 13000 rpm.

e Descartar el sobrenadante y volver a colocar la columna en el tubo.

e Afiadir 700 pl de tampdn de lavado a la columna purificacion GenelET y centrifuar
durante 1 minuto. Desechar el sobrenadante y volver a colocar la columna de nuevo en
el mismo tubo de recogida.

e Centrifugar de nuevo la columna de purificacién durante 1 minuto para eliminar por
completo el tampdn de lavado residual.

e Transferir la columna de purificacién a un nuevo tubo de microcentrifuga estéril 1,5 ml
y afadir 50 pl de tampdn de elucién al centro de la membrana de la columna.

e Centrifugar durante 1 minuto a 13000 rpm. Guardar a -2029C.

ANEXO 4. Arboles filogenéticos de las secuencias de nucledtidos del DNA-A y DNA-B de
ToLCNDV.

ANEXO 4.1. Arbol filogenético de las secuencias nucleotidicas del DNA-B de ToLCNDV
basado en los alineamientos de secuencias de los tres aislados estudiados (negrita) con
otros recogidos de la base de datos del GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) calculados
segun el algoritmo neighbor-Joining y el modelo Tamura-Nei implementados con 1000
pseudo-réplicas a través del programa informdatico Mega 6. Los aislados incluidos se
identifican por los nimeros de accesidn, el pais donde fueron recogidos y el hospedante
desde el que fueron extraidos. La secuencia de TYLCSV (Numero de accesién JN859137)
como outgroup o grupo externo.

ANEXO 4.2 Arbol filogenético de las secuencias nucleotidicas del DNA-A de ToLCNDV
basado en los alineamientos de secuencias de los tres aislados estudiados (negrita) con
otros recogidos de la base de datos del GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) calculados
segun el algoritmo neighbor-Joining y el modelo Tamura-Nei implementados con 1000
pseudo-réplicas a través del programa informdatico Mega 6. Los aislados incluidos se
identifican por los nimeros de accesidn, el pais donde fueron recogidos y el hospedante
desde el que fueron extraidos. La secuencia de TYLCSV (Numero de accesidon JN859137)
como outgroup o grupo externo.
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ANEXO 4.1

96| 01/595088404|gb|KF749228.1| Spain. Zucchini
0il595088103|gb|KF749227.1| Spain. Zucchini
ToLCNDV Valencia 450
ToLCNDV Valencia 453
ToLCNDV Valencia 546
gi|586640717|gb|KF891467.1| Spain. Zucchini
0i[955265363|gb|KT175407.1| Spain. Tomato
7| gi[755163057|gb|KM377734.1] Spain. Tomato
65 i|595087844|gb|KF749226.1| Spain. Zucchini
b (i|452818068|gb|KC456162.1| India. Tomato
gil514995226|gb|KC969440.1|Pakistan. Chenopodium album
100 L— gi|315455200|/emb|FN432357 1| Pakistan. Sonchus arvensis
0i[283468801|emb|AMB49547 1| Pakistan. Momordica charantia
0il559147738|gb|KF577604.1| India. Tomato
5 0i[367466352|gblUN208137.1| India. Benincasa hispida (ash gourd)
[100 L i|151416865|emb|AM286435.1| India. pumpkin
gi|308744241|gb|GU112089.1| India. Abelmoschus esculentus (okra)
0i[559147741|gb|KF577605.1| India. Tomato
0i[562890739|gb|KF571462.1] India. Tomato
0i|126428475|gb|EF408038.1| India. Tomato
gi|84874963|emb|AJ875158.1| Bangladesh. Tomato
gil40288377|gb|AY438563.1| India. -
0il156767112|gb|EF620535.1| Pakistan. -
001 @i1308744230|gb|GU112087.1| India. Abelmoschus esculentus (okra)
gi|308744208|gb|GU112083.1| India. Abelmoschus esculentus cultivar (okra)
00 0i|559147732|gb|KF577602.1| India. Tomato
95199 ! 6i|559147729|gb|KF577601.1| India. Tomato
gi|751995727|gb|KM921670.1] India. Tomato
gil671756471|gb|KJ778695.1 Iran. Pepper
0il671756461|gb|KJ778693.1| Iran. Eggplant
100 - gi[514995237|gb|KF002410.1| Pakistan. Parthenium hysterophorus
0i[325071181|gb|HQ264186.1| India. Eggplant
— gi|28207176|gblAY150305.1| Pakistan. Tomato
0i|308744219|gb|GU112085.1| India. Abelmoschus esculentus (okra)
— 0i118603285|gb|EF043233.1| India. Potato
d7 100 | 9il829496064|gb|KP641678.1| Iran. Tomato
gil5264813089|gb[KC874488 1| India. Potato
99| gi|35188005|gb|AY 158080.1| India. Potato
0i[526481306|gb|KC874497 1| India. Potato
0i[829496042|gb|KP641674.1| Iran. Melon
1gilSZE4B1318\gblKCBT45G1 1| India. Potato
104 0il526481315|gb|KC874500.1| India. Potato
4{ 0i[118603282|gb|EF043232 1| India. Potato
gil526481300|gb|KC874495.1| India. Potato
98| 0il880798131|gb|KP708056.1| India. Potato
gi[226533680|emb|FN356024.1| India. Solanum tuberosum
o4 0il829496053|gb|KPE41676.1| Iran. cucumber
gi|526481312|gb|KC874499.1| India. Potato
i[526481303|gb|KC874496.1| India. Potato
gi|526481297|gb|KCB74494 1| India. Potato
gi[71084278|gb|DQ020490.1| India. bitter gourd
0il540066265|gb|KF515623.1| India. Tomato
Qil559147735|gblKF577603.1| India. Tomato
€i[315271080|gb|HM803117.1| India. Tomato
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gi|315020473|gb|HQ141674.1| India. Tomato
Qil491873243|gb|KC545813.1| India. Cucumis sativus
gi[315021904/gb|HM989846 1| India. Luffa acutangula
0i|283468793|emb|AM778833.1| Pakistan. Solanum esculentum
gi[74229950|gb|DQ169057.1| India. -
gil68448675|gb|AY939924.1| India. Luffa cylindrica

2| 0i430736503|gblJN663867 1| India. Chilli

g 01854905786|gb|KP235543.1| India. Chilli

981 0i|430736500|gblJN663848.1| India. Chilli

7 0i[430736506|gblJNG663871.1| India. Chilli
0i|519113836/emb|HG316126.1| Pakistan. Rumex dentatus
gi[514995223|gb|KC969439.1| Pakistan. Convolvulus arvensis
gi[28972971|refINC 004612.1| India. Lycopersicon esculentum
gi[304557404|gb|HM 158455 1| India. Solanum lycopersicum

—— gi|28207173|gb|AY150304.1| Pakistan. Tomato

i
005
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0i|514995229|gb|KF002409 1| Pakisian. Parthenium hysterophorus
g9 | gil671756464|gb|KJ778694.1| Iran. Pepper
TolCNDV Valencia 450
gi|325071174|gb|HQ264185.1| India. Eggplant
i[772245505]gb|KP195259.1| India. Tomato
99| 4i|772245651|gb|KP178728 1| India. Tomato
@il258611299|gb|GQBE5546.1| India. Tomato
0il562890730|gb|KF571461.1] India. Tomato
gi|597589909|gb|KJ000564.1| India. Tomato
0i[308744233|gb|GU112088.1| India. Abelmoschus esculentus (okra)
0i|308744222|gb|GU112086.1| India. Abelmoschus esculentus (okra)
0i|308744200]gb|GU112082.1| India. Abelmoschus esculentus cultivar US7109 (okra)
0i[308744211|gb|GU112084 1| India. Abelmoschus esculentus cultivar Arka Anamika (okra)
— 0i|558520527|gb|KF537780.1| India. Tomato
o8 gi|772245643|gb|KP178727 1| India. Tomato
% gilB4874956]emb|AJB75157.1| Bangladesh. Tomato
of Egi\129714369|gb|EF068246 1 Indrwa Tomato
gi|558614170]gb]KF551580.1| India. Tomato
Qi|39578013|gb|AY428769.1| India.
gil163676493|gb|EU309045 1| India. Chilli
991 5i[356472787|gb|HQ658479.1| N. benthamiana
gi[526481337|gb|KC874504.1 India. Potato
T'&1Egi|52r34a1345|gnu((:374505 1| India. Potato

il854905779|gb|KP235542.1] India. Chilli
5| 911327468318IgbIHMO0T 120.1] India. Chill
k!

ANEXO 4.2

8

gi|854905765|gb|KP235540.1| India. Chilli
gil854905772|gb|KP235541.1| India. Chilli
0i[25990289|gb|AF448058.2| Pakistan. Tomato
72r Qil30909082]gblAY286316.1] India. Potato
991 4i526481369|gbJKCB74508 1| India. Potalo
Qil526481329|gb|KCET4503.1| India. Potato
0i[558614224|gb|KF551587.1| Ini
0i[526481321|gb|KC874502.1| India. Potato
gil118603296|gb|EF043231.1| India. Potate
0i|526481361|gb|KCB74507 1] India. Potato
0i|829496045|ab|KPE41675.1] Iran. cucumber
gil118603288|gb|EF043230.1| India. Potata
0i[526481353|gb|KC874506. 1 India. Potato
0i[B29496056|gb|KPE41677.1| Iran.Tomato
ToLCNDV Valencia 546
991 gil829496034|gb|KPE41673.1| Iran. Melon
56 gi[327466281|gb|HM007113.1| India. Chilli
Qi[491873214|gb|KC545812 1| India. Cucumis sativus
gi|315021896|gb|HM983845.1| India. Luffa acutangula
0i|66351991|gb|AY939926 1| India. Luffa cylindrica
0il482678670|gb|KC513822.1| India. Papaver somniferum (poppy)
gi|283468804|emblAMB49548 1| Pakistan. Solanum nigrum
gi[156767103|gh|EF620534.1| Pakistan.
Qi[772245658|gb|KP178729.1| India. Tomato
96 0i151416851|emb]AM286433 1| India. Pumpkin
ii—L 0i[367466344|gb|JN208136.1| India. Benincasa hispida (ash gourd)
gil151416858lemb|AM286434.1| India. Pumpkin
gi|514995215|gb|KC960492. 1| Pakistan. Convolvulus arvensis
@i[519113828lemb|HG316125.1| Pakistan. Rumex dentatus
01|28972962|ref|NC 004611.1| Lycopersicon esculentum
0i|304557395|gb|HM159454 1] India. Solanum lycopersicum
gil355469036|gblIN129254 1| India. Pumpkin
Qil74229941|gb|DQ169056.1| India. Tomato
gi|25990296|gb|AF 448059.2| Pakistan. Tomato
Qil558614138|gb|KF551576.1| India. Tomato
i[772245528/gb|KP195262.1| India. Tomato
79/ 0i1307593394|gb|HM345979 1| India. Tomalo
0i[315020465]gb|HQ141673.1| India. Tomato
@i|217416945|gb|FJ468356 1| India. Tomato
gi|540066192|gb|KF515617.1| India. Tomata
@i[540066183|gb|KF515616.1| India. Tomato
0558614147 |gb|KF551577 1| India. Tomato
99 0i|526264699]gb|KC914896.1| Pakistan. Chenopodium album
gil834961698|gb|KPBE8764.1| India. Bitter gourd
89 0i|558614239|gb|KF551589.1| India. Tomato
98 L_ 4i|558614246|gb|KF551590.1| India. Tomato
Qi[772245550|gb|KP195265.1| India, Tomato
0i|558614186|gb|KF551582.1| India. Tomato
gi|133874714|gb|EF450316.1| Bangladesh. Cucumber
gi[T78082436|gb|KP191047.1| India. Sechium edule (chayote)
gi|595087509|gb|KF 749225 1| Spain. Zucchini
Sequence 86
Qi[595087441|gb|KF749224.1| Spain. Zucchini
78l ToLeNDV Valencia 453
gil755163049|gb|KMO77733.1| Spain. Tomato
a4[ 01|586640720|gb|KF891468 1| Spain. Zucchini
55 gi|595087278|gb|KF 749223 .1| Spain. Zucchini
0i[T45697987|gb|KC465466 2| India. Chilli 42
gi[558614260]gb|KF551592.1| India. Tomato
@il102638557]gb|DQ629102.1| India. Cherry tomato

% i|238111359|gb|DQ629101.2| India. Cherry tomato

TYLCSV JNB59137
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ANEXOS

ANEXO 5. Arboles filogenéticos de las secuencias aminoacidicas de las proteinas de ToLCNDV
codificadas por AC1, AC2, AC3, AC4, AV1, AV2, BC1lyBV1.

ANEXO 5.1. Andlisis filogenético de las secuencia aminoacidica de la proteina AC1 basado en los
alinamientos de las secuencias de los tres aislados estudiados (negrita) con otros recogidos de
la base de datos del GenBank realizado con el software de alineamiento MUSCLE, y el algoritmo
Neighbor Joining aplicando el modelo de distancia Tamura-Nei y con un valor de Boostrap de
1000 réplicas, con el programa Mega version 6. Los aislados incluidos se identifican por los
numeros de accesion, el pais donde fueron recogidos y el hospedante desde el que fueron
extraidos. La secuencia de TYLCSV (NUmero de accesion AFQ60624.1) como outgroup o grupo
externo.

ANEXO 5.2. Andlisis filogenético de las secuencia aminoacidica de la proteina AC2 basado en los
alinamientos de las secuencias de los tres aislados estudiados (negrita) con otros recogidos de
la base de datos del GenBank realizado con el software de alineamiento MUSCLE, y el algoritmo
Neighbor Joining aplicando el modelo de distancia Tamura-Nei y con un valor de Boostrap de
1000 réplicas, con el programa Mega versidén 6. Los aislados incluidos se identifican por los
numeros de accesion, el pais donde fueron recogidos y el hospedante desde el que fueron
extraidos. La secuencia de TYLCSV (NUumero de accesion AFQ60623.1) como outgroup o grupo
externo.

ANEXO 5.3. Analisis filogenético de las secuencia aminoacidica de la proteina AC3 basado en los
alinamientos de las secuencias de los tres aislados estudiados (negrita) con otros recogidos de
la base de datos del GenBank realizado con el software de alineamiento MUSCLE, y el algoritmo
Neighbor Joining aplicando el modelo de distancia Tamura-Nei y con un valor de Boostrap de
1000 réplicas, con el programa Mega versién 6. Los aislados incluidos se identifican por los
numeros de accesion, el pais donde fueron recogidos y el hospedante desde el que fueron
extraidos. La secuencia de TYLCSV (Numero de accesién AFQ60622.1) como outgroup o grupo
externo.

ANEXO 5.4. Analisis filogenético de las secuencia aminoacidica de la proteina AC4 basado en los
alinamientos de las secuencias de los tres aislados estudiados (negrita) con otros recogidos de
la base de datos del GenBank realizado con el software de alineamiento MUSCLE, y el algoritmo
Neighbor Joining aplicando el modelo de distancia Tamura-Nei y con un valor de Boostrap de
1000 réplicas, con el programa Mega versidén 6. Los aislados incluidos se identifican por los
numeros de accesion, el pais donde fueron recogidos y el hospedante desde el que fueron
extraidos. La secuencia de TYLCSV (NUmero de accesion AFQ60625.1) como outgroup o grupo
externo.

ANEXO 5.5. Andlisis filogenético de las secuencia aminoacidica de la proteina AV1 basado en los
alinamientos de las secuencias de los tres aislados estudiados (negrita) con otros recogidos de
la base de datos del GenBank realizado con el software de alineamiento MUSCLE, y el algoritmo
Neighbor Joining aplicando el modelo de distancia Tamura-Nei y con un valor de Boostrap de
1000 réplicas, con el programa Mega version 6. Los aislados incluidos se identifican por los
numeros de accesion, el pais donde fueron recogidos y el hospedante desde el que fueron
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extraidos. La secuencia de TYLCSV (Numero de accesion AFQ60621.1) como outgroup o grupo
externo.

ANEXO 5.6. Analisis filogenético de las secuencia aminoacidica de la proteina AV2 basado en los
alinamientos de las secuencias de los tres aislados estudiados (negrita) con otros recogidos de
la base de datos del GenBank realizado con el software de alineamiento MUSCLE, y el algoritmo
Neighbor Joining aplicando el modelo de distancia Tamura-Nei y con un valor de Boostrap de
1000 réplicas, con el programa Mega version 6. Los aislados incluidos se identifican por los
numeros de accesion, el pais donde fueron recogidos y el hospedante desde el que fueron
extraidos. La secuencia de TYLCSV (NUmero de accesion AFQ60620.1) como outgroup o grupo
externo.

ANEXO 5.7. Andlisis filogenético de las secuencia aminoacidica de la proteina BC1 basado en los
alinamientos de las secuencias de los tres aislados estudiados (negrita) con otros recogidos de
la base de datos del GenBank realizado con el software de alineamiento MUSCLE, y el algoritmo
Neighbor Joining aplicando el modelo de distancia Tamura-Nei y con un valor de Boostrap de
1000 réplicas, con el programa Mega versidén 6. Los aislados incluidos se identifican por los
numeros de accesion, el pais donde fueron recogidos y el hospedante desde el que fueron
extraidos. La secuencia de CoMoV (Numero de accesion AJG36439.1) como outgroup o grupo
externo.

ANEXO 5.8. Analisis filogenético de las secuencia aminoacidica de la proteina BV1 basado en los
alinamientos de las secuencias de los tres aislados estudiados (negrita) con otros recogidos de
la base de datos del GenBank realizado con el software de alineamiento MUSCLE, y el algoritmo
Neighbor Joining aplicando el modelo de distancia Tamura-Nei y con un valor de Boostrap de
1000 réplicas, con el programa Mega versidon 6. Los aislados incluidos se identifican por los
numeros de accesion, el pais donde fueron recogidos y el hospedante desde el que fueron
extraidos. La secuencia de CoMoV (Numero de accesién AJG36438.1) como outgroup o grupo
externo.
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ANEXO 5.1

2!

s
S

37— il315020468|gb|ADT70814.1| India. Tomato
65 gi|307593399|gb|ADN65588.1| India. Tomato
7811 gi|217416951/gb|ACK44132.1 India. Tomato
gi[772245531|gb|AJWB0797.1| India. Tomato
gi|540066197|gb|AGV02043.1| India. Tomato
gi|558614150|gb|AHA82176.1| India. Tomato
81 L gi|540065188|gb|AGV02037.1| India. Tomato
2l gi[74229942]gb|ABA00492 1| India. Tomato
—— gi|304557403|gb|ADM36031.1] India. Solanum lycopersicum.
0i|28972969|ref|[NP 803224.1| India. Lycopersicon esculentum

49

124
gi|519113834/emb|CDF 77354.1| Pakistan. Rumex dentatus
gi|514995216|gb|AGO64016.1| Pakistan. Convolvulus arvensis
24, gi|151416863|emb|CAL15167.1| India. Pumpkin

Ell— gi|367466349|gb|AEX15667.1| India. Benincasa hispida (ash gourd)
731 gi|151416856|emb|CAL15161.1| India. Pumpkin

L gi[25990297|gb|AALB0214 2| Pakistan. Tomato
gi|355469041|gb|AER93215.1] India. Pumpkin

— qi|772245662|gb|AJW80910.1| India. Tomato

IS
B

35 g gi|526481367|gb|AGR88343.1| Indiia. Potato

gi|829496051|gb|AKL72086.1| Iran. Cucumber
o, gi|118603291|gbJABL09091. 1] India. Potato
gi|526481359|gb|AGR88336.1| India. Potato
gi|829496040|gb|AKL72077.1| Iran. Melon
gi|829496062|gb|AKL72095.1| Iran. Tomato

i

13| 45| gi|118603299|gb|ABLO90S. 1| Indie. Potato

Il
96

Tl

© -

)

0i|526481327|gb|AGR88308. 1| India. Potato
gi|526481335|gb|AGR88315.1| India. Potato
gi|558614227|gb|AHA82243.1| India. Tomato
30| 9il30909088|gblAAP37410.1| India
35L gi|526481375|gb|AGR88350.1| India. Potato
L— gi|25990290|gbJAALE0210.2| Pakistan. Tomato
gi|558614249]gb|AHAB2262.1| India. Tomato
gi|558614242|gb|AHA82256.1| India. Tomato
gi|854905782|gb|AKN79158.1] India. Chilli
gi|854905775|gb]AKN79152.1| India. Chill
d8| gi|854905768]gb|AKN79146.1] India. Chilli
gi|327466319|gb|AEA76852.1| India. Chilli
gi|772245553|gb|AJW80816.1| India. Tomato
E gi|156767110|gbJABUS5066. 1| Pakistan
gi|595087446|gb|AHM26193.1| Spain. Zucchini
30+ AC1450
AC1453
%0 Ac1546
gi|755163055|gb|AJJ90449. 1| Spain. Tomato
gi|595087283|gb|AHM26187.1| Spain. Zucchini
5L gi|586640726|gb|AHJB0139.1| Spain. Zucchini
gi|595087514|gb|AHM26199.1| Spain. Zucchini
99 | 0i|283468621/emb|CAO00520.1| Pakistan. Bitter Gourd
1 E‘ gi|526264704|gb|AGR83816.1| Chenopodium album
gi|834961704|gb|AKM49926.1]| India. Bitter gourd
gil66351994|gb|AAY44735.1| India. Luffa cylindrica

62,
1 gi|283468809|emb|CAQ98746.1| Pakistan. Solanum nigrum
gi|315021898|gb|ADT70803.1| India. Luffa acutangula
93
33

99

gi|4826786875|gb|AGK29964.1| India. Papaver somniferum (poppy)
gi|327466284|gb|AEA76822.1] India. Chill
60l gi|491873217|gb|AGL33685.1| India. Cucumis sativus
— gi|526481351|gb|AGR88329.1] India. Potato
8—I~ 0i|526481343|gb|AGR88322.1| India. Potato
gi|308744228|gb|ADO41075.1| India. Abelmoschus esculentus (okra)
gi|308744206|gb|ADO41057.1| India. Abelmoschus esculentus cultivar US7109 (okra)
gi|772245654|gb|AJW80903. 1| India. Tomato
gi|772245509|gb|AJW80778.1| India. Tomato
gi|325071179]gb|ADY75699.1| India. Eggplant (brinjal)
99 | gi|671756469|gb]All96801.1|Iran. Pepper
gi|597589913|gb|AHN13901.1| India. Tomato
gi|562890733|gb|AHB37374.1| India. Tomato
0i|258611304|gb|ACV83737.1| India. Tomato; variety Pusa Ruby
gi|308744239|gb|ADO41084.1| India. Abelmoschus esculentus (okra)

98| gi|308744217|gbJADO41068.1| Indiia. A cultivar Arka A
99 | i|772245646|gb|AJW80896.1| India. Tomato
| gi|84874961|emb|CAI44691.1| Bangladesh. Tomato
0 gi|558520530|gb|AHA81376.1| India. Tomato
bol — gi|129714372|gb|ABO31250.1| India. Tomato
18l gi|558614173|gb|AHA82196.1| India. Tomato
SSE gi|163676498|gb|ABY40422.1| India. Chilli

99| gi|356472792|gb|AET 10465.1| N. benthamiana

gi|133874720|gb|ABO40826.1| Bangladesh. Cucumber
L gi|558614190|gb|AHA82211.1| India. Tomato
sl 0i|558614141|gb]AHAB2168.1| India. Tomato
gi|778082439|gb|AJY58645.1| India. Sechium edule (chayote)

gi|558614263|gb|AHA82274.1| India. Tomato
4i|238111361|gb|ABF71078.2| India. Cherry tomato

ika (okra)

|ABF71084.1| India. Cherry tomato

4il102638562]

TYLCVAFQ&0624.1
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ANEXO 5.2

87

-/

24— gi|118603300|gb|ABLO2099.1| India. Potato
8 gi|829496039|gb|AKL72076.1| Iran. Melon

i~ gi|526481374|gb|AGR88349.1| India. Potato
gi|526481334|gb|AGR88314.1| India. Potato

gi|30909087|gb|AAP37409.1| India. Potato

74 || gi|558614228|gb|AHAB2244.1| India. Tomato
gi|526481366|gb|AGR88342.1| India. Potato
gil |gb|AKL72085.1| Iran. Ci

-{ Qi|829496061|gb|AKL72094.1| Iran. Tomato

2

45 | 91/118603292|gb|ABL09092.1| India. Potato
39 gi|526481358|gb|AGR88335.1| India. Potato
9i|526481326|gb|AGR88307.1] India. Potato
gi|558614250|gb|AHA82263.1| India. Tomato
gi|558614243|gb|AHA82257.1| India. Tomato
gi|66351996|gb|AAY44737.1| India. Luffa cylindrica.
gi|283468808|emb|CAO98745.1] Pakistan. Solanum nigrum
gi|315021900|gb|ADT70804.1 India. Luffa acutangula.
0i|327466285|gb|AEA76823.1| India. Chilli
gi|117583135gb|ABK41855.1| India. Cotton
gi|491873218|gb]AGL33686.1| India. Cucumis sativus
gi|772245663|gb|AJW80911.1| India. Tomato
g|558614142|gb|AHAB2169.1] India. Tomato
gi|151416855/emb|CAL15160.1] India. Pumpkin
gi[367466345|gb|AEX15663.1| India. Benincasa hispida (ash gourd)
gi|151416862|emb|CAL15166.1| India. Pumpkin
gi|482678674|gb|AGK29963.1| India. Papaver somniferum (poppy)
gl|558520531|gb|AHAE1377.1] India. Tomato
95 — gi|217416950|gbJACK44131.1| India. Tomato
gi|315020469|gb|ADT70815.1| India. Tomato
gi|772245532]gb|AJW80798.1| India. Tomato
B|, gi|540066196|gb|AGV02042.1| India. Tomato
1_[ gi|540066187|gb|AGV02036.1| India. Tomato
gi|558614151|gb|AHAB2177.1| India. Tomato
gi|325071178|gb|ADY75698.1| India. Eggplant (brinjal)
gi|671756468|gb|AllI96800.1| Iran. Pepper.
0i|514995232|gb|AGO64029.1| Pakistan. Parthenium hysterophorus.
gi|258611303|gb|ACV83736.1| India. Tomato

38

0i|308744238|gb|ADO41083.1| India. Abelmoschus esculentus (okra)

gi|597589914|gb]AHN13902.1] India. Tomato
gl|562890735|gb|AHB37376.1| India. Tomato
gi|74229945|gb|ABA00495.1| India. Tomato
gi|519113833|emb|CDF77353.1| Pakistan. Rumex dentatus
0i|28972968|ref|[NP_803223.1| India. Lycopersicon esculentum
0i[514995218|gbJAGOB4018.1| Pakistan. Convolvulus arvensis
gi|558614174|gb|AHAB2197.1| India. Tomato
gi|129714373|gb|ABO31251.1| India. Tomato
9i|39578017|gb|AAR28539.1| India.
gi|163676497|gb|ABY40421.1| India. Chilli
gi|356472791|gb|AET10464.1| N. benthamiana.
4i|772245647|gb|AJWB0897.1] India. Tomato

98 | gi|8487 | Al44690.1| Tomato
gi|526481350|gb|AGR88328.1| India. Potato
0i|526481342|gb|AGR88321.1| India. Potato

o — gi|156767109|gb|ABU95065.1| Pakistan
gi|25990294|gb]AAN76347.1] China. Tomato

i{ 01|772245655|gb|AJW80904.1| India. Tomato

89

7%

~

gi[772245510|gb|AJW80779.1| India. Tomato
gi|25990301|gb|AAN76351.1| China. Tomato
35 - @i|304557402|gb|ADM36030.1| India. Solanum lycopersicum.

gi[854905783|gb|AKN79159.1] India. Chill
1
4i|854905776|gb|AKN79153.1| India. Chill
96

&

0i[854905769|gb|AKN79147.1| India. Chilli

43! gi|327466320|gb|AEA76853.1| India. Chilli
gi|308744227|gb|ADO41074.1| India. Abeimoschus esculentus (okra)
g1|834961703|gb|AKM49925.1| India. Bitter gourd.
91/283468620|emb|CAO00519.1| Pakistan.Bitter Gourd
100 | gi|526264703|gb|AGR83815.1| Chenopodium album.
(e gi|558614191|gb|AHA82212.1| India. Tomato

§il772245554]gb|AJWB0817.1] India. Tomato
qil778082440|gb|AJY58646.1| India. Sechium edule (chayote)

5 gi[133874719|gb|ABO40825.1| Bangladesh. Cucumber
7 0i|595087513|gb|AHM26198.1| Spain. Zucchini
* gi|595087445|gb|AHM26192.1| Spain. Zucchini
“| ac2as0
67| AC2453
P gi|755163054|gb|AJJ90448.1| Spain. Tomato
AC2 546

25| | 911595087282|gb|AHM26186.1| Spain. Zucchini
64 | gi|586640725|gb|AHJ80138.1| Spain. Zucchini

gi|558614264|gb|AHA82275.1| India. Tomato

I: gi[102638561|gb|ABF71083.1| India. Cherry Tomato
100

9i|238111360|gb|ABF71077.2| India. Cherry Tomato

TYLCV AFQ60623.1

0.050

0i|308744205|gb|ADO41056.1| India. Abelmoschus esculentus cultivar US7109 (okra)

gi|308744216|gb|ADO41065.1| India. Abeimoschus esculentus cultivar Arka Anamika (okra)
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100

TYLCV AFQ60622.1

0050

9i|540066186|gb|AGV02035.1| India. Tomato
9i|558614265|gb|AHA82276.1| India. Tomato
gi|482678673|gb]JAGK29962.1| India. Papaver somniferum (poppy)
9i|558520532|gb|AHAB1378.1| India. Tomato
gi|151416861|emb|CAL15165.1| India. Pumpkin
gi|367466348|gb|AEX15666.1| India. Benincasa hispida (ash gourd)
gi|151416854|emb|CAL15159.1| India. Pumpkin

29

gi|315020470|gb|ADT70816.1| India. Tomato
9i[217416949|gb|ACK44130.1| India. Tomato
4i258611302|gb|ACV83735.1| India. Tomato
gi|597589915|gb|AHN13903.1| India. Tomato
9i|562890736|gb|AHB37377.1| India. Tomato
qil671756467|gb|AII96799.1] Iran. Pepper
0i|514995233|gb|AGO64030.1| Pakistan. Parthenium hysterophorus

~

gi|325071177|gb|ADY75697.1| India. Eggplant (brinjal)

0i|854905777|gb|AKN79154.1| India. Chilli
gi|854905784|gb|AKN79160.1| India. Chilli
gi|156767108|gb|ABU95064.1| Pakistan
0i|25990293|gb|AAN76346.1| China. Tomato
Qi|304557401|gb|ADM36029.1| India. Solanum lycopersicum L.
9i|25990300|gb|AAN76350.1| China. Tomato
§i|772245656|gb|AJWS0905.1| India. Tomato
gi|772245512|gb|AJW80781.1] India. Tomato
L gi|74229946|gb|ABA00496.1| ROC. Tomato
| [ gi|355469039|gb|AER93213.1] India. Pumpkin
9i|315021901|gb|ADT70805.1| India. Luffa acutangula.

gi|772245664|gb|AJW80912.1] India. Tomato

gi|491873219|gb|AGL33687.1| India. Cucumis sativus.
LS

B5l gil66351998|gb|AAY44739.1] India. Luffa cylindrica.
0i|558614143|gb|AHA82170.1] India. Tomato

0i|117583134gb| ABK41854. 1] India. Cotton
9i|772245633|gb|AJWS0799.1] India. Tomato
9i|327466286|gb|AEA76824.1] India. Chill

95| gi|558614251|gb|AHAB2264.1] India. Tomato
gi|558614244|gb|AHAB2258.1| India. Tomato

95 | 0i[526481349|gb|AGRE8327.1] India. Potato
0i[526481341|gb|AGR88320.1| India. Potato
gil526481333|gb|AGR8B313.1| India. Potato
85| gi|30909086|gb|AAP37408.1| India
4il526481373|gb|AGR88348.1| India. Potato
gi|558614229|gb|AHA82245.1] India. Tomato

35

0i|526481325|gb|AGR88306.1| India. Potato
9i|526481365|gb|AGR88341.1| India. Potato
0i|526481357]gb|AGRE8334.1| India. Potato

89 | gi|118603293|gb|ABL09093.1] India. Potato

1 gi|829496049|gb|AKL72084.1| Iran. Cucumber
gi|829496060|gb|AKL72093.1| Iran. Tomato
4i|829496038|gb|AKL72075.1] Iran. Melon
0i|28972967|ref[NP_803222.1| India. Lycopersicon esculentum

50!

0i|519113832|emb|CDF77352.1| Pakistan. Rumex dentatus

2| gi|514995219|gb|AG0OB4019.1| Pakistan. Convolvulus arvensis

45 || — 0i|308744237|gb|ADO41082.1| India. Abelmoschus esculentus (okra)
96| gi|772245648gb|AJW80898.1| India. Tomato

4{ 0i|84874959|emb|CAI44689.1| Bangladesh. Tomato

1b| gil356472790|gb|AET10463.1| N. benthamiana
gi|163676496|gb|ABY40420.1| India. Chill
0i|308744204|gb|ADO41055.1| India. Abelmoschus esculentus cultivar US7109 (okra)

90

gi|308744228|gb|ADO41073.1| India. Abelmoschus esculentus (okra)
gi|308744215|gb|ADO41064.1| India. Abelmoschus esculentus cultivar Arka Anamika (okra)
gi|834961702|gb|AKM49924.1| India. Bitter gourd
0i|526264702|gb|AGR83814.1| Chenopodium album
99 | gi|283468619|emb|CAO00518.1| Pakistan. Bitter Gourd
L gi|558614175|gb|AHAB2198.1| India. Tomato

gi|772245555|gb|AJW80818.1] India. Tomato

0i|133874718|gb|ABO40824.1| Bangladesh. Cucumber

9i|556614192]gb|AHA82213.1| India. Tomato
gi|778082441|gb|AJY58647.1| India. Sechium edule (chayote)

gi|595087512|gb|AHM26197.1] Spain. Zucchini

gi[755163053|gb|AJJ90447.1| Spain. Tomato

AC3 546

AC3 453

gi|595087444|gb|AHM26191.1| Spain. Zucchini

AC3 450

0i|586640724|gb|AHJ80137.1| Spain. Zucchini

72| gi|595087281|gb|AHM26185.1| Spain. Zucchini

4|:gi|102633560|gb|A8F71082 1] India. Cherry Tomato
9 4i|102638531|gb|ABF71076.1| India. Cherry Tomato
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Qi|597589916|gb|AHN13904.1| India. Tomato

gi|772245511|gb|AJWB0780.1|India. Tomato

gi| 772245657 |gb|AJW809086.1| India. Tomato

gi|562890737|gb|AHB37378.1| India. Tomato

i|258611305|gb|ACV83738.1]| India. Tomato; variety Pusa Ruby.
gi|308744240|gb|ADO41085.1|India. Abelmoschus esculentus (okra)
gi|308744229|gb|ADO41076.1|India. Abelmoschus esculentus (okra)

68 | gi|308744218|gb|JADO41067.1|India. Abelmoschus esculentus cultivar Arka Anamika (ckra)
gi|308744207|gb|ADO41058.1|India. Abelmoschus esculentus cultivar US7109 (okra)
gi|772245649|gb|AJVWB0899.1| India. Tomato

6i|558614193|gb|AHA82214.1| India. Tomato

9i|129714375|gb|ABO31253.1| India. Tomato

QE gi|558614176|gb|AHAB2199.1] India. Tomato

28

gi|163676499|gb|ABY40423.1| India. Chilli
| 5 | gi|356472793|gb|AET10466.1| N. benthamiana
— gi|84874962|emb|CAI44692.1| Bangladesh. Tomato
. gi|39578019|gb|AAR28541.1] India.
77| 9il558520533|gb|AHAG1379.1]India. Tomato
21[17- gi|526481352|gb|AGR88330.1| India. Potato
— gi|526481344|gb|AGR88323.1| India. Potato
9i|25990295/gb|AANTE348.1| China. Tomato
gi|327466322|gb|AEATEBS5. 1 India. Chilli
gi|854905785|gb|AKN79161.1|India. Chilli
gi|854905778|gb|AKN79155.1|India. Chilli
5| 91185480577 1|gbJAKN79149.1| India. Chill
05 | 0i|283468622(emb|CAC00521.1| Pakistan. Bitter Gourd
gi|526264705|gb|AGR83817.1| Chenopedium album
gi|367466350|gb|AEX15668.1| India. Benincasa hispida (ash gourd)
g5 | Gil1514168864|emb|CAL15168.1|India. Pumpkin
72! gi|151416857|emb|CAL15162.1| India. Pumpkin

gi|526481328|gb|AGRB8309.1| India. Potato
Oﬁ gil118803302|gbABL09101.1] India. Potato
0

gi|829408063|gbAKLT2096.1| Iran. Tomato
gi|829496041|gb|AKL72078.1| Iran. Melon.
gi|526481360|gb|AGRB8337.1|India. Potato
gil 118603294|gb|ABLO2094 1| India. Potato
gi|834961705|gb|AKM49927.1| India. Bitter gourd
5 | gi|829496052|gb|AKL72087 1|Iran. Cucumber
|

o

o

gi|526481368|gb|AGRB8344.1| India. Potato
gi|25990302|gb|AANTE352.1| China. Tomato
gi|772245534|gb|AJWB0800.1| India. Tomato
| gi540086189]gbAGV02038.1| India. Tomato
- gil540066198|gb|AGV02044.1| India. Tomato
gi|74229949|gb|ABA00499.1| India. Tomato
{4 — gi|355469042|gb|AER93216.1|India. Pumpkin
—L gi|304557400|gb|ADM36028.1| India. Solanum lycopersicum
4| 9131502047 1|gbJADT70817.1| India. Tomato
0 gi|519113835|emb|CDF77355.1| Pakistan. Rumex dentatus.
5

=3

gi|28972870|refINP_803225.1| India. Lycopersicen esculentum
9i|514995222|gb|AGOB84022. 1| Pakistan. Convolvulus arvensis

27| gil772245665|gb|AJWE0913.1| India. Tomato

gi|102638563|gb|ABF71085.1|India. Cherry Tomato
gi|156767111|gb|ABU9S067. 1| Pakistan

gi|526481336|gb|AGR88316 1] India. Potato

gi|558614230|gbJAHAB2246.1| India. Tomato

gi|526481376|gb|]AGR88351.1| India. Potato

i|30909089]gbjAAP37411.1India.

66 - gi|558614153|gbJAHAB2179.1| India. Tomato

{ qi|558614144|gb|AHAB2171.1| India. Tomato

b | qi|558614252|gb|AHAB2265.1| India. Tomato

—I gi|558614245|gb|AHA82259.1| India. Tomato

3 gi|66351997|gb|AAY44738.1| India. Luffa cylindrica.
J"gi|28346881D|smb\CA098747,1 | Pakistan. Solanum nigrum
o 9il327466287|gb|AEATE625.1| India. Chilli

SSH

<%}

gi|482678676|gb|AGK29965.1|India. Papaver somniferum (poppy)

gi|491873220|gb|AGL33688.1] India. Cucumis sativus

gi|133874721|gb]ABO40827 1| Bangladesh. Cucumber

gi|778082442|gb|AJY58648.1 India. Sechium edule (chayote)

gi|586640727|gbAHJ80140.1| Spain. Zucchini

gi|755163056]gb|AJJ90450.1] Spain. Tomato

gi|595087515|gb|AHM26200.1| Spain. Zucchini

gi|595087447|gb|AHM26194. 1| Spain. Zucchini

gi|595087284|gb|AHM26188 1| Spain. Zucchini

AC4 450

AC4 453

AC4 546

L gi|772245556|gb|AJWB0819.1| India. Tomate 48
gi|558614266|gb|AHAB2277.1| India. Tomato

il 102638534 |gb|ABF71078.1| India. Cherry Tomato

TYLCV AFQ60625.1
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97

gi|558614248|gb|AHAB2261.1| India. Tomato
84 [ 4i|558614241|gbJAHAB2255.1| India. Tomato
gi|258611301|gbJACV83734.1| India. Tomato
gi|39578014|gb|AAR28536. 1] India
4i[482678672|gbJAGK29961.1| India. Papaver somniferum (poppy)
{— gi|558520529|gbJAHA61375.1| India. Tomato
gi|163676495|gb|ABY40419.1| India. Chilli
-I gi|356472789|gb|AET10462.1| N. benthamian
{— @i|772245645|gbJAJW80895.1| India. Tomato
gi[117583131|gb|ABK41851.1| India. Cotton
gi|151416860|emb|CAL15164.1] India. Pumpkin
gi[151416853|emb|CAL15158.1| India. Pumpkin
0[%0 0i|367466347|gb|AEX15665.1| India. Benincasa hispida (ash gourd)
|- gi|558614140|gbAHA82167.1| India. Tomato
|- gi|327466283|gbJAEA76821.1| India. Chilli
34 gi|84874958|emb|CAI44688.1| coat protein Tomato leaf curl New Delhi virus-SevereJessore
L 4i[772245530|gb|AJW80796.1| India. Tomato
— gi|558614172|gb|AHA82195.1| India. Tomato
9 gi|308744213|gb|ADO41062.1] India. Abelmoschus esculentus cultivar Arka Anamika (okra)
0i|308744202|gb|ADO41053.1| India. Abelmoschus esculentus cultivar US7109 (okra)
gi|77 JW80815.1| India. Tomato
99 | 9i|772245653|gb|AJW80902.1| India. Tomato
gi|772245507|gb|AJW80776.1| India. Tomato
gi514995230|gbJAGO64027. 1| Pakistan. Parthenium hysterophorus
4i[325071176]gbJADY75696.1| India. Eggplant (brinjal)
qi[671756466|gbAII96798.1| Iran. Pepper
I— gi|308744224|gbJADO41071.1| India. Abelmoschus esculentus (okra)
4H| 911283468518/emb|CAO00517.1] Pakistan. Bitter Gourd
| gl|526264701|gbJAGR83813.1| Chenopodium album
gi|834961700|gb|AKM49922.1| India. Bitter gourd
5-[_— gi|558614188|gb|AHA82209.1| India. Tomato
I— gi[491873216|gb|AGL33684.1| India. Cucumis sativus
1| 9i|519113830|emb|CDF77350.1| Pakistan. Rumex dentatus
71! gi|514995217|gb|AGO6E4017.1| Pakistan. Convolvulus arvensis
4i[28972965| _803220.1| Lycop
4i|597589910|gb|AHN13898.1| India. Tomato
qi[74229943|gb|ABA00493.1| ROC. Tomato
0i|283468806|emb|CAO98743.1| Pakistan. Solanum nigrum
',—_gi|772245660|gbww30905.1 | India. Tomato
— gi|304557398|gbJADM36026.1]| India. Solanum lycopersicum
gi|156767106|gb|ABUIS062.1| Pakistan.
gi|66351992|gb|AAY44733.1| India. Luffa cylindrica.
|- gi|355469038|gb|AER93212.1| India. Pumpkin

L)

81

o1

°

0| gi854905773|gb|AKN79150.1] India. Chill

|- gi|25990298|gb|AAL60217.2| China. Tomato
91|327466318|gb|AEA76851.1| India. Chilll
0i[854905780|gbJAKN79156.1| Indiia. Chilli
0i|315021897|gb|ADT70801.1|India. Luffa acutangula
I gi|129714370|gbJABO31248.1| India. Tomato
gi|854905766|gbJAKN79144.1| India. Chilli
— @i|308744235|gb|ADO41080.1| India. Abelmoschus esculentus (okra)
7 - 9i|315020467|gbJADT70813.1|India. Tomato
gi|217416947|gb|ACK44128.1| India. Tomato
gi|307593396|gbJADNE5585.1] india. Tomato
gi|558614149|gb|AHAB2175.1| India. Tomato
9i|540066194|gb|AGV02040.1| India. Tomato
0 L gi|540066185|gbjAGV02034.1| India. Tomato
gi|526481371|gbJAGR88346.1| Indla. Potato
gi|526481331|gb|AGR88311.1| India. Potato
gi|30909084|gb|AAP37406.1| India.
gi|526481323|gb|AGR88304.1| India. Potato

gi|558614262|gb|AHA82273.1| India. Tomato

gi|558614226/gb|AHAB2242.1| India. Tomato
gi|118603289|gb|ABL09089. 1| India. Potato
gi|829496036|gb|AKL72073.1| Iran. Melon
gi|526481355|gb|AGR88332.1| India. Potato
gi|829496058|gb|AKL72091.1| Iran. Tomato
gi|118603297|gb|ABL09096.1| India. Potato
gi|526481363|gbJAGR88339.1| India. Potato
62 | gi|829496047|gbJAKL72082.1| Iran. Cucumber
4i[25990291|gb|AALE0213.2| China. Tomato
gi|133874716|gb|ABO40822.1| UK. C

0i|526481347|gb|AGR88325.1| India. Potato
H'-_gl|52$481333|gh|AGR38318.1[lndla. Potato
- gi|562890732|gb|AHB37373.1| India. Tomato
gi|778082437|gb|AJY58643.1| India. Sechium edule (chayote)
4i[586640722|gb]AHJ80135.1] Spain. Zucchini
gi|755163051|gb|AJJ90445.1| Spain. Tomato
4i[595087511|gb|AHM26196.1| Spain. Zucchini
4i[595087443|gbJAHM26190.1 Spain. Zucchini
gi|595087280|gb|JAHM26184.1| Spain. Zucchini
AV1450
AV1453
AV1546

gil 71081.1| India. Cherry Tomato

gi| 71075.1| India. Cherry Tomato
TYLCV AFQE0621.1
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gi[558614225|gb|AHAB2241.1| India. Tomato
25 gi|526481330|gb|AGR88310.1| India. Potato
gi|526481370|gb|AGR88345.1| India. Potato
91|30909083|gb|AAP37405.1| india
0i|526481322|gb|AGR88303.1| India. Potato
gi|118603298|gb|ABL09097.1| India. Potato
gi|118603290|gb|ABL09090.1| India. Potato
0i|526481362|gb|AGR88338.1| India. Potato
gi|526481354|gb|AGR88331.1| India. Potato
01|829496057|gb|AKL72090.1| Iran. Tomato
gil |gbJAKL72081.1| Iran. C
gi|829496035|gb]AKL72072.1] Iran. Melon
11 gi|156767105|gb|ABU9S061.1| Pakistan
- gi|18139961|gb|AAL60212.1| China. Tomato
gi|772245652|gb|AJW80901.1] India. Tomato
qi|772245506|gb|AJW80775.1| India. Tomato
gi|308744212|gb|ADO41061.1| India. Abelmoschus esculentus cultivar Arka Anamika (okra)
gi|308744201|gb|ADO41052.1| India. Abelmoschus esculentus cultivar US7109 (okra)
gi[772245644|gb|AJW80894.1| India. Tomato
gi|308744223|gb|ADO41070.1| India. Abelmoschus esculentus (okra)
0i|514995235|gb|AG0O64032.1| Pakistan. Parthenium hysterophorus
67 | gi|325071175|gb|ADY75695.1| India. Eggplant (brinjal)
—— i|772245659|gb|AJW80907.1| Indiia. Tomato
01]|163676494|gb|ABY40418.1| India. Chilli
b6 [~ gi|84874957|emb|CAI44687.1| Bangladesh. Tomato
gi|39578015|gb|AAR28537.1| India
g1|356472788|gb|AET10461.1| N. benthamiana
L qi|258611300|gb|ACV83733.1| India. Tomato; variety Pusa Ruby
|~ 0i|558614171|gb|AHAB2194.1| India. Tomato
L gi|133874715/gb|ABO40821.1| UK. Cucumber
o|— gi|558520528|gb|AHA1374.1| India. Tomato

82

o

s 0i|283468805|emb|CAO98742.1| Pakistan. Solanum nigrum
o [ps| - 911597589911|gbAHN13899.1| India. Tomato
Ms2 L gi|562890731|gb|AHB37372.1| India. Tomato
L gi|834951699|gb|AKM49921.1| India. Bitter gourd
— gi[327466282|gb|AEA76820.1| India. Chilli

gi|66351993|gb|AAY44734.1|India. Luffa cylindrica

{-gll491873215|gb|AGL33683,1| India. Cucumis sativus
qi[74229948|gb|ABA00428. 1| ROC. Tomato
gi|151416859|emb|CAL15163.1] India. Pumpkin

gi[117583130|gb]ABK41850.1| India. Cotton
gi|482678671|gb|AGK29960.1| India. Papaver somniferum (poppy)
|- gi|129714371|gb|ABO31249.1] India. Tomato
o8 — gi|367466346|gb|AEX15664.1] India. Benincasa hispida (ash gourd)
5 0i|151416852|emb|CAL15157.1| India. Pumpkin
1 gi|558614261|gbJAHAB2272.1] India. Tomato
gi|315021898|gbJADT70802.1| India. Luffa acutangula
54 - gi|558614139|gb|AHA82166.1| India. Tomato

{ gi|315020466|gb|ADT70812.1| India. Tomato

gi|558614148|gbJAHAB2174.1| India. Tomato

I: gi|18139966gb|AAL60216.1|AF448059 China. Tomato
gi|854905781|gbJAKN79157.1| India. Chilli
9l|854905774|gb|AKN79151.1| India. Chilli
gi|327466317|gb|AEA76850.1| India. Chilli
gi|308744234|gb]ADO41079.1| India. Abelmoschus esculentus (okra)
gi|854905767|gb|AKN79145.1| India. Chilli
gi[283468617|emb|CAO00516. 1| Pakistan. Bitter Gourd
gi| 700|gb| A 12.1| Cl album
0| gi|540066193|gb|AGV02039.1| India. Tomato
gi|304557397|gb|ADM36025.1| India. Solanum lycopersicum
1“‘{ gi|519113829|emb|CDF77349.1| Pakistan. Rumex dentatus

99

gi|514995221|gb|AGO64021.1| Pakistan. Convolvulus arvensis

gi|28972964|ref|NP_803219.1| India. Lycopersicon esculentum
|- gi|772245529|gb|AJW80795.1| India. Tomato
o gi|217416946|gb|ACK44127.1| India. Tomato
|— gi|355469037|gbJAER93211.1| India. Pumpkin
41[307593395|gb|ADN65584.1| India. Tomato

gi|540066184|gb|AGV02033.1| India. Tomato
7% 36{_’— gi|558614247|gb|AHAB2260.1] India. Tomato

82 | gi|558614240|gb|AHA82254.1| India. Tomato

qi|526481346|gb|AGR88324.1| India. Potato
7! gi|526481338|gb|AGR88317.1] India. Potato
L gi|558614187|gb|AHA82208.1] India. Tomato
gi|778082438|gb|AJY58644.1| India. Sechium edule (chayote)
01|595087510|gb|AHM26195.1| Spain. Zucchini

I

53

] 41|595087279|gb|AHM26183.1] Spain. Zucchini
i gi|586640721|gb|AHJ80134.1| Spain. Zucchini
9i|755163050|gb|AJJ90444.1| Spain. Tomato
AV2450

AV2453

|- gi|595087442|gb|AHM26189.1| Spain. Zucchini
8 AV2546

qi[772245551|gb|AJWB0814.1] India. Tomato
gi[102638558|gb|ABF71080.1| India. Cherry tomato

gi| |gb|ABF71074.1| India. Cherry tomato
TYLCV AFQ60620.1
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ANEXO 5.7 67 0i|519113838|emb|CDF77357.1| Pakistan. Rumex dentatus
47 1 gi|514995224|gb|AGO64023.1| Pakistan. Convolvulus arvensis
19 gi|430736508|gb|AGAB0307.1| India. Chili

i|304557406|gb|ADM36033.1| India. Solanum lycopersicum

100 | 9i1430736502|gb|AGAE0303.1] India. Chilli

gi|430736505|gb|AGAB0305.1| India. Chill

Il gi|854905788|gb|AKN79163.1| India. Chilli

0i|28972973|ref|[NP_B03227.1| India. Lycopersicon esculentum

gi|315271082|gb|ADU02185.1| India. Tomato
gi|156767114|gb|ABUS5069.1| Pakistan
gi|559147737|gb|AHA98625.1| India. Tomato
gi|540066267|gb|AGV02074.1| India. Tomato
gi|315020475|gb|ADT70820.1| India. Tomato
gi|68448676|gb|AAY96800.1| India. Luffa cylindrica
0i[315021906|gbJADT70808.1| India. Luffa acutangula
0i|491873245|gb|AGL33690.1| India. Cucumis sativus
gi|283468795|emb|CAO86067.1| Pakistan. Solanum esculentum
gi|74229951|gb|ABAD0500.1| India

0i|71084280|gb|AAZ23586.1] India. Bitter gourd

gi|308744221|gb|ADO41069.1| India. Abelmoschus esculentus cultivar Arka Anamika (okra)
¢i[28207178|gb|AAO32354.1| Republic of China

gi|28207175|gb|AAO32352.1| China

gi|151416867|emb|CAL15170.1| India. Pumpkin

4i|559147743|gb|AHA98629.1| India. Tomato

741 gi|367466354|gb|AEX15671.1| India. Benincasa hispida (ash gourd)

gi|559147740|gb|AHA98627.1| India. Tomato

gi|308744243|gb|ADO41087.1| India. Abelmoschus esculentus (okra)

0i|118603287|gb|ABL0O9088. 1| India. Potato

87 0il829496044|gb|AKL72080.1| Iran. Melon

_{ gi|526481320|gb|AGR88302.1| India. Potato

gi|829496066gb|AKL72098.1| Iran. Tomato

gi|526481311|gb|AGR88296.1| India. Potato

— gi|35188007|gb|AACO6846.1| India

0i|829496055|gb]AKL72089.1| Iran. Cucumber

gi|880798133|gb|AKQO9575.1| India. Potato

a5 gi|526481308|gb|AGR88294.1| India. Potato

gi|526481299|gb|AGR88288.1| India. Potato

gi|526481302|gb|AGRE8290.1| India. Potato

G 0i1526481305|gb|AGR88292.1| India. Potato

40 0i|226533682|emb|CAX83212.1| India. Solanum tuberosum

gi|526481314|gb|AGR88298.1| India. Potato
0i|526481317|gb|AGR88300.1| India. Potato

Bd— 0i[118603284|gh|ABL02086.1| India. Potato

BC1453

BC1546

BC1450

Qi|586640719|gb]AHJ80133.1| Spain. Zucchini

gi|595087846|gb|AHM26202.1| Spain. Zucchini

i|595088105|gb|AHM26204.1| Spain. Zucchini
gi|595088406|gb|AHM26206.1| Spain. Zucchini

Qi[755163059|gb|AJJ90452.1| Spain. Tomato

i|955265365|gb]ALP73420.1| Spain. Tomato

gi|514995227|gb|AGO64025.1| Pakistan. Chenopodium album

Qi|315455202|emb|CBA10387.1| Pakistan. Sonchus arvensis

gi|671756473gb|AlI96804.1| Iran. Pepper

99| 0i|671756463|gb|AlI96796.1| Iran. Eggplant

gi|514995238|gb|AGO64034.1| Pakistan. Parthenium hysterophorus

gi|325071183|gb|ADY75702.1| India. Eggplant (brinjal)

gi|562890741|gb|AHB37381.1| India. Tomato

i|84874965|emb|CAI44694.1| Bangladesh. Tomato

gi|126428477|gb|ABO13957.1| India

gi|308744232|gb|ADO41078.1| India. Abelmoschus esculentus (okra)

0i|308744210|gb|ADO41060.1| India. Abelmoschus esculentus cultivar US7109 (okra)
gi[40288379|gb|AARB4224 1| India

0i|751995729|gb|AJG05602.1| India. Tomato

gi|559147734|gb|AHA98623.1| India. Tomato cv. Alankar

981 gi|559147731|gb|AHA98621.1| India. Tomato

0i|452818070|gb|]AGG13401.1| India. Tomato
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ANEXOS

ANEXO 5.8

35

— 0i|304557405|gb|ADM36032.1| India. Solanum lycopersicum
gi|854905787|gb]AKN79162.1] India. Chilli
gi|74229952|gb|ABA00501.1| India
gi|315021905|gbJADT70808.1| India. Luffa acutangula

F gi|491873244|gb|AGL33689.1| India. Cucumis sativus
0i[430736501|gb]AGA60302.1|

- gi|283468794|emb|CAO86066.1| Pakistan. Solanum esculentum
gi[430736504|gb]AGAE0304.1| India. Chili
0i[430736507|gb]AGA60306.1| India. Chili
0i|514995225|gbJAGO64024.1| Pakistan. Convolvulus arvensis
gi|519113837|emb|CDF77356.1| Pakistan. Rumex dentatus

24

0i|28972972|ref]NP_803226.1| India. Lycopersicon esculentum

gil315020474|gb|ADT70819.1] India. Tomato

41| |E;i|540066266|gb|AGV02073.1| India. Tomato

P 9i|315271081|gb|JADU02184.1| India. Tomato
li gi|308744242|gb|ADO41086.1| India. Abelmoschus esculentus (okra)
0

gil559147736|gb|AHA98624.1] India. Tomato

18|L— gi|28207177|gb|AAO32353.1| China

or
N

@

47

19| s

46

29

3!

o

gi|308744220|gbJADO41068.1| India. Abelmoschus esculentus cultivar Arka Anamika (okra)

— gil118603286|gb|ABLOS087.1| India. Potato

4i|526481319|gbJAGR88301.1| India. Potato
4i|829496043|gbJAKL72079.1| Iran. Melon
4il829496065|gbJAKL72097.1| Iran. Tomato
4i|526481310|gbJAGR88295.1| India. Potato

{ gi|35188006|gb|AAO06845.1] India
]

4il526481307|gbJAGR88293.1| India. Potato

- 0i[526481301|gb|AGR88289.1| India. Potato

gi|118603283|gb|ABL09085.1| India. Potato
rgi|526481316|gb|AGR88299.1| India. Potato
0i|226533681|emb|CAX83211.1]| India. Solanum tuberosum
gi|526481304|gb|AGR88291.1| India. Potato
i[880798132|gb|AKQ09574.1] India. Potato
0i|526481298|gb|AGR88287.1| India. Potato

84

‘I gi|526481313|gbJAGR88297.1| India. Potato
gi|829496054|gb|AKL72088.1| Iran. Cucumber

— 0i|514995228|gb|AGO64026.1| Pakistan. Chenopodium album

gi|586640718|gb|AHJ80132.1| Spain. Zucchini
0i|595087845|gbJAHM26201.1| Spain. Zucchini
0i|595088104|gbJAHM26203.1| Spain. Zucchini
gi|595088405|gbJAHM26205.1| Spain. Zucchini

44

45

100 | 9i1755163058|gb|AJJ90451.1| Spain. Tomato

BV1 450

gi|955265364|gb|ALP73419.1| Spain. Tomato

r BV1 453

asl By 546

gi|71084279|gb|AAZ23585.1| India. Bitter gourd
gi|367466353|gb|JAEX15670.1| India. Benincasa hispida (ash gourd)
gi|151416866|emb|CAL15169.1| India. Pumpkin
gi|559147739|gb|AHA98626 1| India. Tomato

L §i|28207174|gb|AAO32351.1] Republic of China

0il40288378|gb|AARS4223 1| India

gil

100

a

gi|559147742|gb|AHA98628.1| India. Tomato

92 | 0i|308744209|gb|ADO41059.1| India. Abelmoschus esculentus cultivar US7109 (okra)

308744231|gb|ADO41077.1| India. Abelmoschus esculentus (okra)
0i|514995239|gbJAGO64035.1| Pakistan. Parthenium hysterophorus
gi|751995728|gb|AJG05601.1] India. Tomato
gi|559147730]gb|AHA98620.1| India. Tomato

77" gi|559147733|gb|AHA98622.1| India. Tomato cv. Alankar

gi|156767113|gb|ABU95068.1| Pakistan
0i|84874964|emb|CAI44693.1| Bangladesh. Tomato

gil126428476|gbJABO13956.1| India
100 E 4i|562890740|gb|AHB37380.1| India. Tomato
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