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CAPITULO|

DIAGNOSTICO Y PROPAGACION DE Beet pseudo-yellows virus

Y Cucurbit yellow stunting disorder virus’

" Este trabajo ha sido parcialmente presentado como comunicacién oral en el IV Congreso
Nacional de Ciencias Horticolas (Caceres, 2001) y forma parte de la publicacién: Virus
asociados al amarilleo del melén. Rodrigo, G., Achén, M. A., Juarez, M., Medina, V. 2002. Actas
de Horticultura (aceptado)
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Capitulo I. Diagnéstico y propagacion de BPYV y CYSDV

1. INTRODUCCION

Hasta hace unos afios, el diagndstico de BPYV se realizaba mediante ensayos
biologicos (transmision con distintas especies de moscas blancas, rango de
hospedantes, etc.), pruebas bioquimicas y microscopia electrénica de transmision
(Soria et al., 1991; Jorda-Gutiérrez et al., 1993).

El diagnostico serolégico de los virus de la familia Closteroviridae ha presentado
limitaciones, que han relegado su uso rutinario, ya sea por la dificultad de obtener
antisueros especificos o por la escasa fiabilidad (reacciones cruzadas, reacciones no
especificas, etc) de algunos de los antisueros ya disponibles (Karasev, 2000). Pese a
ello, ya existen antisueros especificos de BYV, CTV y LIYV, obtenidos en diferentes
laboratorios, disponibles 0 no comercialmente, que se usan para diagnéstico. Para
BPYV y CYSDV no existen antisueros comerciales y los disponibles son aun objeto de

estudio como los que se presentan en esta Tesis Doctoral.

Actualmente, la deteccion tanto de BPYV como de CYSDV se lleva a cabo
principalmente mediante técnicas moleculares. Para el diagnéstico de BPYV y CYSDV
se estan empleando hibridaciones Dot-Blot con sondas de ARN no isotépicas (Tian et
al., 1996; Rubio et al., 1999) y reacciones de transcripcion reversa y reaccion en
cadena de la polimerasa (RT-PCR) con parejas de oligonucleétidos especificas para
cada uno de ellos (Célix et al., 1996; Livieratos et al., 1998; Berdiales et al., 1999).

La aplicacion de estas técnicas ha permitido comprobar que el amarilleo asociado a
moscas blancas en los cultivos de cucurbitdceas del sudeste espafol esta
actualmente producido por CYSDV principalmente, mientras que BPYV unicamente se
localiza en algunas areas aisladas y que en ocasiones estos virus se pueden detectar
conjuntamente (Berdiales et al., 1999; Rubio et al., 1999). Estas técnicas han
supuesto un gran avance en el diagnostico de BPYV o CYSDV pero, no ha eliminado
la utilizacion de algunos de los métodos de diagnéstico utilizados anteriormente, como
los ensayos biolégicos de transmision con vectores, dada la transmision especifica de
BPYV por T. vaporariorum que permite confirmar el diagndstico (Soria et al., 1991;
Célix et al., 1996) y aislarlo de posibles infecciones multiples. Estos ensayos son,

ademas, utiles y necesarios para su propagacion (Nuez et al., 1999).
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La consecucion de los objetivos propuestos en la Tesis Doctoral ha requerido material
vegetal sano e infectado con aislados espafoles de los virus objeto de estudio, e
insectos vectores viruliferos y no viruliferos. Para ello, se ha procedido a la realizacion
de prospecciones dirigidas a cucurbitaceas con sintomas de amairilleo, al aislamiento y
propagacion de los virus a estudiar y al ensayo de diferentes técnicas de diagndstico.

A continuacién se describen estos procedimientos y los resultados.

2. OBJETIVOS

— Establecer la técnica de diagnéstico de BPYV y CYSDV mas idénea.

— Propagar BPYV y CYSDV mediante transmisién con sus insectos vectores.

3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Prospecciones

Durante los afios 1998 y 1999, en el sudeste espafiol, se realizaron prospecciones
dirigidas a plantas de meldén y/o pepino con sintomas de amarilleo en parcelas
comerciales en las que se habia observado, en afios anteriores, la presencia de
moscas blancas. El primer afio se visitaron dos parcelas bajo malla y siete
invernaderos comerciales de melon y pepino de las provincias de Almeria, Granada y
Murcia. El segundo afio, el muestreo se realizé en invernaderos de la provincias de

Almeria y Granada (ver referencias en el Anejo V).

Cada ano de estudio se recogieron muestras correspondientes a hojas jovenes de
plantas que presentaban sintomas de amarilleo. Las muestras consistieron en hojas,
que después de su descripcion, se liofilizaron y preservaron a —20°C en presencia de

CaCl, hasta el momento de ser analizadas
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Capitulo I. Diagnéstico y propagacion de BPYV y CYSDV

3.2. Diagnéstico de Beet pseudo-yellows virus y Cucurbit yellow stunting
disorder virus

3.2.1. Métodos seroldgicos
3.2.1.1. Antisueros

Para realizar estos analisis se dispuso de tres antisueros policlonales contra BPYV
(proporcionados por el Dr. Miguel Juérezz) y para CYSDV se empled un antisuero
contra LIYV (proporcionado por el Dr. Bryce W. Falk3), de supuesta reaccién cruzada
con CYSDV (Bryce Falk, c. personal), de los que, previo a su utilizacion, se purificaron

las inmunoglobulinas (IgG) con el método especificado a continuacién.
3.2.1.2. Purificacion de inmunoglobulinas

Las IgG se purificaron siguiendo el procedimiento de Clark y Bar-Joseph (1984). Para
ello, cada antisuero se diluyd en H,O estéril en la proporciéon 1:10 (v/v) y a
continuacion se afiadié un volumen igual de una solucién saturada de NH3;SO,4. Las
IgG se precipitaron mediante centrifugacion a 6.000 rpm (JA-20) durante 5 min, previa
incubacién a temperatura ambiente durante 30 min. El precipitado fue resuspendido
en 2 ml de ¥2X PBS (PBS: 13,6 mM NaCl, 0,14 mM KH,PO,, 0,8 mM Na,HPO,.12H,0,
0,26 mM NaN; pH 7,4). El NH3SO, se elimind mediante dialisis en ¥2X PBS durante
tres periodos de 8 h cada uno. La separacion de las IgG de otros componentes del
suero se llevd a cabo en columnas de celulosa (Celulosa DE52, Sigma). La

concentracion de las fracciones se determiné mediante espectrometria (Azso).

La concentracion 6ptima de estas IgG asi como la de las IgG anticonejo conjugadas
con fosfatasa alcalina (Sigma) se determiné de forma experimental mediante ELISA,
como se describe a continuacion.

3.2.1.3. Prueba ELISA

La modalidad de ELISA utilizada fue “Antigen Coated Plate” (ACP) como describen

Converse y Martin (1991) con algunas modificaciones. ElI material vegetal se

2 Depto. Produccion Vegetal y Microbiologia. EPSO, Universidad Miguel Hernandez, Orihuela
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homogeneizé, con mano y mortero en tampén carbonato (15 mM

Na,HCO3;, 35 mM NaHCOs;, 0,02% NaNj; pH 9,6) en las proporciones 1:1000, 1:500;
1:200 y 1:100 (p/v). Para eliminar los restos de tejido, el homogeneizado se centrifugd
a 14.000 rpm 1 min en microcentrifuga. Los pocillos se tapizaron con 100 ul del
extracto vegetal obtenido y se incubaron durante 16 h a 4°C. Posteriormente, se
procedié al lavado de la placa por inundacion con PBS-T (PBS, 0,05% Tween-20)
durante 3 min. El lavado se repitié cuatro veces, y los pocillos se incubaron con 200 pl
de tampén de bloqueo (1% BSA en PBS-T) durante 1h a 37°C. Pasado este tiempo,
las placas se lavaron del modo comentado tres veces, y los pocillos se volvieron a
incubar, durante 2,5 h a 37°C, con 100 ul de las IgG especificas de cada virus diluidas
en PBS-T, a las concentraciones, 0,5 ug/ml, 1 ug/ml, 5 ug/ml y 10 pg/ml.
Seguidamente, los pocillos se lavaron tres veces e incubaron durante 2 h a 37°C con
100 pl de las IgG conjugadas con fosfatasa alcalina en PBS-T, a las concentraciones
1:7500 y 1:15000. Finalmente, se lavaron tres veces y se afiadié 1mg/ml fosfato de p-
nitrofenol (Sigma Aldrich Quimica, S.A.) en tampdn de deteccion (9,7% Dietanolamina,
0,9 mM MgCl,.6H,0O, 0,02% NaN3; pH 9,8). Después de la incubacion a distintos
intervalos de tiempo y a temperatura ambiente, la densidad 6ptica de las reacciones

se midié con un lector automatico (Titertek Multiskan® PLUS MKII) a 450 nm.

Como testigos positivos se emplearon extractos del material vegetal infectado con
cada virus, que en el caso de BPYV se obtuvieron a partir de muestras de lechuga y
para CYSDV de muestras de pepino Los testigos negativos consistieron en extractos
vegetales de las respectivas plantas sanas. Se consideraron positivas las muestras

que superaron en al menos tres veces los valores de absorbancia del testigo sano.

3.2.2. Métodos moleculares
3.2.2.1. Extraccion de acidos nucleicos

3.2.2.1.1. Extraccion de ARNs totales

Previamente a la extraccion sistematica de ARNs totales, se ensayaron los métodos
descritos en la bibliografia por Achén (1993), Célix et al. (1996) y Pallas et al. (1998), y

el kit de extraccion comercial RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, S.A.).

® Plant Pathology Dept. of University of California in Davis (UCDavis)
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Los ensayos se realizaron con 0,02 g de tejido vegetal que se homogeneizaron
manualmente, con mano y mortero, y empleando N; liquido. Tras la homogeneizacion

se anadio el tampdn de extraccion en la proporcion 1:25 (p/v).

En el caso del proceso descrito por Achon (1993) el tampén empleado fue 2% SDS,
100 mM NaCl, 100 mM Tris-HCI pH 8, 10 mM EDTA. A continuacion los extractos se
sometieron a un choque térmico durante 2 min a 57°C y a una extraccién con
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) para separar y eliminar restos proteicos.
Los ARNs se precipitaron mediante centrifugacién a 14.000 rpm por 15 min en una
microcentrifuga, previa adicion de 2,5 volumenes de etanol 95% y 3 M acetato sédico
pH 5,5 en la proporcion 1:10 (v/v) e incubacion a -20°C durante al menos 1 h, se lavo
con etanol 95% y centrifugé de nuevo durante 10 min. El precipitado se sec6 al vacio,

se resuspendié en H,O-DEPC y conservé a -20°C hasta su empleo.

El proceso descrito por Célix et al. (1996) difiere del anterior en la ausencia de NaCl
en el tampdn de extraccion y en la incorporacion de una precipitacion selectiva con
LiCl para favorecer la separaciéon del ARN. Por lo que, después de la extraccién con
fenol:cloroformo, las fases acuosas se ajustaron hasta una concentracion final 2 M
LiCl e incubaron a 4°C al menos 6 h. Los ARNs totales se precipitaron mediante
centrifugacion a 14.000 rpm por 20 min y se resuspendieron en H,O-DEPC. Este

proceso se realizé dos veces.

La metodologia descrita por Pallas et al. (1998) se diferencia de las anteriores en que
no realiza desproteinizacién ni precipitacion de acidos nucleicos con etanol. En este
caso la extraccion se llevé a cabo con una solucion 50 mM de citrato sédico y los

extractos se clarificaron mediante centrifugacion a 14.000 rpm por 15 min .
En el caso del kit de extraccion comercial, basado en la utilizacion de columnas de

silice, se siguieron las recomendaciones de la casa comercial para finalmente eluir el
ARN en H,O-DEPC y conservarlo a -20°C.
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3.2.2.1.2. Extraccion de ARN bicatenario

Para la extraccién y posterior comprobacion de la naturaleza del tipo de acido nucleico
extraido, se siguieron, respectivamente, la metodologia descrita por Valverde et al.

(1990) con algunas modificaciones y por Klaassen et al. (1994).

Esta técnica se ensayd con muestras de meldn sanas e infectadas con BPYV. Como
control de la extraccion se emplearon muestras de maiz sanas e infectadas con el
virus del enanismo rugoso del maiz (Maize rough dwarf virus, MRDV) (Gén. Fijivirus)
cuyo genoma esta constituido por 10 fragmentos de ARN bicatenario (ARNbc) que

actuaron asi, al mismo tiempo, de marcadores de peso molecular de la doble cadena.

El material vegetal se homogeneizé del modo comentado en el apartado anterior. En
el caso de las muestras de meldn, el homogeneizado se incubd en agitacion a 4°C
durante 30 min con el tampén de extraccion STE (100 mM NaCl, 50 mM Tris-
HCI,

1 mM EDTA pH 6,8) en la proporcion 1:15 (p/v), 0,8% SDS y 0,08% bentonita
(concentracion final) y fenol saturado en STE (1:17 p/v). En el caso de las muestras de
maiz, para la favorecer la descapsidacién de MRDV y antes de la adicién del fenol, el
homogeneizado se incubé a 57°C durante 30 min. La separacion de los acidos
nucleicos del resto de componentes se realizé mediante centrifugacion a 8.250 rpm
(JA-20) por 30 min y posterior ajuste hasta una concentracion final de etanol 16%. El
ARNDbc se separé del resto de acidos nucleicos mediante columnas de celulosa CF-11
(Sigma Aldrich Quimica, S.A.) en STE-etanol 16% Después de anadir la muestra, las
columnas se lavaron con STE-etanol 16% y con STE. EI ARNbc se eluy6 con STE,

precipitdé con etanol y resuspendio en H,0.

Los productos de la extraccion se analizaron en geles de agarosa al 0,7% en
TBE

(143 mM Tris pH 8,8, 44 mM &cido bdrico, 2,5 mM EDTA). La verificacion del ARNbc
se realizé mediante tratamientos con 100 ug/ml ARNasa | (Sigma Aldrich Quimica,
S.A.) en 300 mM NaCl y en 0,3 mM NaCl.
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3.2.2.2. Hibridaciones moleculares

3.2.2.2.1. Obtencién y marcaje no isotopico de sondas

Se utilizaron tanto sondas de ARN como de ADN correspondientes al segmento del
genoma que codifica para el homélogo de las HSP70 de BPYV y de CYSDV
(propocionadas, respectivamente, por los Drs. Bryce W. Falk y Emilio Rodriguez-
Cerezo4). En el cuadro 2 se detallan algunas de las caracteristicas de los clones

empleados para la obtencion de estas sondas.

Cuadro 2. Caracteristicas de los plasmidos recombinantes empleados para la
obtencién de sondas

VIRUS VECTOR INSERTO
Correspondiente Tamanio (pb) Numero de
al genoma viral acceso a la base
de datos NCBI
BPYV pGEM-T HSP70 677 u67447
CYSDhV Pbluescript HSP70 557 u67170

BPYV: Beet pseudo-yellows virus; CYSDV: Cucubit yellow stunting disorder virus, HSP70:
homologo de las proteinas de choque térmico.

Con el fin de disponer de suficiente cADN, para los procesos que se realizarian
posteriormente, se procedid a la multiplicacion y posterior purificaciéon de los
plasmidos que contenian los insertos deseados. La multiplicacion se realizd
transformando células competentes de E. coli DH5a (Life Technologies, S.A.),
atendiendo a las recomendaciones de la casa comercial, y ensayando varias
concentraciones de los plasmidos recombinantes diluidos en tampén TE (10 mM Tris-
HCI pH 8, 1 mM EDTA) que se mezclaron con 100 ul de células competentes e

incubaron sucesivamente durante 30 min a 4°C, 45 seg a 42°C y 2 min a 4°C.

4 CNB-CSIC, Cantoblanco, Madrid
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Seguidamente se afiadieron 900 ul de medio SOC (2% triptona, 0,55% extracto de
levadura, 10 mM NaCl, 10 mM KCl,

10 mM MgCl,, 10 mM MgSQO,4, 20 mM glucosa) y se incubaron durante 1 h a 37°C
(agitacion continua 225 rpm). Las mezclas de transfomacion (200-400 pl) se vertieron
en placas de LB-Agar (1% triptona, 0,5% extracto de levadura, 170 mM NaCl pH 7,
1,5% agar) que ademas contenian 100 ug/ml ampicilina, 50 ug/ml X-Gal y 20 ug/mi
ITPG, y se incubaron 16 h a 37°C.

La multiplicacion de los clones se realizé mediante inoculacion de una colonia aislada
en medio LB o en medio TB (0,12% triptona, 0,24% levadura, 0,04% glicerol, 1,7 mM
KH,PO,4, 7,17 mM K;HPO,) que contenian 100 ug/ml de ampicilina, y posterior

incubacién en agitacion continua (220 rpm) durante 12-16 h a 37°C.

La purificacion se llevé a cabo con el kit de purificacién comercial Qiagen Plasmid Mini
Kit (Qiagen, S.A.) siguiendo las recomendaciones del fabricante. La presencia de ADN
plasmidico se verificd analizando los purificados (1-5 ul) en geles de agarosa al 1% en
TBE. Posteriormente, mediante digestion con los enzimas de restriccion indicados en
el cuadro 3, se comprobd el tamano del inserto de cada uno de los clones. Estas
digestiones se realizaron de acuerdo con las recomendaciones del fabricante y
consistieron en incubaciones durante 2 h a 37°C con 0,25-0,5 U/ul de enzima.

Finalmente, la concentracién del ADN plasmidico se estimé por espectrometria (Axsp).

3.2.2.2.1.1. Obtencion de sondas de ARN

Las sondas de ARN se obtuvieron siguiendo el proceso descrito por Tian et al. (1996)
con el kit de marcaje de ARN in vitro DIG RNA Labelling Kit SP6/T7 (Roche
Diagnostics, S.L.), y la enzima T3 ARN polimerasa correspondiente a uno de los
promotores del vector en el que se inserté el de cADN de CYSDV. Este kit incorpora

un nucledtido (UTP) marcado con digoxigenina (DIG-UTP).

Para obtener controles negativos se sintetizaron sondas con las dos polaridades, por
lo que la misma cantidad de cada plasmido se linearizé con cada una de las enzimas
de restriccion entre las que se insert6 el cADN (Cuadro 3). La linearizaciéon del vector

se verific6 mediante analisis en geles de agarosa al 1% en TBE. La sintesis de las
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sondas se realizé en base al protocolo suministrado por la casa comercial. Una vez
finalizado este proceso, para eliminar el cADN, las sondas se incubaron 15 min a 37°C
con 0,6 U/ul ADNasa | libre de ARNasa. A continuacion, la reaccién se par6 con la
adicion de 200 mM EDTA pH 8 y los transcritos marcados con DIG se precipitaron por
centrifugacion, se lavaron con etanol 95% y resuspendieron en H,O-DEPC. Las

sondas se preservaron a -20°C hasta su utilizacion.

La efectividad de la transcripcion se verificé en geles desnaturalizantes de agarosa al
1% en 20 mM MOPS, 5 mM acetato sédico, 1 mM EDTA, 7,5% formaldehido. Antes
de ser sometidos al desarrollo electroforético, los ARNs se mezclaron, 1:3 (v/v), con el
tampoén de carga (67% formamida, 13% formaldehido, 25 mM MOPS, 6,5 mM acetato
sodico, 1,3 mM EDTA, 0,1 mg/ml bromuro de etidio) e incubaron durante 5 min a
60°C.

La comprobacion del marcaje, asi como su concentracion éptima de uso, se estimé
con el kit de deteccion inmunofluorescente DIG Luminescent Detection Kit (Roche
Diagnostics, S.L.) atendiendo a las recomendaciones del fabricante. Se realizaron
diluciones de concentracion decreciente de las sondas en tampon de ARN para
hibridacion (H,O-DEPC:20XSSC:Formaldehido, 5:3:2) (20XSSC: 3 M NaCl, 300 mM
citrato sédico pH 7) y se aplicaron 5 ul de cada una en una membrana de Nylon
cargada positivamente (Roche Diagnostics, S.L.). Los ARNs se fijaron a la membrana
por exposicion a luz ultravioleta en una camara de luz ultravioleta. Las caracteristicas

del proceso de deteccién se describen en el apartado 3.2.2.2.2..

Cuadro 3. Resumen de los procesos de digestion y marcaje realizados para la
obtencién de sondas

VIRUS Sondas ARN Sondas ADN
Linearizacion Transcripcion y Dobles Amplificacién y
Plasmidos marcaje Digestiones marcaje
Enzimas ARN Enzimas ADN
Polimerasas Polimerasa
BPYV Ndel T7 Ndel + Ncol Frgamento
Ndel + Sstll Klenow
Ncol SP6
Sstll
CYSDV EcoRI T7 EcoRI + Hindlll Fragmento
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Klenow
Hindlll T3

BPYV: Beet pseudo-yellows virus; CYSDV: Cucubit yellow stunting disorder virus.

Dado que las sondas presentaban un tamafo superior al considerado en la literatura
como optimo se procedioé al fraccionamiento de las mismas mediante hidrdlisis alcalina

con la férmula siguiente y segun describe Jackson (1992).

t=(Lo-Lp)/ (K. Lo Ly

Lo = longitud inicial de la sonda de ARN (kb), Lt = longitud final de la sonda de ARN (kb), K = constante (K
= 0,11 kb/minuto), t = tiempo de hidrdlisis en minutos (siendo la temperatura de hidrélisis 60°C)

Tanto en el caso de las sondas de BPYV como en el de las CYSDV se estimd un
tamario final de 0,15 kb.

Asi pues, a las sondas sintetizadas se les afadid Na,CO; y NaHCO; hasta una
concentracion final 60 mM y 40 mM, respectivamente, y se incubaron a 60°C. Para las
sondas de BPYYV el proceso tuvo una duracion de 47 min y para las de CYSDV fue de
37 min. Posteriormente, el ARN se precipité con etanol del modo descrito y para
favorecer esta precipitacion se afiadié una solucion que contenia una concentracion
final 0,1 ug/ul ARNt, 0,5% acido acético, 12 mM MgCl,. La comprobacién del marcaje

de las sondas asi como su concentracién 6ptima de uso, se realizé del modo descrito.

3.2.2.2.1.2. Obtencion de sondas de ADN

Los insertos se liberaron de sus vectores respectivos mediante dobles digestiones con
las endonucleasas de restriccion que se indican en el cuadro 3. Los productos de
estas digestiones se separaron en geles de agarosa al 1% en TEAc o TAE (40 mM
Tris-acetato, 20 mM acetato sédico, 2 mM EDTA pH 8). Las bandas correspondientes
a los cADNs del tamafo deseado se cortaron y purificaron con el kit de purificacion de
ADN Gene Clean Kit (BIO 101, Quantum Biotechnologies, S.A.) como describe el

fabricante. La concentracion de estos cADNSs se estimd mediante espectrometria.

Las sondas de ADN, también marcadas con DIG, se obtuvieron con el kit de marcaje

ADN DIG-High Prime (Roche Diagnostics, S.L.). Tanto la comprobacién del marcaje
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de las sondas asi como el establecimiento de la concentracion éptima de uso, se
realizé con el sistema inmunofluorescente comentado. Si bien, los ADNs antes de ser
aplicados a la membrana se diluyeron en tampén de dilucién de ADN para hibridacion
(10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA pH 8, 50 ug/ml ADN de esperma de salmon).

3.2.2.2.2. Dot-Blot

Estas hibridaciones se realizaron de acuerdo con las recomendaciones suministradas
por la casa comercial del kit de deteccion inmunofluorescente (CSPD) (Roche

Diagnostics, S.L.).

Previo a la aplicacion a la membrana, los ARNs totales se desnaturalizaron durante 10
min a 60°C en presencia del tampdn de dilucion de ARN para hibridacion (apartado
3.2.2.2.1.1.) en la proporcion 1:1 (v/v). Se aplicé un volumen de 2-5 ul y se fijaron a las

membranas de Nylon mediante exposicion a luz ultravioleta.

Para la prehibridacion se empled la solucién para sondas de ARN, 5XSSC, 50%
formamida, 0,02% SDS, 0,1% N-laurylsarcosina, 2% reactivo bloqueo (p/v), descrita
en manual y la solucién comercial DIG Easy Hyb Granules (Roche Diagnostics, S.L.).
Las membranas se prehibridaron durante 2 h en un horno de hibridacién, a 55°C en el

caso de las sondas de ARN, y a 60°C en el de las sondas de ADN.

Pasado este tiempo se afiadi6 la sonda, previamente desnaturalizada a 100°C durante
10 min, y se hibridé durante 16 h a las temperaturas comentadas. Las sondas de ARN
y ADN se emplearon a las concentraciones determinadas en los ensayos descritos

(ver apartados 3.2.2.2.1.1y 2), 1:200 y 1:135, respectivamente.

Terminada la hibridacion se procedié a sucesivos lavados astringentes, dos veces con
una soluciéon que contenia 2XSSC, 0,1% SDS a temperatura ambiente, durante 10
min cada vez, y dos veces con 0,1X SSC, 0,1% SDS a 68°C, durante 15 min cada
vez. La inmunodeteccion de las hibridaciones se realizé con el kit DIG Luminescent
Detection Kit (Roche Diagnostics, S.L.). En primer lugar, la membrana se lavd con
tampén de lavado (100 mM acido maleico, 15 mM NaCl pH 7,2, 0,3% Tween-20)
durante 5 min y después se incubé 30 min en tampdn de bloqueo (2% reactivo de
bloqueo, 100 mM acido maleico, 15 mM NaCl pH 7,2). El antisuero, anti-DIG
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conjugado con AP, se diluyé 1:10.000 en tampodn de bloqueo y se incubd en esta
solucion durante 30 min. Pasado este tiempo, se lavd por dos veces con el tampdn de
lavado durante 15 min cada vez. Finalmente, se equilibré con el tampdn de deteccion
(100 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl pH 9,5) durante 3 min y se incubé durante 5 min en
CSPD a la dilucién 1:100 en tampdn de deteccion. El exceso de liquido se elimind con
papel de filtro y la membrana se incubé durante 15 min a 37°C para aumentar la

reaccion luminiscente.

Finalmente, las membranas se expusieron a peliculas radiograficas (Film Kodak X-
Omat, Sigma Aldrich Quimica, S.L.) durante distintos intervalos de tiempo. Las
peliculas se revelaron con un revelador radiografico (G150, Agfa, S.L.) a la dilucion
1:4, se lavaron con agua, se fijaron con fijador fotografico (Superfix, Tetenal, S.A.) a la

dilucion 1:10, se lavaron y se dejaron secar a temperatura ambiente.

3.2.2.3. Transcripcion reversa y reaccion en cadena de la polimerasa

Para determinar la presencia de BPYV y de CYSDV en las muestras, se utilizé la
técnica de transcripcién reversa y reaccién en cadena de la polimerasa (RT-PCR), tal
y como describen Berdiales et al. (1999) y Célix et al. (1996) respectivamente. Las
parejas de oligonucledtidos empleadas para cada virus, su concentraciéon de uso y las

condiciones de la RT-PCR se detallan en el cuadro 4.

Estas reacciones se llevaron a cabo con el kit GeneAmp® Thermostable rTth Reverse
Transcriptase RNA PCR kit (Perkin Elmer, Applied Biosystems S.A.) siguiendo las
recomendaciones del fabricante. En cada una de estas reacciones se emplearon 5 pul

de ARNSs totales extraidos a partir de 0,02 g de tejido liofilizado con el kit comercial.

Como control, en cada uno de los analisis se incorporaron reacciones con ARNs
totales de plantas sanas e infectadas con BPYV y con CYSDV. Los productos de las
reacciones se analizaron en geles de agarosa al 1,2% en TBE. Se consideraron
infectadas con BPYV, las muestras que presentaban productos de amplificacion de
780 pb, y en el caso de CYSDV de 480 pb.
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3.3. Propagacion de Beet pseudo-yellows virus y Cucurbit yellow stunting
disorder virus

El aislamiento y la propagacion de los virus se llevé a cabo como indican Nuez et al.
(1999), mientras que para la obtencion de ejemplares viruliferos de T. vaporariorum 'y
B. tabaci se siguio, respectivamente, la metodologia descrita por Soria et al. (1991) y
Célix et al. (1996).

3.3.1. Poblaciones de moscas blancas y material vegetal infectado

Para la propagacion de BPYV y de CYSDV se dispuso, respectivamente, de
poblaciones no viruliferas de T. vaporariorum mantenidas sobre plantas de acelga
(Beta vulgaris L.) (proporcionadas por Pilar Hernandez’) y de B. tabaci mantenidas
sobre plantas de meldn (cv: Piel de Sapo) (proporcionadas por el Dr. Miguel Juarez).
Estas poblaciones se mantuvieron, por separado, en jaulas aisladas (0,5X0,5X0,5m).
Como fuente de inéculo se emplearon plantas de melén y pepino con sintomas de
amarilleo (proporcionadas por el Dr. Miguel Juarez) susceptibles de estar infectadas

con alguno de estos virus o con ambos (Fig. 8).

3.3.2. Transmisiones mediante vector

Las transmisiones se realizaron de forma masiva en jaulas aisladas (1X0,5X0,5m)
donde se introdujeron plantas sanas de melén (cv. Piel de Sapo) y pepino (cv.
Marketmore), en estado de dos hojas completamente desarrolladas, cinco plantas con
sintomas de amarilleo y cada una de las poblaciones del vector por separado (Fig. 8).
En ambos casos, y una vez transcurrido el periodo de tiempo establecido, 3-4
semanas para B. tabaci y 5-6 semanas para T. vaporariorum, las plantas mas viejas
se sustituian por plantas sanas. Como control, se realizaron ensayos de
caracteristicas similares en los que no se introducia el inéculo y, ademas, se cultivaron
plantas de meldn y pepino aisladas de las poblaciones de vectores. Para disponer de
insectos viruliferos, una vez transcurridas 48 h de exposicién al inéculo, se recogieron

25-30 ejemplares de cada especie de mosca blanca empleada en los ensayos.

® Unitat d’Entomologia Aplicada, Institut de Recerca i Tecnologia Agroalimentaries (IRTA) de
Cabrils
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Figura 8. Jaulas utilizadas en los ensayos de transmision con moscas blancas (A) (imagen
cedida por el Dr. Miguel Juarez) y en la propagacion de Beet pseudo-yellows virus y Cucurbit
yellow stunting disorder virus (B).

4. RESULTADOS

4.1. Sintomas observados

La mayoria de las plantas de los cultivos protegidos de melén y pepino visitados en el
bienio 1998-99 presentaban amarilleos generalizados (Fig. 9). Las hojas mas viejas de
estas plantas, independientemente de Ila especie, presentaban amarilleos
internerviales, y en ocasiones estaban quebradizas y también mostraban

engrosamiento en las nerviaduras y en el peciolo. En las hojas jévenes, en algunos
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casos, se observaron puntos cloréticos préximos a la zona internervial (Fig. 9). En

algunas plantas también se observé enanismo.

Figura 9. Sintomas observados en las muestras de meldn y pepino procedentes del Sudeste
Espanol. A y B: plantas de pepino con amarilleo. C: plantas de melén con amarilleo. D: Detalle
de una hoja de melén con amarilleo.

46



Capitulo I. Diagnéstico y propagacion de BPYV y CYSDV

4.2. Deteccion de Beet pseudo-yellows virus y Cucurbit yellow stunting disorder
virus

4.2 1. Mediante serologia

En los ensayos de condiciones, los antisueros contra BPYV no reaccionaron con los
testigos positivos procedentes de EE.UU (hojas de lechuga infectadas), ni tampoco
reaccionaron, en posteriores ensayos, con las dos muestras de meldn procedentes del
sudeste espafiol en las que se habia confirmado su presencia mediante técnicas
moleculares. El antisuero contra LIYV, que se utilizd por su detectada reaccion
cruzada con CYSDV, no reaccion6 con los controles de meldn y pepino con CYSDV,
pero en cambio si que lo hizo con las muestras con LIYV (proporcionadas por el Dr.
Bryce W. Falk). En ninguna de las muestras analizadas se detect6 la presencia de
LIYV.

4.2.2. Extraccion y analisis del ARN bicatenario

En los analisis electroforéticos de los productos de la extraccion de las muestras de
melon sanas e infectadas con BPYV no se observaron diferencias entre los acidos
nucleicos extraidos, de sana y enferma, que ademas se hidrolizaron con los
tratamientos con ribonucleasa (Fig. 10). En cambio, tanto la extraccion como los
tratamientos con ARNasa del ARNbc fueron altamente satisfactorios en el caso del
maiz infectado con MRDV (Fig. 10).

A B C

1 23 4 6 6 7

1018 pb

506 ph
396 pb

Figura 10. Analisis de la extraccion del ARN bicatenario. A. Productos de la extracciéon en maiz
infectado con Maize rough dwarf virus (MRDV) (carriles 2 y 7), en melon infectado con Beet
pseudo-yellows virus (BPYV) (carriles 3 y 5) y melon sano (carriles 4 y 6), carril 1: marcadores.
B. Gel incubado con ARNasa a elevada concentracion salina, Carriles 1: marcadores; 2: maiz
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con MRDV; 3: melén con BPYV; 4: melon sano. C. Incubacién con ARNasa a baja
concentracion salina. Carriles 5: melén con BPYV; 6: meldn sano; 7: maiz con MRDV.

4.2.3. Hibridacion

Para BPYV, en las pruebas previas realizadas con la sonda de ARN de polaridad
negativa y los ARNs totales extraidos con tampon salino y desproteinizados, se
observd hibridacion especifica en los testigos positivos (Fig. 11). La sonda de
polaridad positiva, empleada como control, no hibridé. Pero, la reproductibilidad de
esta técnica se vio dificultada por la aparicion de senales de hibridacion inespecifica

en los testigos negativos y en los infectados con CYSDV. Estas sefiales, aunque no
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El ®

se pudieron cuantificar, presentaron una mayor intensidad en los testigos infectados
con BPYV.

Figura 11. Hibridacion con sondas de ARN de Beet pseudo-yellows virus (BPYV) en ARNs
totales de plantas sanas e infectadas con BPYV y Cucurbit yellow stunting disorder virus
(CYSDV). Panel A, sonda de polaridad negativa; Panel B, sonda de polaridad negativa
hidrolizada; Panel C, sonda de polaridad positiva hidrolizada. E1: ARN’s totales extraidos con
tampon salino y desproteinizacion; E;: ARN’s totales extraidos con el sistema comercial.

Con el fin de ajustar las condiciones del Dot-Blot para la deteccién de BPYV, se

realizaron distintas experiencias ensayando varios métodos de extraccion de ARN
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total y ademas hibridaciones Dot-Blot con sondas de ADN y ARN hidrolizadas (Fig.
11). Se observé que tanto con los ARNSs totales obtenidos con precipitacion con LiCl
como los procedentes de la clarificacion no se producia hibridacién. Cuando se
emplearon los ARNs extraidos con el sistema comercial la sonda hibridé Unicamente
con los testigos positivos. Por lo que esta metodologia de extraccion se eligio para
llevar a cabo las siguientes experiencias. En el Dot-Blot con sondas de ADN no se
produjo hibridacion. Las pruebas realizadas con las sondas de ARN hidrolizadas, la de
polaridad negativa hibridé unicamente con los testigos positivos, y con la de polaridad

positiva se observo fondo en algunas muestras (Fig. 11).

En el caso de CYSDV, en los ensayos realizados con las dos sondas y con los ARNs
extraidos con el sistema comercial, no se observé hibridacion ni en los testigos
positivos ni en los negativos. Estos resultados se repitieron tanto al emplear la sonda

de ADN como las respectivas sondas de ARN hidrolizadas (datos no mostrados).

4.2.4. Amplificaciéon del ARN viral

BPYV se detectd unicamente en las muestras recogidas durante el primer afo,
obteniéndose productos de amplificacion en dos muestras de meldn procedentes de la
provincia de Murcia y de Granada. En el caso de CYSDV se detectd en los dos afios,
en un total de ocho muestras, dos de meldn y seis de pepino, todas procedentes de

invernaderos de la provincia de Almeria (Fig. 12). No se detectaron infecciones mixtas

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

1018 pb __

506 pb __
396 pb __

con estos dos virus (cuadro 5).
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Figura 12. Gel de agarosa de los productos de RT-PCR obtenidos a partir de ARNs totales y
empleando las parejas de oligonucledtidos especificas de Beet pseudo-yellows virus (BPYV)
(carril 2-5) y Cucurbit yellow stunting disorder virus (CYSDV) (carril 6-11). Carriles, 1:
Marcadores; 2: Control BPYV; 3 y 4. muestras de meldn; 5: melon sano; 6: control CYSDV, 7 y
8: muestras de meldn; 9 y 10: muestras de pepino; 11: meldn sano.

Cuadro 5. Resultados de los analisis de Beet pseudo-yellows virus y Cucurbit
yellow stunting disorder virus, mediante transcripcién reversa y reacciéon en
cadena de la polimerasa, en las muestras recogidas durante los dos afnos de
estudio.

Afo Especie N° de muestras BPYV CYSDV
1998 Melén 7 2 2
Pepino 15 0 2
Total 22 2 4
1999 Pepino 22 0 4
Total 22 0 4
TOTAL 44 2 8

BPYV: Beet pseudo-yellows virus; CYSDV: Cucubit yellow stunting disorder virus.

4.3. Propagacion de Beet pseudo-yellows virus y Cucurbit yellow stunting
disorder virus

Durante el tiempo que se mantuvo el ensayo, las plantas de melén y pepino expuestas
al inéculo y al vector T. vaporariorum no mostraron sintomas de amarilleo internervial.
En cambio, en las plantas expuestas a B. tabaci, después de 2-3 semanas se
observaron puntos cloréticos en las hojas cercanos a las nerviaduras que,
posteriormente, dieron lugar a un amarilleo internervial (Fig. 13). Estos sintomas se
observaron de nuevo en los ensayos realizados sucesivamente. En los controles, no
se observaron sintomas de amarilleo ni en las plantas expuestas Unicamente a los
vectores no viruliferos, ni en las plantas que se mantuvieron aisladas de estos

insectos.

La comprobacién mediante RT-PCR de las infecciones con estos dos virus, demostré

la presencia de CYSDV, tanto en las plantas fuente de inéculo como en las obtenidas
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en las sucesivas transmisiones. En cambio, no fue asi para BPYV, ya que en las
plantas empleadas como fuente de indculo no se detectd su presencia. En las plantas
procedentes de los ensayos control no se detectaron infecciones producidas por los

virus ensayados.

Figura 13. Sintomas observados en las plantas de melén (A) y pepino (B) expuestas al indculo
y al vector Bemisia tabaci

5. DISCUSION

De las técnicas ensayadas para la deteccién tanto de BPYV como de CYSDV la mas

fiable y reproducible es la RT-PCR.

Los resultados de las pruebas serolégicas fueron negativos para ambos virus
obedeciendo probablemente a diferentes causas. En general, la limitacién en la
deteccion de los métodos serdlogicos, al utilizar antisueros contra purificados de
Closteroviridae, puede ser consecuencia de los bajos rendimientos que se obtienen en
el proceso de purificacion de estos virus, ya que al estar limitados al floema, dando
antisueros de baja titulacién (Karasev, 2000). A ello se puede anadir la fragilidad y

tendencia a la agregacion que presentan las particulas alargadas y flexuosas de los

51



Closteroviridae, como ha sido demostrado para BPYV (Liu y Duffus, 1990). Estas
podrian ser algunas de las causas de la nula reaccién de los antisueros contra BPYV,
aunque existieron algunos problemas referenciados por el obtentor, durante su
prolongada conservacién, que pudieron afectar a su viabilidad.

Pese a ello, teniendo en cuenta que en estudios de inmunolocalizacién al microscopio
electrénico de transmision muchas veces se obtienen resultados discriminantes que
no son significativos en un ELISA previo, los antisueros no fueron aun totalmente

descartados para otras experiencias de la Tesis Doctoral.

Los resultados obtenidos con el antisuero contra LIYV muestran la ausencia de
reaccion cruzada con el material infectado con CYSDV presente en Espana, pero, sin
otras pruebas adicionales, no se debiera descartar su utilidad con otros aislados de
CYSDV.

En las extracciones de ARNbc, no se observaron acidos nucleicos de esta naturaleza
en las muestras de meldn infectadas con BPYV como ocurre en los trabajos
realizados por Guerra-Sanz y Cuadrado (1996). En algunos casos, aunque en los
analisis electroforéticos se detecta la presencia de una banda de gran peso molecular
que no se hidroliza, su tamafio difiere considerablemente del descrito por Célix et al.
(1996) y Tian et al. (1996) en otros Crinivirus, por lo que parece probable pensar que

éste acido nucleico sea ADN.

En el caso de las sondas de ARN de CYSDV, por motivos que se desconocen, no se
produjo hibridacién, pero los resultados obtenidos con las sondas de BPYV,
suficientemente discriminantes, si permiten abordar al menos, estudios de localizacion

subcelular de BPYV mediante hibridacion in situ.

Dado que la RT-PCR mostré una mayor fiabilidad y reproducibilidad, las sondas de
ARN no se emplearon para el diagnéstico. Estas experiencias se llevaron a cabo con
ARNSs totales extraidos con el sistema comercial, ya que como describen Dudareva et
al. (1996) se obtiene un rendimiento cualitativo mayor que con las otras metodologias
y, ademas, se evita la posible interferencia de componentes de las plantas como
polisacaridos o polifenoles. Las metodologias descritas por Achon (1993) y Pallas et

al. (1998) parecen tener una mejor aplicacion para la extraccion de ARNs totales de
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plantas herbaceas infectadas con Potyvirus y de especies lefosas infectadas con
llarvirus y Comovirus, respectivamente. En el método de Célix et al. (1996), descrito
para la extraccion de ARNSs totales de cucurbitaceas infectadas con CYSDV, podria
ser probable que la concentracion de ARN viral en el tejido haya actuado como factor

limitante del proceso.

La finalidad del muestreo realizado no era la de establecer niveles de incidencia, ya
que las caracteristicas del mismo limitan tal posibilidad. Sin embargo, los resultados
obtenidos coinciden, con los obtenidos por Berdiales et al. (1999) y Rubio et al. (1999).
BPYV se detecta en muestras que proceden de zonas apartadas del area de
produccion de Almeria, en las que todavia existen poblaciones de su vector (Livieratos
et al., 1999). Célix et al. (1996) ya sefialaron que el desplazamiento progresivo de las
poblaciones de T. vaporariorum por poblaciones de B. tabaci en la zona de Almeria
tiene una correlacion con la mayor presencia de CYSDV frente a BPYV (Janssen et
al., 2001; Ruiz et al., 2001). Esta situacion parece que se esté produciendo en el resto
de areas de produccion del sudeste espafol, ya que, las infecciones producidas por el
virus de la clorosis del tomate (Tomato chlorosis virus, ToCV) (gén. Crinivirus) en la
provincia de Malaga estan asociadas a las poblaciones de B. tabaci (Navas-Castillo et
al., 2000), a pesar de que T. vaporariorum también es su vector (Wisler et al., 1998).
El elevado porcentaje de muestras con amarilleo internervial (77%), que no muestran
la presencia de ninguno de los dos virus ensayados, es similar, también, al obtenido
por Berdiales et al. (1999). Estos autores, aunque no descartan la presencia de algun
otro agente patégeno infectando estos cultivos, sugieren que en muchos casos los

sintomas de amarilleo pueden estar producidos por problemas fisioldgicos.
Se ha conseguido propagar CYSDV, pero en cambio, BPYV no, debido a una falta de

sincronia entre los ensayos de transmision y la disposicion de in6culo y a la pérdida

posterior del inéculo mantenido en Murcia.
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Cuadro 4. Descripcion de las reacciones de transcripcion reversa (RT) y reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
realizadas con las parejas de oligonucleétidos especificas de Beet pseudo yellows virus y Cucurbit yellow stunting

disorder virus

Virus Parejas Oligonucledtidos Concentracién Condiciones de las reacciones Productos de ampilificacion
RT-PCR (uM)
RT PCR Tamafo (pb) Localizacién
BPYV 172 (5°- CTTTGTGCTCCCAACTCAAC- 3’) 0,66 30 *65°C 40 ciclos: 780 ORF 1b
30” a 93°C
175 (5'- CTTAGTGATTCCAAGCC- 3) 0,77 30" a 55°C
1 a70°C
1 ciclo:
77a70°C
CYSDV  410L (5- TTGGGCATGTGACAT- 3) 0,8 30°65°C 40 ciclos: 480 HSP70
30” a 93°C
410U (5’- AGAGACGGTAAGTAT- 3) 0,8 30” a 55°C
1"a70°C
1 ciclo:
77a70°C

BPYV: Beet pseudo-yellows virus; CYSDV: Cucurbit yellow stunting disorder virus
RT: transcripcion reversa; PCR: reaccion en cadena de la polimerasa

OREF: secuencia con fase de lectura abierta

HSP70: homologo de las proteinas de choque térmico



