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ABREVIATURAS

AzMV: "azuki bean mosaic virus", virus del Phaseolus radiatus.

BCMV: "bean common mosaic virus”, virus del mosaico comun de la
judia.

BGMV: "bean golden mosaic virus", virus del mosaico dorado de la
judia.

BICMYV: "blackeye cowpea mosaic virus”, virus del mosaico de la
semilla del chicharo.

BrEt: bromuro de etidio.

BYMYV: "bean yellow mosaic virus”, virus del mosaico amarillo de la
judia.

CABMYV: "cowpea aphid-borne mosaic virus”, virus del mosaico del
chicharo transmitido por afidos.

CIAT: Centro Internacional de Agricultura Tropical.

CIP: fosfatasa alcalina de ternera.

CIYVV: "clover yellow vein virus", virus del amarilleo de las venas
del trébol.

CMV: "cucumber mosaic virus", virus del mosaico del pepino.

cv: cultivar,

DEPC: dietil pirocarbonato.

dig-UTP: desoxi-uridin trifosfato-11-digoxigenina.

dNTP: desoxi-nucledtido trifosfato.

EDTA: acido etilendiamino tetraacético.

ELISA: "enzyme-linked immunosorbent assay”.

GFLV: "grapevine fanleaf virus”, virus del entrenudo corto
infeccioso de la vid.

HPLC: cromatografia liquida de alta resolucidn.

HPRI: inhibidor de ribonucleasas de placenta humana.

M-MLV: transcriptasa inversa del virus Moloney de la leucemia
murina.

MDMYV: "maize dwarf mosaic virus”, virus del mosaico enanizante
del maiz.

MOPS: dcido 3-[N-morfolino] propano sulfénico.

NCR: "non-coding region”, regiéon no codificante.

nt: nucleotido.



p/v: peso/volumen.

pb: pares de bases.

PCR: reaccidén en cadena de la polimerasa.

PEG: polietilenglicol.

PLRV: "potato leaf roll virus”, virus del enrollado de [a patata.

PSbMV: "pea seed-borne mosaic virus”, virus del mosaico del
guisante transmitido por la semilla.

PStV: "peanut stripe virus", virus del estriado del cacahuete.

PVP: polivinil pirrolidona.

PVX: "potato virus X", virus X de la patata.

PVY: "potato virus Y", virus Y de la patata.

PWYV: "passionfruit woodiness virus”, virus del amaderamiento de la
pasionaria.

RT-PCR: reaccién en cadena de la polimerasa con un paso previo de
transcripcion  inversa.

SAPV: "South African passiflora virus”, virus de la pasionaria
sudafricana.

SbMV: "soybean mosaic virus", virus del mosaico de la soja.

SCMV: "sugarcane mosaic virus", virus del mosaico de la cafia de
azucar.

SDS: dodecilsulfato sdédico.

TGMV: "tomato golden mosaic virus®, virus del mosaico dorado del
tomate.

TMV: "tobacco mosaic virus”, virus del mosaico del tabaco.

TRV: "tobacco rattle virus”, virus del cascabeleo del tabaco.

TSWV: "tomato spotted wilt virus”, virus del bronceado del tomate.

TVMYV: "tobacco vein mottling virus”, virus del moteado de los
nervios del tabaco.

u: unidad.

v: volumen.

WMV-2: "watermelon mosaic virus”, virus del mosaico de la sandia,
estirpe 2.

ZYMV: "zucchini yellow mosaic virus”, virus del mosaico amarillo del
calabacin.
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l. INTRODUCCION

1. PHASEOLUS VULGARIS

Dentro del grupo de las leguminosas de consumo humano, la
judia (Phaseolus vulgaris L.) se puede considerar una de las mads
importantes, debido a su amplia distribuciéon en los cinco
continentes, y por ser un complemento nutricional indispensable
como aporte de proteinas (alrededor del 22% de su peso seco como
semilla) en la dieta alimenticia de muchos pueblos.

El cultivo de judia es considerado de los mds antiguos,
habiéndose encontrado en Peri restos arqueoldgicos de 8000 afios
de antigiiedad (Voysest, 1983). Su origen americano es aceptado
actualmente sin ninguna controversia, siendo evidencia del mismo
la enorme diversidad genética que presenta en dicho continente, La
diseminacion al resto del mundo se produjo tras ¢l descubrimiento
de América, y se ha demostrado que proviene de una planta
silvestre conocida como "frijol ratén”, que produce unas semillas
grises muy pequefias, y que todavia crece espontineamente en
algunas regiones de Perd (Debouck, 1987). Actuaimente se acepta
Méjico como posible centro de diversificacion primaria (Debouck e
Hidalgo, 1987).

La superficie a nivel mundial dedicada al cultivo de judia
grano en 1990 fue de 26,4 x 10%° Ha, de las cuales un 91% se
localizan en paises en via de desarrollo, con una produccién de 16,3
x 10¢ Tm. En cuanto a judia de verdeo, la superficie y produccién
totales en 1990 fueron de 5 x 106® Ha y 3,1 x 10¢ Tm
respectivamente (FAO, 1990), correspondiendo el 50% de Ila
producciéon a los paises desarrollados, especialmente, europeos.

1.1. Caracteristicas generales
LLa judia es una planta anual, herbiacea y termofila, que no
soporta las heladas. Debido a estas carateristicas, se culiiva

principalmente en el trépico y también en la zona templada de los
hemisferios norte y sur. Es una especie diploide con 22 cromosomas,
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que normalmente se autopoliniza, con sélo un pequefio porcentaje
de polinizacion externa dependiendo de la poblacién de abejas
durante la época de floracidn.

1.2. Descripciéon botanica

Desde el punto de vista taxondémico, esta especie es el
prototipo del género Phaseolus, y su nombre cientifico fue asignado
por Linneo en 1753. Pertenece a la tribu Phaseolae, de la subfamilia
Papilionoideae y familia Leguminoseae, dentro del Orden Rosales.

Este género agrupa, aproximadamente, 35 especies de las que
sélo cuatro se cultivan, P. vulgaris L., P. lunatus L., P. coccineus L.y
P. acutifolius A. Gray var. latifolius Freenman, y de éstas, la mds
importante y parece que la mdas evolucionada, es P. vulgaris L.

Muchas de las restantes especies son silvestres y han sido
recolectadas y mantenidas en bancos de germoplasma por su
interés como posibles fuentes de resistencia a plagas vy
enfermedades.

1.3. Plantula

En orden ascendente, el primer nudo es el de los cotiledones,
en dos inserciones opuestas. El hipocétilo (primera parte del tallo
comprendida entre la insercion de las raices y el primer nudo) tiene
una longitud apreciable porque la judia es de germinacién epigea.
Los cotiledones permanecen adheridos al tallo durante las primeras
etapas de desarrollo, cayendo después de unas dos semanas. EI
siguiente nudo es el de las hojas primarias, que son unifoliadas y
opuestas. Entre el nudo de los cotiledones y el de las hojas
primarias se encuentra un entrenudo real llamado epicétilo. Los dos
primeros nudos, el de los cotiledones y el de las hojas primarias son
formados durante la embriogénesis, por lo que existen ya en la
semilla. En el tallo, a nivel de cada nudo se encuentran los demas
organos, como las hojas trifoliadas, las ramas, las vainas, los racimos
y las flores y una estipula (figura 1).

La flor es una tipica flor papillonicea, y su morfologia
favorece el mecanismo de autopolinizacién: las anteras estan al
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Hojas primarias

Estipula

Pritnera hoja
tnfoliada Epicotilo
ler nudgp
\
o Hipocdtia

—~
,,?

.’j;\“ \\-v Rarces

Figura 1. Plintula de judia. (Tomado de "Frijol: Investigacién y
Produccién” CIAT, 1985).

Plomuls

Hojas
primarias

Cotiledén 1

Figura 2. Composicién interna de la semilla de judia. (Tomado de
"Frijol: Investigacién y Produccién” CIAT, 1985).



mismo nivel que el estigma, y ambos drganos estin envueltos
completamente por la quilla. Cuando se produce la dehiscencia en
las anteras (antesis) el polen cae directamente sobre el estigma.
(Debouck e Hidalgo, 1985).

1.4. Semilla

La semilla de judia es exalbuminosa, y sus reservas nutritivas
s¢ concentran en los cotiledones. Se origina de un dvulo
campilétropo, dispuesto transversalmente respecto al funiculo.

L.as partes externas principales de la semilla son: 1) la testa o
cubierta seminal, que corresponde a la capa secundina del ovulo; 11)
el hilum, que conecta la semilla con la placenta, y es la cicatriz
dejada por el funiculo; ii1) el micrépilo, que es una hendidura en la
corteza, cerca del hilum, a través de la cual se realiza
principalmente la absorcién de agua, y, iv) el rafe, que procede de
la soldadura del funiculo con los tegumentos externos del dvulo
campilétropo.

Internamente la semiila estd compuesta exclusivamente por el
embrion, que, a su vez estd formado por la plimula, las dos hojas
primarias, el hipocdtilo, los dos cotiledones y la radicula. El complejo
plimula-radicula estd situado entre los cotiledones, en la parte
ventral del grano de manera que la radicula estd en contacto con el
micropilo. (Debouck e Hidalgo, 1985) (figura 2).

1.5. Variabilidad

El polimorfismo en judia es enorme. La semilla tiene una
amplia variacién de forma (cilindrica, esférica, arrifonada, etc.), de
color (blanco, rojo, negro, amarillo, café, etc.) y de brillo. La
combinacion de colores también es muy frecuente. Esta gran
variabilidad de los caracteres externos de la semilla se tiene en
cuenta para la clasificacion de variedades como consecuencia de la
gran diversidad genética existente en esta especie.

Las variedades de judia se clasifican segin diversos criterios.
Si se considera el tipo de consumo, existen variedades para
consumo como grano seco (alubia), y como vaina (judia verde).
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Desde un punto de vista agronomico, se habla de variedades
precoces y tardias, segun la duracién del periodo vegetativo. La
reaccion a ciertos factores Ilimitantes de la produccidon. tanto
abidticos (heladas, estrés hidrico, etc.) como bidticos (plagas y
enfermedades), divide a las variedades en al menos dos grandes
categorias, resistentes y susceptibles. Una de las caracteristicas
agronémicas mds importantes para clasificar variedades es el habito
de crecimiento, determinado (variedades enanas en las que cesa el
crecimiento con la floracion) o indeterminado (variedades con
crecimiento continuo).

2. PROBLEMATICA ACTUAL DEL CULTIVO EN ESPANA

En Espafia actualmente, la judia es la leguminosa de grano de
mayor produccion y valor de cosecha. Durante 1988 la superficie
dedicada al cultivo de la judia grano fue de 95169 Ha, y la
produccion de 61212 Tm (MAPA, 1988), concentrada en el noroeste
de Espafia, siendo Ledn (15952 Tm), La Coruiia (12064 Tm) vy
Pontevedra (6244 Tm) las provincias de mayor produccion., El
cultivo se e¢xtiende ademds por la mayor parte de las zonas
agricolas del pais, con un interés preferentemente local. Sin
embargo, la superficie de cultivo en las udltimas décadas ha
descendido notablemente junto con la produccién, aunque el
rendimiento ha experimentado un pequefio ascenso, todavia
insuficiente para rentabilizar su explotacion (Asensio et al., 1990).

I.a judia verde es el cultivo mds importante entre las
teguminosas horticolas, y supone en la actualidad una superficie de
27.000 Ha y una produccion de 258.000 Tm (M.A.P.A.,, 1988), de las
que 28.000 Tm se destinan a la industria, estando principalmente el
cultivo protegido bajo invernadero. las principales zonas
productoras se encuentran en Andalucia Oriental, Comunidad
Valenciana y Cataluila.
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2.1. Ausencia de variedades comerciales

En Espafia, en cada regidén, provincia, e incluso en cada
término, se pueden encontrar diversas "variedades”, muchas de
ellas parecidas, mezcladas la mayoria, y sin garantia alguna de
pureza.

La primera limitacién técnica para su produccion viene dada
por la falta de variedades comerciales, ya que el Registro de
Variedades Comerciales de judia seca en el Instituto Nacional de
Semillas y Plantas de Vivero no se abrié hasta 1986, lo que implica
la ausencia de semilla con las caracteristicas adecuadas para
asegurar una produccion de calidad. La seleccion del grano se
realiza por caracteres fenotipicos (color, tamaio, forma), que no
aseguran la homogeneidad genética, haciéndose necesaria la
tipificacién de las "variedades” en uso mediante descripcién varietal
de caracteres botdnicos, agrondémicos, etc.

Actualmente la semilla que utilizan los agricultores procede,
en su mayoria, del autoconsumo, del intercambio con otros
agricultores de la zona o de otras =zonas tradicionalmente
productoras, o bien de los envasadores de judia. En el caso de la
judia verde, la mayor parte del material vegetal utilizado es
extranjero, y en las zonas de cultivo intensivo se aprecia un claro
desplazamiento de los cultivares tradicionales como Garrafal Oro
por otros mas productivos (Maroto, 1991}).

2.2. Enfermedades

Una de las grandes limitaciones que tiene el cultivo de judia,
no sélo en Espafia, sino en todo el mundo, es la gran cantidad de
enfermedades y plagas a las que se muestra susceptible. Se han
estimado en un 10% las pérdidas a nivel mundial en la cosecha
debidas a enfermedades (Hall, 1991). Se han descrito cientos de
agentes causantes de enfermedad en judia, pero no todos tienen
una distribucién geogriafica, prevalencia o importancia econdmica
equivalente. Las enfermedades mds importantes son las causadas

por hongos, bacterias y virus.
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En Espafia no se ha realizado de forma sistemdtica un estudio
del espectro fitopatoldgico de los cultivos. En el caso de las
infecciones virales que afectan a leguminosas, s6lo se encontro una
referencia de Vela (1971), haciendo mencidén a un aislado del virus
del mosaico amarillo de la judia (BYMV), procedente de Malaga.

3. LOS VIRUS VEGETALES

Entre los agentes causantes de enfermedad en plantas, se
considera a los virus los segundos en importancia, después de los
hongos, como responsables de pérdidas econdémicas en los cultivos
agricolas.

La primera cita acerca de virus asociados a plantas data de
1886, y supuso el descubrimiento de una nueva forma de vida,
cuando Mayer describid la enfermedad del mosaico del tabaco, que
era transmitida mediante inoculacion de extractos de plantas
enfermas. Actualmente, se conocen unos 700 virus vegetales, la
mayoria de los cuales tienen un genoma constituido por RNA de
cadena sencilla y sentido positivo (77%), aunque también puede ser
RNA de sentido negativo (13%), de doble cadena (4%), o bien DNA
monocatenario {4%) o bicatenario (2%) (Zaitlin y Hull, 1987).

La particula viral consta del acido nucleico y de una cdpsida,
compuesta generalmente de una sola especie proteica. Algunos
virus mds complejos presentan ademds una envuelta lipoproteica
externa a la capsida.

En cuanto a tamafio y forma de las particulas virales, existe
una gran variabilidad, que queda reflejada en la figura 3
(Matthews, 1991). Actualmente hay definidos 35 grupos de virus
de plantas, establecidos por el ICTV (International Committe on
Taxonomy of Viruses), (Brown, 1989). Entre los productos de
expresion de los genomas virales hay proteinas estructurales. como
la proteina de la cdpsida, y no estructurales, como proteasas,
replicasas (RNA polimerasas RNA dependientes), helicasas, vy
proteinas implicadas en el movimiento y en la transmision.

La primera limitacién para un virus cuyo genoma ha de
expresarse en un sistema de traduccion eucariota, es la adaptacién a
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la expresion de RNAs mensajeros monocistrénicos, lo que supondria
para el virus la traduccién de exclusivamente las fases de lectura
abiertas ("open reading frames”, ORFs) situadas en el extremo 5 del
genoma. Los virus han adoptado distintas estrategias,
esquematizadas en la figura 4, para asegurar la expresion de todos
sus genes (Matthews, 1991);

1. Sintesis de RNAs subgendmicos, que permite la traduccién
de la ORF de su extremo 5'.

2. Genomas multipartitos. Se traduce el gen situado en el
extremo 5 de cada segmento de RNA,

3. Poliproteinas. Un RNA codifica para mas de una proteina,
incluso para todos los productos gendémicos a través de una uGnica
ORF. que es traducida y procesada posteriormente en puntos
especificos por proteasas codificadas por el virus, para rendir los
productos finales.

4. Codones de terminacion del gen en el extremo 5 que en una
determinada proporcion permiten a los ribosomas continvar la
traduccion hasta el siguiente codon de terminacion, rindiendo un
segundo polipéptido de mayor tamafio.

5. Un cambio en la fase de lectura cerca del codén de
terminacion del gen en el extremo 5 permite la sintesis de una
segunda proteina mayor, parcialmente solapada a la primera.

La interaccion virus-planta comienza con la penetracion del
virus en la célula vegetal, a través de la barrera que supone la
presencia de la pared celular, para lo cual el virus se sirve de otros
organismos, generalmente insectos o nemdatodos, que producen
lesiones en los tejidos vegetales como consecuencia de sus hdabitos
alimenticios, y los introducen en las células. La transmisién por
vectores inveriecbrados es, en general, un fenémeno complejo en el
que juegan un papel el virus, el vector, la planta, y las condiciones
ambientales. Algunos virus son transmitidos también a través del
polen y/o de la semilla.

En cuanto a la reacciéon de la planta ante la infeccidn viral,
existen varios tipos de respuesta (Zaitlin y Hull, 1987), (Dawson y
Hilf. 1992): 1) la inmunidad total, en la que el virus no se replica en
absoluto, ni siquiera en las células de entrada; ii) infeccidn
subliminal, en la que el virus se replica sélo en las células
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inicialmente infectadas, pero no se dispersa; 1iii) respuesta
hipersensible. en la que la susceptibilidad limitada del huésped
restringe al virus a unas pocas células proximas al punto de
infeccién, dando lugar a lesiones localizadas, generalmente
necroticas; esta respuesta puede manifestarse de forma sistémica,
produciendo necrosis vascular; iv) susceptibilidad total, en la que el
virus invade toda la planta; se habla entonces de infeccidn
sistémica.

LLa replicacién del virus puede afectar a la planta huésped,
aunque no parece ser la principal causa de la sintomatologia viral.
Se conoce que una de las principales consecuencias es un efecto de
supresion de la sintesis de RNA ribosémico y de proteinas a nivel de
cloroplastos (Hirai y Wildman, 1969), (Mohamed y Randles, 1972).

La sintomatologia viral es muy variada, y ha sido revisada por
Bos (1970) y Goodman et al., (1986). Entre las alteraciones mas
comunes se encuentran las de color de hojas, tales como mosaico,
clorosis, bandeo de venas, o las deformaciones foliares, enaciones
(abullonamientos), asi como una apariencia de mal estado general,
enantsmo y decaimiento.

Los nombres de los virus vegetales, generalmente, hacen
referencia a los sintomas producidos en el huésped donde se
describié por primera vez la enfermedad.

4. ENFERMEDADES VIRALES EN JUDIA

Las pérdidas en el cultivo de judia debidas a infecciones
virales fueron descritas ya en 1917 por Stewart y Reddick, y se
conocen al menos 34 virus distintos capaces de infectar judia de
forma natural (Lana er al., 1988).

Entre las enfermedades de origen viral mdis importantes a
nivel mundial destacan tres: el mosaico comin, el mosaico amarillo,
y el mosaico dorado de la judia.

LLas dos primeras son producidas por virus pertenecientes al
grupo de los potyvirus: virus del mosaico comin de la judia (BCMYV)
y virus del mosaico amarillo de la judia (BYMV) respectivamente.
La tercera es debida a la infeccion por un virus del grupo de los

Introduccion 11



geminivirus, el virus del mosaico dorado de la judia (BGMV), y estd
muy extendida en las zonas tropicales y subtropicales de America,
Africa y Asia, no habiendo sido descrita e¢n Espafia hasta la
actualidad.

4.1. Potyvirus
4.1.1. Caracteristicas generales

Este grupo de virus vegetales debe su nombre al miembro
tipo, "potato virus Y" (virus Y de la patata, PVY), v es el primero en
importancia numérica, ya que comprende casi al 40% de los virus
de plantas, y econdmica, pues las pérdidas de cosecha atribuidas a
potyvirus son muy importantes en todo el mundo (Hollings y Brunt,
1981; Milne, 1988). Edwarson (1974) describié que eran capaces de
infectar 1112 especies de 369 géneros entre 53 familias de plantas.

El grupo de los potyvirus fue uno de los seis grupos de virus
vegetales inicialmente establecidos segin la forma y dimensiones
de las particulas (Brandes y Wetter, 1959), y contenia 16 virus
interrelacionados seroldgicamente, con particulas filamentosas de
unos 756G nm. Durante las tres décadas transcurridas desde el
establecimiento del grupo, el nimero de miembros ha ido
aumentando progresivamente, aungque el tamafio actual es incierto,
ya que nuevos miembros son descritos frecuentemente; otros,
tradicionalmente considerados como virus distintos son reconocidos
como cepas del mismo virus, o a la inversa, y la clasificacién de
algunos virus estd siendo muy debatida.

En 1991 el total de miembros ascendia a 157, entre posibles
(72) y definitivos (73) (Francki er al., 1991).

Sus miembros comparten caracteristicas comunes: SOn Vvirus
de particula dnica, alargada y flexuosa, de unos 680-900 nm con
simetria helicoidal y cuyas particulas contienen aproximadamente
un 5% de acido nucleico y un 95% de proteina. El acido nucleico,
generalmente, es una unica molécula de RNA de cadena sencilla y
sentido positivo de unas 10 Kb. La cdpsida viral estd formada por
mas de 2000 subunidades de una dnica proteina de peso molecular
32-36x103 Da.
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Se transmiten en la naturaleza generalmente mediante afidos
de manera no persistente (Murant et gf., 1988), algunos de ellos por
dcaros, mosca blanca u hongos (Barnett, 1993), vy
experimentalmente por inoculacién mecdnica de savia. Algunos
potyvirus, especialmente los que infectan leguminosas, son
transmitidos en proporcién variable por semilla.

En su mayoria tienen una gama de huéspedes restringida; esta
especificidad de huésped evita la competencia interespecifica entre
potyvirus, y ha generado un elevado nuimero de variantes
especializadas, dificiles de distinguir bioquimica o serolégicamente,
pero que existen como patotipos reconocibles.

Una de las principales caracteristicas del grupo es la
formacion de cuerpos de inclusién citopldsmicos ("pinwheels” o
inclusiones cilindricas) en las plantas infectadas. Estas formaciones
aparecen a las 48 h posteriores a la infeccién y tienen un aspecto
caracteristico cuando se observan al microscopio d4ptico o
electronico, habiéndose establecido cuatro subdivisiones en relacidén
al tipo de inclusiones inducidas (Christie y Edwardson, 1977;
Edwardson y Christie, 1984; Edwardson, 1992). La infeccién por
algunos potyvirus induce la formacién de otros tipos de cuerpos de
inclusién, como inclusiones nucleares y/o inclusiones citopldsmicas
amorfas (Dougherty er al., 1988).

4.1.2. Organizacion y expresion del genoma

El genoma potyviral es una tnica molécula de RNA de cadena
sencilla de unos 10000 nacledtidos y sentido mensajero, cuyo
extremo 5' esta unido covalentemente a una proteina (VPg, "viral
genome-linked protein”) (Siaw et al.,, 1985) y su extremo 3 estd
poliadenilado (Hari et al.,, 1979). Contiene una unica fase de lectura
abierta que se traduce como una poliproteina (entre 340 y 368
KDa), que es procesada mediante la actividad de tres proteasas
virales. La estructura gendémica y la dindmica de procesamiento se
muestran en la figura 5.

LLos diferentes productos génicos obtenidos tras el
procesamiento de la poliproteina potyviral son, desde el extremo N
al  C-terminal los siguientes: la proteina Pl (proteasa), el
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Producto génico Tamano

Funcion

Pl 28-34 KDa procesamiento  proteolitico (proteasa)
;movimiento célula-célula? (Domier ef al..1987)
HC-Pro 50-536 KDa procesaniiento proteolitico (proteasa)
transmision por dfidos (Pirone. 1983)
formacién de cuerpos de inciusién amorfos.

P3 20-42 KDa (cofactor en el procesamiento procesamiento
proteolitico? (Vos ef af.. 1988y ;replicacion?

{Rodriguez Cerezo ef al., 1993)

| 6K1 6 KDa jreplicacion? (Lafn er af., 1989)
Cl 68-70 KDa RNA helicasa (Lafn ef al., 1990} ;replicacion?
formacién de cuerpos de inclusion citopldsmicos

[ 6](2 6 KDa ireplicacién? (Lain er af., 1989)

Nla 49-52 KDa procesamiento proteolitico (proteasa)
ireplicacion? (VPg) (Riechmann e al.. 1992)
formacion de cuerpos de inclusiéon nucleares

Nib 54-58 KDa  (replicacion? (RNA polimerasa RNA-dependiente)
formacidn de cuerpos de inclusion nucleares

CP (capsida) 29.37 KDa encapsidacion del RNA
transmision por dlidos (Maiss of ol 1984)

Tabla 1. Principales

caracteristicas de los productos génicos del RNA potyviral.




componente “helper”/proteasa (HC-Pro), la proteina P3. un péptido
de 6KDa (6K|), Ja proteina del cuerpo de inclusién citoplasmico (CI,
con actividad helicasa). un segundo péptido de 6KDa (6K;), la

i

proteina de inciusién nuclear "a" (Nla, VPg y proteasaj, la proteina
de inclusion nuclear "b" (NIb, la presunta RNA polimerasa), y la
proteina de la cdpsida. Las funciones demostradas o hipotéticas de
estos productos génicos se resume en la tabla 1.

El procesamiento co- y post-traduccional de la poliproteina
estd mediado por dos proteasas codificadas por el virus, Nla (Garcia
et af., 1989) y HC-Pro (Carrington et al. 1989), y, recientemente se
ha identificado una tercera actividad proteolitica requerida para el
procesamiento completo, gue reside en la proteina P1 (Verchot et
al., 1991).

ILa proteasa Nla es responsable de los cortes en las dos
terceras partes del extremo C-terminal de la poliproteina (sitios A-F
y V), mientras que HC-Pro y Pl actian sobre sus extremos C-
terminales respectivamente (Riechmann er al., 1992).

La maduracion proteolitica mediada por NIa es un proceso
regulado que implica cortes en c¢is (intramolecularmente, la
proteasa se autoescinde por cortes en los sitios D y E (figura 5) en
un suceso temprano, quizd cotraduccional), y en (¢rans,
intermolecularmente, en sitios que son reconocidos y cortados con
diferentes eficiencias. Los sitios A-F estan definidos por secuencias
de siete aminoacidos (Dougherty y Parks, 1989; Garcia er al., 1989).
El sitio A e¢s probablemente un punto de corte suboptimo, sélo
parcialmente procesado. El sitio V difiere considerablemente en
secuencia de los otros seis sitios de corte, y parece ser un Sitio
subéptimo de corte con implicacion en el proceso de replicacién
viral (Dougherty y Parks. 1991).

4.1.3. Taxonomia de potyvirus

La 1identificaciéon y clasificacion de potyvirus ha sido
tradicionalmente problemdtica e insatisfactoria, debido al gran
tamafio del grupo, la enorme variacién existente entre sus
miembros y la falta de pardmetros taxondomicos satisfactorios para
distinguir entre virus distintos y cepas del mismo virus. En el
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pasado, el uso de criterios cldsicos como gama de huéspedes,
sintomatologia, proteccion cruzada. morfologia de las inclusiones
citoplasmicas y serologia, permitio la distincién entre potyvirus.
Actualmente, la imposibilidad de compatibilizar todos estos criterios
ha llevado al grupo a una situacién de caos taxondémico (Bos, 1992)
en el que la aplicacion de parametros moleculares esta abriendo
nuevas y solidas posibilidades de clasificacion.

4.1.3.1. Parametros clasicos

La sintomatologia y la gama de huéspedes todavia hoy juegan
un importante papel en la clasificacién de potyvirus, siendo los
criterios principales para el reconocimiento de cepas. Dado que la
mayoria de los potyvirus tienen una gama de huéspedes
restringida, pueden ser a menudo distinguidos en funcién de los
sintomas caracteristicos que producen en ciertos huéspedes. Sin
embargo, el apoyo en estos criterios ha creado mucha confusién en
la identificacién de potyvirus que infectan leguminosas (Lana et al.,
1988; Tsuchizaki y Omura, 1987) y gramineas (Shukla, er al., 1989),
ya que distintos virus producen sintomas similares en los mismos
huéspedes dependiendo de las condiciones climdticas, y que
distintos cultivares o lineas genéticas de la misma especie vegetal
pueden tener distintas reacciones en cuanto a la susceptibilidad a la
infeccion y sintomas.

En general, se acepta que entre cepas del mismo virus existe
un fenémeno de proteccion cruzada, es decir, la infeccién por una
cepa previene de la infeccién por otras cepas relacionadas, mientras
que este fenomeno no se produce entre virus distintos. Este tipo de
analisis tuvo bastante peso inicialmente para discernir entre cepas
relacionadas o no, en éste y en otros grupos de virus, pero, en el
caso de los potyvirus, posteriormente surgié el conflicto sobre el
valor de estos datos cuando no existia correlacidon con otros
pardmetros taxonomicos. De hecho, existen fendmenos de proteccion
cruzada entre virus distintos, como BCMV y BYMV (Quantz, 1961), y
casos donde falla la proteccion cruzada entre cepas estrechamente
relacionadas de otros virus (Wilkins y Catherall, 1974).
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LLa morfologia de los cuerpos de inclusion citoplidsmicos
("pinwheels") puede ayudar en la identificacion de algunos
potyvirus. En base a ello, Edwardson (1974) dividié a los potyvirus
en cuatro subgrupos: los virus del subgrupo I producen inclusiones
tubulares y en roseta ("scrolls"); las del subgrupo Il son agregados
laminares; los virus del subgrupo IlI producen inclusiones en roseta
y agregados laminares, y los del IV rosetas y agregados laminares
curvos. Ya que en ocasiones distintas cepas del mismo virus caen en
distintos subgrupos, y virus distintos producen exactamente el
mismo tipo de inclusiones, este criterio ha sido también muy
discutido (Francki er af., 1985), aunque para algunos potyvirus estd
en perfecta correlacién con su clasificacion taxondmica,

Las relaciones seroldgicas entre potyvirus son
extremadamente complejas, y a menudo no correlacionan con las
propiedades biolégicas. Los principales problemas asociados a la
serologia de potyvirus son tres: las reacciones cruzadas entre
antisueros, relaciones inconsistentes e inesperadas entre distintos
potyvirus, y la falta de reacciones cruzadas entre cepas (Shukla e
al., 1992). Estas dificultades parecen no estar asociadas a las
técnicas serolégicas, sino a la complejidad estructural de la proteina
de la capsida y de la particula potyviral.

Shukla er al. (1988b) demostraron que la mayoria de los
epitopos especificos de virus mapean en el extremo N-terminal de
la proteina de la cdpsida (30-69 aminodcidos), que, junto con el
extremo C-terminal son las regiones de la proteina mas expuestas
en la superficie de las particulas virales, mientras que los epitopos
especificos de grupo se encuentran en el ndcleo central de la
proteina ("core”) (216-218 aminodcidos). Los epitopos mads
expuestos son, por tanto los mds susceptibles a degradacion en los
procesos de purificacién de virus, por lo que hay que extremar las
precauciones en las preparaciones para inmunizacion,

La tecnologia de los anticuerpos monoclonales ha supuesto un
gran avance al delimitar la especificidad en las reacciones
serologicas. Se han generado asi anticuerpos que solo reconocen los
virus homdlogos y sus cepas, y otros que reaccionan con dos, tres,
cuatro, y hasta con la mayoria de los potyvirus (Jordan y Hammond,
1991).
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LLos datos seroldgicos requieren, por tanto, una interpretacion
minuciosa para no incurrir en errores al trazar relaciones entre
potyvirus.

4.1.3.2. Parametros moleculares

I.a aplicacion de nuevas técnicas de biologia molecular ha
proporcionado criterios mds objetivos para la identificacion y
clasificacion de potyvirus, frente a consideraciones meramente
biolégicas y fenotipicas. Entre ellas, destacan dos: los perfiles de
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), y la secuenciacién
de acidos nucleicos.

El establecimiento y comparacion de perfiles de los péptidos
derivados de la digestion de la proteina de la cdpsida con tripsina (u
otra proteasa) ha sido de gran utilidad para asignar diferencias y
parentescos entre un buen numero de cepas y aislados de muchos
potyvirus (Mckern et al., 1989, 1990). El grado de similitud
existente entre estos perfiles es una indicaciéon fiable de su relacion
a nivel de secuencia (Shukla et al., 1988a). Actualmente, estd siendo
aplicado a potyvirus que infectan leguminosas (McKern et al.,
1992).

La secuenciacién de genomas potyvirales ha confirmado que
sus miembros comparten una organizaciéon gendmica comin, y que
las distancias genéticas existentes entre sus proteinas de la cdpsida
estan de acuerdo con propiedades observadas previamente
(proteccion cruzada, relaciones serologicas), pudiéndose diferenciar
de forma bastante clara potyvirus y sus cepas.

Shukla y Ward (1988). comparando las secuencias de
aminodcidos de las proteinas de la cdapsida de 17 cepas de 8
potyvirus distintos, observaron que la homologia de secuencia se
ajustaba a una distribucion bimodal, en la que distintos potyvirus
mostraban una homologia de secuencia comprendida entre el 38-
71%, con la mayor variabilidad en la longitud y secuencia de sus
extremos N-terminales, y alta homologia en la mitad C-terminal de
la proteina, y cepas distintas del mismo potyvirus presentan un 90-
99% de homologia, con extremos N-terminales muy similares. Estos
resultados, asi como estudios posteriores (Ward y Shukla, 1991;
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Ward er al.. 1992) mostraron que la homologia de secuencia de
aminodcidos de la proteina de la cdpsida puede servir como una
base solida para la identificacién y clasificacion de potyvirus.

La filogenia de la proteina de la cdpsida y su aplicacion en la
taxonomia de los potyvirus ha sido recientemente analizada por
Rybicki y Shukla (1992).

Otra zona del genoma potyviral que ha sido considerada para
establecer relaciones taxondémicas es la regiéon 3’ no codificante (3’
NCR); Frenkel et al., (1989) comparando las secuencias de 13 cepas
de 7 potyvirus observaron que existia una homologia del 83-99%
entre cepas vy de un 39-53% entre virus distintos a nivel de sus 3'
NCRs. Esta region ha sido utilizada como sonda en experimentos de
hibridacion para la diferenciacién de cepas (Frenkel er al., 1991), y
se han establecido subgrupos por la presencia de secuencias
consenso (Uyeda, 1992). Sin embargo, se ha considerado esta region
de escasa utilidad para revelar parentescos entre potyvirus
distintos (Frenkel et af., 1991; Rybicki y Shukla, 1992).

5. EL VIRUS DEL MOSAICO COMUN DE LA JUDIA (BCMV)
5.1. Propiedades bioldgicas

El mosaico comin de la judia fue descrito por primera vez
como enfermedad viral por Stewart y Reddick (1917) en Estados
Unidos, y al agente causal se le denomind virus del mosaico de la
judia. El epiteto "comin” fue afiadido mads tarde para diferenciarlo
del virus del mosaico amarillo de la judia (BYMV),

La distribucién del virus abarca los cinco continentes, y es
considerado como uno de los patégenos mds comunes € importantes
econOmicamente de judia, habiéndose citado como el segundo en
importancia economica en cultivos horticolas de climas templados,
en {talia y Portugal, el tercero en Suecia y el cuarto en China
(Tomlinson. 1987). Las pérdidas econdmicas se deben a la reduccion
del rendimiento (hasta de un 80%) y a la baja calidad del producto
cosechado.
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Su gama de huéspedes es limitada. En la naturaleza se
encuentra principalmente en especies del género Phaseolus, sobre
todo P. ~vulgaris, y, ocasionalmente, en Lupinus luteus y en
leguminosas silvestres como Rhynchosia minima. Se mencionan
también en la literatura otros huéspedes experimentales,
incluyendo algunas no leguminosas (Morales y Bos, 1988).

La naturaleza y gravedad de los sintomas producidos
dependen de la cepa del virus, del genotipo del huésped, del
momento de infeccién, y de las condiciones ambientales. En judia
puede producir principalmente dos tipos de sintomas (figura 6): el
mosaico comun, acompafiado generalmente de deformacion foliar,
enrollamiento y abullonamiento de hojas y bandeo de venas, y la
necrosis sistémica o "raiz negra”, que es el resultado de una reaccidén
de hipersensibilidad con la que los cultivares con el tipo de
resistencia dominante (gen /), derivada inicialmente del cv Corbett
Refugee (Zaumeyer, 1969), responden a la infeccién por algunas
cepas del virus. La necrosis sistémica se caracteriza por el deterioro
rapido del sistema vascular de las hojas trifoliadas mas jovenes,
extendiéndose luego al sistema vascular de toda la planta,
produciendo generalmente la muerte cuando la necrosis alcanza el
apice.

Como miembro del grupo de los potyvirus, BCMV es
transmitido por afidos de forma no persistente. Entre las especies
transmisoras del virus destacan Acyrthosiphon pisum, Aphis fabae
y Myzus persicae. Se transmite ademds por polen, por inoculacién
mecanica, y. en un elevado porcentaje por semilla, lo que constituye
una de sus principales caracteristicas epidemiologicas, siendo
probablemente un factor primordial en 1Ia infecciéon inicial del
cultivo y en su amplia distribucién geografica.

El porcentaje de transmisién por semilla varia en funcién del
genotipo de judia y de la cepa del virus (Morales y Castafio, 1987),
siendo en algunos casos superior al 83% (Morales y Bos, 1988). El
porcentaje de semilla infectada en la mayoria de los cultivares
analizados en el CIAT, Colombia (Morales, 1983) oscila entre el 15 y
el 50%. Se ha descrito su permanencia en semilia durante periodos
de almacenamiento de mdis de 30 afos (Pierce y Hungerford, 1929).
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Figura 6. Sintomas producidos por BCMV en judia. A y B: mosaico,
deformacién foliar y enaciones. C: bandeo de venas. D y E: necrosis

sistémica.



La distribucion del antigeno viral en la semilla es erritica, no
stendo clara la relacion entre antigeno detectable en semiila e
infeccion de la plantula resultante (Wang er al, 1985). El antigeno
es detectable en testa, cotiledones y embrién, pudiendo estar
presente sélo en una de las tres partes, en dos o en todas. La
infeccion exclusivamente del eje primario no ha sido observada
hasta ahora en otro sistema virus-huésped (Klein er al., 1992). La
capacidad de transmisién al embrién parece residir en la habilidad
del wvirus para invadir tejido embrionario, penetrando en Ios
gametos en fases tempranas del desarrollo (Rubies-Autonell y
Faccioli, 1985).

5.2. Fuentes de resistencia a BCMV

La resistencia a BCMV en Phaseolus vulgaris esta
determinada, por: i) el gen /I, inespecifico de cepa, que determina la
respuesta de necrosis sistémica a ciertas cepas del virus; ii) un
sistema de resistencia recesivo, que ha sido calificado como uno de
los mds complejos elucidados para interacciones virus-planta
(Fraser, 1986 y 1990), en el que la resistencia, medida como
inhibicién de sintomas de mosaico, depende de la cooperacion de un
gen, bc-u, con uno o mas genes de un grupo denominado bc-x. Los
genes bc-x se localizan en tres loci, denominados bc¢-1, be-2,y be-3,
existiendo series alélicas en los loci be-1y be-2.

El gen bc-u es inespecifico de cepa y sélo es efectivo en
combinacion con uno de los genes bc-x, siendo necesario para la
total expresion de estos dltimos, excepto en los cultivares de
genotipo /f/.

Segiin la teoria de Person (1959) de una relacién huésped-
parasito "gen a gen”, se han definido cuatro genes de patogenicidad
o virulencia. de modo que un gen de resistencia en el huésped
confiere resistencia a todas las cepas que carecen del gen
correspondiente de patogenicidad (tabla 2). Hasta ahora no se ha
encontrado un gen de virulencia correspondiente a bc-3.
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5.3. Clasificacion de cepas de BCMV

La clasificacion de cepas de BCMV se establecié en funcidén de
su patogenicidad sobre 11 grupos de cultivares de judia con
distintos genotipos de resistencia (Drijfthout, 1978), y se han
definido 10 cepas distintas, cuyas interacciones con los cultivares
diferenciales se muestran en la tabla 2.

Segiin los sintomas producidos en dichos cultivares de judia,
las cepas de BCMYV se dividen en tres grupos: 1) cepas que inducen
mosaico y nunca necrosis: NLI/USI, NL7, US5 (Fla), US2 (NY15), y
NL4/US6: 11) cepas que inducen necrosis sistémica en algunos
cultivares de genotipo [/ dependiendo de la temperatura (cepas
necroticas dependientes de temperatura): NL2 y NL6/US3/US4; iii)
cepas que inducen necrosis sistémica a cualquier temperatura en
los genotipos /I susceptibles a la cepa en cuestidon (cepas necrdticas
independientes de temperatura): NL3, NL5 y NL8. Algunos autores
(Mink y Silbernagel, 1992) consideran al aislado tanzano TN-1
(Silbernagel er al.,, 1986), que induce sintomas muy similares a NLS5
en los cultivares indicadores, como una cepa mas de este tercer

grupo.
5.4. Serologia

Las cepas de BCMV pueden dividirse en dos grupos
serolégicos distintos (Wang, 1983): el serotipo A, que incluye a las
cepas NL3, NLS y NL8, es decir, las cepas necrdticas independientes
de temperatura. y el serotipo B, que engloba al resto de las cepas
(no necroticas y necroticas dependientes de temperatura). Los
miembros de <cada serotipo presentan estrechas relaciones
seroldégicas entre ellos, y ninguna o muy distante con los miembros
del otro serotipo.

Se han descrito relaciones serolégicas entre BCMV y otros 17
potyvirus (Morales, 1988); muchas de estas relaciones son distantes
y no correlacionan con las propiedades bioldgicas. Un parentesco
serolégico mas relevante existe entre BCMV y otros potyvirus que
infectan leguminosas, como BYMYV, el virus del mosaico de la semilla
del chicharo (BICMV), el virus del mosaico de la soja (SbMV), el
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virus del mosaico del chicharo transmitido por afidos (CABMV), el
virus del mosaico del Phraseolus radiarus (AzMV), y el virus del
estriado del cacahuete (PStV). El virus del mosaico de la sandia,
estirpe 2 (WMV-2) pese a tener una gama de huéspedes muy
distinta a BCMV, estd serolégicamente relacionado con muchas
cepas del virus. Se han descrito también relaciones entre ciertos
aislados potyvirales de leguminosas brasilefios, BCMV y el virus del
amaderamiento de la pasionaria (PWV) (L.ovisolo y Kitajima, 1992).

Recientemente, Mink y Silbernagel (1992) han realizado un
estudio serolégico comparando 18 aislados de BCMYV, 5 de BICMYV, 4
de CABMYV, uno de AzMV y uno de PStV mediante ELISA indirecto
con una bateria de 13 anticuerpos monoclonales distintos
producidos contra BCMYV, BICMV, CABMV y PStV.
Sorprendentemente, 4 de los monoclonales detectaban todos los
aislados virales. uno detectaba todos excepto los de CABMV, 3
resultaron especificos de los aislados de serotipo A de BCMV, y 4
detectaban todos los aislados de serotipo B mds todos los de BICMYV,
AzMV y PStV, no siendo ninguno de los 4 monoclonales capaz de
reaccionar individualmente de forma diferencial entre ellos.

Los aislados del serotipo A parecen tener, por tanto, una
entidad serologica muy diferenciada, mientras que los del serotipo
B presentan maltiples reacciones cruzadas con otros aislados
potyvirales relacionados, siendo precisa su diferenciacion mediante
ensayos bioldgicos.

5.5. Situacion taxondmica actual dentro del grupo de los
potyvirus

Estudios recientes han revelado una gran complejidad en las
relaciones entre las cepas de BCMV y otros potyvirus de
leguminosas. Vetten et al. (1992}, comparando las secuencias
aminoacidicas de las proteinas de la cdpsida de dos aislados de las
cepas NL4 y NLB, de distinto serotipo de BCMYV, encontraron una
homologia del 78%, y de un 62% a nivel de nucledtido entre sus 3
NCRs. Estos valores, intermedios entre los propuestos para la
clasificaciéon como cepas o como virus distintos, fueron suficientes
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para proponer la consideracion de los dos serotipos como dos virus
distintos.

Dijkstra y Khan (1992), comparando 3 cepas de BCMV (NLI,
NY15 y NL3), 4 de BICMV y un aislado de CABMV en base a su
gama de huéspedes, propiedades antigénicas y perfiles de HPLC
observaron una semejanza importante entre las cepas de serotipo B
de BCMV y 3 de BICMYV, mientras que NL3, una cepa de BICMV y el
aislado de CABMY mostraban una entidad propia, pudiendo ser
considerados como tres virus diferentes. Sin embargo, ya que
comparten propiedades biolégicas, serolégicas y fisico-quimicas
comunes, propusieron la creacion de un subgrupo de BCMYV
incluyéndolos a todos.

Por otro lado, McKern er al. (1992) compararon los perfiles de
HPLC de las digestiones de las proteinas de la céapsida de las cepas
NL3 y NY15 de BCMV con los de dos cepas de BICMV y una de PStV.
Sus resultados sugieren que BCMV NL3 y NYI15 son ditintos
potyvirus, y no cepas del mismo virus, y que NY15 es una cepa del
mismo potyvirus que incluye BICMV, PStV, AzMV y tres aislados
potyvirales de soja (PM, PN, 74).

La posicion taxonomica de BCMV estd, por tanto, actualmente
en discusién, y la aplicacién de pardmetros moleculares para el
establecimiento de parentescos estd aportando nuevos datos que
revelan relaciones que no eran claras usando exclusivamente
criterios bioldgicos y seroldgicos; por el contrario, determinados
agrupamientos cldsicos de cepas parecen guardar escasa relacién a
nivel molecular.

6. RESISTENCIA A VIRUS EN PLANTAS

La manera clisica de producir plantas resistentes a patdgenos
ha sido mediante la introduccién de genes de resistencia naturales
en los cultivos mediante programas de mejora, que conllevan un
largo proceso de cruzamientos y seleccion de las lineas resultantes.

En los idltimos diez afios el creciente desarrollo de la
Biotecnologia Vegetal ha brindado la posibiidad de transformar
plantas genéticamente de manera estable. El tema de plantas
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transgénicas resistentes a virus ha sido recientemente revisado
(Ponz., 1993; Wilson, 1993).

Uno de los métodos para conseguir proteccién frente a virus
es la resistencia mediada por la proteina de la capsida, debido a la
expresion de dicho gen en plantas transgénicas. Para un numero
creciente de wvirus vegetales de importancia econdmica, la
acumulacién de la proteina de la cdpsida en plantas transgénicas
confiere resistencia a la infeccion y/o al desarrollo de enfermedad
por el virus del que deriva el gen y virus relacionados (Beachy et
al., 1990; Nejidat er al., 1990). En el caso de los potyvirus, este tipo
de resistencia también ha sido desarrollada, dando lugar al concepto
de "proteccion de amplio espectro” (Stark y Beachy, 1989; Lawson
et al., 1990; Ling et al., 1991). Se ha conseguido incluso proteccidon
frente a potyvirus en plantas transformadas con capsidas de virus
no patogenos para ellas (Stark y Beachy, 1989).

Recientemente, se ha descrito que la proteccién frente a PVYN
en plantas transgénicas transformadas con el cistrén de la proteina
de la cdpsida viral estd mediada por el RNA de sentido positivo mds
que por la acumulacién de la proteina (Van der Vlogt et al., 1992).

En otros sistemas se ha conseguido generar también
resistencia mediante la expresion de genes virales no estructurales,
como es el caso de componentes de la replicasa viral. Algunos
ejemplos de este tipo de estrategia son la expresion de la secuencia
codificante para la presunta proteina de S54KDa de TMYV,
produciéndose una reduccion dristica de la replicacion viral en los
tabacos transgénicos inoculados (Golemboski er al., 1990; Carr y
Zaitlin, 1991) y la resistencia frente al virus X de la patata (PVX)
expresando la proteina de 160 KDa o versiones truncadas de la
misma (Brawn y Hemenway, 1992).

La resistencia a virus mediada por RNA de sentido negativo
del gen de la proteina de la cdpsida ha sido descrita para el virus X
de la patata (PVX) (Hemenway et al., 1988) y el virus del mosaico
del pepino (CMV) (Cuozzo et al., 1988), pero s6lo se observd
proteccion a bajos niveles de indculo viral. En el caso del virus del
enrollado de la patata (PLRV) (Kawchuk er al., 1991) se vié que
construcciones de sentido positivo y negativo del gen de la proteina
de la capsida eran igualmente efectivas mediando la resistencia al
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virus. Los mejores resultados con este tipo de estrategia han sido
obtenidos para el grupo de los geminivirus: la expresiéon en
antisentido de la proteina All (imprescindible para la replicacién)
del virus del mosaico dorado del tomate (TGMV) produce un alto
nivel de resistencia (Day er al., 1991).

6.1. Control de BCMV

Entre los métodos de control de BCMV, ademds del ejercido
sobre los dfidos transmisores, estdn el uso semilla libre de virus y
de cultivares resistentes.

Mediante proyectos de mejora es posible conseguir
combinaciones de genes efectivas. El gen bc-u mds alguno de los
genes bc-1,bc-1-,bc-2 o bc-22 confiere resistencia recesiva
especifica de cepa. pero, como hc-1y bec-120 bc-2 y be-2? son pares
alélicos, no es posible con estos genes conseguir resistencia a todas
las cepas del virus en un udnico genotipo de planta.

I.a combinacion de bc-u y bc-3 confiere resistencia recesiva a
todas las cepas conocidas de BCMV. Asimismo, el gen dominante [
inhibe a todas las cepas del virus, pero puede ser vencido por
ciertas cepas inductoras de necrosis a menos que la planta esté
protegida con los genes bc-u y bc-22, en cuyo caso soélo se producen
lesiones locales necréticas restringidas. Otro problema con el gen [
es su efecto de oscurecimiento en las semillas rojas y amarillas, que
afecta negativamente a la calidad del grano (Temple y Morales,
1986). Estas iltimas combinaciones pueden perder su efectividad si
en el futuro surgen mutantes capaces de vencer a bc-3 o bc-22. La
combinaciéon de los genes bc-u, bc-22, bc-3 el confiere una doble
resistencia a todas las cepas, posiblemente estable durante largos
periodos de tiempo, aunque supondria un trabajo largo y arduo de
mejora.

La generacién de resistencia a BCMV  mediante judias
transgénicas que expresaran secuencias virales es una posibilidad
cada vez mds cercana, gracias al creciente avance en la
caracterizacién molecular de aislados, clonacidon y secuenciacién de
genes de la proteina de la cdpsida, y de la mejora en la eficiencia de
los sistemas de transformacién y regeneracion disponibles.
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. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

El virus del mosaico comin de la judia ha demostrado ser uno
de los patégenos mads universales y destructivos de judia, y a su
vez, un gran desconocido a nivel molecular, en un marco de
confusas relaciones entre sus aislados, cepas y otros potyvirus
relacionados.

En estudios preliminares de deteccién de virus de leguminosas
en Espafia, BCMV fue uno de los virus mas frecuentemente
encontrados infectando judia. Dada la falta de informacién existente
sobre la incidencia del virus en nuestro pais, asi como de las
caracteristicas tanto bioldgicas como moleculares de los aislados
presentes, se plantearon los siguientes objetivos para este trabajo:

o

. Estudio epidemiolégico de BCMV en Espaifia.

3]

Caracterizacidon bioldgica y serologica de las cepas presentes.
3. Caracterizacion molecular de un aislado representativo de
cada serotipo mediante:

3.1. Clonacién y secuenciacién de la regién 3' del RNA

viral,

3.2. Analisis filogenético.
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ili. MATERIALES Y METODOS

1. MATERIAL VEGETAL
1.1. Recogida de muestras

Durante los afios 1989, 90, 91, 92 y 93 se recogieron muestras
de hojas de judia (Phaseolus vulgaris L.) de diferentes variedades,
cultivares y sistemas de cultivo en zonas productoras espaiiolas.

La toma de muestras se realizé de forma individual, eligiendo
plantas que presentaban sintomas de mosaico, enaciones o
bandeamiento de venas y una muestra asintomadtica, usando bolsas
de plastico 'y guantes para evitar contaminaciones, y
transportindolas en una nevera portatil con hielo hasta su andlisis.

1.2. Conservacion de aislados

Los aislados virales se conservaron desecados, en cajas de
plastico con gel de silice a 4°C.

La desecacion del material infectado se realizé trocedndolo en
finas tiras (aproximadamente 2 mm) que eran introducidas en
bolsas de papel de filtro, y éstas a su vez en gel de silice,
manteniéndolas en ambiente seco y fresco; el gel hidratado era
reemplazado por otro nuevo.

1.3. Inoculacién del virus

ILa transmision del virus a partir de muestras 1nfectadas se
realiz6 mediante inoculacidon mecdnica de las hojas primarias de
plantas de judia sanas, previamente analizadas por ELISA, para
descartar infecciones procedentes de semilla, usando como abrasivo
carborundo de 600 mesh. A continuacidén, se frotaron las hojas con
un homogeneizado de planta infectada (hoja fresca o desecada) en
tampon fosfato 0,01 M, pH 7,5 a una dilucién 1/10 (p/v). Las
plantas fueron mantenidas en invernadero con luz natural entre
25-359C, o bien en cdmara de cultivo con una intensidad luminica
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de 25 pmol/m3/s y un fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de
oscuridad.

1.4. Cultivares de Phaseolus vulgaris utilizados
1.4.1. Transmision y purificacién

La transmision de los aislados se realizé sobre el cultivar
Bountiful, homozigédtico recesivo para el gen [ de necrosis, y
susceptible a la infeccién por todas las cepas descritas del virus. Las
semillas libres de virus de este cultivar fueron cedidas por el Dr. F.
Morales (CIAT, Colombia).

Como fuente de material infectado para la purificacién del
virus, se utilizaron plantas inoculadas del cv Garrafal Oro en el caso
del aislado caracterizado del serogrupo B, y del c¢v Bountiful en el
caso del aislado del serogrupo A.

1.4.2. Caracterizacion de cepas de BCMV

La caracterizacién de cepas de BCMV presentes en los aislados
de campo espanoles se realizé inoculando todos los cultivares
indicadores propuestos por Drijfhout (1978) (tabla 2).

2. MICROSCOPIA ELECTRONICA
2.1. Tincién negativa

LLa observaciéon de las particulas virales presentes en los
extractos de plantas infectadas y en las suspensiones procedentes
de las purificaciones se realizé por microscopia electrénica mediante
tincién negativa (Hitchborn y Hills, 1965), usando 4cido
fosfotingstico (PTA) al 2% y pH 7.0 como agente de tincidn.

Las preparaciones se observaron €en un microscopio
electrénico Jeol 100-B.
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2.2. Secciones ultrafinas

El tejido vegetal infectado fue embebido en Durcupan ACM
(Fluka) (Rubio-Huertos er al.,, 1968), sometiéndolo previamente a
fijacion con glutaraldehido al 5%, postfijacion con tetradxido de
osmio al 2%, y deshidratacién en soluciones de acetona del 30 al
100%. Tras el pase por acetona al 70%, se hizo otro en una solucién
al 2% de acetato de uranilo en acetona del 70% para dar un mayor
contraste. Se realizaron dos pases por acetona saturada en CuSO,
después de la acetona al 100%. Con un ultramicrotomo LKB 8800 se
realizaron secciones de 40-60 nm de grosor, y se tifieron con citrato
de plomo.

3. ENSAYOS INMUNOLOGICOS
3.1. Anticuerpos utilizados

En los ensayos inmunoldgicos de deteccion de BCMV se
emplearon los siguientes anticuerpos:

3.1.1. Monoclonales

- Anti-PTY (Agdia Inc.). Reacciona frente a un epitopo comiin
a todos los potyvirus.

- bc-197 (Wang et al, 1984). Cedido por el Dr. Mink
(Washington, USA). Detecta todas las cepas conocidas de BCMV.

- I-2. Cedido por el Dr. Mink (Washington, USA). Reacciona
especificamente con aislados del serogrupo A de BCMV.

- 15E5 (Vetten et al., 1992). Donado por el Dr. Vetten
(Braunschweig, Alemania). Liquido ascitico conteniendo anticuerpos
especificos frente a los aislados de BCMV de serogrupo B.

- 1-3 (Wang, 1985). Donado por el Dr. Vetten (Braunschweig,
Alemania). Reacciona especificamente frente a los aislados del
serogrupo A.
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3.1.2. Policlonales

- Anti-BYMV (ATCC, PV368). Reconoce los aislados del virus
del mosaico amarillo de la judia (BYMV).

- Ant-BCMV NYI15 (Vetten, 1992). Donado por el Dr. Vetten
(Braunschweig, Alemania). Antisuero obtenido de animales
inmunizados con la cepa NY15 de BCMV, y que presenta reactividad
especifica frente al serogrupo B.

- Anti-BCMV NL5 (Vetten, 1992). Donado por el Dr. Vetten
(Braunschweig, Alemania). Antisuero obtenido de animales
inmunizados con la cepa NL5 de BCMV, y que presenta reactividad
especifica frente al serogrupo A.

3.2. ELISA

El protocolo seguido para el andlisis de las muestras fue el de
ELISA indirecto {(Koenig, 1981). El volumen de trabajo utilizado en
todos los pasos fue de 100 pl. Los anticuerpos se usaron a una

concentracion de 0,1 pg/ml. Entre las distintas etapas de incubacidn,
se realizaron tres lavados de tres min cada uno con PBS-Tween
(tampon fosfato 20 mM pH 7.4, NaCl 150 mM, KCl 3 mM, NaN; 3
mM, Tween-20 al 0,05%).

3.2.1. Extractos vegetales

Como tampoén de extraccidén para las muestras de hoja, se usé
un tampoén carbonato 0,05 M, 1% de PVP-40, pH 9.6, a una dilucién
final de 1/10 (p/v).

Las muestras de semilla se trituraron en seco en mortero, y la
harina resultante se resuspendié en tampdén carbonato 0,05 M, 2%
de PVP-40, 0,2% de seroalbimina en una relaciéon 1/50 (p/v).
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3.2.2. Conjugados

Con los anticuerpos monoclonales, el conjugado utilizado fue
un anti-IgG de ratén conjugado con fosfatasa alcalina (Sigma
Chemical Co.). La dilucién de trabajo fue 1/2000.

En los ensayos con antisueros policlonales se empled proteina-
A conjugada con fosfatasa alcalina (Sigma Chemical Co.), (Yolken y
Leister, 1981). La dilucién empleada fue 1/2000.

3.2.3. Sustrato

Como sustrato de la fosfatasa alcalina se utilizé el p-nitrofenil
fosfato (Sigma Chemical Co.) a la concentraciéon de 1 mg/ml. Las
lecturas se realizaron a los 30 min, 1 h, 2 h, 3 h y 4 h tras la adicién
del sustrato en un espectrofotémetro de placas (Titertek Multiskan
plus MK 1I) a 405 nm. Las reacciones fueron consideradas positivas
cuando las lecturas superaron el doble del valor de los controles
sanos.

3.3. Inmunomicroscopia electrénica

Se siguié el método descrito para ISEM ("immunosorbent
electron microscopy”™) por Roberts, (1986). El agente de tincién fue
acido fosfotungstico (PTA) al 2% y pH 7,0. La dilucidon de anticuerpo
empleada para el ensayo fue de 1/1000.

4. PURIFICACION DE BCMV Y EXTRACCION DEL RNA VIRAL
4.1. Purificacion del virus

El virus fue purificado a partir de 100-200 g de hojas de judia
sistémicamente infectadas, procedentes de plantas inoculadas
cuatro semanas antes y que reaccionaron positivamente en ELISA

con anticuerpos especificos a las tres semanas después de la
inoculacidn.
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El protocolo de purificacion seguido fue el descrito por Moghal
y Francki (1976) para BCMV y SCMV (virus del mosaico de la caiia
de azucar), que consiste en una extraccion inicial con dos volumenes
(p/v) de tampdn borato 0.5 M, pH 8,0 vy 0,15% de 4cido tioglicdlico,
mds 0,5 v de tetracloruro de carbono y 0,5 v de cloroformo. Se
clarifica por centrifugaciéon a 8000 g durante 10 min, se afiade
Triton X-100 hasta una concentracién final del 5%, y después se
agita durante 30 min a 4°C. Tras otra clarificacién, el virus se aisla
mediante tres ciclos de centrifugacién diferencial seguidos de
centrifugacion en un gradiente de sacarosa del 10-40%. La zona del
gradiente correspondiente a la de bandeo del virus se determind
midiendo Azsq ,q. El virus se recuperddializando las fracciones
seleccionadas durante una noche a 4°C frente a tampoén borato 0,05
M pH 8,0, y centrifugando a 78000 g durante 90 min. La
concentracién de la suspensién viral se determindé por
espectrofotometria usando un coeficiente de extincién Egblgimzz,df, y
teniendo en cuenta que la relacidon Ajzgpps0 de la suspension viral
debe aproximarse a 1,25 (Bravo, 1984).

4.2. Extraccion del RNA viral

El RNA viral se purifico a partir de una suspensién de virus
mediante extraccién con fenol/cloroformo (Sambrook et al., 1989),
previa incubacién durante 1 h a 37°C con SDS al 1%.

Los d4cidos nucleicos contenidos en la fase acuosa se
precipitaron con 2,5 v de etanol y 0,1 v de acetato sddico 3 M, pH
5,2. EI precipitado se resuspendié en TE (Tris-HCl 10 mM , EDTA 1
mM) pH 8,0.

El RNA extraido se analiz6 por electroforesis en un gel
desnaturalizante de agarosa al 1,3% (Sambrook et al., 1989),

5. SINTESIS DE c-DNA VIRAL

La sintesis de DNA complementario al RNA viral se realizé

usando el kit “"¢c-DNA Synthesis Plus” (Amersham), partiendo
aproximadamente de 1 pug de RNA, y utilizando como cebador para
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la transcripcion inversa oligo (dT), a fin de elongar a partir del
extremo 3" del RNA viral.

Para la sintesis de la segunda cadena. y siguiendo las
instrucciones del fabricante, se utilizaron las actividades
combinadas de la RNasa H y la DNA polimerasa I. La RNasa H genera
fragmentos de RNA en el hibridlo RNA-DNA, gue son usados como
cebadores por la DNA polimerasa 1 para elongar la segunda cadena
de c-DNA,

Finalmente, un tratamiento con la T4 DNA polimerasa,
mediante su actividad 3'-5' exonucleasa asegura la existencia de
extremos romos en las moléculas de c-DNA sintetizadas. Se realizé
una extraccion con fenol/cloroformo y una precipitacién con acetato
aménico 4 M y etanol, resuspendiéndose el precipitado final en 10
ul de TE.

Para medir la eficiencta en la sintesis, tanto de la primera
como de la segunda cadena, se afiadieron en ambas reacciones 20
uCi de {a-32PJdCTP (Amersham, actividad especifica 3000 Ci/mmol).
Se analizé el c-DNA resultante mediante electroforesis en gel de
agarosa al 0,8%, que se secd en un secador de geles (Slab dryer 483
Bio Rad), y expuso con una pelicula autorradiografica (Kodak X-
OMAT AR) con pantalla intensificadora a -70°C.

6. CLONACION Y MANIPULACION DE DNA
6.1. Vectores

El plismido utilizado como vector fue Bluescript KS
(Stratagene). Este vector permite la seleccion de los clones
recombinantes por ausencia de color azul en las colonias derivadas
de <células transformadas al anadir [PTG (isopropiitio-f-D -
galactdsido) como inductor, vy X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-f-D-
galactosido) como sustrato cromogénico (Sambrook er al., 1989). El
plasmido es portador, ademds, del gen de resistencia a ampicilina.

Para la clonacién del ¢-DNA se utilizo el vector digerido con la
endonucleasa de restriccion Sma I, que produce extremos romos.
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En las subclonaciones realizadas se empleé el mismo vector
digerido con Eco Rl y con Cla 1, generando ambas extremos 5
protuberantes. Las condiciones de reaccién en todas las digestiones
fueron las recomendadas por los proveedores (Boehringer y
Amersham). Tras la digestion con la enzima correspondiente, se
realizd una extraccion con fenol/cloroformo y una precipitacién con
etanol (Sambrook e? al., 1989).

6.2. Tratamiento con CIP

Con el fin de evitar la recircularizacién del plasmido en las
reacciones de ligacién, se realizé un tratamiento con fosfatasa
alcalina de ternera (CIP) (Boehringer). Para los vectores con
extremos 5' protuberantes (50 pmoles), el plismido linearizado vy
precipitado se resuspendié en 180 ul de Tris-HCl 50 mM, pH 8,0 y
se afnadieron 2 u de CIP, incubando a 30 min a 37°C. La inactivacién
de la enzima se realizé incubando a 65°C durante 1 h en presencia
de 5 mM EDTA, pH 8.0.

Para el vector digerido con Sma I (50 pmoles de DNA con
extremos romos), el vector linearizado, y resuspendido en 180 pl de
Tris-HCl 50 mM. pH 8,0 se incubé durante 10 min a 65°C, pasindolo
después a hielo y afadiendo 1,5 u de CIP; a continuacién, se incubd
15 min a 37°C y 15 min a 560C. Se repitié el tratamiento con CIP
afadiendo 1,5 u e incubando de igual forma. Se inactivé la enzima
incubando 1 h a 65°C en presencia de S mM EDTA pH 8,0.

Tras la desfosforilacién del DNA plasmidico linearizado se
realizd una extraccién con fenol/cloroformo y precipitaciéon con
etanol.

6.3. Reacciones de ligacion

Se realizaron a 15°C durante una noche, en un volumen final
de 10 ul, con 200 ng de vector linearizado desfosforilado, en una

proporcién molar vector/inserto aproximada de 10:1 para extremos
romos, con 5 u de T4 DNA ligasa (Boehringer), y de 1:1 para
cohesivos con 1 u de ligasa.
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6.4. Preparacién de células competentes de E. coli

La cepa utilizada fue DHSa, y el protocolo seguido fue el de
Hanahan (1983) con algunas modificaciones.

Se crecié un preindéculo en 10-15 ml de medio ¢ broth
(bactotriptona al 2%, extracto de levadura al 0,5%, KCl 10 mM vy
MgSO, al 4%, pH 7,6) a 379C con agitacién hasta alcanzar una Asgg
de 0,3. Con 5 ml del preindculo se inocularon 100 ml de ¢ broth, que
se incubo a 37°C con agitacién orbital hasta alcanzar una Assp de
0,48. Las células se enfriaron rdpidamente en hielo y se
centrifugaron a 6000 g a 49C, resuspendiéndolas seguidamente en
30 m! de TFB1 (RbCl 100 mM, MnCi 50 mM, acetato potdsico 30
mM, CaCl, 10 mM y 15% de glicerol) y volviendo a cenitrifugar en
las mismas condiciones. El precipitado se resuspendié finalmente en
4 ml de TFB2 (RbCI 10 mM, CaCl; 75 mM, MOPS pH 7,0 10 mM y
15% de glicerol). y se hicieron alicuotas de 200 pl, que se

conservaron a -80¢C hasta su utilizacion.
6.5. Transformacion y seleccion de clones recombinantes

A una alicuota de 200 pl de células competentes, descongelada
y mantenida en hielo 10 min se afladieron 5 ul de mezcla de
ligacion y se dejé en hielo durante 20 min. A continuacidn, se
realizé un choque térmico de 37°C durante 3 min, pasando de nuevo
a hielo. A fin de reactivar el metabolismo celular, las células se
incubaron durante I h a 379C en agitaciéon en 800 pl de medio ¢
broth. Seguidamente se procedié a extender las células sobre medio
LB sélido (bactotriptona al 1%, extracto de levadura al 0,5%, NaCl al
1%, pH 7.0 vy 1,5% de agar) suplementado con ampicilina (50 pg/ml).

6.6. Preparacion de DNA plasmidico

Las preparaciones de DNA plasmidico se realizaron
generalmente a pequena escala, siguiendo el protocolo de lisis
alcalina (Sambrook er al., 1989) a partir de cultivos de 3 ml en 1.B
con ampicilina (50 pg/ml) durante una noche. E! DNA obtenido se

utilizo, bien directamente en digestiones con endonucleasas de
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restriccién, o bien para secuenciacion, en cuyo caso se sometia a un
tratamiento con RNasa A (Sambrook er al., 1989) y posterior
extraccidon con fenol/cloroformo y precipitacion con etanol,

Las preparaciones de pldsmido a gran escala se hicieron a
partir de 250 ml de cultivo en LB (bactotriptona al 1%, extracto de
levadura al 0,5%, NaCl al 1%, pH 7,0) con ampicilina (50 pg/ml) por
el protocolo de lisis alcalina (Sambrook ef al., 1989), y la
preparacién de DNA obtenida se sometié a centrifugaciéon en
gradiente de CsCIl-BrEt, extrayendo el BrEt con 2-propanol saturado
en agua saturada con NaCl (Sambrook et al., 1989). Finalmente se
precipité con etanol.

7. HIBRIDACIONES DE ACIDOS NUCLEICOS
7.1. Transferencia a membranas
7.1.1. Transferencia tipo "Southern”

Los acidos nucleicos a transferir se sometieron a electroforesis
en geles de agarosa. Se realizd una transferencia alcalina con NaOH
0,4 M durante 1 h segin Sambrook er a/. (1989) a membranas de
nylon (Hybond N*, Amersham). Las membranas se guardaron en
bolsas de pldastico a 49C tras enjuagarlas en SSC 2 X (NaCl 0,3 M,
citrato sédico 0,03 M).

7.1.2. Transferencia a partir de colonias

Las membranas de nylon (Hybond N, Amersham) se dejaron
caer sobre la placa con las colonias a analizar. Tras 1 min, se
trataron con una solucidén de desnaturalizacién (NaCl 1,5 M, NaOH
0,5 M) durante 7 min, y a continuacion, se les dié dos pases de 3
min cada uno en una solucion de neutralizacion (NaCl 1,5 M, Tris-
HC1 0,5 M pH 7,2, EDTA 0,001 M). Se lavaron las membranas en SSC
2 X 1 min y se escurriecron en papel 3MM, hornedndose a
continnacién durante 2 h a 80°C.
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7.1.3. "Dot blot" de extractos vegetales

Se realizd bdsicamente segin Frenkel et al., (1992) Las
muestras, trituradas en 10 X SSC:formaldehido (l:1), en una
proporcién 1:5 (p/v) se fenolizaron con un volumen de
fenol:cloroformo (1:1), depositindose 10 pl del sobrenadante
obtenido (y sus posteriores diluciones) sobre una membrana de
nitrocelulosa (Hyvbond C, Amersham) previamente empapada en
agua destilada y saturada en 20 X SSC. Se dejo secar brevemente y
se horneé la membrana a 80°C durante 2 h.

7.2. Marcaje de las sondas

7.2.1. Marcaje con [a-32P]dCTP

Los fragmentos de DNA se marcaron mediante sintesis
iniciada por oligonucledtidos al azar en presencia del radioisétopo
(kit Megaprime DNA labelling system, Amersham). La sonda se
purificé eliminando los nucleétidos no incorporados mediante
cromatografia en columna de Sephadex G-50. La incorporacién en
las sondas se determiné haciendo lecturas en un contador de
centelleo.

7.2.2. Marcaje con digoxigenina

Se realizd0 mediante el kit "DNA labelling and detection
nonradioactive” (Boehringer), con hexanucledtidos al azar en
presencia de dNTPs y dig-dUTP. La sonda se precipité con LiCl 4 M
y etanol.

7.3. Condiciones de hibridacion
7.3.1. Hibridacion con sondas radiactivas
Las membranas se prehibridaron a 659C durante 2 h en 50

wl/cm?2 de membrana en una solucién SSC 5 X, solucién de Denhardt
5 X (ficoll 0,1%, PVP-40 0,1%, BSA 0.1%), SDS al 0,5%, y 20 ug/m} de
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DNA de esperma de salmén desnaturalizado (Sambrook et al.,
1989). A continuacién se aiadié la sonda marcada desnaturalizada
por calor a la solucion de prehibridacién, y se hibridé durante toda
la noche a 65YC. Tras la hibridacién, se realizaron los siguientes
lavados: dos veces en SSC 2 X, SDS al 0,1% durante 15 min a
temperatura ambiente, y dos veces en SSC 0,5 X, SDS al 0,1%
durante 15 min a 65°C. Las membranas se expusieron a -70°C con
pantalla intensificadora con peliculas autorradiogrificas.

7.3.2. Hibridacién con sondas marcadas con digoxigenina

Se prehibridaron las membranas en 200 pl/cm?de solucidn
SSC 5 X con agente de bloqueo al 0,5%, N-laurilsarcosina al 0,1% y
SDS al 0.02% durante 2 h a 65°C. A continvacién, se afadié la sonda
marcada desnaturalizada por calor a la solucién de prehibridacién, y
se realizé la hibridacién y los posteriores lavados en las mismas
condiciones que en el apartado anterior. Se detecté la digoxigenina
mediante anticuerpos anti-digoxigenina conjugados con fosfatasa
alcalina que, en presencia de NBT (sal azul de nitrotetrazolio) y X-
fosfato (5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato de toluidinio) producen
una reaccion colorimétrica.

8. SECUENCIACION
8.1. Reacciones y estrategia

Las reacciones de secuenciacion se realizaron sobre moldes de
DNA de doble cadena segin el método de terminadores de cadena
(Sanger et al., 1977), siguiendo el procedimiento descrito por Zhang
(1988), con el kit de sequenasa version 2.0 (USB), y usando como
isétopo radiactivo [a-33S]-dATP. Las reacciones se efectuaron en las
condiciones aconsejadas por el fabricante para 3 ug de DNA molde.

Para completar la secuencia de los clones de c¢c-DNA se recurrid
a una estrategia de deleciones solapantes, que se llevé a cabo con el
kit "double-stranded nested deletion” (Pharmacia). Por este método
se generan deleciones unidireccionales en doble banda mediante la
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accion de la exonucleasa Il sobre extremos romos y 5
protuberantes. La digestion con una endonucleasa de restriccién
que genere extremos 3' protuberantes, cercana al gen de interés,
produce un extremo resistente a la accidn de la exo III. Las
deleciones solapantes se consiguen tomando alicuotas a distintos
intervalos de tiempo durante la digestiébn con la exonucleasa. Las
regiones de cadena sencilla producidas por la enzima se eliminan
usando la nucleasa S1. La religacion del DNA se efectia mediante la
actividad de la T4 DNA ligasa.

Para cubrir la secuencia de algunas regiones fue preciso el uso
de oligonucledtidos especificos (Bio-synthesis S.L.) en las reacciones
de secuencia.

8.2. Geles de secuenciacion

LLos productos de secuenciaciéon se sometieron a electroforesis
en geles de poliacrilamida (5,7% de acrilamida, 0,3% de
bisacrilamida) con urea 8 M como agente desnaturalizante,

Los tampones utilizados fueron TBE 0,5 X como tampodn
superior y como tampon inferior 1/3 de acetato sddico 3 M, 2/3 de
TBE 1 X, para producir un efecto de apilamiento de bandas en el gel
(R. Kettmann (Gembloux, Bélgica), comunicacién personal).

La cubeta utilizada para secuenciaciéon fue el modelo "poker
face" SE 1500 sequencer (Hoefer Scientific Instruments).

Tras la electroforesis, los geles se sometieron a una fijacién
con una solucién de metanol al 10% y acético al 10% en agua
durante 20 min y secado a 80°C en un secador de geles (TDI) para
su posterior exposicién con peliculas autorradiogrificas (Kodak X-
OMAT AR).

9. TECNICAS ELECTROFORETICAS
8.1. Electroforesis en geles de agarosa

Se realizé siguiendo las indicaciones de Sambrook efr al.,
(1989), utilizando TAE (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0)
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como tampon v concentraciones de agarosa comprendidas entre
0.8-1,3%. Los geles se tifieron con BrEt (1 ug/ml) y el DNA se

visualizé en un transiluminador con luz ultravioleta.

9.1.1. Extraccion de fragmentos de DNA a partir de geles de
agarosa

Se realizé utilizando agarosa de bajo punto de fusion (Sea
Plague, FMC), (Sambrook et al., 1989).

9.2. Electroforesis en geles de poliacrilamida

Los geles analiticos y preparativos se realizaron segin
Sambrook er al.. (1989), utilizando TBE (Tris-borato 89 mM, EDTA 2
mM, pH 8.0), v concentraciones comprendidas entre 3,5-5%, segin
el tamano de fragmento a analizar. Los geles se tifieron con BrEt (1
ug/ml), o bien con una solucién de azul de metileno en agua al 0,2%.

9.2.1. Extraccién de fragmentos de DNA a partir de geles de
poliacrilamida

Se realizé cortando la banda de interés con un bisturi estéril, y
se colocé dentro de una punta desechable de pipeta automdtica de 1
ml, sellada previamente en su extremo por calor, y taponada con
lana de vidrio siliconizada. A continuacidon, se macerd la acrilamida
con una varilla de vidrio y 200 pul de tampén de elucién (acetato
amoénico 0,5 M, EDTA 10 mM, pH 8,0), transfiriendo todo el conjunto
a un tubo de ensayo, que se incubd durante una noche a 37°C en
agitacion. Después se corté la parte inferior de la punta, pasandola a
un tubo Eppendorf agujereado en su tapa, centrifugdndolo a 1500 g
durante 5 min; se afiadieron otros 200 pl de tampén de elucién y se
centrifugé de nuevo. Los dcidos nucleicos eluidos en los 400 pl se
precipitaron con e¢tanol, acetato sédico y 0,01 v de MgCl,.
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10. ANALISIS FILOGENETICO

Para determinar la metodologia mds apropitada a aplicar en el
andlisis filogenético de las secuencias manejadas, se necesita saber
qué propiedades tienen las distancias genéticas observadas entre
los aislados virales analizados. En el mejor de los casos, se cumplird
que cada antecesor sea equidistante de todos sus descendientes
(distancias ultramétricas), con lo que se podrian aplicar métodos de
fa familia del UPGMA (Sokal y Rolfh, 1981); si no., hay que aplicar
métodos que tengan en cuenta la falta de ultrametricidad (Swofford
y Olsen, 1990). Para esto, se aplica el test de tasa de evolucién
desigual.

10.1. Aplicacidon del test de tasa de evolucién desigual

Para la aplicacién del test de tasa de evolucion desigual,
"inequality rate test” (Felsenstein, 1984), se utiliza el método de
reconstruccién filogenética por minimos cuadrados (Fitch vy
Margoliash, 1967} bajo dos supuestos: a) las distancias son
uitramétricas, y b) no lo son. Este andlisis se realizé con los
programas KITSCH y FITCH (PHYLIP package, Felsenstein, 1990)
respectivamente. De ellos se obtienen Jas sumas residuales de
cuadrados (SS), sin restriccion, o asumiendo que las distancias son
ultramétricas. El cociente [SS(reloj)-SS(sin restriccidon)]/SS(sin
restriccion) deberia, para las distancias ultramétricas, tener una
distribucién F con n-2 y N-(2n-3) grados de libertad
respectivamente.

10.2. Derivacion de arboles filogenéticos

El método utilizado fue el de "neighbour-joining” (Saitou y Nei,
1987), y las distancias genéticas se obtuvieron mediante el
estimador de Jukes y Cantor (1969) en el caso de las secuencias
nucleotidicas, y por el método de Kimura (1983) en el caso de
secuencias aminoacidicas.

Para evaluar la fiabilidad de los drboles inferidos, se aplicé el
método "bootstrap” (Efron, 1982). Los intervalos de confianza para
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los nodos del drbol se obtuvieron segin Felsenstein (1985), y para
la longitud de las ramas segin Dopazo (1993).

Siguiendo este procedimiento, se derivaron drboles
filogenéticos para nueve secuencias nucleotidicas de las regiones 3’
no codificantes (3' NCR), asi como para catorce secuencias
aminoacidicas de los genes de la proteina de la capsida de BCMV y
otros potyvirus relacionados.

La raiz u origen evolutivo de los drboles fue obtenida en base
al darbol inferido por Rybicki er al. (1992) debido a su topologia
similar.

11. AMPLIFICACION ENZIMATICA DE BCMV

El ensayo de amplificacién enzimadtica mediante la reaccién en
cadena de la polimerasa estid basado en la replicacion especifica de
un segmento determinado de DNA mediante dos oligonucledtidos
cebadores que flanquean dicho segmento, a través de sucesivos
ciclos de desnaturalizacion, hibridaciéon o anillamiento y extensidn a
partir de ellos mediante la actividad de una DNA polimerasa
termoestable (Innis et al., 1990). En el caso de los virus cuyo
genoma estd constituido por RNA, es preciso realizar una reaccién
previa de transcripcién inversa, aplicindose entonces métodos que
combinan transcripcién inversa y PCR (RT-PCR) (Langeveld et al.,
1991; Jones et al.. 1991; Robertson ef al., 1991).

Los ensayos de RT-PCR realizados para la deteccion de BCMV
se han realizado siguiendo dos procedimientos distintos. Por un
lado, realizando el ensayo directamente a partir de extracto vegetal
(planta o semilla) crudo, sin un proceso previo de purificacion de
icidos nucleicos, y, por otro lado, en otro tipo de ensayo en el que se
realiza la inmunocaptura del virus en una placa de microtitulacion,
donde se realiza la transcripcién inversa, y, posteriomente, el
producto de ésta se somete a la amplificacidn enzimatica por PCR.
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11.1. RT-PCR a partir de extracto vegetal

La reaccién se realizd segin el método descrito por Borja y
Ponz (1992). con variaciones en las concentraciones de los reactivos.

El tejido foliar y las semillas trituradas en seco de judia fueron
homogeneizados en tampén Tris-HCl 100 mM, pH 8,3, MgCl, 15 mM,
Tween 20 0.5%, gelatina 0,1% y KCI 500 mM. A 10 pl del extracto
vegetal se afadieron 10 pl de la mezcla de transcripcién inversa,
siendo las condiciones finales de reaccion dNTPs 1 mM, 48 u de
inhibidor de ribonucleasas (HPRI, Amersham), 20 pmoles de
cebador 3, MgCl,3 mM, y 200 u de transcriptasa inversa (M-MLV,
Gibco BRL). El volumen final de 20 ul se completé con H,O tratada
con DEPC (Sambrook et af., 1989). Se incubd a 37-42°C. Una vez
sintetizado ¢l ¢c-DNA de cadena sencilla se incub6 a 94°C 5 min para
desnaturalizar el hibrido RNA-cDNA e inactivar la transcriptasa
inversa. A continuacion, se procedié a la amplificacién en un
volumen de 80 ¢ 100 pl, anadiendo a la reaccién de transcripcidn
inversa 20 pmoles de cebador 5, tampén 10 X de la ampliTaq
polimerasa (Tris-HC1 100 mM, pH 8,3, KCl 500 mM), 2,5 u de
ampliTag DNA polimerasa (Perkin Elmer Cetus), y MgC}, hasta una
concentracion final de 1,8 mM.

LLa reaccién se sometié finalmente a 35 ciclos de
desnaturalizacion a 949C 45 s, anillamiento a 52°C 1 min y extensidn
a 72°C 1 min en un termociclador (Gene Amp PCR System 9600
Perkin Elmer). Un ciclo final de 72°C 5 min permite completar la
sintesis de DNA en las cadenas iniciadas.

11.2. RT-PCR previa adsorcion del virus a placas de
microtitulacién mediante anticuerpos especificos (PCR-INIA)

Este ensayo estd basado en el método descrito por Nolasco et
al., (1993) denominado PCR-INIA.

Placas de microtitulacién de fondo céncavo (Nunc) se
tapizaron con 50 ul del anticuerpo especifico en tampon carbonato
0,05 M, pH 9,6, a la diluciéon habitual para ELISA, incubando entre
1-4 h a 37°C. Se lavaron los pocillos cuidadosamente tres veces con
PBS-Tween, pH 7.4, y se afiadieron 50 ul de muestra vegetal en
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tampon de extraccion (Tris-HCl1 0,5M, pH 8,3, NaCl 150 mM, Tween
20 al 0,05%, PVP-40 al 2%, PEG-6000 al 1%, y azida sédica 3 mM) a
distintas diluciones desde 1/10 (p/v) para planta y 1/50 (p/v) para
semilla (harina). Después de una incubacién a 4%C durante una
noche, o bien 1-4 h a 37°C y de tres lavados con PBS-Tween, pH 7,4
se procedid a la transcripcién inversa; para ello, se afadieron 20 pl
de mezcla de transcripcion inversa (ANTPs 1 mM, cebador 3" 1 uM,
tampon 5 X de la transcriptasa inversa (Tris-HCl 250 mM, pH 8,3,
KCl 375 mM, MgCl; 15 mM), vy 30 u de HPRI, y 200 u de
transcriptasa inversa por reaccion. Los pocillos se taparon con
plastico adhesivo, y las placas se incubaron a 37-42°C 1 h en
agitacion, a fin de cubrir toda la superficie tapizada del pocillo.
Transcurrido este tiempo, €l volumen de reaccion se transfirid a un
tubo eppendorf donde se sometid a 94°C 5 min y a la amplificacion
en un volumen de 60, 80 6 100 pl, previa adicidon de 20 pmoles de
cebador 5. tampon 10 X de la ampliTaq polimerasa (Tris-HCl 100
mM, pH 8.3, KCl 500 mM), 2,5 u de ampliTagq DNA polimerasa, y
MgCl; hasta una concentracién final de 1,8 mM. El nimero y tipo de
ciclos fue igual que en el caso anterior.

11.3. Deteccion de los productos de amplificacion

Se realizé mediante electroforesis en geles de agarosa, y
tincién con BrEt. El volumen sometido al andlisis oscilé entre el 15 y
el 25% del volumen final de reaccidn.

En los ensayos de determinacién del limite mdaximo de
dilucién del extracto vegetal para la detecciéon de BCMV, en las
diluciones no detectables en las condiciones anteriores, se realizd
una precipitacion con etanol (Sambrook er al.,, 1989) y se analizo
por electroforesis el volumen total de resuspension.

11.4. Aislados utilizados
En las reacciones de PCR se ensayaron muestras infectadas con

BCMV recogidas en distintas zonas espafiolas, ademds de otros
aislados del virus y de potyvirus relacionados que fueron cedidos
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por distintos investigadores, o bien adquiridos de algunas
instituciones. La relacidon de estos ultimos es la siguiente:

BCMYV cepa NL8 (Dr. F. J. Morales, CIAT, Colombia)
BCMV cepa NL4 (Dr. F. J. Morales, CIAT, Colombia)
BCMV cepa Fla (Dr. F. J. Morales, CIAT. Colombia)
BCMYV cepa NY15 (Dr. F. J. Morales, CIAT, Colombia)
BCMYV, aislado italiano (Lisa, 1977)

BYMYV, aislado 1 v italiano (Lisa, 1977)

WMV 2. aislado italiano (Lisa y Dellavalle, 1981)
CIYVV_ aislado italiano (Lisa y Dellavalle, 1983)
PWV,  PV-0292, DSM Braunschweig

PStV, PV-0338, DSM Braunschweig

Los Tlotes de semillas empleados en los ensayos de
amplificacion proceden todos del Pais Vasco, y fueron
proporcionados por el Dr. D. Berra de la Unidad de Sanidad Vegetal,
Gobierno Vasco. Cada lote estd compuesto por semillas recogidas de
una unica planta, de cultivares autéctonos, con sintomas de mosaico
y deformacidon foliar. La infeccién por uno u otro serotipo de BCMYV
fue determinada previamente por ELISA con los anticuerpos
monoclonales especificos.
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lii. RESULTADOS

1. ESTIMACION DE LAS VIROSIS EN EL CULTIVO DE JUDIA

Con el fin de obtener una primera estimacion de las
infecciones virales en judia, se recogieron 24 muestras con sintomas
de posibles virosis (mosaico, bandeo de venas, deformacién foliar,
etc.}) en las provincias de Leon, Valladolid y Madrid. Dada la
importancia descrita en la literatura de las infecciones producidas
por potyvirus en este cultive, se analizaron por ELISA todas las
muestras frente al monoclonal anti-potyvirus, resultando el 75% de
ellas positivas. La etiologia potyviral de estas infecciones se
confirmé por andlisis de microscopia electrénica mediante tincidn
negativa y secciones ultrafinas, observdndose la presencia de
particulas anisométricas flexuosas de unos 750 nm, y de inclusiones
citoplismicas en roseta ("pinwheels”) (figura 7), ambas tipicas de
los potyvirus.

Paralelamente, se realizé un estudio de gama de huéspedes y
ensayo frente a otros anticuerpos antivirales disponibles en el
laboratorio, encontrdndose que 3 muestras estaban infectadas por
CMV. Dentro de las infecciones potyvirales, un 70% de los aislados
resulté ser so6lo transmisible a judia, y reacciondé positivamente en
ensayos de inmunomicroscopia electrénica con el anticuerpo bc-
197, de amplio espectro para BCMV (figura 7). Ademds, se detectd
la infeccion por BYMV en una muestra.

A partir de 1991 se emprendié un muestreo mdas amplio,
abarcando las principales zonas productoras espafiolas (figura 8).
Los resultados globales de las muestras recogidas durante estos
cinco afnos (1989-1993) se resumen en la tabla 3. Del total de 253
muestras resultaron positivas 189 frente al monoclonal anti-PTY, lo
que representa un 75% de infecciones producidas por potyvirus.

Las muestras recogidas a partir de 1991, junto con dos
muestras desecadas del muestreo previo, se analizaron frente al
monoclonal bc-197, de amplio espectro para BCMV, resultando
positivas el 71% (tabla 3).
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Figura 7. Andlisis por microscopia electréonica de muestras de judia
supuestamente infectadas con BCMV. A: tincién negativa de
extracto de hoja. B: secciones ultrafinas de tejido foliar. C: inmuno
microscopia electrénica con el anticuerpo bc-197 de extracto de
hoja.
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Serotipo A N

Serotipo B @
_provincia ano N potywirus A B A+B |
Ledn 1989/91 4/43 3/34 NR/6 NR/23 NR/4
Valladolid  1989/90 2/2 0/2 0/0 0/1 0/0
Madrid 1990 16 13 NR NR NR
Pontevedra 1991 52 29 6 13 )
Soria 1991/92 6/41 1/41 0/0 1/36 0/0
Palencia 1991/92  4/31 2/31 1/0 1/30 g/0
Sevitla 1992 4 4 0 4 0
Cadiz 1992 2 2 0 2 0
Jaén 1992 5 5 0 5 0
Alava 1992 18 12 0 9 0
Aimeria 1993 21 10 0 5 1

Figura 8. Distribucién geogrifica de serotipos de BCMV en las
regiones muestreadas. N= n® de muestras recogidas. NR= ensayo no

realizado



Algunos de los sintomas observados en campo en muestras
infectadas por BCMV se muestran en la figura 9.

2. CARACTERIZACION DE AISLADOS DE BCMYV

Debido a la importante presencia de BCMV en el cultivo de
judia, y a la falta de datos acerca de su incidencia, asi como la de
sus cepas y serotipos, se abordé la caracterizacién de los aislados de
este virus presentes en los campos espanoles.

El hecho de pertenecer a uno u otro serotipo lleva implicita
una serie de caracteristicas bioldgicas, serolégicas y moleculares
diferenciables, englobando el serotipo A a las cepas inductoras de
necrosis y el B a las inductoras de mosaico en general. Con el fin de
evaluar la representatividad de estos dos grupos en los aislados de
campo espaifioles, se procedié a su caracterizacion seroldgica
mediante ELISA, y a la determinaciéon de algunas de las cepas
presentes mediante ensayos biologicos (Drijfhout, 1978).

2.1. Caracterizacion serolégica

Para la determinacién serolégica de los aislados se ensayaron
las muestras recogidas frente a los anticuerpos especificos de
serotipo del virus: los monoclonales 1I-2 e I-3 y el policlonal NL-5,
especiticos del serotipo A, y el monoclonal 15ES5 y el policlonal NY-
15 especificos del serotipo B.

En el anexo 1 se refleja la procedencia, fecha de recogida,
variedad o tipo de¢ judia, sintomas y reaccién frente a los
anticuerpos de todas las muestras recogidas, asi como informacidén
adicional en algunas de ellas sobre la presencia de otros virus
detectados con anticuerpos especificos o ensayo de gama de
huéspedes.

Los resultados obtenidos frente a los anticuerpos
monoclonales especificos se muestran en la tabla 4, y frente a los
policlonales en la tabla 5.

Las muestras recogidas en el afio 91 se ensayaron con toda la
bateria de anticuerpos monoclonales y policlonales. Los
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Tabla 3. Resultados globales de las muestras recogidas en los afios
1989-1993 frente a los anticuerpos monoclonales anti-potyvirus
(anti-PTY) y de amplio espectro para BCMV (bc-197).

anticuemno n® muestras analizadas _n® muestras positivas % sobre el total

e —

anti-PTY 253 189 75

be-197 231 164 71

Tabla 4. Resultados de 1las muestras analizadas frente a los
monoclonales especificos de serotipo de BCMV.

SEROTIPO A I SEROTIPO B

anticuerpo 1-2 I-3 15ES5
n? muestras 231 231 231
analizadas
n® muestras 24 24 141
positivas

% sobre el total 10 10 61




monoclonales 15E5, I-2 ¢ -3 no presentaron reacciones cruzadas
entre serotipos, mientras que los policlonales si; sin tener en cuenta
fas infecciones mixtas, un 29% de las muestras B positivas fueron
reconocidas por el policlonal NL-5 (A-especifico), vy un 58% de las
muestras A positivas fueron reconocidas por el policlonal B-
especifico NY-15, por lo que la asignacién de serotipos se realizé
considerando exclusivamente la reaccidén frente a los anticuerpos
monoclonales especificos. Las muestras recogidas durante los afios
sucesivos no se analizaron frente a los policlonales, debido a sus
numerosas reacciones cruzadas.

Los resultados obtenidos en los ensayos serolégicos se
sumarizan en la tabla 6. Las muestras infectadas por aislados de
serotipo A representaron un 5% del total de muestras analizadas, al
igual que las infecciones mixtas con aislados de ambos serotipos
(tabla 6). Las infecciones por aislados de serotipo B representaron
un 56% del total. Un 6% de las muestras, no reconocibles por los
monoclonales especificos de serotipo, pero si por el monoclonal de
amplio espectro de BCMV, podrian estar infectadas por potyvirus
estrechamente relacionados con BCMV (perfiles I y II, tabla 9). En
resumen, las muestras infectadas por BCMV suponen un 89% de las
infectadas por potyvirus. Las infecciones por aisiados de serotipo A
representaron un 8% de las infecciones producidas por BCMYV, al
igual que las infeciones mixtas, mientras que el 84% de las muestras
infectadas con el virus, lo fueron por aislados del serotipo B (tabla
6).

En la figura 8 se muestra la distribucién de los aislados de
BCMV en las distintas regiones muestreadas.

2.1.1. Perfiles seroldgicos de los aislados

Debido a la complejidad de las reacciones de los aislados
frente a los distintos anticuerpos, se realizé un estudio de los
diferentes perfiles seroldgicos. Las muestras con perfiles atipicos
fueron analizadas al menos dos veces para confirmar los resultados,
sin presentar variacién en su reaccion frente a los anticuerpos.

Los perfiles seroldgicos de los aislados de serotipo A se
muestran en la tabla 7. Los monoclonales I-2 e I-3 no mostraron
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Tabla 5. Resultados de las muestras analizadas frente a los
policionales especificos de serotipo de BCMYV.

SEROTIPO A | SEROTIPO B
antisuero NL-5 NY-15
n® muestras 112 112
analizadas
n¢ muestras 32 55
positivas
% sobre el total 28.5 49

Tabla 6. Asignacion por serotipos de BCMV referida al total de
muestras analizadas y al total de muestras BCMV positivas. (*)
perfiles Iy II (tabla 9). Las 12 muestras A+B no han sido
contabilizadas en los perfiles A y B por separado.

A B A+B *  potyvirus
relacionadg

n muestras analizadas 231 231 231 231

n? muestras BCMV + 154 154 154 154
e muestras asighadas a 12 130 12 13

cada grupo

% que representa cada
grupo frente al total de 8 B4 i -

muestras BCMV +




ninguna diferencia en cuanto a su capacidad de reconocimiento de
los aislados de serotipo A, reaccionando siempre de igual forma
para todas las muestras ensayadas. El policlonal NY-15 (B-
especifico) reconocié cinco muestras A positivas (perfil Aj), y, sin
embargo, el policlonal NL5 (A-especifico) no reconocié dos muestras
positivas para los monoclonales A-especificos (perfil Aj).

Los perfiles serolégicos de los aislados de serotipo B se
muestran en la tabla 8. El policlonal NL-5 reconocié 11 muestras B
positivas (perfil Bj3), mientras que una muestra positiva para el
monoclonal B-especifico no fue reconocida por NY15 (perfil B;).

De las 231 muestras analizadas con los monoclonales, 10
reaccionaron positivamente frente a los tres anticuerpos A y B
especificos, considerindose como posibles infecciones mixtas por
aislados de ambos serotipos. El perfil de las muestras A+B y otros
perfiles atipicos de algunas muestras se reflejan en la tabla 9. De
estas 10 muestras, 6 fueron reconocidas también por los
policlonales especificos y por el monoclonal de amplio espectro bc-
197 [perfil (A+B);], mientras que 2 de ellas no fueron reconocidas
por los policlonales [perfiles (A+B)>y (A+B);3], y una, ademads,
tampoco por el monoclonal de amplio espectro (A+B);. Las dos
muestras de perfil (A+B)4 fueron reconocidas por todos los
anticuerpos monoclonales y policlonales excepto por bc-197. Estas 4
ultimas muestras podrian considerarse como infecciones mixtas por
aislados A y B no reconocibles por alguno de los anticuerpos.

Entre las muestras ensayadas, hubo 11 que resultaron
positivas para el monoclonal anti-PTY, y no fueron reconocidas por
ninguno de los anticuerpos monoclonales especificos de serotipo,
pero si por el monoclonal de amplio espectro bc-197 (II), y 2
muestras igualmente potyvirus positivas que fueron reconocidas
por los dos policlonales, y no por los monoclonales (I). Estas 13
gltimas muestras podrian estar infectadas por otros potyvirus
estrechamente relacionados con BCMYV, reconocibles por los
policlonales y el monoclonal de amplio espectro (Mink y Silbernagel,
1992), pero no por los monoclonales especificos de serotipo.
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Tabla 7. Perfiles serolégicos de los aislados de serotipo A. M:

monoclonal; P: policlonal; A:

especifico; ae: amplio espectro.

serotipo A-especifico; B: serotipo B-

M-ae M-A M-A P-A M-B P-B
PERFIL | anti-| 197 1-3 | 1-2 | NL-5 | 15E5 | NY-15|
PTY muestras
A, + + + + + - - )
A, + + + + + - +/% 5
Aj + + + + - - +/% 2
Tabla 8. Perfiles seroldgicos de los aislados de serotipo B. NR:
ensayo no realizado. M: monoclonal; P: policlonal; A: serotipo A-
especifico; B: serotipo B-especifico; ae: amplio espectro.
M-ae M-B M-A M-A P-B P-A
PERFIL | anti- | 197 15ES I-3 1-2 [NY-15]| NL-5 n®
PTY muestras
e — i —— 1
B + + + - - NR NR 90
B, + + + - - + - 28
B, + + + - - - - ]
B, + + + - - + +/t 11




Tabla 9 Perfiles seroldgicos de las muestras A+B, y otros perfiles
atipicos.
NR: ensayo no realizado. M: monoclonal; P: policlonal; A: serotipo A-
especifico; B: serotipo B-especifico; ae: amplio espectro.

[ M-aec | M-B M-A M-A P-B P-A
PERFIL PTY 197 15ES5 I-3 I-2 NY-15| NL-5
A+B + + + + + +/NR +/NR
{A+B); + + + + + - -
{A+B)> + - + + + - -
(A+B); + - + + + + +
+ + - - - + +
11 + +/x - - - NR NR
Tabla 10. Datos de los aislados caracterizados como cepas de
BCMV.
N2 DE AISLADO PROCEDENCIA SEROTIPO CEPA
J-31 Ledén B Fla/US5
J-51 Ledn NL3
J-53 {edn A NL3
J-56 Ledn A NL3
J-63 Ledn B Fla/USS5S
B J-73 Pontevedra B Fla/US5
[ I1-77 Pontevedra B NL4
J-84 Pontevedra A NL3
J-90 Pontevedra A NL3




2.2. Caracterizacion biolégica de aislados

Segin las reacciones diferenciales de los cultivares
indicadores propuestos por (Drijfhout, 1978) frente a los distintos
aislados de BCMYV, interpretadas mediante observaciéon de sintomas
y ELISA, se realiz6 la caracterizacion de las cepas presentes en
nueve aislados de BCMV procedentes de dos de las zonas espafiolas
muestreadas. El nimero de aislado, la procedencia y el serotipo, asi
como la cepa determinada en cada caso se muestra en la tabla 10.

Los 5 aislados de serotipo A caracterizados presentaron uft
comportamiento bioldgico idéntico al descrito para la cepa NL3,
mientras que uno de los aisltados de serotipo B fue identificado
como cepa NL4, y 3 de ellos como Fla/US5.

3. CLONACION Y SECUENCIACION DE LOS GENES DE LA
PROTEINA DE LA CAPSIDA Y REGION 3' NO CODIFICANTE DE
DOS AISLADOS DE BCMV

Una vez identificada la presencia de aislados pertenecientes a
los dos serotipos de BCMV en Espana, se abordé la clonacién y
secuenciacion del gen de la proteina de la cipsida de un aislado de
cada serotipo, con el fin de disponer de informacién molecular que
permitiese el diseio de estrategias de control, y de poder realizar
analisis comparativos con o0Otros potyvirus.

Los aislados escogidos para este estudio fueron: i) el aislado J-
56 de serotipo A, procedente de Ledn, y caracterizado como la cepa
NL3 del wvirus, y ii) el aislado J-8 de serotipo B, procedente de
Valladolid. Ambos aislados se multiplicaron en los cultivares
Bountiful y Garrafal Oro respectivamente. l.a purificacion del virus
se realizé6 segun Moghal y Francki (1976), y el rendimiento,
determinado por espectrofotometria, oscilé entre 1-5 pg de
particulas virales por g de material vegetal. A partir de
suspensiones de virus purificado se extrajo el RNA viral mediante
fenolizacién. con un tratamiento previo con SDS (Materiales vy
Métodos), v se analizé en geles desnaturalizantes de agarosa,
observindose una banda de aproximadamente 10 Kb. El RNA
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extraido se empleé6 como molde para la sintesis de DNA
complementario (¢-DNA).

3.1. Estrategia de clonacién

Dos caracteristicas implicitas a la estructura genomica de los
potyvirus fueron consideradas ventajosas a la hora de disefar la
estrategia de clonacién de los genes de la proteina de la cdpsida. En
primer lugar, dicho cistron se encuentra situado préximo al extremo
3" del RNA viral, y en segundo lugar, la presencia de una region
poliadenilada en el extremo 3’ permite ¢l uso de oligo (dT) como
cebador para la sintesis de la primera cadena de c¢c-DNA. La segunda
cadena se sintetizé mediante las actividades combinadas de la
RNasa H y la DNA polimerasa 1. La existencia de extremos romos se
asegurd con un tratamiento con la T4 DNA polimerasa.

Una vez sintetizado el ¢c-DNA con extremos romos, se cloné en
el sitio Gnico Sma 1 del vector bluescript. La selecciéon de los clones
recombinantes se realizé mediante el andlisis de su longitud y mapa
de restricciéon, y por secuenciacién parcial. El tamafio medio de
inserto obtenido fue de 1500 nt, oscilando entre 1200 y 2800 nt.

3.2. Secuenciacion del gen de la proteina de la capsida del
aislado J-8 de serotipo B

Se selecciondé un clon de un tamafio estimado de inserto de 2,5
Kpb (clon 46), que, por longitud, mapa de restriccién vy
secuenciacién parcial parecia contener el gen de la proteina de la
capsida. La estrategia de secuenciacion integrada se muestra en la
figura 10. Con el fin de delimitar lo mas posible la extension del
clon a dicho gen, se realiz6 una primera subclonacién del fragmento
Eco RI, de aproximadamente I Kpb, en el sitio dnico Eco Rl de
bluescript, generdndose el clon El. El inserto de El, utilizado como
sonda en experimentos de hibridacién tipo "dot blot" hibriddé con el
extracto vegetal del aislado J-8.

Paralelamente se efectud la religaciéon del clon original
conteniendo el fragmento restante de 1,5 Kpb (clon E2).
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Figura 10

Estrategia de secuenciacion del gen de la proteina de la capsida del aislado J-8
aplicada sobre el clon 46. Escala 1cm= 100pb. continuacién del clon fuera de escala.
El sentido y la longitud de las flechas indican la banda y la extensioén secuenciada

en cada subclon.



0001
006l
01z1
0181
0241
0301
0361
0421
0481
0541
Geul
0661
0721
0781
0841
0901
0561
1021
1081
1141

CUUUGACTU AT
ACAGCCACZ?

CAAAGGAZAG
UUCGGCASTUG
UCARAAGATIC
AGAUCAUCUG
GAUGCAGUTT

GAUGUCAARTUU
UGUGAACSEC
AAUGGUUGAA
UGAAGCEUAC
UCGGAAUT G
CARAAMACAT ZA
CGUUAGCARST
AAGGCACATU
GCAGUAA~GG
UAGUARAUCUU
GUGAUAGCSU
AAGAACCAUU
ACGGCAATZU

10

20

GAGGUAGGAU
AUAGUAGAUG
GACCCAGAAA
AGAGACARGG
ACAAAARGGA
UUGGACUACA
GARAUGUGGU
GUAAUGAACG
ACUUGGAUAA
AAUGCAAAAC
AUUGAGAUGA
AGGGACAMAA
GAUCGAGCAA
AAGUUGUUUG
GCAAGGGACG
UUAGGUAAAC
UUAUGUUCUC
GGUUGGUCCA
GCAAUGGUGA
UUGUUGUUCC

20

30

GCGGAGAAUC
CUGGUGUGGA
GCAGGGAAGG
AUGUGAAUGC
UGAAUUUGCC
AGCCAGAGCA
ACAAUGCUGU
GCUUUAUGGU
UGAUGGAUGG
CAACACUCCG
GAAAUUCCGA
ACCUAGCUCS
GAGAAGCAGU
GACUUGAUGG
UCAAUCAGAA
UGACCACAGU
UUUAGUUUCA
CCAACAUAUU
GGGCAUGCAG
(Aln

30

40

UGUGCACCUA
UUCUGGGAAA
GGCAGGAAAC
AGGUUCCAAA
CAUGGUGAAA
AACUGAUCUU
GRAGGCUGAG
GUGGUGUAUU
AGAUGAGCAA
CCAAAUCAUG
GAGGCCGUAU
CUACGCUUUY
AGCACAGAUG
UAACGUGGCA
CAUGCACACA
UAGCAUCUCG
GUGUGGUUCU
GUGAGUACUU
AGUGAUUUCA

40

5C

CAAUCAGGAR
GACAAGAAAG
BACAACCGUG
GGGAAGGUUG
GGGAAUGUGA
UUUAACACAA
UAUGAGAUAG
GACAAUGGCA
GUGGAAUACC
CACCAUUUUU
AUGCCUAGGU
GAUUUCUAUG
ABMGGCAGCAG
ACAACCAGCG
CUUCUUGGCA
CGUCGCUGAA
ACCACCUUUG
UAUGUUUAUG
UCACGCGUCA

50

60

CUGGACAGCC
AGAAARAGCAR
GUGCAGGGAL
UUCCUCGGCU
UCUUAAAUUU
GAGCAACAARL
AUGAUGAUCA
CUUCACCGGA
CACUCAAACC
CAGAUGCAGC
ACGGACUACU
AAGUARCAUC
CCCUCAGCAA
AGAAUACUGA
UGGGUCcuce
UAGUUUCAUA
UGUUACUAUY
AGUAAGCCGG
UGAGGUAACU

60

Figura 11. Secuencia nucleotidica de los 1160 residuos 3' terminales del RNA
del aislado J-8 de BCMV. E! codén de STOP precedente a la zona 3' no codificante
se ha marcado en negrita.



Sobre el subclon El se aplicé una estrategia de deleciones
solapantes de 200 pb. Para delecionar desde el extremo
correspondiente al 5 del RNA viral, se procedié a la digestion
previa de! clon con las endonucleasas de restriccion Sac |y Bam HI.
Las deleciones desde el extremo contrario, equivalente al 3’ del RNA
viral, se realizaron sobre el clon E] digerido con Apaly Cla L

Desde el extremo 3' se cubrié la secuencia del subclon E1 con
cuatro clones delecionados, mientras que desde el extremo 35 los
cuatro clones delecionados obtenidos no bastaron para completar la
secuencia. siendo preciso delecionar el fragmento Nco I/Xba 1,
generar extremos romos con la actividad del fragmento Klenow de
la DNA polimerasa }, y religar el clon resultante (clon X/N); para
completar la secuencia hasta la cola de poli (A), se precisé ademas
la sintesis de un oligonucleétido especifico de la zona 3' terminal
(figura 10},

Por otra parte, el clon El no resulté suficiente en longitud
para cubrir el gen de la proteina de la cdpsida en toda su extensioén,
por lo que se subclond el fragmento Tag 1/Cla I (clon T/C) de 1,2
Kpb a partir del clon original de 2,5 Kpb, cubriéndose la secuencia
de esa zona en sentido inverso con el clon E2.

Siguiendo la estrategia anteriormente descrita, se determind
la secuencia de los 1160 nt 3'-terminales, excluyendo la cola de poli
(A) (figura 11), y su andlisis con los programas "DNA strider” y
"Microgenie” mostré la existencia de una idnica fase de lectura
abierta, seguida de una regién 3' no codificante de 256 residuos.

3.3. Secuenciacion del gen de la proteina de la capsida del
aislado J-56 de serotipo A

Los clones recombinantes se identificaron por hibridacién tipo
“colony hibridization", utilizando como sonda el fragmento Eco Rl de
I Kpb del aislado J-8 de BCMV (figura 10).

Se selecciond un clon con un tamafo de inserto de
aproximadamente 1,4 Kpb (clon 54), y se efectvaron deleciones de
200 pb en los dos sentidos, previa digestion con las endonucleasas
de restriccion Kpn 1y Xho 1| para delecionar desde el extremo
equivalente al 5 del RNA viral. Para delecionar desde el extremo 3,
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Figura 12

Estrategia de secuenciacion del gen de la proteina de la capsida del aislado J-56,
aplicada sobre el clon 54. Escala 1ecm=100pb. El sentido y la longitud de las flechas
indican Ia banda y la extension secuenciada en cada subclon.
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Figura 13. Secuencia nucleotidica de los 1084 residuos 3' terminales del RNA del

aislado J-56 de BCMV. El codén de STOP que marca el comienzo de la regién 3

codificante se ha resaltado en negrita.



el clon 54 fue previamente digerido con Sac Iy Bam HI La
estrategia de secuenciacion se muestra en la figura 12.

Con cuatro clones delecionados desde el extremo 3’ se cubrid
toda la secuencia del gen de la proteina de la cdpsida, y desde el
extremo 5’ se secuenciaron cinco clomes, pero fue precisa la sintesis
de un oligonucledtido sintético para completar la secuencia de todo
el gen en los dos sentidos (figura 12). De esta forma, se determiné la
secuencia de los 1084 nt 3'-terminales, excluyendo la cola de
poli(A) (figura 13). El andlisis de dicha secuencia revelé la
existencia de una unica fase de lectura abierta, seguida de una zona
3" no codificante de 245 residuos.

4. ANALISIS DE LAS PROTEINAS DE LA CAPSIDA DEDUCIDAS
PARA LOS AISLADOS DE BCMV SECUENCIADOS

Por analogia con otros potyvirus (Dougherty et al., 1988) se
determiné el sitio de corte predicho para la proteasa viral Nla,
situado entre la proteina NIb (replicasa) y la proteina de la cdpsida
(figura 14).

LLas proteinas deducidas para ambos aislados serian de 261
aminodcidos para el atslado J-56 (cepa NL3), y de 287 para J-8, y el
grado de identidad entre ellas es de un 75,8%, lo que supone un
valor intermedio entre los establecidos para virus distintos y para
cepas, similar al 74% obtenido para aislados de las cepas NL4 y NLS§
(Vetten er al.,, 1992). El alineamiento de Ias dos proteinas se
muestra en la figura 14. Se han realizado también los alineamientos
de las cdpsidas de J-8 y NL3 con las de NL4 y NL8 (Vetten et al.,
1992), y de dicho andlisis se deduce que las cdpsidas de los aislados
del serotipo A analizadas presentan un grado de identidad mucho
mayor que el que presentan los aislados de serotipo B. La similitud
entre NL3 y NL8 es del 98,6% (figura 15), con s6lo dos sustituciones
a lo largo de toda la proteina, mientras que entre J-8 y NL4 es del
90,7% (figura 16), valor que supone el limite inferior propuesto
para cepas del mismo potyvirus (Shukla y Ward, 1988), con el 71%
de las sustituciones en la region N-terminal de la proteina (figura
16).
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Figura 14. Alineamiento de las proteinas de la cdpsida deducidas para los aislados
J-8 (superior) y J-56 (inferior). El comienzo de la proteina de la cdpsida, limitando
con la proteina NIb se ha marcado con una flecha.
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Figura 16. Alineamiento de las proteinas de la cdpsida deducidas para NL4

(Vetten et al., 1992) (superior) y el aislado J-8 (inferior), ambos del serotipo B
de BCMYV. El limite entre la proteina de la cdpsida y la proteina NIb se ha marcado
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5. ANALISIS DE LAS REGIONES 3' NO CODIFICANTES DE LOS
AISLADOS DE BCMV SECUENCIADOS

La regiéon 3' no codificante (3' NCR) del aislado de serotipo A
(J-56, cepa NL3) tiene una extension de 245 nt, frente a los 256 nt
del aislado de serotipo B (J-8), y el grado de identidad entre ellos es
del 70,1% (figura 17), similar al 70,9% obtenido para NL4 y NLS§
(Vetten er af., 1992). El alineamiento de las 3' NCRs de NL3 y NLS§
(Vetten et al.,, 1992) se muestra en la figura 18, y la identidad entre
ellas es del 96,3%. La similitud existente entre las 3' NCRs de J-8 y
NL4 es del 98,4% (figura 19).

6. COMPARACION CON LAS PROTEINAS DE LA CAPSIDA DE
OTROS POTYVIRUS ESTRECHAMENTE RELACIONADOS

Dadas las confusas relaciones descritas para BCMV y otros
potyvirus que infectan leguminosas, a nivel de gama de huéspedes,
serologia y mapa de péptidos por HPLC (Dijkstra y Khan, 1992;
Mink y Silbernagel, 1992, McKern et al.,, 1992), se planteé un
estudio comparativo a nivel de proteina, de las cdpsidas de los dos
aislados de distinto serotipo secuenciados (J-8 y J-56) con los
potyvirus relacionados de secuencia disponible, a fin de dilucidar
posibles parentescos correlacionables c¢on sus propiedades
bioldgicas, serologicas y moleculares. La relacién de los virus
utilizados en la comparacidn, asi como la fuente de sus secuencias se
muestran en la tabla 11, y las similitudes obtenidas se recogen en la
tabla 12.

7. COMPARACION CON LAS REGIONES 3' NO CODIFICANTES
DE OTROS POTYVIRUS ESTRECHAMENTE RELACIONADOS

La region 3" no codificante de los potyvirus ha sido utilizada
en comparaciones entre cepas del mismo virus, mostrando un grado
de identidad comprendido entre el 83-99%, y existiendo entre
potyvirus distintos s6lo un 39-53% de similitud (Frenkel et al.,
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Figura 19. Alineamiento de las regiones 3' no codificantes de NL4
(Vetten er al., 1992) (superior) y J-8 (inferior).



Tabla 11. Informacidn sobre los aistados potyvirales empleados en 1os estudios comparatives de secuencia
y en el andlisis filogenético.

Nombre, acréonimo y cepa o aislado del virus Referencia de la secuencia
Virus del mosaicomgcomlin de la judia, BCMYV, aislado Sdiz et al., 1993; EMBL., Z15057
J-8, serotipo B

Virus del mosaico comiin de la judia, BCMV, NL-3 Saiz et al., 1993; EMBL., 217203
Virus del mosaico comin de la judia, BCMV, NL-4 Vetten et al., 1992

Virus del mosaico comin de la judia, BCMV, NL-§ Vetten et al., 1992

Virus del mosaico amarillo de la judia, BYMV EMBL.., X-63358

Virus del amarilleo de las venas del trébol, CIYVV EMBL., D-00605

Virus del estriado del cacahuete, PStV McKern et al., 1991

Virus del amaderamiento de la pasionaria, PWV, K en Rybicki y Shukla, 1992
Virus del amaderamiento de la pasionaria, PWV, TB en Rybicki y Shukla, 1992
Virus de la pasionaria sudafricana, SAPV Brand er af., 1993

Virus del mosaico de la soja, SbMV, N Frenkel et al,, 1989

Virus del mosaico de la sandia, WMV, 2-Aus Frenkel et al., 1989

Virus del mosaico de la sandfa, WMV, 2-US en Rybicki v Shukta, 1992

Virus del mosaico amarilio del calabacin, ZYMV, F en Rybicki y Shukla, 1992




TABLA 12. Porcentaje de similitud

potyvirus relacionados (tabla 11).

entre las secuencias de la proteina de la cdpsida BCMV y otros

1 PWV-TB

2 PWV-K 85,9

3 WMV2-AUS 73,2 72,4

4 WMV2-US 73,2 72,3 95,0

5 SbMV-N 76,3 76,5 87,4 87,1

6 PStV 76,2 77,3 74,2 74,0 71,7

7 NL4 77,0 76,3 73,1t 72,6 77,3 89,5

g8 J-8 77,7 77,3 73,8 73,7 78,0 91,3 90,7

9 NL3 77,6 78,4 74,5 75,6 80,1 77,1 73,5 75,8
10 NLS8 77.2 78,0 74,5 75,6 80,1 77,1 74,0 75,8 98,6
il SAPV 72.9 71,8 74,5 74,9 73,3 73,7 72,9 73,7 78,4 78,8
12 ZYMV 72,9 69,1 69,9 69,8 71,6 68,5 66,8 68,5 71,2 70,5 72,2
13 BYMV 57.9 55.1 58,7 59,0 59,7 58,5 56,2 57,3 55,1 55,1 58.2 55,7
14 CIYVV 552 52.8 55,7 54,9 58,1 56,2 55,1 56,2 54,6 54.6 57,0 54,2 70,3

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14




Tabla 13. Porcentaje de similitud entre las secuencias de las regiones 3’ no codificantes de BCMV
y otros potyvirus relacionados (tabla 11).

1 NL3

2 NLS 96,3

3 NL4 70,9 70,9

4 J-8 70,1 70,1 98,4

5 SbMV-N 66,0 66,0 70,7 70,7

6 WMV2 70,9 70,9 74,5 74,1 83.4

7 BYMV 71,4 71,1 70,5 70.5 69,7 68,9

8§ CIYVV 69,6 70,9 67,9 67,2 65,5 67,8 83,1

9 SAPV 74,1 72,6 62,8 62,0 59,0 62,5 69,4 70,4




1989). Se realizé una comparacidén, a nivel de nucledtido. entre las
3" NCRs de los dos aislados de BCMV secuenciados y las de los
potyvirus relacionados que infectan leguminosas disponibles (tabla
11}, con el fin de comprobar si los valores obtenidos se mantenian
en el rango de lo descrito para otros potyvirus. Los resultados, en
forma de similitudes se recogen en la tabla 13.

8. ANALISIS FILOGENETICO DE BCMV

Los datos de secuencia disponibles, tanto de BCMV como de
potyvirus estrechamente relacionados que infectan leguminosas,
fueron utilizados para la derivacion de darboles filogenéticos, con el
fin de discernir posibles relaciones evolutivas entre ellos, y aclarar
en lo posible la controvertida posicidén de los aislados de BCMV en
dicho grupo.

Los nombres de los virus empleados en este andlisis, asi como
el origen de las secuencias utilizadas se recogen en la tabla 11.

Se utilizaron para este estudio dos regiones distintas pero
contiguas en el genoma potyviral, la regién 3' no codificante (3
NCR), y el gen de la proteina de la cdpsida.

8.1. Aplicacion del test de tasa de evoluciéon desigual

Para valorar si es adecuado asumir que las distancias
genéticas entre las secuencias analizadas son ultramétricas (cada
antecesor comin es equidistante de todos sus descendientes),
supuesto asumido en estudios filogenéticos previos (Rybicki y
Shukla, 1992), y plantear asi la metodologia de analisis mads
apropiada, se aplico el 1test de tasa de evolucién desigual
(Felsenstein, 1984). Se reconstruyé un arbol mediante el método de
minimos cuadrados (Fitch y Margoliash, 1967) bajo dos supuestos:
a) las distancias son ultramétricas, y b) no lo son.

A continuacién, se realizaron las sumas residuales de los
cuadrados (SS). sin restriccion (tabla 14, 1° columna), o asumiendo
que las distancias son ultramétricas (2* columna). El cociente
[SS(reloj)-SS(sin restriccion)]/SS(sin restriccién) fue computado (3°
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Tabla 14. Aplicacion del test de tasa de evoluciéon desigual (Felsenstein, 1984). Los datos fueron ajustados
por el método de minimos cuadrados (Fitch & Margoliash, 1967) sin restricciéon, o asumiendo que las
distancias son ultramétricas mediante los programas "FITCH and KITSCH" (PHYLIP package, Felsenstein,
1990). Las sumas de los cuadrados (SS) se computaron (primera y segunda columnas). En la tercera
columna se muestra el cociente [SS(reloj)-SS(sin restriccion)}/ SS(sin restriccion).

Sin restriccidon Distancias Cociente F Valor critico
_ ultramétricas para P=0.05
3' NCR 0.108 0.570 F(6,15)=4.2685 2.79

Capsida 0.272 0.945 F(11,55)=2.4805 1.95



columna). Este cociente deberia, para las distancias ultramétricas,
tener una distribucién F con n-2 y N-(2n-3) grados de libertad
respectivamente. Los resultados del test (tabla 14) indican
claramente que el cociente F esti en la cola superior de su
distribucién (un 5%) para los dos grupos de secuencias. lo que
demuestra que no se puede asumir que las distancias son
ultramétricas para describir la evolucién de este grupo de virus.
Esto puede ser debido a que los virus no han evolucionado a una
tasa constante, aunque la aplicacién del test en virus RNA no
implica necesariamente que no exista un reloj molecular. ya que,
debido a sus elevadas tasas de evolucién, pueden, simplemente, no
ser contempordneos (o ambas cosas). En cualquier caso, estos
resultados sugieren que los métodos filogenéticos utilizados para
reconstruir la evolucién de estos virus no deberian asumir que las
distancias son ultramétricas (ver Felsenstein, 1988 para discusién).

8.2. Derivacidén de arboles filogenéticos

El método utilizado para la derivacién de arboles filogenéticos
fue el de "neighbour-joining” (Saitou y Nei, 1987), que no exige que
las distancias sean ultramétricas, y es de los mas eficientes (Sourdis
y Nei, 1988).

Las comparaciones, en forma de distancias genéticas,
obtenidas mediante el estimador de Jukes y Cantor (1969) en el
caso de las secuencias nucleotidicas, y por el método de Kimura
(1983) para las secuencias aminoacidicas, se muestran en las tablas
15 (3" NCRs), y 16 (capsidas).

Algunos de los virus cuyas cdpsidas se utilizan en la
comparacién, no son incluidos en el drbol de 3' NCRs, debido a la
falta de disponibilidad de dichas secuencias.

El arbol inferido para catorce secuencias de proteinas de la
capsida de BCMV y potyvirus relacionados se muestra en la figura
20, y el arbol derivado para ocho secuencias disponibles de la
region 3' no codificante, en la figura 21.

En los arboles inferidos, los nodos que no fueron significativos
por el método clasico de Felsenstein (1985), tampoco lo fueron
cuando se aplicd el andlisis de error de la longitud de las ramas
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Tabla 15. Numero de sustituciones nucleotidicas por sitio entre pares de secuencias de 3 NCR
disponibles (Tabla 11) calculadas por el método de Jukes y Cantor (1969).

1 NL3

2 NLS8 0,038

3 NL4 0.416 0,411

4 J-8 0,431 0.426 0.016

5 SbMV-N 0,546 0,539 0,403 0,403

6 WMV?2 0.431 0,426 0,344 0,350 0,200

7 BYMV 0,682 0,690 0.695 0,695 0,740 0.756

8 CIYVV 0,701 0,651 0,743 0,774 0,897 0,781 0.207

9 SAPV 0,405 0.433 0.687 0,710 0,824 0,708 0,834 0,768

| 2 3 4 5 6 7 8 9




Tabla 16. Numero de sustituciones aminoacidicas por sitio entre pares de secuencias de
proteinas de la cépsida (Tabla 11) calculadas por el método de Kimura (1983).

1 PWV-TB

2 PWV-K 0,152

3 WMV2-AUS 0,312 0,323

4 WMV2-US 0312 0325 0,051

5 SbMV-N 0,271 0,268 0,135 0,138

6 PStV 0,272 0,257 0,298 0,301 0,253

7 NL4 0,262 0.271 0,313 0,320 0,258 0,110

8 J-B 0.252 0,257 0,303 0,306 0,248 0,091 0,098

9 NIL3 (1,254 0,243 0,294 0,279 0,222 0,260 0,308 0,277

10 NLB 0,259 0,248 0,294 0,279 0,222 0,260 0.301 0.277 0,014

1 SAPV 0,316 0.332 (0,294 0,289 0,310 0,305 0,316 0,305 0.243 0,238

12 ZYMV-F 0,317 0,370 0,358 0.360 0,334 0,378 0,404 0,378 0,339 0,350 0,326

13 BYMV 0.546 0,596 0,533 0,527 0,516 0,537 0.576 0,556 0,597 0,596 0,541 0,585

14 CIYVV (0,594 0.638 0,586 0,600 0,543 0,575 0,595 0.575 0,605 0,605 0,562 0,612 0,352

I 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14




*k*x BYMV

‘ clYVV

N r ZYMV~F
*kk ——— SBMV-N
o=y == % % &
kk% . WMV2-Aus
e WMV 2=US
= *k%k ————— PSLV
NL4
BCMV-B (J8)
*x PWV-K
% k%
r NL3
L NL8

0,1 sust.amino./sitio
| | SAPV

Figura 20. Arbo! filogenético derivado de las secuencias de la
proteina de la cdpsida de BCMV y de potyvirus relacionados (tabla
11). Las distancias verticales son arbitrarias. Las distancias
horizontales representan el ndmero de sustituciones por sitio a la
escala indicada en la figura. La doble linea en los puntos de
bifurcaciéon representa la desviacién estindar de la longitud de la
rama correspondiente. *** indica que el punto de ramificacion es
significativo para o<0,001 y ** para a<0,0l. Los puntos de
ramificacién restantes no son significativos para o<0,05.
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Figura 21. Arbol filogenético derivado de las secuencias
nucleotidicas de las 3' NCRs de BCMV y de potyvirus relacionados
(tabla 11). Las distancias verticales son arbitrarias. Las distancias
horizontales representan el nuimero de sustituciones nucleotidicas
por sitio a la escala indicada en la figura. La doble linea en los
puntos de bifurcacién representa la desviacidén estandar de la
longitud de la rama correspondiente. *** indica que el punto de
ramificacién es significativo para «<0,001 y * para a<0,05.



(Dopazo, 1993), es decir, en las ramas con errores de magnitud
comparables a sus longitudes, el punto de ramificacion localizado a
su derecha en el arbol no fue significativo estadisticamente.

En el arbol que describe la evolucion de las proteinas de la
cdpsida, se separan dos ramas principales, una de ellas incluyendo a
BYMV y CIYVV, y la otra a los virus restantes (figura 20). El andlisis
estadistico permite dividir Ja otra rama en seis subgrupos bien
definidos (ver figura 20): el primero, constituido exclusivamente
por ZYMV-F, el segundo grupo englobando a SbMV-N y a los
aislados de WMV2, en el que se aprecia una ramificacién interna
significativa para dar lugar a WMV2 Aus y US. El tercer grupo esti
constituido por los aislados de serotipo B de BCMV (NL4 y J-8) y por
PStV. Un cuarto subgrupo engloba a las dos cepas de PWV. Las
cepas de serotipo A de BCMV constituirian un quinto subgrupo
independiente, y, por iltimo, el recientemente descrito SAPV
formaria otra rama independiente. La informacién contenida en la
proteina de la cdpsida no permitié resolver significativamente las
ramas internas de esta segunda rama principal del édrbol.

En el drbol inferido para las 3' NCRs (figura 21) se observa
una topologia similar a la obtenida para las proteinas de la cdpsida,
confirmando la identidad de los subgrupos. El andlisis de esta region
revelé ademds la existencia de dos parentescos estadisticamente
significativos, no apreciables en el arbol inferido para las cdpsidas:
1) el existente entre WMV2, SbMV y los aislados de serotipo B de
BCMV, y 11) la relacidn significativa entre los aislados de serotipo A
de BCMV y SAPV, por lo que, al menos en el rango de distancias
genéticas que caracteriza al grupo analizado, la 3' NCR mostré un
mayor contenido informativo que la proteina de la cdpsida.

9. DETECCION DE BCMV MEDIANTE TRANSCRIPCION INVERSA
Y AMPLIFICACION ENZIMATICA

Dada la falta de disponibilidad de anticuerpos comerciales
especificos frente a BCMV y sus serotipos, y la complejidad de
algunos perfiles seroldgicos obtenidos por ELISA, dificilmente
interpretables, se desarrolld un método de deteccién diferencial de
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los aislados de serotipo A y B mediante transcripcion inversa y
amplificacién enzimdtica, utilizando la informacién de secuencia de
los genes de la protefna de la capsida y region 5 adyacente (gen
NIb} de los aislados J-56 vy J-8 de BCMV, y la informacion disponible
a nivel de proteina de las cepas NL4 y NL8 de BCMV (Vetten et al.,
1992).

9.1. Diseilo de cebadores especificos

El sistema de amplificacién disefiado constdé de tres cebadores:

El cebador C de 22 mer 5' AAATTCCGAAGAAGTCCATACC 3,
utilizado como cebador 3 antisentido, comin en las reacciones de
amplificacion, tanto de aislados de serotipo A como B, que se
corresponde con los nucledtidos 528-549 del gen de la proteina de
la cdpsida del aislado J-56, y los nucledtidos 541-562 del gen de la
capsida del aislado J-8, a excepcion de dos nucledtidos desapareados
(545 y 551) (figura 22). En el producto de la traducciéon del RNA
viral, la secuencia complementaria al cebador C mapea en el "core”
de la proteina (figura 23).

El cebador A de 21 mer, 5 GCCCAGCGGATAAAGACGTTG 3
disefiado para actuar como cebador 5 en la amplificacién especifica
de aislados del serotipo A de BCMYVY, de secuencia idéntica al
fragmento comprendido entre los residuos 65-85 del gen de la
cdpsida del aislado de serotipo A J-56 (figura 22). La secuencia
correspondiente al cebador A en el producto de traduccién mapea
en la regidon N-terminal de la proteina de la cdpsida, en la zona de
mayor diferencia a nivel de secuencia entre las cdpsidas de aislados
de distinto serotipo (figura 23).

El cebador B, de 19 mer, de secuencia 5
GATGCGGAGAATCTGTGCA 3°, correspondiente a la region
comprendida entre los nucleétidos -26 y -8 respecto al gen de la
proteina de la cédpsida del aislado de serotipo B J-8 (figura 22). Este
oligonucleétido se concibié¢ como cebador 5 para la amplificacion
especifica de los aislados de serotipo B. La secuencia
correspondiente a este cebador, en el producto de traduccion,
mapea fuera de la cdapsida. en la zona C-terminal de la proteina NIib,
adyacente a la regién de reconocimiento de la proteasa viral, con
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Figura 22.(A) Cebadores A y C sobre la secuencia de los 1084 nt
3' terminales del clon 54 del aislado J-56.

Cebador A: 5 GCC CAG CGG ATA AAG ACGTTG ¥

Cebador C: 5 AAATTC CGAAGA AGTCCATACC 3

(B) Cebadores B y C sobre la secuencia de los 1160 nt 3' terminales
del clon 46 del aislado J-8.

Cebador B: 5 GAT GCG GAG AAT CTGTGC A Y

Cebador C: 5 AAATTC CGAAGAAGTCCATACC 3
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Figura 23. Localizacién orientativa en las proteinas deducidas para los aislados
J-8 (superior) y J-56 (inferior) de la secuencia de los cebadores A, B y C.



grandes diferencias a nivel de secuencia entre aislados de distinto
serotipo (figura 23).

Los oligonucledtidos A, B y C fueron analizados con la ayuda
del programa OLIGO TM_ siendo el producto de amplificacion
esperado con los cebadores A y C de 484 pb, y de 652 pb con B y C.

9.2. Amplificacion de aislados de serotipo A y B de BCMV

El andlisis por electroforesis en geles de agarosa, del 15-25%
del volumen de las reacciones de amplificacién de los ensayos de
RT-PCR y de PCR-INIA, realizados segiin se describe en Materiales y
Métodos, con la pareja de cebadores A/C mostrd la presencia de una
banda del tamafo esperado (484 pb)} en las muestras de hoja de
judias infectadas por aislados del serotipo A de BCMV (figura 24).
No se obtuvo banda alguna en los controles de planta sana ni en las
muestras de plantas infectadas por aislados de serotipo B (figura
24). Con los cebadores A/C se amplifico, igualmente, un aislado de la
cepa NL8 (CIAT), asi como diversos aislados de serotipo A recogidos
en distintas zonas de Espana (figura 24).

En algunos ensayos de RT-PCR, directamente en el extracto
vegetal. con el par de cebadores A/C, a partir de muestras
infectadas con BCMV de serotipo A, se observaron algunas bandas
adicionales a la esperada, siempre mayoritaria, también de origen
viral (figuras 29 A y 29 B).

Con el par de cebadores B/C se realizaron ensayos de PCR en
las mismas condiciones, con muestras de hoja de judias infectadas
con aislados de serotipo B de BCMV. El unico producto de
amplificacién observable fue una banda de migracién equivalente al
tamafio de DNA esperado (652 pb}. No se produjo amplificacién en
ninglin caso a partir de muestras infectadas por aislados de serotipo
A ni de los controles sanos (figura 25).

Entre las muestras amplificadas con los cebadores B/C se
encuentran diferentes aislados recogidos en distintas zonas de
Espafia (figura 25 A), aislados de las cepas NL4, Fla y NY15 y un
aislado italiano de BCMV (ver Materiales y Métodos). En el caso de
NY15 se observé una banda adicional de tamafno inferior al
esperado (figura 25 B).
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EXTRACTO DE HOJA EXTRACTO DE SEMILLA

ELISA RT-PCR | PCR-INIA ELISA RT-PCR PCR-INIA

A/C| B/C| A/C| B/C A/C| B/C | A/C| B/C*
10-5 10-10110-11110-10f 10-8 10-4 10-7110-6110-9] 10-7
(1 ug) (1pg) | (01pg) | (10pg) | (1ng) (topg) | (1nrg | (10ng) | (100pg)| (10ng)

Tabla 17. Limite de dilucién y cantidad minima de material
infectado detectable con todos los extractos, protocolos y cebadores
ensayados. o

0,80
- 4584 pb

051 1
0,47 |
0.45 |

Figura 24. Electroforesis en agarosa al 1% de los productos de
amplificacién, con los cebadores A/C, mediante RT-PCR y PCR-INIA,
de las siguientes muestras: 1. BCMV NL8, PCR-INIA; 2. Judia sana,
PCR-INIA; 3. Aislado J-56 (NL3), PCR-INIA; 4. Aislado J-86 de
“serotipo A de Pontevedra, PCR-INIA; §. Aislado J-8 de serotipo B,
PCR-INIA. 6. Aislado J-56 (NL3), RT-PCR. M: DNA del fago A
digerido con Pst I (Kpb). C: clon 54 linearizado sometido a
amplificacién con los cebadores A/C.
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Figura 25. Electroforesis en agarosa al 1% de los productos de
amplificacién, con los cebadores B/C, mediante RT-PCR y PCR-INIA,
de las muestras: (A) 1. Aislado J-8, RT-PCR; 2. Aislado J-8, PCR-
INIA; 3. judia sana, RT-PCR; 4. Aislado J-56 (NL3) de serotipo A,
PCR-INIA; 5. Aislado J-70 de serotipo B de Pontevedra, PCR-INIA;
6. Aislado J-224 de serotipo B de Alava, PCR-INIA; 7. Aislado J-41
de serotipo B de Leén, PCR-INIA. (B) Amplificacién por PCR-INIA
de: 1. Aislado italiano de BCMV (serotipo B); 2. BCMV NL4; 3. BCMV
Fla; 4. PStV; 5. BCMV NY15; 6. BYMV; 7. PWV; 8. WMV 2: 9.

CIYVV. M: DNA del fago A digerido con Pst I (Kpb).



Algunos potyvirus estrechamente relacionados con los
aislados de serotipo B de BCMV (Rybicki y Shukla, 1992; Sdiz et al.,
1993) se incluyeron en las reacciones de PCR (ver Materiales vy
Meétodos), en las mismas condiciones, no obteniéndose ningun
producto de amplificaciéon con BYMV, PWV, WMV 2 ni CIYVV., En el
caso de PStV se observé la banda esperada de 652 pb, asi como una
seric de bandas adicionales. La amplificacion en este dltimo
confirma el alto grado de parentesco entre PStV y los aislados de
serotipo B de BCMV (Rybicki y Shukla, 1992; Sdiz er al., 1993).

Mediante el grupo de cebadores descrito anteriormente, se
consiguié la amplificacién de aislados de serotipo A y B de BCMV a
partir de lotes de semillas infectados procedentes del Pais Vasco
(ver Materiales y Métodos). Para estos ensayos, la harina de las
semillas (en grupos de 5 a 10), trituradas en seco, fue resuspendida
y diluida en el tampon apropiado (segin se tratase de RT-PCR o de
PCR-INTA), siguiéndose el mismo protocolo de transcripcidén inversa
y amplificacion que para las muestras de hoja. En la figura 26 se
observan las bandas obtenidas, equivalentes a las observadas con
muestras de hoja.

Para simplificar la determinacién de los serotipos de BCMV
presentes en una muestra, se realizaron reacciones mixtas con los
cebadores A/B/C para consegunir la amplificacién de aislados de los
serotipos A v B en un dnico ensayo, utilizando una mezcla de
muestras de distinto serotipo, tanto de hoja como de semilla. Cada
muestra, por separado, tue sometida, como control, a la reaccidn de
amplificacién con los cebadores especitficos de su serotipo. Las
bandas observadas como producto de amplificacién se corresponden
con los tamanos esperados (652 y 484 pb), y su migracion es
equivalente a la de las bandas obtenidas en las reaciones de
amplificacion independiente de cada una de las muestras con los
cebadores A/C vy B/C (figuras 26 y 27).

9.3. Especificidad de los productos de amplificacion
La especificidad de los productos de amplificaciéon se

comprobdé mediante hibridacién tipo "Southern”, usando como
sonda, en el caso de los aislados de serotipo A el fragmento KX54
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Figura 26. Electroforesis en agarosa al 1% de los productos de
amplificacién de muestras de harina de distintos lotes de semilla
procedentes del Pais Vasco. 1. Semillas libres de virus, cebadores
A/C, PCR-INIA; 2. Muestra de hoja infectada con el aislado J-56
(NL3), cebadores A/C, RT-PCR; 3. Semillas del lote S90 (infectado
con BCMV serotipo A), cebadores A/C, PCR-INIA; 4. Semillas del
lote S86 (infectado con BCMV serotipo A), cebadores A/C, PCR-INIA;
5. Mezcla de harinas de semillas de los lotes S86 y S98 (infectado
con BCMV serotipo B), cebadores A/B/C, PCR-INIA; 6. Semillas del
lote S98, cebadores B/C, RT-PCR; 7. Semillas del lote S99 (infectado
con BCMV serotipo B), PCR-INIA; 8. Muestra de hoja infectada con
el aislado J-8, cebadores B/C, RT-PCR; 9. Semillas libres de virus,
cebadores A/C, RT-PCR. M: DNA del fago A digerido con Pst I (Kpb).
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Figura 27. Electroforesis en agarosa al 1% de los productos de
amplificacién de las siguientes muestras: 1. Hoja de judia sana,
cebadores A/B/C, RT-PCR; 2. Semillas del lote S99 (infectado con
BCMV serotipo B), cebadores A/B/C, PCR-INIA; 3. Aislado J-8
(muestra de hoja), cebadores B/C, RT-PCR; 4. Mezcla de muestras de
hoja de los aislados J-8 (serotipo B) y J-56 (serotipo A), cebadores
A/B/C, PCR-INIA; 5. Mezcla de harinas de los lotes de semillas S86
(infectado con BCMV serotipo A) y S99 (infectado con BCMV
serotipo B), cebadores A/B/C, PCR-INIA; 6. Aislado J-56 (muestra
de hoja), cebadores A/C, RT-PCR; 7. Semillas del lote S86 (infectado
con BCMV serotipo A), cebadores A/B/C, PCR-INIA; 8. Semillas
libres de virus, cebadores A/B/C, RT-PCR. M: DNA del fago A
digerido con Pst 1 (Kpb).



(figura 28) marcado con digoxigenina. En la figura 29 se observa
que la sonda hibridé con las bandas cuya movilidad correspondia a
la del tamafio esperado (484 pb), e incluso con las bandas
adicionales obtenidas en algunos ensayos de RT-PCR, sin apreciarse
sefial alguna en los carriles correspondientes a las muestras sanas.

Usando como sonda el fragmeto BS46 (figura 30) marcado con
digoxigenina se comprobd la especificidad de los productos de
amplificacién de los cebadores B/C (aislados de serotipo B) (figura
31). En este caso tampoco se observé sedal en los controles sanos,
pero si en las bandas de tamafio esperado (652 pb).

9.4. Sensibilidad de los ensayos

Para determinar el limite de deteccién en los ensayos de
amplificacion enzimdtica, se realizaron diluciones seriadas del
extracto vegetal de hoja o de semillas de judia infectadas con BCMV.
Se escogieron para ello muestras de distinto serotipo con valores de
absorvancia similares en ELISA,

En el sistema disefado, las diluciones minimas de los extractos
vegetales para conseguir amplificacion mediante RT-PCR, que
conlleva la presencia de elementos inhibidores de la hibridacién
presentes en estos durante todo el proceso (Maule er al., 1983; Borja
y Ponz, 1992), fueron 1/100 para hoja y 1/1000 para semilla.

Los resultados de las comparaciones obtenidos para las
parejas de cebadores A/C y B/C mediante RT-PCR y PCR-INIA se
muestran en la tabla 17. Con el par de cebadores A/C se llegd a
detectar el wvirus a la dilucién 1019 (p/v) de hoja infectada,
obteniéndose el mismo resultado en PCR-INIA y RT-PCR, lo que
equivale a 10 pg de material infectado en el primer caso, y a 1 pg
en ¢l segundo. Con muestras de semilla se llegé a detectar Ing de
material infectado mediante RT-PCR y 100 pg por PCR-INIA (figura
32).

Con la pareja de cebadores B/C se llegé a amplificar aislados
de serotipo B a partir de hoja hasta la dilucién 10-%(p/v) por PCR-
INIA vy 10-!f mediante RT-PCR (figura 33), valor este udltimo
equivalente a 0,1 pg de material infectado. A partir de semilla la
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Figura 28. El fragmento KX54 de 1 Kpb se obtuvo por digestién del clon 54 con Kpn 1 y Xba [,
delecionandose asi del inserto un fragmento de 377 pb correspondiente al extremo 3' del

RNA viral {cola de poli (A), 3' NCR y los 161 nt 3' terminales del gen de la capsida). KX54
contiene también un fragmento del gen NIb. Escala: 1 cm= 100pb.
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Figura 29. (A) Electroforesis en agarosa al 1% de los productos de
amplificaciéon con la pareja de cebadores A/C de las muestras: 1.
Aislado J-56, PCR-INIA; 2. Aislado J-56, RT-PCR; 3. Judia sana, PCR-
INIA; 4. Semillas del lote S90 (infectado con BCMV serotipo A), RT-
PCR; 5. Semillas del lote S90, PCR-INIA; 6. Semillas del lote S86
“(infectado con BCMV serotipo A), PCR-INIA; 7. Semillas libres de
virus, RT-PCR. C: clon 54 linearizado y sometido a amplificacién. (B)
Hibridacién tipo "Southern" de los productos de amplificacién
transferidos del gel A a una membrana de nylon, con la sonda KX54
marcada con digoxigenina.
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Figura 30. El fragmento BS46 de aproximadamente 1,9 Kpb procede de la digestion del clon 46 con
Bam HI y Sph 1. Se liberan también un fragmento Bam HI de 0,8 Kpb y un fragmento Sph I que
contiene la cola de poli (A) v los 57 nt 3" terminales de la 3' NCR. BS46 contiene, por tanto, parte
del gen NIb, el gen de la proteina de la capsida y la 3' NCR excepto los 57 nt 3' terminales.

Escala: 1 cm= 100 pb. [ continuacion del clon fuera de escala.
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Figura 31. (A) Electroforesis en agarosa al 1% de los productos de
amplificaciéon con la pareja de cebadores B/C de las muestras: 1.
Judia sana, RT-PCR; 2. Aislado J-8, PCR-INIA; 3. Aislado J-70 de
Pontevedra, RT-PCR; 4. Semillas del lote S99 (infectado con BCMV
serotipo B), PCR-INIA; 5. Semillas del lote S98 (infectado con BCMV
serotipo B), RT-PCR-; 6. BCMV NL4; 7. Semillas libres de virus, PCR-
INIA. M: DNA del fago A digerido con Pst I (Kpb). (B) Hibridacion
tipo "Southern" de los productos de amplificacién transferidos del
gel A a una membrana de nylon, con la sonda BS46 marcada con
digoxigenina.



cantidad minima de material infectado detectable fue de 10 ng en
ambos ¢asos.

En experimentos de ELISA paralelos con el monocional anti-
potyvirus (anti-PTY ;. utilizado a igual concentracién que en la fase
de inmunocaptura de PCR-INIA, el I1imite de dilucién de los
extractos de hoja y de semilla infectados por BCMV (ambos
serotipos), fue de 10-5(p/v) y 104 respectivamente. lo que equivale
al ug de hojay a 10 pg de harina.
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Figura 32. Electroforesis en agarosa al 1% de los productos de
amplificacién, a partir de muestras de semilla del lote S90 a
distintas diluciones, mediante PCR-INIA, con el par de cebadores
A/C. 1. Dilucién 10-3 (p/v) 2. Harina de semillas libres de virus a la
dilucién 10-3; 3. 10-°;: 4. 103; 5. 107; 6. 10-10. M: DNA del fago A
digerido con Pst 1 (Kpb).



Figura 33. Electroforesis en agarosa al 1% de los productos de
amplificacién, a partir de muestras de hoja del aislado J-8 a
distintas diluciones, mediante RT-PCR, con el par de cebadores B/C.
1. Dilucién 102 (p/v); 2. 104; 3. 10-6; 4. 10-10; 5, 10-11; 6. Judia sana
a la dilucién 10-2. M: DNA del fago A digerido con Pst I (Kpb).
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V. DISCUSION

1. Estudio epidemioldgico de BCMV

El virus del mosaico comin de la judia (BCMV) es considerado
como uno de los patégenos mads comunes ¢ importantes que afectan
al cultivo de judia a nivel mundial, ya que su distribucion abarca los
cinco continentes, y su dispersion se ve favorecida por su elevado
porcentaje de transmisidén por semilla (Morales y Bos, 1988).

Tomlinson (1987) lo considerd, en cuanto a importancia por
pérdidas economicas, como el segundo en Italia y Portugal, el
tercero en Suecia, y el cuarto en China, en un estudio en cultivos
horticolas en 28 paises o regiones con clima templado.

En Espafia, a pesar de la constante presencia en campo de
sintomas similares a los descritos para BCMV, asi como las
importantes disminuciones de rendimiento en la cosecha atribuidas
por los agricultores a estos sindromes, no se habia realizado de
manera sistemdtica un estudio de diagndstico viral en muestras de
judia, que confirmara la presencia de BCMV en campo.

Los resultados del estudio epidemioldgico realizado en
diversas zonas productoras de once provincias espafiolas, revela la
elevada incidencia de infecciones producidas por potyvirus (75% de
las muestras analizadas) en el cultivo de judia, siendo BCMV el
potyvirus mas frecuente, va que el 81,5% de las muestras
infectadas por potyvirus lo fueron por BCMV. La presencia de otros
virus, como CMV fue detectada en algunas de las muestras
analizadas, y en ocasiones. produciendo infecciones mixtas con
BCMV (ver anexo 1), mientras que sélo se identificé un aislado de
BYMV en un cultivar de judia de verdeo en la provincia de Madrid.
En algunas muestras procedentes de Almeria se detectaron
infecciones por el virus del bronceado del tomate (TSWV).

Los aislados de BCMV han sido tradicionalmente agrupados en
dos serotipos, que engloban, por un lado, a las cepas inductoras de
necrosis en cultivares con ¢l gen / de necrosis (serotipo A), y por
otro, a las cepas inductoras de mosaico (serotipo B). En este trabajo,
se ha realizado la caracterizacion serologica de los aislados de BCMV
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identificados en las muestras de campo, y es importante destacar la
presencia de aislados de serotipo A, descrita por primera vez en
Espaiia, en cuatro de las once provincias en las que se tomaron
muestras. La incidencia de este tipo de cepas parece ser muy
inferior a la de los aislados serotipo B. Sin considerar las posibles
infecciones mixtas, un 8% de los aislados de BCMV identificados
pertenecieron al serotipo A, frente al 84% de los aislados de
serotipo B. El 8% restante estuvo constituido por muestras que
reacionaron frente a los dos monoclonales A y B especificos,
pudiendo tratarse de infecciones mixtas por aislados de los dos
Serotipos.

La diversidad de los perfiles seroldgicos obtenidos pone de
manifiesto la complejidad intrinseca a los hasta ahora denominados
aislados de serotipo A y B de BCMV. En funcién de su
comportamiento en ELISA, un 6% de las muestras analizadas puede
considerarse formado por infecciones producidas por potyvirus
relacionados en mayor o menor grado con BCMV, ya que
reaccionaron positivamente frente a los anticuerpos policlonales y/o
al monoclonal de amplio espectro de BCMV. Por otra parte, estdn
descritas reacciones del anticnerpo monoclonal de amplio espectro
para BCMV bc-197 frente a PStV, AzMV, BICMV y CABMV, y del
monoclonal serotipo B-especifico 15E5 frente a los tres primeros
(Mink v Silbernagel, 1992), lo que dificulta la identificacién
especifica mediante ensayos seroldgicos, de los aislados de serotipo
B en sentido estricto. ya que estos potyvirus estrechamente
relacionados estin entre los miembros del propuesto subgrupo de
BCMV (Dijkstra y Khan, 1992; McKern er al., 1992), que en un
futuro proximo quizd englobe a todos estos potyvirus bajo la
denominacién comun de un unico virus o subgrupo de virus.

LLa problematica interpretacion de los andlisis serologicos
utilizando exclusivamente anticuerpos policlonales en el caso de los
potyvirus (Shukla er al., 1988b) se hace patente en los resultados
de este trabajo: el 58% de las muestras de serotipo A fueron
reconocidas en ELISA por el policlonal B-especifico, y el 29% de las
muestras de serotipo B por el policlonal A-especifico. Aunque no se
descarta gque, asignando los serotipos a las muestras exclusivamete
en funcién de las reacciones frente a los monoclonales especificos,
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se esté perdiendo alguna muestra con epitopos no reconocibles por
el monoclonal especifico, la diferenciaciéon de serotipos basada en
las reacciones frente a policlonales se excluye claramente, asi como
la ya de por si compleja diferenciacion de aislados de serotipo B
frente a potyvirus relacionados.

La caracterizacion bioldgica de aislados de BCMV puede tener
un interés practico en programas de mejora genética cldsica, que
facilite la eleccién, entre los genes de resistencia descritos, de
aquellos a introducir en las lineas de interés, en funcion de las
cepas del virus presentes en cada zona. Un estudio epidemioldgico
amplio deberfa ser una labor previa al abordaje de lineas de
seleccion y mejora, ya que de otra forma, la resistencia conseguida
podria verse vencida en poco tiempo por las cepas presentes en la
regién, sin tener en cuenta la posible introducciéon de nuevos
aislados.

El sistema propuesto por Drijfhout (1978), aceptado
internacionalmente (Drijfhout et al., 1978), diferencia cepas segin
su comportamiento frente a once grupos de cultivares de Phaseolus
vulgaris con distintos genotipos de resistencia para BCMV. Este
sistema puede presentar un gran ndimero de indeterminaciones en
el caso de infecciones mixtas por mds de una cepa, llegandose a
situaciones dificilmente interpretables, o simplemente, escapes por
enmascaramiento de unas cepas con otras (ver tabla 2). Por otra
parte, no es extrafio encontrar en la literatura referencias acerca de
aislados de BCMV con comportamientos atipicos al ser inoculados
sobre el grupo de cultivares indicadores (Silbernagel er al, 1986;
Mattos y Ferndandez, 1987). dificilmente asignables a alguna de las
cepas, o bien produciendo sintomas distintos a los descritos en
algunos grupos. S6lo ha de considerarse, por tanto, como un sistema
indicativo, y en ninguin caso cerrado, para la clasificacién de cepas
del virus.

Los datos de caracterizacion biolégica de aislados de BCMV
obtenidos en este trabajo muestran que NL3 podria ser la cepa de
serotipo A prevalente en las regiones muestreadas, ya que los cinco
aislados caracterizados, procedentes de dos provincias distintas,
mostraron un comportamiento idéntico al descrito para esta cepa
(Drijfhout et al., 1978). En cuanto al serotipo B, los cuatro aislados
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analizados fueron identificados como cepas NL4 y US5 (Fla). Dada la
himitacion numérica de este ensayo biolégico, no se descarta en
absoluto la presencia de otras cepas del virus en los aislados de
campo espafoles, aunque si sorprende la baja representacion de las
al menos diez cepas distintas descritas para el virus. Cabe pensar en
un fendémeno de competencia o colonizacién de una o un pequefio
ntimero de cepas del virus en una zona concreta, aunque la
confirmacion de esta hipodtesis requeriria la caracterizacién de un
nimero mas elevado de aislados procedentes de cada una de las
zonas estudiadas.

En resumen, la elevada presencia de los dos grandes grupos
de cepas de BCMV en los campos de judia espafoles, hace necesario
el planteamiento de wunas normas estrictas de circulacién de
material vegetal libre de virus, especialmente semillas, ya que es
sabido que la infeccion por BCMV de lotes de semilla constituye un
in6culo primario en los campos, que posteriormete es dispersado
por los afidos vectores de manera no persistente (Klein et al., 1989),
siendo también frecuente la introduccidén, a través de semillas
infectadas, de nuevas cepas del virus en zonas donde se habian
introducido por mejora genes de resistencia frente a las cepas
"domésticas” del virus, produciéndose pérdidas econdémicas
importantes (Providenti er al., 1984).

La aplicacion de los métodos de diagndstico disponibles, asi
como el desarrollo de nuevas técnicas mas sensibles, han de ser
objetivos importantes en el control de este potyvirus, asi como el
abordaje biotecnolégico que permita la generacién de nuevas
formas de resistencia.

2. Secuenciacion del gen de la capsida y region 3' no codificante
de dos aislados de distinto serotipo de BCMV

[La falta de informaciéon molecular suficiente para aportar
nueva luz en la aparente complejidad existente entre los aislados de
serotipo A y B de BCMV, asi como el abrir nuevas vias que
permitieran el desarrollo de estrategias de control, hizo
especialmente interesante el proyecto de secuenciacion parcial de
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un aislado perteneciente a cada serotipo. Se secuenciaron los
extremos 3" de los RNAs gendmicos de los aislados J-8 de serotipo B,
de Valladolid, y del aislado J-56 (cepa NL3), de Leodn, abarcando el
gen de la proteina de la cdpsida y la regién 3' no codificante (3’
NCR).

El gen de la proteina de la cdpsida ha sido hasta el momento el
de mayor peso en la clasificacion taxonémica de potyvirus (Ward y
Shukla, 1991; Ward et ai., 1992). Shukla y Ward (1988) observaron,
comparando las secuencias aminoacidicas de las capsidas de 17
cepas de 8 potyvirus distintos, que la similitud de secuencia se
ajustaba a una ditribucién bimodal, con similitudes comprendidas
entre 38-71% para distintos potyvirus, con la mayor variabilidad
concentrada en el extremo N-terminal de la proteina, y de un 90-
999% para cepas del mismo potyvirus.

El grado de similitud encontrado entre las proteinas de la
capsida de J-8 y NL3 fue de un 76%, similar al 74% obtenido para
las cepas NL4 (serotipo B) y NL8 (serotipo A) secuenciadas por
Vetten et al. (1992), lo que representa unos valores intermedios
entre los propuestos para cepas y para virus distintos. Estos tdltimos
autores lanzaron la primera propuesta para considerar a las cepas
englobadas en los dos serotipos como dos potyvirus indepedientes.

En cuanto al grado de identidad existente entre cdpsidas de
aislados del mismo serotipo, se obtuve un 90,7% para los aislados de
serotipo B, J-8 y NL4, y un 98,6% para los de serotipo A de las cepas
NL3 y NL8. Estos valores parecen indicar que la proteina de la
capsida de los aislados de BCMV-A estd muy conservada,
produciéndose solo dos sustituciones aminoacidicas a lo largo de
toda la proteina. Este altimo dato fue también observado por
McKern et al. (1992), mediante el estudio de perfiles de HPLC.

Los valores de similitud existentes entre las capsidas de los
dos aislados de serotipo B, J-8 y NL4 (90,7%), plantean el problema
de estar en el limite de los valores propuestos, ya que se considera
un 90% de identidad como el minimo para ser considerados cepas
del mismo potyvirus. La cdpsida en estos aislados no parece estar
muy conservada, especialmente observando el extremo N-terminal
de la proteina, donde mapea el 71% de las sustituciones.
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Es de destacar el elevado grado de identidad observado entre
J-8 yv PStV (91,3%), similar, e incluso ligeramente superior al
existente entre J-8 y NL4 (90,7%), y entre NL4 y PStV (89,5%),
sugiriendo la reconsideracién de PStV como una cepa de BCMV. Una
vez mas, se pone de manifiesto la complejidad implicita a los
tradicionalmente considerados como aislados de serotipo B de
BCMV.

Con respecto a la region 3' NCR, Frenkel er al. (1989),
comparando las secuencias de 13 cepas de 7 potyvirus distintos,
observaron similitudes comprendidas entre 83-99% para cepas del
mismo virus, y entre 39-53% para virus distintos. Los valores
obtenidos en este trabajo para los aislados de distinto serotipo
secuenciados (J-8 y NL3) fue de un 70%, similar al 71% encontrado
para los aislados de las cepas NL4 y NL8 (Vetten et al.,, 1992).
Nuevamente, estos valores caen en una zona intermedia entre los
propuestos para cepas y para virus distintos, mientras que
analizando las 3' NCRs de aislados del mismo serotipo, se obtienen
valores mucho mads altos, tanto en el caso de J-8 v NL4, con un
08.4% de identidad, como en el de NL3 y NLS8, con un 96,3%. Este
dltimo resultado parece indicar que la 3° NCR estd bastante
conservada entre aislados del mismo serotipo, incluso en los de
serotipo B, a diferencia de Jo observado para la capsida.

La informacion molecular de este grupo de virus, pone de
manifiesto que el sistema y criterios de clasificacion de potyvirus y
sus cepas no son aplicables en muchos casos de manera directa,
atendiendo a los valores de similitudes de la proteina de la cdpsida
y 3" NCR. Frenkel et al. (1991) encontraron una inesperada
diversidad en la secuencia del extremo N-terminal de la cdpsida de
dos cepas del virus del mosaico de la cafia de azicar, SCMV (SCMV-
SC y MDMV-B), de manera que, considerando la proteina completa,
la identidad de secuencia entre ellos era del 77%, situdndolas
claramente como virus distintos, mientras que si Se prescindia de la
zona altamente variable, de 44 y 59 residuos respectivamente, el
valor obtenido era del 92%, asignable a cepas del mismo potyvirus.
No parece acertado, por tanto, considerar estos valores de similitud
de wuvna manera absoluta para la asignacién de parentescos, siendo
preciso un andlisis mas detallado de la distribucién de las
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diferencias, y no descartdndose, a medida que vaya siendo
disponible la informacién de secuencia de un mayor numero de
potyvirus, como se pone de manifiesto en los resultados de este
trabajo, la existencia de valores claramente intermedios entre los
propuestos, no ajustables directamente a la distribucion bimodal
(Shukla v Ward, 1988).

En resumen, la compleja interpretacion de los valores
obtenidos, indica que la clasificacidon de aislados de este virus
requiere un estudio comparativo mds amplio, como el gque se
propone a continuacion, introduciendo en el andlisis otros potvvirus
estrechamente relacionados, e intentando establecer un marco
evolutivo y taxonémico en el que las relaciones de los aislados de
BCMYV queden mejor definidas.

3. Analisis filogenético de BCMV

La inferencia de relaciones filogenéticas a partir de datos
moleculares requiere la aplicaciéon de una metodologia apropiada de
entre todas las técnicas descritas. La extrapolacién directa de los
métodos aplicados a organismos eucariéticos al caso de los virus
cuvo genoma es RNA ha conducido a una serie de errores
conceptuales, implicitos a los planteamientos del analisis, como es el
caso de asumir la existencia del equivalente a un reloj molecular en
la evolucién de los virus (Rybicki y Shukla, 1992). El supuesto
anterior implica que la tasa de evolucion de los individuos
analizados ha sido constante, y las diferencias en las fechas de
aislamiento despreciables, y que, por tanto, las distancias genéticas
existentes entre ellos tienen propiedades ultramétricas, es decir,
gue cada antecesor comin es equidistante de todos sus
descendientes.

En el caso de los virus RNA, a diferencia de los organismos
eucariotas, dadas sus elevadas tasas de evolucion (Domingo vy
Holland, 1988), incluso en caso de existir un reloj molecular, las
distancias podrian no ser ultramétricas por el mero hecho de que
los aislados no fueran contemporancos.
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El considerar que la distancias genéticas son ultramétricas, o
no, conlleva grandes diferencias en la metodologia a aplicar en el
analisis filogenético, por lo que, en el caso de las secuencias de la
proteina de la cdpsida y 3' NCRs de BCMV y los potyvirus que
infectan leguminosas mas relacionados, se realizé previamente el
test de tasa de evolucién desigual ("inequality rate test”)
(Felsenstein, 1984), cuyo resultado indica claramente que no se
puede asumir que las distancias genéticas existentes entre las
secuencias analizadas sean ultramétricas. Este resultado descarta la
aplicacion de métodos de reconstruccion filogenética de la familia
del UPGMA (Sokal y Rolfh, 1981). escogiéndose para la derivacidn
de arboles filogenéticos el método de "neighbour-joining” (Saitou vy
Nei, 1987) por su eficiencia (Sourdis y Nei, 1988).

Otro punto de discusion es la aplicacién del andlisis estadistico
en la reconstruccion filogenética, que permite evaluar la fiabilidad
de los arboles inferidos y la significaciéon de cada uno de los nodos
de é€ste, estableciéndose asi un entorno de parentescos estable, en el
que se puede situar un nuevo aislado de manera rapida y fiable
(Felsenstein, 1988).

En el estudio filogenético realizado en este trabajo, se
incluveron las secuencias de los dos aislados espaiioles de BCMV
secuenciados, los dos secuenciados por Vetten et al. (1992), y 10
aislados de potyvirus que infectan leguminosas, considerados como
relacionados con BCMYV,

En el arbol inferido para las proteinas de la capsida se
aprecian dos grandes lineas: una de ellas constituida por BYMV vy
CIYVV, y otra, que comprende al resto de los aislados. Dentro de
esta segunda linea, los atslados de serotipo B de BCMV formarian un
grupo aparte, junto con PStV, e independiente del grupo constituido
por las cepas de serotipo A, La informacidén contenida en la cdpsida
no permitio, st embargo, resolver significativamente el orden de
ramificaciéon de las sublineas.

En el éarbol inferido para las 3° NCRs disponibles se observo
una topologia similar al de las cdapsidas, confirmandose asi la
identidad de los grupos, y revelando la existencia de dos relaciones
de parentesco, no apreciables en el arbol de las proteinas de la
cdpsida, que eran estadisticamente significativas: la existente entre

Discusion 111



WMV 2, SbMV vy los aislados de serotipo B, por un lado, y, por otro,
la de las cepas del serotipo A con el recientemente descrito SAPV,
con el que constituyen una linea independiente.

La region 3' NCR de los potyvirus ha sido considerada de
utilidad para resolver parentescos entre cepas del mismo potyvirus
(Frenkel et al., 1991), e incluso se han establecido subgrupos en
base a la presencia de secuencias consenso en esta zona (Uyeda
1992). Rodriguez Cerezo et al. (1991) describieron que una
insercién de 58 nt en una estructura tipo tallo-bucle ("stem-loop”)
en fa 3' NCR del virus del moteado de los nervios del tabaco (TVMYV)
atenuaba la expresiéon de sintomas, localizando de este modo un
determinante de gravedad de sintomas en esta regién del genoma.
Por otra parte, Van Der Viugt et al. (1993), realizando un andlisis de
estructura secundaria de RNA de las 3' NCRs de 12 aislados de PVY,
encontraron cuatro estructuras tipo tallo-bucle en las que las
secuencias de los bucles daban un agrupamiento similar al obtenido
comparando sus capsidas y sus 3° NCRs completas, sugiriendo una
significacion bioldgica para estos elementos estructurales. A pesar
de su todavia muy desconocido, pero claramente importante papel
en el ciclo biolégico del virus, esta zona ha sido considerada
irretevante para establecer parentescos entre potyvirus distintos
(Frenkel er al., 1991; Rybicki y Shukla, 1992). Los resultados
obtenidos en el andlisis de las 3' NCRs de BCMV y potyvirus
relacionados pone de manifiesto una situacidon muy distinta: al
menos en el rango de las distancias genéticas que caracterizan al
grupo analizado, la regién 3 no codificante mostré un contenido
informativo mayor que la proteina de la cdpsida, sugiriendo para
esta zona del genoma un papel de mayor relevancia en los estudios
filogenéticos y, por tanto, de mayor utilidad en los criterios
taxonomicos aplicables a potyvirus.

La complejidad evidente en las interrelaciones de los aislados
y cepas de BCMV con los potyvirus de leguminosas analizados. y el
hecho de que filogenéticamente los aislados de distinto serotipo
estén mads proximos a otros virus que entre si, hace necesaria una
revision en profundidad de la posicién taxondémica de dichos
aislados. Parece razonable la propuesta de considerarlos en conjunto
como un subgrupo (Dijkstra y Khan, 1992) en el que habria que
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definir las entidades consideradas como virus independientes, vy
donde claramente coexistirian al menos dos potyvirus distintos,
incluvendo a los aislados de serotipo A y B de BCMYV
respectivamente.

4. Deteccion de BCMV mediante transcripciéon inversa y
amplificacion enzimatica

ILLa tecnologia asociada a la reaccidén en cadena de Ia
polimerasa (PCR} (Saiki er al.,, 1985) ha sido extensivamente
aplicada como método de amplificacién "in vitro” de genomas
virales. tanto constituidos por DNA (Rybicki y Hughes, 1990;
Pasamontes er al., 1991; Soler er al.. 1991), como por RNA, en cuyo
caso se introduce un paso previo de transcripeion inversa (RT-PCR)
(Vunsh 1990; Jones 1991; Korschineck et af.,, 1991; Nicolas y
Laliberté, 1991; Robertson et al., 1991). Un método de amplificacion
de amplio espectro de potyvirus mediante cebadores degenerados
fue descrito por Langeveld er al. (1991).

Kohnen et al. (1992) desarrollaron el primer sistema de
deteccion especifica por PCR de un virus transmisible por semilla,
en concreto del patotipo Pl del virus del mosaico del guisante
transmitido por semilla (PSbMV), a partir de extractos de hojas,
raices. pétalos, polen y distintas partes de la semilla. En este
trabajo. un resultado sorprendente fue la amplificacion a partir de
extractos de ejes embrionarios de semillas procedentes de plantas
infectadas, pero no de las testas o cubiertas seminales, que eran
positivos en ELISA.

En un sistema tan complejo y heterogéneo como es el de los
aislados virales cldsicamente considerados como serotipos A y B de
BCMV ., resultaba especialmente sugerente el desarrollo de un
sistema especifico de amplificacion diferencial de ambos grupos,
teniendo en cuenta, ademads, la dificil interpretacién del
comportamiento seroldgico de los aislados de serotipo B debido a las
numerosas reacciones cruzadas en ELISA con otros aislados
potyvirales estrechamente relacionados.
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Por otro lado, el disponer de un método sensible de deteccién
de este virus, que permitiese la identificacién especifica en lotes de
semilla, proporcionaria una herramienta eficaz en su control
epidemiologico.

En este trabajo, mediante un sistema constituido por tres
cebadores (A, B y (), se ha conseguido la amplificacion diferencial
de los dos grupos de aislados, a partir de muestras de hoja y
semilla, asi como la amplificacién simultinea de aislados de ambos
Serotipos en un {nico ensayo.

LLa metodologia aplicada a los ensayos de amplificacién
enzimitica no conlleva ningun tipo de extracciéon de 4cidos nucleicos
previa, y estd basada en : a) realizacién de la transcripcidn inversa
y PCR directamente en el extracto vegetal de hoja o semilla
(referido en este trabajo como RT-PCR), siguiendo bdsicamente el
protocolo descrito por Borja y Ponz (1992); b) la inmunocaptura
previa de las particulas virales por adsorcién a un soporte sdlido
mediante anticuerpos especificos (PCR-INIA, Nolasco et al., 1993).

La comparacion de las técnicas de deteccion utilizadas es un
tema delicado, ya que, en el caso de ELISA frente a PCR, se trata de
la deteccion de proteinas virales, y de dcidos nucleicos en el
segundo caso. Incluso entre los dos protocolos de PCR wutilizados
existe una diferencia importante, que es la introduccién de un
anticuerpo en uno de ellos, cuyas caracteristicas y concentracion
pueden ser variables adicionales. Resulta indicativo, no obstante,
realizar una vision global e integrada de los resultados, con el fin de
valorar la "aplicabilidad” de cada una de las técnicas, partiendo de
la premisa de que todas ellas tienen validez por si mismas, y
pueden ser utilizadas de manera reproducible y fiable en el
diagnoéstico de virus.

La cantidad minima de material infectado detectable varié en
funcion del protocolo seguido, de la combinacion de cebadores, y del
tipo de extracto (tabla 17). Con la pareja de cebadores A/C se llegd a
detectar | pg de material vegetal infectado procedente de hoja, sin
apreciarse diferencias en cuanto al protocolo de amplificacién
seguido. Sin embargo, tratindose de extractos de semillas
infectadas, se observé una diferencia de dos oOrdenes de magnitud a
favor del método que conlleva inmunocaptura (PCR-INIA). Este
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resultado se repitid en el caso de los cebadores B/C, aunque la
diferencia fue algo menor, de un orden de magnitud. Sin embargo,
los ensayos de RT-PCR con los cebadores B/C a partir de muestras
de hoja. resultaron ser tres Ordenes de magnitud mds sensibles que
los paralelos de PCR-INIA, lo que supone el limite maximo de
deteccion alcanzado, una dilucién 10-'1, equivalente a 0,1 pg de
material vegetal, valor muy inferior a los 60 pg de material
infectado por el virus del cascabeleo del tabaco (TRV) detectados
por Robinson (1992), o a los 4 mg de tejido de vid infectada con el
virus del entrenudo corto infeccioso de la vid (GFLV) detectados por
Rowhani et al. (1993).

Los niveles de deteccion obtenidos por ELISA fueron siempre
muy inferiores a los alcanzados mediante PCR, siendo de 1 pg y de
10 pg de matenal infectado, segin se tratara de hoja o semilla
respectivamente. Estos valores suponen dos drdenes de magnitud
de diferencia para semilla, con respecto al limite mds bajo obtenido
por PCR, y de cinco con respecto al mdas alto. En el caso de muestras
de hoja, las diferencias oscilan entre tres y seis drdenes de
magnitud.

El hecho de que los niveles de deteccion de BCMV en semilla
fueran siempre considerablemente inferiores a los conseguidos en
planta es compatible, por un lado, con la posible presencia de
polifenoles en estos extractos, y por otro, con el bajo titulo viral
generalmente existente en semilla. Wang er al. (1985) encontraron
que la distribucién del antigeno viral de BCMV era muy errdtica
dentro de las distintas partes de la semilla, y podria no estar
asociada en alguna de ellas, como en el caso de PSbMV (Kohnen e?
al., 1992), a la presencia de RNA ampliticable por PCR. Puede
tratarse, por tanto, de un efecto conjunto, ya que la detectabilidad
en semilla mediante PCR-INIA, es decir, con inmunocaptura previa
del virus, siempre fue mayor que en los ensayos directos en ¢l
extracto vegetal integro.

La amplificacién de PStV mediante los cebadores B y C,
combinaciéon disefada para la amplificacién de los aislados de
BCMV-B, confirma el alto grado de parentesco existente entre ellos,
puesto de manifiesto también en estudios serolégicos (Mink vy
Silbernagel, 1992) y filogenéticos (Rybicki y Shukla, 1992; Siiz et
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al.. 1993). La zona 5 adyacente a la regidon de reconocimiento de la
proteasa Nla de PStV no pudo ser analizada durante el disefio del
cebador B al no ser disponible dicha secuencia, siendo predecible
una similitud de secuencia elevada entre ellos en esta zona,
conservada entre los aislados de serotipo B de BCMYV, pero con
grandes diferencias respecto a otros potyvirus.
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ANEXO A LA DISCUSION

En el ejemplar del mes de octubre de! volumen 74 de Journal
of General Virology, Khan et al. (1993) publicaron la secuencia del
gen de la proteina de la cdpsida y 3' NCR de tres aislados de BCMV y
uno de BICMV. Los aislados de BCMV pertenecen a las cepas NLI,
NL3 y NYI15, y el de BICMV a la cepa W. En este trabajo, la
comparacion de dichas secuencias revela una similitud en la
proteina de la cdpsida comprendida entre 94-97%, y de un 93-96%
entre sus 3 NCRs. Por el contrario, la cédpsida de NL3 mostro
similitudes del 87-89% con NLI1, NYI5 vy W, y su 3' NCR de 56-63%.
Estos valores les conducen a concloir que NL1, NY15 y W han de ser
considerados cepas del mismo virus, mientras que NL3 es una cepa
de un potvvirus distinto.

El aislado secuenciado por nosotros de la cepa NL3 muestra
una simihitud del 97.7% a nivel de aminodcido con el secuenciado
por Khan er al. (1993), con tres sustituciones en el extremo N-
terminal de la proteina. Se confirma de nuevo el alto grado de
conservacion de la cdpsida en los aislados considerados
clasicamente de serotipo A de BCMV.

Respecto a los aislados de serotipo B, el nivel de identidad es
de! 95% entre J-§ y NL1, y también entre J-8 y NYI15, ligeramente
superior al 91% de similitud entre J-8 y la cepa NL4 secuenciada
por Vetten er al. (1992). La similitud entre J-8 y la cepa W de
BICMV es del 94,7%. Los valores entre aislados de distinto grupo
fueron similares a los descritos, oscilando entre el 76-85%.

En cuanto a la 3' NCR, la identidad entre los dos aislados de
NL3 es del 97,5%, y la existente entre el aislado J-8 y NLI1, NY15 y
W oscila entre 96,5-98%. Entre los aislados de distinto grupo, la
similitud tue del 70,5-72%.

La posicién filogenética que ocuparian los nuevos aislados
secuenciados por Khan er al. (1993) respecto a los analizados en
este estudio se muestra en las figuras 34 y 35.

El analisis de las zonas correspondientes a las secuencias de
los cebadores A, B y C indica que no existen diferencias a nivel de
secuencia en dichas zonas, que pudieran dificultar la hibridacion de
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alguno de los cebadores en las reacciones de amplificacién de NLI,
NYI5 y NL3, asi como de BICMV-W. Este hecho se confirma
empiricamente por ¢l amplio espectro, en cuanto a capacidad de
amplificacidn, mostrado por los tres cebadores.

Los valores obtenidos en el trabajo citado, y las conclusiones
que de €1 se desprenden, apoyan los datos presentados y discutidos
en esta Tesis. confirmando, por otro lado, la necesaria reclasificacién
taxonémica de los aislados de BCMV y potyvirus relacionados.
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Figura 34. Arbol filogenético derivado de las secuencias de la
proteina de la capsida de BCMV, potyvirus relacionados (tabla 11) y
de BCMV NL3 (NL3 ), NLI, NY15 y BICMV-W (Khan et al., 1993).
Las distancias verticales son arbitrarias. Las distancias horizontales
representan el namero de sustituciones por sitio a la escala indicada
en la figura. La doble linea en los puntos de bifurcacion representa
la desviacion estdndar de la longitud de la rama correspondiente.
*** indica que el punto de ramificacién es significativo para a<(0,001
y ** para 0<0,01. Los puntos de ramificacién restantes no son
significativos para o<0,05.
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Figura 35. Arbol filogenético derivado de las secuencias
nucleotidicas de las 3' NCRs de BCMYV, potyvirus relacionados (tabla
11) y de BCMV NL3 (NL3 II), NLi, NY15 y BICMV-W (Khan et al.,
1993). Las distancias verticales son arbitrarias. lLas distancias
horizontales representan el nimero de sustituciones por sitio a la
escala indicada en la figura. La doble linea en los puntos de
bifurcacion representa la desviacién estandar de la longitud de la
rama correspondiente. *** indica que el punto de ramificacidén es
significativo para o<0 001 y * para a<0,05. Los puntos de
ramificacidn restantes no son significativos para o<0,05.
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VI. RESUMEN Y CONCLUSIONES

En la presente Tesis, se ha abordado la caracterizacion
biologica, serolégica y molecular de aislados del virus del mosaico
comun de la judia (BCMV), procedentes de muestras de campo de
distintas regiones espanolas.

En un estudio epidemioldgico realizado mediante
prospecciones de campo en once provincias, BCMV ha sido el
potyvirus mds frecuentemente encontrado infectando judia, y se
han caracterizado por ELISA, con una serie de anticuerpos
monoclonales y policlonales, sus aislados, pertenecientes a dos
grupos de cepas: los serotipos A y B.

Mediante ensayos biolégicos utilizando cultivares diferenciales
de Phaseolus vulgaris. se ha determinado la presencia de tres cepas
de BCMV.

Se ha realizado paralelamente un estudio molecular mediante
la secuenciacion de la region 3' terminal del genoma viral (gen de la
proteina de la cdpsida v regién 3' no codificante) de dos aislados de
distinto serotipo, que ha permitido realizar un estudio comparativo
con aislados secuenciados previamente, asi como con otros
potyvirus.

Mediante el andlisis filogenético basado en los datos
moleculares obtenidos en este trabajo, y los disponibles sobre BCMV
y otros potyvirus relacionados que infectan leguminosas, se ha
establecido un marco taxondémico en el que las relaciones de
parentesco entre estos virus aparecen mejor definidas.

Utilizando Ja informacion de secuencia disponible, se ha
desarrollado un método molecular de diagnéstico de los dos grupos
de aislados, considerados como serotipos de BCMV a partir de
extractos de hoja y de semilla mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR).

Las conclusiones de este trabajo son las siguientes:

En el cultivo de judia destaca la elevada incidencia de
infecciones producidas por potyvirus: el 75% de las muestras
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analizadas. De entre ellos, el virus del mosaico comun de la judia
(BCMV) es el mas importante, ya que fue el responsable del 81% de
las infecciones potvvirales.

Se ha detectado la presencia de cepas necroticas del virus,
pertenecientes al serotipo A en el 8% de las muestras BCMV
positivas, lo que supone una incidencia mucho menor a la de las
cepas del serotipo B, que constituyeron el 84% de las infecciones
producidas por BCMV. En el 8% restante se ha detectado por ELISA
la presencia simultinea de los dos tipos de aislados.

Las reacciones cruzadas entre los anticuerpos policlonales
especificos de serotipo utilizados, excluye su aplicaciéon en la
diferenciacion de aislados de BCMV. Los anticuerpos monoclonales
especificos distinguieron eficazmente entre los aislados de los dos
serotipos, aunque se han descrito reacciones cruzadas entre el
monoclonal 15E5 B-especifico y otros potyvirus relacionados. Un 6%
de las muestras reacciond con alguno de los anticuerpos policionales
y/o el monoclonal de amplio espectro para BCMV, pero no frente a
los monoclonales especificos de serotipo, por lo que podrian estar
infectadas por potyvirus relacionados en mayor o menor grado a
BCMV.

Los aislados de serotipo A caracterizados biolégicamente
mostraron un comportamiento idéntico al descrito para la cepa NL3
de BCMV, mientras que los aislados de serotipo B fueron asignados
a dos cepas: NL4 y USS5/Fla.

El estudio comparativo de secuencias y el andlisis filogenético
realizados ponen de manifiesto la complejidad implicita a las
relaciones entre los aislados de BCMV y con otros potyvirus
relacionados que infectan leguminosas. Los aislados de distinto
serotipo parecen estar mas préximos a otros virus que entre si, lo
que apoya su reclasificacion como potyvirus distintos. Los aislados
de serotipo A constituyen una linea independiente en la que el
SAPV es el virus mas cercano a ellos, mientras que los aislados de
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serotipo B podrian ser considerados junto con, al menos PStV y
BICMV-W, como otro potyvirus distinto.

En el rango de las distancias genéticas que caracteriza al grupo
de virus analizado, la 3° NCR mostré un contenido informativo
mayor que la proteina de la capsida, revelando parentescos
significativos, como los existentes entre las cepas de serotipo A vy
SAPV, o el de WMV 2, SbMV vy los aislados de serotipo B de BCMV,
sugiriendo para esta zona del genoma un papel de mayor relevancia
en los estudios filogenéticos y, por tanto, en los criterios
taxonomicos aplicables a potvvirus.

Se ha desarrollado un sistema de deteccidn diferencial de los
cliasicamente considerados como aistados de serotipo A y B de BCMV
en semilla. La sensibilidad del ensayo permite detectar hasta 100
pg de harina procedente de lotes infectados.
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ANEXO 1



N: VARIEDAD/TIPO PROCEDENCIA FECH JINTOMAS ORIGINALES PIY bs- {SES bedd L2 NY:IS NL:8 TROS VIRUS

J-1 Rifidn Sta. Marta del Péramo (LE) 6/1/89 M. necrosis, enaciones +

J-2 Canellim Sta. Maria del Paramo (LE) 6/7/89 M. necrosis, enaciones +

J-3 Rifion Sta. Marfa del Paramo (LE) 6/7/8% M A, fruto amarillo -

1-4 Rifién Sta. Marta del Paramo (LE) 6/7/89  cnaciones +

J-5 Canetlini Pedrajas {VA) 6/7/89 M, necrosis, enaciones -

J-6 Canellini Pedrajas {VA) 6789 MA -

1-7 Canelling Pedrajas (VA 24770 M, enaciones y disiorsion hojas +

J-3 Caneltini Pedrajas (VA) 12/9/90 M. enaciones, amarillcamiento, "grasa” + + + - - +

1-9 Ajco Villa del Prado (M) 279090 MC +

J-10 Garrafal Oro Villa del Prado (M) 279/90 M C, enaciones, bandeo de vena + - - - - - - BYMV, CMV
J-11 Garrafal Oro Villa del Prado (M) 27/9/90  bandeo de vena, enaciones leves +

J-12 Muisica Villa del Prado (M) 27/9/90 M. bandeo de venas, enaciones, fmuto no cuaja +

J-13 Garrafal Oro Villa del Prado (M) 27/9/90  bandeo de vena, hoja retorcida +

J-14 Garrafal Oro Villa del Prado (M) 27/9/90 M C. se acaba secando la planta + UMV
J-15 Garrafal Oro Villa del Prado (M) 27/9/90 M, enaciones + My
J-16 Garrafal Oro Villa del Prado (M) 27/9/90 ptos amarillos. amarillearniento, mal estado +

J-17 Garrafal Oro Villa del Prado (M) 7/11/90  ptos amarillos y M ligero +

J-18 Garratal Oro Vitla del Prado (M) 71190 M A suave +

J-19 Garratal Oro Villa del Prado (M) 7/11/90  pios amarilios, M A +

1-20 Garralul Ore Villa del Prado (M) L0 planta y hojas en mal estado +

J-2i Garrafal Oro Villa del Prado (M) /1190 planta y hojas en mal estdo +

.22 Midsica Viila del Prado (M) /90 hojas amarillas y M A -

123 Muisica Villa del Prado (M) 71190 plos amarillos y M C

J-24 Muisica Villa del Prado (M) 71190 M A suave, enaciones -

J-25 Pinta Riego del Monte (LE) 87/91 MC + + + - - + -
1-26 Pinta Riego del Mome (LE) 87/91  sin sintomas - - - - - - -
1-27 Pinta Riego del Monte (LE) 8/1/9% M, enaciones + + + - - + -
I-28 Pinta Riego dei Monte (LE) 87/91 M C, enaciones + + + - - - -
J-29 Pinta Riego del Monte (LE) 8/1/91  deformacidn foliar. enaciones suaves + + + - - + +
J-30 Pinta Riego del Monte (LE) 8/1/91 M C. deformacioén [oliar, enaciones + + + - - +

-3 Pinta Ricgo del Monte (LE) 8/1/91 M C, deformaci6n foliar, enaciones + + + - - + -
}-32 Pima Riego del Monte (LE) 8/7/91 M C. deformacion foliar, enaciones + + + - - + -
P33 it Riego del Monte (LE) RO MO deformacion foliar, enaciones + + + +

1-34 Pirta Riego del Mounte (LE) 8791 M C, deformacion toliar, enaciones + + + . + -

J-35 Pinta Riego del Monte (LE) 8/7/91 M amarillo



Nt
1-36
1-37
1-3%
139
1-40
J-41
1-42
1-43
J-44
J-45
1.46
1-47
j-48
J-49
J-50
IS5l
)52
1.53
1-54
J-55
1-56
1-57
I-38
J-39
J-60
J-61
1-62
1-63
104
J-65
I-66
1-67
1-68.1
1-69.5
1-70

VARIEDAD/TIPO PROCEDENCIA

Pinta

Pinta

Pinta

Pinti

Pinta

Pinta

Pinta

Pinta
Redondilla
Redondilla
Redondilia
Redondiila
Redondilla
Morada Larga
Morada Larga
Muorada Targa
Morada Larga
Morada Larga
Morada Larga
Canellini
Canellini
Canellini
Garrafal Oro
Garrafal Oro
Garrafal Oro
AH-22
AH-16
AH-16
Canela
Canela
Canela
Canela
autocultivo
autocultivo
A-228

Riego del Monte (LE)

Ricgo del Monte (LE)

Riego del Monte (LE)

Riego del Monte (LE)

Riego del Monte (LE)

Riego del Monte (LE)

Riego del Monte (LE)

Riego del Monte (LE)

Riego del Monte {LE)

Riego del Monte (LE)

Riego del Monte (LE)
Riego del Monte (LE)

Riego del Monte (LE)
Cubillas de los (nheros (LE)
Cubillas de los Oteros (LE)
Cubillus de tos Oteros (1)
Cubilias de los Oteros (LE)
Cubilias de 1os Oteros (LE)
Cubillas de los Oteros (LE)
Corbillos de los Oreros (LE)
Corbillos de los Oteros (LE)
Corbillos de tos Oteros (LE)
Fresno de Ja Vega (LE)
Fresno de |a Vega (LE)
Fresno de |a Vega (LE)

Sta. Maria de) Pdaramo (LE)
Stu, Maria del Pdramo (LE)
Sta. Marfa del Paramo (LE)
Laguna Daipa (1LE)

Liguna Dalga (LE)

Laguna Dralga (LE)

Laguna Dalga (LE)

Ventosa de Pisuerga (P)
Quintanarrubias (SO)
Misidn Biologica CSIC (PO)

FECHA
8/1/91
B/191
87191
87191
877791
877/91
8781
871191
87191
8/7/91
871191
8771/91
8791
877191
877/91
#77/91
8/1191
8191
8/7/91
8/7/91
B/1191
87791
8/1/91
8/7/91
871191
877191
81191
871191
R/1191
87191
877191
81191
1571/91
15/7/91
15/9/91

SINTOMAS ORIGINALES
M C. deformacion foliar, enaciones
M C, deformacién foliar, enaciones

M O deformacidn Foliar, enaciones fueeles

M C. deformacién foliar, enaciones
M C. deformacion foliar. enaciones
M C, deformacién foliar, enaciones
M C, deformacion foliar. enaciones
M C, deformacidn foliar, enaciones
M C, enaciones

Amarillecamiento, arrugamiento general
M C. deformacion foliar, enaciones
M C, deformacién foliar, enaciones
Amartlleamiento, arrugamiento general
M amarillo, enaciones

M C, deformacion foliar, enaciones
M C, deformacion foliar, enaciones
M C, deformacicén foliar, enaciones
M C, deformaci6n foliar, enaciones
Arrugamiento, enaciones

M C, enaciones

M C, deformacion folar, enaciones
M C, deformacion foliar. enaciones
M C. arrugamiento fuerte

M C, arrugamiento fuerte. enaciones
M C, arrugamiento tuente, enaciones
Borde rizado. arrugamiento uniforme
M C. enaciones

MC

M C, deformacion foliar, cnaciones
M C, deformacion foliar, enaciones
deformacion foliar, arrugamiento
deformacion foliar, arrugamiento

M C, enaciones

M C, enaciones

M A moteado
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J-T1 237 Misién Biologica CSIC (PQ) 15/9/91 M C, enaciones, deformacion foliar + + + - - + +
12 A-227 (1) Mision Biologica CSIC (PO} 15/9/91 M A, moteado + + + - - + +
J-73 A-22T (2) Mision Biologica CSIC (PQ) £5/9/91 MC. enaciones y deformacion foliar + + + - - + -
J-74 A-227 (B Misi6n Biologica CSIC (PO} 15/9/91 M C. enaciones y deformacion foliar + + + - - + -
J-75 A-227 (4) Mision Biologica CSIC (PO) 15/9/91 M C. enaciones y deformacién foliar + + + - - + -
I-76 Z-11 Misidn Biologica CSIC (PO) [5/9/91 deformacion foliar - - - - - - -
177 Y-f Mision Biologica CSIC (PO) 15//491 M A suave + + + - + .
J-78 V-2 Mision Biologica CSIC (PO) 15/9/61 bandeo de vena. deformacion foliar + + + - - + CMY
1-79 1-10 Mision Biologica CSIC ¢PO) 15/9/91 M C, detormacién foliar. enaciones + + + - +

J-80 Z9 Misidn Biologica CSIC (PO) 15/9/81 M (., deformacion {oliar + + - - - + +
J-81 Z-3 Misién Biologica CSIC (PQ) 15/9/91 deformacion foliar, enaciones + - - - - - -
J-82 207 Mision Biologica CSIC (PO) 15/9/91 M C, deformacion foliar, enaciones + + + - - + + CMV
J-83 MB-X Mision Biologica CSIC (PO) 15/9/91 M C, deformacion foliar, enaciones + + + - - + +
1-84 A-244 Misién Biologica CSIC (PO) 15/9/91 M C, deformacidén foliar + + - + + - +
J-85 N-10 Misién Biologica CSIC (PO) 15/9/91 M C, deformacion foliar, enacioncs + + + - - + -
J-86 MB-Y Misién Biologica CSIC (PO) 15/9/91 M C, deformacién foliar, enaciones + + - + + + +
I-87 Helda Cambados (P() 15/9/91 M C. deformacién foliar, enaciones + + + + + + +
1-88 Helda Cambados (PO) 15/9/91 M C, enaciones + + - + + . +
1-89 Helda Cambados (PO) {resto grano) 15/9/91 M C, enaciones + + + - - + -
1-90 Helda Cambados (PO) 15/9/91 M C. enaciones + + + + + + +
J-91 Helda Cambados (PO) 15/9/91 M C, enaciones + + + + + + +
J-92 Helda Cambados (1700 15/9/91 MO, enaciones + ¥ + + + + +
J-93 Helda Cambados (PO) 15/9/91 M C, enaciones + + - + + - +
J-94 Helda Cambados (PO) 15/9/91 M C, enaciones, deformacién foliar + + - + + - +
J-95 Helda Cambados (PO} 15/9/91 M C, enaciones, deformacién foliar + + + + + + +
1-96 Helda Cambados (PO) 15/0/91 M C, enaciones. deformacién foliar + + + + + - .
1-97 Helda Cambados (PQ) 15/9/91 M ienue - - - - - - -
J-98 Helda Cambados (PO) 15/9/91 MC + + - + + - +
J-99 Helda Cambades (PO) 15/9/91 M tenue - - - - - - ;
1-100 Helda Cambados (PO) 15/9/91 Mienue - - - - - . -
J-101 Helda Cambados (PO) 15/9/91 sin sintomas - - - - - - -
I-102 Helda Cambados (PO} 15/9/91 Mtenue - - - - - - -
J-103 Helda Cambados (PO) (invernadero)  15/9/91 M A suave - - - - - - -
J-104 Heida Cambados (PQ) (invernadero)  15/9/91 clareamiento de vena - - - - - - .

J-105 Femera Cambuados (PO) 15/9/91  sin sintomis - - - - - - -



N YARIEDA/TIPQ  PRQCEDENCIA EECUA  SINTOMAS ORIGINALES PTY hed97 belSES bedd L2 NY-1§  NL-§  QIROS YIRUS

J-106 Femera Cambados (P 15/9/91 M A deformacion foliar - - - - - - -
1-107 Femera Cambados (PQ) 15/9/91 M C, arrugamiento - - - - - - -
I-108 Femera Cumbados (PO) 15/9/91 M C. arrugamiento - - - - - - -
J-109 Femera Cambados (PO) 15/9/91 M C, arrugamiento - - - - - - -
J-110 Helda Cambadoes (PO) (invernadero} 15/9/91  sin sintomas - - . - -

J-111 Helda Cambados (POj (invernadero)  [5/9/91 M wenue - - - - - - -
F-112 Helda Cambados (PO} tinvernadero) 15/9/91 moteado amaritlo tenue - - - - - - -
I-113 Helda Cambados (PO} (invernadero) 15/9/91 M suave - - - - - - -
I-114 Helda Cambados (P()) (invernadero) 15/9/91  sin sintomas + - - - - - -
I-115 Helda Cambados (PO} (invernadero) 15/9/91 M tenue - - - - - - -
I-116 Helda Cambados (PO) (invernadero) 15/9/91 M C, wrugamiento - - - - - - -
J-117 Helda Cambados (PO) (invernadero) 15/9/91 sin sintomas - - - - - - -
J-11¥8 Helda Cambados (PO) (invernadero) 15091 M wene + - - -

J-119 Helda Cambados (PO) (invernadero) 150091 M wnoe - - - - -
1-120 Helda Cambados {PQ) (invemadero) 15/9/91 sin sintomas - - - - -
J-121 Helda Cambados (P} (invernadero) 15/9/91 M C y amarilleamiento - - - - - - -
J-125 autocultivo Quintanarrubias {SO) 6/7/92 M Cl. enaciones + + + - -

I-126 dyutocullivo Quintanamubias (SO) 6/1/92 M (], enaciones + + + - -

J-127 autocultivo Quintanarrubias (SO) 6/7/92 M (], enaciones + + + - -

I-128 autocultivo Quintanamrubias (SQ) 6/7/92 M, borde deformado ondulado + + + - -

1-129 autocultivo Quintanarrubias (SO} 6/7/92 M, cnuciones + + + - -

J-130 autoculivo Quintanarrubias (SO} 6/7/92 M Cl. deformacién foliar + + + - -

J-131 autocultivo Quintanarrubias (SO) 6/7/92 M Cl, handeo de vena + + + - -

J-132 autocullive Quintanarrubias (SO) 6/7/92 M. enaciones, deformacion foliar + + + - -

J-133 autocultive Quintanarrubias (SO) 6/7/92 M. enaciones. deformacion foliar + + + - -

1134 antocultivo Quintanirubias (SO) 6/7/92 M, cnaciones. deformacion foliar + + + - -

J-135 autocullivo Quintanarrubias (SO) 6/7/92 M. enaciones, detormacion loliar + + + -

J-136 aulocultivo Quintanarrubias (SO) 6/7/92 M Cl enaciones + + + -

J-137 autocultivo Quintanarrubias (SO) 6/7/92 M, enaciones, deformacion foliar + + - - -

}-138 dutocultivo Quintanarrybias (SO) 6/7/92 M. enaciones. deformacion foliar + + + -

F-139 autocultive Quintanarrubias (ISO) 6/7/92  bandeo de vena. enaciones + + + -

F-140 autocultive Quintanarrubias (SO) 6/7/92 M CL enaciones. deformacion foliar + + + - -

}-141 autocultivo Quintanamubias (SO 6/7/92 M A. cnaciones + + + - -

F-142 autocultive Quintanarrubias (SO) 6/7/92 M Cl, enaciones + + + - -

1-143 dautocultivo Quintanarmubias (SO) 6/1/92 M Cl, cnaciones, deformacion foliar + + + - -



J-144
J-145
J-146
1147
}-148
J-149
J-150
J-151

J-152
J-153
J-154
J-155
J-157
J-158
J-139
J-160
J-161

J-162
J-163
J-164
J-165
J-166
J-167
J-169
J-170
1171

1-172
J-173
J-174
I-173
I-176
J-177
J-178
1-179
H-180

VARIEDAD/TIPO PROCEDENCIA

autocultivo
autocuitivo
autocultivo
autocuitivo
autocuitivo
autocultivo
autocultive
ankocultivo
autoculivo
aulocultivo
autocultivo
autoculivo
5.4,

s.1.

5.0,

5.1,
autocultivo
autocultivo
autocultivo
autocultivo
autocultive
autocultivo
autocultivo
autocultivo
autocultivo
autocultivo
vainilla

vainilly

Quintanarrubias (SO)
Quintanarrubias (SO)
Quintanarrubias (SO)
Quintanarmubias (SO)
Quintanarrubias (SO)
Quintanarubias (SO}
Quintanarrubias (SO)
Quintanamubias (SO
Quintanarrubias (SO)
Quintanarrubias (SO)
Quintanagrubias (SO)
Quintanarrubias {SO)
Azanaque (SE)
Azanaque (SE)
Azanaque (SE)

El Setiilo (CA)
Azanague (SE)

El Sotillo (CA)
Linares (J)

Linares ()

Linares (1)

Linares (J)

Linares (1)
Quintanutubias (SO)
Quintanarrubias (SO}
Quintanarrubias (S()
Quintanarrubias (SO)
Quintanarrubias (SO)
Ouintanarrubias (SO)
Quintanarrubias (SO)
Quintanamrubias (SO)
Quintanamubias (SO)
Quintanarrubias {(SO)
Ventosa de Pisuerga (P}

Ventosa de Pisuerga (P)

6/1/92
6/1/92
6/7/92
6/7/92
6/1/92
6/1192
6/7/92
6/1/92
61792
6/7/92
6/7/92
6/1/92
771192
171192
171192
171192
7/7/92
771192
771192
11192
11192
7192
771192
2771792
2777092
2171192
297192
2777192
2171192
271792
2771192
2777192
2777192
11/8/92
11/8/92

SINTOMAS ORIGINALES
M. enacicnes

M. enaciones, bandeo de vena

M. enuciones. bandeo de vena.

M. enaciones, deformacion foliar
M. enaciones, bandeo de vena,
bandeo de vena

M. enaciones. deformacion foliar

M (1, cnaciones, deformacion foliar
M Cl. enaciones. deformuacion tolia
M Cl. deformacion fohar

bandeo de vena

Ml

M A, enaciones

bandeo de vena, detformacion foliar
bandeoc de vena, enaciones

M A, enaciones

M A, enaciones, deformacidn loliar
deformacion foliar, enanismo

M. deformacion foliar, enanismo
M. deformacion foliar, enanismo

M A, enaciones

bandeo de vena, enaciones

handeo de vena, enaciones

M C y enaciones

M C, hoja astméurica y con borde amarillo

M A vy bandeo de vena
M

M. hoja deforme y amarilla. enaciones

M

M A_ enaciones y hoja filiforme
bandeo de vena

M vy bandeo de vena

M

M sin enaciones

M. wrugamienio general
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hL
J-181
1-182
J-183
J-184
J-185
J-186
J-187
J-188
J-189
J-160
J-191
J-162
J-193
J-194
J-195
}-196
J-197
J-198
}-199
1200
J-201
}-202
J-203
1-204
3-205
1-206
1-207
J-208
J-209
J-210
J-211
1-212
J-213
J-214
J-215

VARIEDAD/TIPO PROCEDENCI

vainlla
vainilla
vainitla
vainilla
vainilla
vainilla
vainilla
vainilia
vainilla
vainilla
vainilia
vainilia
vainilla
vamilla
vainilla
vainilia
vainilla
vainilla
vainiltla
vainiltla
vainilla
vainilia
vainilla
vainilly
vainiila
vainilli
vamilia
vainilla
vainilla
Roja Morada
Roja Merada
Roja Morada
Roja Morada
Roja Morada
Roja Morada

Ventosa de Pisuerga (P)
Ventosa de Pisuerga (P)
Ventosa de Pisuerga (P)
Ventosa de Pisuerga (P)
Ventosa de Pisuerga (P)
Ventosa de Pisuerga (P)
Ventosa de Pisuerga (P)
Ventosa de Pisuerga (P)
Ventosa de Pisuerga (P)
Ventosa de Pisuerga (P)
Ventosa de Pisuerga (P)
Ventosa de Pisuerga (P}
Ventosa de Pisuerga (P)
Ventosa de Pisuerga (P)
Ventosa de Pisuerga (P)
Ventosa de Pisuerga (P)
Ventosa de Pisuerga (P)
Ventosa de Pisuerga (P)
Ventosa de Pisuerga (P)
Ventosa de Pisuerga (P)
Ventosa de Pisuerga (P)
Ventosa de Pisuerga (P)
Ventosa de Pisuerga (P)
Ventosa de Pisuerga (P)
Ventosa de Pisuerga (P)
Ventosa de Pisuerga (P)
Ventosa de Pisuerga (1)
Ventosa de Pisuerga (P}
Ventosa de Pisuerga (P)
Urarte (Allava)

Urarie (Alava)

Urarte { Alava)

Urarte {Alava)

Urarte (Alava)

Urarte (Alava)

FECHA

11/8/92
11/8/92
11/8/92
11/8/92
11/8/92
L1/8/92
11/8/92
11/8/92
11/8/92
11/8/92
11/8/92
11/8/92
1 H/R/92
148792
1878792
11/8/92
11/8/92
11/8/92
11/8/92
11/8/92
L1/8/92
11/8/92
11/8/92
1178792
11/8/92
1§/8/92
[1/8/92
11/8/92
11/8/92
20/8/92
20/8/92
20/8/92
20/8/92
20/8/92
20/8/92

JINTOMAS ORIGINALES
M y bandeo de vena

M y bandee de venas

M amarille

handeo de venas suave

bandeo de venas

bandeo de venas

M. enaciones. deformacion foliar

M. enaciones

bandeo de venas

M suave

bandeo de venas fuerte

bandeo de venas suave

M, amagamiento general

M. deformacion foliar

M, bandeo de venas suave

M suave, bandeo de venas muy suave
M vy arrugamienio generalizado

bandeo de venas

M A punieado

M suave

bandeo de venas suave, enaciones, (N7
bandeo de venas, deformacion foiiar
(N7

M A y bandeo de venas

M A y arrugamiento

bandeo de vena amanllo

M Ay arrugamiento

bundeo de vena

M y deformacién foliar

umaritieo y arrugamiento generaiizado
amarilieo y arrugamiento generalizado
M A

M y arrugamiento

M fuerte y arrugamiento

sin sfatomas ;ptos necroticos?
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Nt
J-216
J-217
J-218
J-219
1220
1221
3222
3-223
J-224
J-225
3-226
1-227
J-68.2
1-68.3
1-68.4
J-69.1
J-69.2
1-69.3
J-69.4
J-69.6
J-228
J-229
J-230
J-231
J-232
1-233
J-234
J-235
J-236
1-237
J-238
1-239
J-240
1-241
1-242

VARIEDAD/TIPO PROCEDENCIA

Roja Morada
Roja Morada
Roja Morada
Roja Morada
Roja Morada
Roja Morada
Roja Morada
Roja Morada
Roja Moruda
Morada
Guernikesa
Morada
vainilla
vainitla
vainitla
autocultive
autocultivo
autocultivo
autocultivo
autocultivo
Strike
Musica
Pampa

Strike
Garratal Oro
Garrafat Oro
Garrafal Oro
Garrafal Oro
Garrafal Oro
Garrafal Oro
Garrafal Oro
Garrafal Oro
Garratal Oro
Garralal Oro

Perona

Urarte (Alava)
Urarte ( Alava)
Urarte ( Alava)
Uraric ( Alava)
Urarte (Alava)
Urarte (Alava)
Urarte (Alava)
Urarte (Alava)
Urarte (Alava)
Arkante (Alava})
Viltarreal de Alava
Arkante (Alava)
Veniosa de Pisuerga (P)
Ventosa de Pisuerga (P)
Veniosa de Pisuerga (P)
Quintanarrubias (SQ)
Quintanarrubias (SO)
Quintanarrubias (SO)
Quintanarrubias (SO}
Quintanarrubias (SO}
Mojonera (AL)

El Ejido (AL)

El Ejido ¢(AL)
Mojonera (AL)

Vicar (AL)

Vicar (AL)

Vicar (AL)

Vicar (AL)

Vicar (AL)

Vicar (AL)

Vicar (AL)

Vicar (AL)

Vicar (AL)

Vicar (AL)

Vicar 1AL)

20/8/92
20/8/92
20/8/92
20/8/92
20/8/92
20/8/92
20/8/92
20/8/92
20/8/92
1/9/92

1/9/92

1/9/92

15/7/91
15/7/91
15/7/91
1577/91
15/7/91
15/7/91
1577191
15/7/91
23/3/93
22/3/93
22/3/93
22/3/93
22/3/93
22/3/93
22/3/93
22/3193
22/3/93
22/3/93
22/3/93
22/3/93
22/3/93
22/3/93
22/393

INTOMAS {INALES
muchos puntos necrdtices jarrugamiento?
amarilleo fuerte. clorosis

arrugamiento general, amarilleo
arrugamiento general, amarillec
amarilleo

amarilleo, ptos necrdticos

fuerte arrugamiento, ciorosis ligera

M A arrugamiento

M A, wrrugamiento, deformacion foliar

M. arrugamiento ligero. manchas amarillas
M. arrugamiento ligero. manchas amarillas
M, arrugamiento, deformacion foliar

M C. enaciones

M suave, deformacion foliar

M suave. deformacion foliar

M suave. deformacion foliar

M suave. deformacioén foliar

M suave, deformacién foliar

M suave, deformacion foliar

M suave, deformacién foliar

manchas cloréticas en borde

N en nervios, manchas amarilias en hojas
fruto deforme

sin sintomas

M. bandeo de venas

enaciones suaves

amarilleamiento

bandeo de venas

M y deformacion foliar

M y arrugamiento suaves

M uniforme prenunciado

hojas curvadas

M y arrugamiento

M A

M., arrugamiento, deformacion foliar

. + + + + + + o+ + +

¢
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H W+ o+ 4+

+ o+

H 4+ 0+ + o+ %

+ o+

+

+ 4+ o+ o+ o+
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N

1-243
1244
J-245
1-246
J-247
J-248

YARIEDAD/TIPO PROCEDENCIA

Perona
Musica
Musica
Muisica
Misica
Perona

FECH SINTOMAS ORIGINALES BPEY bec-197 be-15ES be-l3 1-2 NY-15
Vicar {AL) 22/3/93 M en borde de hoja filiforme - - - - -
i*l Ejio (AL) 227393 My enaciones -
El Ejido (AL) 22/3/93 Nenallo v nervios - - - -
El Ejido (AL) 22/3/93 My enaciones - - - - -
El Ejido (AL) 22/3/93  hojus aspecto seco - - - - -
Los Bahos (AL) 22/3/93 M. fruto deforme - - - - -
Sintomas:
M= mosaico: A= amarillo: C= comun: Cl= elaro: pto= punto: N= necrosis
Procedencia: .y
LE= Leén: VA= Valladolid: M= Madrid: P= Palencia; SO= Soria; PO= Pontevedra: SE= Sevilla: CA= Cadiz:
J= Jaén
Variedad:

5.1.= sin ddentilicar

AH-22 y AH-16= variedades comerciales experimentales

Clave muestras Misién Bioldgica (CSIC):
Germoplasma recogido en distintas zonas de Galicia y mulliplicado en la Misién Biolégica (Pontevedra)
A-228- Tomeza (Pontevedra): 237- Rebadanes (Tuy. Pontevedra): A-227- Ser (Santa Comba, La Coruna)
7z-3.2-9y z-11- Anllo- San Marlin (Sober. Lugo): v-2- Monforle de Lemos (Lugo}.

TSWY
TSWY
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