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Resumen

El virus de Nueva Delhi del enrollamiento de la hoja del tomate, (TOLCNDV) (género
Begomovirus, Familia Geminiviridae), infecta a especies de plantas de la familia de las
solanéceas, y especialmente cucurbitaceas. Como para el resto de begomovirus, se considera
que su transmision se realiza mediante el insecto vector mosca blanca (Bemisia tabaci), sin
embargo, estudios recientes indican que también se puede estar transmitiendo de forma
vertical a través de semillas infectadas, lo que implicaria un cambio necesario en las
estrategias de control frente a la dispersién del virus. Este trabajo propone un set de
marcadores y sondas TagMan, para la deteccion especifica de TOLCNDV en semillas de
tomate, mediante gPCR como una estrategia eficaz para el control de esta enfermedad. Para
el disefio de los marcadores, se compararon 10 secuencias del virus y se selecciond la region
del genoma codificante para la proteina viral de la capsida. En una primera prueba de
sensibilidad, los marcadores disefiados fueron capaces de detectar hasta 1 semilla infectada
con TOLCNDV en 1.000 semillas sanas. Ademas, en esta primera prueba, no se detecto sefal
de amplificacion para TYLCV, un geminivirus proximo genéticamente a TOLCNDV, lo que
indica la especificidad de los marcadores. Seran necesarios futuros trabajos para ajustar las

condiciones de amplificacion a fin de optimizar el rendimiento de la reaccion.

Palabras clave: Begomovirus, TOLCNDV, qPCR, deteccion, semillas.



Abstract

The New Delhi tomato leaf curl virus, (TOLCNDV) (genus Begomovirus, Family
Geminiviridae), infects plant species of the solanaceous family and especially cucurbits. As
for the rest of begomoviruses, its transmission is considered to be carried out by the whitefly
insect vector (Bemisia tabaci). However, recent studies indicate that it can also be transmitted
vertically through infected seeds, which would imply a necessary change in the control
strategies against the spread of the virus. This work proposes a set of TagMan primers and
probes for the specific detection of TOLCNDV in tomato seeds using gPCR as an effective
strategy for the control of this disease. For the design of the markers, 10 virus sequences were
compared and the coding region of the genome for the viral capsid protein was selected. In a
first sensitivity test, the designed markers were able to detect up to 1 ToLCNDV-infected
seed in 1.000 healthy seeds. Furthermore, in this first test, no amplification signal was
detected for TYLCV, a geminivirus genetically close to ToLCNDV, which indicates the
specificity of the markers. Future work will be necessary to adjust the amplification

conditions with the purpose of optimize the reaction.

Keywords: Begomovirus, TOLCNDV, gPCR, detection, seeds.



Introduccidén

En la actualidad, las infecciones causadas por virus fitopatdgenos suponen un serio problema.
Los efectos de la globalizacion en la agricultura moderna han favorecido la rapida expansion
de multitud de virus que afectan a numerosos cultivos por todo el mundo. En ocasiones, estos
virus son introducidos por primera vez en areas donde no se conocian anteriormente,
provocando la aparicion de nuevas enfermedades que resultan en un impacto econémico y
social muy negativo para las areas afectadas. En otras ocasiones, estos patdgenos son
reintroducidos en zonas donde ya se conocia su presencia, lo que también puede generar
brotes severos de la enfermedad con efectos devastadores sobre los cultivos. Un ejemplo de
esto, se puede observar en los geminivirus (Fam. Geminiviridae), un conjunto de virus que
se ha extendido mundialmente afectando a cientos de especies de interés agricola, tanto a
nivel alimenticio, médico o aromatico, y que supone un gran impacto en el sector primario
(Saeed and Samad, 2017). Son numerosos los paises exportadores de grandes cantidades de
productos agricolas que se ven gravemente afectados por los brotes producidos por estos
virus, lo que ocasiona cuantiosas pérdidas econdmicas que ascienden hasta los cientos de
millones de ddlares (Varma et al.,1992). Esto, ha incentivado la busqueda de formulas para
poder combatir las enfermedades producidas por estos virus. Entre estas formulas se
incluyen, la innovacion de los sistemas de cultivo para controlar los vectores de transmision
de estos virus, la introduccion de variedades resistentes a las enfermedades que producen o,
el uso de técnicas de deteccion de patdgenos para analizar el material de propagacion,

incluyendo las semillas.

La puesta a punto de técnicas de diagndstico, su estandarizacion y la elaboracién de
protocolos para la deteccion de patdgenos en el material vegetal, es una herramienta
fundamental para el control de las enfermedades vegetales. Estos sistemas de deteccidn,
deben contemplar técnicas rapidas y sencillas de realizar, pero a la vez, lo suficientemente
especificas y sensibles para garantizar la fiabilidad de los resultados de los analisis. EI uso
de estas técnicas de deteccidén permite garantizar la calidad sanitaria del material que se
comercializa, cumpliendo asi con los estandares de seguridad impuestos por los distintos

organismos de regulacién fitosanitaria.



Familia Geminiviridae.

Los geminivirus conforman la familia més grande de virus fitopatégenos, con mas de 450
especies distribuidas por todo el mundo y con un gran nimero de hospedadores (Tabla 1). La
familia Geminiviridae se divide actualmente en 9 géneros, clasificados en funcion de la

organizacion de su genoma, su vector de transmisién y su hospedador (Murilo et al., 2017).

Tabla 1. Caracteristicas principales de los nueve géneros que actualmente componen la Familia Geminiviridae.

Fuente: https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/ssdna-viruses/w/geminiviridae
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El genoma de estos virus, se caracteriza por estar compuesto por DNA de cadena sencilla
(ssDNA) encapsidado en viriones con la forma de dos cuasi-icosaedros unidos por una cara.
El tamafio del genoma es de 2.5Kb a 3.0Kb y puede estar conformado por una (monopartito)
0 dos (bipartito) moléculas de ADN (Rojas et al., 2005). Los viriones, estan formados por
110 subunidades de la proteina que conforma la capsida (CP), organizadas en 22 pentdmeros
(Unseld et al., 2004).

La replicacion del genoma dentro de la Familia Geminiviridae (Figura 1) ocurre a través de
intermediarios replicativos de doble cadena (Preiss and Jeske, 2003). Estos intermediarios
replicativos, se sintetizan con la ayuda de la maquinaria de replicacién del hospedador, que

es fundamental para la multiplicacién del virus.



El proceso de replicacion comienza cuando la hebra de DNA virico (sSDNA) alcanza el
nacleo y es convertida en una doble cadena (dsSDNAs) mediante replicacién en circulo
rodante (Rolling Circle Replication). Tras la replicacién del DNA virico, el proceso puede
seguir tres vias: i) el DNA virico se transcribe y se traduce dando lugar a las proteinas viricas,
ii) el DNA se encapsida y se prepara para abandonar la célula huésped o, iii) el DNA virico
migra a las células vecinas mediante plasmodesmos propagando asi la infeccion (More et al.,
2019).
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La capacidad de transmisidn de este grupo de virus estd asociada con una gran variedad de
insectos vectores. Asi, el género Begomovirus, que tiene mayor distribucion mundial y
comprende el mayor nimero de especies dentro de la familia Geminiviridae, es transmitido
por la mosca blanca (Bemisia tabaci). Los géneros como Mastrevirus, Curtovirus,
Becurtovirus y Turncurtovirus son transmitidos por los insectos Cicadélidos (Familia
Cicadellidae) comunmente llamados saltahojas. Otros géneros como Topocuvirus y
Grablovirus son transmitidos por membracidos (Familia Membracidae) mientras las especies
del genero Capulavirus son transmitidas por afidos. Para el género Eragrovirus ain se

desconoce cudl es su insecto vector.



Genero Begomovirus.

Organizacion genémica de los begomovirus.

Dentro de la familia Geminiviridae tenemos el género Begomovirus, el cual comprende méas
de 400 especies que son transmitidas Unicamente por la mosca blanca (B. tabaci). Estos virus
ademas de poseer las caracteristicas propias de la familia a la que pertenecen, pueden tener
un genoma monopartito 0 un genoma bipartito, en el que encontramos dos segmentos
denominados DNA A y DNA B (Figura 2). Cabe destacar que en el caso de los virus
monopartitos la organizacion de los marcos de lectura (ORFs - Open Reading Frames) de su
genoma seria homéloga al segmento de DNA A en los virus con un genoma bipartito
(Hanley-Bowdoin et al., 2000). EI segmento DNA A (o todo el genoma en el caso de ser
virus monopartito) codifica en el sentido del virion para la proteina de la capsida (ORF
AV1/V1), que encapsida al ssSDNA e interviene en la movilidad del virus, y para la proteina
AV2/\V2 (ORF AV2/V2) que a su vez también esta implicada en la movilidad del virus. La
hebra complementaria del DNA A codifica para proteinas asociadas a la replicacién (ORF
AC1/C1), proteinas de activacion transcripcional (ORF AC2/C2), proteinas potenciadoras de
la replicacion (ORF AC3/C3) y la proteina AC4/C4 (ORF AC4/C4) (Hanley-Bowdoin et al.,
2000). En virus bipartitos, el segmento DNA B codifica en sentido del virion para una
proteina de lanzadera nuclear (ORF BV1) y en sentido complementario para una proteina
implicada en la movilidad del virus (ORF BC1) (Sanderfoot and Lazarowitz 1996).
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Figura 2. Organizacion gendémica de los Begomovirus. Los marcos de lectura ORF se encuentran descritos
segln estén codificados en sentido del virion (V) o en sentido complementario (C) precedido por el
segmento al que pertenece (A o B) si es un virus bipartito. Fuente: (Zerbini et al., 2017)




DNA satélites de los begomovirus.

El género Begomovirus se caracteriza por la presencia de DNA satélites que pueden provocar
que estos virus cambien su patron de virulencia. Se han identificado 3 DNA satélites
diferentes denominados alpha, beta y delta satélite que poseen unos tamafios aproximados de
1.3 kb (alphas y betas satélites) y 0.7 kb (delta satélite). Los efectos que estos DNA satélites
producen son variados segun cual sea. Los beta satélites son moléculas determinantes de
patogenicidad, asociadas con diversas enfermedades de las plantas, causadas exclusivamente
por begomovirus monopartitos (Briddon et al., 2006). Estan constituidos por un solo ORF
denominado BC1 y su producto ha mostrado que tiene la funcién de ser un supresor del
silenciamiento genico del hospedador (Cui et al., 2005), lo que hace que interfiera con sus
mecanismos de defensa aumentando drasticamente la virulencia de la enfermedad producida

por el virus.

Los beta satélites dependen de la ayuda de los begomovirus para su replicacion y
encapsulacion y se pueden encontrar asociados a estos, independientemente de los
hospedadores y la distribucion geografica, lo que provoca que en muchos casos sean
fundamentales para el mantenimiento de la enfermedad (Nawaz-ul-Rehman and Claude,
2009).

Los alpha satélites son moleculas similares a DNA satélites auto replicantes, que dependen
del virus auxiliar para su movimiento, encapsidacion y transmision por vectores. Los alpha
satélites tienen una organizacion gendmica altamente conservada, que incluye una proteina
asociada a la replicacion de casi 36 kDa, una region rica en adenina de casi 200 nucleétidos
y un origen de replicacion (Ori) (Nawaz-ul-Rehman and Claude, 2009). Los estudios han
mostrado que el efecto de los alpha satélites en conjunto con los beta satélites da lugar a una
disminucion de los sintomas expresados en la planta infectada indicando una regulacion de

la virulencia (Idris et al., 2011).
Transmisién de los begomovirus

La transmision de virus de plantas por insectos vectores representa una interaccion compleja
entre plantas, virus y vectores. Esta interaccion se puede observar claramente en la relacion

que existe entre el género Begomovirus y la mosca blanca (B. tabaci), que ha impulsado la



notable aparicién y dispersion del virus (Figura 3). La prevalencia y la importancia
economica de las enfermedades por begomovirus en las regiones tropicales y subtropicales
reflejan de cerca la distribucion y los habitos alimentarios polifagos del insecto vector. El
papel de B. tabaci es clave si se considera que, aunque los geminivirus son virus antiguos
(Briddon et al., 2010), la aparicién de la mayoria de las especies de begomovirus se ha

producido en los Gltimos 20 afios y ha seguido la propagacion mundial de este insecto.

A medida que el vector B. tabaci se extendi6 por todo el mundo, surgieron begomovirus que
evolucionaron a partir de virus locales y reflejaron linajes antiguos. Esta evolucion local dio
como resultado una diversidad de especies de begomovirus que causan sintomas con

enfermedades similares en plantas de cultivos susceptibles en distintas regiones geograficas.

Figura 3. Mosca blanca (Bemisia tabaci) Insecto
vector del género Begomovirus.

Fuente: https://gd.eppo.int/taxon/BEMITA/photos

Hasta ahora, se ha aceptado que la mayoria de los begomovirus son transmitidos
exclusivamente por la mosca blanca en condiciones naturales. Sin embargo, hay algunos
informes que sugieren gue algunos begomovirus también se transmiten mecanicamente, en
particular, el virus de Nueva Delhi del enrollamiento de la hoja del tomate (TOLCNDV) en
las cucurbitaceas (Chang et al., 2010; Lopez et al., 2015), aunque esta forma de transmision
no se contempla como la méas habitual en los cultivos afectados por estos virus. Debido a la
infeccidn sistémica que producen en las plantas, los begomovirus pueden transmitirse por
propagacion vegetativa de plantas hospedantes infectadas mediante esquejes o portainjertos.
Asi, la propagacion a larga distancia de estos virus, también puede ocurrir mediante el

comercio de plantulas de tomate infectadas.



Aparte de los mecanismos de propagacion mecénica o por medio de insectos vectores,
comentado anteriormente, algunos trabajos recientes también apuntan a que las semillas
infectadas pueden ser una via importante de transmision a larga distancia para begomovirus
(Kil et al., 2016; Kil et al., 2017; Sangeetha et al., 2018). Estos datos, obtenidos para el virus
del rizado amarillo de la hoja del tomate (TYLCV) o el virus New Delhi (Figura 4), han
supuesto un impacto en la comunidad cientifica, especialmente entre los geminivirélogos
que, hasta este momento, no habian contemplado la transmision vertical a través de semillas
para los begomovirus. A la publicacidn de estos datos le ha seguido la realizacion de otros
ensayos cientificos dirigidos a corroborar estas observaciones (Pérez-Padilla et al., 2020;
Rajabu et al., 2018; Rosas-Diaz et al., 2017). Sin embargo, lejos de confirmar los hechos,
estos ultimos trabajos han sembrado mas dudas sobre los mecanismos de transmision al no

poder reproducir los resultados que sugerian la transmisién por semillas de los geminivirus.

En la actualidad, aunque la transmisién por semillas de geminivirus no esta aceptada y hay
mucha confusién al respecto, algunos paises han establecido controles puntuales al comercio
de semillas de especies de solanaceas como tomate y pimiento, o cucurbitaceas como meldn,
para evitar asi la entrada en sus territorios de begomovirus asociados a este material vegetal.

Estos controles incluyen el analisis de los lotes de semillas que se comercializan con el uso

de protocolos adecuados para verificar la ausencia del virus.

Figura 4. (A) Planta de tomate infectada por Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV); (B) Planta de
calabacin infectada por TOLCNDV.

Fuente: A) https://gd.eppo.int/taxon/TYLCVO0/photos
B) https://gd.eppo.int/taxon/TOLCND/photos




ToLCNDV (Tomato Leaf Curl New Delhi Virus)

Tomato Leaf Curl New Delhi Virus o virus New Delhi (TOLCNDV) es un virus bipartito
perteneciente al género Begomovirus que fue descrito por primera vez en 1995 en la India en
cultivos de tomate, pero en la Gltima década, este virus ha ampliado su rango de hospedadores
siendo capaz de infectar a miembros de la familia de cucurbitaceas y solandceas. En la
actualidad, se considera un problema emergente en cultivos de todo el sureste asiatico con
una amplia distribucion por diferentes regiones de clima templado de Asia, Europa y Norte
de Africa (Figura 5).

Figura 5. Distribucién mundial de Tomato leaf curl New Delhi virus (TOLCNDV). Puntos
amarillos: virus presente. Punto morado: virus en proceso de erradicacion.

Fuente: https://gd.eppo.int/taxon/TOLCND/distribution.

En Espafia este virus se detecta por primera vez en Murcia, en 2012 y en Almeria y Mélaga,
en 2013 donde causé importantes pérdidas econdmicas (Juarez et al., 2014; Ruiz et al., 2015).
En los afios posteriores, el virus se extendidé por toda la costa mediterranea detectandose
también en Tanez y en el sur de Italia. En 2018 se confirma la deteccion del virus en
cucurbitaceas en las Islas Canarias, en concreto, en la isla de Gran Canaria (Espino de Paz et
al., 2019).
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ToLCNDV es un virus con numerosas variantes que afectan a los territorios ya nombrados.
En concreto, la variante que afecta al territorio espafiol se caracteriza por una mayor
incidencia en los cultivos de cucurbitdceas como pueden ser cultivos de melén, calabaza,

pepino, calabacin, entre otros.

Este mayor grado de infeccion en especies de esta familia ha causado grandes pérdidas
econdmicas en nuestro pais debido a que el cultivo de cucurbitaceas tiene una gran
importancia en el sector, tanto para el mercado interno como para la exportacion. Ademas,
existe cierta preocupacion frente a la recombinacion genética con otras especies viricas del
género, algo que ocurre frecuentemente en begomovirus y que se produce cuando hay una
infecciobn mixta en una misma célula del hospedador. La coinfeccion y la posterior
recombinacion podria ocasionar en el hospedador un marco sintomatoldgico mas severo lo
que agravara los problemas asociados a la enfermedad y supondra una complejidad afiadida

para su control desde el punto de vista fitosanitario.

Ademas, TOLCNDV puede asociarse a alphas y betas satélites que, en ocasiones, le confieren
al virus la capacidad de incrementar los sintomas de la enfermedad, asi como de infectar una

mayor gama de hospedadores (Cui et al., 2005; Nawaz-ul-Rehman and Claude, 2009).

La sintomatologia presentada por las plantas infectadas posee ciertas variaciones segun la
especie afectada, pero en general, se observan mosaicos amarillos y distorsion foliar (Figura
6). A su vez, es comun que las plantas afectadas presenten un retraso acusado del crecimiento
lo que se pone de manifiesto en un desarrollo limitado de la parte aérea acompariado del
acortamiento de los entrenudos. El curvado de las hojas hacia el envés también es un sintoma
caracteristico en plantas de melon y calabacin. En frutos de especies de cucurbitaceas, que es
la principal familia de plantas que afecta en nuestro pais, se observa rugosidad en la piel,
deformaciones del fruto y en algunos casos agrietamiento y necrosis del mismo. Estos
sintomas y su intensidad pueden variar dependiendo de las condiciones de humedad,
temperatura, edad de las plantas, etc. en las que se desarrolla el cultivo, asi como de la

variedad de cultivo afectado.
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Figura 6. Sintomatologia producida por
ToLCNDV. (A) Hoja de planta de
tomate infectada por TOLCNDV que
presenta moteado clorético; (B) Hoja de
planta de meldn con deformaciones y
abollonaduras causadas por el virus; (C)
Planta de calabacin infectada por con
ToLCNDV, donde se muestran un
desarrollo anémalo generalizado con
enanismo y enrollamiento de hojas en la
parte apical; (D) Lesiones producidas
por el virus en hojas y fruto de pepino.

Fuente: (Ruiz-Garcia et al., 2015)

La transmision de ToLCNDV es llevada a cabo principalmente mediante el insecto vector
mosca blanca (B. tabaci), pero a diferencia de otros begomovirus, se ha demostrado que este
virus también puede transmitirse de manera mecanica en condiciones controladas. A partir
de un triturado debidamente preparado en solucion buffer con hojas de plantas infectadas por
ToLCNDV, se ha visto que el virus puede llegar a transmitirse mecanicamente a hojas

jovenes de una planta sana previamente dafiadas por abrasion (Lopez et al., 2015).

Al igual que ocurre para otros begomovirus, estudios recientes han propuesto la posible
transmisién de TOLCNDV mediante semillas de meldn y calabacin infectadas con este virus
(Kil et al., 2020; Parrella et al., 2019). Sangeetha et al., (2018), también aportan evidencias
de la transmisién por semillas de lo que se considera una variante de TOLCNDV que afecta
al chayote (Sechium edule), el cual presenta diferencias gendmicas con el virus New Delhi
que infecta otras cucurbitaceas en la India o Espafia. Los resultados de estos estudios
sostienen la capacidad de una transmision vertical de estos virus a través de semillas, lo que

supone un nuevo gran reto a la hora de controlar los efectos devastadores que ejerce este

12



virus sobre los cultivos. En caso de que pudiera estarse dando la transmision vertical para
este virus, algo que adn se discute en distintos foros especializados, supondria un cambio en
las estrategias de control que se establecen para evitar la dispersion de este patdgeno. A las
ya conocidas estrategias de control del insecto vector, habria que incorporar mecanismos para
controlar el material de propagacion que se comercializa, especialmente en lo referente a la
industria de semillas. La sola aparicién de algunos datos que sugieren esta forma de
transmision ha hecho que las autoridades fitosanitarias de muchos paises hayan mostrado
preocupacion ante el hecho de recibir a través de sus fronteras lotes de semillas que no se han
analizado especificamente para descartar la presencia del virus. Esta inquietud ha aumentado
tras la reciente inclusion de TOLCNDV en el Anexo Il del Reglamento de Ejecucion (UE)
2019/2072 de la Comision de 28 de noviembre de 2019, referente a la lista de plagas
cuarentenarias de la Union (Reglamento de Ejecucion - UE - 2019/2072 de la Comision).
Todo ello ha puesto de manifiesto la necesidad de desarrollar técnicas que permitan la
deteccion de TOLCNDV en tejidos asintomaticos y con una baja concentracion virica como

encontramos en las semillas (Eui-Joon et al., 2020).

Técnicas de deteccion del virus TOLCNDV.

El manejo de las enfermedades virales, a diferencia de lo que ocurre con otros patdgenos
vegetales de distinta naturaleza, se ha basado en el empleo de estrategias indirectas como el
control del insecto vector, la eliminacion las plantas enfermas y malas hierbas que actlan
como reservorios del virus, y evitar la siembra de plantulas y semillas infectadas. Los
métodos de control preventivos para la deteccion e identificacion de los virus antes de que
estos alcancen la zona de cultivo son de enorme importancia para el manejo de las

enfermedades virales (Jeong et al., 2014).

Uno de los primeros métodos utilizados para la deteccion e identificacion de virus ha sido
mediante la descripcion de sintomas que presentan las plantas infectadas. Aunque a dia de
hoy se sigue realizando este tipo de identificaciones para detectar posibles focos de
enfermedades viricas en las parcelas de cultivo, este es un método que presenta varias

desventajas. En primer lugar, es un sistema de identificacion impreciso ya que la
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sintomatologia mostrada por las plantas enfermas suele presentar similitudes a las producidas
por deficiencias fisioldgicas debidas a desajustes nutricionales. En otras ocasiones, la
sintomatologia observada puede estar relacionada con factores abioticos como la radiacién
solar, temperatura, acidez del suelo, humedad atmosférica, etc. Muchas veces, unos sintomas
determinados pueden estar ocasionados por agentes etioldgicos diferentes, lo que también
puede llegar a generar confusion a la hora de dar un diagndstico del agente causal (Hull R.
2014).

Uno de los métodos habitualmente empleado para la deteccion de virus fitopatdgenos se basa
en la identificacion mediante métodos serolégicos. La proteina de la céapsida de los
begomovirus estd muy conservada (Fondong, 2013), lo que permite que se puedan generar
antisueros especificos frente a especies estrechamente relacionadas. En el caso de TOLCNDV
se puede utilizar un antisuero policlonal para la deteccion especifica del virus mediante la
técnica de double-antibody sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (DAS-ELISA)
que comercializan (DSMZ, Leibniz-Institut DSMZ GmbH, Braunschweig, Germany) (Figas
et al., 2017). Otras firmas comerciales como AGDIA (County Road 1 Elkhart, IN), DSMZ
(Inhoffenstrale 7B, Braunschweig Germany) o Arsh Biotech (Woodlake Center, San
Antonio, TX) también cuentan con kit comerciales para la deteccion de TOLCNDV mediante
ELISA. Sin embargo, el método que en los Gltimos afos esta desplazando a las técnicas
serologicas como método de deteccion de virus fitopatogenos es PCR (Polymerase chain
reaction). Para el caso de los begomovirus, y en concreto para la deteccion de TOLCNDV, la
técnica de PCR ha mostrado ser un método muy fiable como herramienta de diagnostico
(Figas et al., 2017). Este método de deteccion, se basa en la amplificacion de una region
especifica del genoma, pudiendo utilizar como molde el ADN gendmico o el complementario
obtenido después de realizar transcripcion inversa (RT) para el caso de virus de RNA. Estas
caracteristicas proporcionan a la técnica una gran versatilidad de uso como herramienta de

deteccidn e identificacion en los laboratorios de anélisis.

Una variante a esta técnica es la PCR en tiempo real o PCR cuantitativa (QPCR) donde se
monitoriza el progreso de la reaccién de amplificacion detectando una sonda fluorescente
que se une al dsDNA (Figura 7). Ademas, se puede utilizar para cuantificar el namero real

de copias de una secuencia concreta en relacién con un estandar, lo que permite determinar
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la carga microbiana presente en una muestra u obtener datos de expresion génica en estudios

que asi lo requieran.

En la PCR en tiempo real, se puede hacer un monitoreo del estado de la muestra en cada ciclo
de amplificacion (Lederman, 2018) lo que permite la deteccion del virus en bajas

concentraciones y la posibilidad de realizar una estimacion de la carga de patégeno presente.

Figura 7. En la actualidad, la PCR en tiempo
real (QPCR) se estd imponiendo sobre la
técnica ELISA como método mas utilizado
para la deteccién de virus fitopatégenos. La
técnica de gPCR permite obtener resultados de
forma mas rapida y proporciona una mayor
sensibilidad y especificidad que los métodos
seroldgicos.
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Objetivos

Ante la necesidad de establecer técnicas de diagndstico que permitan detectar
concentraciones bajas de carga viral en material asintomatico como las semillas, se propone
como objetivo general del presente TFG el disefio de marcadores moleculares (primer y
sonda TagMan) para la deteccion de TOLCNDV en semillas mediante qPCR. Este objetivo

general se puede desglosar en los siguientes objetivos especificos:

e Ultilizar secuencias gendmicas de TOLCNDV disponibles en las bases de datos para,
mediante el uso de softwares especificos, disefiar los marcadores moleculares para la

deteccion del virus mediante gPCR.

e Comprobar la especificidad y sensibilidad de los marcadores disefiados para la
deteccion de TOLCNDV por gPCR.
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Material y métodos

Revision Bibliografica.

Durante este trabajo se realizé una recopilacion de informacion de articulos y documentos
publicados en sitios web como PubMed, Scopus, Google Scholar o Punto Q mediante el uso
de las siguientes palabras clave: Geminiviridae, Begomovirus, TOLCNDV, Bemisia tabaci,
gPCR. Ademas, se realizé un filtrado por afio de publicacion, tomando con mayor relevancia
los articulos més recientes y que a su vez, tratasen en profundidad el tema que se describe en

este trabajo.
Seleccion de secuencias genomicas y genes para el disefio de marcadores.

En el disefio de primers y sonda para la deteccion de TOLCNDV se utilizaron 10 secuencias
del segmento A del virus, que fueron obtenidas de la base de datos del National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (Tabla 2). Tras la recopilacion se prosiguié con la

comparacion de las secuencias usando la muestra extraida en Espafia como base.

Tabla 2. Recopilacion de secuencias obtenidas a partir de la base de datos del National Center for

Biotechnology Information (NCBI). Fuente: https://www.ncbi.nIm.nih.gov/

MK732932 2738 bp Italia
LC511775 2739 bp Japén
AM286434 2739 bp India
GU180095 2739 bp Taiwan
HQ658479 2740 bp Pakistan
KM383743 2740 bp Bangladesh
HQ264185 2741 bp India
KP868764 2742 bp India
MT185657 2737 bp India
KF891468 2738 bp Espafa
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Seleccion de genes para el disefio de cebadores y sondas.

A causa de la alta capacidad del virus para infectar diferentes plantas, y las variaciones en las
secuencias obtenidas, se dispuso a estudiar una region conservada del genoma de caracter
codificante. Estas secuencias, que normalmente codifican para proteinas esenciales en el
ciclo de replicacion viral, son mas estables y presentan menos variaciones dentro de una
misma especie. Por ello se prosiguié a seleccionar como analisis y comparacion de la
secuencia que comprende el ORF (AV1/V1) y que codifica para la sintesis de la capsida e
interviene en la movilidad, y el ORF (AC1/C1) implicado en los mecanismos de replicacién
de ToLCNDV. Para el alineamiento de secuencias se utilizo el ApE-A Plasmid Editor
Software (v.2.0.61) para identificar regiones gendmicas idénticas que se emplearian en el
disefio de cebadores y sondas TagMan®.

En base a la comparacion de las secuencias, se seleccionaron las regiones mas idoneas para
el disefio de los primer intentado cumplir, cuando fue posible, los parametros descritos en la

Tabla 3 para el disefio de marcadores.

Tabla 3. Parametros recomendados para el disefio de iniciadores para qPCR.

1. El tamafio de los cebadores estara entre 18 — 24 pares de bases (bp).

2. La Temperatura de fusion (Tm) debe estar entre los 50-70°C y no debe haber una diferencia de

mas de 2°C entre los cebadores.

3. El porcentaje de guanina-citosina (%GC) debe ser préximo a 50%.

4. Evitar repeticiones largas de un mismo nucleétido.

5. El tamafio del producto de amplificacion para qPCR no debe superar los 200bp.

Para una primera aproximacion al disefio de cebadores y sonda se utiliz6 la herramienta
bioinforméatica PrimerQuest Tool (https://www.idtdna.com/primerquest/Home/Index) que
permitid obtener una seleccidn de las mejores regiones dentro de la secuencia seleccionada

que cumpliesen con los parametros establecidos en la Tabla 3.
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Analisis de los primers y la sonda:

Una vez seleccionada la pareja de iniciadores y sonda, se estudiaron las posibles
interacciones que pudieran darse entre las secuencias en el momento de realizar una gPCR
Yy, que podrian comprometer la reaccion de amplificacion. Asi, se evalu6 la formacién de
posibles estructuras secundarias como estructuras tallo-bucle, homodimeros y heterodimeros,
que se forman cuando los oligonucle6tidos son afiadidos en una misma mezcla de reaccidn.
Para este paso se utilizd el software IDT™ OligoAnalyzer tool v.3.1

(http://sg.idtdna.com/calc/analyzer).

e Estructuras tallo-bucle (hairpin): Es una estructura nucleotidica especifica que se

puede formar cuando dos regiones de la misma molécula son complementarias.

e Homodimeros (self-dimer): Es una estructura que se forma cuando una porcién de
un oligonucleotido posee regiones complementarias dentro de la misma secuencia.
Esto da como resultado una molécula de oligonucleodtidos que puede hibridarse con

otra molécula de oligonucleotidos que posee exactamente la misma secuencia.

e Heterodimeros (hetero-dimer): Es una estructura formada cuando una porcion de
una molécula de oligonucledtidos es complementaria a otra porcion de una molécula

de oligonucledtidos diferente llegandose a formar hibridacion entre ellas.

Analisis global BLAST

Se realizé un analisis BLAST en la base de datos NCBI de los marcadores propuestos, para
detectar homologias con otras regiones gendmicas con el fin de asegurar la especificidad de

las secuencias.
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Deteccién de TOLCNDV por gPCR en muestras de semillas de calabacin.

Con los marcadores disefiados se realizé un primer ensayo de deteccidn en el Instituto
Nacional de Investigacion y Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA) de Madrid ya que el
Laboratorio de Sanidad Vegetal del centro cuenta con los equipos, reactivos y material
infectado necesarios para llevar a cabo la prueba.

La deteccion se realizd en un total de 13 muestras de semillas de calabacin (Variedad
comercial CL 23443), que previamente habian sido analizadas para determinar la ausencia
de TOLCNDV. Estas muestras se inocularon con semillas de Calabacin obtenidas de frutos
infectados de forma natural por el virus. Asi, se prepararon cuatro muestras, cada una con 10
semillas de calabacin sanas que fueron inoculadas con una semilla infectada, seis muestras
de 100 semillas de calabacin sanas inoculadas con una semilla infectada y tres muestras de

1000 semillas de calabacin sanas que fueron inoculadas con una semilla infectada.

Las muestras de semillas fueron maceradas en agitacion orbital durante 1 hora en buffer
salino de extraccion (10 mM sodium phosphate, 150 mM NaCl, pH 7.4) suplementado con
Tween 20 (0.5 ml/litro) a razon de 2,5 ml por gramo de semilla. Posteriormente se realizo el
triturado de la muestra durante 2 min mediante la utilizacién de un homogeneizador
(batidora) para obtener el extracto de semillas. El triturado se dejo reposar durante 30 minutos
antes de recoger un volumen de 200 ul de cada una de las muestras para proceder a la
extraccion de ADN con el kit DNAeasy Plant Pro and Plant Kits (Qiagen) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Las reacciones de amplificacion para evaluar los marcadores
disefiados se llevaron a cabo mediante la utilizacion del kit para g-PCR Sensifast Probe High-
Rox Kit (Bioline) y en el secuenciador Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR

System, segun las especificaciones que se indican en las Tablas 4 y 5.
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Tabla 4. Composicion del mix de reaccion por muestra Tabla 5. Condiciones de amplificacion
para la deteccion de ToLCNDV en muestras de propuestas para la deteccion de
semillas de calabacin. ToLCNDV por gPCR con los marcadores

moleculares disefiados en este trabajo.

2x SensiFAST Probe Hi-ROX Mix 10
Primer Forward [10 uM] 1
Y - o

Erimer REversE Lo 1 Activacion 5 min / 95°C 1
Disociacion 15 seg / 95°C

Sonda [10 uM] 0.2 40
Amplificacion 30 seg / 60°C

DNA 5

Agua 2.8

Como control positivo de reaccion se utilizO ADN aislado de una planta de calabacin
infectada por TOLCNDV. Como control negativo se utilizd ADN extraido de las muestras de
semillas de calabacin empleadas en este ensayo, previa inoculacién con las semillas
infectadas con ToLCNDV, y ADN de una muestra de planta de tomate infectada con
TYLCV. Se consideraron positivas todas aquellas muestras con valores de amplificacion de
Ct<35.
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Resultados.

Comparacion de secuencias y disefio de marcadores.

El virus TOLCNDV es un begomovirus de la familia Geminiviridae y cuya transmision se
habia relacionado hasta ahora con el insecto vector B. tabaci. Sin embargo, en los Gltimos
afios, una serie de trabajos cientificos han sugerido una posible transmision vertical por
medio de semillas de plantas de la familia de las cucurbitaceas como son melén, calabacin y
chayote. De confirmarse estas observaciones, el cambio en el patron de transmisién para
ToLCNDV supone una modificacion en las estrategias que se deben adoptar para el control
de la expansion de este virus y de la enfermedad que produce. Asi, el analisis de los lotes de
semillas para asegurar la ausencia del virus en este material vegetal se convierte en una
herramienta de control preventivo fundamental a adoptar para garantizar la calidad sanitaria

de los lotes comercializados.

En este trabajo se presenta el disefio de marcadores moleculares para la deteccion de
ToLCNDV mediante gPCR utilizando como diana los genes que codifican para la proteina
de la capsida del virus. Siguiendo la metodologia descrita en la seccion Material y Métodos,
se ha propuesto un set de iniciadores/sonda para la deteccion del virus en semillas infectadas.
Los marcadores propuestos fueron ensayados en una primera prueba de deteccion, a fin de
obtener informacidn sobre la especificidad y sensibilidad de los mismos en la deteccion de

ToLCNDV en semillas de calabacin infectadas con el virus.

El alineamiento de las 10 secuencias que se utilizaron en el disefio de marcadores para la
deteccion de TOLCNDV mostraron una gran numero de diferencias puntuales “mismatches”
(Figura 8). Esto supone un inconveniente en el disefio de marcadores moleculares que
permitan la deteccidn de estos virus ya que complica la localizacién de regiones comunes a

todas las secuencias comparadas.
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Secuencia
Alignment
Secuencia
Secuencia
Secuencia
Secuencia
Secuencia
Secuencia
Secuencia
Secuencia
Secuencia

ToLCNV SPAIN CAP.ape from
to

1to 771

ToLCNV BANGLADESH CAP.ape-- Matches:716; Mismatches:55; Gaps:0; Unattempted:0

ToLCNV TAIWAN CAP.ape--

Matches:414; Mismatches:20; Gaps:0; Unattempted:337

ToLCNV ESTADOS UNIDOS CAP.ape-- Matches:710; Mismatches:6l; Gaps:0; Unattempted:0

ToLCNV REINO UNIDO CAP.ape--

ToLCNV INDIA 3 CAP.ape--

ToLCNV JAPAN CAP.ape--
ToLCNV ITALY CAP.ape--

Matches:718; Mismatches:53; Gaps:0; Unattempted:0

Matches:707; Mismatches:64; Gaps:0; Unattempted:0
ToLCNV INDIA 2 CAP.ape-- Matches:703; Mismatches:6é; Gaps:4; Unattempted:0

Matches:711; Mismatches:60; Gaps:0; Unattempted:0
Matches:7€5; Mismatches:6; Gaps:0; Unattempted:0

ToLCNV INDIA 1 CAP.ape-- Matches:705; Mismatches:66; Gaps:0; Unattempted:0

x 2

x a

x » x

. x

x N N

101>CCATTGCCCGCGTCACARARGCAAGGGCCTGGACGARCAGGLC!
101>CCATTGCCCGCGTCACARRAGCARRGGCCTGGACHIAACAGGC!
101>CCATTGCCCGCGTCACARAAGCARNIGGCCTGGA!
101>CCATTGCCCGCGTCACAARAGCARRGGCCTGGACHIAACAGGC!
101>CCATTGCCCGCGTCACARAAGCARNGGCCTGGACRARCAG
101>CCATTGCCCGCGTCACARARGCARIGGCCTGGACSARCAGGL
101>CCATTGCCCGCGTCACARARGCARMGGCCTGGACARCAGGC!
101>CCATTGCCCGCGTCACAARAGCARRGGCCTGGA ACAGGC!

A

.

x
CCCGTGCCTCTGICC>100

x a

x

1>ATGICGARGCGACCAGCAG! TC] CCCH ACGCCGAC CAACTTCGACAGC! ATGG]

1>ATGECGARGCGACCAGCAGATATCATCATTTCAACTCCCGCATCGARGGTACGCCGACG CAACTTCGACAGCCCETATGGAsI ICGT! GICC>100
1>ATGECGAAGCGACCAGCAGATATCATCATTTCARCCCCGCATCGAAGGTACGCCGACGICTCAACTTCGACAGCCCCTATGE! ICGT GTCC>100
1>ATGECGARGCGACCAGCAGATATCATCATTTCAACY :CCGCATCGAAEGTACGCCC-ECC CTCARCTTCGACAGCCCCTATGGA, GTH GICC>100
1>ATGECGARGCGACCAGCAGATATCATCATTTCAACECCCGCATCGARGGTACGCCGACGHCT CARCTTCGACAGCCCCTATGGA, GIGC GICC>100
1>ATGECGAAGCGACCAGCAGATATCATCATTTCARCECCC TCGAAGGTACGCCGACGHCTC AGCCCCTATGGA ce GICC>100
1>ATGECGARGCGACCAGCAGATATCATCATTTCAAL TCGA)\GGTACGCCGECC ICTCAACTTCGACAGCCCCTATGGA, GTGC GICC>100
1>ATG] CGAAGCGACCAGCAGA‘[ATCATCAITTCAALJ CCCGCATCGAAGGTACGCCGACGRCTCARCT TCGACAGCCCCTATGGAACHCGT! GTCC>100

1>ATGICGARGCGACCAGCAGATATCATCATTTCAACTCCCGCATCGARGGTACGCCGACGGCTCARCTTCGACAGCCRTATGGAACCCGTGCCTCTGTCC>100
1>ATGECGAAGCGACCAGCAGATATCATCATTTCAACECCCGCATCGAARGTACGCCGACGHCTCAACT TCGACAGCCCCTATGGABCRCGTGCERTGTCC>100
—J

* x

CATGARCAGARRRCCCAGAATGTACAGAATGTATAGARGTCCTGACGTGCCARGGGG>200
TGARCAGARRACCCAGAATGTACAGAATGTATAGAAGTC!
AACAGGCCEATGAACAGARARCCCAGAATGTACAGARTGTATAGAAGTC
ATGAACAGAAARCCCAGAATGTACAGAATGTATAGAAGTC!
ATGAACAGAAAACCCAGMIGTACAGMTGTAIAGAAGTC?
ATGARCAGAAARCCCAGAATGTACAGAATGTATAGAAGTC

lTGAACAGAAM\CCCAGMIGTACAGAAIGTATAGAAGTC&

ACGTGCCAAGGGG>200
>200
GECGTGCCARGGGG>200

IGACGTGCCARGGGG>200
IGACGTGCCARGGGG>200
IGACGTGCCARGGGG>200

nTGAACAGAAAACCCAGMTGTACAGMTGTATAGMGTCCJ

JGACGTGCCARGGGG>200

101>CCATTGCCCGCGTCACAAAAGCARGGGCCTGGACGARCAGGCCCATGARCAGARRACCCAGARTGTACAGAATGTATAGARGTCCTGACGTGCCARGGGG>200
101>CCATTGCCCGCGTCACARRRGCANNGGTGGACBARCAGGCCBATGAACAGARAACCCAGEATGTACAGAATGTATAGARGTCCBGACGTGCCARGGGG>200
— L ]

. N x N * X . . x B

201>TTGTGAAGGCCCTTGTARGGTGCAATCGTTTGAATCCCGGCACGATGTCTCGCATATTGGCAAAGTCATGTGTGTTAGTGATGTTACTCGAGGCACCGGA>300
A ] &

201 A C ACGATGTCTCHCATATIGGCAARGTCATGT! ICGAGGIACHGGA>300
201>8TGTGARGGCCCTIGTAAGGTGCARTCHTTTGAAT: GGCACGATGTCTCCATATTGGCARAGTCATGTGTGTTAGTGATGTTA GAGGEACWGGA>300
201> GTGMGGCCiGTAAB}TGC ITTTGAAT ACGATGICTCRCATATT TCATGTGTGTTAGTGATGT TACRICGAGGHIACHGGA>300
201>8TGTGAAGGCCCITGTARGGTGC g ITTTGART GGCACGATGTCTCHCATATT TCATGTGTGTTAGTGAT(‘T!‘AF GAGGEACHGGA>300
201>8TGTGAAGGCCCTTGTAAGGTGC] TTTGAAT CGI\EGTETCGCATATT TCATGTGTGTTAGTGI\EGTTAF GAGGACHGGA>300

201>TTGTGAAGGCCCTTGTARGGTGCARTCGTTTGAATCCCGGCACGATGT CTCGCATATTGGCARAGTCATGTGTGTTAGTGATGT TACTCGAGGCACCGGA>300

201>8T6TGARGGCCCRTCRANIGTGCABTCRT TTGARTCGGCACGATG TR CRCATATRGGRARAGTCATGTGTGT TAGTGATGTTACRCGAGEIACCGGA> 300

x x x x x x x x x

301>CTCACACATCGCGTAGGCARGCGATTTTGTGTGARATCTGTC--TATGTACTGGGARAARTATGGATGGATGARAATATCARARCTARARATCATACTAR> 39S

301>CTCACACATCGCGTAGG
301>CTHACACATCGCGTAGG,
301>CTCACACATCGCGTAGG
301>CTCACACATCGCGTAGG

AAGCGATTEIGTGTGAAATCTGTC--TATGTE
AAGCGRTTTTGTGTGAAATCEGTC--TATGT|
AAGCGATTTTGTGTGAANNCTGECETATGT S
ARGCGATTETGTGTGAAATCEGTC--TATR]
301>CTCACACATCGCGTAGGCAAGCGATTTTGTGTGARATCTGTC-~TATGTACTGGGARAARTATGGATGGATGARAATATCARRR

301>C‘ICACACA‘ICGCGTAGGEAAGCGATTETGIGTGMMC‘IGTC--TAEGI‘ECTGGGMF@ATMGGATGGATGAAAAEMCAAEACJ IARAAABCATACTAR>398

AREATAT!

ATACTAR>398

ATGGATGARAR RCEARR
TATGGATGGATGARAASATCAAGACHAAAARSCATECTAA>398
TATGGATGGATGARARSATCAREACHAAAARSCATACTAR> 398

ANEATATGGABGGATGAAARSATCAREACHARAAASCATACTAR>398
TATGGATGGATGAAAASATCAREACSARARATCATACTAR>398

ARAARTCATACTAA>393

Figura 8. Alineacién parcial obtenida con el software ApE Plasmid Editor de las secuencias que
codifican para la proteina de la capsida de TOLCNDV donde se disefiaron los marcadores moleculares.
Con linea azul se destaca la region donde se localizan los iniciadores y con verde donde se localiza la
sonda. En rojo se destacan las bases no coincidentes (mismatches) en las secuencias comparadas.

La efectividad de la técnica utilizada para la deteccion del virus depende de que esta pueda
detectarlo independientemente de donde provenga el virus TOLCNDV vy de las variaciones
que este posea. Por ello se dispuso a seleccionar zonas en las que al momento de disefiar los

primers y la sonda, la secuencia sea exactamente igual para todas las muestras analizadas.

El disefio de los marcadores moleculares para la deteccién de TOLCNDV concluy6 con la
generacion de los primer y sonda que se muestran en la Tabla 6. Tanto los primer como la
sonda cumplen con los parametros generales establecidos de longitud, contenido en GC y
temperatura de disociacion (Tm) descritos en la Tabla 3 mostrada en el apartado de Material

y Métodos.
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El analisis para determinar la formacion de posibles estructuras secundarias que pudieran
interferir con la reaccion de amplificacion también cumple con las recomendaciones
establecidas. El limite superior de temperatura al cual los iniciadores o la sonda pueden
formar estructuras tipo hairpin es menor que la temperatura de amplificacion. Asi mismo, la
reaccion de amplificacién tampoco deberia verse afectada por la formacion de homodimeros
y heterodimeros entre las secuencias de los marcadores ya que presentaron valores de AG
superiores a -10 kcal/mol (https://eu.idtdna.com/pages/support/fags/what-secondary-
structure-considerations-need-to-be-included-when-designing-primers-for-pcr-). Tan solo
para la formacion de homodimeros de la sonda, el valor de AG fue de -10.36 kcal/mol, un
valor ligeramente inferior al limite establecido para evitar este tipo de formaciones. Sin
embargo, al estar tan préximo a ese limite, a priori no deberia presentar ningin problema de

interferencia con la reaccion de amplificacion.

Tabla 6. Caracteristicas generales de los marcadores moleculares propuestos para la deteccion de TOLCNDV.

Estructuras secundarias
Secuencia 5’ - 3’ Informacion

general Tallo- Homodimeros  Heterodimeros
bucle AG (kcal/mol) AG (kcal/moal)
(C9)

AAGCGACCAGCAGATATCAT 20 bp 455 -7.06 -5.13?
45% GC
Tm =53.8°C
CAGGACTTCTATACATTCTGTAC 23 bp 43.8 -4.26 -6.753°
43.5% GC
Tm =52.3°C
Fam- 22 bp
CCATTGCCCGCGTCACAAAAGC - 59.1% GC 20.0 -10.36 -3.54*
BHQ Tm = 62.2°C

ILos iniciadores y sonda fueron sintetizados por BioNova Cientifica S.L. 2Formacion de heterodimeros entre
y p
primer forward — primer reverse. 3Formacion de heterodimeros entre primer forward — sonda. *Formacion de

heterodimeros entre primer reverse — sonda.
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Deteccion de ToLCNDV.

Los resultados de amplificacion muestran que los marcadores disefiados detectaron
ToLCNDV en todas las muestras de semillas de calabacin inoculadas con el virus (Tabla 7).
Se observo un incremento en los valores de Ct en aquellas muestras en las que se inoculd una
semilla infectada en un mayor nimero de semillas sanas. Asi, cuando se inoculd 1 semilla
infectada en 10 sanas se obtuvieron los valores mas bajos de Ct (entre 12,42 y 13,85),
mientras que cuando se inoculd una semilla infectada en 1000 semillas sanas, estos valores
se incrementaron notablemente (maximo de 27,25). Aungue no se testaron muestras con un
namero de semillas sanas superior a 1000, los datos obtenidos sugieren que seria posible
detectar el virus en muestras con concentraciones menores del patdgeno. No obstante, habria
que realizar pruebas adicionales para confirmar la sensibilidad de los marcadores disefiados
en estas condiciones. La ausencia de amplificacion en las reacciones donde se utiliz6 ADN
de TYLCYV, un virus genéticamente proximo a TOLCNDV, o la amplificacion residual en la
muestra de semillas control (Figura 9) indica la especificidad de los marcadores ya que no

proporcionan amplificaciones notables inespecificas en ausencia del virus objetivo.

Tabla 7. Resultados obtenidos en la deteccion de TOLCNDV por gPCR en diferentes
muestras de semillas de calabacin infectadas con el virus. Se consideran muestras
positivas aquellas en las que se obtiene un valor de Ct<35. (nd= no detectado).

1 10 semillas sanas + 1 semilla infectada 12.42

2 10 semillas sanas + 1 semilla infectada 16.29 " T -

3 10 semillas sanas + 1 semilla infectada 15.67

4 10 semillas sanas + 1 semilla infectada 13.85

5 100 semillas sanas + 1 semilla infectada 19.95

6 100 semillas sanas + 1 semilla infectada 19.40

7 100 semillas sanas + 1 semilla infectada ~ 21.61 il L P SH- 1L
8 100 semillas sanas + 1 semilla infectada 21.45 Tl
9 100 semillas sanas + 1 semilla infectada 20.37

10 100 semillas sanas + 1 semilla infectada 19.60 ki a—
11 1000 semillas sanas + 1 semilla infectada 27.25 Mo 14 s s ey
12 1000 semillas sanas + 1 semilla infectada ~ 26.36 Figura 9. Curvas de amplificacion obtenidas por
15 1000semillssanas + 1 semillenfecda 2590 | S A1 el de Tl CDY o e e
14 Control + (ADN ToLCNDV) 12.50 figura se indica la muestra a la que pertenece cada
15 Control negativo (ADN semilla sana) nd curva o grupo de curvas segun datos de la Tabla 7.

16 Control negativo (ADN TYLCV) nd

17 Control negativo (ADN TYLCV) nd
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Conclusiones

ToLCNDV es un virus perteneciente a la familia Geminiviridae que se ha extendido
mundialmente afectando a cientos de especies de interés agricola tanto a nivel
alimenticio, médico o aromatico y que supone un gran impacto en el sector primario
por las pérdidas que ocasiona en los cultivos infectados.

La sugerencia de una posible transmision de TOLCNDV por semillas hace que el
desarrollo de métodos de deteccion para el analisis de este material vegetal antes de
su comercializacion adquiera especial relevancia con motivo de evitar su dispersion.
El uso de herramientas informaticas y las secuencias de TOLCNDV disponibles en
las bases de datos permiti6 el disefio de un set de cebadores y sondas para la deteccion
de TOLCNDV en muestras de semillas. Los ensayos preliminares realizados con
semilla de calabacin indican que estos marcadores muestran una sensibilidad y
especificidad suficientes para la deteccion del virus en estas muestras.

Se requiere de estudios futuros con un mayor numero de muestras de diferente
naturaleza e infectadas con diferentes cepas del virus para ajustar y optimizar las

condiciones de la reaccion de amplificacion.
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Conclusions

ToLCNDV is a virus that belongs to the Geminiviridae family that has spread
worldwide, affecting hundreds of species of agricultural interest in a nutritional,
medical or aromatic level, and which has a great impact on the primary sector due to
the losses it causes in infected crops.

The suggestion of a possible transmission of TOLCNDV by seeds makes that the
development of detection methods for the analysis of this plant material before its
commercialization acquire a special relevance in order to avoid its dispersion.

The use of computer tools and the TOLCNDV sequences available in the databases,
allowed the design of a set of primers and probes for the detection of TOLCNDV in
seed samples. Preliminary tests carried out with zucchini seed indicate that these
markers show sufficient sensitivity and specificity for the detection of the virus in
these samples.

Future studies with a greater number of samples of different nature and infected with
different strains of the virus are required to adjust and optimize the conditions of the

amplification reaction.
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