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O. ABREVIATURAS

AL: Almerfa

AMV: alfalfa mosaic virus: virus del mosaico de la alfalfa

ArMV: Arabis mosaic virus: virus del mosaico del Arabis
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BWYV: beet western yellows virus: virus del amarilleo occidental de la remolacha
CARNAS5: RNA 5 asociado a CMV

cebador 3": cebador complementario al extremo 3° del fragmento que se quiere
amplificar

cebador 5”: cebador homélogo al extremo 5° del fragmento que se quiere amplificar
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Investigacién y Tecnologia Agraria y Alimentaria

CLRV: Cherry leaf roll virus: virus del enrollado del cerezo
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CRIA: Centro Regional de Investigaciones Agrarias

¢RNA: 4cido ribonucleico complementario

CSIC: Consejo Superior de Investigaciones Cientificas

CTV: citrus tristeza virus: virus de la tristeza de los citricos

dATP: 5"-trifosfato de desoxiadenosina

dCTP: 5 -trifosfato de desoxicitidina

DEPC: pirocarbonato dietilico

dGTP: 5°-trifosfato de desoxiguanosina



dig-dUTP: 5°-trifosfato de desoxiuracilo-11-digoxigenina

dNTP: 5 -trifosfato de desoxinucleésido

dTTP: 5°-trifosfato de desoxitimidina

DNA: Acido desoxirribonucleico

EDTA: acido etilendiaminotetraacético; N-(2-(N"-N" biscarboximetil) aminoetil) -N-
carboximetilglicina

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay

ELISA-DAS: ELISA directo doble sandwich

ELISA-TAS: ELISA indirecto triple sandwich

GFLV: grapevine fanleaf virus: virus del entrenudo corto de la vid

HLVd: hop latent viroid: viroide latente del lipulo

HpMYV: hop mosaic virus: virus del mosaico del hipulo

HPRI: human placental ribonuclease inhibitor: inhibidor de ribonucleasas de
placenta humana

LE: Leén
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M: Madrid
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MU: Murcia
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O/N: overnight: 12-16 h (toda la noche)

OREF: fase de lectura abierta
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pb: pares de bases

PCR: polymerase chain reaction: reaccién en cadena de la polimerasa
PLRYV: potato leaf roll virus: virus del enrollado de la patata

PMMYV: pepper mild mottle virus: virus del moteado suave del pimiento

PO: Pontevedra

PPV: plum pox virus: virus de la Sharka

PSTVd: potato spindle tuber viroid: viroide del tubérculo ahusado de la patata
PSV: peanut stunt virus: virus del enanismo del cacahuete

p/v: peso/volumen

PVY: potato virus Y: virus Y de la patata

RF: forma replicativa



RNA: 4cido ribonucleico

RRSV: raspberry ringspot virus: virus de las manchas en anillo del frambueso
RT: reverse transcriptase: transcripcién inversa

RT-PCR: reaccién de transcripcién inversa seguida de la reaccién en cadena de la
polimerasa

SBMV: southern bean mosaic virus: virus del mosaico de la judfa del sur
SCSV: virus del enanismo del trébol subterréaneo

SDS: dodecilsulfato sédico

SIA: Servicio de Investigacién Agraria

SO: Soria

SPV: Servicio de Proteccién de los Vegetales.

STNV: satélite del virus de la necrosis del tabaco

STRSV: satélite del virus de las manchas en anillo del tabaco

T: Tarragona ‘

TAV: tomato aspermy virus: virus de la aspermia del tomate

TBRYV: virus de los anillos negros del tomate

TBSV: tomato bushy stunt virus: virus del achaparrado peludo del tomate
TEV: tobacco etch virus: virus del grabado del tabaco

TMYV: tobacco mosaic virus: virus del mosaico del tabaco

TNV: tobacco necrosis virus: virus de la necrosis del tabaco

ToMV: tomate mosaic virus: virus del mosaico del tomate.
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U: Universidad |
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I. INTRODUCCION

1. LOS VIRUS VEGETALES.

Los virus son particulas nucleoproteicas no visualizables al microscopio
6ptico, se multiplican sé6lo en las células vivas, y pueden causar multitud de
enfermedades. En general, entre los patégenos de plantas, los virus son, después de
los hongos, los que producen mayores pérdidas en los cultivos agricolas. Se conocen
alrededor de setecientos virus vegetales, cuyo Acido nucleico es bien RNA
(monocatenario en la mayoria de los casos, o bicatenario), o bien DNA
{(monocatenario o bicatenario). El genoma se presenta rodeado de una cubierta
proteica constituida por moléculas de proteina que en la mayoria de los virus son de
un solo tipo. Algunos de los virus méds complejos llevan una envuelta externa de
lipoproteina. La Figura 1 muestra la variabilidad en tamaiios y formas encontrados
en los virus vegetales (Matthews, 1991).

Los genomas virales pueden codificar para varias proteinas, tanto
estructurales como la proteina de cubierta, como no estructurales como proteasas,
proteinas implicadas en la replicacién (las replicasas son RNAs polimerasas RNA-
dependientes que realizan copias de genomas enteros; las helicasas (Gorbalenya et
al, 1989) desenrollan el Acido nucleico y estdn implicadas en replicacién,
recombinacién, reparacion y expresién del genoma RNA o DNA), o proteinas de
movimiento.

En los sistemas eucariotas de sintesis de proteinas los RNA mensajeros
contienen una sola fase de lectura abierta (ORF), y los ribosomas traducen
solamente las ORFs situadas en el extremo §°. Los virus vegetales han desarrollado
bésicamente cinco estrategias, ilustradas en la Figura 2, para sintetizar proteinas
a partir de un genoma RNA que contenga mds de un gen, y cada grupo de virus
adopta una o més de estas estrategias (Matthews, 1991):

a) RNAs subgenémicos (cucumovirus, closterovirus). La sintesis de uno o més
RNAs subgenémicos permite la traduccién de la ORF situada en su extremo 5°.

b) Genomas divididos en varios segmentos (cucumovirus, nepovirus). Se traduce el
gen situado en el extremo 5° de cada RNA.

¢) Poliproteinas. Una sola ORF se traduce para dar una (en el caso de los potyvirus)
o dos (en el caso de los comovirus) poliprotefnas, que posteriormente se escinden
mediante proteasas codificadas por el propio virus liberando las proteinas

funcionales.
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Fig 1. Familias y grupos de virus que infectan a las plantas (Matthews, 1991).
Un grupo adicional, el del virus del moteado amarillo de la commelina,
formado por particulas baciliformes con DNA bicatenario, fue aprobado por la
I.C.T. V. en 1990.
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Fig 2. Estrategias utilizadas por los virus vegetales para permitir la sintesis de

proteinas en un sistema eucaridtico a partir de un genoma RNA conteniendo
m4s de un gen.



d) Los tobamovirus y tospovirus contienen ORFs con un codon de terminacién
interior que, segin se lea o no, da lugar a la formacién de dos protefnas distintas.
e) Genes solapados en fases de lectura distintas que por un cambio en la fase de
lectura cerca del codon de terminacién dan lugar a una segunda proteina m4s
larga (luteovirus).

A fin de que los virus puedan acceder al interior de las células vegetales
deben penetrar a través de la cuticula y pared de celulosa de éstas, por lo cual la
mayoria de los virus se asocian para su transmisién con insectos, nemdatodos, u
otros organismos que produzcan las heridas necesarias. En la mayoria de los casos
estas asociaciones son altamente especificas, con relaciones bien definidas entre el
virus y el vector. Algunos virus son también transmitidos a través del polen y
transferidos a las semillas. La propagacién vegetativa comercial es una forma de
diseminacién importante en plantas lefiosas cultivadas.

No todas las plantas reaccionan de igual forma al ser inoculadas con un
virus. En los fenémenos de inmunidad total, el virus no se replica, mientras que en
las llamadas infecciones subliminales los virus se replican solamente en las
células inicialmente infectadas. En las reacciones de hipersensibilidad, el virus
queda restringido a unas pocas células que rodean al punto de entrada, dando
lugar a lesiones localizadas. Por dltimo, en los casos de susceptibilidad, los virus
infectan al huésped sistémicamente, es decir, se esparcen desde el lugar de la
infeccién hacia otras partes de la planta.

Los virus son econ6émicamente importantes sélo cuando producen
reducciones significativas en la produccién o en la calidad de los productos de las
plantas. Algunos de los sintomas que pueden producir los virus en el huésped,
revisados por Bos (1970), Zaitlin (1979} y Goodman et al (1986), son reduccién en el
crecimiento, cambios en el color tales como mosaicos, amarilleamientos (clorosis) o
aparicién de anillos concéntricos, muerte del tejido (necrosis), y alteraciones en la
forma de crecimiento como enaciones, filimorfismo o enrollamiento de las hojas.
La mayoria de los nombres de los virus incluyen términos que describen sintomas
en el huésped donde se describié por primera vez la enfermedad. La Figura 3
muestra los sfntomas inducidos por algunos de los virus utilizados en la presente
tesis doctoral.



Fig 3. Sintomas producidos por varios virus vegetales en diferentes huéspedes: a) Muerte de un
naranjo infectado con CTV. b) Sintomas de GFLV en madera y fruto de vid (corrimiento de uvas,
tallo aplanado, dobles y triples nudos, entrenudo corto). ¢) Sintoma tipico de linea negra en un nogal
injertado infectado por CLRV. d) Enrollamiento de las hojas basales de una planta de patata
infectada con PLRV. e) Mosaico amarillo en hojas de haba infectadas con BYMV. f) anillos
concéntricos en hojas de pimiento infectadas con TSWV.



2. PATOGENOS SUBVIRALES (SATELITES Y VIROIDES).
2.1. Satélites

Algunos virus de plantas presentan RNAs asociados llamados satélites,
revisados por Murant y Mayo (1982), y por Francki (1985), que se caracterizan por
ser moléculas de RNA monocatenario de pequefio tamafio, no presentar apenas
homologia de secuencia nucleotidica con el genoma viral ni con la planta huésped,
y por ser dependientes para su replicacién del virus auxiliar ("helper") al que est4n
asociados, generalmente modificando la expresién de los sintomas de la
enfermedad producida en la planta huésped. CucumO\;irus, nepovirus y
tombusvirus son grupos de virus que presentan a menudo RNAs satélites
asociados. | ‘

Los mayoria de los RNAs satélites se replican de dos maneras diferentes
(Piazzola et al, 1989): a) los que presentan estructuras en los extremos 3° y 5°
similares a las del virus auxiliar, replicdndose de forma semejante a éste a través
de un molde de sentido negativo, y utilizando sus replicasas, como en el caso de los
satélites del virus del mosaico del pepino (CMV) y del virus de los anillos negros del
tomate (TBRV), y b) los que se replican mediante un mecanismo de circulo rodante
con RNAs satélites circulares y multiméricos como intermedios de la replicacién,
que se autoprocesan mediante una actividad de "ribozima" (ej. el virus del satélite
de las manchas en anillo del tabaco, STRSV). Esta actividad autocatalitica de los
RNA satélites circulares (Bruening et al, 1988) estd confinada a una parte
conservada y relativamente corta de la secuencia, con un modelo estructural
propuesto por Forster y Symons (1987 a y b) de cabeza de martillo para los
nucleétidos que contienen el sitio de la ruptura. '

Los RNAs de algunos satélites llevan informacién genética para la sintesis
de su propia proteina de cubierta, en cuyo caso sus particulas difieren de las de los
virus auxiliares y se denominan virus satélites, como el caso del satélite del virus
de la necrosis del tabaco (STNV) (Kassanis, 1981). En cambio, los RNAs satélites,
que utilizan la proteina de cubierta del virus auxiliar, dan lugar a particulas
morfolégica y antigénicamente indistinguibles de las de éste, aunque pueden

presentar un coeficiente de sedimentacién diferente.
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2.2. Viroides

Los viroides, de los que existen revisiones recientes de Diener (1987, 1991),
Riesner (1991), y Symons (1991), son un fenémeno biolégico extraordinario (que
afecta exclusivamente a las plantas) en el sentido de que un pequeiio RNA es capaz
de producir enfermedades como un virus completo. Los viroides son moléculas
circulares covalentemente cerradas de RNA monocatenario de bajo peso molecular
(246-375 nucleotidos), en los que el apareamiento intramolecular de secuencias
complementarias determina una estructura secundaria caracteristica formada por
pegueiias regiones bicatenarias interrumpidas por bucles internos y protuberantes
(Figura 4 I). Al contrario que los virus, no se enéapsidan, y a pesar de su pequeiio
tamarno, los viroides se replican auténomamente mediante un mecanismo de
circulo rodante (semejante al del STRSV) (Figura 4 II) a través de intermedios RNA
oligoméricos, y utilizando las enzimas del huésped. Esta replicacién, en el caso del
viroide del tubérculo ahusado de la patata (PSTVd), se lleva a cabo en el nicleo,
acumuldndose posteriormente en él (Semancik et al, 1976; Takahashi et al, 1982) o,
en el caso del viroide de las manchas solares del aguacate (ASBVd), o el vircide del
cadang-cadang del cocotero (CCCVQd) en el citoplasma (Randles et al, 1976; Marcos
y Florés, 1990). Hasta ahora no se han encontrado proteinas codificadas por los
viroides.

Se conocen més de 15 vircides, de los cuales el mds estudiado es el PSTVd.
Los sintomas de las enfermedades producidas por los viroides no se distinguen de
los producidos por los virus e incluyen enanismo, moteado, distorsionamiento en
las hojas y necrosis. Pueden producir desde enfermedades letales como la del
CCCVd (Haseloff et al, 1982) hasta infecciones asintomaticas como la del viroide
latente del lipulo (HLVd), distribuido por todo el mundo (Puchta et al, 1988). Los
viroides se transmiten en los cultivos principalmehte por propagacién vegetativa o
contaminacién mecédnica, y a través del polen y la semilla, existiendo también
alguna evidencia de transmisién por artrépodos (Matthews, 1991).

3. EL VIRUS DEL MOSAICO DEL PEPINO (CMV).
El virus del mosaico del pepino (cucumber mosaic virus o CMV) es el

miembro tipo del grupo de los cucumovirus. Dentro de este grupo, CMV es el mas
distribuido en el mundo y el mejor estudiado; sus propiedades han sido revisadas
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Fig 4. (I) Secuencia y estructura secundaria propuesta para el viroide
PSTVd (Gross et al, 1978). (II) Modelo de replicacién en circulo rodante propuesto
para los pequefios RNASs circulares patogénicos (Branch y Robertson, 1984;
Hutchins et al, 1985). A la forma infectiva se le asigna arbitrariamente la
polaridad positiva, mientras que la polaridad negativa representa a la copia
complementaria de la forma infectiva. (a) Variante simétrica en la cual los RNAs
oligoméricos de ambas polaridades son procesados a formas circulares
monoméricas. (b) Variante asimétrica en la cual s6lo los RNAs oligoméricos de
polaridad positiva son procesados a monémeros circulares. Las flechas indican
los sitios de corte de los oligémeros producidos a monémeros.



-por Francki et al (1979), Kaper y Waterworth (1981), Edwardson y Christie (1991) y
Palukaitis et al (1992) entre otros. Fue descrito por primera vez como el causante de
una enfermedad tipo mosaico en el pepino (Doolittle, 1916; Jagger, 1916).

El grupe de los cucumovirus contiene tres miembros distintos: el virus del
mosaico del pepino (CMV) mencionado, el virus del enanismo del cacahuete (PSV)
y el virus de la aspermia de_l tomate (TAV). Todos estos virus muestran
similaridades en la morfologia de la particula, transmisién por vectores, y
organizacién del genoma, aunque pueden ser diferenciados serolégicamente, por
su gama de huéspedes, y por los tamafios moleculares y secuencias nucleotidicas
de sus RNAs virales (Kaper y Waterworth, 1981).

3.1. Caracterfsticas biol6gicas.

CMV es probablemente el virus con la gama de huéspedes naturales més
amplia: afecta a m4as de 775 especies de 365 géneros pertenecientes a 85 familias de
mono y dicotiledéneas (Douine et al, 1979 b), sobre todo de regiones templadas,
principalmente a Cruciferas, Solandceas, Compuestas, Papiliondceas y
Cucurbitaceas, siendo a nivel mundial el primer causante de pérdidas econémicas
en horticolas y ornamentales cultivadas al aire libre (Tomlinson, 1987).

Los diversos sintomas producidos por CMV en diferentes huéspedes han sido
revisados por Kaper y Waterworth, (1981) y Martelli y Russo (1985). El sintoma mds
comin inducide por CMV es el mosaico. Sin embargo, la gravedad de la
enfermedad puede variar desde no mostrar sintomas en algunos cultivos (como por
ejemplo en las malas hierbas Portulaca oleracea L. y Stellaria media L., que juegan
un importante papel epidemiolégico como reservorios naturales del virus), hasta la
muerte de la planta huésped. Algunos de los sintomas intermedios incluyen
moteado suave, enanismo, cambios croméaticos en hojas y frutos, filimorfismo,
manchas anulares o lignificacién en frutos. Algunas cepas producen
amarilleamientos en las hojas y otras necrosis localizadas o generalizadas. La
Figura 5 muestra algunos de los sintomas observados con los aislados utilizados en
la presente tesis.

CMV se transmite de forma natural por numerosas especies de afidos.
Fritzsche et al (1972) sefialan 75 especies que transmiten CMV, siendo los més
comunes Aphis gossypii y Myzus persicae. Los cucumovirus se transmiten en
genéral de forma no persistente (Matthews, 1991): los 4fides, al hacer breves
pruebas en las hojas (normalmente en menos de 30 segundos), introducen el
estilete en las células epidérmicas adquiriendo el virus de una forma no conocida,



Fig 5. Sintomas producidos por CMV en diferentes huéspedes: (a) mosaico
en platanera, (b) lesiones locales necréticas en la planta indicadora Vigna
unguiculata, (c) mosaico en pepino, (d) mosaico en pimiento.



S3A0C O FSEF S

donde deben producirse interacciones entre la proteina de cubierta viral y el estilete
del afido (Palukaitis et al, 1992). En sucesivas pruebas, el 4fido inyecta el virus en
plantas sanas, siendo este tiempo de transmisién muy corto. Los 4fidos retienen el
virus menos de 4 horas, y no se transmite a la progenie. Hay un bajo nive! de
especificidad, ya que varias especies de dfidos pueden transmitir varias cepas de
cucumovirus.

La facultad del CMV de transmitirse a través de la semilla se ha demostrado
en unas 20 especies (Kaper y Waterworth, 1981), lo cual es un factor muy
importante en la epidemiologia del virus (Tomlinson y Carter, 1970). Los
porcentajes de transmisién varian desde unas trazas en pepino, a 0,2% en tomate,
7% en calabaza, 3-8% en altramuz (Jones, 1988), 8% en trebol subterrdneo (Jones y
McKirdy, 1990), 4 a 28% en carilla ( Vigna unguiculata}, 6 10-28% en melén (Sharma
et al, 1984). La transmisién por semilla de CMV en judia (Phaseolus vulgaris) se
describi6 por primera vez en un aislado espaiiol (Bos y Maat, 1974) en un 7%, pero
posteriormente se han encontrado casos con hasta un 50% (Davis y Hampton, 1986).
CMV también se transmite a través de la semilla de varias malas hierbas
comunes, como en el caso de algunas especies de Cerastium (2%), Spergula (2%),
Stellaria (21 a 40%) (Tomlinson y Carter, 1970) y Echinocystis (9 a 95%) (Neergaard,

- 1977). El mecanismo de transmisién por semilla apenas se conoce, solamente ha

podido ser localizado en el embrién en el caso de Stellaria media, y en el
endospermo en el caso de Echinocystis lobata (Palukaitis et al, 1992).

CMV no parece que se transmita por contacto de planta a planta ni por
hongos, nemétodos, u otros insectos aparte de los &fidos, aunque si por algunas
especies de Cuscuta, en las que el virus se multiplica (Francki et al, 1979).

3.2. La particula viral.

Las particulas de CMV son isométricas con un didmetro de unos 30 nm.
(Figura 6). La cubierta est4 formada por 180 subunidades proteicas idénticas con un
peso molecular de aproximadamente 24.500 daltons (Francki et al, 1979). Las
particulas contienen un 18% de RNA genémico (Kaper y Re, 1974), que es
monocatenario y de sentido mensajero (+), compuesto por tres segmentos
denominados RNA 1, 2, y 3 segiin tamafios decrecientes, que varian ligeramente de
unas cepas a otras (Figura 7). Presentan otro RNA 4, que es un subgenémico
mensajero para la proteina de cubierta (Peden y Symons, 1973). Solamente se
requieren los 3 RNAs gen6émicos para que el virus sea infectivo. Los RNAs 1 y 2 se
encapsidan separadamente, mientras que los RNAs 3 y 4 se encapsidan en la




Grupos Propiedades Referencia

C B gama de huéspedes Marrou et al, 1975
DTL ToRS serologia Devergne y Cardin, 1973
[9) N serologia Richter et al, 1972
Termorresistente | Termosensible | sensibilidad térmica Marchoux et al, 1976
B L2 mapeado de péptidos Edwards y Gonsalves, 1983
WT S hibridacién acidos nucleicos | Piazzolla et al, 1979
| Sugrupo 1 Subgrupo I1 hibridacién acidos nucleicos | Owen y Palukaitis, 1988

Tabla 1. Sinénimos de los subgrupos de CMV.

Fig 6. Micrografia electrénica de tincién negativa de particulas virales de CMV
purificadas y tefiidas con 4cido fosfotingstico. Las particulas son icosahédricas,
con un didmetro de unos 29 nm, y presentan un orificio central de 12 nm de
diametro (Francki et al, 1966). Barra: 100 nm
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Fig 7. Electroforesis en un gel de poliacrilamida de los RNAs de CMV. Los tamaiios
de los RNAs son segin Palukaitis et al (1992).

A2 RNA3 +
RNA1 RN RNA 4

Fig 8. Distribucién de los RNAs de CMV en tres particulas con dimensiones y
propiedades de sedimentacién similares (Lot y Kaper, 1976; Dougl_lerty y
Hiebert, 1985)
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misma particula (Lot y Kaper, 1976; Dougherty y Hiebert, 1985), de forma que hay
tres clases de particulas de CMV con dimensiones y propiedades de sedirnentacién
similares (Figura 8).

3.3. Clasificacién de cepas.

La variabilidad genética y fenotipica de CMV es tal que casi todos los aislados
descritos pueden considerarse cepas diferentes, hasta el punto de que Lovisolo y
Conti (1969), basdndose en la gama de huéspedes y en los sintomas, no encontraron
dos aislados idénticos entre 60 de diferentes localidades. Siendo CMV capaz de
soportar la replicacién de un quinto RNA llamado satélite, cuya presencia influye
en los sintomas que el virus induce en el huésped (Kaper y Waterworth, 1977;
Waterworth et al, 1979), no es de extrafiar esta enorme variabilidad.

Devergne y Cardin (1973) dividieron las cepas de CMV en dos grandes
subgrupos, DTL y ToRS, segin su comportamiento en tests de inmunodifusién
(Tabla 1). A veces se considera un tercer grupo, Co, més cercano a ToRS que a DTL
(Devergne et al, 1981). Esta clasificacién seroldgica se correlaciona con los grupos C
y B definidos por sus reacciones sobre plantas huésped (Marrou et al, 1975).

Aunque ambos subgrupos pueden convivir en el campo e incluso en el
mismo individuo (Douine et al, 1979 a; Quiot, 1980), se ha descrito que el serogrupo
ToRS es aparentemente mds prevalente en las regiones templadas pues se
multiplica mal a elevadas temperaturas, mientras que el serogrupe DTL, mas
termorresistente (Marchoux et al, 1976), predomina en las zonas tropicales y
subtropicales (Haase et al, 1989), y que los aislados del serogrupo DTL normalmente
producen sintomas m4s graves que los de ToRS (Haack y Richter, 1987). Durante los
meses de verano se puede observar un cambic de predominio de cepas ToRS a DTL
(Quiot, 1980), debido a una seleccién de las cej)as DTL. Este cambic més parece
debido a posteriores infecciones que a mutaciones o a selecciones de variantes
(Quiot et al, 1979; Devergne y Cardin, 1979). Mientras que en Alemania predomina
ToRS (Haase et al, 1989), en Francia se han descrito ambos (Devergne y Cardin,
1978; Quiot et al, 1979), en EEUU Kearney et al (1990) encuentran principalmente
ToRS en pimientos, y DTL en el resto de las especies en el estado de Nueva York e
islas Bermudas, en Guadalupe predomina DTL (Migliori et al, 1978), y en Espafia
se ha encontrado mayoria de DTL (Luis-Arteaga et al, 1988, Luis-Arteaga, 1989;
Jord4 et al, 1992).

Las cepas de CMV se pueden dividir también en subgrupos distintos
comparando sus RNAs genémicos. Los serogrupos DTL y ToRS estdn



correlacionados con los grupos de hibridacién WT y S respectivamente (Piazzolla et
al, 1979), y con los subgrupos I y II definidos por Owen y Palukaitis (1988). Los
RNAs de los miembros de un subgrupo no hibridan con ¢cDNAs del otro grupo en

Ll

analisis tipo "dot-blet " en condiciones restrictivas de hibridacién (Owen y

Palukaitis, 1988).
3.4. Propiedades del genoma.

Se conocen las secuencias completas de tres cepas de CMV, y las secuencias
parciales de varias otras cepas (Palukaitis et al, 1992). La secuencia de cepas del
mismo grupo tienen alrededor de un 95% de homologia, mientras que las de
distintos grupos tienen aproximadamente un 75% (Quemada et al, 1989; Rizzo y
Palukaitis, 1989).

Los 4 RNAs de CMV tienen varias caracteristicas comunes: son de polaridad
positiva (+), es decir actian como RNAs mensajeros, y llevan el extremo 5°
bloqueado con 7-metil-guanosina. Los extremos 3° contienen una regién no
traducida conservada tanto en secuencia como en estructura secundaria (en forma
de tRNA) de unos 200 nt (Gould y Symons, 1977) que puede aminoacilarse por
tirosina en presencia de aminoacil-tRNA-sintetasas (Kaper y Waterworth, 1981). La
conservacién de estas estructuras secundarias indica una importancia funcional,
probablemente en la replicacién viral.

El RNA 1(3357-3389 nt segiin las cepas) contiene una tnica ORF que codifica
para una proteina de 111 kDa, denominada proteina la, que contiene seis motivos
conservados encontrados en helicasas (Hodgman, 1988), sugiriendo este papel
funcional para esta proteina. También hay una regién con una considerable
homologia con un fragmento del virus Sindbis (virus con una envuelta lipoproteica
que infecta animales vertebrados) que codifica para la proteina nsP1, necesaria
para iniciar la sintesis del RNA (-) (Hahn et al, 1989) y que presenta una actividad
metiltransferasa (Mi et al, 1989).

El RNA 2(3035-3050 nt) contiene una ORF que codifica para una proteina de
94-97 kDa, denominada proteina 2a. Esta contiene la secuencia conservada Gly-
Asp-Asp asociada con las replicasas virales (Palukaitis et al, 1992).

Tanto los RNAs 1 y 2 de CMV como las proteinas 1a y 1b est4n implicados en
la formacién del complejo de replicacién viral (Palukaitis et al, 1992).

El RNA 3 contiene dos ORFs, de las que la situada en el extremo 5 codifica
para una proteina denominada 3a de 30 kDa, mientras que la situada en el extremo
3° codifica para la proteina de cubierta de 24 kDa que no se traduce a partir del RNA



3, sino a partir del RNA 4 subgenémico, que es colinear con el extremo 3° del RNA 3
(Gould y Symons, 1978). La funcién de la proteina 3a permanece desconocida,
aunque por analogia con otros virus podria estar implicada en el movimiento célula
a célula del virus (Davies y Symons, 1988). La proteina de cubierta estd implicada
tanto en la encapsidacién de los distintos RNAs virales como en el reconocimiento
por el afido vector para la transmisién del CMV (Chen y Francki, 1990).

3.5. Satélites de CMV.

Las particulas de CMV a menudo contienen un quinto RNA de pequefio
tamafio (330-390 nt) que ha demostrado ser un verdadero satélite (Diaz-Ruiz y
Kaper, 1977; Lot et al, 1977; Gould et al, 1978).

Los RNAs satélites asociados a CMV estan distribuidos por todo el mundo. El
de mayor importancia econémica, el denominadoe CARNA 5 (RNA 5 asociado a
CMV), fue descrito por primera vez en 1972 en Alsacia (Francia) (Kaper y
Waterworth, 1977) produciendo una epidemia devastadora de necrosis en campos
de tomate. Posteriormente se ha encontrado en otros paises como Japén (Yoshida et
al, 1984), Italia (Kaper et al, 1990) y Espaiia (Jorda et al, 1992) (Figura 9).

Los RNAs satélites se acumulan a altes niveles cuando estdn presentes en
las plantas infectadas, a menudo reduciendo la sintesis del genoma viral (Kaper y
Tousignant, 1977; Mossop y Francki, 1979; Takanami, 1981; Jacquemond y Leroux,
1982). En la mayoria de los huéspedes, esta reduccién de la replicacién viral se
correlaciona con una atenuacién de la gravedad de los sintomas inducidos por el
virus. Sin embargo, hay algunos RNAs satélites que mientras que atenidan los
" sintomas en unos huéspedes acentitan la gravedad de los sintomas en ciertas
Solan4ceas, pudiendo producir una fuerte clorosis sistémica en tabaco y pimiento,
mientras que inducen necrosis sistémica en tomate. Se sabe que los determinantes
para clorosis y necrosis en tomate estdn localizados en diferentes dominios
funcionales de los RNAs satélites (Kurath y Palukaitis, 1989), y que un simple
cambio en un nucleotido distingue RNAs satélites necrogénicos de los no
necrogénicos (Palukaitis, 1988; Sleat y Palukaitis, 1990), pero en definitiva la
modificacién de los sintomas es el resultado de interacciones complejas entre el
RNA satélite, la cepa del virus auxiliar y la especie huésped implicada.

Se han secuenciado méds de 25 aislados de RNA satélite de CMV, que
presenian una homologia de secuencia del 70-99% (Palukaitis et al, 1992), y
mientras las variantes necrogénicas est4n fuertemente conservadas, entre las

variantes no necrogénicas hay una mayor variabilidad. Los RNAs satélites



Fig 9. Necrosis en un tomate de Valencia (muestra V-1 del anexo 1) infectado con
CMYV portador de un RNA satélite. ‘

Fig 10. Estructura secundaria de los RNAs satélites. A) Estructura propuesta
para el RNA Y-sat (Hidaka et al, 1988). B) Estructura propuesta para el RNA Q- ~
sat (Gordon y Symons, 1983).



presentan unos extremos 5 y 3’ muy similares a los de los RNAs genémicos (el
extremo 5° bloqueado con una guanosina metilada y el extremo 3° con una
estructura tipo tRNA, aunque no ha podido ser aminoacilado). Contienen de una a
tres ORFs, que pueden ser traducidas in vitro, aunque los polipéptidos que codifican
no parecen tener un papel en la patogénesis. El alto grado de estructura secundaria
(Gordon y Symons, 1983; Garcia-Arenal et al, 1987) (Figura 10), fuertemente
conservada (Fraile y Garcia-Arenal, 1991), puede explicar su estabilidad y sugerir
que estos RNAs satélites son RNAs funcionales cuja biologia estaria determinada
por su interaccién directa con los componentes del huésped y/o el virus auxiliar.

Los RNAs satélites probablemente se encapsidan con las particulas que
contienen el RNA 2 o el RNA 3 y también, en particulas que no contienen ningdin
RNA de CMV en un numero variable de copias (Lot y Kaper, 1976). La cubierta del
CMV permite al RNA satélite ser transmitido por los 4fidos que transmiten al virus
(Mossop y Francki, 1977).

3.6. CMV en Espaiia.

El CMV se ha encontrado ampliamente distribuido en Espafia sobre muy

diferentes cultivos horticolas:

- Bos y Maat (1974) identifican un aislado de CMV transmisible por semilla en
judias (Phaseolus vulgaris) procedentes de Valencia.

- Pefia-Iglesias et al (1979) describen CMV en plataneras procedentes de Tenerife,
perteneciente al subgrupo ToRS y portador de un RNA satélite.

- Garcia-Luque et al (1983) encuentran aproximadamente un 30% de cultivos con
CMV en una prospeccién realizada en diferentes regiones espaiiolas durante tres
_afios (1979-1982), todas ellas pertenecientes al subgrupo DTL. Solamente en dos
muestras de melén con sintomas de mosaico y enanismo procedentes de Valencia
encuentran un satélite tras pases seriados en diferentes plantas huésped (Garcia-
Luque et al, 1984).

- Luis-Arteaga et al (1988) describen una epidemia de CMV en borraja en Huesca y
Zaragoza, con sintomas de enanismo, reduccién de la hoja y mosaico. Estas cepas
pertenecian al subgrupe DTL, y no contenian satélite. Luis-Arteaga (1989),
estudiando las virosis que afectan a los pimientos en Espaia, encuentra que CMV
es el virus mds frecuente en Badajoz, Logrofio y Zaragoza, y el segundo después de
PVY en Murcia y Valencia. Adem4s consigue clasificar una cepa de Murcia como
ToRS, y dos de Valencia y Badgjoz como DTL. '



- Murant et al (1990) realizan una prospeccién en cultivos horticolas de la regién
valenciana y Badajoz, encontrando aproximadamente un 50% de plantas infectadas
por CMV, de las que el 85% son ToRS, y el 33% portadoras de RNA satélite, aunque
éste no se detect6 en ninguna muestra de Badajoz. Este no se encuentra en plantas
de pimiento, calabaza, o malas hierbas, y si en pepino, melén, sandia, tabaco,
tomate y lechuga. Algunas plantas asintomdticas estaban infectadas con CMV y
RNA satélite.

- CMV se ha encontrado ampliamente distribuido en diferentes cultivos horticolas
de Almeria (S4ez, 1991).

- Todas los aislados del virus presentes en las muestras de tomate del drea del
Mediterraneo analizadas por Jord4 et al (1992) pertenecian al subgrupo I de
hibridacién (equivalente al serogrupec DTL).

La necrosis de tomate fue observada por primera vez en Espaiia en la
maresma catalana (Pefia-Iglesias et al, 1978), en 1986, en el norte de Valencia, y en
1990 afectando a la mayoria de las zonas de cultivo de tomate del area del
Mediterrdaneo (Jord4 et al, 1992). Se ha encontrado también en las islas canarias,
pero no en Extremadura o La Rioja, zonas importantes de cultivo de tomate para
industria (Murant et al, 1990; Jorda et al, 1992). A diferencia de los casos de
necrosis en tomate encontrados en Francia (Putz et al, 1974) o Italia (Gallitelli,
1988), en la epidemia espafiola se han encontrado tres tipos principales de RNA
satélite: unos que inducen necrosis, otros que inducen otro sindrome de enanismo y
abarquillado de las hojas (muy frecuente en Valencia desde 1989), y otros que no
modifican los sintomas inducidos por el virus auxiliar. Jordd et al (1992), al
contrario que Murant et al (1990), no encuentran RNAs satélites atenuantes.

4. DIAGNOSTICO DE LAS ENFERMEDADES PRODUCIDAS POR LOS VIRUS Y
PATOGENOS SUBVIRALES QUE AFECTAN A LAS PLANTAS.

Las técnicas de deteccién en plantas de virus y patégenos subvirales son muy
importantes en la patologia vegetal por muchos motivos (Chu et al, 1989 b; Hull y
Al-Hakim, 1988): en estudios epidemiolégicos, para la evaluacién de resistencia en
plantas en programas de mejora, para comprobar el estado sanitario de las
semillas y material vegetal en estaciones de cuarentena y certificacién, para la

identificacién y diagnéstico de nuevos patégenos, etc.



Tradicionalmente, el diagnéstico de las enfermedades de plantas se ha
llevado a cabo por el reconocimiento de sintomas caracteristicos presentados por las
plantas enfermas y spbre determinadas plantas -huésped tras inoculacién
mecdnica, injerto o a través de vectores del patégeno. Aunque no son métodos muy
precisos, hoy en dia se siguen utilizando por dar una informacién importante
(sobre todo en frutales) e incluso crucial en algunos casos, como en el estudio de
patotipos (Hamilton et al, 1981; Matthews, 1991).

La visualizacién al microscopio electrénico de particulas virales y/o
estructuras ligadas a la patogénesis (Horne, 1967), aunque no se utiliza de forma
rutinaria, es indispensable para los estudios estructurales, especialmente con la
ayuda de la inmunoelectromicroscohia (Milne, 1984).

Entre los métodos mas utilizados estdn los que detectan las proteinas virales
(técnicas serolégicas) y los que detectan los acidos nucleicos virales (anélisis de
RNAs bicatenarios, hibridacién con sondas de ¢cDNA o cRNA, y recientemente la
técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa o PCR)

4.1. Técnicas serolégicas.

Los primeros tests serol6gicos se basaron en la observacién del precipitado
formado cuando los anticuerpos (preparados en animales a los que se inyectaba el
virus purificado) se unian en condiciones favorables a los antigenos virales, bien en
medio liquido, bien en geles de agar, formando un agregado que al hacerse
suficientemente grande, precipita. El ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay) es actualmente el método mds utilizado para la deteccién e identificacién
rutinaria de virus vegetales en diferentes huéspedes, por ser fiable, rapido,
sensible, y facilmente aplicable a gran niimero de muestras (Clark y Bar-Joseph,
1984; Torrance y Jones, 1981). '

Hay muchos tipos de ELISA, pero los tres mas utilizados son: ELISA-DAS
(double antibody sandwich) (Clark y Adams, 1977), ELISA indirecto (Rybicki y von
Wechmar, 1981; Koenig, 1981) y ELISA indirecto TAS (triple antibody sandwich)
(Bar Joseph y Malkinson, 1980; van Regenmortel y Burckard, 1980; Barbara y
Clark, 1982).

Las diferencias entre las tres técnicas estdn resumidas en la Figura 11.

EL ELISA-DAS es muy sensible, pero necesita la preparacién de un
conjugado para cada virus a testar. Los ELISAs indirectos, en cambio, no utilizan
conjugados especificos del virus, sino anticuerpos obtenidos contra las

inmunoglobulinas del animal utilizado para la obtencién de los anticuerpos
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especificos del virus, o bien la proteina A de Staphylococcus aureus, que posee gran
afinidad por la porcién Fc de las IgGs de muchas especies animales. Adem4s, al no
estar conjugado con una molécula de enzima, el anticuerpo encuentra facilitada su
unién al antigeno. El ELISA-TAS presenta la desventaja de que necesita de dos
anticuerpos antivirales obtenidos en animales diferentes, y de que el método
requiere un paso adicional.

Aunque los anticuerpos policlonales todavia se utilizan frecuentemente, la-
utilizacién de los anticuerpos monoclonales (Kohler y Milstein, 1975; Halk y De
Boer, 1985) ha supuesto un gran avance en la fiabilidad, especificidad y facilidad de
interpretacién de los resultados de las técnicas serolégicas. )

En la interpretacién de resultados con el ensayo ELISA es muy importante
determinar qué se considera como respuesta positiva y qué como respuesta
negativa, lo que se puede abordar de varias maneras. Unas veces se considera un
resultado positivo cuando se obtiene una absorbancia dos o tres veces la media de
las absorbancias obtenidas con las muestras negativas, otras cuando se obtienf_a la
media méas 2 o 3 veces la desviacién estandar si hay disponible un numero elevado
de referencias, o incluso otras arbitrariamente cuando presenta una absorbancia
determinada (Tijsen, 1985). La seleccién de este criteric es importante para
minimizar las respuestas falsas. Este valor puede moverse hacia arriba o hacia
abajo para incurrir méas en el error tipo I (falsos positivos) o tipo II (falsos

negativos), dependiendo en qué ajuste tiene consecuencias menos graves.

"4.2. AnAlisis de RNAs bicatenarios.

La presencia de RNAs bicatenarios (RNAs-bc) de alto peso molecular,
superior a 105 daltons, en las células vegetales, en general puede atribuirse a la
infeccién de virus RNA, bien a aquellos cuyo genoma estd formado por RNA-bc
(reovirus y criptovirus), o bien a la forma replicativa (RF) de los virus cuyo genoma
es RNA monocatenario (RNA-mc) (Dodds et al, 1984). Estos RNAs-bc se han
utilizado para diagnéstico bien por andlisis en electroforesis (Dodds et al, 1984;
Dodds, 1986), bien por su deteccién mediante anticuerpos que reaccionan con los
RNA-be (Stollar, 1975; Schwartz y Stollar, 1969).

En principio, cada virus RNA debe presentar unos RNAs bicatenarios con
unos tamafios caracteristicos, pero a veces complica el diagnéstico la presencia de
RNAs-bc en determinadas plantas sanas o sin inocular, como es el caso de una
variedad de Phaseolus vulgaris (Wakarchuk y Hamilton, 1985) o del pimiento




(Valverde et al, 1990). A pesar de estas limitaciones, esta técnica se ha utilizado con
éxito para ciertos virus (Matthe*&s, 1991). Coffin y Coutts (1992) obtienen un clon de
cDNA de un virus dificil de purificar, el virus del pseudo-amarilleamiento de la
remolacha (BPYV), un posible closterovirus transmitido por mosca blanca, a partir
de una extraccién de RNAs bicatenarios. La secuenciacién de este clon ha hecho
posible el poder disefiar unos cebadores que permiten la deteccién del virus, hasta
ahora muy dificil, por RT-PCR. Ademés, el estudio de los RNAs-bc puede ayudar en
la clasificacién de virus desconocidos.

En el caso de CMV, diferentes autores han detectado RNAs bicatenarios a
partir de diferentes plantas infectadas con este virus, detectandose también formas
replicativas de los RNAs satélites (Kaper y Diaz-Ruiz, 1977; Bar-Joseph et al, 1983;
Gabriel, 1986; Steger et al, 1987; Romero et al, 1988). Garcia-Luque et al (1986)
obtuvieron anticuerpos monoclonales con especificidad para una variante
necrogénica de los RNAs satélites de CMV, pero no se utiliza normalmente ELISA
para la deteccién de estos patégenos subvirales.

4.3. Hibridaciones sobre membrana.

La técnica (revisada por Thomas, 1983; Anderson y Young, 1985; Kingsbury,
1987; Hull y Al-Hakim, 1988; Chu et al, 1989 b; Sambrook et al, 1989) se basa en la
unién del 4cido nucleico genémico del patégene, previamente fijado a un soporte
sélido (normalmente nitrocelulosa ¢ nylon), con moléculas complementarias que
reciben el nombre de sonda (ya sea ¢cDNA clonado o no, oligonucleotidos sintéticos, o
cRNA obtenido por transcripcién in vitro). La unién de las dos moléculas
complementarias (eéto es, la hibridacién) se detecta marcando la sonda, que
normalmente se sintetiza in vitro utilizando dNTPs marcados radiactivamente con
32P, o no radiactivamente con biotina o digoxigenina (Donovan et al, 1987; Habili et
al, 1987; Saldanha et al, 1987).

Esta técnica de deteccién e identificacién fue puesta a punto por primera vez
para la deteccién del viroide del tubérculo ahusado de la patata (PSTVd) (Owens y
Diener, 1981) y posteriormente se ha aplicado a otros virus y viroides (Bar-Joseph y
Rosner, 1984; Varveri et al, 1987; Robinson y Romero, 1991), incluyendo los RNA
satélites (Jorda et al, 1992), aunque su uso no se ha extendido mucho, debido
principalmente a ser més laboriosa que el test ELISA.

Los limites de deteccién de virus purificados por hibridacién con sondas
radiactivas estdn en el rango de 1-100 pg, superior a ELISA, mientras que con tejido
infectado ELISA parece tener un limite de deteccién mayor (Chu et al, 1989 b). Sin



embargo, la utilizacién de sondas marcadas radiactivamente implica un riesgo y
necesita de instalaciones especiales. La hibridacién con sondas no radiactivas esta
descrita como un método menos sensible (Zwadyk y Cooksey, 1987), aunque
Kanematsu et al (1991), y Hopp et al (1991) llegan a unos niveles de detectabilidad
muy considerables para virus y viroides de patata utilizando sondas marcadas con
biotina.

El tiempo de preparacién de las muestras en el caso de ELISA es menor que
en el de las hibridaciones; con la técnica ELISA, y sobre todo cuando se utilizan
anticuerpos monoclonales, existen menos interferencias con los componentes de la
planta, pero en cambio mientras ELISA requiere 100 ul de extracto las
hibridaciones requieren solamente 1-10 pl. Otra ventaja de las hibridaciones es que
una sonda permite detectar cualquier parte del genoma del virus, mientras que el
ELISA detecta normalmente la proteina de cubierta, que representa sélo una
pequeifia parte del genoma. Ademés, las hibridaciones pueden detectar satélites y
viroides, que carecen de protefnas estructurales, y por tanto en general no pueden
ser identificados por técnicas serolégicas.

4.4. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es un método de sintesis in
vitro de Acidos nucleicos, mediante el cual se puede replicar especificamente un
segmento determinade de DNA a través de dos oligonucleotidos cebadores gque
flanquean este fragmento, y ciclos sucesivos de desnaturalizacién térmica del DNA,
anillado de los cebadores a las secuencias complementarias y extensién de los
cebadores anillados mediante una DNA polimerasa termoestable. Dado que Ios
productos de extensién son a su vez complementarios a los cebadores, en cada ciclo
se duplica la cantidad de DNA sintetizada en el ciclo anterior, de forma que hay
una amplificacién exponencial del fragmento (Innis et al, 1990).

El primer gen amplificado por PCR fue el de la B-globina humana (Saiki et
al, 1985), y desde entonces esta técnica se ha utilizado ampliamente en Biologia
Molecular. La tecnologia de la PCR ya ha sido aplicada al estudio y la deteccién de
virus DNA de plantas (Rybicki y Hughes, 1990; Pasamontes et al, 1991; Soler et al,
1991). Sin embargo, la mayoria de los virus y patégenos subvirales tienen un
genoma RNA (Matthews, 1991), y para su deteccién se han aplicado varios métodos
que combinan la transcripcién inversa y la PCR (RT-PCR) (Vunsh et al, 1990; Jones
et al, 1991; Korschineck et al, 1991; Langeveld et al, 1991; Nicolas y Laliberté, 1991,
Robertson et al, 1991). En la mayoria de estos casos se han encontrado serios




problemas para la aplicacién de la RT-PCR a un diagnéstico rutinario de gran
nimero de muestras por un lado, en la extraccién de los 4cidos nucleicos a partir
de la planta enferma, algo mé4s laboriosa que en el caso de ELISA y que requiere la
“utilizacién del fenel, compuesto que puede ser téxico y producir quemaduras, y por
otro lado en la deteccién e identificacién de los productos amplificados, que se
realiza normalmente a través de una electroforesis.

Para evitar las extracciones de los acidos nucleicos, Wetzel et al (1991), y
Borja y Ponz (1992) llevaron a cabo la RT-PCR directamente a partir de macerado
vegetal de plantas. En el caso del virus de la hepatitis A, Jansen et al (1990)
purificaron los Acides nucleicos mediante la adsorcién del virus a tubos de
polipropileno tapizados con anticuerpos especificos (de forﬁna semejante al ELISA),
seguido de una ruptura térmica del virién. Un ensayo semejante se ha descrito
recientemente para la deteccién de un virus de plantas, el virus de la Sharka (PPV)
(Wetzel et al, 1992). En ambos casos se lleva a cabo un tratamiento térmico para
desensamblar el virién, previo a la transcripcién inversa.

La alta sensibilidad (normalmente varios 6rdenes de magnitud mayores que
la técnica ELISA) de esta técnica le da un gran potencial sobre todo en el
diagnéstico de patégenocs que se presentan en bajas concentraciones, como puede
ser en la certificacién de semillas, deteccién de virus y viroides en plantas leficsas,
virus limitados al floema que se encuentran en bajo tftulo en las plantas, etc. (Chu
et al, 1989 b).

5. CONTROL DE LOS VIRUS.

Dado que todavia no se dispone de métodos directos de control tales como
"viricidas”, los esfuerzos suelen ir encaminados a reducir las fuentes de infeccién
dentro o fuera del cultivo, limitar la dispersién de los vectores y minimizar el efecto
de la infeccién en la produccién. En general, estas medidas no ofrecen una solucién
permanente al problema producido por un virus en una area determinada, salvo en
el caso de encontrar una fuente de resistencia a un virus en particular en
cultivares agronémicamente importantes, y aun asf, la proteccién puede no ser
permanente si aparecen nuevas cepas del virus capaces de infectar el cultivar antes
resistente (Matthews, 1991).




5.1. Plantas libres de virus.

Los intentos de eliminar los reservorios naturales de un virus en un area
determinada tendrén éxito si la gama de huéspedes es restringida, pero para virus
como CMV o el bronceado del tomate (TSWV) con una amplia gama de huéspedes
puede ser pricticamente imposible. Reservorios naturales de los virus pueden ser:
las malas hierbas perennes, o aquellas anuales en las que el virus se transmite por
semilla; plantas ornamentales perennes que a menudo son portadoras de
infecciones suaves; las semillas portadoras de virus; infecciones crénicas en
plantas propagadas vegetativamente, etc. (Matthews, 1991).

Es de gran importancia la certificacién de semillas para garantizar la
ausencia de virus o un porcentaje de infeccién muy bajo. Kimble et al (1975) indican
que incluso con un 0,1% de transmisién por semilla del potyvirus mosaico de la
lechuga (LMV) no se obtiene un buen control de la enfermedad, recomendando un
porcentaje <0,003%. Jones y Proudlove (1991) en el caso de CMV transmisible por
semilla en el altramuz (Lupinus angustifolius), de gran importancia en Australia
como planta forrajera, recomiendan no sembrar semilla con mds de 0,5% de
infeccién, y observan que cuando la semilla se siembra a 8 y 11 cm de profundidad,
en vez de los 5 ¢cm normales, disminuye la incidencia de plantas infectadas en un
15% y 50%, respectivamente.

Se pueden obtener plantas libres de virus mediante termoterapia. CMV ha
sido eliminado de varias plantas por este procedimiento (Nylan y Goheen, 1969;
Walkey y Freeman, 1977).

5.2. Plantas resistentes a virus.

Una de las mejores formas de luchar contra los virus es la introduccién de
genes de resistencia en cultivares de importancia agronémica. Ponz y Bruening
(1986), Everett y Harnett (1987), Fraser (1986, 1987, 1990), Fraser y Gerwitz (1991)
han realizado revisiones sobre la resistencia de las plantas a las virosis.

A pesar de estar muy extendida la utilizacién de cultivares resistentes, no se
conoce bien atn la base molecular de la resistencia. El caso més revelador hasta
ahora fue el estudiado por Ponz et al (1988), que encontraron que un gen de
resistencia presente en Vigna unguiculata cv. Arlington frente al virus del mosaico
de la carilla (CPMV) codifica para un inhibidor de la proteasa viral encargada del

procesamiento de la poliproteina del virus en proteinas individuales.




5.2.1. Proteccién por RNAs satélites.

Como se ha explicado anteriormente, en el caso del CMV la reduccién o
ausencia de sintomas virales puede estar asociada con la presencia de un pequeiio
RNA extragenémico (RNA satélite) en el in6culo viral (Mossop y Francki, 1979). Por
¢j, en China, plantas de pimiento inoculadas con una cepa de CMV que contenia
RNA satélite produjeron unos rendimientos significativamente mayores que los de
plantas adyacentes no inoculadas, que sufrieron infeccién natural por CMV
(Baulcombe, 1989). También se han llevado a cabo con éxito ensayos de campo con
plantas de tomate en Italia (Gallitell: et al, 1991). Francki (1985 a y b) y Tien et al
(1987) realizaron una revisién del control de las enfermedades producidas por CMV
utilizando el RNA satélite asociado a este virus.

5.2.2. Proteccién cruzada.

En este procedimiento las plantas se inoculan con una cepa suave del virus,
lo cual protege a la planta huésped contra la infeccién por cepas m4s virulentas. En
todos los casos en que se ha demostrado, parece que la presencia de la proteina de 1:a
cubierta de la cepa suave del virus en la planta inmunizada impide la expresién del
gen de la proteina de cubierta de la cepa mas virulenta, evitdndose asi la
acumulacién de virus y expresién de los sintomas (Palukaitis y Zaitlin, 1984;
Fulton, 1986; Bryant, 1988).

Dodds (1982), mediante proteccién cruzada con dos cepas de CMV en tomate,
observa que hay una inhibicién de la acumulacién sistémica de virus, ademés de
ausencia de sintomas, aunque el virus se acumula en las hojas inoculadas. En este
caso la proteccién cruzada no es dependiente del huésped, no se produce contra un
virus no relacionado como el del mosaico del tabaco (TMV) y se detecta proteccién
tanto en las hojas inoculadas con la segunda cepa como en las hojas formadas
posteriormente (Dodds et al, 1985).

5.2.3. Plantas transgénicas.

A fin de imitar el fenémeno de la proteccién cruzada se ha intentado
transformar plantas con secuencias virales. El gen de la proteina de cubierta de
TMV fue el primero en ser expresado en tabaco transgénico por Bevan et al (1985).
Powell Abel et al (1986) también transformaron tabaco con el gen de la proteina de
cubierta de TMV y encontraron que las plantas desarrollaban menos sintomas
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frente a la infeccién por TMV. Posteriormente se han realizado experimentos
semejantes con el virus del mosaico de la alfalfa (AMV) (Tumer et al, 1987; Loesch-
Fries et al, 1987; Van Dun et al, 1987) y otros muchos virus. La resistencia a virus
en plantas trasgénicas ha sido revisada por Baulcombe (1989) y Beachy et al (1990).

En el caso de CMV, se ha observado que hay tres tipos diferentes de genes que
confieren tolerancia a los virus en plantas: unos que codifican para la proteina de la
cubierta viral, que son los que hasta ahora han desarrollado una mayor resistencia
a virus (Cuozzo et al, 1988; Slightom et al, 1990; Quemada et al, 1991), otros que
codifican para RNA contrasentido (gen de la proteina de cubierta de sentido
negativo), en cuyo caso las plantas se protegen sélo a concentraciones de inéculo
bajas (Cuozzo et al, 1988), y otros que corresponden a diferentes formas del RNA
satélite (Baulcombe et al, 1986; Harrison et al, 1987; Jacquemond et al, 1988).

5.2.4. Genes de resistencia naturales

Las plantas poseen un sistema de defensa muy eficiente contra la mayoria de
los agresores, la denominada resistencia no huésped (Heath, 1981). Sélo unos pocos
agentes bibéticos son capaces de inhibir las defensas de una especie en particular.
Sin embargo, CMV es un patégeno muy comin y efectivo, capaz de infectar muchas
especies silvestres y cultivadas y son muy escasas o inexistentes las resistencias
mayores en especies cultivadas de gran importancia econémica como melén,
calabacin, tomate o pimiento (Pochard y Daubeze, 1989).

Se ha encontrado una resistencia parcial a CMV en el pepino cv. China
(Kyoto), cuyos protoplastos aislados también son resistentes. Esta resistencia esta
bajo el control de tres genes que son de naturaleza recesiva y afectan a la
replicacién viral (Maule et al, 1980). Otra de las resistencias a CMV mejor
estudiadas fue la descubierta por Walkey y Pink (1984) en calabacin cv Cinderella,
donde el virus es capaz de replicarse en las hojas inoculadas, pero no da lugar a
una infeccién sistémica. Esta resistencia es heredable bajo un control genético
relativamente complejo, y resulta mas efectiva a altas intensidades de luz y a altas
temperaturas (Pink y Walkey, 1985; Pink, 1987). También se ha descrito una
resistencia a CMV en meldén "P1-161-375" (Risser et al, 1977), que consiste en una
resistencia al vector Aphis gossypii (Lecoq et al, 1979). Asimismo, se han observado
resistencias a CMV, de las que se sabe poco en general, en Vigna unguiculata, que
present:a una reaccién de hipersensibilidad al virus (deZeeuw y Crum, 1963), en
lechuga (Provvidenti et al, 1980), y espinaca, todas ellas controladas por genes
dnicos (Pound y Cheo, 1952; Sinclair y Walker, 1955; Provvidenti et al, 1980). Otras




resistencias en Phaseolus aureus y Phaseolus limensis se sabe que estan
determinadas por un gen tunico dominante y por dos genes dominantes
complementarios, respectivamente (Edwardson y Christie, 1991).

5.2.5. Resistencia a CMV en pimiento.

El pimiento (Capsicum spp.) es una planta semilefiosa diocica (2n=24),
parcialmente autoalégama y cuyo fruto constituye un alimento frecuente en
nuestra dieta. Perteneciente a la familia de las Solanéceas, proviene de
sudamérica, de la regién del sur de Peri y Bolivia y todavia puede encontrarse C.
annuum creciendo silvestre desde el sur de Estados Unidos hasta el centro de
Argentina. Este género fue introducido en Europa a través de los esparioles en 1493
(Villalén, 1981).

Se conocen alrededor de 18 diferentes especies de pimiento, de las cuales 5 se
han domesticado, y dentro de éstas hay una enorme variedad en tamaifio, forma,
color, aroma y sabor del fruto (Villalén, 1981). La especie de pimiento cultivada més
importante en el hemisferio norte es C. annuum. Otra especie cultivada en EEUU,
Méjico y centroamérica es C. frutescens, a la que pertenece el tabasco.

El pimiento, como la mayoria de las plantas horticolas, es susceptible al
ataque de numerosas enfermedades, entre las que destacan los hongos
(principalmente Fusarium y Verticillium) y los virus. A nivel mundial se conocen
alrededor de 30 virus que afectan al pimiento, a los que hay que afadir otras
enfermedades de supuesta o probada etiologia viral en las que el virus implicado no
estd completamente caracterizado ¢ identificado (Villalén, 1981; Conti y Marte,
1983). Por otro lado, los mayores dafios son producidos por un nuimero de virus
relativamente bajo: CMV, el virus Y de la patata (PVY), el virus del mosaico del
tabaco (TMV), el virus del grabado del tabaco (TEV), el virus de las manchas en
anillo del tabaco (TRSV), y dltimamente el virus del bronceado del tomate (TSWV).

El pimiento es uno de los cultivos horticolas méds importantes en Espaiia,
donde su importancia queda reflejada por las 23.900 Ha. de superficie dedicada al
mismo durante el afio 1990, de las que un 25% corresponden a cultivo protegido (de
Miguel, 1991). En general, CMV y PVY, que se transmiten ambos por éfidos de
forma no persistente, son los més prevalentes y los que producen dafios econémicos
més importantes (Luis-Arteaga, 1989), a los que se afiade desde 1988 el TSWV, que
.constituye actualmente el principal problema del cultive del pimiento al aire libre.
En invernadero destacan el virus del moteado suave del pimiento (PMMV), el virus
del mosaico del tomate (ToMV) y PVY (Soto y Ponz, 1991; Garcia-Arenal, 1992; Gil -




Ortega y Luis-Arteaga, 1992). Entre los diversos sintomas que produce CMV en
pimiento destacan la reduccién en el crecimiento, mosaico, filimorfismo y aspecto
mate en las hojas, manchas necréticas o en forma de anillo en los frutos, y
reduccién del cuajado y del tamaiio de los frutos (Luis-Arteaga, 1989)

Hasta ahora no se han conseguido plantas de pimiento transgénicas, ya que
Capsicum annuum es una especie muy dificil de regenerar in vitro. Sélo se ha
conseguido regenerar a partir de diferentes explantos como hipocétilo y cotiledén
(Fari y Czako, 1981; Phillips y Hubstenberger, 1985; Arroyo y Revilla, 1991), y a
partir de callo solamente en el caso de utilizar protoplastos (Saxena et al, 1981; Diaz
et al, 1988). También se ha cbservado que C. annuum puede ser susceptible a cepas
silvestres de Agrobacterium (Liu et al, 1990), lo que hace pensar que serd posible
una transformacién génética del pimiento en el futuro.

La Mejora Genética para Resistencia (introducir genes de resistencia o
inmunidad a patégenos en cultivares de importancia econémica) es la solucién més
factible actualmente para controlar las enfermedades de virus en pimiento. Sin
embargo, hasta ahora no se conoce ningin mecanismo de resistencia eficiente a
CMV en las especies de Capsicum y especialmente en C. annuum. Hay descritas
algunas resistencias parciales, por ej. Pochard y Daubéze (1989) describen al menos
cinco componentes de resistencia parcial a CMV en varias especies del género
Capsicum:

- Resistencia a instalacién del virus. Lecoq et al (1982) encontraron tres fuentes de
esta resistencia: en uno de los casos, en C. annuum var. minimum "Rama”, existe
un gen dominante mayor (Pochard, 1982), pero en los otros dos la herencia es
poligénica y recesiva.

- Resistencia a la migracién del virus en la planta. Fue descubierta en C. baccatum
("Pendulum 3-4") y C. annuum "Milord" y "Vania", en las que el virus queda
restringido a las hojas inoculadas (Pochard y.Chamhonnet, 1971; Pochard, 1977,
Nono-Womdim et al, 1992). Parece que la resistencia resulta de una inhibicién en la
translocacién del virus hacia o desde el sistema vascular, impidiendo el transporte
del virus a largas distancias (Dufour et al, 1989). Esta resistencia poligénica se ha
mejorado a través de una seleccién recurrente, se ha introducido en nuevas
variedades de pimiento (Pochard y Daubéze, 1989) y ha sido efectiva en campo, aun
en caso de fuertes infestaciones (Marchoux et al, 1986; Nono-Womdim et al, 1992).

- Resistencia a multiplicacién, viral. Presente en la linea "Perennial” (Singh y
Thakur, 1977), su herencia es poligénica (Pochard, 1985).

- Algunos cultivares brasilefios presentan una resistencia parcial a la transmisién
del CMV por 4fidos (Cohen, 1982).



- Més recientemente se ha descubiertoc un quinto tipo de resistencia en una linea
procedente de China: una tendencia a recuperarse tras una infeccién sistémica,
probablemente asociada a un bajo nivel de multiplicacién viral en las hojas jévenes
(Pochard y Daubeéze, 1989).

Villalén también ha encontrado cierta resistencia a CMV en C. annuum, C.
chinense, C. frutescens, y algunos pimientos silvestres y primitivos de Texas y
Méjice, y los ha introducido en programas de Mejora. Webb y Smith (1969)
encuentran resistencia a infeccién sistémica en C. frutescens. Barrios et al (1971)
también encuentran una resistencia en C. frutescens, al parecer producida por un
gen recesivo,

En Espaifa, Gil-Ortega y Luis-Arteaga (1982, 1988) han estudiado el
comportamiento en la inoculacién artificial con cepas espaiiolas del CMV de
variedades de pimiento autdctonas y extranjeras con cierta resistencia al virus, y
concluyen que la variedad "Perennial” es la que presenta mayor tolerancia de todas

las estudiadas.
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II. OBJETIVOS

El laboratorio de Virologia Vegetal del Departamento de Proteccién Vegetal
del CIT-INIA tradicionalmente ha dedicado un considerable esfuerzo al
diagnéstico de virus vegetales con importancia econémica en Espaiia, tratando de
desarrollar técnicas especificas, rdpidas y sensibles, siendo una de sus finalidades
la tfansferencia de esta tecnologia a los laboratorios de Sanidad Vegetal y Servicios
de Proteccién de los Vegetales de las diferentes Comunidades Auténomas. Otra
linea de investigaci6én llevada a cabo en nuestro laboratorio estudia las relaciones
huésped-parasito, entre las que se encuentran las resistencias a virosis presentes

en algunos cultivos.

Dentro de este marco de trabajo, los objetivos concretos de la presente tesis
han sido:

- Estudio y comparacién de diferentes métodos de diagnéstico rutinario
aplicables a un ndmero elevado de muestras para un virus ampliamente
distribuido en Espaiia e inductor de importantes enfermedades como es el virus del
mosaico del pepinc (CMV). Estos métodos son tanto aquellos que detectan las
proteinas virales (ELISA) como agquellos que detectan los acidos nucleicos virales
(analisis electroforético de RNAs bicatenarios, hibridaciones sobre membranas con
clones de cDNA y amplificacién enzimética previa transcripcién inversa de

fragmentos del genoma viral).

- Desarrollo de técnicas de deteccién mediante amplificacién enzimdtica de
parte del genoma del patégeno (PCR), caracterizada por su alta sensibilidad, y
hasta ahora de una aplicabilidad limitada, para su utilizacién en un diagnéstico
rutinario, aplicables a virus morfolégicamente muy diferentes y a patégenos

subvirales como satélites y viroides.

- Aplicacién de algunas de estas técnicas de deteccién a un estudio
epidemiolégico para la determinacién de la presencia del CMV en campo, e

identificacién del subgrupo al que pertenecen.



- Buisqueda de resistencia a CMV en diferentes lineas de un germoplasma de
pimiento procedentes de la zona originaria de este cultivo, Centro y Sudamérica, y
recogido en su mayoria creciendo de forma silvestre, lo cual constituye un material

genéticamente muy variable, e idéneo para buscar resistencias.




MATERIALES ¥ METODOS




III. MATERIALES Y METODOS

1. MATERIALES
1.1. Patégenos.

Se utilizaron los siguientes patégenos infectando las siguientes plantas: un
aislado de CMV procedente de una platanera canaria (Pefia-Iglesias et al, 1979) y
un segundo aislado denominado Fny (Owen y Palukaitis, 1988) se mantuvieron
infectando plantas de Nicotiana tabacum L. cv Xanthi ne, N. glutinose L., -y
pimiento (Capsicum annuum L.} "Yolo Wonder"; el cucumovirus de la aspermia
del tomate (TAV) se inoculé en N. tabacum cv Xanthi nc; el potyvirus mosaico
amarillo de la judia (BYMV) (Castro et al, 1992) se inocul6 en hojas de haba (Vicia
faba L.); el nepovirus entrenudo corto infeccioso de la vid (GFLV) infectando vid
(Vitis vinifera L.) (Fresno, 1992); el luteovirus enrollado de la patata (PLRV) en
patatas (Solanum tuberosum L.); el tospovirus bronceado del tomate (TSWV)
infectando pimiento; el viroide PSTVd en plantas de crisantemo (Chrysanthemum
morifolium Ram). Todas estas plantas se conservaron en invernadero. Hojas de
naranjo (Citrus sinensis Osbeck) infectadas con el closterovirus de la tristeza de los
citricos {CTV) se mantuvieron a 4°C. Hojas de Nicotiana benthamiana L. infectadas
con el tobamovirus moteado suave del pimiento (PMMYV) (Alonso et al, 1991) y
varetas de nogal (Juglans regia L.) infectadas con el nepovirus enrollado del cerezo
(CLRYV) (Borja, 1991) se mantuvieron congeladas a -20°C.

1.2. Anticuerpos.

Para la detecciéon de CMV se utilizaron: a) anticuerpos policlonales
polivalentes de la casa Sanofi (Francia) que detectan los serotipos DTL, ToRS y Co,
b) anticuerpos policlonales de Agdia Inc. (USA) que detectan CMV-cr, y ¢) un kit
compuesto por tres anticuerpos monoclonales de Sanofi: polivalentes, especificos
del subgrupo ToRS y especificos del subgrupo DTL.

Para el resto de los patégenos se utilizaron: anticuerpos policlonales para
GFLV, PLRV y CLRV de Bioreba, Boehringer y donado por el Dr. Rowhani (U.
Davis, California, EEUU), respectivamente; anticuerpos monoclonales de Ingenasa
y Agdia en el caso de CTV y BYMV (anti-PTY) respectivamente; anticuerpos




policlonales de sueros brutos sin purificar cedidos por el Dr. Gonsalves (U. Cornell,
NY, EEUU) y la Dra. Serra (CSIC, Madrid) en el caso de TSWV y PMMYV,
respectivamente; liquido ascitico conteniendo anticuerpos monoclonales especificos
de RNAs-bc fue donado por el Dr. Powell (U. Florida, FA, EEUL).

1.3. Soluciones y tampones

- PBS: fosfato 20 mM pH 7,4, NaCl 150 mM, KC] 3 mM, NaN3 3 mM.

- PBS-T'ween: PBS conteniendo Tween-20 al 0,05%.'

- TAMPON DE EXTRACCION DE MUESTRAS INFECTADAS CON CMYV: citrato
0,5 M pH 6,5 conteniendo Triton X-100 al 0,1% y acido mercaptoacético al 0,1%.

- TAMPON DE EXTRACCION GENERAL: Tris-HCI 0,5 M pH 8,2, PVP-40 al 2%,
PEG-6000 al 1%, NaCl 140 mM, Tween-20 al 0,05%, azida s6dica 3 mM.

- TAMPON SUSTRATO PARA FOSFATASA ALCALINA: dietanolamina al 9,7%
pH 9,8, conteniendo azida sédica 3 mM.,

- STE: NaCl 100 mM, Tris-HC] 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0.
- TAE: Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM, pH 8§,0.

- TBE: Tris-borato 89 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0.

- TAMPON DE LISIS: glucosa 50mM, Tris-HCI 25mM pH 8,0, EDTA 10mM, 4
mg/m] lisozima.

- TE: Tris-HCI 10 mM pH 8,0, EDTA 1 mM, pH 8,0.
- SSC 20 X: NaCl 3 M, citrato sédico 0,3 M, pH 7,0.

- TNE :Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, NaCl 100 mM, pH 7,4.

- Solucién de Denhardt 50 X: Ficoll 400 al 1%, PVP-40 al 1%, seroalbliimina bovina al
1% (p/v).
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1.4. Medios de cultivo.

- Medio LB (Luria-Bertani) liquide tamponado: Bacto-triptona al 1%, extracto de
levadura al 0,5%, NaCl al 1%, pH 7,5.

1.5. Estirpes bacterianas.

Los genotipos de las estirpes bacterianas utilizadas son:
- Escherichia coli NM522: recA* (supFE, thi, A(lac-proAB), hsd5, [F’, proAB, laclQ,
lacZAM15}
- Escherichia coli XL1-blue: recA- (recAl, lac, endAl, gyrA96, thi, hsdR17, supE44,
relAl, [F’, proAB, lacI®Q, lac ZAM15, Tn10].

1.6. Productos.

- Endonucleasas de restriccién: se emplearon endonucleasas de restriccién de
Boehringer Mannheim y Amersham, utilizadas generalmente con los tampones y
condiciones sugeridos en los catalogos de los proveedores.

- Otras enzimas: DNA polimerasa termoestable (Pyrostasa) de Boehringer, M-
MLV-RT (transcriptasa inversa del MMLV) de Gibco BRL.

- Material radiactivo: a-32P-dCTP de Amersham.

- Productos quimicos: en general se utilizaron reactivos procedentes de Merck,
" Sigma, Panreac, Pharmacia, Prolabo y Carlo Erba.

- Otros: kit "Multiprime labelling system" (Amersham), kit "DNA labeling and
detection nonradioactive" (Boehringer), liquido de centelleo (Ready Value™,
Beckman), inhibidor de ribonucleasas (HPRI, Amersham), placas ELISA de
poliestirenoc (Nunc), marcador de pesos moleculares 1 Kb ladder (Gibco BRL). El
marcador DNA del fago lambda cortado con la enzima de restriccién Pstl fue
preparado en el laboratorio por los métodos estdndar de Sambrook et al (1989). Los
cebadores fueron sintetizados mediante encargo por Biosynthesis S. L.

1.7. Equipo

- Ultracentrifuga Beckman L8-55M y Beckman TL-100.

- Espectrofotémetro Zeiss PMQ3.

- Espectrofotémetro para placas Titertek Multiskan Plus MK II.
- Contador de centelleo {(Beckman LS 1801).




- Horno con movimiento rotatorio (Hybaid mini hybridisation oven).

- Termociclador de tubos: Inteliigent Heating Block IHB 2024 (Cambio) y Perkin
Elmer Cetus gene amp PCR system 9600. Termociclador de placas: Techne PHC-3,
con un adaptador para placas.

- Fluorimetro TKO 100 (Hoefer)

2. INOCULACION MECANICA DE LOS VIRUS

Hojas de muestras infectadas se trituraron en un mortero en presencia de
tampén fosfato 0,01 M pH 7,0. Las plantas a inocular se pulverizaron previamente
con el abrasivo carborundo 600 mesh, capaz de originar microheridas que facilitan
la entrada del virus al interior de la célula vegetal. A continuacién el macerado
vegetal se froté sobre las hojas y las plantas se conservaron en condiciones de
invernadero o en cdmaras de cultivo.

3. TECNICAS INMUNOENZIMATICAS
3.1. La técnica ELISA.

Con los antisueros policlonales de CMV (Sanofi, Agdia) se realizaron
ensayos ELISA-DAS en placas de poliestireno, que se realizan bdsicamente segin
Clark y Adams (1977) sélo que los volimenes utilizados fueron 0,1 ml. Se utilizaron
las diluciones sugeridas por las casas comerciales para los anticuerpos y
conjugados. El tampén de extraccién de las muestras en la proporcién 1/10 (p/v) fue
citrato 0,5 M pH 6,5 conteniendo Triton X-100 0,1% y acido mercaptoacético 0,1%.
Las muestras se procesaron en mortero, o en el caso de las hojas, en bolsa de
plastico con la ayuda de un tubo de vidrio. En los ensayos con los anticuerpos de
Sanofi, conjugados con fosfatasa alcalina, el sustrato utilizado fue p-
nitrofenilfosfato y las lecturas espectrofotométricas se realizaron a 405 nm,
mientras que con los anticuerpos de Agdia, conjugados con peroxidasa, el sustrato
utilizado fue o-fenilendiamina y las lecturas se hicieron a 490 nm. Las placas se
dejaron a temperatura ambiente en oscuridad, y se realizaron lecturas

espectrofotométricas a distintos tiempos.




Para la identificacién de los subgrupos de CMV se utilizaron anticuerpos
monoclonales especificos (Sanofi) en ensayos de ELISA-TAS realizados segin las
instrucciones de la casa comercial.

3.2. Estandarizacién de la técnica ELISA.

Con el objeto de determinar el tiempo idéneo para realizar las lecturas
espectrofotométricas, que es aquél que presenta mayor diferencia entre la
absorbancia de la muestra infectada y la de la sana (S4nchez-Vizcaino y Cambra,
1981), se hizo un anélisis de las absorbancias obtenidas a distintes tiempos con
varias muestras en distintos huéspedes tanto para los anticuerpos policlonales de
Sanofi como para los de Agdia.

Para estandarizar el ensayo de deteccién de subgrupe al que pertenece el
virus se siguié el procedimiento de Kearney et al (1990) realizando un ensayo
ELISA-TAS con anticuerpos de los dos subgrupos utilizando muestras de serogrupo
conocido mantenidas en invernadero (CMV de la platanera canaria, perteneciente
al grupo ToRS, y CMV-Fny perteneciente al DTL), en el que se generan dos valores
de A405 que representados en un grafico dan lugar a dos zonas limitadas por dos
rectas, que engloban a los dos subgrupos.

Otro factor a estandarizar fue el de los tampones utilizados en la
homogeneizacién de las muestras. Se estudiaron varios tampones: el recomendado
por la casa comercial de Sanofi y los utilizados por otros autores (Clark y Bar-
Joseph, 1984; Fresno, 1392) a fin de elegir el que diera mejor resolucién entre la
planta sana y la blanta enferma.

4. PURIFICACION DE CMV Y DE LOS RNAS VIRALES

4.1, Purificacién del virus

Para la purificacién del virus se utilizaron hojas de N. tabacum cv Xanthi
inoculadas con un aislado de CMV, y se siguié el protocolo descrito por Lot et al
(1972) que utiliza como tampén de extraccién citrato 0,5 M pH 6,5 conteniendo 4cido
mercaptoacético 0,1%, y clarifica con cloroformo. El virus se concentra por
precipitacién con polietilenglicol, seguido de dos ciclos de centrifugaciones a baja y
alta velocidad, y una centrifugacién en gradiente de sacarosa 5-30%. El virus se



, 1%
cuantificé por lectura espectrofotométrica considerando que (*'10mm ) g 260 nm: 5,

Asgo/Aggo=1,7 (Francki et al, 1979).

4.2. Extraccién del RNA viral.

El virus suspendido en tampén fosfato 20 mM pH 7,0 se fenolizé con fenol
saturado con agua conteniendo SDS al 0,1%. Los 4cidos nucleicos presentes en la
fase acuosa se precipitaron con 2,5 voliimenes de etanol absoluto a -70°C en
presencia de acetato sédico 0,3 M pH 5,2. Tras centrifugar, el precipitado se

resuspendié en agua estéril, y se mantuvo a -70°C hasta su utilizacién. El RNA se
V1%
cuantificé por lectura espectrofotométrica donde (~ 10mm) g 260 nm: 25.

5. ANALISIS DE RNAS BICATENARIOS

Se utilizé6 el método descrito por Morris y Dodds (1979) con pequefias
modificaciones como se ha descrito previamente (Romero et al, 1988). Se extrajeron
los 4cidos nucleicos totales en 2 ml/g (v/p) de STE 2X, 1,5 ml/g de fenol saturado en
agua, 1,5 ml/g de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), 0,1 ml/g de SDS 10%, 10 ul/g
de 2-mercaptoetanol y bentonita como abrasivo. El conjunto se agité en tubos de
centrifuga durante 10 min a temperatura ambiente y se centrifugé a 7500 g durante
20 min. A la fase acuosa se le afiadié etancl hasta una concentracién final del 15%,
y la muestra se cromatografié a través de una columna de 3 ml de volumen de
celulosa CF 11 (Whatman) preequilibrada con STE conteniendo 15% etanol. En estas
condiciones los RNAs-bc quedan especificamente retenidos en la celulosa, y
posteriormente se eluyen con tampén STE sin etanol.

Los RNAs-bc se precipitaron con etanol en presencia de 0,3 M acetato sédico y
se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 1% en tampén TAE o
poliacrilamida al 5% en tampén TBE. Los geles se tifieron con bromuro de etidio 1
pg/ml y el DNA se visualiz6 en un transiluminador de luz ultravioleta. Algunos
geles de poliacrilamida fueron teiiidos posteriormente con nitrato de plata segun el
método de Sammons et al (1981) descrito por Igloi (1983).



6. DETECCION DE CMV POR HIBRIDACIONES SOBRE MEMBRANA.
6.1. Clones de cDNA.

Se utilizaron tres clones para preparar las sondas (Figura 12):
a) 45080, obtenido de la American Type Culture Collection (ATCC), portador de un -
inserto de cDNA de 422 nt del extremo 3° del RNA 2 (residuos 2479-2900) de la cepa
CMV-Q perteneciente al grupo ToRS y clonado en el fago M13mp7. Para su
multiplicacién se incubé Escherichia coli NM522 a 37°C en medio LB y se transfect6
con este clon. Se hizo una preparacién de las formas replicativas segin Sambrook
et al (1989), y se purificaron segin Morelle (1988), mediante lisis alcalina del
cultivo, concentracién de 4cidos nucleicos por isopropanol y purificacién por
centrifugaciéon en gradiente de CsCl.

El inserto se liber6 por escisién con la enzima de restriccién Eco RI, y se
purificé a partir de un gel de agarosa al 1,5% con tiras de papel de cambio de iones
DEAE Trans-Blot™ (Bio-Rad). El DNA se extrajo de éste por incubacién a 70°C
durante una hora con tampén de extraccién (arginina 0,01M, NaCl 1M), con una
posterior fenolizacién y concentracién del inserto por precipitacién con etanol
absoluto. Una vez resuspendido en TE pudo ser utilizado en posteriores ensayos.

b) pZU123A, donado por el Dr. A. Schram, de Zaadunie Biotechnology (Holanda).
Este clon es portador de un inserto de cDNA de 659 nt del gen de la proteina de
cubierta de un aislado de CMV-T2 y clonado en pBin 19. Una colonia de E. coli XL1-
blue portadora del plasmido con el inserto se crecié en medio LB con 50 pg/ml de
kanamicina, y los plasmidos se purificaron segin el método de Morelle (1988),
seguido de una centrifugacién en CsCl. Para obtener la sonda se amplific6 un
fragmento de 496 pb del inserto utilizando los cebadores B y D (Figura 13) segin el
" protocolo de PCR (ver apartado 7.2). '

c) pT 105, cedido por el Dr. B. Harrison (SCRI, Dundee, Gran Bretaiia), portador de
un inserto conteniendo dos secuencias completas y otra parcial de un satélite de
CMV-I17N en un vector de expresién basado en el sistema pldsmide Ti (Baulcombe
et al, 1986). El pldsmido se purificé segiin el método de Morelle (1988) y para liberar
el inserto se realizé una doble digestién con las enzimas de restriccién EcoRI y
BamHI (Sambrock et al, 1989). El inserto se purific6 como se ha explicado

previamente en el apartado a) de esta seccién.
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a) CLON 45080 en M13mp7, portador de un cDNA de 422 nt del
extremo 3° (residuos 2479-2900) del RNA 2 de la cepa CMV-Q.
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b) CLON pZU123A, en pBin 19, portador de un cDNA de 659 nt de la
protefna de la cdpsida de CMV-T,.
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¢) CLON pT105 en pdasmido Ti portador de cDNA de satélite de CMV.
- TE= 108 nt de la posicién 227-335 de la secuencia del satélite.
A continuacién hay dos unidades dél satélite completas
(Baulcombe et al, 1986).
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Fig 12. Clones de CMV utilizados como sondas en las hibridaciones. -
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6.2. Transferencia tipo Southern de DNA a membranas.

Los DNAs se sometieron a una electroforesis en gel de agarosa al 1% en
tampén TAE y se transfirieron a membranas de nylon (Hybond N*, Amersham,
Inc.}) mediante transferencia alcalina con NaOH 0,4 M durante toda la noche
(Sambrook et al, 1989). Despﬁés de la transferencia, las membranas se enjuagaron
en una solucién SSC 2X y se guardaron envueltas en pldstico a 4°C hasta el
momento de la hibridacién.

6.3. "Dot-blot” de macerados vegetales sobre membranas.

El macerado vegetal de las muestras se extrajo de forma andloga a los
ensayos ELISA con el mismo tampén de extraccién, realizando en ocasiones
diluciones seriadas de las muestras.

Membranas de nylon (Hybond N+, Amersham) o nitrocelulosa (Hybond C de
Amersham o Schleicher & Schuell BA-85) cortadas al tamafic adecuado se lavaron
en primer lugar en agua destilada para ser posteriormente saturadas en SSC 20X
(nifrocelulos_a) o 5X (nylon). De cada muestra previamente desnaturalizada a 65°C 5§
min se pipetearon 10 pl en un punto ("dot") y se dejaron secar. Los 4cidos nucleicos
se fijaron a la membrana por tratamiento térmico (80°C 2 h en el caso de
nitrocelulosa) o por tratamiento alcalino (NaOH 50 mM durante 5 minutos en el
caso de Hybond N+), seguido de breve inmersién en SSC 2X con agitacién. Las
membranas se guardaron envueltas en pldstico a temperatura ambiente
(nitrocelulosa) o a 4°C (nylon) hasta el momento de la hibridacién.

6.4. Marcaje de las sondas.

Los insertos purificados o los fragmentos amplificados por PCR se marcaron
radiactivamente por sintesis con oligonucle6tides al azar y a—32P—-dCTP en
presencia del fragmento Klenow de la DNA polimerasa I (kit "Multiprime labelling
system"). Los nucleotidos marcados no incorporados se eliminaron mediante
cromatografia en una columna de Sephadex G-50 segin el método descrite por
Sambrook et al (1989), y se midié la incorporacién de radiactividad en un contador
de centelleo con liguido de centelleo.

El marcaje no radiactivo se llevé a cabo con digoxigenina mediante el kit
"DNA labeling and detection nonradioactive". DNA desnaturalizade 10 min a 95°C
se mezclé en un tubo eppendorf con hexanucledtidos al azar, dNTPs (dATP 0,1 mM



+ dCTP 0,1 mM + dGTP 0,1 mM + dTTP 65 pM + dig-dUTP 35 uM), y 2 unidades del
fragmento Klenow de la DNA polimerasa I (volumen final de 20 pl), y se incub6 1 h
a 37°C. Se detuvo la reaccién con 2 pl de EDTA 0,2 M pH 8,0, y el DNA se precipité
con 2,5 nul de LiCl 4 M y tres volimenes de etanol fric. Tras dejar a -70°C 30 min se
centrifugé y resuspendié en TE.

6.5. Hibridacién con sondas radiactivas.

Las membranas con las muestras a analizar se prehibridaron a 65°C en un
horno con movimiento rotatorio durante al menos una hora en 50 pl/cm? de tampén
SSC 5X, solucién de Denhardt 5X, SDS al 0,5%, conteniendo 20 ug/ml de DNA de
esperma de salmén desnaturalizado mediante calor (100°C durante 5 min)
(Sambrook et al, 1989). La hibridacién se realizé durante toda la noche a 65°C en el
mismo horno y con la misma solucién de prehibridacién a la que se anadié la sonda
marcada previamente desnaturalizada a 100°C durante 5 minutos. Después de la
hibridacién, las membrahas se lavaron tres veces durante 15 min en SSC 2X, SDS
0,1% a 65°C, una vez durante 10 min en SSC 2X, SDS 0,1% a 65°C, y una vez durante
5 min en SSC 2X, SDS 0,1% a temperatura ambiente. Una vez secas las membranas
se expusieron con pantalla intensificadora a una pelicula de rayos X (Kodak XAR 5)

y se mantuvieron a -70°C hasta el momento del revelado.
6.6. Hibridacién con sondas no radiactivas (digoxigenina).

La prehibridacién de las membranas se realizé en 200 plem? de una
solucién SSC 5X conteniendo agente de bloqueo al 5% (p/v), sarkosil al 0,1%, y SDS al
0,02% durante al menos 1 h., en horno con movimiento rotatorio a 65°C. La
hibridacién se realiz6 durante toda la noche a 65°C con la misma solucién de
prehibridacién a la que se afiadié la sonda marcada y desnaturalizada durante 5
min a 100°C. Después de la hjbﬁdacién, las membranas se lavaron cuatro veces en
SSC 2X, SDS 0,1% a 65°C (condiciones de hibridacién restrictivas). La digoxigenina
se detecté mediante anticuerpos anti-digoxigenina (fragmentos Fab) conjugados
con fosfatasa alcalina que en presencia de NBT (nitrato azul de tetrazolio) y solucién
X-fosfato (5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato de toluidinio) revelan su posicién por una

reaccién colorimétrica.



7. DETECCION DE VIRUS Y PATOGENOS SUBVIRALES POR AMPLIFICACION
ENZIMATICA '

7.1. Oligonucleotidos cebadores.

A fin de disefiar unos cebadores para la deteccién de CMV se compararon
las secuencias publicadas del RNA 3 pertenecientes a las cepas de los dos
subgrupos (Quemada et al, 1989), buscando zonas conservadas y evitando el
extremo 3° con estructura secundaria en forma de tRNA. Se eligié un primer
cebador A (19 mer) homélogo al fragmento de la regién intergénica no codificante
situado entre los nt 114 y 132 (numeracién de estos autores), y un segundo cebador C
(21 mer) complementario al fragmento situado entre los residuos 633 y 653 del gen
de la proteina de cubierta, de manera que la zona amplificada tiene un tamarfo
esperado de 540 nt (Tabla 2). Con el objeto de amplificar parte del gen de la proteina
de cubierta se utilizaron otros dos cebadores B y D que ampliﬁéan un fragmento de
497 pb entre los residucs 398 y 894 (Figura 13). |

En el caso de PLRV y CLRV se utilizaron los cebadores descritos por
Robertson et al (1991) y Borja y Ponz (1992), respectivamente. Los cebadores para
TSWV fueron donados por el Dr. A. Schram (Zaadunie Biotechnology, Holanda). El
resto de los cebadores fueron disefiados segin las secuencias publicadas de los
patégenos y recogidas en la Tabla 2, utilizdndose en aigunos casos el programa
informAtico OLIGO™ (Oligo software). En esta tabla est4n especificadas las
secuencias de todos los cebadores utilizados, asi como las regiones que se

amplifican.
7.2. RT-PCR a partir de un macerado vegetal.

El ensayo se realizé basicamente segin Borja y Ponz (1992) con pequeiias
modificaciones en las concentracicnes de los reactivos. Una primera reaccién de
transcripcién inversa (RT), se llevé a cabo en tubos eppendorf (1,5 ml) en un
volumen final de 20 pl, en la que al macerado vegetal de la planta extraido en Tris-
HCl 10 mM pH 8,3, MgCls 1,6 mM, Tween-20 al 0,05%, gelatina al 0,01%, KCI1 50
mM (concentraciones finales), se le aifladieron 20 pmoles de cebador 3°, 1 mM
dNTPs, 25 unidades de inhibidor de ribonucleasas, y 200 unidades de transcriptasa
inversa. Se incubé a 37°C durante una hora, a fin de sintetizar el cDNA de cadena

sencilla.
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Patdgeno Cebador §° Cebador 3°

BYMV 5 -GCCTTATGGTGTGGTGCATAG-3" 5 -CAAGCATGGTGTGCATATCACG-3°
CLRV 5 -CATGACGAGTGGGCGTC-3 5-GCGTCGGAAAGATTACG-3
CMV 5°-GTAGACATCTGTGACGCGA-3" (A) 5-GCGCGAAACAAGCTTCTTATC-3" (C)
CMV-sat 5 -GATGGAGAATTGCGCAGAGGG-3 5°-CATTCACGGAGATCAGCATAGC-3"
CTV 5 -ATGGACGACGAAACAAAGAA-3° 5 -CAAGAAATCCGCACACAAGT-3"
GFLV 5°-CCGTGAGAGGATTGGCTGGTA-3 5 -ATGGGAGGGCAAGTGAGAAAT-3"
PLRV 5°-CCAGTGGTTRTGGTC-3" 5 -GTCTACCTATTITGG-3"
PMMV 5"-TGTCTGCTATGCTGCCTTCC-3 5"-CCTTTTCCCCTCGTTCTGTAA-3
PSTV 5 -GGGTTTTCACCCTTCC-3" 5-GAGAAAAAGCGGTTCTCGGG-3°
TSWV 5°-ATCAAGCTTCTGAAGGTCAT-3" 5°-CATGGATCCTGCAGAGCAATTGTGTCA-3"
Patégeno Tamaiio Regién Parte del genoma Referencia

: fragmento mpli
BYMV 447 pb 389-835 gen de la PC Hammond y Hammond, 1989
CLRV 453 pb 1210-1662 RNA1 Borja, 1991
CMV 540 pb 114-653 RNAS3 Quemada et al, 1989
CMV-sat 303 pb 10312 total Kaper et al, 1988
CTvV - 541 pb 1-540 gen de la PC Sekiya et al, 1991
GFLV 568 pb 2040-2607 gende la PC Sénchez et al, 1991
PLRV 534 pb 36874220 gende la PC y proteina 17 kDa Robertson et al, 1991
PMMV 496 pb 735-1230 gen de la proteina 126 kDa Alonso et al, 1991
PSTV 130 pb 174-303 total Gross et al, 1978
TSWV 456 pb 2473-2916 RNA S de Haan, 1990

Tabla 2. Cebadores especificos utilizados para detectar diferentes patégenos y regiones amplificadas. La secuencia subrayada
corresponde a una cola no complementaria al genoma viral. PC: proteina de cubierta. A y C corresponden a los cebadores
descritos en lg Figura 13. '



La segunda cadena del ¢DNA y la amplificacién se llevé a cabo en un
volumen de 100 pl, afiadiendo a la solucién de RT 20 pmoles de cebador 5° y tampén
Pyrostasa 10X (suministrado con la enzima), de forma que las concentraciones
finales de la solucién de amplificacién fueron Tris-HCl 60 mM pH 9,0, MgClg 2,1
mM, (NH4)2S0,4 20 mM, albiimina de suero de bovine al 0,005%, dNTPs 0,2 mM y
0,2 uM de cada cebador. La solucién se cubrié con 100 pl de aceite mineral para
prevenir evaporaciones. Se desnaturalizé a 92°C 2 min, se afiadieron 2 u de DNA
polimerasa termoestable (Pyrostasa) a 72°C, y se sometieron las soluciones a 35
ciclos de desnaturalizacién a 94°C 1 min, anillamiento a 54°C 1 min, y extensién a
72°C 1 min en un termociclador. E] tiempo de extensién se alargé en el ultimo ciclo
a 7 min para completar la sintesis de DNA en todas las cadenas.

Después de la amplificacién, en algunas ocasiones se concentréd el DNA
afiadiendo 150 ul de cloroformo, y recuperando la fase acuosa. El DNA se precipité a
-70°C durante 30 min con 10 ul de acetato sédico 3M pH 5,2, y 250 pl de etanol
absoluto, y se centrifugé a 4°C durante 15 min. El DNA se resuspendié en TE pH 8,0
y una alfcuota se sometié a electroforesis tal como se describe en el apartado 5.

7.3. RT-PCR basada en captura del virus con anticuerpos especificos en
placas de microtitulacién,

Se tapizaron placas de microtitulacién de fondo céncavo con 50 pl de una
suspensién de los anticuerpos correspondientes en tampén carbonato pH 9,6 a la
dilucién habitual utilizada para ELISA o en el caso de los antisueros brutos a 1/500.
La temperatura y periodo de incubacién fue igual que para ELISA. Los tejidos de
planta se procesaron en 1/10 (p/v) de tampén de extraccién general, y se afiadieron
50 pul por pocillo tras lavar tres veces con PBS-Tween pH 7,4. Después de incubar
toda la noche a 4°C se lavaron los pocillos con extremo cuidado para evitar
contaminaciones y se procedi6 a la amplificacién. )

En un principio, a fin de permitir la apertura de los viriones inmovilizados
en la placa se llevé a cabo un tratamiento térmico: las placas vacias se congelaron a
-70°C durante al menos una hora, se anadieron 50 pl de agua tratada con DEPC a
cada pocillo, y, tras incubar durante 20 min a 65°C, se recogieron 10 pl para
realizar la transcripcién inversa. Mds adelante, este paso se omitié y sin
tratamiento previo 20 ul de premezcla de transeripcién inversa (Tris-HCl 50 mM pH
8,3, KC1 75 mM, MgCl2 3mM, 1 mM de cada dNTP, cebador 3° 1 uM, y 200 unidades

de transcriptasa inversa se afiadieron directamente a cada pocillo, la placa se tapé




cuidadosamente y se incubé 1 hora a 37°C con agitacién, a fin de recuperar la
maxima cantidad de virus. |

La amplificacién se llevé a cabo bien en tubos eppendorf (en la mayoria de los
casos durante el desarrollo del método) o bien en los mismos pocillos de la placa
donde se realizé la transcripcién inversa (en este caso se utilizaron placas de
policarbonato Techne), a fin de comprobar que podia realizarse el ensayo completo
en la misma placa. En estos casos se utilizé un termociclador adaptado a placas. En
cualquier caso, se realizé la amplificacién afiadiendo 80 pl de mezcla de
amplificacién y se afiadié 100 ul de aceite mineral a fin de evitar evaporaciones. Las
concentraciones finales (volumen final de 100 ul} de los reactivos fue: Tris-HC! 60
mM pH 9, KCl 15 mM, MgClg 2,1 mM, (NH4)sS04 20 mM, 0,2 mM de cada dNTP,
0,2 uM de cada cebador y albiimina de suero de bovine al 0,005%. Después de una
desnaturalizacién inicial de 2 min a 94°C, se llevé la temperatura a 72°C y se
afiadieron 1,6 unidades de DNA polimerasa termoestable (Pyrostasa) y la
amplificacién tuvo lugar a través de 30 ciclos (6 35 en el caso de PLRV y PSTVd).
Cada ciclo consistia en una fase de anillamiento de 1 min a 52°C (41°C en el caso de
PLRV o 45°C para PSTVd), una fase de elongacién de 1 min a 72°C y una fase de
desnaturalizacién de 30 s a 93°C. Un ciclo final con una fase de elongacién de 5 min
terminaba el proceso. La deteccién de los productos de PCR normalmente se realizé
por electroforesis de 1/3 del volumen de la mezcla de reaccién, tincién por bromuro
de etidio 1 pg/ml y visualizacién con luz UV. Alternativamente, el DNA amplificado
se cuantificéd por fluorimetria, segiin se explica en el apartado 7.7.

7.4. RT-PCR realizada sobre placas ensayadas previamente con la técnica
ELISA.

Tras terminar un ensayo con la t,écnica‘ELISA, la solucién presente en el
pocillo se eliminé lavando una vez con PBS-Tween pH 7,4, se afiadieron a los
pocillos 20 ul de la mezcla de transcripcién inversa, y se continué como se ha

descrito en el apartado 7.3.

7.5. RT-PCR basada en captura del virus por adsorcién directa al

poliestireno.

Se adsorbieron directamente a la placa 50 pl de extractos de planta 1/10 (p/v)
en tampén carbonato 0,05 M pH 9,6, conteniendo PVP al 1%. Tras incubar toda la
noche a 4°C y lavar, las placas se procesaron como se ha descrito en el apartade 7.3.



7.6. RT-PCR basada en cé.ptura de RNA bicatenario.

Se tapizaron los pocillos con 50 ul de liquido ascitico conteniendo anticuerpos
monoclonales especificos de RNA-be, diluido 1/100 en tampén carbonato 0,05 M pH
9,6. Se afiadieron a los pocillos 50 pl de extractos de planta 1/10 (p/v) en el tampén de
extraccién general, se incubaron toda la noche y la placa se lavé tres veces con PBS-
Tween pH 7,4. A cada pocillo se afiadieron 20 pl de agua tratada con DEPC
conteniendo cebador 3° 1 uM, se incub6é durante 5 min a 90°C y se enfrié
rapidamente. Se recogi6 un volumen de 12,5 pl y se transfirié a un tubo eppendorf,
afiadiendo el resto de los componentes de la transcripcién inversa descritos
anteriormente hasta completar el volumen de 20 ul. Los siguientes pasos fueron
como se ha descrito en el apartado 7.3.

Las hojas infectadas con PSTVd, por replicarse y acumularse este viroide
dentro de los nicless (ver Introduccién), fueron tratadas a fin de romper éstos. Las
hojas de crisantemo infectadas se pulverizaron en mortero en presencia de
nitrégeno liquido, y se homogeneizaron con el tampén de extraccién mencionado al
que se anadié Triton X-100 2l 0,1% y Nonidet P-40 al 0,1 %. Se agit6 durante 5 min a
4°C, 50 pul de estos extractos se ahadieron a los pocillos y ‘se continud el
procedimiento como se ha descrito en el apartado 7.3.

7.7. Cuantificacién del DNA amplificado por fluorimetria.

En algunos experimentos se cuantificaron los productos de amplificacién por
fluorimetria. Para ello se diluyé 1/3 del volumen de la reaccién en 2 ml de TNE
conteniendo 1 pug/ml de fluorocromo Hoechst 33258. La mezcla se excité a 353 nm y

la fluorescencia emitida se leyé en un fluorimetro a 453 nm.

8. DETECCION DE CMV EN MUESTRAS DE CAMPO.

Durante las campaifia agricolas de los afios 1990 y 1991 se recogieron en
diferentes regiones espafiolas muestras de campo, en su mayoria horticolas, con
sintomas de virosis, en algunos casos sin sintomas y también algunas malas
hierbas. A fin de evitar contaminaciones, se recogieron en bolsas separadamente
(directamente a través de la bolsa o con guantes), y se introdujeron inmediatamente




en una nevera portétil con hielo hasta su conservacién a 4°C, -20°C o desecacién con
gel de silice. La descripcién de este material se encuentra en el anexo I.

Las - muestras fueron ensayadas por ELISA-DAS con anticuerpos
policlonales para determinar su posible infeccién con CMV. En los ensayos de 1991,
las muestras positivas fueron ensayadas con anticuerpos monoclonales especificos
de grupo para determinar su serotipo (técnicas descritas en 3.2).

9. BUSQUEDA DE RESISTENCIA A CMV EN GERMOPLASMA DE PIMIENTO.

El Centro de Conservacién de Recursos Fitogenéticos (CCRF) del CIT-INIA
(Centro de Investigacién y Tecnologia Agraria y Alimentaria del Instituto Nacional
de Investigaciones Agrarias), ubicado en la Finca de El Encin (Alcald de Henares,
Madrid), dispone de una amplia coleccién de lineas de pimiento. Muchas de éstas
provienen de la zona originaria de la especie Capsicum, en Centro y Sudamérica,
cedidas por el Bance de Germoplasma de la Universidad de La Molina (Lima, Perii)
y del Banco de Germoplasma de C.A.T.L.LE. (Costa Rica). En los dltimos afios, estas
lineas estdn siendo caracterizadas morfol6gicamente en el propio Centro por
Nicol4s Gonzales. Para ello ha realizado un seguimiento de la segregacién de
caracteres morfolégicos durante tres afos: en 1988 de cada linea sembré 10 semillas
(NG-080-1, NG-080-2, etc.; de éstas en 1989 sembré 5 de cada una (NG-080-1-1, 080-1-
2, etc); y de éstas en 1990 sembré tres semillas (NG-080-1-1-1, etc).

Con el objeto de buscar resistencias a CMV se analizaron semillas de
diferentes especies del género Capsicum (C.annuum, C. baccatum, C. chinense,
C. frutescens, C. pubescens, C. spp.} de esta coleccién, y cuya descripcién se
encuentra en el anexo II. |

Las semillas se trataron con fungicida (materia activa Mancozeb) y se
pusieron a germinar sobre papel de filtro humedecido en agua estéril dentro de
placas Petri en una cdmara oscura a 30°C. Una vez germinadas, una media de 9
semillas de cada linea se trasplantaron a bandejas de plastico (64 pocillos/bandeja)
con vermiculita (Termita, Asfaltex, S. A.) inmersas en 1g/1 de solucién nutritiva
(abono foliar Hakaphos azul 15.11.15.0,8, Basf). En cada bandeja se pusieron al
menos dos controles de la variedad susceptible “Yolo Wonder". Las bandejas se
mantuvieron en una cdmara de cultivo de plantas a 24 +1°C de temperatura
méxima, 14 +1°C de temperatura minima, con un fotoperiodo de 16h luz y 8 de
oscuridad, y una iluminacién de 110-100 pEm-1s-2. Al alcanzar un estadio de 4-6




hojas expandidas se procedié a su inoculacién segin se ha descrito en el apartado
2. Como inéculo se utilizé un extracto 1/5 (p/v) de hojas de tabaco infectadas con
CMYV en tampén fosfato 0,01 M pH 7,0. Generalmente se inoculé con el aislado Fny
(Owen y Palukaitis, 1988), que se caracteriza por producir sintomas graves, aunque
en algunos casos en que éste no se encontraba en éptimas condiciones se utilizé el
aislado de la platanera canaria o muestras de Almeria pertenecientes al grupo
DTL.

Al cabo de un mes aproximadamente se procedié a un primer andlisis visual
de las plantas. Las lineas que presentaron sintomas de infeccién (mosaico,
deformacién de las hojas y/o retraso en el crecimiento) fueron consideradas
sensibles al virus, y las lineas asintoméAticas fueron analizadas con el test ELISA
con anticuerpos policlonales (Sanofi} polivalentes. Las que resultaron ser ELISA
negativas fueron trasplantadas a tierra y fueron reinoculadas. Las que a pesar de
1a reinoculacién seguian siendo negativas se llevaron a campo o se mantuvieron en
invernadero con el objeto de obtener descendencia por autofecundacién a fin de
continuar el estudio de la resistencia. En algunos casos ademéds se realizaron

cruzamientos genéticos con otras lineas.
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IV. RESULTADOS

1. PUESTA A PUNTO Y EVALUACION DE LAS TECNICAS DE DETECCION
RUTINARIA DEL VIRUS DEL MOSAICO DEL PEPINO (CMV).

Se han puesto a punte varias técnicas de deteccién de CMV a fin de
evaluar su aplicabilidad a un diagnéstico rutinario de un niimero elevado de
muestras. Estas técnicas son tanto aquellas que detectan las proteinas virales
(ELISA) comc las que detectan los 4cidos nucleicos virales (anélisis
electroforético de RNAs bicatenarios, hibridacién sobre membranas con clones
de cDNA y amplificacién enzimética previa transcripcién inversa de fragmentos
del genoma viral).

1.1. DETECCION DE CMV POR ELISA.
1.1.1. Estandarizacién de la técnica.
1.1.1.1. Tiempo idéneo de lectura.

Las absorbancias obtenidas con varias muestras en distintos huéspedes y
en diferentes placas de poliestireno mediante un ensayo ELISA-DAS realizado
con los anticuerpos policlonales de Sanofi 0 de Agdia permitieron encontrar cuél
es el tiempo idéneo para realizar las lecturas espectrofotométricas. En la Figura
14 (A) se aprecia claramente una mayor diferencia entre las A405 de muestras
sanas e infectadas obtenidas a las 3 h o tras toda la noche frente a lecturas
anteriores. Como con las lecturas O/N el fondo subia bastante, se utilizé la
lectura de las 3 h preferentemente. Sin embargo, cuando se utilizaron los
anticuerpos de Agdia conjugados con peroxidasa (Figura 14 B), se observé que es
preferible realizar la lectura a la /2 6 1 h. En general, y utilizando estos
resultados como gufa, para cada placa se estudi6 la evolucién de las
absorbancias a lo largo del tiempo y se eligi6 la lectura més alta en la que los
fondos no hubieran subido demasiado (A 405<0,15). '

Se utilizaron varios lotes de anticuerpos de Sanofi a lo largo de este
estudio, no observandose diferencias significativas de comportamiento entre



Sanofi ,

(A)

—-—  Dlanta sana
——— Planta CMV

Absorbancia a 405 nm
N
|

1
0. K?__'__‘?/f

30 min 1-2 h 3n 0/N
tiempo
Agdia
(B) | g 0,141 —&-— Planta sana
s 0,124 —e— plantaCMV
é 0,10 : /\__‘
2 0,084
0,06 -
0,04 -
0,02 4 /
000 b
30 min Ih 3h Q/N
tiempo

Fig 14 Medias de las absorbancias obtenidas con miltiples muestras a
diferentes tiempos en un ensayo ELISA-DAS con: (A) anticuerpos policlonales
polivalentes anti-CMV de Sanofi conjugados con fosfatasa alcalina. (B)
anticuerpos policlonales anti-CMV-cr de Agdia conjugados con peroxidasa.



unos y otros, aunque Elisa Sdez (SPV, Almeria,' comunicacién personal)
encontré algun lote que presentaba problemas para detectar virus en pepino. Sélo
se utilizé un lote de anticuerpos Agdia.

1.1.1.2. Positivo o negativo.

A fin de elaborar un criterio para determinar qué se consideraba como
respuesta positiva y qué como respuesta negativa, se hizo un estudio estadistico
de los valores de absorbancia obtenidos para las plantas sanas de diferentes
huéspedes con los anticuerpos policlonales de Sanofi, obteniéndose unos valores
medios a las 3 h de 0,07, 0,09, y 0,005 para pimiento, tabaco y judia sana
respectivamente, aunque con unas desviaciones estdndar muy elevadas en
pimiento y tabaco, de 0,17 y 0,19 , respectivamente. Aunque la casa comercial de
Sanofi recomienda establecer como resultado positivo cuando se obtengan 2 veces
la absorbancia de la media de las plantas sanas, se observé que plantas de judia
consideradas como positivas segin este criterio al ser ensayadas por otros
métodos (por ej. PCR) resultaron négativas. En cambio, algunas plantas
consideradas como positivas o dudosas segin este criterio inoculadas a plantas
huésped provocaron posteriormente en éstas una clara infeccién viral, o algunas
plantas consideradas como negativas con los anticuerpos policlonales resultaron
positivas con los monoclonales. Debido a que la franja de dudosos era
relativamente amplia, establecimos arbitrariamente para los muestreos el
positivo en tres veces la media de las absorbancias obtenidas con las plantas
sanas, prefiriendo incurrir m4s en el error tipo II (falsos negativos).

Utilizando los anticuerpos de Agdia conjugados con peroxidasa las
absorbancias obtenidas para las plantas infectadas son mas bajas (Figura 14 B}, con
una medié de A 450=0,037 para las plantas sanas, y con una desviacién est4dndar de
0,023, por lo que en este caso se establecié como respuesta positiva aquella que
presentaba dos veces la media de las A 490 de las plantas sanas.

En todos los ensayos se utilizaron como controles tampén de extraccién y
planta sana, que dieron en general resultados parecidos. Se hicieron generalmente

dos repeticiones por muestra.
1.1.1.3. Determinacién del subgrupo.

Para estandarizar el ensayo de deteccién de subgrupo al que pertenece el
virus se realizé un ensayo ELISA-TAS con los anticuerpos monoclonales




correspondientes a partir de muestras de subgrupo conocido mantenidas en
invernadero. Al utilizar dos monoclonales se generaron dos valores de Augs que se
representaron en una gréfica (Figura 15), en la que se pueden trazar dos rectas de
pendiente 2 y 0,5 respectivamente, que limitan dos zonas que engloban a la mayoria
de las muestras. Por tanto, se utiliz6 como criterio para incluir una muestra de
CMYV en un subgrupo el que presentara un valor de A4gs dos veces mayor con el

anticuerpo especifico para dicho grupo que 'para el contrario.
1.1.1.4. Tampén de ‘extraccion.

Otro factor que hubo que estandarizar fueron los tampones utilizados en la
homogeneizacién de las muestras, puesto que sobre todo en el caso de pimiento, se
observaron unos valores de absorbancia algo elevados para la planta sana. En la
Tabla 3 se observa una fuerte variacién segin el tampén que se utilice, obteniéndose
los mejores resultados con los tampones n° 4 y n® 2. Aunque el tampén n® 4
distingue algo mejor la muestra infectada de la sana, se utilizé el tampén n? 2 para
los muestreos de CMV en general por ser més sencillo de preparar, y el tampén n?
4 solamente cuando se realizaron extracciones para ser ensayadas con anticuerpos
que detectan otros virus ademds de CMV.

1.1.2. Limite de deteccién en un macerado vegetal.

Para estudiar el limite de deteccién o detectabilidad del ensayo con los
anticuerpos policlonales polivalentes (Sanofi) en diferentes huéspedes, empleamos
muestras que presentaban niveles de infeccién semejantes (aproximadamente
A405=3 para la dilucién 1/10). Se realizaron diferentes diluciones de macerado
vegetal con el tampén de extraccién y se analizaron en ELISA-DAS. Segtn nuestro
criterio de considerar como positivas aquellas muestras que dieron una lectura
espectrofotométrica de al menos tres veces el valor de la planta sana, se observé en
la Figura 16 que el limite de detectabilidad en orden decreciente para los distintos
huéspedes era (p/v): tomate > 1/80.000, tabaco 1/70.000, y pimiento y pepino 1/10.000.
Puesto que en cada pocillo hay un volumen de 100 pl de muestra, estos niveles de
deteccién son de <1,25 ug, 1,42 pg y 5 ug de tejido infectado, respectivamente.

El limite de dilucién del ensayo ELISA-TAS se analizé con los anticuerpos
monoclonales polivalentes de Sanofi conjugados con fosfatasa alcalina en tabaco. La
Figura 17 muestra que el limite de deteccién es 1/20.000, equivalente a 5 ug de tejido

infectado/pocillo.
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Fig 15, Absorbancias cbtenidas en un ensayo ELISA-TAS con los anticuerpos
monoclonales de Sanofi especificos para los subgrupos DTL y ToRS de CMV.
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Absorbancia a 405 nm (DTL)

TAMPON | PLANTA | 12h| 1h [ 2h 3h ON
1 — P. sano 0 0 0 0 o
P.CMV | 015 | 030 | 061 | 092 | 223

2 P.sano | 003 | 006 | 0,14 | 020 | 065

P.CMV | 046 | 083 | 160 | 231 | 314

3 P. sano 001 | 001 [ 003 | 004 | 018
P.CMV | 024 | 042 | 089 [ 133 | 277

4 P. sano 0,03 0,08 0,19 0,28 0,78
P.CMV | 059 | 113 | 258 | 847 | 341

5 P. sano 001 | 002 | 003 | 006 | 012

PCMV | 013 | 024 | 052 | 080 | 231

TAMPON 1: PBS-Tween + 2% PVP

TAMPON 2: Citrato sédico 0,5M pH 6,5, 0,1% Acido mercaptoacético
TAMPON 3: Citrato sédico 0,5M pH 6,5, 0,1% 4cido mercaptoacético, 0.1%Triton X-100.
TAMPON 4: Tris-HC1 0,5 M (pH 8,2), 2% PVP, 1% PEG 6000, 0,8% NaCl, 0,056% Tween

20, 0,2% NaN3g.

TAMPON 5: fosfato 0,03M pH 7,2, 0,2% dietilditiocarbamato

Tabla 3. Absorbancias obtenidas (a 405 nm) con los diferentes tampones

utilizados para extraer el macerado vegetal de hojas de pimiento en un ensayo
ELISA-DAS con anticuerpos policlonales de Sanofi conjugados con fosfatasa

alcalina.
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Fig 16, Limites de deteccién obtenidos en ensayos ELISA-DAS con anticuerpos
policlonales polivalentes (Sanofi) a partir de macerado vegetal de hojas de
diferentes huéspedes infectados con CMV.
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Fig 17. Limite de dilucién obtenido en un ensayo ELISA-TAS con los
anticuerpos monoclonales polivalentes de Sanofi a las tres horas de.
afnadir el sustrato a partir de diluciones de un macerado vegetal de hojas

de tabaco infectadas con CMV.
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Fig 18. Limite de dilucién obtenido en un ensayo ELISA DAS para la
deteccién de CMV realizado con anticuerpos policlonales conjugados con
fosfatasa alcalina. Se utilizé virus purificado a una concentracién de 12,8
mg/ml sin diluir. Como control se empleé tampén PBS-Tween.



1.1.3. Limite de deteccién con virus purificado.

Para estudiar el limite de detectabilidad del ensayo ELISA-DAS con los
anticuerpos policlonales polivalentes (Sancfi) a partir de virus purificado, se realizé
una purificacién previa de éste, para lo cual se inocularon plantas de N. tabacum
"Xanthi" con la muestra de CMV BA-39 (ver apartado 3), a los seis dias se
recogieron las hojas y se purificé el virus, con un rendimiento de 8,5 mg de virus
por cada 100 g de hoja de tabaco, y una concentracién de 12,8 mg/ml, y se utilizé
inmediatamente debido a la inestabilidad del CMV. Se realizaron diluciones del
virus con tampén PBS-Tween desde 100 pug hasta 1 pg. En la Figura 18 se muestra
que se pudo detectar hasta 1 ng de virus pufificado, utilizando el criteric de
considerar como positivas aquellas muestras que dieron una lectura
espectrofotométrica de al menos tres veces el tampén, que corresponde a una

concentracién de 10 ng/ml.
1.2. Deteccién de CMV por andlisis de los RNAs bicatenarios.

Se puede detectar CMV mediante extraccién de los Acidos nucleicos virales
bicatenarios (RNAs-bc), mas estables y faciles de extraer que los RNAs
monocatenarios, que requieren una purificacion previa del virus. A fin de estudiar
la minima cantidad de material vegetal que puede utilizarse con este método, se
inocularon plantas de tabaco con CMV (aislade de la platanera canaria) y se
extrajeron los RNAs-bc a partir de distintas cantidades preparando muestras
homogéneas. En este ensayo se pudo detectar la presencia de las formas
replicativas en 0,1 g de hoja infectada, como podemos ver en la Figura 19 (A).

Con esta técnica también fue posible detectar la presencia de RNA satélites
en muestras de campo, como se observa en el analisis de los 4cidos nucleicos
bicatenarios de una muestra de tomate de Valencia con fuertes sintomas de
necrosis en el aino 1990 (ver sintomas en Figura 9), y otra muestra de pimiento
procedente de Badajoz del mismo afio, sin presencia de satélite (Figura 19 B). En
esta muestra de pimiento se observa la presencia de RNAs-bc especificos de la
planta huésped, similares a los descritos por Valverde et al (1990).
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Fig 19. Andlisis de RNAs-bc de CMV. (A) Electroforesis de RNAs-be
obtenidos a partir de cantidades decrecientes de hoja de tabaco infectada
con CMV, en gel de poliacrilamida al 5% tefiido con nitrato de plata.

(B) Electroforesis en gel de agarosa al 1% (tefiido con bromuro de etidio)

de RNAs-bc obtenidos a partir de una muestra de tomate (V-1) de

Valencia y otra de pimiento (BA-1) de Badajoz. La flecha indica la presencia
de RNAs-bc especificos de la planta de pimiento, descritos por Valverde et al
(1990). La descripcién de estas muestras se encuentra en el anexo I.



1.3. Deteccién de CMV por hibridaciones sobre membrana ("dot blot™).

Este ensayo fue realizado con las mismas diluciones de la muestra de hoja de
tabaco infectado con CMV (aislado de la platanera canaria) que se utilizaron para el
ensayo ELISA (1.1.2). Se prepararon membranas de nylon (Hybond N*) en las que
se colocaron 10 pl por cada dilucién. Utilizando la sonda 45080 de CMV marcada
radiactivamente con una actividad especifica de aproximadamente 15 x 108 cpm/pg
se llegé a detectar la dilucién 1/500 (equivalente a detectar virus en 20 pg de tejido de
hoja) cuando la autorradiografia se expuso durante 7 dias (Figura 20 A).

En el caso del marcaje no radiactivo, se ha conseguido detectar hasta
diluciones de 1/8 (1,25 mg de tejido) en hibridaciones con la sonda pZU123A
marcada con digoxigenina, aunque no se ha determinado el limite de detectabilidad
con este marcaje (Figura 20 B). En el caso de las plantas sanas no se observaba
reaccién con la digoxigenina.

En ensayos de hibridaciones con marcaje radiactivo, las membranas de
nitrocelulosa mostraron una mayor sensibilidad. En la Figura 21 se observa una
mayor sefial de hibridacién en idénticas muestras de campo infectadas con CMV
en membranas de nitrocelulosa (Schleicher and Schuell) que en las de nylon
(Hybond N+) con la sonda pZU123A marcada radiactivamente con una actividad
especifica de aproximadamente 3 x 108 cpm/jig a los 12 dias de exposicién.

1.4. Deteccién de CMV por RT-PCR en un macerado vegetal.

Este método se ha ensayado con éxito con los cebadores A y C (ver Materiales
y Métodos, Figura. 13) en plantas infectadas con CMV de los dos subgrupos y en
varios huéspedes como tabaco, tomate y pepino. Sin embargo, no fue posible la
deteccién cuando el huésped utilizado fue pimiento. En los primeros experimentos
ocasionalmente se observaron bandas del tamaiio esperado en algunas plantas no
inoculadas, hecho que dej6 de producirse al poner un extremo cuidado en la
recogida de las muestras (hacerlo a través de una bolsa de plastico o lavdndose las
manos minuciosamente después de tocar una muestra infectada y antes de recoger
otra). Se consideré una muestra como positiva cuando el tamafio del producto
amplificado era de 540 pares de bases, y negativa cuando no estaba presente un
producto de este tamafio.

A fin de optimizar la concentracién de iones magnesio en el tampén de
reaccién de la RT-PCR, se realizé un ensayo con concentraciones crecientes de
MgCls en el medio, tanto en la transcripcién inversa, como en la amplificacién
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Fig 20. Hibridacién de un macerado de hojas de tabaco infectadas con CMV
(aislado de la platanera canaria). (A): Autorradiografia (en pelicula Kodak
XAR 5) de la hibridacién con la sonda 45080 marcada radiactivamente
utilizando membranas de nylon (10 pl/muestra). (B): Hibridacién con la
sonda pZU123A marcada con digoxigenina utilizando una membrana de
nitrocelulosa (10 pl/muestra).
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Fig 21. (A)- Hibridacién de un macerado de diferentes plantas de campo
sobre membranas de nitrocelulosa (10 pl/ muestra) con la sonda de CMV
pZU 123A marcada radiactivamente. Autorradiografia realizada en peliculas

Kodak XAR 5. (B): Idem con membranas de nylon Hybond Nt



posterior. En la Figura 22 (A) se observa que concentraciones de 2,5 6 3 mM rinden
mayor cantidad de producto sin que se observen bandas inespecificas en los
controles sanos.

El limite de deteccién obtenido con un macerado vegetal es més alto que los
obtenidos con otras técnicas, llegdndose a detectar una dilucién de 10-7 (Figura 22,
B), que equivale a aproximadamente 1 ng de tejido infectado, ya que el ensayo
requiere unos 10 ul.

Para estudiar la detectabilidad con virus purificado, se utiliz6 el CMV
obtenido en el apartado 1.1.3 y los RNAs virales extraidos, a una concentracién de
12,8 ng/pl, se diluyeron con el tampdn de la transcripcién inversa. El andlisis de los
productos de la amplificacién por electroforesis nos permitié detectar hasta 100 fg
de RNA viral (Figura 22 C). Ya que los viriones contienen un 18% de RNA (Francki
et al, 1979) esta cantidad equivale a 55 pg de particulas virales ml-1. Siendo el peso
molecular de la particula de CMV de 5,8-6,7 x 106 D (Francki et al, 1979), se han
detectado unas 50.000 particulas de virus.

Para probar que los productos amplificados por PCR eran especificos del
CMV, se realizé una transferencia tipo "Southern” del DNA a membranas de nylon
y se hibridé con la sonda pZU123A marcada con digoxigenina. En la Figura 23 se
puede apreciar que la sonda de CMV hibridaba con el DNA cuya movilidad era del
tamafio esperado, y no habia sefial con las plantas sanas ni con el cucumovirus
TAV.

2. DETECCION DE VIRUS Y PARTICULAS SUBVIRALES POR RT-PCR PREVIA
CAPTURA EN PLACAS DE MICROTITULACION

En un intento de resolver el problema que presentaba el macerado vegetal de
determinados huéspedes en la inhibicién de las reacciones de la RT-PCR, y a la vez
facilitar un diagnéstico rutinario, se puso a punto la deteccién de CMV y otros
patégenos mediante RT-PCR en una placa ELISA, lo cual facilita el andlisis de un

nimero elevado de muestras.
2.1. Captura del virus con anticuerpos especificos.

El método descrito en Materiales y Métodos fue disefiado en nuestro
laboratorio por Gustavo Nolasco (UCTA, Universidad del Algarve, Faro, Portugal)
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Fig 22. Andlisis por electroforesis en gel de poliacrilamida al 5% de productos de
RT-PCR y posterior tincién con bromuro de etidio. (A) ensayo con diferentes
concentraciones de MgCl2 en el tampén de la reaccién de RT-PCR. (B) Ensayo de
limite de deteccién con macerado de una muestra de tabaco infectada con CMV.
(C) Limite de deteccién con RNA viral purificado (gel tefiido con nitrato de plata).
M: marcador de pesos moleculares (fago lambda digerido con Pstl). S: tabaco sano.
I: tabaco infectado
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Fig 23. Paneles A y B: hibridacién tipo Southern de productos de RT-PCR
transferidos de los geles (a) y (b) a una membrana de nylon con la sonda
pZU123A de CMV marcada con digoxigenina. A: amplificacién previa
captura en placas de micotitulacién. B: amplificacién a partir de macerado
vegetal. La flecha indica el tamafio esperado para la banda especifica de
CMV. I: muestra infectada. S: muestra sana. To: tomate. Ta: tabaco. TAV:
virus de la aspermia del tomate



para ser aplicado a la deteccién de GFLV en tejidos de plantas de wvid.
Consecuentemente, las teniperaturas utilizadas en un principio para
desensamblar el virién y liberar el RNA reflejaban propiedades de estabilidad
térmica descritas para este virus por Quacqarelli et al (1976). Al estudiar el
comportamiento de la técnica con otros virus, observamos que el mismo
tratamiento térmico daba resultado con virus RNA vegetales tan diferentes como
BYMYV (flexuoso filamentoso) o TSWV (con envueltas externas a la cubierta
proteica). Experimentos posteriores realizados sin este tratamiento térmico dieron
lugar a un método, esquematizado en la Figura 24, que ha resultado vélido para
todas los virus ensayados hasta ahora y para un satélite asociado a CMV (Tabla 4).
Los pasos principales del método son: inmunocapturaz de las formas virales
utilizando placas de microtitulacién (poliestireno o policarbonato) tapizadas con
anticuerpos especificos, RT-PCR de un fragmento del genoma del patégeno, y
deteccién de los productos amplificados. Todos los pasos pueden llevarse a cabo en
la misma placa. La puesta a punto de esta técnica ha llevado a presentar una
solicitud de patente en el Registro de la Propiedad Industrial de Espafia con el n?
P9201232 (fecha 12/6/92).

En la Figura 25 se observa que los fragmentos amplificados fueron del
tamaiio esperado para todos los virus. En algunos experimentos se pudieron
observar algunas bandas tenues ademds del fragmento esperado; estas bandas
parecian ser especificas del virus, ya que no se observaban en los controles sanos.
En el caso del PMMV un segundo fragmento de alrededor de 350 pb se detectaba
siempre en las muestras infectadas. Un analisis mas detallado de la secuencia
revel6 que el cebador 3° presentaba un 62% de homologia con la regién comprendida
entre los nt 1062 y 1082. Un anillado inespecifico durante la transcripcién inversa
daria lugar a un cDNA que se extenderia hasta el nt 735, amplificéndose
posteriormente un producto de 347 pb. A

En el caso del RNA satélite se observaron ocasionalmente bandas adicionales
de 190 pb y 140 pb (Figuras 25, 30, y 31), probablemente también producidas por
anillados inespecificos. Incluso se observé que era posible amplificar el RNA
satélite con un unico cebador (Figura 26, carril D). Un estudio detallado de la
secuencia en el ordenador con ayuda del programa OLIGO ™, revelé que
probablemente a 37°C y en las condiciones de la transcripcién inversa, el cebador 5,
parcialmente complementario al extremo 3°, se va a unir al _RNA satélite de la

siguiente forma:
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Incubacién en termociclador
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Fig 24. Método de deteccién de virus y patégenos subvirales mediante RT-PCR
con una purificacién previa por captura a una fase sélida mediante anticuerpos
especificos.



Grupo de virus
Tobamovirus (PMMYV)
Potyvirus (BYMV)
Closterovirus (CTV)
Luteovirus (PLRV)
Nepovirus (CLRV, GFLV)
Cucumovirus (CMV)
Tospovirus (TSWV)

Morfologia del ion)

Rigida helicoidal, 312 x 18 nm
Flexuousa filamentosa, 750 x 15 nm
Flexuousa filamentosa, 2000 x 12 nm

Isométrica, 24 nm ¢
Isométrica, 30 nm ¢
Isométrica, 30 nm ¢

Isométrica, con envuelta, 80-110 nm ¢

Genoma ,

sin dividir, RNA mc, mensajero

sin dividir, RNA mc, mensajero

sin dividir, RNA mec, mensajero

sin dividir, RNA me, mensajero

dividido en 2 segmentos RNA mc, mensajero

dividido en 3 segmentos, RNA mc, mensajero
dividido en 3 segmentos, RNA mc, sentido (-)

E Il E l L] I
Satélites (CMV sat-RNA)
Viroides (PSTVd)

RNA mc
RNA me

Tabla 4. Diferentes virus y patégenos subvirales que se han detectado por RT-PCR previa captura con un
anticuerpo en una placa de microtitulacién.
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Fig 25, Andlisis por electroforesis en gel de poliacrilamida al 5% de prodﬁctos de
RT-PCR generados a partir de muestras infectadas con virus y RNA satélite amplificados

previa captura por un anticuerpo especifico en una placa de poliestireno.
M: marcador de pesos moleculares (DNA 1 Kb ladder, Gibco, BRL).

A B C D
| I [ TR |

Fig 26. Anilisis por electroforesis en gel de agarosa al 1% de productos de RT-PCR a
partir de RNA satélite amplificado con : A, cebador 3" en la transeripcién inversa,
afiadiendo el cebador 5” en la PCR. B, cebador 5" en la RT, afiadiendo el cebador 3” en-
la PCR. C, cebador 3°en la RT. D, cebador 5" en la RT. -




5 335 .
UCC UCUGCAGGACCC RNA satélite

NI

cebador 5° 3GGGAGACGC ITA

»

’ y mediante la accién de la transcriptasa inversa puede formar un ¢cDNA de tamaiio
335+6 nt. En el primer ciclo de amplificacién, el cebador 5° se unir4 a los nt 10-30 del
cDNA, de los que es complementario, dando lugar a otra cadena de 332 nt, en la que
los dltimos 21 nt son ahora complementarios al cebador 5°. Esto explicaria la
amplificacién ocurrida con un tnico cebador.

La especificidad de la amplificacién se confirmé en el caso de CMV por una
hibridacién tipo Southern de los productos de PCR con una sonda de cDNA, como se
observa en la Figura 23, en la que se puede apreciar que se obtiene una banda mas
nitida con este método que cuando se amplifica a partir de macerado vegetal.
También se observé especificidad de la banda amplificada en el caso del satélite al
hibridar con la sonda pT105 (resultados no mostrados).

El limite de deteccién del método se determiné con diluciones seriadas de las
muestras infectadas, viende que era al menos 1076 para CMV (semejante al
obtenido con macerado vegetal), y 105 para CTV, un clesterovirus de bajo titulo
limitado al floema (Figura 27). En comparacién con ELISA en experimentos
paralelos (Tabla 5) este método resulté ser al menos 10 veces mds sensible en el caso
de CMV y mil veces m4s sensible en el caso de CTV.

Otra aplicacién del método fue en aquellas placas de ELISA en las que se
originaban valores dudosos: tras eliminar el sustrato enzimético y sus productos de
hidrélisis de la placa, fue posible detectar un producto claro de PCR a partir de
amplificacién del RNA viral retenido todavia en el pocillo de poliestireno (resultados
no mostradoes).

Para explicar la accesibilidad del RNA viral a la accién de la transcriptasa
inversa sin necesidad de un tratamiento térmico o quimico, se pens6é que los
anticuerpos inmovilizados podrian estar atrapando en vez de viriones algunos
RNAs parcialmente encapsidados. Para investigar esta posibilidad se ensayé el
método con virus GFLV purificado, cuya integridad habia sido- chequeada por
tincién negativa al microscopio electrénico, realizando un ensayo paralelo con un
tratamiento térmico previo a la transcripcién inversa, y sin éste. En la Figura 28 se

observa que la amplificacién de la parte esperada del genoma viral ocurria en

78
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Fig 27. Analisis por electroforesis en gel de agarosa al 1% de productos de
RT-PCR a partir de diluciones de macerado de muestras infectadas con CTV

y CMV. M: marcador de pesos moleculares (DNA de fago lambda cortado por

la enzima de restriccién Pstl). S: planta sana. .



Dilucién CTV
de muestras ELISAt Fluorimetria
infectadas {*)

101 2,101 -

103 0,185 -

104 0,109 118

10-5 0,105 M

106 0,092 10
Control sano

10-1 0,134 22

(*) Estas diluciones corresponden a las de la Fig 27.

(1) Agos.

Tabla_ 5. Absorbancias obtenidas con diluciones de macerado
vegetal de muestras infectadas por CTV, y datos preliminares de
cuantificacién relativa por fluorimetria de DNA amplificado

en la deteccién de CTV. |



Fig 28. Anaélisis por electroforesis en gel de agarosa de 1/3 del volumen del producto
de RT-PCR a partir de virus GFLV purificado retenido en una placa de poliestireno
por captura con un antisuero especifico. A: Sin tratamiento térmico. B. Con una
desnaturalizacién térmica previa a la transcripcién inversa. Se realizaron dos
repeticiones por muestra. Los productos amplificados no fueron precipitados con
etanol. La flecha indica la banda del tamafio esperado.

Fig 29. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 5% de 1/2 del volumen de
productos de RT-PCR a partir de macerado de muestras infectadas con virus
atrapados directamente a placas de poliestireno. S: planta sana.



ambos casos y que no habia diferencias notorias entre ambos experimentos. Es
decir, una desnaturalizacién térmica previa, para la cual este virus en particular
es muy sensible (Quacquarelli et al, 1976), no mejora apreciablemente la capacidad

de amplificar el fragmento genémico (comparar carriles A y B).
2.2. Captura inespecifica del virus.

Con el objeto de poder aplicar este método en aquellos casos donde no hubiera
disponible un anticuerpo especifico y para los viroides que no disponen de cubierta
proteica, se ensay6 la adsorcién directa de los viriones al poliestireno. Este método
alternativo dié resuitado con CMV, pero no con GFLV ¢ BYMV (Figura 29).

Otra alternativa fue utilizar anticuerpos especificos de RNAs-bc¢ para
capturar las formas replicativas del patégeno. De esta manera se obtuvo
amplificacién del tamaifio esperado con varios virus, como BYMV, CMV, GFLV, y
CLRV ademés del RNA satélite asociado a CMV (Figura 30). Este método fue
igualmente aplicado con éxito a la amplificacién de un virus con envuelta, el TSWV
(resultados no mostrados). Cuando se comparan estos resultados con los obtenidos
con anticuerpos especificos (Figura 24), no se observan diferencias significativas.

Para amplificar el viroide PSTVd fue necesario anadir Triton X-100 y
Nonidet P-40 al tampén de extraccién a fin de romper los nicleos, en cuyo interior
se replica y acumula el viroide. De esta forma se consiguié una amplificacién de
una banda del doble del tamafo esperado, aunque no se observaron bandas del
tamafio esperado (Figura 31). Un andlisis mas detallado de las secuencias revelé
una alta complementaridad de los cebadores que podrian dar lugar a la formacién
de dimercs. También se observaron varios fragmentos menores de 80 nt,
probablemente formados al no poder penetrar la polimerasa en la compacta

estructura secundaria del viroide.
2.3. Anélisis de resultados por fluorimetria.

Para evaluar la posibilidad de evitar la electroforesis como método de
andlisis de los resultados, en algunos ensayos parte del DNA amplificado se
cuantificé por fluorimetria. La Tabla 5 muestra los datos obtenidos en la deteccién
de CTV, un closterovirus de bajo titulo limitado al floema, utilizando el método
descrito y comparado con los resultados obtenidos por ELISA. Aungue el nimero
" reducido de ensayos y muestras no permitié fijar un criterio clare para distinguir el
negativo del positivo, la diferencia entre muestra sana e infectada parece estar hien
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Fig 30. Andlisis por electroforesis en gel de poliacrilamida al 5% de productos de RT-PCR
a partir de muestras infectadas con virus y RNA satélite de CMV previa captura con
anticuerpos especificos de RNAs-bc. M: marcador de pesos moleculares (DNA 1 Kb
ladder, Gibco, BRL). S: tabaco sano.
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Fig 31. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 5% de productos amplificados
a partir de RNA satélite de CMV y del viroide PSTVd mediante captura con
anticuerpos especificos de RNA-bc. M: marcador de pesos moleculares (DNA

1 Kb ladder, Gibco, BRL)



marcada y los limites de deteccién obtenidos por fluorimetria son del mismo orden

de magnitud que los obtenidos por electroforesis.

3. DETECCION DE CMV EN MUESTRAS DE CAMPO.

Durante la campafa agricola de los afios 1990 y 1991 se recogieron en 18
provincias espafiolas, sobre todo en las zonas horticolas del mediterrdneo, Valle del
Ebro, Extremadura y Galicia, muestras de plantas con sintomas de infeccién viral
(en general mosaicos méds o menos severos, deformaciones de hojas o frutos,
enanismo, amarilleamientos, etc.). Se hizo una especial incidencia en el cultivo del
pimiento. Los sintomas de algunas plantas que resultaron estar infectadas por
CMV se reflejan en la Figura 32.

Las muestras fueron analizadas por ELISA-DAS con anticuerpos
policlonales de Sanofi (afios 1990 y 1991) y de Agdia (afio 1990), y las que resultaron
positivas en e] aio 1991 fueron analizadas con anticuerpos monoclonales en
ensayos ELISA-TAS para identificar el subgrupo. Como criterio para reflejar los
resultados (ver 3.1.1.) se eligié:

+; D.0.> tres veces el fondo anticuerpos policlonales
++: D.O.> diez veces el fondo Sanofi (lectura a las 3 h)
+: D.O.> dos veces el fondo anticuerpos policlonales
++: D.Q.> diez veces el fondo Agdia (lecturaalalh)

Se observ6 que las muestras, ya fueran guardadas a 4°C o -20°C, que no
fueron procesadas pronto, perdian los epitopos rapidamente y los anticuerpos tanto
policlonales polivalentes como monoclonales para subgrupo dejaban de
reconocerlos.

El anexo I presenta las muestras recogidas ordenadas por provincias, el
cultivo, los sintomas que presentaban, la fecha de recoleccién, el lugar y el
resultado del anélisis. Al lado del niimero de la muestra se pone en algunos casos
idéntica letra a las muestras que fueron recogidas en la misma parcela. También
se consignan los casos de infecciones mixtas cuando se encontraron otros virus en
estas muestras al ser analizadas en nuestro laboratorio.

En el afio 1990 (Figura 33) se observé una incidencia de CMV del 28,32% en el
total de las plantas muestreadas. Destaca un 44,18% de incidencia en Madrid



Figura 32. Sintomas que presentaban algunas de las muestras de campo
infectadas con CMV. (A) Hojas de melén (T-1) con enaciones y mosaico. (B)
Mala hierba (Nicotiana alba) (AL-17) con mosaico. (C) Tomate (AL-33) con
filimorfismo. (D) Pimiento (BA-43) con arrugamiento de nervios y mosaico

mate filiforme generalizado a toda la planta. La relaciéon de estas muestras se
encuentra en el Anexo 1.
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n: plantas infectadas con CMV

1: plantas analizadas

INCIDENCIA TOTAL DE CMV:
28,32%

Fig 33. Incidencia de CMV en diferentes cultivos y provincias espafioles en la
campana agricola de 1990. '




(zonas de Aranjuez y Villa del Prado), principalmente en pimiento, judia verde,
calabacin y pepino. Por cultivos, en pimiento se detecté un 24,46% de CMV, un
66,66% en mel6n, un 42,85% en tomate, y un 40% en pepino. No se detecté infeccién
en ninguno de estos cultivos: apio, berenjena, col, garbanzo, lechuga, malas
hierbas, patata, sandia o yeros.

Los anticuerpos policlonales polivalentes de Sanofi estdn comercializados
como capaces de detectar todas las cepas de CMV, pertenecientes a los subgrupos
DTL, ToRS y Co, pero se encontraron 8 muestras (BA-4, LO-29, M-7, M-9, M-18, NA-
9, V-6, V-10) que los anticuerpos de Sanofi no reconocieron, mientras que los de
Agdia, que sélo reconocen un tipo (inclasificado), reconocia. Estas muestras
suponen un 16,3% del total de las muestras recolectadas en el afio 1990 y positivas
para CMV,

En el afio 1991 (Figura 34) se detecté un 28,63% de plantas infectadas por
CMYV. Destaca un 92,3% de incidencia en tomates de Almerfa, un 50% de las 6
malas hierbas muestreadas (N. alba, bledo y Datura sp.), y un 31,16% en pimientos
a nivel general. No se detecté infeccién en ninguno de estos cultivos: alfalfa,
Brassica sp, haba, mafz, o pepino.

En cuanto a los subgrupos, se detectaron 57 muestras infectadas con DTL
(76%) y 15 con ToRS (20%), asf como 3 muestras con una infeccién mixta (4%), al
parecer divididos por zonas (Figura 35). ToRS se detecté en La Rioja (tanto en abril
como en octubre) y Pontevedra (septiembre), y DTL en Navarra, Zaragoza, Madrid,
y zona del Mediterrdneo. Sélo en Badajoz se detectaron los dos subgrupos, con la
preseﬁcia de una muestra de ToRS y 3 con infeccién mixta.

4, BUSQUEDA DE RESISTENCIA A CMV EN GERMOPLASMA DE PIMIENTO.

Se han analizado 160 lineas correspondiehtes a las siguientes especies:

N? de lineas anslizadas Es_pecie { Procedencia |
22 C. annuum ~ Pera y#'..‘?sta Rica
4 C. baccatum Peri y Costa Rica
82 C. chinense Peri
32 C. frutescens Perui
2 C. pubescens Costa Rica
g 18 C. spp. Peri y Costa Rica

Algunas de estas 160 lineas procedian de los mismos genitores, pero por no

ser lineas homogéneas se analizaron por separado.
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Fig 34. Incidencia de CMV en diferentes cultivos y provincias esparioles en la
camparna agricola de 1991.
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Fig 35. Presencia de los dos subgrupos de CMV en cultivos agricolas espafioles en muestras

recogidas durante 1991.



En el anexo 2 se consignan los datos de este trabajo, mostrando las especies
analizadas, la clave para cada‘linea, su procedencia, fecha de germinacién, n? de
plantas trasplantadas, n® de bandeja a la que se trasplantaron, n® de plantas
inoculadas, plantas que mostraron sintomas, resultado del ELISA, plantas que
fueron posteriormente trasplantadas a tierra, reinoculacién de éstas y ELISA de las
plantas reinoculadas.

De todas las lineas analizadas, las siguientes han mostrade algin tipo de

resistencia o tolerancia (Figura 36):
a) NG-025-5-2 (complejo de C. annuum + C. frutescens + C. chinense, con
predominancia de C. annuum). En un primer ensayo se inocularon 5 plantas que
resultaron asintométicas, mientras que el resto de las lineas de la bandeja
mostraban un mosaico pronunciado y retraso en el crecimiento. No se realizé
ELISA por no disponer entonces de antisueros para CMV. De estas 5 plantas se
obtuvo semilla por autofecundacién, que al ser analizada, de 39 plantas inoculadas,
9 resultaron positivas en un ensayo ELISA (23,07% de infeccién). Al ser cruzada
con CAP, (C. annuum var comercial "Botijillo”), sensible al CMYV, sélo se pudo
inocular una planta, que no mostré sintomas.

Se analiz6 1a linea parental NG-025-5, obtenida el afio anterior, y de 5 plantas
inoculadas, todas resultaron asintomadticas. Al realizar cruces con la linea NG-047-
8 (complejo de C. annuum +C. frutescens + C. chinense, con predominancia de C.
chinense), y también sensible al CMV, se inocularon 5 plantas. En ninguna de
estas plantas inoculadas se pudo detectar virus por ELISA. En cambio, otras lineas
emparentadas analizadas (NG-025-1-2 y NG-025-1-4) resultaron sensibles.

Estos datos parecen indicar que se trata de una resistencia determinada por
un solo gen dominante (ver Discusién).

b) NG-044-5-4 (complejo de C. annuum + C. frutescens + C. chinense, con
predominancia de C. frutescens). En un primer. ensayo se inocularon 5 plantas con
CMV, de las que cuatro resultaron con fuertes sintomas y una permanecié-
asintomaética y muy vigorosa. Como la linea era heterogénea, se decidié seleccionar
esta planta asintomética. De la descendencia obtenida por autofecundacién de esta
planta, se inocularon 87 plantas, de las que 44 resultaron con sintomas (50,57% de
infeccién). De estos datos sélo se puede deducir que esta resistencia no esté
codificada por un solo gen, y que al menos uno de los genes que intervienen es
dominante. Otras lineas cercanas analizadas (NG-044-1-1, NG-044-1-2, NG-044-1-3,
NG-044-1-5, NG-044-5-1, NG-044-5-2, y NG-044-5-3) resultaron sensibles.

c) NG-218-8-4 (C. chinense). Esta linea se analizé por tres veces. La primera vez, en
febrero de 1991, las plantas se mantuvieron en camara climatizada a 25-28°C, y




Fig 36. Lineas de pimiento que han mostrado cierta resistencia al virus del mosaico del pepino
(CMV). ' ' '



resultaron en un 100% infectadas por ELISA, aunque las plantas resultaron
asintomaticas. Se puso otro lote en julio de 1991, esta vez en invernadero, donde se
alcanzan temperaturas de hasta 35°C en esta época, y se obtuvo esta vez un 25% de
plantas con sintomas. En un tercer andlisis realizado en marzo de 1992, otra vez en
invernadero, pero en esta época con temperaturas mds controladas de alrededor de
18-23°C, se obtuvo otra vez un 100% de plantas asintométicas de un total de 23 que se
analizaron.

Estos datos parecen indicar que se trata de una tolerancia dependiente de la
temperatura.
d) NG-8990 (C. pubescens). En un primer ensayo al inocular dos plantas resultaron
las 2 negativas en el ensayo ELISA. Repitiendo con 6 plantas, las 6 resultaron
negativas. En un tercer ensayo, de un total de cuatro plantas inoculadas, dos
resultaron infectadas. Es posible, que esta linea, por presentar una hoja rugosa y
muy dura, resulte mas dificil de ser infectada por inoculacién mecéanica. |
e) En una fase mds preliminar estdn las lineas NG-15441 (C. annuum), de la que 8
plantas inoculadas fueron ELISA negativas, y la NG-15644 (C. annuum), de la que
en 13 plantas inoculadas sélo una resulté infectada por ELISA.
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V. DISCUSION

1. TECNICAS DE DETECCION DEL VIRUS DEL MQOSAICO DEL PEPINO
(CMV).

Siendo la deteccién de virus muy importante por mailtiples razones (ver
Introduccién), se decidié estudiar y comparar varias técnicas para un diagnéstico
rutinario de un elevado nimero de muestras, aplicandolas a la deteccién de un
virus de gran importancia econémica, presente en numerosos cultivos horticolas y
distribuido por todo el mundo, como es el CMV. Estas técnicas fueron: ELISA con
anticuerpos policlonales y monoclonales comerciales, anélisis electroforético de
RNAs bicatenarios, hibridaciones sobre membrana ("dot blot") con sondas
especificas, y amplificacién enzimdtica de una parte del genoma viral por la
reaccién en cadena de la polimerasa (RT-PCR).

ELISA

La técnica inmunoenziméitica ELISA (Clark v Adams, 1977) ha sido
utilizada para detectar antigenos virales en extractos de macerado vegetal de un
amplio nimero de plantas infectadas. Aunque es la técnica de diagnéstico més
utilizada, se ha descrito que no da buenos resultados en la deteccién de virus
inestables como el CMV (Morris et al, 1983), probablemente por presentar CMV una
baja capacidad inmunogénica (Francki et al, 1979), siendo por tanto dificil
conseguir antisueros con un titulo alto si no se estabilizan previamente las
particulas (Porta et al, 1989). En nuestros experimentos resulté la técnica mas
sencilla y rdpida de las ensayadas, y aunque no se ha utilizado un sistema
automatizado, salvo en la lectura espectrofotométrica de las placas, el nivel de
simplificacién conseguido es muy alto. Adems4s, el ensayo ELISA con anticuerpos
policlonales ha mostrado ser de una elevada sensibilidad para detectar CMV
(Figuras 16 y 18). El mayor problema que encontramos con esta técnica es la
presencia de numerosos casos dudosos que no se sabe si corresponden a valores
negativos (plantas no infectadas) altos o a valores positivos (plantas infectadas)
débiles: a) por un lado en un estudio estadistico de las absorbancias obtenidas con
numerosas plantas sanas, se obtuvo una media de 0,08 para pimiento y tabaco,

aunque con una desviacién estdndar de 0,18; ésto supone que con el criterio




recomendado por la casa comercial de considerar como positiva aquellas muestras
que presenten dos veces la absorbancia de la media de las plantas sanas, se estad
incurriendo en numerosos errores de tipo I (falsos positivos), y b) al analizar
plantas con absorbancias entre dos y tres veces la media de las sanas por otras
técnicas (PCR o inoculacién a plantas huésped) se obtuvieron en unos casos valores
positivos y en otros valores negativos. Se puede fijar un criterio més o menos
restrictivo para determinar las respuestas positivas en 2 6 3 veces la absorbancia
obtenida con las muestras sanas (Tijssen, 1985), pero en cualquier caso se incurrird
en un nimerc mayor ¢ menor de falsos positivos o falsos negativos. Una forma de
resolver los resultades dudosos seria por anilisis de las muestras con otras
técnicas.

Los anticuerpos policlonales polivalentes de la casa comercial Sanofi no
reconocieron el 16,3% de las muestras positivas, que sf reconocieron los de Agdia.
Este resultado indica que o bien hay epitopos en algunos aislados de CMV que los
anticuerpos de Sanofi no reconocen, lo cual no seria de extraiiar por la enorme
variabilidad serolégica que presenta CMV (Palukaitis et al, 1992) o bien los
anticuerpos de Agdia presentan reacciones cruzadas con algin otro virus
relacionado, y que los anticuerpos de Sanofi no presentan, o una combinacién de
ambos. El problema de los anticuerpos comerciales, que son los utilizados en los
Laboratorios de Diagnéstico de los Servicios de Proteccién de los Vegetales y en los
Servicios de Sanidad Vegetal a nivel nacional, que requieren una estandarizacién
de las técnicas, es que normalmente se comercializan sin la informacién adecuada:
si se utiliza el mismo aislado para obtener los diferentes lotes, si se inmuniza
siempre el mismo animal, si se utiliza siempre la misma planta huésped para
purificar el virus, si presentan reacciones cruzadas con otros virus, el titulo de los
anticuerpos, etc. Es por tanto importante evaluar los antisueros comerciales, que a
estas desventajas afiaden el estar preparados en su mayoria contra aislados de
otros paises, y se desconoce su comportamiento con los aislados nacionales. Segin
estos resultados, se podria pensar que puede haber algin aislado de CMV que no
hayan reconocido ninguno de los dos anticuerpos.

Los anticuerpos policlonales, en general, comprenden un niimero de
diferentes anticuerpos que han sido producidos contra los epitopos presentes en el
antigeno inyectado a la especie animal inmunizada. Por tanto, son capaces de
reaccionar con una amplia gama de cepas o variantes del.virus que compartan
epitopos comunes. En cambio, los anticuerpos monoclonales son especificos de un
solo epitopo, y reaccionan sélo con aquellas cepas del virus que lleven ese epitopo.
Los anticuerpos monoclonales tienen por tanto un mayor potencial para diferenciar



cepas, aunque se puede preparar una mezcla de anticuerpos monoclonales para
obtener uno polivalente, que parece ser el caso de los comercializados por Sanofi. El
problema actualmente de estos anticuerpos en general es su coste, y que hay muy
pocos comercializados, pero permitirian una mayor estandarizacién de la técnica y
una mas facil interpretacién de los resultados.

En nuestros re_sultados se ha conseguido una mayor detectabilidad con
anticuerpos policlonales que con los monoclonales (Figuras 16 y 17), probablemente
por una diferencia en el titulo, que las casas comerciales no indican.

Otro de los factores importantes a estandarizar para conseguir una buena
interpretacién de los resultados es el tampén de extraccién que se utilice, pues como
se presenta en la Tabla 3, con un tampén tris o citrato se consigue una mayor
diferencia entre las absorbancias de las plantas infectadas y las de las sanas que
cuando se utiliza un tampén fosfato. El tampén fosfato, de uso muy extendido
probablemente por ser el mas utilizado para tejidos animales, en los que se empez6
aplicando el ELISA, no parece ser el més adecuado para los tejidos vegetales, cuyos
extractos son en general mas dcidos, segin los resultados obtenidos también por
otros autores (Walter et al, 1983; Fresno, 1992).

: il;' le RNAS bi :

El analisis de los RNAs bicatenarios, utilizado para el diagnéstico de
enfermedades virales (Matthews, 1991), tiene una aplicacién limitada para un
diagnéstico rutinario de un numero elevado de muestras, por la complejidad del
procedimiento y la utilizacién de componentes organicos nocivos (Morris et al,
1983). Ademds, el limite de dilucién obtenido por anélisis electroforético de los
RNAs-bc de CMV no es comparable con el obtenido con los demés métodos. La
principal utilidad de esta técnica es su capacidéd de detectar RNAs satélites, virus
cripticos, en aquellos casos en los que no se dispone de ninguna informacién previa
del virus en los que puede aportar datos para saber al menos el grupo al que
pertenece, o para aquellos virus de los que no se disponga ni de antisueros, ni de
sondas, ni datos de secuencia que permitan realizar una RT-PCR (Coffin y Coutts,
1992). En esta tesis se han observado RNAs satélites en una muestra de tomate con
sfntomas de necrosis y ausencia de ellos en otra muestra de pimiento (Figur'as 9y
19 B), lo que concuerda con observaciones previas de la presencia de éstos en campo
(Murant et al, 1990; Jord4 et al, 1992).



Hibridaci | .] ("dot blot™

Otra técnica alternativa a la deteccién rutinaria de macerado vegetal de
plantas infectadas es la hibridacién sobre membranas ("dot blot") utilizando una
sonda marcada radiactivamente. Aunque se inicié como una técnica muy
prometedora, no se ha extendido su uso, principalmente porque no resultan
andlisis mas sensibles y si mas laboriosos que el ELISA.

Como sondas para esta técnica se han utilizado dos clones de cDNA de CMV,
La sonda pZU123A que contiene el cDNA del gen de la protefna de cubierta,
presenta la ventaja de hibridar con el RNA 3 y con el RNA 4, por contener ambos
dicho gen (Gould y Symons, 1978), aumentando la sefial de hibridacién. Con la
sonda 45080, portadora del extremo 3° del RNA 2, por estar esta regién muy
conservada en los 4 RNAs (Gould y Symons, 1977, 1978), también presentaria
hibridacién parcial con éstos.

La amplificacién del cDNA del clon 45080 se llevé a cabo por métodos clasicos
(Sambrook et al, 1989), pero el clon pZU123A se amplificé por PCR con cebadores
especificos del gen de la proteina de cubierta, lo cual supuso un importante ahorro
de esfuerzo y tiempo. Se probaron dos tipcs de membranas para evaluar su
comportamiento con un macerado vegetal. En las condiciones utilizadas, la
nitrocelulosa permitia una mayor sensibilidad que el nylon (Figura 20), lo que
coincide con los resultados obtenidos por otros autores (Borja y Ponz, 1992).

Se podria haber mejorado la sensibilidad de las hibridaciones con
membranas de nitrocelulosa o sondas RNA (Robinson y Romero, 1991), pero las
- membranas de nitrocelulosa son mds fragiles y las sondas de cRNA presentan el
inconveniente de que el RNA se degrada facilmente por accién de las RNasas,
presentes en las manos, el material no estéril, y el propio macerado, lo que
dificultaria su utilizacién como sonda para un nimero elevado de muestras.

Para un diagnéstico rutinario es aconsejable la utilizacién de marcaje no
radiactive a fin de evitar los riesgos que implica la utilizacién de radiactividad. La
hibridacién con sondas no radiactivas est4 descrita como un método menos sensible
(Zwadyk y Cooksey, 1987), aunque Kanematsu et al (1991), y Hopp et al (1991)
alcanzan unos niveles de detectabilidad muy considerables para virus y viroides de
patata utilizando sondas marcadas con biotina (ver Tabla 6).



RT-PCR

El hecho de que el ensayo de transcripcién inversa seguida de la reaccién en
cadena de la polimerasa (RT-PCR) sea muy sensible, no radiactivo, rdpido y
necesite pocas moléculas de RNA molde hace que sea una buena alternativa a los
ELISAs convencionales y a la hibridacién sobre membranas para la deteccién
rapida de virus. El diseiio de los cebadores para detectar CMV, basado en la
comparacién de secuencias conocidas del gen de la proteina de cubierta de los dos
subgrupos, y en el que se eligieron regiones conservadas en el RNA 3, da lugar &
ensayos de amplio espectro respecto a CMV, ya que se pudieron detectar todos los
aislados con que se comprob6, pertenecientes a diferentes subgrupos y distintas
zonas de origen. Seria posible igualmente disefiar cebadores especificos para
diferenéiar los dos subgrupos, ya que entre ambos sélo hay un 75% de homologia,
frente al 95% existente entre cepas pertenecientes al mismo subgrupo (Quemada et
al, 1989; Rizzo y Palukaitis, 1989). Recientemente se ha publicado que se pueden
diferenciar los subgrupos de CMV mediante RT-PCR utilizando cebadores para
amplificar la proteina de cubierta, y posterior analisis con enzimas de restriccién
(Rizos et al, 1992).

Una de las mayores ventajas de la PCR, su sensibilidad, puede convertirse
en uno de sus mayores problemas. En un principio se obtuvieron en algunos
ensayos amplificaciones en plantas no inoculadas, debido probablemente a
contaminaciones en el momento de la recogida de las muestras. Esto puede
dificultar el diagnéstico rutinario cuando es el propio agricultor el que recoge las
muestras por posibles contaminaciones de muestras negativas con otras positivas
recogidas anteriormente con las manos o herramientas, por lo que deberia recibir
instrucciones al respecto. Esta técnica requiere, por tanto, una cuidadosa recogida
de las muestras, asf como la utilizacién de material estéril y desechable, mientras
que con ELISA no es estrictamente necesario.

Otro problema que presenta actualmente esta técnica es el elevado precio de
los reactivos, aunque éste va disminuyendo notablemente. Es de esperar, que al ir
aumentando la demanda de éstos, los costes disminuyan.

Pero una ventaja importante es que mientras ELISA requiere la utilizacién
de anticuerpos, y para la mayorfa de los virus hay un nimero muy limitado de
anticuerpos en el mercado, o para las hibridaciones hace falta obtener una sonda,
los reactivos necesarios para la RT-PCR son comerciales de uso corriente, y s6lo
necesita cebadores especificos, también comerciales. S6lo es necesario tener datos



de la secuencia viral, pero actualmente se conoce la secuencia de un buen nimero
de virus de casi todos los grupos conocidos.

Un resultado sorprendente fue encontrar que nc¢ se pueden utilizar
macerados vegetales muy concentrados, pues a la dilucién 1/10 no se obtiene
amplificacién (Figura 22 B) debido probablemente a que los componentes de la
planta o un exceso de molde inhiben la transcripcién inversa. Este fenémeno es
frecuente también en las hibridaciones (Maule et al, 1983; Owens y Diener, 1981,
Borja y Ponz, 1992). También se encuentran problemas con determinados
huéspedes como ¢l pimiento, en el que no fue posible detectar por esta técnica en
ningin caso el virus en un macerado de esta planta, sabiendo que estaba
fuertemente infectada. '

En este trabajo se ha utilizado el concepto de limite de deteccién o
detectabilidad como la cantidad més pequeiia capaz de ser detectada en un ensayo.
Las detectabilidades obtenidas con las diferentes técnicas por otros autores con éste
y otros virus se encuentran en la Tabla 6, en la que también se han incluido los
resultados obtenidos en esta tesis. Como se puede observar en esta tabla, el limite de
deteccién obtenido tanto con virus purificado como con extractos de tejidos
infectados son equivalentes a los obtenidos por otros autores.

Es dificil comparar unas técnicas con otras, por detectar cada una diferentes
partes del virus, ya que ELISA, como método inmunoclégico, detecta proteinas
virales (que pueden ir asociadas a RNA o no), y PCR e hibridacicnes los 4cidos
nucleicos, que pueden estar en forma monocatenaria (formas encapsidadas) o
bicatenaria (formas replicativas), etc. Con la técnica ELISA se detecté 1 ng de
particulas virales de CMV, y teniendo en cuenta que éstas contienen
aproximadamente un 18% de RNA, esta cantidad equivaldria a unos 180 pg de
RNA. Por electroforesis en gel de productos amplificades por RT-PCR se detectaron
0,1 pg (unas 50.000 particulas virales), lo que supone una cantidad 1.800 veces
menor, es decir, en nuestras condiciones de ensayo RT-PCR tiene una sensibilidad
tres 6rdenes mayor que ELISA para detectar particulas virales de CMV
purificadas.

Cuando se utiliza tejido infectado, en nuestras condiciones ELISA es mas

sensible que las hibridaciones, ya que requirié 1,4 pg de tejido infectado en un



VIRUS Y VIRUS PURIFICADO N ., JUGO BRUTO REFERENCIA
VIROIDES | ELISA HiBRIDACIONES PCR ELISA HIBRIDACIONES PCR
ArMV <30ng/ml /10000 Clark y Adams, 1977
RRSV | <10 ng/ml /10000
PPV <1 ng/ml /100000
|__HpMV_ [ <10 ngfml V50000
BWYV 100 pg 0,3-15 pg Jones et al, 1991
BWYV 2ng/ml Hewings y D"Arcy, 1984
BYDV | 30-60ng/mi Lister y Rochow, 1979
BYMV 600 ng 300 pg (32Py 1125 1/2000 () Vunsh et al, 1980
CLRV Mml /6000 Edwards y Cooper, 1985
CLRV |40ng /180 1640 (32P) 25x10%1 | Borjay Penz, 1092
j— {200 ng/ml)
|__cmv 0.01.0,1 ng 1/10000 Gera et al, i91a
__PLRV 16 ng-64 pg (2P 1/25-1/625 (32p) Robinson y Romero, 1991
Potyvirus 6ng-6pg Langeveld et al, 1691
PPV__ |lng 5 pg (32p) 1/2000 1625 (32p) | Varveri et al, 1987
PPV 10 fg Wetzel ot al, 1991 |
FPV 1/9200 1/12000 V12000 (1) ] Korschineck ot al, 1891
1/50000(Biot)
PSTVd 0,2-20 pg (Biot) 11250 {Biot) Kanematau et o], 1991
_ 200 pg (Digox) 1/250 (Digox)
PVX 43ng 50 pg (32p) Baulcomba et al, 1984
(21,5ng/ml) |
SCSV | 400 pg 1pg (32P) _]vezs V125 (32p) Chu et al, 1989
T™MV 5-10 ng 25 pg(32p) Seln et al, 1984
TMV 2 ng (32p) ) Koenig et al, 1988
ToRSV 40 ng/ml 1/4000 Converse, 1978 .
TSWV 1 pg 0lpg | | /10000 1/50000 de Haan et al, 1991
CMV__| 1nguiongmn 0.1pg 1104108 | v500(32P) 107 ) ESTA TESIS

(1): deteccién de productes amplificados por electroforesis. Biot: sondas marcadas con
sondas marcada radiactivamente

biotina. Digox:

sondas marcadas con digoxigenina. (32p).

Tabla 6. Limites de deteccién de virus y viroides purificados, asf como de jugo bruto de muestras
infectadas, observados por diferentes autores con tres técnicas distintas. En esta tabla se
incluyen los resultados obtenidos en la presente tesis



ensayo con anticuerpos policlonales, mientras que las hibridaciones necesitaron 20
ug. Este resultado coincide con lo descrito por Chu et al (1989 b). RT-PCR sigue
siendo la técnica ma4s sensible, pues llegé a detectar 1 ng de tejido infectado. Por
tanto, en las condiciones ensayadas, RT-PCR resulta 1.400 veces més sensible que
ELISA con anticuerpos policlonales (equivalente a la diferencia de detectabilidad
obtenida con virus purificado) y ELISA unas 10 veces mAs sensible que las
hibridaciones con sondas marcadas radiactivamente.

2. DETECCION DE VIRUS Y PATOGENOS SUBVIRALES POR RT-PCR PREVIA
CAPTURA EN UNA PLACA DE MICROTITULACION.

Con el fin de resolver los problemas que presentaba el macerado vegetal de
determinados huéspedes inhibiendo las reacciones de RT-PCR y para facilitar el
diagnéstico rutinario de un n® elevado de muestras, se ha desarrollado un método
muy sensible de diagnéstico viral que incluye un paso previo de purificacién parcial
de las particulas virales mediante la unién a anticuerpos inmovilizados en una fase
s6lida, seguido de amplificacién de parte del genoma viral por RT-PCR. Una
importante caracteristica de este método es que la preparacién de las muestras
requiere exactamente el mismo trabajo que para la técnica ELISA y no necesita de
laboriosas extracciones con fenol. La posibilidad de llevar a cabo todo el proceso en
una placa de microtitulacién utilizando termocicladores adaptados a la placa, y
fluorimetros lectores de placas permitiria una automatizacién exactamente igual a
la que se consigue con la técnica ELISA, y llevada a cabo por personal con un grado
técnico de preparacién similar.

El limite de deteccién conseguido con este método es semejante al obtenido
con RT-PCR realizada directamente con macerado vegetal, y éste de orden de
magnitud normalmente superior al descrito para otros virus RNA de plantas
realizando purificaciones previas del RNA (ver Tabla 6). Esto ocurre probablemente
porque al ir diluyendo el macerado vegetal se consigue practicamente eliminar los
posibles inhibidores de las reacciones enziméticas.

Una de las caracteristicas més importantes del método es el hecho de que el
¢DNA pueda ser sintetizado directamente a partir de las particulas virales
retenidas en el pocillo mediante un anticuerpo. Esto implica que o bien es algin
intermediario en el ciclo de la replicacién parcialmente asociado con la proteina de
cubierta el que expone, al menos parcialmente, el RNA a la accién de la
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transcriptasa inversa, o bien que los virionés se distorsionan en el proceso de
inmunocaptura lo suficiente como para permitir el acceso de la enzima al RNA
normalmente oculto. Nuestra evidencia experimental actual no permite todavia
distinguir entre estas posibilidades, y probablemente ambas pueden ocurrir
simultineamente en una muestra de macerado vegetal. Los experimentos en los
que se inmunocapturé GFLV purificado y tuve lugar una amplificacién por PCR
(Figura 28) demuestran que la segunda hipétesis es posible. Resultados de otros
autores indican que los anticuerpos unidos a una fase sélida pueden producir
cambios conformacionales en las particulas virales: Dekker et al {(1989), realizando
estudios con diferentes anticuerpos monoclonales preparados contra la proteina de
cubierta de TMV, observaron que algunos de estos anticuerpos no reaccionan con
los antigenos en una fase liquida, mientras que son capaces de unirse a ellos
cuando estdn unidos a una fase sélida. Jaegle et al (1988) observaron que
anticuerpos formados contra un péptido sintético de la regién amino-terminal de la
proteina de cubierta del tombusvirus del achaparrado peludc; del tomate (TBSV)
reaccionaron con el virus completo en ensayos ELISA. Dado que esta regién amino-
terminal est4 en el interior de una cubierta muy compacta, este resultado debe
significar que la estructura del virus se abre lo suficiente sobre la placa de
microtitulacién como para permitir a los anticuerpos reaccionar con esta regién
normalmente escondida (Matthews, 1991). Resultados similares obtienen
MacKenzie y Tremaine (1986) con el virus del mosaico de la judia del sur (SBMV).
En cambio, Dubs et al (1991), trabajando con TMV atrapado por anticuerpos
inmovilizados en una matriz de dextrano (soporte flexible, no rigido), llegaron a la
conclusién opuesta, es decir que las particulas virales mantenian su integridad
conformacional, debido probablemente a utilizar una fase sélida distinta a la de los
anteriores autores.

Aparte de estas evidencias experimentaies de otros autores, fue revelador
nuestro experimento en el que no se utilizaron anticuerpos sino que se adsorbieron
directamente los virus al poliestireno, siendo bien conocido que la adsorcién directa
de antigenos a la superficie del poliestireno a menudo produce cambios en la
conformacién y antigenicidad de las proteinas virales (Al Moudallal et al, 1985; Mc
Cullough et al, 1985; Smith y Wilson, 1986; Jordan y Hammond, 1991). En este caso
sé6lo se amplific6 CMV (Figura 29), lo que podria ser debido a que en este virus las
subunidades proteicas se empaquetan muy laxas en la cdpsida dejando huecos
(Jacrot et al, 1977) (Figura 6), de forma gque las ribonucleasas pueden penetrar en
las cépsidas intactas y degradar el RNA encapsidado (Francki, 1968; Habili y
Francki, 1974). De la misma forma podria quedar accesible a la transcriptasa
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inversa. El fracaso en la amplificacién enzimAtica del resto de los virus parece
indicar que el desensamblaje del virién no estd producide por factores gquimicos,
como cambios en el pH o concentraciones de los componentes del tampén de la
transcriptasa inversa.

Por tanto, estos datos indican que en nuestro métodoe la desencapsidacion, al
menos parcial, del RNA, podria estar mediada por su unién a los anticuerpos
inmovilizados en la fase sélida, y dependiendo de la naturaleza de ésta. Estos
anticuerpos unidos a la fase sélida producirian cambios conformacionales en las
proteinas de cubierta y harfan que el RNA viral quedara expuesto a la accién de la
transcriptasa inversa.

Este método parece tener una validez general, ya que ha dado resultado con
todos los virus y huéspedes ensayados;: BYMV, CLRV, CMV, CTV, GFLV, PLRV,
PMMV, y TSWV, ademas de RNA satélite de CMV y el viroide PSTVd (Tabla 4), en
huéspedes tan distintos como tabaco, pimiento, haba, vid, patata, crisantemo,
naranjo, o nogal. ‘

En un dignéstico rutinario, la especificidad requerida varia dependiendo de
los casos particulares, desde la necesidad de identificar una cepa viral particular a
la conveniencia de detectar cualquier miembro de un grupo particular de virus, o
incluso cualquier virus presente en la muestra. La especificidad del método de la
inmunocaptura-RT-PCR reside tanto en la interaccién virus-anticuerpo como en la
del cebador-RNA molde. Las opciones para controlar la primera estdn limitadas a
la disponibilidad de anticuerpos comerciales con diferentes grados de especificidad.
La secuencia de los cebadores y las condiciones de amplificacién (entre otros la
concentracién de iones Mg**, el nimero de ciclos y las temperaturas de anillado)
pueden ser manipuladas para especificidad. Con algunos patégenos se obtuvieron
siempre fragmentos amplificados adicionales a los esperados (casos del PMMV y
RNA satélite asociado al CMV), probablemente broducidos por hibridaciones de los
cebadores con secuencias parcialmente complementarias (sefialadas ya en
resultados) que no se tuvieron en cuenta en el momento de disefiar los cebadores,
bien por carecer de la secuencia completa en ese momento, bien por no utilizar
programas informéticos que abarcaran toda la secuencia del patégeno. En esta
tesis, en un principio se disefiaron los cebadores basdndose en las secuencias
publicadas de los diferentes patégenos y siguiendo las directrices de Innis et al
(1990), y posteriormente se utilizé el programa OLIGO™ que permite una mayor
estandarizacién y utilizar secuencias de un banco de datos. Los cebadores se
pueden disefar para detectar grupos enteros de virus, como es el caso de los
potyvirus (Langeveld et al, 1991) o luteovirus (Robertson et al, 1991), mediante
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cebadores en parte degenerados dirigidos contra la proteina de cubierta, muy
conservada en estos grupos. Por otro lado, a fin de evitar amplificaciones en la PCR
distintas de la esperada, nuestros ensayos han sido realizados comenzando los
ciclos de amplificacién con una desnaturalizacién a 94°C del DNA junto con el resto
de los reactivos, excepto la DNA polimerasa, lo que permite que se deshagan todas
las posibles hibridaciones de los cebadores con secuencias no deseadas y que pueden
darse cuando se han mezclado todos los reactivos, en los instantes precedentes a la
PCR. Hay un mayor problema de especificidad con la transcripcién inversa, que se
realiza a 37°C, y por tanto a esta temperatura los cebadores pueden unirse a zonas
parcialmente complementarias, y dar lugar a la formacién de cDNAs no deseados.
Actualmente se estdn empezando a comercializar transcriptasas inversas
termoestables, que posiblemente ayudardn a resolver este problema.

Hay descritos varios métodos de deteccién de los productos amplificados. El
mas cldsico es la electroforesis en gel de agarosa o poliacrilamida seguida de
tincién con bromuro de etidio. Se puede aumentar la sensibilidad o comprobar la
especificidad del producto amplificade mediante hibridacién con sondas marcadas
(Saiki et al, 1988; Innis, 1990). Otros formatos ensayados, hasta ahora generalmente
sélo con virus animales, han sido: ensayo "sandwich” en el que el DNA amplificado
con nucleétidos conteniendo biotina se captura a una fase sélida, y posteriormente
se detecta con estreptavidina-avidina (Keller et al, 1991; Korschineck et al, 1991);
una variante en que el DNA amplificado se inmoviliza en placas ELISA, se hibrida
con una sonda marcada con biotina, y ésta por B-galactosidasas conjugadas con
estreptavidina (Inouye y Hondo, 1990); por fluorescencia (Dahlén et al, 1991,
Landgraf et al, 1991); o por quemiluminiscencia (Schmidt, 1991). '

Para nuestro formato de ehsayo en placas de microtitulacién, la utilizacién
de la fluorescencia como forma de deteccién y cuantificacién de los resultados
parecié la forma més sencilla de evitar la electfoforesis, no adecuada para un n®
elevado de muestras, y los resultados obtenidos parecen prometedores. La presencia
de cebadores y nucleétidos remanentes no incorporados no parece aumentar el
fondo, permitiendo una cuantificacién directa del DNA amplificado sin tener que
eliminar estos cebadores no incorporados. Ademaés, es un método mds rapido y
barato que la utilizacién de cebadores marcados por bictina y compuestos
fluorescentes descritos por Landgraf et al (1991). Aunque se pierde alguna
informacién a causa de que la cuantificacién fluorimétrica no permite una
identif;cacién del producto de amplificacién, la utilizacién de anticuerpos

especificos en la inmunocaptura provee un grado adicional de especificidad para



evitar los falsos positivos. Ademas en aquellos casos que se considerara
conveniente, se podria analizar una alfcuota por electroforesis.

Hasta ahora los RNAs satélites habian sido detectados por hibridaciones
(Rosner et al, 1983; White y Kaper, 1987; Gallitelli et al, 1988; Jord4 et al, 1992), por
anélisis electroforético de los RNAs bicatenarios (Kaper y Diaz-Ruiz, 1977; Valverde
y Dodds, 1986; Romero et al, 1988) o incluso por detecci6n serolégica de éstos
(Garcia-Luque et al, 1986). En esta tesis se han detectado, ademas de por andlisis de
los RNAs-bc, por amplificacién por RT-PCR con cebadores especificos de las cepas
necréticas, y por hibridacién de los productos amplificados con sondas especificas.
Los cebadores estdn disefiados para detectar secuencias conservadas en las
poblaciones necréticas, aunque debido a una alta homologia con las variantes no
necrdticas, es de esperar que detecte una gran mayoria de éstas. Parece que la RT-
PCR previa captura con anticuerpos especificos para RNAs bicatenarios seria muy
indicada en el andlisis rutinario de RNAs satélites, frente a la complejidad del
procedimiento de las hibridaciones o del anélisis de los RNAs bicatenarios. No
parece que se haya extendido el uso de los anticuerpos para su deteccién.

3. DETECCION DE CMV EN CAMPO.

CMYV ha sido descrito como un virus importante en los cultivos horticolas en
Espafia, tanto s6lo como asociado a RNAs satélites (Pefia-Iglesias et al, 1979;
Garcia-Lugue et al, 1983; Garcia-Luque et al, 1984; Luis-Arteaga et al, 1988; Luis-
Arteaga, 1989; Murant et al, 1990; Jord4 et al, 1992). A la vez que se recogieron
muestras para estudiar con ellas las técnicas de deteccion de CMV, se estudié la
dispersién del virus en el campo, e identificaron los subgrupos presentes en las
diferentes zonas horticolas.

Los porcentajes de infeccién del 28,32% encontrados en 1990 (Figura 32) y de
un 28,63% en 1991 (Figura 33), aunque el nimero de muestras analizadas de cada
cultivo sea limitado y por tanto la incidencia de CMV no tenga significado
estadistico, indican una alta y constante presencia del virus en campo, asi como un
porcentaje de infeccién sorprendentemente semejante entre si y al encontrado por
Garcia-Luque et al (1983) del 30% en una prospeccién realizada en varias regiones
espaiiolas durante 3 afios (1979-1982), y analizando las muestras por sintomas sobre
plantas indicadoras, microscopia electrénica y ensayos serolégicos. El criterio que

se ha utilizado para considerar una muestra como positiva por ELISA es bastante
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restrictivo, y parece muy posible que los anticuerpos utilizados no hayan sido
capaces de reconocer todos los aislados del virus por presentar éste una gran
variabilidad serolégica, por lo que es posible que el porcentaje de infeccién sea alin
ligeramente mds alto.

Se han encontrado los dos subgrupos en Espafia, distribuidos al parecer por
zonas y por épocas del afio (Figura 34). Es l6gico que predomine el subgrupo DTL, ya
que las cepas de ToRS son termosensibles por multiplicarse mal a temperaturas
elevadas (Marchoux et al, 1976; Douine et al, 1979 a), y Espaiia es un pais en el que
en verano se alcanzan temperaturas muy elevadas en general. Ahora bien, en este
resultado parece haber influido notablemente la época en que se recogieron las
muestras, ya que Murant et al (1990) en sus prospecciones por la zona de Levante y
Badgjoz encuentran un 85% de cepas tipo ToRS, pero estas muestras se recogieron
a principios de junio en una época muy temprana de la campaiia agricola, y Quiot
et al (1980) ya observaron en el sur de Francia que en los meses de verano cambia el
predominio de cepas ToRS a DTL, por seleccién de las cepas més termorresistentes,
lo que ha sido comprobado en condiciones de invernadero (Douine et al, 1979 a). En
cambio, la mayoria de los anilisis se realizan con muestras procedentes de cultivos
gue estdn mds avanzados, y los sintomas de virosis son més evidentes, lo que
explicarfa un mayor predominio en esta época de CMV tipo DTL. En Galicia, con
veranos méas suaves, s6lo se ha encontrado ToRS. En La Riocja se ha encontrado
ToRS tanto en una borraja recogida en abril como en pimientos recogidos en
octubre, lo que parece indicar que es un subgrupo constante en la zona. Aunque
esta regién es semejante a la de Navarra, en la que se identificé exclusivamente
DTL en la misma época, es posible que la proximidad del rfo Ebro a la zona en que
se recogieron las muestras cree un microclima especial. En Badajoz se
encontraron tanto muestras infectadas con CMV-DTL, como una con ToRS, asi
como tres que parecian infectadas con ambos. Estos resultados parecen estar
relacionados con la época en que se recogieron las muestras, en el mes de julio, y
comparando con las observaciones de Quiot et al (1980) y Douine et al (1979 a) parece
que seria la época de transicién de cepas termosensibles a termorresistentes. Estos’
datos de los subgrupos estdn en concordancia con la existencia de un gradiente en
el que aumenta la presencia de DTL segtin aumenta la cercanfa al ecuador: en
Alemania, Inglaterra y Hungria se ha encontrado ToRS, en Francia, Espaia,
Argelia y Etiopia (clima mediterrdneo o subtropical) se han encontrado las dos
poblaciones, mientras que en Guadalupe, con un clima tropical, sélo se ha
encontrado DTL (Quiot et al, 1979 a).
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En nuestros experimentos hemos observado que el analisis de las muestras
por ELISA-TAS debe hacerse répidamente, en caso contrario los epitopos propios
del subgrupo se pierden, aunque la muestra es reconocida por los anticuerpos
policlonales. Haase et al (1989) observan que la diferenciacién de los serotipos esta
basada en neotopos, solamente presentes en la particula viral intacta, y en
macerado vegetal las particulas virales, especialmente las del grupo DTL, se
degradan rapidamente.

4, BUSQUEDA DE RESISTENCIA EN GERMOPLASMA DE PIMIENTO.

La mejora genética para resistencia es un proceso largo y laborioso, pero la
amplia distribucién del CMV y las grandes pérdidas econémicas que ocasiona en
plantas hortfcolas lo justifican. Otra forma de conseguir resistencias, como es la
obtencién de plantas trasgénicas, también implica un proceso largo y laborioso, y en
el caso del pimiento aiin estd en una fase muy preliminar, pues aunque se ha
conseguido regenerar explantos, todavia no se ha obtenido ningin pimiento
transgénico (ver introduccién). ‘

En la presente tesis se han buscado nuevas fuentes de resistencia a CMV en
una coleccién de lineas de pimiento del CCRF, que resulta un material muy
interesante para este propdsito por varias razones: a) proceder de la zona originaria
del género Capsicum, en Centro y Sudamérica; b) haber sido recogidas la mayoria
de las plantas creciendo silvestres; c) estar constituido por varias especies distintas,
algunas de ellas sin clasificar (C. spp.) d) muchas de las lineas no ser especies
homogéneas, sino mezcla de C. annuum, C. chinense, y C. frutescens, ya que en el
pimiento, al ser ligeramente alégamo, son ﬁmy frecuentes los cruzamientos
interespecificos. Estas caracteristicas hacen que estas lineas presenten una
considerable variabilidad genética que constituye una buena fuente donde buscar
resistencias.

En el andlisis de estas lineas por inoculacién mecénica del virus y posterior
observacién de los sintomas y a veces ELISA, se han encontrado en estudios mds o
menos preliminares varias resistencias, resultado que puede ser de gran interés
pues hasta ahora no se conoce ningiin mecanismo de resistencia eficiente a CMV
en las especies de Capsicum. .

Los resultados de la segregacién obtenida al autofecundar plantas
resistentes de la linea NG-025-5-2 apuntan fuertemente a que esta resistencia esta
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codificada por un solo gen que se comporta como dominante. Si la planta que se
autofecundé tenfa un genotipo Rr (resistente) se obtendria una descendencia por
autofecundacién 1RR : 2Rr : 1lrr, que coincidiria con el 23,07% de plantas sensibles
(genotipo rr) obtenido. En los cruzamientos prueba con plantas sensibles (Rr x rr)
daria una segregacién 1 Rr: 1 rr. En un cruce que se realiz6 sélo se.obtuvo una
planta, que resulté resistente.

El an4lisis de plantas procedentes de semillas de genitores de este individuo
son consistentes con esta hipétesis. Los resultados obtenidos con plantas de la linea
NG-025-5 parecen indicar que fuera de genotipo RR, pues todas fueron resistentes, y
al cruzar con una planta susceptible se obtuvo un 100% de plantas resistentes en un
total de 5 plantas, que corresponderian al genotipo Rr. En cambio, las lineas NG-
025-1-2 y NG-025-14, que resultaron sensibles, corresponderian a un genotipo rr.
Antes de estar seguros acerca del control genético de esta resistencia, sera
necesario estudiar m4s generaciones.

. Esta lfnea, aunque es una mezcla de C. annuum, C. chinense, y C.
frute]scens tiene predominancia de C. annuum, lo cual es una ventaja por ser ésta
la especie més cultivada a nivel mundial, y facilitaria la introduccién de este gen en
variedades comerciales mediante mejora genética. '

No son frecuentes las resistencias en pimiento controladas por genes
dominantes. Pochard (1982) encontré un gen Riv mayor dominante de resistencia a
instalacién del virus, también en una poblacién silvestre de C. annuum, aunque la
mayorfia de las resistencias a CMV encontradas son poligénicas (Lecoq et al, 1982;
Pochard, 1977; Pochard, 1985; Pochard y Daubéze, 1989). Se conoce una resistencia a
CMV controlada por un gen dominante simple en Phaseolus aureus (Sittiyos et al,
1979).

Estudiando los origenes de esta linea, parece proceder de una zona costera
llana del Perd, donde se cultiva extensivamente el algodén, y siendo Aphis gossypii
un pulgén muy frecuente en este cultivo, ademas de uno de los més comunes
transmisores de CMV (Palukaitis et al, 1992), es posible que hubiera una presién
selectiva positiva en las plantas a adquirir resistencia a este pulgén. Se ha descrito
un caso de resistencia a Aphis gossypii en el melén PI-161-375 resistente a CMV
{Lecoq et al, 1979).

En la linea NG-044-5-4 parece haber una resistencia que no estd codificada
por un solo gen, y siendo dominante al menos uno de los genes que intervienen.
Esta resistencia parece m4s cercana a las poligénicas obtenidas por Pochard (1985).

Esta caracteristica tiene la ventaja de que, en general, cuanto més compleja o
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multidimensional es una resistencia, parece que es mds dificil de ser vencida por
patotipds nuevos del patégeno.

Un caso curioso de tolerancia se observa con la linea NG-218-8-4, que parece
ser del tipo termosensible: el virus se replica al ser inoculade, pero séle hay
aparicién de sintomas a altas temperaturas. Hay numerosas resistencias descritas
dependientes de la temperatura, por ej. la presente en la linea de Vigna
unguiculata Chinese red x Iron al CPMV (Ponz y Bruening, 1986), que muestra
una resistencia de hipersensibilidad al virus a 26°C, mientras que sufre infeccién
sistémica a 34°C. También se ha descrito que el tabaco Samsun NN se infecta
sistémicamente con TMV a temperaturas por encima de 28°C (van Loon, 1975). Al
contrario, Pink y Walkey (1985) encuentran el cultivar Cinderella de calabacin mas
resistente a CMV a altas temperaturas.

Las otras tres posibles resistencias encontradas en las lineas NG-15644 (C.
annuum), NG-15441 (C. annuum), y NG-8990 (C. pubescens) estédn en una fase m4s
preliminar de estudio. Se va a obtener descendencia por‘ autofecundacién y
cruzamientos prueba con lineas sensibles para analizar la descendencia de cada
planta individualmente.

Estas lineas habrén de ser analizadas también frente a otras cepas del virus,
ya que el problema de los genes de resistencia a CMV es que normalmente son
"débiles” y de vida corta, debido al menos en parte, a las muchas cepas de CMV que
existen en el campo (Matthews, 1991). En estos casos es importante conocer la
distribucién de cepas en las diferentes regiones espafiolas. Por ¢j.,, en aquellas
zonas donde sélo esté presente el subgrupo ToRS que no se replica a altas
temperaturas, se podran utilizar estas plantas tolerantes que s6lo muestran
sintomas a elevadas temperaturas, ya que en este caso no habria sintomas de
infeccién viral. El problema de estas plantas es actuar como reservorios para otras
plantas sensibles, pero podrian ser una alternativa interesante, en caso de no
disponer de otras plantas resistentes. También habran de ser analizadas frente a

inoculacién con pulgones, que es la via de transmisién natural en campo.
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VI. CONCLUSIONES

En la presente tesis se ha abordado el estudio y comparacién de cuatro
técnicas para la deteccién del virus del mosaico del pepino (CMV) de gran
importancia econémica en Espafia y a nivel mundial, encaminadas a un
diagnéstico rutinario. La técnica ELISA es la mds rdpida y sencilla de las
ensayadas, y presenta una alta detectabilidad. El mayor problema que se ha
encontrado con esta técnica es la evaluacién de numerosos casos dudosos que se
presentan, que podrian explicarse por la inestabilidad del virus y por su
complejidad serolégica, que se han de resolver por anilisis con otras técnicas. Los
anticuerpos policlonales polivalentes de Sanofi (Francia) no reconocieron el 16% de
las muestras que en cambio si reconocieron los anticuerpos policlonales anti-CMV-
cr de Agdia. Se consiguieron mejores resultados con tampones de extraccién citrato
o tris que con tampones fosfato. El anélisis electroforético de RNAs bicatenarios y la
hibridacién sobre membranas con sondas de ¢cDNA viral marcadas radiactiva y no
radiactivamente tienen una aplicacién limitada, por la complejidad del
procedimiento. Las membranas de nitrocelulosa permitieron una mayor
sensibilidad que las de nylon. La amplificacién enzimatica de parte del cDNA viral
obtenido previa transcripcién inversa realizada directamente en un macerado de
muestras infectadas, mostré un limite de deteccién para CMV tres 6rdenes
superior a la técnica ELISA, resultando un método rapide, pero que requiere
diluciones elevadas del extracto, trabajar en condiciones que eviten toda posibilidad
de contaminaciones, y con determinados huéspedes, como el pimiento, se producen
inhibiciones de la reaccién.

En un diagnéstico rutinario de virus pafa un numero elevado de muestras,
se piensa que actualmente el método mds adecuado es ELISA, resolviendo los casos
dudosos por RT-PCR. Este ultimo método seria el mas adecuado en aquellos casos
en que la concentracién del patégenc sea baja, como por ejemplo en el estudio de

transmisién de virus por semilla.

Se ha desarrollade un método para el diagnéstico de virus y patégenos
subvirales que combina la inmunocaptura de los patégenos mediante anticuerpos
inmovilizados en placas de microtitulacién, con una amplificacién de una parte del
genoma previa transcripeién inversa (RT-PCR), sin necesidad de llevar a cabo

ningin tratamiento térmico o quimico para desencapsidar el virién. Datos
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preliminares de la deteccién del producto amplificado por fluorescencia indican que
se puede llevar a cabo todo el proceso en una placa de microtitulacién, dando lugar
a un grado de automatizacién equivalente al de la técnica ELISA. Este método ha
demostrado tener una validez general, ya que ha dado resultade con todos los
patégenos virales y subvirales y huéspedes ensayados: BYMV, CLRV, CMV, CTV,
GFLV, PLRV, PMMV, y TSWV, asi como RNA satélite de CMV y el viroide PSTVd.
En este procédjmiento se pueden sustituir los anticuerpos especificos del virus por
anticuerpos monoclonales especificos de RNAs bicatenarios, ofreciendo asi la
posibilidad de diagnéstico en aquellos casos en que no se disponga de anticuerpos
especificos, 0 donde los métodos inmunolégicos sean dificiles de utilizar, como es el.
caso de los patégenos subvirales, RNAs satélites y viroides. El método descrito
presenta la sensibilidad tipica de los ensayos basados en la reaccién en cadena de la
polimerasa, y con un grado de dificultad semejante al de la técnica ELISA. La
especificidad del ensayo parece depender en gran manera de que los cebadores
utilizados hayan sido disefiados correctamente. Sobre este método se ha presentado
una solicitud de patente en el Registro de la Propiedad Industrial de Espaia.

En prospecciones realizadas en diferentes regiones espafiolas y en diferentes
cultivos durante los afios 1990 y 1991, se han encontrado infecciones de CMV del
28% en ambos casos. El virus estd presente en altos porcentajes en las principales
horticolas espafiolas: melén, pimiento, tomate, calabacin, judia, y pepino. También
se ha detectado un alto porcentaje de infeccién en las malas hierbas muestreadas.
Se han identificado los dos subgrupos de CMV, DTL y ToRS, distribuidos al parecer
segin zonas y época de recoleccién, encontrdndose algunas plantas infectadas con
ambos. Estos datos se correlacionan con las propiedades de termosensibilidad de los
dos subgrupos. El subgrupo termosensible ToRS aparece en épocas tempranas de la
estacién y en zonas que no parecen alcanzar elevadas temperaturas, mientras que
el grupo termorresistente DTL se ha encontrado tanto en la regién mediterrédnea,
como en el interior de la Peninsula. En la provincia de Badajoz se encontraron
ambos subgrupos, e incluso plantas con infecciones mixtas, en la época de

transicién de primavera a verano.

Se han buscado resistencias al CMV en lineas de germoplasma
pertenecientes a diferentes especies del género Capsicum, mediante inoculacién
mecdnica del virus y posterior observacién de sintomas. Una linea NG-025-5-2
perteneciente a C. annuum ha mostrado una resistencia asociada a una falta de

sintomas y ausencia de presencia viral segin un anélisis ELISA, caracter que
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parece determinado por un gen monogénico dominante, segiin el estudio de la
descendencia obtenida por la autofecundacién de un individuo resistente al virus.
Otra linea NG-044-5-4 de C. frutescens presenté una resistencia que no parece estar
codificada por un dnico gen, y en la que al menos uno de los genes que intervienen
es dominante. Una tercera linea de C. chinense, la NG-218-8-4, parece presentar
una tolerancia al virus de tipo termosensible, es decir, el virus se replica al ser
inoculado, pero sélo hay aparicién de sintomas a temperaturas elevadas. El reste de

las lineas se encuentran en un estudio més preliminar.
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MUESTRAS CAMPO

1A i B I ci b i E F i [ I H 1 l
| 1 |MUESTRA |CULTIVO ICMV1 |CMV 2 |CMV 3 |SINTOMAS CAMPO |PROCEDENCIA IFECHA |OTROSVIRUS |
] 2 JAL-1 |Tomate 521 l++ | IDTL | IAL {enviada por E. Sdez)  lago, 911 1
i 3 fAL-2 A ITomate Ramy I+ i | |necrosis hoja, bronceado |Palomares {AL) loctu-91TSWV !
| 4 JALA A |Tomats Ramy - | | Inecrasis hoja, bronceado IPalomares {AL) loctu-911 |
1 5 IALL4 A 1Tomate Ramy ++ 1 IDTL {tilimortismo, detormacién hoja IPalomares (AL) |loctu-91| |
1 6 |AL-5 A !Tomate Ramy ++ 1DTL Iinecrosis en fruto, filimorfismo |Palomares {AL) loctu-91l |
| 7 IAL6 A |Tomate Ramy l++ | IDTL Ifilimorfismo muy fuerte [Palomares {(AL) loctu-91| I
1 8 IAL-7 A ITomate Ramy l++ IDTL Imosaico, abullonamiento |Palomares (AL} ioctu-91l |
] © JAL-8 A |Tomate Ramy I+ | | imosaico, abullonamiento, deformacion de hoja |Palomares (AL) loctu-911 |
1101AL-9 A ITomate Ramy l++ | IDTL Ino sintomas hoja, necrosis en fruto. 1 gula bien y oka mal |Palomares (AL) loctu-81l |
| 11 JAL-10 A [Tomate Ramy - | i Imoesaico suave y necrosis en hoja,anillos necréticos en fruto IPalomares (AL} joctu-91| I
1 12 1AL-11 B IPapino Multipik inv. I ! | |hoja abarquillada |Palomares (AL} loctu-91l |
113 JAL-12 B IPepino Multipik inv. I- | i Inervios encogidos, hoja recortada IPalomares {AL) loctu-91| 1
114 1AL-13 B Imala hierba(bledo) I+ | ! Imosaico | Palomares {AL) loctu-g1i |
| 15 ]AL-14 B ljudia Halda inv. I- | I Imosaico suavisimo iPalomares {AL) Joctu-91} I
1 18 1AL-15 B ljudia Helda inv. i- i | Imosaico suavisimo {Palomaras {AL}) loctu-91l i
| 17 |AL-16 B Jjudia Helda inv. I- I I imosaico suavisimo |Palomares {AL) loctu-81| I
§ 18 1AL-17 C  Imala h{N. alba) f++ 1 IDTL imosaico, abullonamiento, campo arrasado {Patomares {AL) loctu-91i 1
i 12 [AL-18 C _ [Tomate e | 1DTL {Necrasis, mosaico |Palomares {AL) logtu-g1] l
120 JAL-19 C |Haba I- [ Imosaico IPalomaras (AL) loctu-911 |
1211AL-20 D iPimiento Andalus I- | {Heja corifcea, sin brillo, abullonamiento, bronceado en hojas |\Palomares {(AL) loctu-91l I
122 JAL-21 D IPimiento Andalus i- ) Hoja coridcea, sin brillo, abullonamiento |Palomares {AL) Joctu-91j 1
123 1AL-22 D IPimiento Andalus(fru) |- [ i ringspot,arabescos, bronceado,anillos} misma planta |Palomares {AL}) Joctu-91] |
| 24 JAL-23 D |Pimiento Andatus [+ ! 1 fruto Jdiferentes sintomas IPatomares (AL) {ectu-91| 1
1 251AL-24 D IPimiento Andalus i- | | lalgo necrosis, hoja coridcea |Palomares (AL) loctu-91l |
126 |AL-25 D [Pimiento Andalus I- | i Ifilimorfismo [Palomares (AL) loctu-21] 1
[271AL-26 D iPimiento Andalus I- I I [filimorfismo,bronceada tPalomares (AL} loctu-91ITSWV ]
|28 |AL-27 D |mala h.-Cerraja I- | { |filimorfismo IPalomares (AL} loctu-91| 1
129 1AL-28 E  ITomate Royesta l++ 1 IDTL filimorfismo y arrepoltado, sin sintomas fruto IPalomares (AL) loctu-91] ]
| 30 |AL-29 E |Tomate Rovesta e+ | IDTL mosaico, abullonamiento, amarilleamiento, sin sintomas fruto IPalomares (AL) loctu-91l ]
131 JAL-30 E |Tomate Royesta l++ | IDTL labullonamiento, mosaico |Palomares {AL) loctu-91l |
[ 32 [AL-31 E a {Tomate Royesta (fruto) i++ | |DTL {fruto mate IPalomares (AL} loctu-gti i
I 33 1AL-32 E b ITomals Royesta (hoja) 1++ | IDTL Imosaico en hoja, abullonamiento iPalomares (AL) loctu-91l |
| 34 JAL-33 F_ ITom. 209 (Leopardo) I++ | I0TL Ifilimortismo IPalomares (AL) loctu-91| 1
I 351AL-34 F ITom. 209 (Leapardo) [++ | 1DTL [tilimortismo, mosaice, abullonarnianto {Palomaras {AL) locty-91) !
1 36 IAL-35 G IPimiento Andalus - | 1 Imosaico, hoja coridcea, arrepollamiento |Palomares (AL) loctu-91! ]
| 37 |AL-36 G |Pimienlo Andalus - | ] [hoja mate,nervios encogidos,entrenudo corto, mos fuerte, bronceadd Palomares (AL) loctu-91] 1
138 )AL-37 G IPimiento Andalus - ! i larrepollado, mosaico, nervios encogidos ' IPalomares [AL) loctu-g11 J
130 JAL-38  iTomate Royesta l++ | IDTL imosaico fuerte bronceado en hoja tPalomares (AL} loctu-911 ]

CMV 1:ELISA con policlonales Sanofi, CMV 2:ELISA con policlonales Agdia, CMV 3:ELISA con Monoclonales Sanofi; inv: invernadero



MUESTRAS CAMPO

11 A 1 B 1 ¢ 1 | E | F I G I H | !
140 I1AL-39 H ITomate Royesta b+ | IDTL Imoszaico fuerte, abullonamiento Las Herrerias (AL) loctu-31| i
141 ]AL-40 H |Tomate Royesta ++ | IDTL labarquillade hacia denfro, mosaico iLas Herrerias (AL) loctu-91l |
1 42 IAL-41 H ITomate Royesta l++ IDTL imosaico fuerte, abutlonamiento [Las Herrerias (AL) loctu-91l |
143 1AL-42 H ITomate Royesta fee T IDTL Imosaico fuerte, abullonamiento fLas Herrerias {AL) lociu-91| |
| 44 |AL-43 | |Pimiento Andalus i+ } I ihoja coridcea, mate, bronceado [Cuevas {AL) loctu-91l I
145I1AL-44 1 |Pimianto Andalus i- | [ ihoja coridcea, mate, mosaico [Cuevas (AL) loctu-91] |
| 46 IAL-45 |  |Pimiento Andalus I- | | Ihoja cerifcea, mate, mosaico, arrepollado fCuevas (AL) loctu-211 1
| 47 |AL-46 |  |Pimiento Andalus 1+ [ [ imoteado, amarilleamiento iCuevas {AL) loctu-811PVY |
148 1AL-47 |  Imala hierba-cenizo i- | i |hoja deforme, leve mosaico, vecina a muestra AL-46 [Cuevas {AL) loctu-91l 1
[ 490 |AL-48 J |Tomate Royesta fee | IDTL Imosaico ’ tCuevas {AL) loctu-91| 1
I 501AL-49 J |Tomate Royesta le+ | |DTL lmosaico iCuevas (AL) loctu-91! |
| 51 [AL-50 J |Tomate Royesta ++ | IDTL Imosaico,amarilleamiento fCuevas (AL) loctu-91] |
1521AL-51 IPimiento 4+ | | [hoja mate, mosaico tAL (enviada por E. Sdez) loctu-91] ]
| 53 [AL-52 IPimiento ++ | I hoja mate, mosaico IAL (enviada por E. Sdez)  loctu-91] I
154 AL-53 1Judla semilarga I+ | | Mosaico,abullonamiento IAL (enviada por E. Sdez) Ima-92 | I
1 55 IBA 19 muestras garbanzo |- | | mosaico, amarilleamiento, necrosis apical tManguilta (BA)} |ma-91 |BWYV 1
I 56 IBA-1 Ipim Yolowonder |+ l- | Ifiliforme, necrosis en venas |Balboa (BA) 1juni-90 | I
1 57 IBA-2 Itomate |- - I Imogaico suave [Balboa (BA) ljuni-90 1 |
158 |IBA-3 Ipim Yolowonder I - | Ifitiforme, necrosis en venas iBalboa (BA) fjuni-90 ) i
| 50 IBA-4 Itomate |- I+ | Imosaico suave |Balboa (BA}) ljuni-920 | I
| 60 IBA-5 Ipim{Aranjuez) |- | | Imanchas blanco-amarillentas hoja [Balboa (BA) Jjuli-91 | 1
|1 611BA-6 Ipim(Aranjuez) - | i Imanchas blanco-amarillentas hoja y abuilonamiento |Balboa (BA) ljuli-91 | 1
1821BA-7  lpim(Aranjuez) - | i lhoja mate y nervios hacia afuera |Balboa (BA) [juli-91 | I
163 1BA-8 Ipim{Aranjuez) - | | Ihcja mate y nervios hacia afuera y det de hoja |Balboa {BA}) Njuli-91 | |
1 64 IBA-9 Ipim{Aranjuez) I+ | i lanillos y necrosis alrededor nervios |Balboa (BA) fjuli-91 | |
165 1BA-10 Ipim Yolo Wonder - | ! lanillos, necrosis alrededor nervios y hoja mate |Balboa {BA}) ljuli-91 | |
I 66 [BA-11 Ipim Yolo Wonder I+ ] 1 larabescos y necrosis flor |Balboa (BA) ljuli-91 {PVY |
167 1BA-12 Ipim Yolo Wonder I+ | 1DTL Imosaico y necrosis flor |Balboa (BA) ljuli-91 IPVY |
168 IBA-13 Ipim Yolo Wonder I+ | i Imosaice y abullonado |Balboa (BA) ljuli-91 [PvY |
169 BA-14 Ipim Yolo Wonder I+ | IToRS+DTUmosaico y abullonada |Balboa (BA) ljuli-91 IPVY |
170IBA-15  ipim Yolo Wonder I- | i imosaico y abullonado |Balboa {BA) Jjui-s1 | |
171IBA-16 1pimg Aranjuez? - I IDTL Ihoja mate, frute abulionado |Balboa {BA) ljuli-91 | |
172 1BA-17  1pimAranjuez? [++ 1 IDTL Ipunteado |Balboa (BA) ljuli-81 _IPVY 1
173 1BA-18 ipimg Aranjuez? 1+ i IDTL |mosaico y necrosis de vena |Balboa {BA) ljuli-81 |PVY i
174|BA-19 lpim¢ Aranjuez? I- 1 I |Vein banding muy acusado 1Balboa (BA) ljuli-g1 | |
175 IBA-20 Ipim Yolo Wonder - | IDTL Imosaico fuerte y bandeado de venas 1Balboa (BA) ljuli-91 |PVY |
176 {BA-21 Ipim Yolo Wonder - | 1DTL? Imosaice fuerte y bandeado de venas |Balboa (BA) ljuli-91 IPVY 1
177 IBA-22 Ipim Yolo Wonder 1+ f IToRS+DTUmesaico fuerte y bandeado de venas |Balboa (BA) ljuli-91 IPVY I
1 78 IBA-23 Ipimiento - ! | Ihoja deformada I1Balboa (BA) ljuli-91 | 1

CMV 1:ELISA con policlonales Sanofi, CMV 2:ELISA con policlonates Agdia, CMV 3:ELISA con Monoclonales Sanofi; inv:invernadero



MUESTRAS CAMPO

1 A 1 B I I I__E | F ) [€] I H | I
1 79 {BA-24 Ipimiento I- I { lcomienzo mosaico, flores necréticas 1Batboa (BA}) ljuli-91 | 1
| 80 [BA-25  Ipimiento I- i | labullonade y nervios marcados |Balboa (BA) ljuli-91 | I
181I1BA-26 Ipimiento I- 1 | |abullonado y nervios marcados |Balboa {BA) ljuli-91 | 1
1 82 {BA-27 |pim{Aranjusz) - | |DTL |mosalco |Guadiana del Caudillo (BA) Ijuli-91 | i
183 1BA-28 Ipim{Aranjuez) I- | | Imosaico |Guadiana del Caudillo {BA) Huli-91 | |
I 841BA-29  Ipim{Aranjuez) I- I | Imosaico IGuadiana de! Caudillo (BA)  1juli-91 | i
| 85 IBA-30 Ipim{Aranjuez) l. { | lhoja mate, anillos |Guadiana del Caudillo (BA)  |juli-91 | |
1 86 IBA-31 Ipim{Aranjuez) I I | IPlanta achaparrada |Guadiana del Caudillo (BA)  ljuli-91 | 1
| 87 |BA-32 Ipim{Aranjuez) I+ | | labullonado y mosaico IGuadiana del Caudillo {(BA)  |juli-91 | i
188 IBA-33 Ipim{Aranjuez) l- | I IMosaico muy fuerte |Guadiana del Caudilio {BA)  ljuli-91 |} I
1 89 |BA-34 Ipimiento - | |DTL? |hoja mate {Guadiana del Caudillo (BA)  1juii-91 | 1
1 90 IBA-35 A |pimiento i- | | Inervios hacia fuera 1Valdelagaizada (BA) ljuli-91 | |
{91 |BA-36 A |pimiento |- | | Imosaico IValdelagaizada (BA) ljuli-81 | [
1 92 IBA-37 A !pimiento - | | Imosaico |Valdelagalzada (BA) ljuli-g1 ] |
1 93 |BA-38 A |itolerante CMV? - [ IDTL? Imosaico IValdelagalzada (BA) ljuli-91 | |
I 94 IBA-39 B Ipimiento 1+ | IToRS Imosaico |Valdelagalzada (BA} ljuli-91 | I
| 95|BA-40 B [pimiento I- | I Imosaico {Valdelagalzada (BA) juti-o1 | [
196 IBA-41 B Ipimiento |- ] | Imosaico |Valdelagalzada {BA) ljwli-91 | 1
| 97 [BA-42 B Ipimiento - | IToRS+DTUmosaico {Valdelagalzada {BA) fjuli-91 | 1
198 IBA-43 a Ipimiento hoja I+ | | IMosaice,defarmacion,abullonamiento,necrosis vena IBalboa (BA) Isept,91i 1
198 IBA-43 b Ipimiento fruto 1+ | | IMosaico,deformacidn,abullonamiento,necrosis vena |Balboa (BA) Isept, 911 |
1100IBA-44 lalfalia |- | | Imosaico iBalboa (BA} Isept,91] [
1101iBA-45 Itomate 1- i 1 |Deformacién,abarquillado hacia abajo, ligero mosaico, corlaceo {Batboa (BA) Isept, 91l 1
1102|BA-46 Itomate |- | f | Deformacién, abarquillado hacia abajo, ligero mos, coridceo y necrosi{Balboa (BA) Isept, 91| ]
1103IBA-47 a tomate Ohio hoja - | 1 Imosaico, abullonamiento |Balboa (BA) . isept,911 1
1104IBA-48 b [tomate Ohio truto i- | 1 Imosaico, abullonamiento |Balboa (BA) Isept, 91| |
1105IBA-49 Itomate |- | 1 IM, necrosis IBalboa (BA) Isapt, 811 i
{106[BA-50 ltomate - I | Imosaico ligero, abarquillado hacia abajo, algo necrosis |Balbca {BA) {sept, 91| |
1107iCC1 Ipimiento |- | | {mosaicc | Plasencia-Coria {CC) ljuli-91 | 1
1108]CC-2 lpimiento I- 1 I imosaico | Plasencia-Coria {CC) [juli-91 | l
11881CC-3 Ipimiento - | | Imosaico | Plasencia-Coria {CC) ljuli-91 | 1
1110ICS1 {pimiento I+ I IDTL |deformacién hojas iBenicarlé (CS) ljuli-91 | |
1111I1C5-2 Ipimiento I+ 1 10TL |deformacién hojas {Benicarld (CS) ljuli-91 | I
1112100 115 muestras garbanzo - I | [nacrosis apical, mosaico, amarilleamiento Ifinca ETSIA (CO) Imay,91 IBWYV I
11131C0O-1 Itomate l+4+ | | Inecrosis 1CO (enviada por A. Trapero) lener-90{ |
11141G) 14 muestras yero |- 1 | Imosaico, enrojecimianto en las hojas, clorosis |El Encin, Ledanca (GU) ljuni-80 | I
111S5]LE 142 muestras judla - 1 I Imosaico, enaciones, deformacion foliar ILE ljuli-91 |BCMV l
11186ILE1 Ipimiento I- | I {ligerisimo mosaico [Valle Oteros (LE} ljuti-91 | 1
1117ILE-2 Itomate I- 1 I Imosaico ivalle Oteros (LE) 1juli-91 ¢ 1

CMV 1:ELISA con policionales Sanofi, CMV 2.ELISA con policionales Agdia, CMV 3:ELISA con Monodonales Sanofi; inv: invernadero

r



MUESTRAS CAMPO

(i A T 8 I | I E 1 F i I H 1
1118ILE-J-55 |Judia Canellini 1+ | | Imosaico comln, enaciones ICorbillas de los Oteros (LE) ljuli-9t |[BCMV I
1119ILE-J-57  |Judia Canellini |+ | | IDeform foliar, enaciones, Mosaico coman |Carbillas de los Oteros (LE} Ijuli-91 IBCMV |
[120ILE-J-61 |Judla AH-22 I+ ! | |Borda rizado, arrugamiento unitorme ISta. Maria del Paramo {LE) }juli-91 |BCMV T
21101 IPimiento Pico I+ I+ | IClorosis y enanismo ICRIA La Ricia lago,90 IPVY |
1122|LO-2 IPimiento Pico I- - | iClorosis en hojas nuevas ICRIA La Ricia iago,90 | 1
11231L0-3 |Pimiento Pico I- - | |Clorcsis y mosaico ICRIA La Rigja lago,90 | |
1124|L0-4 1Pimiento Pico - I- I | Mosaico |ICRIA La Rioja lago,90 | }

125{LO-5 |Pimiento Pico - - | IMosalco y abullonamiento ICRIA La Rigja fago,90 | 1
1126iLO-7 IPimiento Pico I- I- | {Rizado de hoja y amarillec |CRIA La Riga lago,80 | |
1127]LO-8 IPimiento Pico 1- I- ] IBrotes foliares transformados en hojas ICRIA La Rioja lago.90 | i
11281LO-9 {Pimiento Pico |- - | IBrotes foliares transformados en hojas ICRIA La Ricja lago,90 | |
1129]LO-11 [Pimiento Cristal B I- i 1Brotes quemados.Necrosis.(sintornas da hongos) ICRIA La Rigja lago,90 | 1
1130ILO-12 IPimiento Cristal I- l- ] |Rizamiento y amarilleo |CRIA La Rioja lago,80 | |
[131]LO-13 IPimiento Cristal i - | |Amarillec ¥ brotes quemados{posible Verticiflium) ICRIA La Rioja lago,g0 | I
1132ILO-15 IPimiento Cristal I- 1- | [Abarquillado y amarilleo ICR!A La Rioja 1ago,90 | 1
1133|LO-16 |Pimiento Najerano I- I- | tabarquillade y mosaico 1CRIA La Rioja lago,90 | i
1134jLO-17 iPimiento Najerano I- I- I IClorasis da hoja y fruto negro{sintoma de kio) ICRIA La Rioja lago,90 | |
[135]LO-18 IPimiento Najerano I- I- ! ICkrosis y veing banding ICRIA La Rioia lago,90 | |
1$36]LO-19 IPimiento Najerano f- - [ {Frutos unidos y abarquiftamiento CRIA La Rioja lago,90 | !
1137ILO-20 |Pimianto Najerana I- I- | {Clorosis CRIA La Rioia lago,90 | |
J138|LO-22 Pimiento Guindilla 1 1- [ |Clorosis. Necrosis de fruto Tirgo {LO) |ago.90 | i
11391L0-23 |Pimiento Guindilla |+ I- ] |Mosaico y grabado |Tirgo {LO}) ago,90 | i
1140lLO-24  |Pimiento Bilbac I- I- {. IMasaico y grabado ITirgo (LO) ago,90 | ]
1141ILO-25 IPimiento Bilbac i- - 1 IMosaico.Hoja abarquillada ITirgo {LO) ago,90 | I
]142]L0-26 Pimiento Bilbao - - | IMosaico.Hoja gharquillada.Fruto deformado [Tirgo (LO) lago,90 | |
11431L0-27 Pimiento Bilbao i+ I- } IClarosis y mosaico.Fruto deformado iTirgo (LO) 1290,90 | I
|1144|LO-28 Pimiento Bilbao 1+ - | |Clorosis y mosaico.Fruto deformado 1Tirgo (LO) lago,90 | f
11451L0-29 IPim. Cuarnocabra |- I+ 1 IMosaicos y arabescos, Frutos deformados ITirgo (LO) jago,90 | l
1146]LO-30 a__ [Pim.Cuernocabrathaja) |- I- | |Mosaicos y arabescos.Frulos deformados 1Tirgo (LO) lago,90 | [
11471LO-30 b IPim.Cuernocabra{truto) j++ |+ I IMosaicos y arabescos.Frutos deformados ITirgo (LO) lago,90 | |
1148|L0O-31 IPim. Gilda{Guindilla) 1+ 1- I |Amarilleo y masaico iTirgo {LO) lago,90 | |
1149ILO-32 IPim. Morro vaca I- I- | iMosaico tipo TMV iTirgo (LO) lago,90 § 1
[150/LO-33  |Pim. Morro vaca I- I- | iMosalco tipo TMV Tirgo (LO) 290,90 | i
11511L0-34 IPim. Morro vaca I- i- I INecrosis [Tirgo (LO) ago,90 | |
1152{L0-36  (Pim. Guindilia I- I- i IMosaloo ITirgo (LG} ago,90 | 1
11531LO-36  IPim, Guindilla |- I- I | Mosaico {Tirgo {LO) lago,80 | 1
1154iLO-38  |Pim. Guindilla |- - I |Mosaico {Tirgo {LO) lago,80 | I
[1551L0-39  |Pim. Guindilla I- ]- ] |Nscrosis de vena y hojas sin lurgendia 1Tirgo {LO} lago,90 | i
11561LO-40 _ IBorraja “super” + ] IToRS ___ IFiliforme enanismo,mosaico leve ICRIA La Rioja labri-91 | [

CMV 1:ELISA con policionales Sanofi, CMV 2:ELISA con policionales Agdia, CMV 3:ELISA con Monoclonales Sanofi; inv: invernadero



MUESTRAS CAMPO

P A B 1 I 1 E | F { G I H | I I
11571LO-41 IBorraja 144 I- | | lamavrilleo ICRIA La Rioja labri-91 | |
1158iLO-42 |Borraja 133 I- | | Imosaico ICRIA La Rioja labri-@1 | |
11591LO-43 IBorraja 178 I- | | Ifiliforme _ICRIA La Ricja labri-91 | I
11601LO-44 IBorraja 188 |- | | Imosaico suave ICRIA La Rioja labri-91 | |
1161ILO-45 IBorraja 189 |- [ [ fmosaico ICRIA La Ricja labri-91 | I
1162ILO-46 IPim Pico - | | IMoesaico y arrugamiento de frute ICRIA La Rioja logtu-91| 1
1163I1LO-47  IPim Pico i I I Imosaico ICRIA La Ricja {octu-91| |
1164|LO-48 |Pim Pico I- ] 1 Ifilimorfismo, necrosis de vena ICRIA La Rioja loctu-91l |
" 1165iLO-49 I1Pim Pico I- } | {Mosaico suave ICRIA La Rigja loctu-911 1
1166]LO-50 |Pim Pico I- | | |Filimorfismo, clorosis apical ICRIA La Ricja foctu-81l I
1167ILO-51 IPim Pico I- 1 I INecrosis vena, clorosis apical ICRIA La Rigja toctu-81| l
1168|]LO-52 |Pim Pico I- | f [mosaico tCRIA La Rioja loctu-91| 1
1169I1LO-53 IPim Pico I- | | Iclorosis ¥ enanismo ICRIA La Rioja loctu-91] |
1170]LO-54  |Pim Anga 100 l++ | iToRS Imosaico ICRIA La Rioja loctu-91l |
1171ILO-55 IPim Anga 104 I+ 1 IToRS [Arabesco ICRIA La Rioja loctu-91| |
1172ILO-56 IPim Anga 116 1+ ! IToRS Imosaico ICRIA La Rioja loctu-911 1
11731LO-57  1Pim Anga 116 {- I 1 IEnanismo 1CRIA La Rioja loctu-91| [
1174ILO-58 IPim Santo Domingo I- | | |Deformacitn, Mosaico ICRIA La Rioja loctu-91| 1
1M 751LO-59 {Pim Santo Domingo 1+ I 1ToRS {Planta enana |CRIA La Rivja loctu-91l 1
1176ILO-60 IPim siembra directa l++ | | |Mosaico ligero |ICRIA La Rioja loctu-911 |
1177ILO-61 IPim Najerano 1- | i |Deform hoja ICRIA La Rioja loctu-91l {
1178ILO-62 IPim Najerano I- | I [ Filimortismo ICRIA La Ricja loctu-91l |
11798ILO-63 |Pim Najerano l- | 3 | Hojas abarquilladas, Clorosis ICRIA La Ricja loctu-g1l |
1180ILO-64 IPim Najerano I- I i |Clorosis deformacién de hoja,Mosaico ICRIA La Rigja joctu-91] i
{181|LO-65 IPim Najerano - I i |Clorosis deformacién de hoja,Mosaico ICRIA La Rioja loctu-81] 1
1182IM-1 tcalabacin I+ I- [ Mosaice, enaclones, frutos deformes |Villa del Prado (M) Jjuti-90 | |
1183IMm-2 Ipimiento f+ 1- IDTL |Mosaico, arabescos 1Villa del Prado (M) ljuli-90 | |
1184I1M-3 Ipepino inv I- I- | IMosaico,abullonamiento, verrugas 1Villa del Prado (M) jjuli-90 | |
1185IM-4 lcalabacin{inv) 1- I- | ihojas con manchas amarillas y necrosis |Villa del Prado (M) 1juli-80 | |
1186IM-5 Itomate invernadero - 1- | IMosaico, algin punto necrético | Villa del Prado {M) [juli-90 | |
1187IM-6 a Ipimiente inv |- e I - lleva Mosaico, achaparramiento IVilla del Prado (M) ljuli-80 | I
1188IM-6 b Ipimiento inv |- 1- l ihojas raras con 2 tonos de color tVilla del Prado (M) 1juli-80 | 1
1188IM-7 lpepino inv I- 1+ | |[hojas medias con nervios claros y abullon | Vilta del Prado (M) ljuli-90 | 1
1190IM-8 ipimiento inv |- |- | Ihojas jovenes abullonadas iVilla del Prado (M) ljuli-S0 | 1
1191IM-9 {tomate |- 1+ | |Mosaico verde-amarillo, necrasis |Villa del Prado (M) Jjuli-90 | |
1192IM-10 Ipatata |- l- J lescarabajo, amarilleamiento I1Villa de! Prado (M) ljuli-90 | |
1193IM-11 Icalabacin{var n%5) I- I- | Imosaico hojas jovenes, hojas vueltas 1Villa del Prado (M) [juli-90 | |
1194IM-12 lcalabacin{var n23) |- l- | Imosaico hojas jévenes, hojas vueltas IVilla del Prado (M) ljuli-80 | 1
1195IM-13 Icalabacin{var n®1) f++ |- | Imosaico hojas jévenes, hojas vueltas IVilla del Prado (M) ijuti-90 | 1

CMV 1:ELISA con policionales Sanofi, CMV 2:ELISA con policlonales Agdia, CMV 3.ELISA con Monoclonales Sanofi; inv: linvernadero



MUESTRAS CAMPO

1 A | B I c | I E | F I G 1 H 1
11961M-14 Icalabacin{var n®4) i+ 1- | Imosaico hojas jévenes, hojas vualtas HVilla del Prado (M) ljuli-80 | 1
1197IM-15 Icalabacin{var n®2) 1+ 1+ | Imosaico hojas jévenes, hojas vueltas | Villa dsl Prado (M} 1juli-90 | |
1198IM-16 ltomate invernadero |- |- | |Mosaico, algo de nacrosis {Villa del Prado (M) ljuli-90 1 |
1199IM-17 lpepinoc inv 22 cosecha |- 1- | IMosaico verde claro-verde oscuro 1Villa dal Prado (M) Isept-90I 1
1200IM-18 Ipepino inv I- is i Imesaico, abullonamiento iVilla det Prado (M) [sept-90] I
1201|M-19 lacslga b+ 1- ; Imusaico 1Villa det Prado (M) Isept-901 |
120 2iM-20 Icol aire libre { | 1 1Amarilléamiento venas, hojas rcble,Mosaico amarillo IVilla del Prado (M) [novi-90| |
12031M-21 lacelga inv. |- | { | Mosaico amarillo IVilla del Prado (M} inovi-S0| |
1204IM-22 Ipimienta - | | Imosaico |Aranjuez (M) | B#### |
1205IM-23 Ipimiento 1+ | | |mosaico IAranjuez (M) | ##u#1 |
12061M-24 Ipimiento{hoja+fruto) 1+ | 1 Imosaico lAranjuez {M) | f###H | 1
1207IM-25 \pimientofhoja+frutoy |+ | | |mosaico |Aranjuez (M) | #a#uR| 1
1208I1M-26 Ipimiento(hoja+fruto)  |++ | | tmosaico 1Aranjuez (M) | #aa##| |
12091M-27(58} Ipimiento(hcja+iruto) |- 1 | Imosaico |Aranjuez (M} | #fnu#| I
1210IM-28 a  Ipimiento hoja I- | IDTL? IMosaico,nervios encogidos, abullonamiento ligero |Aranjuez (M) | #8#44 | 1
i211IM-28 b Ipimiento fruto l- | | |planta decalda, sintomas de hongos |Aranjuez (M) ELLIES I
1212IM-29 a Ipimiento hoja I+ | IDTL |Mosaice, nervios encogidos,arabescos [Aranjuez (M) | #unaH)| |
1213|[M-20 b |pimiento fruto 14 | | Iplanta decalida, sintomas de hongos lAranjuez (M) | #4444 |
1214IM-30 a  Ipimiento hoja {- | 10TL |Mosaico,nervios encogidos,arabescos,abullonamiento ligero |Aranjuez (M} | #ad 1
1215IM-30 b Ipimiento fruto 1++ | | iMosaico,nervios encogidos,arabescos, abullonamiento ligero |Aranjuez (M) Eilizd 1
12 18IM-31 Imelén 1++ | IDTL | Mosaico,campo con clorosis y medio abandonado {Aranjuez (M) PREREH |
1217IM-J-10  1Judia Garrafal oro |+ 1+ I IMosaico, abullonamiento, clareamiento de venas, todo el campo infg Villa det Prado (M) Isept-901BYMV |
1218IM-J-11 iJudla Garrafal oro |- 1 | |mosaico, abullonamiento | Villa del Prado (M) lsept-90i 1
1219i1M-J-12 |Judla Garrafal ore l- |- i IMosaico, abullonamiento, clareamiento de venas, fruto no cuaa 1Villa del Prado (M) |sept-90i |
[220IM-J-13  |Judla Garrafal oro - i | IMosaico, bandeado de venas, hoja vuelta hacia dentro 1Villa del Prado {M} Isapt-901 I
1221IM-J-14  |Judla Garrafal oro 1+ i+ 1 IMosaico verde-amarillento, se acaba secando la planta |Villa del Prado (M} |sapt-90| |
1222[M-J-15  |Judla Garrafal oro I+ f+ | Imosaico, abullonamiento 1Villa del Prado (M} Isapt-90I 1
1223IM-J-16  |Judia Garratal oro - i- | lamarilleamiento, mal estado general |Villa del Prado (M} |sept-90| |
1224|M-J-17  |Judia Garrafal oro - - | Iptos amarillos y ligero mosaico 1Villa del Prado (M) inv Inovi-901 I
1225IM-J-18  |Judia Gasratal oro 14+ I+ { IMosaico amarilo y mosaico suave |Villa del Prado {M) inv fnovi-90] {
1226|M-J-19  [Judia Garrafal oro - I | Iptos amarillos mosaico verde y amarillo | Vilia del Prado {M) inv Inovi-901} 1
i227IM-J-20  lJudia Garratal oro I++ | IDTL Iplanta y hojas en mal estado | Vilta del Prado (M) inovi-80 | |
1228IM-J-2¢  |Judla Garrafal oro [++ | [DTL [planta ¥ hojas en mal estado IVilla de! Prado (M) Inovi-201 I
1229IM-J-22  lJudla Garrafal oro [- [ I |Mosaico amarillo iVilla del Prado (M) Inovi-80| 1
1230IM-J-23  |Judla Garrafal ero - I | |Mosaico, puntos amarilles |Villa del Prado (M) Inovi-90| |
1231|M-J-24  lJudia Garralal oro I | | |Mosaico, amarilleamiento suave, abullonamiento en hoja Villa del Prado (M) Inovi-901 1
12 32I1MU-1 IPimiento CB-30 |- [ I IManchas necréticas 1T. Pacheco. C. Cartagena(MU|sept-911 |
1233IMU-2 |Pimiento CB-30 |+ | | IManchas necréticas. Brotes necrosados. IT. Pacheco. C. Cartagena(MUisept-911 1
12341MU-3 IPimiento CB-30 [- | | |Manchas necréticas |T. Pacheco. C. Cartagena{MUIsept-911 1

CMV 1:ELISA con policlonales Sanofi, CMV 2:ELISA con policlonales Agdia, CMV 3:ELISA con Monoclonales Sanofi; inv: invernadero
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1A | B i | [ ] F I G i H 1 |
1235]|MU-4 |Pimiento CB-30 |- I I [Manchas necréticas IT. Pacheco. C. Cartagena{MU|sept-91| 1
1238]MU-5 IPimiento 95-2 I- [ I IManchas necréticas IT. Pacheco. C. Cartagena(MUlsept-91] I
[237[MU-6 {Pimiento 95-2 i+ 1 i {Manchas nectéticas IT. Pacheco. C. Cartagena(MUlsept-211 i
1238IMU-7 IPimiento Yolo Wonder i+ I | |Brotes necrosados. Hojas pequenas en mal estado IT. Pacheco. C. Canlagena{MU|sept-911 1 -
1239IMU-8 IPimienta 95-2 - | I |Brotes nectosados. Hojas pequefias en mal estado [T. Pacheco. C. Cartagena(MUlsept-91i |
{240{MU-9 IPimiants 98-4 I- | ! IMés cuajado de frutos que el resto de las plantas IT. Pacheco. C. Cartagena(MUisept-911 ]
1241IMU-10 IPimiento 98-4 I+ [ | IMas cuajado de frutos que el resto de las plantas IT. Pacheco. C. Cartagena{MUlsept-91| I
1242|MU-11 IPimiento 98-4 I- I | IMas cuajado de frutos que el resto de las plantas IT. Pacheco. C. Cartagena(MUIsept-91| i
12431MD-12 IPimiento 82-1 I- 1 ] 1Plama snana IT. Pacheco. C. Cartagena{MUlsept-91] ]
1244|MU-13 _ IPimiento 82-1 1+ ] 1IDTL |Planta necrosada iT. Pacheco. C. Cartagena(MUlsept-911 ]
1245IMU-14 |Pimiento 82-1 I- | ! |Planta necrosada 1T. Pacheco. C. Cartagena(MUlsept-91| ]
1246|MU-15  {Pimiento 82-1 |- | I |Planta necrosada IT. Pacheco. C. Cartagena(MUlsapt-911 J
1247IMU-16 IPimiento 82-1 - 1 | IPlanta necrosada IT. Pacheco. C. Cartagena({MUIsept-91| ]
1248|MU-17  |Pimienta CB-30 i+ | [ |Aspecto general mejor que el resto IT. Pacheco. C. Cartagena{MUIsept-91! I
1249IMU-18 IPimienta CB-30 I- [ | |Aspecto general mejor que el reste IT. Pacheco. C. Cartagena(MUisept-91| 1
IMMU-w |Pimiento CB-30 - | i IAspacto general mejor que el resto IT. Pacheco. C. Carlagena{MU|sept-91i 1
1251|MU-20  IPimiento CB-30 1+ | { 1Aspecto genaral mejor que el resto |T. Pacheco. C. Cartagena{MUlsept-911 |
{252|MU-21 |Pimiento 95-2 |- | | |Planta necrosada. 1T. Pacheco. C. Cartagena{MU|sept-91| 1
1253IMU-22 IPimignto 95.2 [+ | | | Planta necrosada. IT. Pacheco. C. Cartagena(MUIsepi-91i i
1254IMU-23 |IPimiento 95-2 - 1 | tMal estado general. Hojas cloroticas IT. Pacheco. C. Cartagena(MUIsept-91| |
1255IMU-24  |Pimiento 95-2 I+ [ ! IHojas cloréticas IT. Pacheco. C. Carlagena{MUIsept-911 |
1256IMU-25 IPimienta 82-1 {- t t IPlanta y brotes nacrosados IT. Pacheco. C. Cartagena(MU!sept-91] ]
1287IMU-26  |Pimientc 82-1 I- |Planta y brotes necrosados IT. Pacheco. C. Cartagena(MUlsept-911 1
1258IMU-27 Pimiento 82-1 |+ 1 IPlanta y brotes necrosados IT. Pacheco. C. Cartagena{MUisapt-91| |
1258|MU-28 Pimienio 82-1 }- i |Planta y brotes necrosados IT. Pacheco. C. Cartagena{MU|sept-91| 1
1260iMU-26  IPimiento CB-30 b+ I i IAlge de clorosis iT. Pachaco. C. Cartagena(MUlsept-91} ]
126 1]MU-30 IPimiento CB-30 I+ | | |Algo de clorosis iT. Pacheco. C. Cartagena{MU|sept-91] i
1262IMU-31 IPimiento CB-30 4 1 ] lAlga de clorosis IT. Pacheco. C. Cartagena{MUIsept-91| I
1263|MU-32 |Pimiento CB-30 1+ | | IAlgo da clorosis IT. Pacheco. C, Carlagena(MUisept-QIl |
1264IMU-33 IPimienta 82-1 |+ | | 1Algo de clorosis IT. Pacheco. C. Cartagena(MUlsept-911 |-
1265|MU-34 IPimiento 82-1 I- ! | |Algo de clorosis IT. Pacheco. C. Cartagena{MU|sept-911 I
1266IMU-35  IPimiento 82-1 i- I 1 |Algo de clorosis [T. Pacheco. C. Carlagena{MU|sept-81} |
1267IMU-36 _ |Pimiento mutato [+ I I [Mosaico, filimorfismo en hojas jévenes IT. Pacheco. C. Cartagena{MU|sept-911 |
1268IMU-37 IPimiento mulato [+ I | |Mosaico, filimorfismo en hojas jdvenas IT. Pachaco. C. Cartagena(MU|sept-91| 1
[269IMU-38  IPimienta mulato I+ i ] [Mosaico, filimorfismo en hojas jévenes {T. Pachaco. C. Cartagena(MUlsept-911 |
|27 0|MU-39 |Pimiento sete-1 I- 1 | [Mosaico, filimorfismo en hojas jévenes IT. Pacheco. C. Cartagena(MUisept-91| 1
127 1IMU-40  IPimiento sete-2 i- 1 i IMosaico, filimorfismo en hojas jévenes IT. Pacheco. C. Cartagena{MUIsept-91] 1
[272[MU-41__ iPimienta sete-3 I+ ! | {Mosaico, flimorfismo en hojas jévenas IT. Pachece. C. Cartagena{MUisept-81! |
1273iMU-42  IPimianto M-2 I- ] | IMosaico, filimorfismo en hojas jévenes iT. 1

Pacheco. C. Cartagena(MUIsept-91!
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1274IMU-43  IPim AMA-B(hibrido) I+ | ] IMosaico, filimorfismo en hojas jévenes IT. Pacheco. C. Cartagena{MU|sept-911 I
12751MU-44  |Pim P-53(inv) I- 1 ] Imosaico, abullonamiento IT. Pacheco. C. Cartagena{MU|sept-91|PVY |
276|MU-45 [Pim P-53(inv) {- { | Imosaico, abullonamiento IT. Pacheco. C. Cartagena({MUlsep!-91} !
277IMU-46  IPim P-43(inv) [+ | | Imosaico, abullonamiento IT. Pacheco. C. Cartagena{MU|sept-91|PVY [
278|MU-47 IPim P-41(inv) - | | Imosaico, abullonamiento IT. Pacheco. C. Cartagena{MUIsept-91|PVvY |
|279|MU-48 IPimiento (inv} I- ! f INecrosis de vena IT. Pacheco. C. Cartagana{MUlsept-G1| |
280|MU-49 IPimiento {inv} 1- | | |mosaico, abullonamiento IT. Pacheco. C. Cartagena(MUisept-91i ]
1281|MU-50 {Pimiento {inv) - 1 | Imosaico, abullonamiento 1T. Pacheco, C. Cartagena{MUIsept-91| |
1282]MU-51 IPim tricolor {inv) - ] | Imosaico, abullanamiento IT. Pacheco. C. Cartagena(MU|sept-91| I
1283]MU-52 |Pimiento {inv}) I- 1 | Imosaico, abullonamiento IT. Pacheco. C. Cartagena{MUisept-91| }
[2841MU-53  IPimiento (inv) I+ | | imosaico, abullonamiento IT. Pacheco. C. Cartagena{MU|sept-91|PVY I
J285|MU-54  |Pim Negral I- I I |abullonado IT. Pachaco. C. Cartagena{MUIsept-911! I
1286IMU-55  IPim Negral [+ ] I Iclorosis y necrosis apical IT. Pacheco. C. Cartagena(MU|sept-91|PVY |
128 7IMU-56 IPim Negral - | | Ifilimorfismo, hoja mate 1T. Pacheco. C. Cartagena{MUisept-91| 1
12881IMU-57 1Pim Negral I- | | Ictareado de venas IT. Pacheco. C, Cartagena(MU|sept-91! 1
|1269IMU-58  |Pim Negral I+ I I Inecrosis apical {T. Pacheco. C. Cartagena{MUisept-911 i
1290IMU-59  1Pim Americano . I+ ] | |Mosaico IT. Pacheco. C. Cartagena{MUlsapt-91| t
{291|MU-60  |Pim Americano - | [ 1Mosaico |T. Pacheco. C. Cartagena(MU|sapt-911 i
129 2I1MU-61 IPim Americano [+ [ | | Mosaico IT. Pacheco. C. Cartagena(MU!sept-91! ]
1293INA-1 IPim Alamo i- - | IManchas amarillas (AMV) ICadreita (NA) loctu-90| |
1284|NA-3 iPim Piquilio - I- i |Abarguillado ICadroita (NA) loctu-80l I
i288INA-5 IPim Piguano l- I- 1 [Abarguillado tCadreita {NA) Joctu-90| 1
1296|NA-6 IPim Yelo Wonder I- - i INecrosis y mosaico ICadreita (NA) loctu-90IPVY 1
1287INA-7 iPim Yola Wonder - I- | [AMV y necrosis ICadreita (NA) loctu-90| |
1298BINA-B IPim Yolo Wonder - I- 1 {Motsado |Cadreita (NA) lo¢ciu-901PVY I
12981NA-9 ICalitornia Wonder i I+ | |AMV ICadreita {NA} lactu-90| i
|1300|NA-10  |California Wonder I- I I IMoteado ICadreita {NA) joctu-90| 1
1301INA-12 IPim Yole Wonder - |- | |Mosaico |Cadreita (NA) loctu-90| |
1302[NA-13  |Pim Yolo Wonder i- I- i 1Mosaico [Cadreita {NA) loctu-90i i
1303INA-14 _ IPim Yolo Wonder I- - | |[Moteado ICadreita (NA) lactu-90| |
I304|NA-15  jPim Yolo Wonder I- i- I INecresis de vena [Cadreita (NA) loctu-90I I
{305iNA-16  [Pim Pico I I- ! Imosaico, hojas mates iCadreita (NA) loctu-90| [
1306INA-17  |Pim Cleopatra i- |- { IMoteado,necrosis(posible quemadura sol) iCadreita (NA) foctu-90| |
1307INA-18  |IPim Piguillo I- i | [Necrosis (posible quemadura sol) |Cadreita (NA) loctu-90| 1
[308INA-19  [Pim Piquillo - i- [ [Mosaico |Cadreita {NA) logiy-90] 1
{308INA-20 IPim Piguillo l++ |- J IMosaico [Cadreita (NA) loctu-90| 1
1310INA-21 IPim Piquillo I- - | | AMV? ICadraita (NA) lactu-90| |
[311[NA-22  |Pim Morron - I- I iNacrosis |Falces {NA) Joctu-90! ]
1312INA-23  IPim Morén l++ |- | |Necrosis [Falces (NA) loctu-90| i

CMV 1:ELISA con policionales Sanofi, CMV 2:ELISA con policionales Agdia, CMV 3:ELISA con Monoclonales Sanofi; inv:linvernadero
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I At 8 f ¢l D1 E | I ] i H i [
13131NA-24  IPim Morrén |- I- I INecrosis y moteado iFalces {NA) loctu-90 I
1314INA-25  [Pim Morrén - I- I IMosaico {Falces (NA) loctu-80| |
[315INA-26  |Pim Pico (Cucdn) I I- i Imosaico, hojas mates IFalcas {NA) loctu-90! !
i316iNA-27  iPim Cristal i+ I | |Mosaico [Falces (NA) joctu-90|PVY 1
1317INA-28 IPim Cristal - [ | | Mosaico |Falcas (NA} loctu-90I |
1318INA-29  IPim Pico I- I- I |Moteado IFalces (NA) Joctu-90] ]
1319INA-30 IPim Morrén |- - | IMosaico |Falces (NA) loctu-90| |
J20|NA-31 1Pim Morron |- I- | IMosaico IFalces (NA) loctu-90| |
J321INA-33 IPim Morrén |- I- | IMoteado y algo de necrosis |Falces {NA) loctu-90]| |
1322|NA-34  IPim Pico - 1- I |Vaing banding y moteado IFalcas (NA) loctu-901 |
1323INA-35  IPim Pico I- - i Imosaico, hojas matas IFaices {NA) loctu-90] |
[324|NA-36  |Pim Momén 1 I- [ Imosaico, hojas mates IFalcas (NA} loctu-90| 1
1325INA-37  IPim Morrén I- I- ] Imosaico, hojas mates IFalces (NA} loctu-90| |
1326|NA-38  |Pim Cristal I- I- | IHojas quemadas IFalces {NA) loctu-90I i
1327INA-39 A IPim Najerano 1+ l IOTL IClerosis general ICadreita (NA) loctu-911 |
|328|NA-40 A |Pim Najeranc I+ | IDTL IMotaado [Cadreita (NA) loctu-911 i
1329INA-41 A |Pim Najerano I+ t I IMoteado iCadreita (NA) logtu-911 |
1330INA-42 A iPim E-3 Coral I+ I | 1Filimorfismo ICadreita (NA) loctu-91t 1
1331INA-43 A {Pim Borde Morrdn 1+ [ iDTL imosaico iCadraita (NA} loctu-91! ]
1332INA-44 A IPim Borde Morrén |+ | 1DTL |mosaico |Cadreita (NA) loctu-91| |
1333INA-45 A IPim Borde Morrén I+ | 10TL | Moteado ICadreita {(NA) lectu-91I |
" 1334INA-46 A IPim Borde Morrén l- | ) IMoteado |Cadreita (NA) loctu-911 |
1335|NA-47 A |Pim I+ t |, IMoteado |Cadreita (NA) loctu-91| I
1336INA-48 A 1Pim Morron Daniel I+ | | IMosaico,arrepoilado iCadreita (NA) loctu-911 |
|337]NA-49 A 1Pim Morrén Daniel l++ | | IHojas plateadas ICadreita (NA) loctu-81i 1
I338INA-50 A IPim Piguilto - | I Imosaico ICadreita (NA) loctu-911 |
1339INA-51 A IPim Piguillo - 1 | Imosaico ICadreita (NA) loctu-91] !
{340INA-52 A IPim Piquillo - [ 1 Imosaico |Cadreita (NA) logtu-91! |
1341|NA-53 A |Pim Piguillo I+ | IDTL Imosaico ICadreita {NA) loctu-g1| Il
1342INA-54 B IPim Piquillo Ca-17 I+ I 1 I Mosaico, arrepoilado [Cadreita {NA) loctu-g1 |
1343|NA-55 B |Pim Piquillo l++ | [DTL IMosaico, filimorfismo ICadreita {NA) loctu-91 I
1344INA-56 B {Pim Piquillo 1+ I | Imosaico Cadreita (NA) loctu-91 i
1345|NA-57 B IPim Piquillo I+ ! | IFilimorfismo y abullonado Cadreita (NA) loctu-91i I
I1346INA-58 B IPim Pico I+ | IDTL Imosaico |Cadreita (NA) loctu-81 I
{347iNA-53 B [Pim Pico l++ | IDTL iMosaico, filimorfismo {Cadraita {NA) loctu-91! 1
I348INA-60 B IPim Pico f+4 | I |arabescos ICadreita (NA) locty-91| I
1349INA-61 B IPim Piguilio I+ [ | IMosaico y moteado iCadreita (NA) loctu-91]| |
[350INA62 B [Pim Piguillo 1+ ! ] IMosaico y moteado ICadreita {NA) locty-91] I
1351INA-63 C__IPim de Bola I- I I imosaico 1Bufiuel (NA) loctu-91! |

CMV 1:ELISA con polickonales Sanofi, CMV 2:ELISA con policlonales Agdia, CMV 3:ELISA con Monodonzales Sanofi; inv: invernadero
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1352INA-64 C  |Pim do Bola l++ | IDTL Imosaico tBufiuel (NA) loctu-911 |
1353INA-65 C_ |Pim de Bola I- | i lhoja mate, mosaico 1Bufiuel (NA) foctu-91| 1
1354INA-66 C IPim de Bola I- ! | |hoja mate, masaico |Butiuel (NA} logtu-91| !
|1355INA-67 C  1Pim de Bola - | |, ihoja mate, mosaico I1Bufiuel {NA) lactu-91l |
I356INA-68 C _|Pim de Bola I+ [ | Ihoja mate, mosaico [Bufiuel (NA) loctu-91] |
1357INA-69 C IPim de Bola i- } ] |hoja mate, mosaico |1Buduel {NA) loctuy-91) !
1358|NA-70 D IPim de Bola I- | I Imosaico y abullonado IBufiugl {NA) loctu-91[ I
1359INA-71 D IPim de Bola I- | | IHojas en odre |Bunuel {NA) loctu-911 |
1360INA-72 D |Pim de Bola - ] I IMosaico, filimorfismo |Buniuel {NA) Jocte-911 |
136 1INA-73 D IPim de Bola l++ | IDTL {Mosaico filimorfismo {Bufiual (NA) loctu-91! |
1362|NA-74 D IPim de Bola |+ | IDTL | Mosaico filimorfismo tBufiuel (NA) loctu-91| |
1363INA-75 D IPim de Bola l++ | IDTL IMosaico filimortismo |Bufiuel {NA} loctu-91i |
[384INA-76 D IPim de Bola |- ! | | Clorosis, mosaico 1Buiiual (NA) loctu-91| 1
1365INA-77 D IPim de Bola - i i |Clorasis, mosaico 1Bufivel {NA) loctu-91l |
1366INA-78 D IPim de Bola [++ 1 1DTL [Vein Banding |Bunuel (NA) loctu-91] I
1367iPA-J-68 ljudia I- I | Imosaico, abullonamiento |Palencia juli-91 | I
I368JPO-t A ITomate inv 1+ | | Imosaico IS.A.T. Horsal-Cambados (PO)sept-91i |
1360IPO-2A  ITomate 1+ I ; IMosaico amarillo, abullonamiento, necrosis IS.A.T. Horsal-Cambados (PO)isept-911 |
{370}P0-3B  (Pimlento Padrén inv i- i | Imosaice i8.A.T. Horsal-Cambados (PO}isept-81{PVY 1
I371IPO4B  IPimiento Padrén inv |- | ! Imosaico IS.A.T. Horsal-Cambados (PO)isept-911 |
1372IPO-5B  IPimiento Padrén inv |- | | Imosaico 1S.A.T. Horsal-Cambados (PO)Isept-911 |
1373IPO-6 B IPim lipo Lamuyo l++ | ITARS IMosaico ligero 18.A,T. Horsal-Cambados (PO)isepi-91 IPVY |
1374IPO-78B  |Brassica berza - 1 I IMosaico ligero 18.A.T. Horsal-Cambados (PO)Isept-91| i
1375|PO-8C  IPimiento Padrén inv - | 1 [Mosaico amarillo fuerte,arabescos, ; AMV? IS.A.T. Horsal-Cambados (PO)isept-911 |
1376IPO-9C IPimiento Padrén inv 1- | i Imosaico IS.A.T. Horsal-Cambados (PO)isept-911 |
1377IPO-10C  imala hierba I- [ | Imosaico IS.A.T. Horsal-Cambados (PQ)isept-91| 1
1378IPO-11 C  IPimiento Padrén iny |- | I iseca y mosaico IS.A.T. Horsal-Cambados (PO)Isept-911 |
1378IPO-12C  |Pimiento Padrén inv l++ | 1TORS Lfilodia IS.A.T. Horsal-Cambados (PO)Isept-91| 1
1380IPO-13 D IPimiento Padr6n inv |++ | | TeRS IMosaico, moteado, filodia,leve abullonamiento [S.A.T. Horsal-Cambados (PO)Isept-91IPVY

1381|PO-14 D  [Pimiento Padrén inv |- | | moteado IS.A.T. Horsal-Cambados (PO)|sept-91IPVY |
i382IPO-15D IPimiento Padrén Inv I | | mosaico IS.A.T, Horsal-Cambados (PO)Isgpt-911PVY |
[383[PO-16E |Tomate I- | I masaico IS.A.T. Horsal-Cambados (PO)(sept-91| i
1384IPO-17E |Tomate [- | | Imosaico [S.A.T. Horsal-Cambados (PO)isept-911 |
1385IPO-18E  IPim Padrén f++ | IToRS {Mosaico, filodia, nervios arriba IS.A.T. Horsal-Cambados (PO)Isept-911PVY |
I386|PO-19E  |Pim Padrén l++ | IToRS iMosaico, brotes necrosados [S.A.T. Horsal-Cambados (PO)isapt-91 PVY 1
1387IPO-20 E__ |Pim Padrén I- i I Ibordes hacia afuera, abarquillada IS.A.T. Horsal-Cambados (PO)Isept-911PVY |
1388|PO-21 E  |Pim Padrén l++ |} ITORS imosaico IS.A.T. Horsal-Cambados (PO)|sept-91 IPVY 1
1388]PO-22E  |Pimn Padrén I | Isupermoteado IS.A.T. Horsal-Cambados (POjlsept-91|PVY ]
1390|PO-23 F _ [Pim tipo Lamuyo 4+ i !Mosaica, abarqguillado, mate, abullonamiento IS.A.T. Horsal-Cambados {PO)isapt-91]PVY 1

CMV 1:ELISA con poljclonales Sanofi, GMV 2:ELISA con policlonales Agdia, CMV 3.ELISA con Monodlonales Sanofi; inv: invernadero



MUESTRAS CAMPO

1 A B I € | I E T F 1 G I H | [
1391IPO-24 F  |Pim tipo Lamuyo b+ 1§ IToRS IMosaico, abarquillado, mate, abullonamiento IS.A.T. Horsal-Cambados (PO)lsept-91|PVY
1392|PO-25F  iPim tipo Lamuyo I++ | ITORS INecrosis vena y brole [5.A.T. Horsal-Cambados {PO)isept-91 |
1393{PO-26 F [Pim tipo Lamuyo f++ I ToRS {nacrosis I5.A.T. Horsal-Cambados (PC)sept-g1i
13941P0O-27F  |Brassica (nabiza) - 1 | lleve mosaico IS.A.T. Horsal-Cambados (PQ)isept-g11
1395|PO-28 F  imaiz - t | IMosaico hoja . IS.A.T. Horsal-Cambados (PO)isept-911
1386}P0O-J-78 ljudia V-2 f++ ! ! IMosaico oscura en vena, delormacion foliar IMisién Biologica, CSIC (PO) Isept-91|BCMV
1387]PO 132 muestras de judia |- I I IMosaico comiin, deformacién foliar, enaciones {Misién Bioldgica, CSIC (PO) Isept-911
i398|SE-G-48 |garbanzo Fard6n I | | Inecrosis apical ISE{autopista Sevilla-Cérdobalma-91 |BLRV
1399ISE-G-49 lgarbanzo Farddn l- } I Iplanta amarilla |SE{autopista Sevilla-Cérdobalma-91 ILuteo
1400|SE-G-50 Igarbanzo 1+ | ] Isin sintomas {SE(autopista Sevilla-Cérdobalma-91 IBWYV
14011S0-J-63  ljudia |- | | |Mosaico, abullonamiento |Quintanarrubias (SO) ljuli-g1 1BCMV
1402|502 |pimiento - | | 12 colores hoja{variegacién) 1Quintanarrubtas (SO) [sept-911
1403IT-1 Imelén Rochet 1+ 1+ | lenaciones, mosaico,clorosis,frutos deformes,muarte planta |Ampasta (T) ljuni-90 Ipaty
1404]T-2 Imala hierba I- I- } Isin sintomas IAmposta (T) juni-90 |
14051T-3 Imelén Rochet |- i- | Imesaico iAmposta (T) juni-90 Ipoty
1406|T-4 Imata hierba - - I lleve mosaico JAmposta (T) ijuni-g0 |
140717-5 Isandla |- I- Imosalco IAmposta (T) 1juni-90 |
14081T-6 Imelén{pisl de sapa) 1+ l- Imosaico verde oscuro alrededor de nervios IAmposta (T) ljuni-90 1
(409(T-7 ltomate I- |- [mosaico suave IAmposta (T} ijuni-g0 Ipoty
1410IT-8 Ipimiento |+ - | imosaico suave lilodia raquitismo Amposta (T) ljuni-90 |
1411|T-9 Itomate i- i- I {mosaico suave Amposta (T) ljuni-90 |
14121T-10 Itomate i- I- 3 inecrosis apical,ptos necréticos,necrosis hoja Amposta (T) ljuni-90 |
14131T-11 Ime!én I+ I+ 1 Imosaico IAmposta {T) ljuni-90 |
14141T-12 ltomate I- I- 1 Imosaico lAmposta (T} ljuni-90 Ipoty
1415]T-13 llechuga i- B | lmosaico severo, ptanta sublda IAmposta (T) ljuni-90 |poty -
14161T-14 lapio |- |- { Imosaico IAmposta {T) juni-90 |
14171V-1 Itomate |+ - | Inecrosis generalizada,muerte IFoyos (V) ljuni-g0 |poty
1418|V-2 Ipimiento i |- i Imosaico severo IFoyos (V) [juni-90 |
14191V-3 ilachuga I- I- ! Imosaico,planta subida i{Foyos (V) ljuni-90 }
14201V-4 Imala hierba-Ch. quinoa |- I- ] | ¢ mosaico? IFoyas (V) ljuni-90 |
1421|V.-5 |pepino I- I- ] |mosaico hoja de roble IFoyos (V) _ljuni-90 1ZMv?
14221V-6 Icalabacin l- I+ | Imosaico,arrugamiento de hoja |Foyos {V) 1juni-90 |
1423[V-7 Itomate 1+ I+ 1 Iprincipio necrosis tallo y hojas IFoyos (V) liuni-90 |
1424iV-8 Iberenjena |- i- | Imosaico severo, necrosis |{Foyos (V) ljuni-90 t
1425[V-9 Imelén [+ [+ f mosaico, aspecto general bueno IFoyos {V} fjuni-90 |
14261V-10 Itomate cafia |- I+ ] Imosaico levisimo tFoyos (V) fjuni-90 |
14271V-11 Ipimiento |- - [ labullonamiento hojas, no filodia |Almusates (V) liuni-90 lpoty
{428|V-12 {tomate - I- ! Inecrosis hojas aduitas, fruto bien lAlmusales (V} liuni-90 Ipoty
1428|V-13 llechuga |- I- ] imosaico, planta subida IBenitallé (V) ljuni-90 |poty

_.._...——-.._..--.—.J.—.—.——L_J.—_L...__—.—L——J_——!‘_————-—___———

CMV 1:ELISA con policionales Sanofi, CMV 2:ELISA con policdlonales Agdia, CMV 3:ELISA con Monodlonales Sanofi; Inv: invernadero



[ 1 A | B ( ) I E 1 F ] [ T H T i
|1430|V-14 [pimiento |- |- i Imesaico savero, filodia IBenifalld (V) ljuni-90 { |
14311V-15 Imeldn 1+ 1+ 1 |mosaico IBenifallé (V) ljuni-90 | |
i4321V-16 Isandfa - i- i lasintomdtica iBenifafié (V) ljuni-90 i
1433|V-17 lpatata |- |- | iptos. necrélicos en las hojas {Benifalld (V) ljuni-90 |poty |
14341V-19 ipimiento(89-11) I+ I i |Mosaico tipo TMV |Puebio Nuevo (V) Isept-901 |
|435lv-20 Ipimiento f+ I 1DTL Imosaico ' iPusblo Nuevo (V) Isept-91) ]
14361V-21 Ipimiento tipo Lamuyo |- | | Inecrosis an los brotes |Pugblo Nuevo {V) Isept-911 i
14371v-22 Ipimiento tipo Lamuyo |- I | Inecrosis de vana IPueblo Nuevo (V) 1Sept-911PVY I
l438)v-23 Ipimiento tipo Lamuyo |- ] | Inecrosis de vena JPueblo Nuevo (V) {sept-91IPVY )
14391V-24 Ipimiento tipo Lamuyo |- | ] Inacrosis en log brotes IPueblo Nuevo (V) |sept-911PVY 1
1440|V-25 Ipim dulce italiano |+ i Ivenas salientes, mosaico __|Pusblo Nuevo (V) Isept-91IPVY ]
[14411V-26 Ipim dulce italiano - | {abullonado, mosaico |Puablo Nusvo (V) isept-91| I
1442]V-27 Ipim dulce italiano - | 1 Ibrotes necréticos, clorosis IPueblo Nuevo (V) Isept-911PVY |
14431V-28 Ipim dulce italiano - I I labullonamianto, necrosis Pugblo Nuevo (V) isept-91} 1
|444|v-29 ipim dulce italiano 1+ | | |Ibandeado de venas, necrosis de vena Pugblo Nuevo (V) |sept-911PVY |
1445|V-30 Ipim dulce itafiano 1+ | ] labullonado, necrosis {Pueblo Nuevo (V) Isept-91} I
14461V-31 Ipim tipo Lamuyo - I | Imosaico IPueblo Nuevo (V) Isept-911PVY |
1447IV-32 Ipim tipo Lamuyo I- i i {Mosaico acusado, broles necréticos {Pueblo Nueve (V) isept-91] .
i448(v-33 Ipim tipe Lamuyo - [ { jabullonamiento, mosaico, bandeado de venas iPusblo Nuevo {V) - isepi-811 1
1449|V-34 Ipim tipo Lamuyo I- | [ labullonamienta, mosaico, bandeado de venas |Pusblo Nuavo (V) Isapt-911 |
14501V-35 lpim tipo Lamuyo i- | 1 |planta enana y compacia |Pueblo Nusvo (V) Isept-91] |
1451]V-36 tpim tipa Lamuyo {- ! i Imosaico |Pusblo Nuevo (V) Isept-91] !
1452|V-37 Ipim tipo Lamuyo |- i l. Inecrosis de vena |Pueblo Nuevo (V) Isept-911PVY |
1453|V-38 Ipim tipo Lamuyo - | | Inecrosis de vena |Pueblo Nuevo (V) Isept-81(PVY |
i454]V-39 Ipim lipo Lamuyo - i | Inecrosis de vena ~ |Pusblo Nuevo (V) Isept-81PVY ]
1455|V-40 Ipim dulce italiano - 1 I IMosaico, necrosis de brotes |Pueblo Nuevo (V) 1sept-911PVY |
14561V-41 lpim dulce italiano - . 1 1 IMosaico, necrosis de broles |Pueblo Nuevo (V) Isept-91{PVY 1
14571V-42 Ipim dulce italiano I- | | iMosaico, necrosis de brotes 1Pugblo Nuevo (V) sept-91IPVY |
1458|V-43 fpim dulce italiano - [ [ Imosaico, abullonamiento |Pusblo Nuevo (V) Isapt-94] 1
14591V-44 Ipim dulce italiano - I | Imoteado tPugblo Nuevo (V) Isept-911PVY |
14601V-45 Ipim dulce italiano - i iToRS? __ labullonamiento, mosaico muy acusado iPueblo Nuevo (V) Isept-911PVY R
|461|V-46 [pim dulce itzliano I- 1 [ |hojas en odre IPugblo Nuevo {V) Isepl-911PVY [
14621V-47 Ipim dulce italiano |- | 1 Ibrotes y manchas necrblicas IPueblo Nuevo (V) Isept-911PVY |
1463]V-48 ipim dulce italiana I- I | Imoteado |Puablo Nuavo (V) Isept-911PVY |
14641V-49 ipim duice italiano - | i |Mosaico y amarilleo IPueblo Nuevo (V} isept-91IPVY i
|465|Z-1 a IPimiento_Infantes(hoja) |- I- f [Hoja mate,punteado,frute maduracién irregular ISlA-Zaragoza [octu-90| T
1466121 b IPimiento Infantes(fruto) |+ I- | [Hoja mate,punteado, fruto maduracién irreguiar |SIA-Zaragoza loctu-90l |
1467iZ-2 a IPimignto Infantes(hoja) |- I t tHaja mate,punteado,ruto maduracidn irregular 151A-Zaragoza loctu-99] !
14681Z-2 b IPimiento_Infantes(fruto) [++ 1+ | tHoja mate punteado,fruto maduracién irregular ISIA-Zaragoza loctu-90) —I

CMV 1:ELISA con policlonales Sanofi, CMV 2:ELISA con polidonales Agdja, CMV 3:ELISA con Monoclonales Sanofi; inv: invernadero



MUESTRAS CAMPO

1 A | B I I 1 1 F | G I H | I
14691Z-3 IPimiento de freir - I- | IHoja mate,punteado,fruto maduracién irregular IS1A-Zaragoza loctu-90t |
14701Z2-4 |Pimiento de freir |- |- | {Hoja mate,punteado,fruto maduracién irregular I1S1A-Zaragoza loctu-90i |
14711Z-5 IC.frutescens(c-126) |+ i+ i iSintomas de BBWV y moteado IS|A-Zaragoza {octu-90]| |
14721Z-6 IC.chinense(c-152) f++ I+ IDTL iSintomas do BBWV y moteado ISIA-Zaragoza loctu-90| 1
14731Z2-7 IMelén I I- | IMosaico ISIA-Zaragoza lociu-90| |
14741Z-8 1Melén H++ |- | IMosaico ISIA-Zaragoza loctu-90! |
1475|Z-9 |Medén |- - | IMosaico 18lA-Zaragoza fectu-90] 1
14761Z-10 IPim 2056 l++ | | iMosaico IMontafiana {Z) foctu-911 1
14771Z-11 IPim E 40 |- | | {Mosaico, bandeado de venas IMontafiana (Z) foctu-911 |
14781Z-12 IPim E 337 1+ | IDTL |Mosaico [Montahana (Z) loctu-91l |
14791Z-13 1Datura{mata hierba) I++ 1 IDTL labullonado iMontafana (Z) loctu-81l

14801Z-14 IPim de bola E 29 l++ | IDTL |Mosaico savero IMontatana (Z) loctu-91l

CMV 1:ELISA con pdliclonales Sanofi, CMV 2:ELISA con policionales Agdia, CMV 3:ELISA con Monoclonales Sanofi; inv: invernadero



ANREXO II

151



ILinea 1Espacle | Procedencia t Germinacién I'T‘rasplante 1Inocutaclén 1 Sintomas 1ELISA 1Tierra 1 Relinoculacién | ELISA2

|
ING-018-2-1 1C. trutescens  {Perd-Molina 12-91 110 p) t7 pl 16+ INR | i i I
ING-025-1-2 I1C. lrutescens { Perd-Molina 14-91 £10 pl 10 pl 15+ 12+ H i i I
ING-025-1-4 IC. frutescens  iPeri-Molina 12-91 10 pl Hopl 104 11+ i i t I
ING-025-5 iC. annuum 1 Perd-Molina i1-82 I8 pl £5 pl i5- 15/5 i4pl §5-92 INR |
ING-025-5 2 {C. annuum I Peri-Molina 12-90 i6 pl 15 pl {5 iINR  15pl 4-4-90 INR [
ING-025-5 2 autolec  {C. annuum | Peri-Molina {10-90 §20 pl - §5pl {1+ 1145 [2pl ; i |
{NG-025-5 2 autofec (R}1C. annuum {Peri-Molina 11-92 i56 pl £34 pl 16 + {8+/34 [5pl f5-02 ENR I
ING-027-5-2 {C. spp. } Pert-Molina {291 10 pl iopl {9+ INR | i i i
ING-030-2-2 IC. chinense 1Perd-Molina 12-90 4l i4pl 13+ INR I E E I
ING-030-2 3 tC. chinense {Pert-Molina 12-90 13 pl fapl 13+ INR 1 i i I
ING-030-2-4 i 1Pera-Molina 12-90 19 pl i9 pl 17+ INR 1 t i |
ING-030-2-5 1C. chinense i Peru-Molina 12-90 {7 pl i5 pl {3+ INR | ! ; |
ING-031-1-2 IC. chinense | Perti-Molina 12.90 t4 pl k4 pl {2+ INR I I i i
ING-031-1-5 IC, chinense i Peni-Molina 12-90 £3 pl tapl 124+ INR ] i i 1
ING-031-1-1 iC. chinense iPeri-Molina 14-91 t8 pl i3 pl 127 iNR  i2pl 194-7-91 I |
1NG-031-1-1{R} iC. chinense i Peri-Molina 13-92 144 pl 140 pl {9+ 242 1 i i I
ING-031-3-1 iC. chinense { Peni-Molina 12-90 i4 pl i4 pl 144 INR i i i |
ING-031-3-3 IC. chinense {Peri-Molina 12-90 ‘15 pl i3 pl 12+ iINR | ] i I
ING-031-3-4 {C. chinense {Pari-Molina 12-90 i3 pl $3pl 124 INR i I I
ING-033-5-1 1. chinense 1Pert-Molina {2-90 {6 pl 6 pl 13+ INR | E E 1
ING-035-9-1 1C. Instescens 1 Peri-Malina 14-91 E10 pl i7 pl 144,37 INR | i k 1
ING-035-9-2 1C. frutescens 1 Perd-Molina 1491 i20 p! f9pl - f4+ 13+ ] 1 i §
| NG-038-4 (2)A | €. chinense | Perd-Molina {2-90 {8 pl f4 pl 1+ INR £ I i i
ING-040-1 1CH |C. chinense IPerG-Molina 12-90 1 pl £1 pl 114 INR~ £ i |
iNG-043-1 2CH tC. chinense | Perd-Molina {2-90 14 pl k3 pl 12+ INR | i i I
ING-043-5-1 {C. chinense {Peni-Molina 12-90 t5 pl i5 pl 15+ INR } i f |
ING-043-5-2 IC. chinense {Peri-Molina j2-90 i pl i1pl 114 INR | i ] i
ING-043-5-3 IC. chinanse I Peri-Molina 12-90 I5 pl i4 pl 12+ INR 1 I i [
ING-043-9-2 1C. frtescens | Pard-Molina 1201 i1opl itopl 110+ i1+ ] i i I
ING-044-1-1 IC. frutescens | Peri-Molina §2-90 i5 pl I5 pi 154+ INR i i i I
ING-044-1-2 IC. frutescens | Peri-Molina §2-90 i4 pl i4 pl 4+ INR | ; } |
ING-044-1-2 {C. frutescens | Peri-Molina . 1190 iqpl fapl {2+ iNA H £ i i
ING-044-1-3 I1C. frutescens 1 Perii-Molina 12.90 i6 pl {5 pl 13+ INR i E ; I
ING-044-1-5 1C. frutescans | Peri-Molina §2-90 i2pl 2 pl s INR |} ] | I
ING-044-5-1 1C. fnutescens 1 Perd-Molina 12-90 i6 pl 15 pl i5+ iNR_ 1§ I i |
ING-044-5-2 iC. frutascens | Peri-Molina 12-90 i2pl I2 pl 11+ INR i k i |
ING-044-5-2 iC. frutescens  1Peri-Molina 12-90 15 pl i5pl - 154 INR 1 i i i
ING-044-5-3 iC. frutescens | Peri-Molina 12-90 i pl t1pl 11+ INR | i i |

R: repeticién



ILinen iEspecie 1 Procadencia 1 Germinecién | Trasplante 1lnoculaclén I Sintomas 1ELISA 1Tlerra | Relnoculaclén 1ELISA2 |
ING-044-5-4 IC, frulescens | Peri-Molina 11-90 6 pl iS5 pl 144+ INA i1pl 14-4-90 INR,nosfntol
I NG-044-5-4 autolec {C. frutescens 1 Pari-Molina 110-90 154 pl 146 pl 120+ 144/8 i3pl i b i
I NG-044-5-4 autolec (RIC. frutescens  iPeri-Molina 11-91 i51 pl i41 pi i24 INR i £ i I
ING-045-1-1 IC. chinense i Pari-Molina 12-60 i6 pl 15 pt i2+ INR i i | I
ING-045-1-3 iC. chinense 1Peru-Molina 12-90 £3 pl i3pl 13+ iINR I f ] |
ING-045-1-3 {C. chinense 1 Perg-Molina 12-90 i2 pl i2 pl 11+ iINR 1 ; ; |
ING-045-1-4 iC. chinense 1 Peri-Malina 12-90 i5 pl 15 pl 15+ INR_ i ! 1
ING-045-1-5 IC. chinense | Peri-Molina {2-90 f2pl j2pl {1+ INR 1 t ! I
ING-045-1-5 1C. chinense I Peri-Molina 12-91 110 pl i1 pl i? 11+ ; i ; |
ING-045-10-1 1C. chinense i Peni-Molina {2-90 i6 pl 5 pl 15+ INR | i i I
ING-045-10-1 iC. chinense {Peri-Molina 12-90 15 pl i5 pl 14+ INR ) I i |
ING-045-10-2 IC. chinense { Perd-Mofina §2-90 14 pl i4 p! 114+ iNR | i ] [
ING-045-3-1 IC. chinense { Per-Molina j2-90 14 pl 4 pl 13+ INR | I t I
ING-045-3-2 IC. chinense i Perd-Molina 11-90 i5 pl i4 pl 114+ iINR | i ; i
ING-045-3-3 iC. chinense 1 Per-Molina 11-90 i5 pl i5 pl 15+ INR | i i I
ING-045-3-4 iC. chinense | Peru-Molina 12-90 14 pl 14 pl 1+ INR | i i I
ING-045-3-5 IC. chinense I Pera-Molina 11-90 i4 pl 14 pl 144 iNR I i i 1
ING-045-4 -3 iC. chinanse {Peri-Molina 12-90 13 pl 13 pl i3+ INR 1 f i I
ING-045-4-2 iC. chinense {Pera-Molina 11-90 i6 pl i5 pl 15+ iNR 1 i i i
ING-045-4-3 |C. chinense { Pari-Molina {2-90 §7 pl £7 pl 17+ INR i i i {
ING-045-4-4 1C. chinense i Perd-Molina 12-90 E3 pl £3 pl 12+ INR i i I |
ING-045-4-5 IC. chinense 1Pera-Molina 11-90 £5 pl 15 pl 15+ INR | i t I
ING-045-9-1 iC. chinense { Perii-Molina {1-90 i7 pt 15 pl 14+ INR | ] } i
ING-045-9-1 iC. chinense i Perti-Molina 12-90 k7 p t7 pl 11+ iNR i i 3 1
ING-047-1 iC. frutescans { Perd-Molina 12-90 {6 pt i6 pl 16+ INR i i f 1
ING-047-1-1 {C. chinense | Perti-Molina 12-90 16 pl i6 pl 154+ iNR ] I ; |
ING-047-1-2 iC. chinense | Pari-Molina {1-90 5 pt i3pl 134 INR I i i i
ING-D47-1-3 1C. chinense I PerG-Molina 12-50 iapl i2pl 14 INR ; I ; ]
ING-047-1-4 1, chinense IPert-Molina 11-90 i5 pl i5 pl 13+ INR | i ! i
ING-047-1-5 IC. chinense {Peri-Molina 11-80 17 pl ispl 11+ iINR 1} i f i
ING-047-1-5 1C. chinense iPerd-Molina 12-90 i7 pl 17 pl i34 iNR  f i i I
ING-047-2 -1 1C. chingnse | ParG-Molina {290 s pl 16 ol 15+ INR | ! i I
ING-047-2-1 {C. chinense tPer)-Molina 12-50 I7 pl I7pl {3+ INR ! ; i 1
ING-047-2-2 IC. chinense tPer-Molina 11-90 iS5 pl 4 pl i2+ INR ! f . i
ING-047-2-2 IC. chinense tPerd-Molina 12-90 IS pl 15 pl 14+ INR i ; § |
ING-047-4 -1 IC. chinense {Per(-Molina 13-90 17 pl t6 pl 16+ INR 1 ] i I
ING-0474 -2 1C. chinense {Peri-Molina 13-90 t6 pl 12 pl 12+ INR 1 t i I
ING-0474 -3 {C. chinense {Perd-Molina 1390 110 pl 17 pl 16+ INR | i i |

R: repsticién



1 Procedencia

ILinea [Especie I Germinacién 1 Trasplante {inoculacién f Sintomas |EUSA [Tierra [ Relnoculacién | ELISA2 1
ING-047-4 -3 1€. chinense {Paro-Molina 13-50 i5 pl i2pl 12+ INR i ; [
ING-047-4 -4 IC. chinense i Perd-Molina 12-90 17 pl 17 pl M+ INR i i I |
[NG-047-4 -5 iC. chinense { Peri-Molina {2-50 f6 pl i5pl {4+ iINR 1 } i I

NG-047-4 -5 1€. chinense 1Peri-Molina 12-60 i7p 7p! 13+ INR | } | I
ING-047-5-1 {C. chinense | Pert-Molina“ 12-90 j4pl 14 pl 12+ INR 1 i i [
ING-047-6-2 {C. chinanse { Peri-Molina 12-90 16 pl f4 pl 12+ INR ! i |

NG-047-6-3 |C. chinense { Peri-Molina 12-90 IS ph i5 ol 4+ iNR ! i I
ING-048-6-1 IC. frutescens | Perg-Molina 12-90 i4pl 14 pl {1+ iINR 1} 1 i |
ING-048-6-2 iC. frutescens | Perd-Molina {350 té pl Hpl 114 INR__ 1 i i 1
ING-048-6-2 iC. frutescens _ 1Perd-Molina {2-90 110 pl 110 pl 17+ INR 1 ; [
|NG-048-6-3 IC. frutescens  1Peni-Molina 12.0 i5pl 14 pl 2+ INR | I } [
ING-048-6-4 iC. frutescens  {Part-Molina $3-90 15 pl 14 pl 13+ INR_ i ] ] i
ING-048-6-4 iC. frutescens { Perd-Molina 13-90 13 pl i3pl 13+ INR I i k I
ING-048-6-4 iC. lrutescens 1Peri-Molina {3-90 13pl 13pl 14+ INR ] i 1 |
ING-0486-5 §C. tutescens | Peri-Molina 13-50 jap 13 pl 134+ iNR 1 i } A
ING-048-6-5 1C. frutescens _ {Peri-Molina 13-90 110 pl 15 pl {24 INR | i i I
ING-049-9-1 IC. chinensa {Peri-Molina 12-90 i8 52 pl 24 iINA | i i I
ING-045-9-4 IC. chinense 1 Perti-Molina 13-90 £15 pl 10 pl 14+ iINR | I } l
ING-049-9-4 1C. chinense I Peri-Molina 13-90 17pl £3 pl 11413 INR | i t |
ING-053-9-4 1C. chinense | Perd-Mofina 13-90 i5 pl £5 pl 4+ INR | i | 1
ING-13975 1C. baccatum iCosta Rica (Catie)  ]10-90 110 pi f10pl 15+ 3+ ! } i 1
ING-15385 1C. annuum iCosta Rica (Catie)  14-91 [10pl £8 pl 14+ i3+ } f ] |
ING-15422 {C. annuum 1Costa Rica (Catie) 16-90 O pl t4 pl fa+ {NR i f b 1
ING-15426 IC. spp. | Costa Rica (Catie)  {6-90 10 pl i6 p! 15+ INR__ ] f ] 1
ING-15432 {C. annuum iCosta Rica (Catie)  18-90 §10 pt 19 pl 18+ iNR | | i I
ING-15433 1. annuum ICosta Rica (Catie)  110-90 Hopl i4 pl e 114/ 1§ i i [
ING-15440 IC. annuum 1Costa Rica (Catie) 16-90 £10 pl f4 pl 13+ INR i f i |
i1NG-15441 1C. annuum {Costa Rica {Catie)  110-90 110 pl 18 p! 117 1848 [8pl 124-2-91 I I
ING-15444 iC. spp. iCosta Rica (Catle)  110-00 i6 p! 13 pl 1- 1143 | } i I
ING-15444 (R) 1C. spp, iCosla Rica (Catis)  17-%1 I&pl £6 pl 13+ iINR i t I |
ING-15644 {C. annuum iCosta Rica (Catie)  18-50 18 pl i8 pl i1+ iNR__ ispl £26-11-90 {6-16 [
[NG-15644 (R) iC. spp. iCosta Rica (Catie)  17-91 Hapl F13pl i 111 | i i [
ING-15646 1€, annuum |Costa Rica (Catis)  18-90 i6 pt £7 pl 15+ INR 1§ i i I
ING-15648 IC. 5pp. | Costa Rica (Calie)  18-90,2-91 £20 pl 14 pl {8+ 1+ i i i i
ING-15665 {C. annuum [Costa Rica (Calie)  18-90 i11pl 19 pl 164+ INR | | i I
ING-15013 1C. spp. {Costa Rica (Catie)  18-90 fapl i4p! 2+ INR } { i |
ING-15913 (R) (C. spp. iCosta Rica (Catle)  14-91 {10pl 10 pl 13+ INR_ f i i
ING-15913 (R) {C. spp. iCosta Rica (Catle)  13-92 40 pl 125 pl i- i1s2 1 t ] 1

R: repeticidn



JLinea |Especle ) Procedencia | Germinacién | Trasplante inoculacién | Sintomas I{ELISA 1Tierra | Relnoculaclon |ELISA2

ING-15928 1C. spp. | Costa Rica (Catie) 11090 £10 pl i1 pl i- i1 11pl }24-2-91 F1-/1
ING-15928 (R) 1C. spp. {Costa Rica (Catis})  11-92 128 pl {20 pl 1154 15¢5 1 i i
ING-15838 1C. annuum iCosta Rica (Catie)  16-90 t6 pl i3 pl 13+ iINR | i i
ING-15973 IC. annuum iCosta Rica (Catie)  16-90 10 pl f2 pl 12+ iINR | : i
ING-15976 1C. annuum iCosta Rica {Catie)  110-90 10 pl i4 pl {2+ f4/4 14 pl £24-2-91 11-14
ING-15976 (R) 1C. annuum I Costa Rica (Catie} ia-92 F59 pl - k54pl 124+ i3+3 | 1 b
ING-16277 {C. frutescens 1 Costa Rica (Catie)  16-90 "o pl 17 ol 124 iINR  } i t
ING-16280 {C. spp. iCosla Rica (Calie)  16-90 f10 pl 12 pl 114 INR i i i
ING-16200 1C. spp. 1Costa Rica {Catie)  18-90 fg pt t4 pl 13+ 314 | i i
ING-16309 LC. spp. I Costa Rica (Catie)  18-90 9 pl 13 pl 134 INR 1§ [ i
ING-16511 1C. annuum iCosta Rica (Catie)  16-90 110 pl i4pl i- INR 14 pl 19-9-90 iNR
ING-16511(R) i1C. spp. iCosta Rica (Catie)  [1-92 10 pl i8 pl 13+ 141 1 I i
ING-16513 1C. trutescons | Costa Rica (Catie)  16-90 §10 pl i5 pl 13+ INR | } i
ING-16514 IC. frutescens | Costa Rica (Calle)  16-90 £10 pi {6 pl 144 INR | i i
ING-16515 iC. spp. ICosta Rica (Calie)  18-90 12 pl Hopl 16+ INR | i |
ING-16520 iC. annuum 1Costa Rica (Catie)  16-90 i6 pl iS5 pl 124 INR i 3 f
ING-16524 iC. spp. i{Costa Rica (Catie)  18-90 to pl i4 pl i2+ INR | } i
ING-17257 IC. annuum 1Costa Rica (Calle) 110-50 10 pl {7 pl {4+ 247 | i |
ING-17265 {C. annuum ICosta Rica {Catis) 18-90 16 pl £3 pl {3+ iNR f i i
ING-208-3-1 iC. chinense iPeri-Mofina 12-90 is pl i6 pl 11+ INR | i I
ING-208-3-1 1C. chinense iPari-Molina 12-90 i5 pl {5 pl 12+ INR 1 i i
ING-208-3-4 IC. chinense {Peni-Molina 12-90 £6 pl i6 pf 13+ INR i i I
|NG-212-2-1 IC. chinense |Perd-Molina - 13-90 £6 pl 6 pl 16+ INR i £ i
ING-212-2-1 {C. chinense t Peri-Molina 12-90 £6 pl i6 pl 1+ iNR~ | i I
ING-212-2-2 iC. chinense {Perd-Molina 12-90 6 pl £3 pl i1+ INR ' f
ING-212-2-3 1C. chinense iPend-Molina j2-90 i6 i i6 pl {1+ {NR i i £
ING-212-2-4 |C. chinense 1Peni-Molina 13-90 14 pl i6 pl 124+ {2+ i i i
ING-212-2-4 IC. chinanse i Peri-Molina 12-90 I6 pt I5pl 15+ INR i I i
ING-212-2-5 1C. chinense | Peru-Molina 12-90 i7pl {7 pl 13+ INR | ! i
ING-212-2-7 {C. chinense {Peni-Molina §3-90 16 pl i pl i6+ NR i i i
ING-212-3-1 iC. chinense 1Pgri-Molina 13-90 $12pl 110pl 18+ INB | i t
ING-212-3-2 iC. chinense §Peri-Molina i3-90 14 pl 111 pt 110+ INR_ § ; I
ING-212-3-5 1C. chinense !Pord-Molina 13-90 “E13pl £0 pl 110+ INR | I i
ING-212-4-1 {C. chinense 1Peri-Molina 13-90 14 pl i1 pl 111+ iNR i E
ING-218-8-4 IC. chinense | Peri-Molina 12-91 i1opl 14 pl i4- o j4pl } I
ING-218-8-4 (R) IC. chinense | Peri-Molina 17-91 122 pl lepl 144 1242 1 [ ]
ING-218-8-4 (R} IC. chinense | Peri-Molina 13-92 136 p) 123 pl i- i143 | ] i
|NG-222{1)1 iC. baccatum 1 Peri-Molina {10-90 t10pl 10 pi 13+ 14+ I i i

A: repelicién



ILinea 1Especie 1 Procedoncia 1 Germinacién | Trasplante  [Inoculaclén | Sintomas 1ELISA ITlerrs | Reinoculaclén 1ELISA2 |
ING-223-9-3 1C. trutescens 1PeriG-Molina 17-0 f10pl {2 pl 12+ INR 1 i ] |
ING-5414-1 {C. chinense | Peri-Molina 17-91 E10 pl [7pl 17+ INR i k 1 |
ING-6134 1C. annuum ICosta Rica (Catie)  110-80 10 pl ie pl 2+ 12+/6 1 i £ |
ING-7133-5 1C. annuum ICosta Rica (Calie)  14-91 I8 pl i1 pl 11+ INR  § i i i
ING-7204 1C. chinense iCosta Rica (Catie)  |7-91 110 pl k2 pl 12+ ftert | i i |
ING-7428 |C. pubescens 1Costa Rica (Catie)  110-90 116 pl Hpl i- f1-1 [1pt F24-2-91 f1-1 |
ING-7428 (R) |C.pubescans  {Costa Rica (Catle)  17-91 12 pl k2 pl 11+ 1+ ] i i I
ING-7908-3 iC. annuum { Costa Rica (Catie) 14-91 t9pl £9 pl 114,32 i1+ i £ £ I
ING-8395 C. annuum i1Costa Rica (Catie) 17-91 110 pl 8 pl 12+ P14/ : ] 1
ING-8530 IC. pubescens iCosla Rica (Catie) 110-90 f10pl f2 pt i- {2-12 i2pl 24-2-91 f2-/2 1
ING-8990 (R) IC.pubescens  1Cosla Rica (Catie)  11-62 110 p! 17 pt 1- 1244 | | | |
ING-8990 (R) {C.pubescens  1Costa Rica (Catie)  17-91 16 p! t6 pl i 16/6 | i 1 1
ING-9053-2 IC. frulescens  1Costa Rica (Catie)  14-91 110p! ool 13+ 124+ i i I I
ING-9053-4 iC. frutescens 1Costa Rica (Catie) f4-91 f1opl 18 pl 12+,47 i1+ i ; i 1
ING-CB-19 {C. annuum 1Costa Rica (Catie) £10-90 f10 p! it10pl 13+ 12+ } I [ 1
ING-CB-21-1 iC. annuum 1Costa Rica (Catie) 17-91 f10 p! i6 pl i5+ iNR t i i 1
NG-CB-25-1 {C. baccatum iCosla Rica (Catie) 179 6 pl 6 pi 13+ iNR 1 ; f 1
NG-CB-29-1 {C. baccatum 1 Costa Rica (Catie) 14-91 110 pl i8 pt 114,52 13+ i k t 1

R: repeticién
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