U D E L A R

J
\ -
Facultad de Ciencias

Universidad de la Repiblica

UNIVERSIDAD
DE LA REPUBLICA

(L L edtig

4
FACULTAD DE

QUIMICA

Tesina final para obtener el grado de Licenciado en Ciencias Bioldgicas

Deteccion molecular del virus IYSV en plantas de

cebolla

Rodrigo Achigar

Orientador: Dra. Maria Julia Pianzzola

Co-orientador: Dr. Guillermo Galvan

Julio 2011



Indice
LR=E] 0 0 1= o PO PP PP 3
LAY o1 1 T PP U PP PR VR URTOPPTO 4
O [ £ oo [N ToloiTo Y o WSRO U TP PSP PROPRN 5
1.1. Generalidades de 10S TOSPOVIIUS........cceeiiuiiieeiiiiieeeiiieeeeeireeeesrreeesareeeessareeesensraeeeenees 5
1.2. Rango de hospederos y sintomatologia asociada a infecciones tospovirales .............. 6
1.2.1. Vector de transmisidn y sintomatologia asociada a IYSV ......ccoecvveviviieeeiiciieennnns 6
1.2.2. Epidemiologia de IYSV ...ttt 7
1.2.3. IYSV €N UTUSUAY vttt s 8
1,30 ESTrUCTUIA VIral ettt sttt 9
1.4. Generalidades del vector de transSmiSion .........ccoccceerieeriiieerieeniee e 12
O T 61 ol (o Y [ | B O TP U PO UPOTOPPRTRPPTOP 14
1.5.1. Desarrollo €N €1 VECTON ...c..uii ittt 14
1.5.2. Morfogénesis en la célula vegetal........cceeeeiiiiieciiieeecee e 16
1.6. Fundamento de las técnicas utilizadas.........cceoueeiieneiniiniiieeeeeeeeee e 19
1.6.1. Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) ....cococcvieeeecieeeeccieee e 19
1.6.2. Reaccion de transcripCion reversa (RT) ....eccceecceeerieeeieeerireeereeeseeeesreeseveeesaneeens 20
1.6.3. (O T IR =T o] o Lo N =T | FS PSPPI 20
1.6.4. FANF TR N 1 o} ==Y =1 ol TS 22
2. Objetivos y estrategia de trabajo ......ccccccueieeiiiieieciieec e e 24
2 B O 1 Y 1=] Vol ==Y V=T - FS PSRRI 24
2.2, ODbjetivos @SPECITICOS. ..iiiiiiiiie ittt ettt e e et e e e et e e e e etar e e e ebaeeaeaaes 24
2.3, EStrategia de trabajo ... it e e e aa e e 24
3. Materiales Y MELOTOS ......coiiiiiiiiciee e e e e ree e s e e s e e e bae e e e arees 26
3.1,  Medios de CUltiVO Y FEACLIVOS......cciiiiiiiiiciiiee ettt e e erae e e 26
3.2, IMIUESEIAS. ettt e s e e e s eren e e s eane 26
3.3, EXEracCion de ARN ..ottt ettt ettt sttt 27
3.3.1. Extraccion de ARN utilizando el RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) ........ccccuveenn.e.e. 27
3.3.2. Extraccion de ARN utilizando TRizol (INVItrogZeNn).......ccceeeveeecreeecieeciee e, 27
3.4, SINtESIS AE ADNC...ciitiiiiiiiieeieeteete ettt ettt sttt et 28
3.5, ReACCIiONES 08 PCR ....eeiiiiiieciee ettt sttt e e e as 29



3.6. [T B T2 0 T3 2 O TR 30

3.7.  Preparacion del material para SECUBNCIAN ....ccccvvvieeeciiieeeciiee et ebeee e 30
3.7.1. Preparacion de células electro competentes.......cccveeeecieeeeccieee e 30
3.7.2. (7= Yol o] o RSP 31
3.7.3. TransforMaCiON ......cooiiiiee et 32
3.7.4. Extraccion del ADN plasmidiCO.....ccuueiiriuiiriiiiiiieeiiee e 32

3.8. Generacidn de bases de datos para realizar los analisis filogenéticos ............c......... 33
3.8.1. Filogenia del SENero TOSPOVIIUS........ccccuieeeeiiieeeecieeeeetee e e scree e e e iree e e e eaeee e e e 33
3.8.2. (1o Y=L a1 F= e [ A VAU 34

3.9.  Construccion de filoZENIAS ...ccivcuiiii it e e 34

4. ReSUltados ¥ DiSCUSION .....ueiiiiiiiee ittt e ccitee ettt e e e e eree e e st e e s e sbee e s et ee e e e eabeeeeennbeeeeenarees 37

4.1, EXtracCion de ARN ......c.ceoiiiiiiiieiiee ettt ettt ettt e st e bt e e sbe e e bt e e sabeesbeeesareeenees 37

4.2.  Deteccidn basada €N PCR.......cooiiiiiiieeeeeee et 37

4.3, REAIFTIME PCR ..ttt ettt ettt b e s be e st st et e et e e saeesane e 40
4.3.1. Primeros ensayos de deteCCiON........cccccuieieeiiiiiecciee et e 40
4.3.2. Comparacion de los métodos de extraccion de ARN........cccccvvvveeeeeeeiiccineeeeeeenn. 41
4.3.3. ANALISIS B MUESEIAS....eiiiiiieiiiieriee ettt ettt et ettt e et esbeesnaeeenas 42
4.3.4. Ventajas de la deteccidn basada en Real-Time PCR........cccoceeeeeeeeiiciiiiieeeee e, 44

Y SN @[T F=Yo [ VY =Tl U= s Lol - o [o JR U 47
4.4.1. ANALISIS A8 CIONES ...t s 48

L T Vo F=1 1 E E3 ] Fo =T s 1= ] oo J R 52
4.5.1. Analisis filogenético del gENEero TOSPOVIrUS ........c..eeeeccuveeeeccieeeeiieeeecreeeeeiveeeas 52
4.5.2.  Andlisis de secuencias de IYSV ........cooieriirirniniieeeeenee e e 54

5.  Primeros ensayos con plantas Nativas ........cccueeeeiieeeiiiiiee s cciee et 56
6.  CONCIUSIONES Y PEISPECTIVAS....eeiieuiiieeeiiiiie ettt e e e tte e e et e e e tte e e e s ate e e e eateeeeenbeeeeearaeeeennres 58
2 =11 o [To == i = TP USSR 59
T 1Yo T<T o [o [ ol TSRS 63

8.1.  CloNes @N@liZadOs ...c..eevueiriiiiieiieieerte e e e e 63

8.2.  Arbol filogenético del género Tospovirus con valores de bootstrap .............cc........ 66

8.3.  Arbol filogenético de IYSV con valores de DOOLSEIAP .........ccveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 67

L T V- {4 To =T T o 1T o o 13U SURPN 68



Resumen

Iris yellow spot virus (IYSV) es un fitopatdégeno perteneciente al género Tospovirus (familia
Bunyaviridae). El genoma del 1YSV consiste en tres segmentos de ARN de cadena simple. El
virus es transmitido exclusivamente por Thrips tabaci, comUnmente llamado trips de la
cebolla. 1YSV causa grandes pérdidas econdmicas en algunas regiones del mundo,
especialmente en los cultivos destinados a produccién de semilla de cebolla. La sintomatologia
asociada con IYSV son manchas cloréticas en forma de rombo, o lesiones necréticas sin forma
definida sobre los escapos florales o sobre las hojas. Estas lesiones pueden causar la caida de la
inflorescencia y, en casos extremos, la muerte de la planta. En Uruguay, desde 2005 se
observaron sintomas tipicos de 1YSV en floracién desde 2005 constituyendo una amenaza para
la produccién. Los objetivos de este estudio fueron, en primer lugar, confirmar la presencia del
virus en Uruguay por técnicas moleculares, y en segundo lugar, determinar el posible origen y
entrada de las variantes de IYSV encontradas. En 2007 y 2009 se colectaron muestras de
plantas de cebolla en floracién. La deteccidn del virus se realizé a partir de ARN total extraido a
partir de 100 mg de tejido vegetal, seguida por una reaccién reversa de la transcriptasa. El
ADNc obtenido fue amplificado tanto por PCR convencional como por real-time PCR. La
reacciéon reversa de la transcriptasa y las reacciones de PCR fueron realizadas en base a
primers especificos para 1YSV reportados en la literatura. Los amplicones obtenidos
presentaron el largo esperado confirmando la presencia de IYSV en las muestras analizadas.
Seguidamente, se realizd un analisis filogenético a fin de inferir el posible origen de IYSV de
Uruguay, utilizando las secuencias virales obtenidas en las evaluaciones de PCR, y secuencias
disponibles en GenBank de diversas partes del mundo. Sorpresivamente, las secuencias de las
cepas IYSV detectadas en Uruguay se asemejaron a las secuencias de cepas de Oceania y Asia,
pero no con las determinadas en otros paises de Sudamérica. Este resultado haria sospechar
que el ingreso de este virus no fue a partir de paises limitrofes sino que habria sido importado
de Asia u Oceania, quizas en producto vegetal con la infeccién que pueda haber sido fuente de
indculo para la infeccion de cultivos (p.ej. ajos). Otra alternativa lo representarian trips

asociados a hortalizas importadas.



Abstract

Iris yellow spot virus (IYSV) is a plant pathogen member of the Tospovirus genus (family
Bunyaviridae). IYSV possess a negative-strand segmented RNA genome and it is transmitted by
Thrips tabaci, the onion thrips. This virus is able to cause huge economic losses, especially in
seed-producing onion crops. Symptoms associated with 1YSV infections are diamond-shaped
chlorotic or necrotic lesions on leaves and seed-stalk tissues, which can cause the fall of the
inflorescence and, in extreme cases, the death of the whole plant. In Uruguay, typical
symptoms had been observed both in flowering plants and onion fields since 2005. The
objectives of this study were first, to confirm the presence of the virus in Uruguay by molecular
techniques, and second, to determine the possible origin and gateway of the viral strains
found. Samples from onion seed-producing crops were collected in 2007 and 2009. Virus
detection was carried out by extracting total RNA from a 100 mg fragment of plant tissue,
followed by a reverse transcription reaction. The obtained cDNA was amplified by both
conventional and real time PCR. The reverse transcription and PCR reactions were carried out
using specifically designed primers previously reported. Amplicons with the expected length
confirmed the presence of IYSV virus. Thereafter, phylogenetic analysis were performed to
infer the possible source of infection in our country, using as input the viral sequences
obtained in the PCR assays, and the available sequences in GenBank from all over the world. A
counterintuitive result was that IYSV sequences from Uruguay clustered with sequences from
Oceania or Asia, but not with sequences from South America. This result leads to suspect that
this virus did not enter our country from neighbor countries through the borders, but it may

have been introduced on imported materials, presumably from Asia or Oceania.



1. Introduccion

1.1. Generalidades de los Tospovirus

El primer reporte de un miembro del género Tospovirus se remonta a la década de 1930,
cuando se demostrd la etiologia viral de una enfermedad conocida como “spotted wilt”,
observada por primera vez en plantas de tomate australianas en 1915 (30). Este virus fue
nombrado Tomato Spotted Wilt Virus (TSWV) y desde entonces se han realizado muchos
estudios que determinaron que se le considere el agente causal de enfermedades epidémicas
en regiones templadas, sub tropicales y tropicales de todo el mundo(14).

Durante mucho tiempo se consideré a TSWV Unico por sus caracteristicas entre los virus de
plantas, y permanecié como singular miembro del Tomato Spotted Wilt Virus Group. En los
ultimos afios esta idea ha sido modificada. En primer lugar y gracias al incremento de
informacidn acerca de la biologia molecular del virus TSWV, éste fue reclasificado e incluido en
la familia Bunyaviridae como miembro tipo del nuevo género Tospovirus, creado para agrupar
fitovirus dentro de dicha familia. En segundo lugar, sucesivos ensayos seroldgicos realizados a
diferentes aislamientos de TSWV (TSWV-L aislado de Latuca y TSWV-I aislado de Impatiens)
revelaron que existia suficiente evidencia para separarlos en dos especies diferentes. Desde
ese momento TSWV-I pasé a llamarse Impatiens Necrotic Spot Virus, siendo esta la segunda
especie de Tospovirus identificada(30). De ahi en mas, diferentes especies han sido descritas,
como Tomato Chlorotic Spot Virus (TCSV), Groundnut Ring Spot Virus (GRSV), Iris Yellow Spot
Virus (IYSV), etc. Los tospovirus son clasificados dentro del grupo V de Baltimore (Figura 1),
que agrupa virus ARN de cadena simple y polaridad negativa (expasy.org/viralzone).

Group | Group Il Group Il Group IV Group V Group VI Group VIl
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Figura 1: clasificacion de Baltimore. Los Tospovirus son clasificados dentro del grupo V, que
agrupa virus ARN de cadena simple y polaridad negativa. Fuente: expasy.org/viralzone



En 1998 fue descrito un nuevo tospovirus que infectaba plantas de iris (Iris hollandica) en los
campos y al puerro (Allium porrum) en invernaderos (6). Este nuevo virus fue bautizado Iris
Yellow Spot Virus (IYSV), y mediante ensayos seroldgicos y moleculares fue identificado como
el agente causal de diferentes brotes infecciosos asociados a tospovirus en plantaciones de
cebolla en Brasil en1981 (29), en Estados Unidos en 1989 y en Israel en 1998 (12).

Los tospovirus son un grupo muy cosmopolita. Algunos miembros del género se han reportado
en cincuenta paises, abarcando los cinco continentes(7, 14, 27, 30). Muchas de las plantas son
hospederos tanto del virus como de su vector de transmisién, los trips (Thysanoptera:
Thripidae), y sirven como reservorios de infeccién que contribuyen a la aparicién de epidemias
en cultivos. El dafo producido en cultivos comerciales puede ser extremadamente alto,
alcanzando valores en pérdidas de entre 50 y 90%(12, 30).

1.2. Rango de hospederos y sintomatologia asociada a infecciones tospovirales

Los tospovirus poseen uno de los rangos de hospederos mas amplio entre los virus de plantas,
con alrededor de 650 especies susceptibles, pertenecientes a 70 familias tanto de
monocotiledéneas como de dicotiledéneas(30).

Los sintomas de una infeccidén tospoviral son muy variados y dependen en gran manera del
tipo de combinacién virus-planta hospedera y de factores ambientales, particularmente la
temperatura. Entre estos sintomas pueden verse clorosis, necrosis, formacidon de manchas en
forma de anillo, bronceado, varios tipos de lesiones foliares, etc.

1.2.1. Vector de transmision y sintomatologia asociada a IYSV

Iris Yellow Spot Virus (IYSV), es transmitido por un insecto llamado Thrips tabaci, conocido
comunmente como trip de la cebolla. No existe ninguna evidencia de que el virus pueda
transmitirse por semilla u otros insectos, por lo que los principales agentes de dispersién son
plantas y trips infectados.

La sintomatologia clasica asociada con ataques de IYSV son lesiones cloréticas en forma de
diamante (Figuras 2 y 3), con o sin tejido verde dentro de ellas, o extensas regiones necréticas
que en ultima instancia causan la desecacion de las hojas y tallos florales y caida de las
inflorescencias(12).

Los patrones espaciales y temporales de dispersiéon de IYSV son todavia desconocidos. La
incidencia de la enfermedad varia dentro y entre cultivares de cebolla. Adema3s, la severidad
de la enfermedad depende de la densidad de plantas y la distribucidn en el campo de los focos
de infeccién(12). En los cultivos cominmente se observan distintos gradientes direccionales de

infeccidon durante las epidemias, pero la base y significancia de éstos permanece poco clara.
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Observaciones realizadas en cultivos infectados muestran que los gradientes de dispersion de
la enfermedad no son consistentes con el direccionamiento preferencial del viento, sino que
mas bien reflejan interacciones complejas entre la abundancia de vectores y la susceptibilidad
de las plantas relacionada al estrés abidtico (12).

La severidad de las epidemias en los cultivos de cebolla varia de afio a afo, sin embargo la
aparicion de plantas sintomaticas aumenta marcadamente cuando comienzan a desarrollarse
los bulbos. EI momento exacto del desarrollo de la planta en el que ocurren las infecciones
permanece incierto. En diferentes regiones, la aparicién de IYSV se ha documentado en
distintas estaciones del afio y en diferentes etapas del desarrollo de la planta.

Figura 2: Sintomatologias asociadas a
infecciones por IYSV en plantas de
cebolla. (A y D) manchas clordticas sin
islas verdes en el centro, (B y C) tipica
lesién en forma de diamante con tejido
verde en el centro. (E, Fy G) formacién de
extensas lesiones necrdticas que causan
la caida de los escapos. Fuente: Gent et
al. 2006.

1.2.2. Epidemiologia de IYSV

IYSV ha sido reportado en todos los continentes (3, 5, 12, 13, 29). En América del Sur los paises
en los que se ha reportado la presencia de IYSV son Peru (3), Chile y Brasil (29) y Uruguay (4).
Hasta la fecha, se han identificado al menos 47 especies de plantas que son de manera natural
afectadas por IYSV en campo. Entre estas especies se destacan la cebolla (Allium cepa), puerro
(Allium porrum), ajo (Allium sativum), cebolleta (Allium schoenoprasum), chalote (Allium cepa
var. aggregatum), morrén (Capsicum annuum), papa (Solanum tuberosum), tomate (Solanum
lycopersicum). IYSV también afecta plantas ornamentales como: iris (Iris spp.), lisianthus
(Eustoma grandiflorum), varias especies de “lirio de los Incas” (Alstroemeria spp.), rosales
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(Rosa spp.), malvén (Pelargonium hortorum), y varias especies de cica (Cycas spp.). Ademas,
infecta una variedad de malezas, como por ejemplo: Vicia sativa, Geralium carolinianum vy
Linaria canadensis(12). Datos recogidos por Gent y colaboradores (2006) en el estado de
Colorado (Estados Unidos) revelaron que, en un periodo de dos afios, IYSV pasé de ser
detectado en 6 % de los campos de cultivos de cebollas a ser detectado en el 73 % de los
campos. La epidemia sufrida en Colorado en el afio 2003 causd pérdidas a los productores de
alrededor de cinco millones de ddlares (10 % del ingreso anual). Los cdlculos estiman que el
impacto econdmico en el oeste de los Estados Unidos podria ir desde 60 a 90 millones de
ddlares anuales en pérdidas (10 a 15 %). A esto, debe sumarsele el costo de fumigacion de
48.500 hectareas para frenar la expansién del vector (12 millones y medio de ddlares por afio)
lo que suma alrededor de 100 millones de délares anuales en pérdidas para los productores de
la region (12).

1.2.3. 1YSV en Uruguay

En 2005, se detectaron por primera vez en nuestro pais, plantas de cebolla con sintomas de
infeccién por IYSV en cultivos semilleros del departamento de Canelones (Figura 3). En 2006 se
colectaron plantas sintomdticas de cuatro granjas y fueron analizadas mediante ELISA por la
empresa Adgia, Inc. (Elkhart, Indiana, USA), utilizando un antisuero especifico para IYSV. Los
resultados de estos ensayos fueron positivos para los cuatro campos monitoreados. La
incidencia del virus ese afio (Figura 4), expresada en numero de plantas con sintomas en
relacién al nimero total de plantas evaluadas, varié entre <1% (una planta en 120 evaluadas)
hasta un 20% (24 plantas en 120 evaluadas). En el afio 2007 se monitorearon dos cultivos
entre octubre y diciembre. En uno de los cultivos se observd un incremento en este periodo
del 2% en octubre a un 7% en diciembre, mientras que en el otro el incremento observado fue
de un 3% en octubre a un 40% en diciembre (4).

Figura 3: sintomas de infeccién causada por IYSV observados en campos
de cebolla del departamento de Canelones en el afio 2010
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Figura 4: Incidencia de los patégenos evaluados en cuatro cultivos semilleros de cebolla en predios
comerciales del departamento de Canelones (Labarrere, Marrero, Martinez y Ponce), afio 2006.
Fuente: P. Colnago, R. Achigar, P. H. Gonzalez, S. Peluffo, H. Gonzalez Idiarte, M. J. Pianzzola, y G. A.
Galvan. Presencia del virus Iris Yellow Spot Virus (IYSV) en semilleros de cebolla. Jornada Anual de
Presentacion de Resultados de Investigacion en Ajo y Cebolla. INIA Las Brujas, marzo de 2010

1.3. Estructura viral

La morfologia de los tospovirus es tipica de la familia Bunyaviridae. Las particulas miden entre
80 y 110 nm de didmetro y poseen una membrana externa que les otorga una forma esférica
(Figura 5). Embebidas en esta membrana y proyectdndose desde su superficie hay dos
glicoproteinas G1 (78kD) y G2 (58kD). Dentro de la particula se encuentran tres moléculas de
ARN lineal de cadena simple diferentes: la cadena S (2.9kb), la cadena M (4.8kb) y la cadena L
(8.9kb)(30).

Glicoproteinas G1y G2

Polimerasa (L)

v ARN Gendmico

Proteina N

Figura 5: morfologia tipica del viridn. Fuente: expasy.org/viralzone



Estos ARN se encuentran en estrecha asociacidén con una proteina llamada N (21kD) formando
3 nucleocapsides pseudocirculares. Ademas las particulas contienen aproximadamente diez
copias de la proteina L (330kD) o replicasa viral.

El segmento S, presenta dos ORFs (open reading frame, marco abierto de lectura) codificados
en sentidos opuestos separados por una regidn intergénica rica en A-U (Figura 6). Este ARN
gendmico posee una estrategia de codificacion en ambisentido y el producto de sus genes es
expresado a partir de ARNs mensajeros subgendmicos. El ORF mas grande (en sentido viral)
codifica una proteina con un peso molecular de aproximadamente 52,4kD llamada NSs (non
structural). Esta proteina desempenfiaria un papel fundamental en la patogenia del virus, ya que
existen evidencias de que es capaz de suprimir el mecanismo de silenciamiento de genes
mediado por ARN (RNA interference) o silenciamiento génico post transcripcional (PTGS),
mecanismo antiviral muy comun en células vegetales(1, 2). El otro marco abierto de lectura (en
sentido complementario) codifica la proteina estructural N o de nucleocapside, cuyo peso
estimado es de 28,8kD(30).

El segmento de ARN M también posee dos marcos abiertos de lectura, separados por una
region intergénica rica en A-U, la cual forma una horquilla estable (Figura 6). Este
ordenamiento en ambos sentidos del segmento M es Unico en los tospovirus, ya que el resto
de los miembros de la familia Bunyaviridae presentan polaridad negativa (32). De los dos
marcos abiertos de lectura presentes en este segmento, el complementario (de polaridad
negativa) codifica un solo producto génico largo, el precursor de las glicoproteinas G1 y G2.
Luego de sintetizado el precursor es cortado en el reticulo endoplasmatico de la célula
hospedera (37), y las dos nuevas proteinas (previamente glicosiladas) se dirigen al Golgisoma
donde son retenidas (22). G1 por si misma es incapaz de abandonar el RE, necesita de la
coexpresion de G2 para poder dirigirse al aparato de Golgi lo que indica que su interaccién es
muy importante para la correcta localizacién subcelular (22). Ambas proteinas estan presentes
en la superficie del virién, interactdan entre si y su funcién es adherir la particula viral a las
células del vector y facilitar su internalizacion (39). El marco abierto de lectura codificado en
sentido viral (polaridad positiva) codifica una pequefa proteina de alrededor de 34kD llamada
NSm, involucrada en el movimiento intercelular del virus. Esta proteina interactia con los
plasmodesmos (canales de comunicacion intercelular de las células vegetales) facilitando el
pasaje de nucleocapsides sin envoltura entre células (21, 35).

El segmento de ARN L posee un Unico marco abierto de lectura de polaridad negativa, el cual
se transcribe en un ARN subgendmico del cual la replicasa viral se traduce (Figura 6). El peso
de esta proteina es de aproximadamente unos 330kD (38). La polimerasa viral es una ARN
polimerasa ARN dependiente, y es la encargada de llevar a cabo tanto la transcripcién como la
replicacion del virus(30).
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Figura 6: estrategias de expresion de los ORFs en los diferentes segmentos gendmicos. Fuente:
expasy.org/viralzone

Las moléculas de ARN no se encuentran en forma lineal en las particulas virales, por el
contrario se presentan como estructuras pseudo circulares cerradas por sus extremos de
forma no covalente. Esta unidn se da entre pequefias secuencias terminales de
aproximadamente 70 nucleétidos, las cuales interaccionan entre si mediante apareamiento de
bases complementarias (Figura 7). Se presume que estas secuencias terminales también
pueden contener motivos relacionados con la regulaciéon de la expresidon génica. En los
segmentos gendmicos de varias especies de tospovirus se observa un motivo conservado de
ocho nucleétidos (GAUUGCUC-3’) el cual puede cumplir este rol (14, 30).

Figura 7: estructura secundaria del segmento S ARN de

C"”i IYSV. Puede observarse la unién no covalente entre los
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Ademas de secuencias virales con roles regulatorios, se han encontrado secuencias no virales
empalmadas a los extremos 5° de los ARNm virales. Se presume que estas secuencias de 12-20
nucleétidos tendrian una funciéon de primers iniciando la transcripcion de los ARNm. Este
proceso conocido como secuestro de la caperuza (mediante el cual los primers son generados
mediante el clivado de la caperuza de ARNs mensajeros del hospedero), es frecuente entre
virus animales incluidos los Bunyaviridae, pero es inusual entre los virus de plantas. Por otra
parte, mediante comparacién de secuencias con otros Bunyaviridae, ha sido posible identificar
un motivo consenso (CAAUUUGG) ubicado en el pico de la horquilla del segmento S, el cual
probablemente funcione como terminador de la transcripcion de los ARNm sub
gendmicos(30).

1.4. Generalidades del vector de transmision

Uno de los factores principales que contribuyen al estatus de los Tospovirus como patégenos
globales, es la distribucidon cosmopolita y la baja especificidad para especies y familias de
plantas hospederas de sus vectores. Los Tospovirus son transmitidos por trips (Thysanoptera:
Thripidae)(40).

Los trips son pequefios insectos con alas muy pequenas o inexistentes. Cuando presentan alas,
éstas son delgadas y con flecos, de ahi su nombre Thysanoptera (que en latin quiere decir “alas
con flecos”). Son posiblemente los insectos alados mds pequeios, con medidas que van desde
los 1.5 a 3 milimetros de largo. El desarrollo de los trips pasa por una etapa en huevo, uno o
dos estadios larvales (durante los cuales ocurre la alimentacién inmadura) y uno, dos o tres
estadios pupales, en los cuales el insecto no se alimenta (Figura 7). La estrategia reproductiva
mas comun es la sexual, aunque pueden darse casos de partenogénesis. Los machos son
generalmente de talla menor a las hembras, y el apareamiento tiene lugar en etapas
tempranas de la vida adulta. Los huevos son alargados o con forma de rifidn y al igual que en
otros insectos diminutos, su tamafo es proporcionalmente muy grande, llegando a ocupar
hasta dos segmentos abdominales de Ila hembra antes de la puesta
(http://www.discoverlife.org).
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Figura 8: estados de desarrollo del vector. Fuente http://www.discoverlife.org

El vector de transmisidn de 1YSV es el trip de la cebolla (Thrips tabaci) (23, 28). Las hembras
adultas poseen un cuerpo alargado de alrededor de un milimetro de largo de color
amarillento, con alas pequefias con flecos y con pequefias “vejigas” en las patas en lugar de
pinzas (Figura 9). Durante los estadios ninfales, los individuos son similares a los adultos con la
excepcion de que las ninfas carecen de alas completamente desarrolladas. Se reproducen
principalmente por partenogénesis. Las hembras depositan huevos con forma de rifidn dentro
del tejido de las hojas de la planta y entre cinco y diez dias después emerge una ninfa. El
desarrollo de las ninfas se extiende por un periodo de 15 a 30 dias, y comprende cuatro
etapas: dos etapas larvales, una etapa de pre-pupa y una de pupa. El insecto pasa las dos
etapas larvales alimentandose sobre la superficie de la hoja para luego pasar por las etapas de
pre-pupa y pupa en el suelo. Por afio pueden generarse hasta ocho generaciones de insectos
adultos (http://www.discoverlife.org).

Figura 9: Thrips tabaci en estado adulto.
Fuente: http://www.hdc.org.uk/

i

Las piezas bucales de los trips estan especializadas para raspar, perforar y succionar. Aunque
esta especie vive y se alimenta principalmente de plantas de cebolla, también atacan a gran
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cantidad de plantas cultivadas y silvestres. Las larvas y adultos utilizan su mandibula con forma
de espada para romper el tejido de la superficie de las hojas y luego succionan el contenido de
estos presionando con sus piezas bucales la region dafiada.

Los trips son una plaga del cultivo mas alld de su rol como transmisores de tospovirus. Sus
conductas alimenticias causan heridas en las hojas conocidas comiUnmente como “rayado
plateado”. Hojas severamente atacadas pueden presentar desecacion e incluso morir,
afectando el desarrollo del bulbo de la cebolla, principalmente durante estaciones secas
(http://www.discoverlife.org).

El clima juega un rol importante en la dindmica de poblacién de los trips. Se han reportado
incrementos sustanciales en poblaciones monitoreadas cuando el clima es seco y calido,
especialmente en los meses de verano (9). Esta informacién es de suma importancia, ya que
segln datos de la Direccidon Nacional de Meteorologia, en los Ultimos 20 afios, la temperatura
media en primavera y verano ha aumentado en 0,5°C y las precipitaciones han decaido en
estas estaciones en la ultima década (a excepcion del verano 2009-2010 (datos obtenidos de
www.meteorologia.gub.uy el 29/12/2010). Este cambio en el clima, hace que las condiciones

se hagan cada vez mas favorables para los trips.

1.5. Ciclo viral

El ciclo vital de los tospovirus se desarrolla pasando por el vector a la planta y de la planta al
vector sin que exista otra forma de propagacion. Se han realizado estudios de los procesos
infectivos que involucran a IYSV con Allium cepa, que demuestran que el virus seria incapaz de
infectar al bulbo o a las semillas. Por tanto, una planta infectada seria incapaz de transmitir el
virus directamente a las plantas vecinas en un cultivo, transmisién que solo ocurre a través de
trips infectados, y seria incapaz de transmitir el virus a su progenie (23).

1.5.1. Desarrollo en el vector

Los tospovirus son transmitidos por varias especies de trips (Thysanoptera, Thripidae),
pequefios insectos encontrados en diversos habitats alrededor del mundo dentro de los mas
estudiados se encuentran: Frankliniella occidentalis (Western flower trip), F. fusca (trips del
tabaco) y Thrips tabaci (trips de la cebolla)(26).

El virus es adquirido por el vector via ingesta de plantas previamente infectadas. En Thrips
tabaci, el periodo de adquisicidon (que va entre la ingesta e incorporacion del virus) dura unos
15 minutos, seguido por un periodo de incubacidn (en el que el virus se propaga dentro del
organismo) de entre cuatro y 18 dias, luego del cual el insecto se vuelve transmisor toda su
vida. El virus invade el organismo presumiblemente por la interaccién entre la proteina G2 del
virus y una proteina de 94kD del tracto del insecto (19) y la proteina G1 de la envoltura viral y
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un receptor de 50kDa en las células del epitelio intestinal del vector posiblemente una
integrina B3(34). Luego de la llegada del virus a las glandulas salivales del vector, este puede
ser transmitido a plantas sanas por la saliva producida durante la alimentacién del trip,
cerrando de esta manerael ciclo infectivo. Los trips son capaces de contraer el virus
Unicamente durante etapas larvales tempranas. El virus se replica y circula por el vector luego
de su adquisicion y es transmitido a su hospedador final por individuos en segundo estadio
larval y adultos (25).

El intestino de los trips consiste en dos lazos que lo dividen en tres regiones Mgl, Mg2 y Mg3
(Figura 3).Después de 16 horas de haberse alimentado con plantas infectadas, se
observa infeccion en las células epiteliales de la region Mgl y en la parte anterior de Mg2, la
cual se hace mas clara luego de 24 horas(25). Entre las 24 y 36 horas de la adquisicion del virus
no se observan signos de infeccion en el intestino de la larva pero vuelven a observarse a las
72 horas, lo que es concordante con la muda del tejido epitelial que se produce en esta etapa.
Cuando estos individuos alcanzan la edad adulta desaparecen los signos de infeccion a nivel
intestinal. Esta observacién sugiere que la reabsorcion del tejido epitelial intestinal durante la
formacién de la pupa elimina los rastros de virus en este tejido a posteriori (25).

Figura 10: tracto digestivo de un trip. Fg: intestino
anterior, Mg: intestino medio, Hg: intestino grueso, SG:
glandula salival, TSG: glandula salival tubular, MT: tubulos
de Malpighi, Lg: ligamento. . Fuente: Nagata et al., 1999

La infeccion del tejido epitelial es seguida por la invasion del tejido muscular longitudinal y
circular que rodea al intestino (observada a las 72hs). En adultos se observa infeccién en todo
el tejido muscular que rodea las regiones Mgl, Mg2 y Mg3, aunque hay casos que se restringe
a Mg2 y Mg3. El hecho de que se observe infeccion en las regiones que rodean Mg2 y Mg3
en el adulto y la ausencia de epitelio infectado en la etapa larval de estas regiones sugiere una
migracion lateral célula a célula del virus desde el tejido visceral que rodea la region Mgl hacia
estas zonas.

También se observa en adultos infeccidn en tejidos del tracto digestivo anterior (equivalentes
al esofago y estémago de vertebrados) a diferencia de lo que ocurre en la etapa larval, lo que
evidencia un tropismo marcado de las particulas viricas hacia su puerta de entrada en el
intestino.
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Luego de 72 a 96 horas, se observan signos de infeccion en el ligamento que conecta la parte
anterior de Mgl vy las glandulas salivales y en las regiones periféricas de éstas. En individuos
adultos se observan las glandulas salivales completamente infectadas. Es a partir de este
momento que estos se vuelven transmisores del virus, pudiendo trasmitirlo a plantas sanas
a través de la saliva cuando se alimentan de estas (40).

Se ha observado que trips adultos no portadores sometidos al mismo tratamiento de
alimentacién que larvas de su propio linaje no se vuelven transmisores, lo que apoya la
hipdtesis general de una barrera intestinal en los adultos que impide la infeccidn del epitelio
de Mgl vy, por ende, cierra la puerta de entrada del virus al organismo(25).

1.5.2. Morfogénesis en la célula vegetal

Las particulas virales no poseen receptores especiales asociados a estructuras de la pared
celular o membrana plasmatica de las células vegetales. El Gnico mecanismo de ingreso es a
través de heridas producidas por el vector al alimentarse de la planta.

Los procesos de sintesis de proteinas virales, replicacion del genoma y formacidn del viridn se
llevan a cabo en su totalidad en el citoplasma de la célula vegetal (21) (Figura 11-H). Estudios
de microscopia electréonica en tejidos vegetales infectados han identificado cinco estructuras
caracteristicas asociadas con la infeccién tospoviral: viroplasma (VP), agregados de
nucleocapsides (NCA), membranas paralelas pareadas (PPM), particulas con doble envoltura
(DEV) y particulas con envoltura simple (SEV). Se ha observado que mientras que VP, NCA,
PPM y DEV son estructuras que se encuentran presentes en etapas tempranas de la infeccion,
las SEVs se observan en estados tardios y finales de la maduracidn (20).

El viroplasma se caracteriza por ser un material amorfo de densidad media, presente a lo largo
de casi toda la infeccidon y muy a menudo asociado con agregados de nucleocapsides (NCAs),
los cuales son mucho mds densos. Ambas estructuras poseen elevadas cantidades de
proteina N. En las etapas tempranas de la infeccidn, pueden observarse mayoritariamente
pequefios grupos (patches) de VP y NCA dispersos en el citoplasma (Figura 11-A), mientras que
en etapas tardias se observa usualmente una o dos grandes dreas de NCA y VP. Durante el
proceso infectivo se observa una sobreproduccién de nucleocapsides, las cuales no estan
destinadas en su totalidad a la formacién de nuevos viriones. Una gran parte de ellas estan
involucradas en la propagacion de la infeccidn en la misma planta. Dado que el virién envuelto
es incapaz de atravesar las paredes celulares, la propagacion ocurre mediante el pasaje de
nucleocapsides desnudas a través de los plasmodesmos, ayudadas por la proteina no
estructural NSm (35).

Las membranas paralelas pareadas (PPM) son cisternas membranosas fuertemente curvadas
con material denso estrechamente asociado a ellas, derivadas del Aparato de Golgi (Figura 11-
B). En células infectadas, las proteinas G1y G2 son sintetizadas en el reticulo endoplasmatico y
posteriormente transportadas hacia el aparato de Golgi (21) donde se insertan en las
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membranas de las pilas, de tal forma que los dominios receptores de las proteinas quedan
orientados hacia el interior de la cisterna. Las cisternas en una pila de Golgi comienzan a
separarse entre si (Figura 11-C) y comienza a acumularse entre ellas material denso en
nucleocapsides (20).

El siguiente paso en la morfogénesis implica el curvamiento de las cisternas modificadas sobre
si mismas (Figura 11-D), rodeando de esta manera al material denso en nucleocapsides. Este
proceso da lugar a la formacién de las particulas virales de doble envoltura (DEVs) (Figura 11-E
y 11-F).

Las particulas con envoltura simple (SEVs) pueden formarse mediante dos mecanismos: la
fusidn de DEVs a través de su membrana externa, o la fusion de DEVs con membranas del
reticulo endoplasmdtico (Figura 11-G). Como consecuencia de las sucesivas fusiones, se
forman sacos membranosos llenos de SEVs o viriones funcionales, los cuales permanecen en
este estado hasta ser nuevamente ingeridos por el vector de transmisién y comenzar
nuevamente el ciclo(20).
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Figura 11: (A) viroplasma y agregados de nucleocapsides. (B) membranas paralelas pareadas.
(C) inicio de la separacidn de cisternas modificadas, (D) cisternas levemente curvadas, (Ey F)
Formacion de DEVs, (G) Formacidn de SEVs, (H) Representacion esquematica de la
morfogénesis de la particula viral en la célula vegetal. Fuente: Kikkert et al., 1999
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1.6. Fundamento de las técnicas utilizadas

1.6.1. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa o PCR (polymerase chain reaction) desarrollada por
Kary Mullis e 1983, es una técnica que permite generar en un numero discreto de ciclos,
millones de copias de un fragmento de ADN a partir de una cantidad minima de material de
partida. Por ejemplo si partimos de una Unica molécula de ADN, luego del primer ciclo
tendremos dos copias (21), y pasados 35 ciclos de replicacion obtendremos aproximadamente
70.000.000.000 de copias del fragmento de interés.

Los reactivos necesarios para llevar a cabo una amplificacion por PCR son: el ADN que servird
como molde; un par de cebadores o primers, secuencias de ADN cortas de unos 20 pares de
bases complementarias a una de las dos hebras del molde, que al unirse a éstas fijan el punto
de inicio de la amplificacion; una ADN polimerasa termoestable (31), que no pierda su
actividad al ser expuesta a las altas temperaturas de la reaccidn (por lo general se utiliza la Tag
polimerasa, proveniente de la bacteria terméfila Thermophilus acuaticus); una solucion buffer
gue mantenga el pH de la mezcla de reaccién en los valores necesarios para el correcto
funcionamiento de la enzima; magnesio (Mg++) en forma de MgCl,, el cual actia como
cofactor de la ADN polimerasa y es necesario para que esta funciones vy
desoxirribonucleosidos-trifosfato (dNTPs).

La reaccién de PCR por lo general consiste en la repeticidon del proceso unas 30-40 veces. Cada
uno de los ciclos consta de tres pasos con temperaturas diferentes. En el primer paso, el ADN
es desnaturalizado a 94-95°C, para separar ambas hebras. El segundo paso se realiza a una
temperatura mas baja, y adecuada para que los cebadores o primers sean capaces de
hibridarse con su secuencia complementaria en el ADN molde (temperatura de hibridacién o
de annealing). A partir de este hibrido cebador-molde, la ADN polimerasa termoestable
extiende el extremo 3" del molde mediante la adicién de los dNTPs adecuados. La temperatura
utilizada para esta etapa de extension es, por lo general, la temperatura a la cual la polimerasa
funciona mas eficientemente. En el caso de la Tag polimerasa, la temperatura dptima es entre
70y 74°C.

Ademas de los ciclos de amplificacién propiamente dichos, existen pasos Unicos en la reaccion,
como es el caso de la activacién inicial y la extensidn final, al terminar la reaccidn. La activacidn
se lleva a cabo durante algunos minutos (entre 1y 10) a una temperatura de entre 94-98°C. El
objetivo de esta etapa es, como dice su nombre, activar a las polimerasa que requieren
activacion por calor. La duracién de esta etapa y la temperatura a la que se lleva a cabo
depende de la polimerasa utilizada (informacién aportada por el fabricante). Respecto a la
extension final, se lleva a cabo después del ultimo ciclo de amplificacion, y tiene como objetivo
extender todos los ADNs de cadena simple que puedan quedar. Por lo general se lleva a cabo a
la misma temperatura utilizada en la extensiéon en los ciclos de amplificacion (entre 72y 74°).
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Una vez finalizada la reaccidn, los productos son observados mediante electroforesis en gel. La
electroforesis es una técnica de separacién de moléculas cargadas (en el caso del ADN cargada
negativamente), segin su movilidad. Al hacer pasar un campo eléctrico a través de un gel
previamente cargado con ADN, los fragmentos migraran a diferentes velocidades dependiendo
de sus tamafios, permitiendo asi identificar sus tamafios aproximados en pares de bases
mediante la comparacidn con un marcador de peso molecular, con bandas de tamafios
previamente conocidos. Para poder visualizar las bandas de ADN es necesario tefiirlo con un
agente revelador. El mds comun es el bromuro de etidio, el cual se intercala en el ADN doble
hebra y fluoresce al ser expuesto a la luz ultravioleta.

1.6.2. Reaccion de transcripcion reversa (RT)

La reaccion de transcripcidon reversa o RT es una reaccion que permite obtener ADN de
cadena simple a partir de un molde de ARN. La reaccién necesita de cebadores (ya sea
especificos, oligo dT o ramdon primers dependiendo de las necesidades del experimento),
dNTPs y una polimerasa. En este caso es necesario utilizar una ADN polimerasa dependiente
de ARN, que Unicamente son producidas por algunos virus. La mas comunmente utilizada es la
M-MLV RT polimerasa. Esta enzima es el producto del gen pol del Moloney Murine Leukemia
Virus. Por lo general las reacciones de RT PCR son llevadas a cabo en un unico paso de
hibridacion extension, a la temperatura ideal de funcionamiento de la polimerasa, en el caso
de la M-MLV RT a 42°C. Una vez finalizada la reaccion de retro transcripcién, el ADN de cadena
simple obtenido puede utilizarse como molde para llevar a cabo una reaccién de PCR.

1.6.3. PCR en tiempo real

La PCR en tiempo real es una variacion de la PCR convencional(16), que permite monitorear
ciclo a ciclo la acumulacién de producto mediante fluorescencia(15, 33). La fluorescencia es
medida ciclo a ciclo mediante excitaciéon de agentes reveladores y posterior recepcién de la
emision de los mismos. El incremento en la fluorescencia en los sistemas utilizados es
proporcional a la cantidad de producto en cada ciclo, por tanto es posible monitorear la
cinética completa de la reaccion. Existen varios tipos de Real-Time PCR que se diferencian en el
tipo de agente emisor de fluorescencia, pero todos tienen en comun, que al ser excitados a
una longitud de onda dada, emiten una sefial capaz de ser detectada por el receptor en el
termociclador. En este trabajo se utilizd un tipo de revelador llamado SYBR Green. El SYBR
Green es un agente intercalante, que se une al ADN doble hebra de forma inespecifica(24).
Este colorante, al ser excitado con luz de longitud de onda azul, fluoresce emitiendo luz de
longitud de onda verde (por eso su nombre). Ademas posee la particularidad de que al unirse
al ADN se incrementa notablemente su capacidad de emitir fluorescencia, lo cual lo hace un
agente ideal para monitorear la acumulacion de producto durante una reaccién de PCR.
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La cinética de una reaccidon de PCR tedricamente seria una funcién de tipo exponencial. Sin
embargo en la practica se observa que la reacciéon es exponencial Unicamente hasta cierto
punto, ya que en el momento que comienzan a ser escasos los reactivos (como los dNTPs y
primers), la acumulacion de producto ciclo a ciclo comienza a ser menor hasta llegar a un
estancamiento. Es por eso que las curvas de cinética tienen una forma sigmoide (15). La PCR
en tiempo real se enfoca Unicamente en la fase exponencial de la reaccién para evaluar una
amplificacion exitosa y realizar la cuantificacidn. El ciclo de la reaccidn en el que la sefal
aumenta por encima del nivel de ruido de fondo, es utilizado como indicador de amplificacion
exitosa. Este ciclo es llamado cominmente ciclo umbral o Ct por sus siglas en inglés. Por lo
general, los termocicladores especializados son capaces de distinguir una sefial positiva por
encima del ruido de fondo, cuando la acumulacién de producto alcanza las 10 copias de
producto (24). El ciclo en el que la acumulacidon de producto alcanza un nivel detectable es
proporcional a la cantidad de ADN inicial, es por eso que esta técnica permite cuantificar el
material de partida. También permite calcular la eficiencia de la reaccién. Empiricamente, si
una reaccién posee una eficiencia del 100%, dos muestras con una concentracién inicial que
difieran en un factor de 10, poseen una diferencia en el Ct de 3,34 ciclos. La diferencia entre
valores de Ct de diluciones seriadas de una muestra permite calcular la eficiencia de la
reaccion.

Xn=xo(1+E)n

Formula 1: ecuacién de calculo de eficiencia. Xo es la cantidad de material de partida, Xn es la cantidad de
producto acumulado después de n ciclos, E es la eficiencia que puede tomar valores de entre 0 (0%) y 1 (100%)

Una de las principales ventajas del uso de esta técnica sobre la PCR convencional es el tiempo
que insume. Ademds de que los ciclos de amplificacion solo necesitan dos pasos
(desnaturalizacidn e hibridacion-extension), la deteccidn se lleva a cabo sin la necesidad de
alcanzar la acumulacién de producto final ni realizar una electroforesis, lo que también reduce
los riesgos de contaminacidn por manipulacién del operador.

Como ya se menciond, en este trabajo utilizamos como agente revelador SYBR Green, el cual
se une inespecificamente a cualquier ADN doble hebra presente en la mezcla de reaccién, por
tanto es necesario un segundo paso para confirmar que la seial obtenida se corresponde con
una amplificacién especifica. La identificaciéon del producto de amplificacién se da mediante la
construccion de una curva de melting. El fundamento de esta técnica se basa en que cada
amplicon posee una temperatura media de desnaturalizacién (temperatura a la cual la mitad
del ADN doble hebra se encuentra disociado) o Tm, la cual depende del largo de la secuencia 'y
del contenido GC de la misma. Una vez terminada la reaccién de amplificacidn, se realizan
aumentos sucesivos de temperatura en intervalos regulares y se monitorea la fluorescencia. A
medida que la temperatura aumenta, la fluorescencia va disminuyendo, alcanzando la tasa
maxima de pérdida al alcanzar la Tm del amplicén. La Tm puede visualizarse como un pico en
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la curva de melting. La Tm también depende en gran medida de la concentracién de iones en
la mezcla de reaccién, es por eso que es importante identificar claramente el pico de melting
cada vez que se utiliza una mastermix (mezcla de reaccién comercial compuesta por todos los
elementos necesarios para la reaccidn, excepto los cebadores) diferente, ya que las diferencias
en los buffers utilizados pueden causar diferencias en las curvas(24).

1.6.4. Anadlisis filogenético

Un analisis filogenético tiene como finalidad reconstruir las relaciones de parentesco entre
diferentes taxones (entendiendo por taxones a organismos, secuencias de ADN parciales,
genes completos, secuencias de aminodcidos, etc.). Las filogenias moleculares utilizan
secuencias tanto de nucledtidos como de aminodacidos como objeto de comparacién.

El primer paso a la hora de realizar un analisis filogenético, es elegir correctamente el conjunto
o set de secuencias a emplear. La correcta seleccién de secuencias esta dada por el tipo de
analisis que se busca efectuar, las secuencias deben ser comparables en el marco de los
pardmetros establecidos en nuestra hipétesis. Esto quiere decir, que si buscamos establecer
relaciones entre diferentes especies o miembros de una misma especie (como es el caso de
este trabajo), las secuencias elegidas deben ser homoélogas.

El segundo paso es alinear el set se secuencias elegido. El alineamiento multiple tiene como
propdsito asignar homologias posicionales. Se asume que los nucleétidos o aminoacidos
agrupados en una misma columna de un alineamiento multiple poseen una historia evolutiva
comun e independiente del resto de las posiciones de las secuencias. Los programas de analisis
filogenéticos utilizan estas historias evolutivas independientes para establecer relaciones entre
las secuencias(11).

El dltimo paso es realizar el andlisis propiamente dicho. Un arbol filogenético es una
representacioén grafica bidimensional de relaciones evolutivas (en el caso de arboles con raiz) o
similitud genética (en el caso de arboles sin raiz) entre un grupo de secuencias determinado.
Cada arbol estd compuesto por ramas y nodos. Cada rama representa el camino evolutivo
seguido por determinada secuencia, mientras que cada nodo representa una separacion en los
caminos evolutivos seguidos por una secuencia. A partir de ese punto, los caminos evolutivos
seguidos por las secuencias son completamente independientes entre ellos. Por ende, cada
nodo representa a un ancestro comun hipotético entre dos secuencias divergentes. Por otro
lado, la longitud de las ramas representa la cantidad de cambios que tuvieron lugar hasta
alcanzar la/s secuencia/s en esa rama (ya sea entre nodos o de un nodo a la secuencia actual).
El tiempo que les ha llevado a dos secuencias divergir desde su ultimo ancestro comun, es por
lo general desconocido. El largo de las ramas determina el nimero de cambios sufridos por
una y otra desde el punto en que se separaron, pero la tasa de cambio es dependiente de
multiples factores que por lo general no pueden estimarse. Por tanto, que una secuencia haya
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sido el resultado de mas mutaciones que otra, no necesariamente implica que el tiempo de
divergencia sea mayor.

Existen varios métodos de inferencia filogenética. El método de maxima parsimonia como dice
su nombre, identifica los arboles que reflejen el menor nimero de cambios evolutivos posibles
para definir las relaciones entre secuencias. En otras palabras, el método parte de la hipdtesis
que las diferencias entre dos secuencias estudiadas pueden ser explicadas por el nUmero mas
bajo de cambios evolutivos que expliquen esas diferencias. Los métodos de distancia
convierten el alineamiento multiple en una matriz de distancia, a partir de la cual agrupan las
secuencias de acuerdo al numero de diferencias entre ellas. Otro método que se ha utilizado
con mucha frecuencia en los ultimos afios para datos moleculares, en particular secuencias de
ADN, es el de maxima verosimilitud (maximum likelihood), que considera las fuerzas evolutivas
y las caracteristicas genéticas de los caracteres (10), escogiendo la hipdtesis (arbol
filogenético) que maximiza la probabilidad de observar los datos obtenidos. El andlisis de
maxima verosimilitud considera el ajuste entre un modelo del proceso evolutivo (las
probabilidades de mutacién de una base en otra, la importancia de la deriva génica, etc.), los
datos (secuencias de ADN) y cada uno de los arboles filogenéticos posibles. Asi, se encuentra el
mejor arbol o el que proporciona el valor de verosimilitud mas apropiado(36).
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2. Objetivos y estrategia de trabajo

2.1. Objetivo general

Generar conocimiento respecto a la presencia del virus Iris Yellow Spot Virus en cultivos de
cebolla en Uruguay

2.2. Objetivos especificos

e Confirmar por técnicas moleculares la presencia del virus Iris Yellow Spot Virus en
cultivos de cebolla en Uruguay

e Optimizar las técnicas de deteccion en cebolla basadas en PCR y PCR en tiempo real

e Determinar el posible origen de las cepas de virus detectadas, por medio de analisis
filogenético de las secuencias obtenidas

2.3. Estrategia de trabajo

Para realizar este trabajo, se utilizaron como materiales de partida muestras de tallos de
cebolla con sintomas de infeccidn recolectadas en campos semilleros asociados a la Facultad
de Agronomia en el afio 2007 y 2009.

Los ensayos mas comunmente utilizados para la deteccidon de Tospovirus estan basados en
técnicas seroldgicas, las cuales consumen mds tiempo y por lo general son menos sensibles y
confiables que las técnicas de deteccién moleculares. Es por eso que en este trabajo elegimos
el ajuste de técnicas moleculares como estrategia para llevar a cabo nuestros objetivos.

Dado que se trata de un virus a ARN la estrategia se basé en la extraccién del ARN total de la
planta y a partir de primers especificos se realizd una transcripcidon inversa (reverse
transcription) utilizando una ARN transcriptasa reversa para obtener el ADN copia. A partir de
éste se realizaron las reacciones de amplificacién por PCR y Real-Time PCR, tomando como
referencia el trabajo realizado por Pappu y colaboradores (28). Los primers que se utilizaron en
las reacciones de PCR amplificardn una regién del gen N del genoma del virus, el cual codifica
la proteina de nucleocdpside (Figura 13). El amplicon esperado como resultado de las
reacciones de PCR tiene unas 226 pares de bases. A partir de los resultados obtenidos para las
distintas muestras analizadas, se seleccionaron amplicones correspondientes a muestras de
distintos afios, los cuales fueron clonados y secuenciados. Tanto la transcripcién reversa como
las reacciones de PCR fueron llevadas a cabo utilizando primers especificos previamente
reportados (28).
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Secuenciado

¢ El ADNc obtenido se
utilizé para amplificar el
fragmento del gen viral
tanto por PCR
convencional como por

Real — Time PCR

Amplificaciéon

e Extraccion de RNA total
de plantas con sintomas

¢ Los amplicones
obtenidos fueron
clonados en E. coliy

posteriormente

enviados a secuenciar

e A partir del ARN total
extraido se sintetizo
ADNc utilizando primers

especificos

Figura 12: Representacion esquematica de los pasos seguidos en este trabajo para la
deteccion e identificacién de muestras infectadas por IYSV

Sitio de Circularizacion - 1

Figura 13: diana de las reacciones de
amplificacion. En rojo podemos observar
el amplicon obtenido perteneciente al
gen N, ubicado en el segmento S del
genoma viral. En lila estdn marcados los

nombres de los primers utilizados, asi Segmento S IYSV

3105 bp

como la posicién del segmento gendmico
donde se ubican

La bibliografia disponibles al comienzo del trabajo, organizaba al género en diferentes
serotipos, basados en resultados de ensayos de ELISA sobre antigenos virales. Por otra parte,
los datos filogenéticos presentes en dicha bibliografia eran escasos(8). Es por esto que en
primera instancia nos abocamos a construir una filogenia del género Tospovirus completo
utilizando como entrada secuencias del gen N. Se utilizd para este estudio el gen N dado que
es la regidon del genoma de tospovirus con mayor nimero de registros en GenBank, y por tanto
cubre la mayor diversidad de secuencias virales.

En segundo lugar, se realizéd un anadlisis para determinar el parentesco de las secuencias
detectadas en Uruguay al compararlas con otras de la misma especie del resto del mundo.
Para eso se obtuvieron secuencias del gen N de GenBank, con las cuales se realizaron PCRs in
silico con las secuencias de los primers utilizados en los ensayos de deteccién. En paralelo se
alinearon las secuencias de la base de datos con la de los amplicones obtenidos en nuestros
ensayos para confirmar que los fragmentos producidos en las PCRs in silico no pertenecian a
regiones diferentes del gen. A partir de este alineamiento se realizd una construccion
filogenética que permitié identificar el posible origen de la cepa/s viral/es presente/s en
nuestro pais.
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3. Materiales y métodos

3.1. Medios de cultivo y reactivos

Buffer de carga (para ARN): 80ul de Buffer NaPO, (100mM), 100ul de Azul de carga, 25ul de
bromuro de etidio (10mg/ml), 500ul de glicerol y 295ul de agua.

Azul de carga (para ARN): 1ml de Buffer NaPO, (100mM), 5ml de glicerol, 0,025g de azul de
bromo fenol, 0,025g de Xilenxianol y 4ml de agua

Agua DECP: 200l de solucién comercial de DECP (USB™) en un litro de agua destilada. Se deja
una noche en campana y se esteriliza en autoclave (15 minutos a 121°C)

Buffer Tris Borato (TBE) (10x): 108g de Tris base, 55g de acido bdrico y 40ml de EDTA 0,5M
pH=8 en un litro de agua destilada

Buffer de carga (5x) (para ADN): 0,25% de azul de bromo fenol y 30% de glicerol en agua
destilada.

Medio Luria-Bertani (LB): 10g de bacto-triptona, 5g de extracto de levadura, 10g de NaCl en
un litro de agua destilada. Ajustar el pH a 7. Esterilizar en autoclave (15 minutos a 121°C). Para
obtener LB agar, agregar 1,5% de bacto-agar ante de esterilizar.

Medio LB+Ampicilina+X-gal+IPTG (para seleccién de transformantes): una vez esterilizado el
medio LB-Agar, termostatizar a 50°C. Luego afiadir Ampicilina (concentracion final 50ug/ml),
40ul de X-gal (2%) y 4pl de IPTG (20%).

Medio SOB: 20g de bacto-triptona, 5g de extracto de levadura, 5g de NaCl en un litro de agua
destilada. Ajustar el pH a 7. Esterilizar en autoclave (15 minutos a 121°C).

Medio SOC: a 10 ml de SOB esterilizado y termostatizado a 50°C, afiadir 50ul de MgCl, (2M) y
200pl de glucosa (1M)

3.2. Muestras

Se trabajé con un total de 21 muestras de plantas de cebolla, 13 del afio 2007 y ocho del afio
2009, colectadas por el grupo del Dr. Guillermo Galvan de semilleros asociados a la Facultad de
Agronomia. Las muestras fueron congeladas y conservadas a -20°C hasta el momento de
realizar los ensayos.
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3.3. Extraccion de ARN

Se realizd la extraccién de ARN total de las células vegetales, a partir de aproximadamente
100 mg de tejido adyacente a las heridas producidas por la infeccién. El tejido vegetal fue
pulverizado en mortero utilizando nitrégeno liquido. Una vez obtenido, el material triturado se
congelé rapidamente a -70° para evitar la degradacién del ARN, hasta ser utilizado para la

extraccion.

La extraccién fue llevada a cabo mediante el uso del kit comercial RNeasy Plant Mini Kit de

Qiagen (Valencia, CA) y un protocolo a base de TRizol de Invitrogen (Carlsbad, CA)

3.3.1. Extraccion de ARN utilizando el RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen)

A 100mg de muestra pulverizada afiadir 450l de buffer RLC y mezclar con
vortex durante 15 segundos.

Transferir el lisado a una columna lila y centrifugar dos minutos a maxima
velocidad.

Recuperar el eluido en un eppendorf de 1,5ml limpio, afadir 220ul de
etanol puro para analisis y mezclar pipeteando.

Transferir el contenido del eppendorf a una RNeasy spin mini column vy
centrifugar durante 15 segundos a 10krpm. Descartar el contenido del
tubo colector.

Anadir 700ul de buffer RW1 a la columna y centrifugar por 15 segundos a
10krpm. Descartar el contenido del tubo colector.

Anadir 500ul de buffer RPE a la columna y centrifugar durante 15
segundos a 10krpm.

Afadir 500ul de buffer RPE a la columna y centrifugar durante dos
minutos a 10krpm.

Colocar la columna en un eppendorf de 1,5ml estéril. Ahadir 30ul de
RNAse free water y centrifugar durante un minuto a 10krpm.

Congelar a -70°C.

3.3.2. Extraccion de ARN utilizando TRizol (Invitrogen)

A 100mg de muestra pulverizada afiadir 1ml de TRizol. Mezclar con vortex
brevemente e incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos.
Agregar 200ul de cloroformo, mezclar con vortex durante 10 segundos e
incubar a temperatura ambiente por tres minutos.

Centrifugar durante 15 minutos a 10krpm a 4°C.

Recoger cuidadosamente el sobrenadante (incoloro) y transferirlo a un
eppendorf de 1,5ml.
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e Agregar 500l de isopropanol, mezclar con vortex durante 10 segundos y
dejar precipitar durante 10 minutos a temperatura ambiente.

e Centrifugar durante 10 minutos a 10krpm a 4°C.

e Remover el sobrenadante.

e Lavar el pellet de ARN con 1ml de etanol 75%, aplicar vortex por 10
segundos y centrifugar a 7krpm durante 5 minutos a 4°C.

o Descartar el sobrenadante y secar brevemente el pellet a temperatura
ambiente.

e Re suspender el pellet en 30-50pl de agua DEPC.

e Congelara-70°C.

3.4. Sintesis de ADNCc

La sintesis de ADNc fue llevada a cabo utilizando el kit M-MLV Reverse Transcriptase de
Invitrogen y el cebador IYSV-465c (Tabla 2).

Mezcla de reaccién A para una reaccion:

e 1ulde dNTPs 10mM
e 0,5uL de primer IYSV-465c 10uM
e 5,5ul de agua DECP

Mezcla de reaccién B para una reaccion:

e 4yl de 5x first strand buffer
e 2ulDTTO,IM
e 1uLRNAse OUT

Procedimiento:

e Mezclar 7ul de Mezcla de reaccién A con 5ul de ARN.

e Incubar durante 5 minutos a 65°C.

e Afadir 7ul de Mezcla de reaccion B y mezclar suavemente.

e Incubar durante dos minutos a 37°C.

e Afadir 1ul de M-MLV RT (200U/pl) y mezclar suavemente.

e Incubar a 42° por 45 minutos y paso seguido inactivar a 70° por 15 minutos.
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3.5. Reacciones de PCR

Las reacciones de PCR fueron llevadas a cabo utilizando la Tag DNA Polymerase de Invitrogen.
El producto esperado para estas reacciones es una banda de 226 pares de bases.

Mezcla de reaccién para una reaccion:

e 5ul de PCR buffer 10x

e 1,5ul de MgCl, 50Mm

e 3,125ul de dNTPs 10Mm

e 1,25ul de primer IYSV-465c 10uM

e 1,25ul de primer 1YSV-238f 10uM

e 2ul de ADNc (obtenido de la RT-PCR)
e 0,4ul de Tag polimerasa

e 35,475ul de agua MQ

Reaccioén:

e 94°C por 30 segundos

e 60°C por 30 segundos 40 ciclos

e 72°C por 20 segundos

e Extension final: 72°C por cinco minutos

Los productos de amplificacién fueron visualizados mediante electroforesis en gel de agarosa
1,2% con bromuro de etidio (0,5ug/ml). Se sembraron 3pul de producto de PCR mas 2ul de
Buffer de carga y se hicieron migrar durante media hora a 100V. Como referencia se siembré
1ul del marcador de peso molecular SmartLadder (Eurogentec)

Band size ng/band
~~10000 100
80
60
50
40
30
25
20
o\ 15
\ \ 1000 100
_\' 800 80
N\ 600 60
N 400 40
T~ 200 20

Figura 14: Marcador de peso molecular SmartLadder MW.1700-10 (Eurogentec)
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3.6. Real-Time PCR

Las reacciones de Real —Time PCR fueron llevadas a cabo en el equipo Rotor-Gene 6000
(Corbett Research), utilizando las mastermix Rotor-Gene SYBR Green PCR Kit (Qiagen) y
QuantiTec SYBR Green PCR Kit (Qiagen).

Mezcla de reaccidn para una reaccion:

e 5ul de SYBR Green mastermix

e 0,5ul de primer IYSV-465c 10uM
e 0,5ul de primer 1YSV-239f 10uM
e 3uldeagua MQ

e 1ulde ADNc

Reaccioén:

e 95°C durante 5 minutos
e 95°C durante 5 segundos .

35 ciclos
e 60°C durante 20 segundos

Melt: aumento de 60°C a 95°C a una tasa de 1°C cada 20 segundos

3.7. Preparacion del material para secuenciar

Los fragmentos obtenidos por PCR fueron ligados al vector pCR 2.1 de Invitrogen (Figura 15). El
vector posee una region multiple de clonado en el gen que codifica la subunidad alfa de la
beta-galactosidasa y un gen de resistencia a ampicilina. Ademds posee regiones
complementarias a los cebadores universales M13 que flanquean la region multiple de
clonado, los cuales fueron utilizados para secuenciar los fragmentos clonados. Las
transformaciones se realizaron por electroporacién en células de E. coli genotipo TOP10 [F-
mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) @80/acZAM15 AlacX74 recA araD139 A(ara-leu)7697 galU galK
rpsL endAl nupG]. La eleccién de transformantes con inserto se realizd6 mediante el método
de seleccién por alfa complementacién (colonias blancas con inserto, colonias azules sin
inserto.

3.7.1. Preparacion de células electro competentes

Los fragmentos de PCR fueron clonados en células de E. coli Top 10. Para la preparacién de
células electro competentes se realizd un pre cultivo en 3ml de LB durante una noche a 37°C.
Con 1ml de este pre cultivo se inocularon 250ml de LB y se incubd a 37 con agitacién (300rpm)
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hasta que la DOgy del cultivo se encontré entre 0,5 y 0,7. Posteriormente se transfirio el
cultivo a tubos de centrifuga de 50ml y se dejaron enfriar en hielo durante 20 minutos. Se
centrifugaron durante 15 minutos a 4°C a 4000g, se elimind todo el sobrenadante y se re
suspendid el pellet en 1 volumen de glicerol 10%. Se juntaron las células en dos tubos, se
centrifugd en las mismas condiciones y se re suspendieron en % volumen de glicerol 10%. Se
volvié a centrifugar en las mismas condiciones y el pellet fue re suspendido en 1/25 de
volumen de glicerol 10%. Se realizaron alicuotas de 50yl en tubos eppendorf, se congelaron en
nitrégeno liquido y se guardaron a -70°C.

3.7.2. Ligacién
La ligacidn se realizé utilizando el TA cloning kit de Invitrogen
Mezcla de reaccidén de ligacion:

e 2ul de producto de PCR

e 1pulde 10X Ligation Buffer
e 2uldepCR2.1(25ng/pl)
e Aulde agua MQ

e 1ul DE T4 Ligase

Incubar la mezcla de reaccion a 14° durante una noche
Precipitacién con tRNA
Mezcla de reaccién:

e 5ul de mezcla de reaccidn de ligacion
e 5ul de solucion de tRNA

e 10ul de agua MQ

e 50uL de etanol 96%

Procedimiento:

e Centrifugar a 12krpm durante 20 minutos a 4°C

e Descartar el sobrenadante

e Lavar el pellet con 100ul de etanol 70%

e Centrifugar a 12krpm durante 20 minutos a 4°C

e Descartar el sobrenadante y secar el pellet a 45°C durante 40 minutos
e Resuspender el pellet en 2ul de agua MQ
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lacZo ATG

M13 Reverse Primer Hmldlll Knlm Sacll Blanﬂ\ S;Im\
CAG GAA ACA GCT ATG AC|C ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA
GTC CTT TGI CGA TAC TG|G TAC TAA TGC GGT TOG AAC CAT GGG TCG AGC CTA OGT GAT

lerxl EG?HI EDIDFH
GTA ACG GOC GCC AGT GTG CTG GAA TTC GGC TTFSSymymumy. GCC GAA TTC TGC
CAT TGC CGG CGG TCA CAC GAC CTT AAG CCG AL TT COG CTT AAG ACG
Aval
FaeAT |
EcoRV BstX | Not | Xho | Nsi | Xba | Apal

| | | | [ |
AGA TAT CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG (CCC TAT
ac

TCT ATA GGT AGT GTG ACC GOC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT OCC GGG TTA AGC |GGG ATA
*

T7 Promoter 13 Forward (-20) Primer
AGT GAG TCG TAT TA CAAT TCA |CTG GOC GTC GIT TTA ClAA CGT CGT GAC TGG GAA AAC
TCA CTC AGC ATA AT|GTTA AGT [GAC COG CAG CAA AAT G|TT GCA GCA CTG ACC CTT TTG

Figura 15: vector de clonado pCR 2.1 (Invitrogen)

3.7.3. Transformacion
Procedimiento:

e Enfriar celdas en freezer, eppendorf y soluciones en hielo.
e Descongelar células en hielo durante dos minutos.

e Luego de descongeladas las alicuotas de células, transferirlas al eppendorf con los 2pl

de ADN precipitado con tRNA y dejar en hielo un minuto.
e Transferir la mezcla a la celda y electroporar (2,5 KV durante 5 milisegundos)
e Agregar rapidamente 1ml de SOCy mezclar por inversion.
e Incubar durante una hora a 37°C.

e Plaquear en LB+Ampicilina+Xgal+IPTG 10ul de cultivo en una placa, 100ul de cultivo en

otra placay el resto del cultivo en una tercer placa e incubar una noche a 37°C.

3.7.4. Extraccion del ADN plasmidico

Procedimiento:

e Tomar una colonia blanca de la placa de LB+Ampicilina+Xgal y realizar un cultivo

overnight en 3ml de LB+Ampicilina a 37°C con agitacién moderada.

e Transferir 1ml del cultivo a un eppendorf y centrifugar a 9krpm durante dos minutos.

Eliminar el sobrenadante.
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e Afiadir 0,2ml de buffer TE + ARNasa (0,1mg/ml) y re suspender el pellet.

e Afadir 0,2ml de solucién Il (1% SDS, 0,2M NaOH).

e Afiadir 0,2ml de solucidn Il (60% KAc 5M, 11,5% HAc glacial).

e Dejar 15 minutos en hielo.

e Centrifugar a 12krpm durante 10 minutos, recuperar el sobrenadante

e Afiadir un volumen de fenol:cloroformo:isoamilico y mezclar por inversién. Centrifugar
durante seis minutos a 9krpm y luego recuperar la fase acuosa.

e Afiadir un volumen de cloroformo:isoamilico. Centrifugar durante seis minutos a
9krpm y recuperar la fase acuosa.

e Afadir dos volumenes de etanol 96% y centrifugar a 12krpm durante 15 minutos a 4°C.

e Lavar el pellet con 1ml de etanol 70%, y centrifugar a 12krpm durante 15 minutos a
4°C.

e Resuspender el pellet en 30ul de agua MQ.

El ADN extraido se visualiza mediante electroforesis en gel de agarosa 1,2% con bromuro de
etidio (0,5ug/ml). Se mezcla 1ul de ADN con 2ul de Buffer de carga y se carga el gel. Luego se
migra durante 45 minutos a 100V. Como referencia se siembra 1ul del marcador de peso
molecular SmartLadder (Eurogentec)

Tabla 1: primers utilizados en los ensayos de deteccion. Fuente: Pappu et al. 2008

Nombre Secuencia 5°-3’
IYSV-465c CAGCAAAGTGAGAGGACCACC
IYSV.239f TGAGCCCCAATCAAGACG

3.8. Generacidon de bases de datos para realizar los andlisis filogenéticos

3.8.1. Filogenia del género Tospovirus

Para realizar la construccion filogenética del género Tospovirus, se seleccionaron secuencias
de aminoacidos completas de la proteina N viral. Se tomaron todas las secuencias anotadas en
GenBank hasta julio de 2010 (aproximadamente 1000 secuencias) y luego se procedid a
depurar la base de datos. El primer paso fue separar las secuencias por especie y luego
recuperar (en los casos que fuera posible) las tres secuencias mas informativas por especie.
Para realizar esta tarea se crearon archivos multi fasta que incluian Unicamente secuencias de
una misma especie. Estos archivos fueron procesados utilizando el software TCoffee instalado
en una computadora con sistema operativo Linux.
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Procedimiento desde la linea de comandos:

En primer lugar debemos dirigirnos al directorio donde se encuentra nuestro archivo multi
fasta y luego escribir lo siguiente:

t_coffee —other pg seq reformat —in BASE DE DATOS. prt —action +trim _seq n3

—output fasta_ se

Esta orden nos devuelve un archivo con las tres secuencias mas informativas del grupo.
Muchas veces encontramos anotadas secuencias anotadas incompletas que el programa
considera informativas, es por eso que la base de datos original debe depurarse manualmente
cada vez que una de estas aparece y repetir el proceso hasta que el programa nos devuelva
tres secuencias completas.

3.8.2. Filogenia de IYSV

Un total de 15 secuencias del gen N de IYSV fueron obtenidas de GenBank, intentando
contemplar la mas amplia distribucién geografica posible. A estas secuencias se les practicaron
PCRs in silico utilizando el software pDRAW 32 (AcaClone Software) utilizando como primers
las mismas secuencias de los primers usados en los ensayos de deteccidn (Tabla 1). Una vez
obtenidos estos fragmentos, fueron alineados uno a uno con la secuencia 1T3 obtenida en este
trabajo, para confirmar que no se trataran de regiones diferentes del gen.

3.9. Construccidn de filogenias

Ambos arboles fueron construidos siguiendo los mismos pardmetros. El set se secuencias
obtenido fue alineado usando el programa MUSCLE. Los arboles fueron construidos utilizando
el algoritmo de méxima verosimilitud; el método de substitucion elegido fue el Jones-Taylor-
Thornton, el método de inferencia heuristico fue el Nearest-Neighbor-Interchange, y el test
elegido fue el de bootstrap con 500 repeticiones. Tanto los alineamientos como las
construcciones filogenéticas fueron realizados usando la suite bioinformatica MEGA 5
(Tamura, Peterson, Stecher, Nei, and Kumar 2011).

Las representaciones graficas de los drboles usadas en la seccidon Resultados y Discusion,

fueron creadas usando el software FigTree (http://tree.bio.ed.ac.uk) a partir de los archivos de
salida producidos con el software MEGA 5.
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Tabla 2: numeros de acceso de secuencias utilizadas en el analisis

del género

Nombre
Groundnut bud necrosis virus
Groundnut bud necrosis virus 2
Groundnut bud necrosis virus 3
Peanut bud necrosis virus
Peanut bud necrosis virus 2
Peanut bud necrosis virus 3
Groundnut ringspot virus
Groundnut ringspot virus 2
Groundnut ringspot virus 3
Melon yellow spot virus
Melon yellow spot virus 2
Melon yellow spot virus 3
Impatiens necrotic spot virus
Impatiens necrotic spot virus 2
Impatiens necrotic spot virus 3
Tomato chlorotic spot virus
Tomato chlorotic spot virus 2
Tomato chlorotic spot virus 3
Tomato spotted wilt virus
Tomato spotted wilt virus 2
Tomato spotted wilt virus 3
Watermelon bud necrosis virus
Watermelon bud necrosis virus 2
Watermelon bud necrosis virus 3
Zucchini lethal chlorosis virus
Chrysanthemum stem necrosis virus
Capsicum chlorosis virus
Capsicum chlorosis virus 2
Capsicum chlorosis virus 3
Iris yellow spot virus
Iris yellow spot virus 2
Iris yellow spot virus 3

Physalis severe mottle virus
Peanut yellow spot virus
Peanut yellow spot virus 2
Tomato zonate spot virus

Numero
170282972
170282970
170282968
224038466
224038464
224038462

7582413
21314572
5705889
77681093
77681091
77681089
102695474
102695461
90307983
15778427
10802904
265007
110752466
110752464
110752462
222822707
222822705
222822703
6119733
6119731
170282980
163717337
238558291
225195558
73532976

33621127
4958987
43300992
2735924
170676270
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Tabla 3: nimeros de acceso de secuencias utilizadas en

filogenia de IYSV

Origen
BRASIL
CASMA (PERU)
CHILE
GEORGIA (USA)
GUATEMALA
INDIA
ISRAEL
JAPON
WASHINGTON (USA)
AUSTRALIA
URUGUAY 1T3
URUGUAY 093F
URUGUAY 091T
SRI LANKA
SERBIA
ITALIA
HAWAI
TSWV

Numero de acceso
AF067070
DQ838588
DQ150107
D1838594
DQ838589
DQ270004
AF271219
AB121025
D1233470
AY345226
GU550518

SIN ANOTAR
SIN ANOTAR
GU901211
EU750697
FJ842095
HM776016
AB175809
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4. Resultados y Discusion

4.1. Extraccion de ARN

En la figura 16 podemos observar una electroforesis en gel de agarosa para siete muestras de
ARN, tres extraidas siguiendo el protocolo a base de TRizol y cuatro mediante el RNeasy Plant
Mini Kit de Qiagen. Es posible observar dos bandas bien definidas que corresponden a las
subunidades 28S y 18S de ARN ribosomal de la planta. La aparicidon de estas bandas demuestra
qgue el ARN no se degradé en el proceso de extraccién

Figura 16: electroforesis en gel de agarosa del ARN total extraido de plantas infectadas.
En los carriles dos al cinco podemos observar el ARN extraido utilizando el kit comercial,
mientras que en los carriles del seis al ocho el ARN extraido siguiendo el protocolo a base
de TRizol. En el carril uno se observa el blanco (los carriles se cuentan de izquierda a
derecha).

4.2. Deteccion basada en PCR

Para los primeros ensayos se seleccionaron dos muestras con sintomas claros de virosis
recolectadas en el afio 2007 que se identificaron como 1T3 y 2T1. A estas muestras se les
hicieron extracciones de ARN por cuadruplicado en el caso de 1T3 y por triplicado en el caso de
2T1. Luego de realizada la extraccién se procedid a la sintesis de ADNc. EIl ADNc obtenido fue
utilizado como molde para los ensayos de PCR, los cuales llevaron muchos ajustes vy
variaciones en el protocolo hasta llegar al utilizado en este trabajo (datos no incluidos). La
figura 17 presenta una electroforesis en gel de agarosa con los primeros resultados positivos
para estas muestras. La banda observada es ligeramente mayor a 200 pares de bases, lo cual
se corresponde con los resultados esperados (una banda de 226 pares de bases). El producto
de PCR de la muestra 1T3 fue enviado a secuenciar, confirmando de esta manera que el
amplicon correspondié a un fragmento del genoma viral (GenBank Accesion GU550518)
(Figura 18)
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Figura 17: electroforesis en gel de agarosa de las muestras 1T3y 2T1. Enla
figura se observan los resultados de las amplificaciones por duplicado para las
4 extracciones de ARN de la muestra 1T3 (carriles del 1 al 8) y las 3
extracciones de la muestra 2T1 (carriles del 9 al 14). En el carril 15 se corrié el
blanco
e BLAST My NCBI e
Home Recent Results Saved Strategies Help
"V NCBIBLASTI blastn sultel Formatting Resulis - UDO23SOROIN
Edit and Resubmit ~ Save Search i pFormatting options ~ >Download
GU550518:Iris yellow spot virus isolate 1T3...
Query ID qi|289655658|gb|GU550518.1 Database Name nr
Description Iris yellow spot virus isolate 1T3 nucleocapsid protein gene, partial cds Description  All GenBank-+EMBL+DDBI+PDB sequences (but no EST, STS,
Molecule type nucleic acid GSS, environmental samples or phase 0, 1 or 2 HTGS sequences)
Query Length 226 Program BLASTN 2.2.23+ b Citation

Other reports: pSearch Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results

¥ Graphic Summary

Distribution of 10 Blast Hits on the Query Sequence &

|Mouse over to see the defline, click to show |

Color key for alignment scores
<40 40-50 50-80 80-200 >=200
auery |

I I 1 ]
0 40 30 120 160 200

¥ Descriptions
Legend for links to other resources: M unicene 3 ceo [E Gene B structure [ Map Viewer

S producing signi
Accession | Description | Max score Total score Query coverage |_ E value Max ident Links
GU550518.1 Iris yellow spot virus isclate 1T3 nucleocapsid protein gene, parti 418 418 100% 6e-114 100%
AY345227.1 Iris yellow spot virus isclate VIC-1 nucleocapsid (N) gene, compl 385 385 100% 6e-104 97%
AYS556424.3 Iris yellow spot virus from Australia nucleocapsid protein mRNA, 379 379 100% 3e-102 96%
AY345226.1 Iris yellow spot virus isclate NSW-1 nucleocapsid (N) gene, comp 378 379 100% 3e-102 96%
AB181370.1 Iris vellow soot virus N aene for nucleocaosid orotein. comolete « 379 379 100% Je-102 96% 2

Figura 19: captura de pantalla de un BLAST realizado a la secuencia del amplicon 1T3. Es posible observar la
similitud con otras secuencias de I1YSV, lo que confirma la presencia del virus en muestras nacionales.

Una vez optimizado el protocolo de deteccidon se procedid a realizar el analisis de mas
muestras correspondientes tanto al afio 2007 como del 2009. En la figura 19 observamos dos
geles correspondientes a muestras positivas del afio 2007 y 2009. La figura 20 muestra una
electroforesis de 5 muestras positivas y la sintomatologia observada en dichas plantas. Las
muestras 1T3, 2T1 y 092T1 presentaban sintomas clasicos asociados a la enfermedad, mientras
que en la muestra 093T presenta heridas de una forma mas irregular y la muestra 094T
practicamente no presentaba sintomas.
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Figura 19: muestras positivas. El gel A muestra resultados positivos para muestras 2007 y el gel B para muestras
2009. Gel A: carril 1-muestra 1T3, carril 2-muestra 2T1, carril 3-muestra 1T5, carril 4-muestra 1T2, carril 5-
muestra 1T7, carril 6-blanco. Gel B: carril 1-muestra 091T, carril 2-muestra 09272, carril 3- muestra 092T1,

carril 4-muestra 093T, carril 5-muestra 093F, carril6-blanco, carril 7-control 1T3.

Muestra 093T afno 2009

T
N\
TR
o

Muestra 1T3 afio 2007

Muestra 094T aio 2009

Muestra 2T1 afio 2007

Figura 20: distintas sintomatologias asociadas a la
infeccién por IYSV

Estos resultados corroboraron la sospecha inicial de que el virus esta presente en nuestro pais.
Asimismo, permitieron asociar diferentes sintomas con la infeccién viral como por ejemplo el
resultado positivo de la muestra 093T con manchas necroéticas irregulares. Otro punto
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interesante es que se detectd la presencia del virus en una muestra asintomatica que se
encontraba cercana a plantas infectadas al momento de su recoleccion.

4.3. Real-Time PCR

4.3.1. Primeros ensayos de deteccion

La deteccién por Real-Time PCR fue llevada a cabo segln se describe en materiales y métodos.
Para realizar los ajustes se utilizé el ADNc de la muestra 1T3. La figura 21 presenta la gréfica de
cinética de la reaccién y la curva de melting utilizando la mastermix de Qiagen Rotor-Gene
SYBR Green. Es posible observar amplificacién positiva para ambos duplicados y un pico de
melting a una temperatura aproximada de 81°C. Como parte de la optimizacién se probd el
protocolo con otra mastermix también de Qiagen, la QuantiTec SYBR Green para comparar
cual daba mejores resultados. La figura 22 presenta las graficas de cinética y curvas de melting
para la muestra 1T3 con ambas mastermix. Podemos observar claramente que la mezcla de
reaccion Rotor-Gene SYBR Green (color rosa) es mucho mas sensible que la mezcla de reaccion
QuantiTec SYBR Green (azul), ya que la diferencia en los valores de CT es de alrededor de 10
ciclos. También se observé una diferencia de 2°C en la curva de melting.

Figura 21: amplificacion de Ila
muestra 1T3. En la parte superior
de la figura podemos observar la
curva de amplificacion  para la
muestra 1T3 por duplicado en color
verde. En color azul se observa el
blanco. La imagen inferior muestra
la curva de melting de la reaccidn.
” Es posible identificar claramente un

"’ - : = ; pico a la temperatura de 81°C.

arur
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10 Figura 22: comparacién de la
sensibilidad de la mastermix Rotor-
Gene SYBR Green y QuantiTec SYBR
Green. Se observa la clara
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La diferencia tan significativa observada en el grado de sensibilidad de la reaccién de los dos
protocolos evaluados, determiné el uso de la mastermix Rotor-Gene SYBR Green para
continuar con los ensayos de deteccion.

4.3.2. Comparacion de los métodos de extraccion de ARN

Se realizé un ensayo para comparar la influencia del método de extraccion de ARN utilizado a
la hora de detectar la presencia del virus. Para esto se pulverizaron 200ug de la muestra 1T3 y
se utilizaron 100ug para realizar una extraccién siguiendo el protocolo a base de TRizol y
100pg para realizar la extraccidn utilizando el kit comercial. Luego de terminadas las
extracciones se realizaron las retro amplificaciones y amplificacion por Real-Time PCR en
paralelo, de forma de poder comparar si existen diferencias en la deteccion que hagan
inclinarse por un método u otro.

La figura 23 presenta las curvas de cinética para las muestras. Podemos observar un Ct menor
para la muestra extraida con TRizol de aproximadamente dos ciclos. Aunque esta diferencia
implique una cantidad mayor de ADNc inicial, no fue tan significativa como para preferir un
método sobre otro. Sin embargo la extraccién utilizando el kit garantiza la ausencia de
contaminacidon con ADN gendmico de la planta y otros agentes inhibidores (como fenol y
cloroformo). Por lo tanto, este método de extraccion es el que se eligié para continuar con los
ensayos.
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Figura 23: comparacién entre métodos de extraccion de ARN. En la parte superior
observamos las curvas de cinética para las muestras testeadas y en la parte inferior
las curvas de melting. La muestra extraida utilizando TRizol se muestra en color lila y

la extraida con el kit comercial en verde

4.3.3. Analisis de muestras

Luego de realizados los ajustes metodoldgicos, se procedio a realizar ensayos de deteccidon con
un set de muestras del afio 2007 y 2009. Fue posible detectar la presencia del virus en cinco
muestres del afio 2007 y cinco del afo 2009

En la figura 24 observamos las curvas de amplificaciéon de las muestras 1T3, 2T1, 1T5, 1T2 y
1T7. De los valores de Ct se deduce que la cantidad de ADNc inicial es bastante similar para las
muestras 1T3, 1T5, 1T2 y 1T7, mientras que para la muestra 2T1 es algo menor.
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Figura 24: amplificacion de muestras del afio 2007. En verde 1T3, en amarillo 1T5, en
azul 1T2, en rojo 1T7 y en lila 2T1

Los resultados de la curva de melting muestran que las amplificaciones obtenidas fueron
especificas, ya que todas las muestras presentaron un pico en el entorno a los 81°C. Es
interesante observar la presencia de un segundo pico en la muestra 2T1. La razén de esta
observacién, es que el ARN de esta muestra fue obtenido siguiendo el protocolo a base de
TRizol (ver Materiales y Métodos) y no se realizd ningln tratamiento con DNAsa, por lo que es
posible que la muestra contenga restos de ADN gendmico de la planta, los cuales se revelan a
la hora de realizar la curva de melting.
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Figura 25: melting de muestras del afio 2007. En verde 1T3, en amarillo 1T5, en azul
172, enrojo 1T7 y en lila 2T1

La figura 26 muestra la amplificacion de las muestras 091T, 092T2, 092T1, 093T y 093F,
correspondientes al afio 2009.

43



09 Replicate View|

Horm. Fluoro

®

01
Threshold /
0.0 T T U T

10 15 20 25 30
Cycke

Figura 26: amplificacién de muestras del afio 2009. En amarillo 091T, en azul 09272,
en rojo 092T1, en verde 093T y en lila 093F
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Figura 27: melting de muestras del afio 2009. En amarillo 091T, en azul 09272, en
rojo 092T1, en verde 093T y en lila 093F

4.3.4. Ventajas de la deteccion basada en Real-Time PCR

Existen varias ventajas en el uso de Real-Time PCR sobre el uso de PCR convencional, ademas
del menor tiempo que insume y la menor manipulacidn por parte del operador. La primera es
que la PCR en tiempo real nos permite evaluar la eficiencia de la reaccidn, dandonos la opcion
de realizar las modificaciones necesarias hasta lograr obtener un protocolo realmente fiable.
La segunda ventaja que posee esta técnica es su mayor sensibilidad. Muchas veces la cantidad
de producto final de la reaccidén no es suficiente como para poder ser visualizada en un gel y
por tanto podemos llegar a obtener resultados negativos falsos. La cantidad de producto final
depende principalmente de la disponibilidad de reactivos (dNTPs, Taq y primers), y una vez que
uno de estos se acaba, la reaccidon entra en una fase estacionaria en la cual no hay mas
amplificaciéon sin importar cuantos ciclos mas haya por delante. Pero también existe una
relacidn entre la cantidad de muestra inicial y el tiempo. A menor cantidad de muestra (en este
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caso ADNc), mas ciclos son necesarios para alcanzar la cantidad maxima de producto, y
muchas veces la cantidad de muestra inicial no es la suficiente para alcanzar una cantidad de
producto necesaria para ser detectada en un gel después de la cantidad de ciclos elegida para
la reaccion (generalmente entre 35 y 40 ciclos). La PCR en tiempo real permite observar la
cinética completa de la reaccidén, y la interpretacion de un resultado como positivo es
independiente del producto al final de la reaccién; estda dado en primer lugar por la
identificacion del punto en que la reaccidn entra en fase exponencial (Ct) y, en el caso de usar
SYBR Green como agente revelador, por la curva de melting. Es por esto que la deteccidn
basada en PCR en tiempo real presenta una importante ventaja sobre la PCR convencional.

Para comparar los limites de deteccién de ambas técnicas y calcular la eficiencia de la reaccion,
se realizaron diluciones seriadas del ADNc de la muestra 092T2 (1:10, 1:100 y 1:1000), y se
procedid a amplificar las mismas por ambos métodos en paralelo. Mediante la técnica de Real-
Time PCR se logran amplificaciones positivas en las tres diluciones, mientras que por PCR
convencional Unicamente logramos detectar el ADNc diluido al décimo y al céntimo (Figuras 28
y 29).

Este resultado demostrd que la deteccion por Real-Time PCR es mas sensible que la deteccidn
por PCR convencional, ya que es posible detectar cantidades menores de ADNc viral y evitar
falsos negativos. Esto es importante ya que la cantidad de ADNc obtenido al final del proceso
de sintesis puede variar, dependiendo de la cantidad de ARN viral presente en las muestras,
errores en la extraccién o degradacidn, e incluso posibles inhibiciones o bajo rendimiento de la
transcripcidn reversa. También se comprobd que la eficiencia de la reaccion fue alta (98%).

Figura 28: electroforesis en gel de agarosa
de las reacciones de PCR de las diluciones
de la muestra 092T2. Es posible observar
amplificacién positiva Unicamente en las
diluciones 1:10 y 1:100 (carriles 3 y 4). El
control negativo, el blanco y la dilucion

1:1000 no muestran amplificacion
(carriles 1,2 y 5 respectivamente
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Figura 29: amplificacién por Real-Time PCR de las diluciones de la muestra
092T2. En verde, las amplificaciones de las tres diluciones mientras que en
rojo esta marcado el control negativo y en azul el blanco. La curva de melting
muestra que las tres diluciones tienen el mismo pico en la temperatura
esperada, mientras que el blanco y el control negativo poseen picos
inespecificos, posiblemente debido a la formacién de dimeros de primers

Cycling Afte 35).Green (Page 1):
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Figura 30: eficiencia de la reaccidn. La grafica muestra que la eficiencia de la
reaccion es del 98%
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4.4. Clonado y secuenciado

El clonado de productos de PCR fue llevado a cabo con dos objetivos. El primero fue la
conservacion de dichos fragmentos para ensayos posteriores y el segundo para multiplicarlos y
obtener cantidades suficientes de producto para su secuenciacion. El proceso completo de
ligacidn, clonacion y extraccion de ADN plasmidico fue llevado a cabo segln se describio en
materiales y métodos.

Figura 31: extraccion de ADN plasmidico de clones transformados. En la

figura se muestra un gel en el cual se corri6 1pl del ADN extraido de varios
clones transformados con el fragmento viral ligado al vector

Se realizaron ensayos con productos de PCR de diez muestras diferentes, logrando clonar
exitosamente dos de ellos (muestras 091T y 093F)

el L] &0
] ] |
GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTATTTAGGTGACACTATAGA

0 ] 100 [Bamti s
- ]
ATACTCAAGCTATGCATCAAGCTTGGTACCGAGC TCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAAT

e
160 180
[ ]
CTGCAGATIATCCATCACACTGGCGGCCGC|TCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAAT

Frot 240
| I

TCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTAC

TCGGCTAAGACHAATT
-1

Figura 32: Regidn polilinker del vector pCR 2.1
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En la figura 32 se observa la secuencia de la regién polilinker del vector de clonacién. El vector

comercial viene en forma linealizada, abierto en la regién entre los dos sitios de digestién de
EcoRl, donde se liga el producto de PCR deseado.

4.4.1. Analisis de clones

Clon A9 (muestra 091T)

A9

A9

A9

A9

A9

A9

A9

20 a0 & Hindlll

I I 1 '
CAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAGCTATTTAGGTGACACTATAGAATACTCAAGCTATGCATCAJA

80 BamHI 100 124ECORI 140
| Iy |

4 7
GCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTCAGCAAAGTGAGAG
—Y E—Y A

160 180 200
| I |
GACCACCTAGCGTCAGCATGATCCTAGCTGTAGTTGCATCAAACTTGGTACTAGGTTTCAAACCATATGCAC

220 240 260 280
| I | |
TTACCAGAGGAAGCCCGCAGATTTTTTCATACATTTTCTGTTTCTCCTTCTCATTCTTTTGTTCAATCAGTT

300 320 340 360
I | | I
CTACAAGCATTCTAGCCCTGATAAAGCCTTCTAACCTCCTGAATGTCCAATCGTCTTGATTGGGGCTCAAAG

EcoRl| [Pstl] [EcoRV],, Xholl,,, 20

| v | 1
CC& ATTCTGCA AT]%TCCATCACACTGGCGGCCGCTCGAGCATGCA CTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATA

440 460
I |
GTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTAC

Figura 33: fragmento ligado en el clon A9

La figura 33 muestra que dentro del SMC se ha insertado una secuencia fordnea. La secuencia

clonada es la siguiente:

CAGCAAAGTGAGAGGACCACCTAGCGTCAGCATGATCCTAGCTGTAGTTGCATCAAACTTGGTACTAGGTTTCAAACCATATGC
ACTTACCAGAGGAAGCCCGCAGATTTTTTCATACATTTTCTGTTTCTCCTTCTCATTCTTTTGTTCAATCAGTTCTACAAGCATTCTA
GCCCTGATAAAGCCTTCTAACCTCCTGAATGTCCAATCGTCTTGATTGGGGCTCA
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100%
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Figura 34: alineamiento de dos
secuencias virales nacionales

La figura 34 muestra el alineamiento entre la secuencia complementaria al fragmento clonado
y la secuencia de IYSV de Uruguay. Este alineamiento confirma que lo que se clond fue el
amplicén esperado.

Clon E6 (muestra 093F)

20 40 ) 80
I I 1 I
E6 GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTATTTAGGTGACACTATAGAATACTCAAGCTATG

100 BamHl 120 EcoR] .

| 1 | |
E6 CATCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTTGAGCCCCAATCAAGACGATT
E—Y A E—Y

[Hindiil

180 200 220 240

| I | |
E6 GGACATTCAGGAGGTTAGAAGGCTTTATCAGAGCTAGAATGCTCGTGGAACTGATTGAACAAAAGAATGAGAAGGAGAAACAGAA

260 280 300 320 340

1 I ! I !
E6 AATGTATGAAAAAATCTGCGGGCTTCCTCTGGTTAGTGCATATGGTTTGAAACCTAGTACCAAGTTTGATGCAACTACAGCTAGG

50 o |EcoRl [Pstl] [EcoRV] Xhol] .,y
| | I 7 |
ES ATCATGCTGAGCAGTAGGTGGTCCTCTCAGTTTGCTGAAGCCGAATTCTGCAGATIATCCATCACACTGGCGGCCGC[TCGAGCATGE

—-Y

o 480 480

| I |
E6 ATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTAC

Figura 35: fragmento ligado en el clon E6

La figura 35 muestra otro clon obtenido (E6 de la muestra 093F) para el cual se corrobora
dentro del SMC se ha insertado una secuencia foranea. La secuencia clonada es la siguiente:
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TGAGCCCCAATCAAGACGATTGGACATTCAGGAGGTTAGAAGGCTTTATCAGAGCTAGAATGCTCGTGGAACTGATTGAACAA
AAGAATGAGAAGGAGAAACAGAAAATGTATGAAAAAATCTGCGGGCTTCCTCTGGTTAGTGCATATGGTTTGAAACCTAGTAC

CAAGTTTGATGCAACTACAGCTAGGATCATGCTGACACTAGGTGGTCCTCTCACTTTGCTGA

20 40

| |
Fragmrnto clonado TGHCEEEEAN TEAECAECAT TCCABATTEA GCEGGTTHCA HGCETTTATE 50
Unguay TGHGEBEEAN TEARCHEGAT TecABATTEE GGAGGTTAGH HccETTTATE so

Consensus TGAGCCCCAA TCAAGACGAT TGGACATTCA GGAGGTTAGA AGGCTTTATC

et [T (TTTTTITT TITTTTTTI (Y

Fragmrnto clonado IGIGIIIGII fclTHcTcGHE lIIGlllGll BERRRGCHATG IGIIGGIGII 100
Uuguay HGGGETHGHN TcETEGTEGE HMETGATTCHAE EEAERGGATC HGEEGGHGHE 100

Consensus AGNGCTAGAA TGCTCGTNGA ACTGATTGAA CAAAAGNATG AGAAGGAGAA
100%

G t
onserval \02% I M n

120 140

| [}
Fragmmto clonade HENcEEAETc FATcHEEAER FETcEcccET TEETETccTT HcFicEATETG 150
unuguay HESGEEAETc TETCAREAEA TETcBcccET TEETETcGTR HcmcEATETG 150

Consensus ACAGAAAATG TATGAAAAAA TCTGCGGGCT TCCTCTGGTN AGTGCATATG

AL TR TP T VT TTRVTVIL)

Fragmrnto clonado GlllGlllll TAGTABEAAGC lllGllGlll BTARACETAG GIIIIIGIIG 200
Uuguay GTETGHANEE THcTABEEEc mmmcATCEAR BTAEAGETEc GETEATGETG 200

Cunsensus GTTTGAAACC TAGTACCAAG TTTGATGCAA CTACAGCTAG GATCATGCTG

Cunservat\on

Fragmmtoclonado EESETEGGEG Glllllllll TFTGETCH 220
Umg ay AERETRGceTc cTEETETEEE TEWcEm- - 226

ssssssss ACACTAGGTG GTCCTCTCAC TTTGCTGA

LR T FEe e

Figura 36: alineamiento de secuencias

Conservat\on

virales nacionales

El alineamiento de la secuencia clonada con la secuencia 1T3 confirmdé que se trataba del

amplicén esperado (Figura 36).
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Comparacion de secuencias

El alineamiento multiple de los clones positivos E6 (muestra 093F), A9 (muestra 091T) de 2009,
mas la secuencia 1T3 previamente secuenciada de 2007, no arrojé ninguna diferencia

significativa entre ellas (Figura 37). Es mas, se puede apreciar que las cepas 2009 no se

diferencian de la cepa 2007, por tanto podemos afirmar que no estamos en presencia de

nuevas cepas diferentes.

20 40

| |
Ec TCHCEEEEAA TEARCAEGAT TeCHEETTEA GGHEGGTTHCE HGGETTTATE so
A TGHGEEEEAN TEANCABGAT TCCAEATTEA GGEGGTTHGA EGGETTTATE so
Umguay TcHCEEEEEA TEANCEEGHET TccHEATTEE ccHccTTHcH HcGETTTATE so

ssssssss TGAGCCCCAA TCAAGACGAT TGGACATTCA GGAGGTTAGA AGGCTTTATC

E6 IGIGIIIGII TGETEGTGGE lllGlllGll BEEEEGARTG IGIIGGIGII 100
Ao HeccBTHCER TolTTcTHGE AETcATTGHE BAEAEcAETC AcEAcGEcAHE 100
Uruguay BGGGETHCEE TeBTEcTAcE AETcHETTGAE BEREEcGEATc HcEEccHGHE 100

Cnnsensus AGGGCTAGAA TGCTCGTAGA ACTGATTGAA CAAAAGAATG AGAAGGAGAA

[T Il

E6 EEECHEEETG IIIGIIIIII TETcEcGGET IIIIIIGGII HcTcEATATG 150
Ao HENGHNEATG THTGAAAAAA TETGEGGGET TEETETGGTA AcrGEATATG 150
uuguay EENcEEEETc TETGHEEEEE FEWcEcccET TEETETGGTE HcicEETEFTG 150

Consensus ACAGAAAATG TATGAAAAAA TCTGCGGGCT TCCTCTGGTA AGTGCATATG

100%
Conservation |
o

160 180 200

| | 1
E6 GETTCHAREE TACTAEEAAC TIFCATGEAR BTABNECETAC CATEATGETG 200
A9 GETTGHEEEE THcTABEAMc TrTcATGEAR BTABAGETAG cATBATGETG 200
Uuguay GETTGHANAEE THGTEEEAEGC TTTGATGEAR ETAEEcETEG cATEATGETG 200

Consensus GTTTGAAACC TAGTACCAAG TTTGATGCAA CTACAGCTAG GATCATGCTG

LT TN VTR v vy

ec HEEETEGGTG Glllllllll TETCETCE 228
Ao BBcETHceTc cTEETETEEE TiTcETG- 2027
Uruguay AENETEcGTc cTEETETEAE TETcHET- - 226

Consensus ACACTAGGTG GTCCTCTCAC TTTGCTG-

Lo T e e

Conservatlon

Conservatlon

Conservatlcm

Figura 37: alineamiento multiple de
secuencias virales nacionales
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4.5. Analisis filogenético

4.5.1. Analisis filogenético del género Tospovirus

El objetivo principal de este anadlisis fue generar una filogenia fiable, ante la carencia de
informacidn en la bibliografia (obtuvimos solo un registro posteriormente a realizado nuestro
analisis), que nos permitiera en primer lugar confirmar que las secuencias anotadas como de
especies similares realmente lo fueran, y en segundo lugar intentar encontrar alguna

caracteristica particular que influyera en la agrupacién de las secuencias.
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Figura 38: arbol filogenético del género Tospovirus

La primera conclusiéon que podemos sacar es que las secuencias anotadas como de la misma

especie se agrupan en clusteres independientes (Figura 38), por tanto se puede confiar en las
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anotaciones a la hora de tomar las secuencias identificadas como de IYSV para nuestro
siguiente analisis.

En segundo lugar, la topologia del drbol muestra que el género se encuentra dividido en tres
grandes clusteres (marcados en verde, azul y rojo). Lo que encontramos es que todas las
especies agrupadas en un mismo cllister presentan como transmisores primarios el mismo
género de trip. Las especies coloreadas en verde son transmitidas por miembros del género
Thrips, las especies en azul por miembros del género Frankliniella y en rojo por Scirtothrips. En
algunos casos excepcionales, algunos virus presentan vectores de transmisidén secundarios de
otros géneros. En una revisién bibliografica posterior a realizado nuestro andlisis, encontramos
qgue nuestros resultados son en esencia similares a lo observado por Inoue y Sakuraien el afio
2007. Incluso en su trabajo, deducen que la agrupacién de los clisteres pueden estar en cierta
medida influenciada también por el tipo de plantas que infectan.(17)

Tabla 4: vectores de transmisidn, serogrupos y clusteres para las especies de tospovirus usadas en el
analisis. Las especies de vector y clasificacién en serogrupos fueron obtenidas de Jones et al. 2005

Especie Serogrupo = Cluster Vector
Groundnut bud necrosis virus v VERDE Thrips palmi
Peanut bud necrosis virus v VERDE Thrips palmi
Groundnut ringspot virus Il AZUL Frankliniella occidentalis
Melon yellow spot virus VI VERDE Thrips palmi
Impatiens necrotic spot virus Il AZUL Frankliniella fusca
Tomato chlorotic spot virus Il AZUL Frankliniella intosa
Tomato spotted wilt virus I AZUL Frankliniella occidentalis
Watermelon bud necrosis virus v VERDE Thrips palmi
Zucchini lethal chlorosis virus IX AZUL Frankliniella zucchini
Chrysanthemum stem necrosis virus VI AZUL Frankliniella occidentalis
Capsicum chlorosis virus - VERDE Thrips palmi
Iris yellow spot virus VI VERDE Thrips tabaci
Physalis severe mottle virus Vil VERDE Thrips palmi
Peanut yellow spot virus - ROJO Scirtothrips dorsalis
Tomato zonate spot virus - AZUL Frankliniella occidentalis
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4.5.2. Analisis de secuencias de IYSV

El objetivo de este andlisis fue inferir el posible origen de la cepa viral presente en nuestro
pais, mediante comparacién con secuencias de IYSV de otras partes del mundo, con particular
énfasis en paises de América. La construccion del arbol fue llevada a cabo segun se detalla en
Materiales y Métodos. Se utilizé una secuencia de TSWV como grupo externo.
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Figura 39: arbol filogenético de IYSV basado en secuencias del gen N

La figura 39 muestra una representacion simplificada del arbol obtenido para el set de
secuencias incluidas en el andlisis. Para facilitar la interpretacion de los resultados, se igualo el
largo de todas las ramas para que tuvieran el mismo largo. El arbol original con valores de
bootstrap puede verse en el Apéndice.

Las secuencias de IYSV se separaron en dos grandes clUsteres (marcados en verde y azul).
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El cldster azul agrupa a las secuencias provenientes de Europa y América. Es curioso observar
que las secuencias aisladas en Peru y el Estado de Georgia (E.E.U.U.) son sumamente similares,
cuando lo que se podria esperar es que la secuencia del Estado de Georgia fuera similar a la
del Estado de Washington (E.E.U.U.). Esta observacidn ya habia sido realizada por el grupo de
trabajo de C. Nischwitz de la Universidad de Georgia (3), convirtiéndose asi en el primer
antecedente registrado de invasion transcontinental del virus.

El cluster verde, agrupa secuencias de cepas asiaticas, de Oceania, y ademds sorpresivamente
las secuencias uruguayas. De acuerdo a la bibliografia disponible, el virus no se transmite ni
por semilla ni por bulbo, por lo que una hipdtesis que podria explicar los resultados es que el
virus habria llegado a nuestro pais a través de trips o material vegetal infectado desde Asia.
Quizds material vegetal o trips infectados pudieron haber ingresado en importaciones de ajo
proveniente de China, ya que Thrips tabaci se alimenta de plantas de ajo, y ha sido reportado
que en el estado adulto el insecto, una vez que ha adquirido el IYSV permanece infectado y es
capaz de transmitir el virus a nuevas plantas. Aun asi, carecemos de las evidencias necesarias
para poder afirmar que esto sea lo que ha ocurrido.
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5. Primeros ensayos con plantas nativas

Una vez confirmada la presencia del virus en los campos semilleros de cebolla en nuestro pais,
se realizaron andlisis de deteccidn del virus en malezas nativas que pudieran servir como
reservorio autdctono del virus. Para ello se colectaron muestras de malezas en los alrededores
de plantaciones de cebolla infectadas. Se evalud particularmente la vegetacidon espontdnea de
Nothoscordum spp., un género sudamericano de la familia Amaryllidaceae. La hipdtesis de que
IYSV afecte las especies locales de Nothoscordum se basa en que el género Allium, que tiene
distribucidn en el hemisferio norte, también pertenece a Amaryllidaceae.

Los ensayos realizados fueron similares a los realizados en las muestras de cebolla, pero con
algunas modificaciones. Por un lado se selecciond un escapo de Nothoscordumcon con
sintomas muy similares a los asociados a la infeccidn por IYSV y se realizé a partir de él todo el
proceso de extraccion de ARN y deteccidon. Por otro lado, se tomaron varios escapos con
sintomas variados y realizamos un bulk, del cual obtuvimos 5 muestras de ARN.

Estos primeros ensayos arrojaron resultados positivos en la muestra seleccionada por su
sintomatologia y en una de las muestras del bulk. Estos resultados, mas alld de ser
preliminares, son de particular interés ya que no existe registro previo de infecciones por IYSV
en esta planta.

orm. Fluoro

1
Threshold ; ; : /
0

Figura 40: ensayos de deteccién en muestras de Nothoscordum. En azul y verde se

observan dos controles positivos de IYSV. En violeta la muestra de Nothoscordum

elegida por sintomatologia, y en rojo la Gnica muestra del bulk positiva. En azul se
encuentra el blanco
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Figura 41: curva de melting. Como podemos observar el pico de melting para las
muestras de Nothoscordum es similar al observado para las muestras de IYSV obtenidas
de cebolla, lo que nos confirma que no se trata de falsos positivos
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6. Conclusiones y Perspectivas

Este trabajo tuvo como objetivos confirmar la presencia del virus fitopatdgeno Iris Yellow Spot
Virus en campos semilleros de cebolla en Uruguay mediante técnicas moleculares, asi como
realizar los ajustes necesarios para poner a punto dichas técnicas. Ademas se realizd un
analisis filogenético del género Tospovirus y otro con secuencias Unicamente de IYSV para
intentar determinar el posible origen de la cepa presente en nuestro pais.

En lo que respecta a las técnicas moleculares, se logré optimizar la deteccidén tanto por PCR
como por Real-Time PCR, obteniendo resultados positivos para 10 muestras diferentes de
plantas de cebolla de semilleros nacionales, pertenecientes a las cosechas 2007 y 2009. Entre
los resultados mas relevantes se identificaron diferentes sintomas asociados a la enfermedad,
lo cual facilitara la identificacidn futura de la enfermedad en los campos. También se realizaron
ensayos que permitieron demostrar que el método de deteccién por Real-Time PCR es
superior al de deteccién por PCR convencional.

El anadlisis filogenético del género Tospovirus mostré que las secuencias anotadas con un
mismo nombre se agruparon en clusteres definidos, y que por tanto son en efecto secuencias
de la misma especie. Ademas, observamos que las especies se agruparon en tres clisteres que
se corresponden al género del insecto vector.

La filogenia de secuencias de IYSV permitid inferir que el posible origen de la cepa uruguaya
del virus estd en Asia u Oceania, aunque aun faltan evidencias para poder afirmar su
procedencia certeramente.

Las perspectivas que surgen a partir de este trabajo son, 1) continuar con el analisis de
muestras del afio 2010 y 2011 para poder monitorear el grado de dispersidn del virus en los
semilleros tanto del departamento de Canelones como de Salto relacionando el rendimiento
de plantas con diversos niveles de sintomatologia, con los niveles de infecciéon evaluados por
real-time PCR; 2) empezar los andlisis en otras plantas comerciales que puedan llegar a sufrir la
infeccidon (como el puerro); y 3) confirmar definitivamente a las especies de Nothoscordum
como reservorios autéctonos del virus en nuestro pais. Al momento de concluir la escritura de
esta tesina, se comenzaron los primeros ensayos con muestras de cebolla y malezas
recolectadas en diciembre de 2010.
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8.1. Clones analizados

Clon A4
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Figura 42: fragmento ligado en el clon A4

En esta imagen podemos corroborar que dentro del SMC se ha insertado una secuencia

foranea.

Secuencia clonada:

TGAGCCCCAATCAAGACGACGACAAATAATAGCTCGAGACGGTGGTCCTCTCACTTTGCTGAGTGGTCCTCTCACTTTGCTGGGT
GGTCCTCTCACTTTGCT

El BLAST confirma que el fragmento que se ha clonado contiene secuencias pertenecientes a

IYSV pero no el amplicén esperado

Lo que podemos observar es que el fragmento clonado estda formado por la region 5’ del
amplicén esperado y por dos repeticiones de la region 3’ del mismo separados por secuencias

gue no fue posible identificar.

[ T¥SV 3° [ T¥SV 3°

1 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 80 85 70 s 20 85 90 95 102
TGAGCCCCAATCAAGACGACGACAARATAATAGCTCGAGACGGTGGTCCTCTCACTTTGCTGAGTGGTCCTCTCACTTTGCTGGGTGGTCCTCTCACTTTGCT

g =

Figura 43: secuencia insertada en el vector. En amarillo y violeta observamos las secuencias de los primers
forward y reverse respectivamente.
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S 80 & 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155

TYSV 37

160 165 170 175 (180 185 190 195 200 205 210 215 220 226
Figura 44: secuencia esperada

b

Clon A5

20
I
A5

40 60
1 1
GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTATTTAGGTGACACTATAGAA
80
I
AS

100
3

Hindill BamH|
4 |
TACTCAAGCTATGCATCAAGCTTGGTA
-

120
A5

-
CCGAGCTCGH
160

4 I
GATCCACTAGT
E—Y
|

EcoR-‘l
ol
AACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTC
180 EcoRll ., |[Pstl][EcorV]
I v ! ¥
GGCTTCAGCAAAGTGAGAGGACCACCGTCTTGATTGGGGCTCAAAGCCGL\ATTCTGC ATPTCCATCACAC
-
20 [Xbal 250 260
| v I | |
A5 TGGCGGCCGC[TCGAGCATGCATICTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCC
A5 GTCGTTTTAC

Figura 45: fragmento ligado en el clon A5

foranea.

En esta imagen podemos corroborar que dentro del SMC se ha insertado una secuencia
Secuencia clonada:

CAGCAAAGTGAGAGGACCACCGTCTTGATTGGGGCTCAA

Los resultados del BLAST confirman que fue clonado un fragmento del amplicén compuesto

por una fragmento de la regiédn 5’ y por otro fragmento de la regién 3’ faltando la regidn del
medio. El segmento clonado se encuentra invertido.

1@ 19 20 21 22 23 24 25 2% ¥ 2@ 29 30 M 32
¢ A C C 66 T ¢ T T G A T T

33 M4 3B
G & G
Figura 46: secuencia insertada en el vector. En amarillo y violeta observamos las secuencias de los primers

forward y reverse respectivamente.

S 80 85

90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155

B¢ I35V 37 -
160 165 170 175 180 185 190 195 200 205 210 215 220 226

Figura 47: secuencia esperada

»
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Clon E3

20 40 60
I I I
E3 GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTATTTAGGTGACACTATAGA

80 Hindlil 100 120

| ¥ I X | bl
E3 ATACTCAAGCTATGCATCAJAGCTTGGTACCGAGCTCGIGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAAT

160 [Ecorl] Pstl] [EcorV] ., 200 [ Xbal

LI 3 | w7 |
E3 ;PGGCTTGCAATCAAGACGEATTCTGC- ATIATCCATCACACTGGCGGCCGC|ITCGAGCATGCAT|ICTAGAGG
y A

£
FE

=

220 240 260
I | I
E3 GCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTAC

Figura 48: fragmento ligado en el clon E3

Esta imagen muestra que se ha introducido una secuencia de siete pares de bases en el SMC
por tanto este clon fue descartado.

Clon E8

20 40 60
I I I
E8 GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTATTTAGGTGACACTATAGA

80 Hindlll 100 BamH| 120
| % I . 1 wl
E8 ATACTCAAGCTATGCATCAL\GCTTGGTACCGAGCTCGEATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGAT
EcoRl] .., |Psti] [EcorV] 180

v I v | 7 I
E8 ;PGGCTAAGACGAATTCTGC' ATIATCCATCACACTGGCGGCCGCITCGAGCATGCATICTAGAGGGCCCAAT
7Y A A

220 240
I |
E8 TCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTAC

Figura 49: fragmento ligado en el clon E8

La imagen muestra que el SMC se ha reconstituido completamente, por tanto este clon se
descarté.
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Groundnut bud necrosis vrus(3)
z Peanut bud necrosis virus
Peanut bud necrosis vrus(3)
Peanut bud necrosis virus(2)
e Groundnut bud necrosis virus
48 Groundnut bud necrosis virus(2)
Watermelon bud necrosis virus
Watermelon bud necrosis vrus(2)
Watermelon bud necrosis virus(3)

Capsicum chlorosis vrus(3)

c | Capsicum chlorosis virus

a0 228 Capsicum chlorosis virus{(2)
L Tomato zonate spot virus

Physalis severe mottle virus

Melon yellow spot vrus

i)
100 | Melon yellow spot vrus(2)

Melon yellow spot virus(3)

Iris yellow spot virus(2)

Iris yellow spot vrus

ag L(
37 Uris yellow spot virus{3)
Impatiens necrotic spot virus

3 I Impatiens necrotic spot virus(2)

L Impatiens necrotic spot vrus(3)

Zucchini lethal chlorosis virus

o
95 Chrysanthemum stem necrosis virus

Tomato spotted wilt virus
= Tomato spotted wilt virus(2)

91
Tomato spotted wilt virus(3)

ge | Groundnut ringspot virus

3| 80[ L Groundnut ringspot virus(2)
Groundnut ringspot vrus(3)

75 Tomato chlorotic spot virus(2)

qg | Tomato chlorotic spot vrus
33 ! Tomato chlorotic spot Jrus(3)
r Peanut yellow spot virus

100 | Peanut yellow spot vrus(2)

0.2
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8.3. Arbol filogenético de IYSV con valores de bootstrap
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