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Resumen

Resumen

La vid (Vitis vinifera L.) es una de las especies vegetales mds susceptibles de
padecer  infecciones  virales. En  Europa y  Espana,  solo
cinco especies virales (GFLV, ArMV, GLRaV-1, GLRaV-3 y GFkV), de las treinta
y una patdgenas de la vid, se encuentran bajo restriccion legislativa. Algunos de
estos son virus emergentes no contemplados en la legislacion, siendo GPGV,
GAMaV, GRLDaV, GVE, GVF, GVT, GRBV y GVCV las principales especies de
virus emergentes que pueden constituir una amenaza para los cultivos
espanoles. Por tanto, el objetivo general de la presente tesis es conocer la situacion
de las principales virosis emergentes de vid en Espafa y desarrollar herramientas
de diagndstico que puedan implementar programas de prevencion temprana,
seleccion sanitaria, certificacion y erradicacion.
Los resultados de la busqueda de virosis emergentes, realizada en diferentes
anos, denominaciones de origen y variedades de vid, muestran que: (1) virus
como GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3, GFkV, GFLV y GRSPaV siguen teniendo
una presencia destacada en los vifiedos espafioles; (2) se han detectado, con
prevalencias bajas, y solo en las denominaciones de origen (D.O.) Utiel-Requena
y Manchuela, los virus emergentes GPGV y GAMaV, habiendo sido este ultimo
detectado por primera vez en Espana en este estudio; (3) no ha sido detectada la

presencia de los virus GVT, GVE, GVF, GRBV, GVCV y GRLDaV.

La caracterizacion genética de los virus emergentes detectados en Espafia
ha demostrado que: (1) algunos aislados espafioles de GPGV presentan un nuevo
polimorfismo, no descrito hasta ahora, que afecta a la proteina de movimiento
(MP); (2) existe una alta diversidad genética en los aislados espafioles, lo cual
sugiere la introduccidén por multiples vias de este virus en las D.O. Utiel-Requena
y Manchuela; y (3) la caracterizacion genética de los asilados GAMaV esparioles

evidencia que estos difieren del resto de los aislados virales descritos en otras
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Resumen

partes del mundo, sugiriendo por tanto que la introduccion de este virus en
Espana no es reciente.

Adicionalmente, se han desarrollado tres nuevos métodos de deteccion, uno
basado en PCR convencional para la deteccion de GAMaV y dos basados en PCR
en tiempo real para la deteccidon y cuantificacion absoluta de GRLDaV y GPGV,
los cuales han sido aplicados con éxito para el diagndstico de los tres virus tanto
en plantas de vid como en sus posibles vectores de transmisidén. Estos nuevos
meétodos de deteccion constituyen herramientas tutiles para abordar futuros
estudios epidemioldgicos y prevenir la dispersion de estos patdgenos en Espafia
y en otros territorios del mundo. Y, por ultimo, se ha identificado por primera el
genoma completo del micovirus penicillimonavirus gammaplasmopara,
asociado a una nueva sintomatologia de vid de etiologia desconocida. Los
estudios de caracterizacion molecular y aislamiento de particulas virales de esta
especie viral sugieren que podria tratarse del primer virus bipartito de la familia

Mymonaviridae.

13



14



1. Introduccion

15



Introduccion

1.1 El cultivo de la vid (Vitis vinifera L.)

La vid (Vitis vinifera L.) es una planta lefiosa trepadora perteneciente a la familia
Viticene que puede alcanzar hasta treinta metros de altura en condiciones
silvestres, aunque en cultivo (vifiedo) no llega a sobrepasar los dos metros de
altura. Su fruto, la uva, es una baya que crece en las ramas o sarmientos de la
planta en forma de racimo y puede presentar coloraciones tintas o verdosas. El
hébitat comtin de esta planta se sitiia en regiones de climas templados, donde las
temperaturas bajas permiten un periodo de dormancia, reposo invernal o
vegetativo en la planta y las temperaturas mas altas el levantamiento de este
reposo vegetativo, la brotacion y la fase de crecimiento. Aunque el cultivo de la
vid es originario de Asia Menor y Oriente Medio, los griegos y los romanos
desarrollaron la viticultura aumentando la tecnologia y el conocimiento de la
produccién del vino, expandiéndolo por Europa. En la actualidad, el cultivo de
la vid representa una importante fuente de ingresos para la economia mundial.
Las practicas culturales de esta planta estan fuertemente enraizadas en la cultura
de muchos paises, principalmente los europeos. Actualmente, la superficie total
de vid cultivada en todo el mundo se sittia en torno a los 6.9 millones de hectareas
(International Organization of Vine and Wine, 2019) lo que revela la importancia
agronomica y economica de este cultivo. La mayoria de los cultivos de vid se
localizan en Europa, siendo esta responsable del 42% de toda la produccion
mundial de uva, seguida de Asia (29%), América (20%), Africa (6%) y Oceania
(3%) (FAO, 2020).

Segun el promedio de produccidon de uva entre 1994 y 2020, los diez principales
paises productores de uva son Italia, China, Francia, Estados Unidos, Espana,

Turquia, Argentina, Iran, Chile y Sudafrica (Figura 1) (FAO, 2020).
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Figura 1. a. Produccion de uva por continente representada en porcentaje de la produccién
promedio en toneladas entre los afios 1994 y 2020. b. Producciéon de uva (toneladas) de los
principales paises productores. Promedio 1994-2020. Graficos realizados a partir de datos
FAOSTAT de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
(FAO).

Desde 1994 hasta 2020, la produccion mundial de uva ha aumentado, pasando
de 54.083.602 toneladas a 78.034.332, mientras que la superficie cosechada ha
disminuido, pasando de 7.425.871 hectareas a 6.950.930 (Figura 2). Segun los
ultimos analisis realizados por la consultora Mordor Intelligence Organization,
especializados en el estudio y seguimiento de mercados mundiales, el valor de
mercado del sector de la uva se valoré en 167.900 millones de doélares americanos
en 2018 y se estima que alcanzard un valor de 254.290 millones de dolares
americanos en 2024 (Mordor, 2019). Estos datos revelan que hoy en dia el cultivo
de la vid sigue siendo un sector clave a nivel mundial, el cual se encuentra en

pleno crecimiento.
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Figura 2. Producciéon en millones de toneladas (linea azul) y superficie cosechada en miles de
hectareas (linea roja) de vid a nivel mundial entre el periodo 1994-2020. Fuente: FAOSTAT de la
Organizacién De Las Naciones Unidas Para La Alimentacion y la Agricultura (FAO).

La vid es un cultivo que aborda diferentes tipos de mercado. Su fruto se puede
consumir tanto de manera cruda como procesada (uva de mesa, pasas o vino), lo
que permite que pueda ser utilizado como materia prima en diferentes sectores.
La uva es muy valorada por sus propiedades beneficiosas para la salud, debido
principalmente a los altos niveles de antioxidantes que la componen (Yang &
Xiao, 2013). Ademas, esta fruta tiene un alto contenido en vitaminas
(especialmente vitaminas del grupo B), aztucares y agua (70-80%), lo que la
convierte en una perfecta fuente de energia. En este sentido, la uva es parte
fundamental de la dieta y cultura mediterranea y es una fruta muy utilizada en
todo el mundo.

Las uvas también se utilizan para preparaciones medicinales dado su alto
contenido en flavonoides, que tienen propiedades antiinflamatorias,
anticancerigenas, antimicrobianas, antivirales, cardioprotectoras,

neuroprotectoras y hepatoprotectoras (Georgiev et al., 2014).
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Ademads de esto, la uva tradicionalmente se ha utilizado como materia prima a
nivel industrial para la producciéon de vino. De hecho, mas de la mitad de la
produccion mundial de uva se fermenta en vino o productos similares destilados.
La International Organisation of Vine and Wine (OIV) estimé el consumo mundial
de vino en 2019 en 244 millones de hl y el valor del mercado mundial de
exportacion de vino en 31.800 millones de euros (International Organisation of Vine
and Wine, 2020). En Espafia, segun la tultima encuesta sobre superficies y
rendimientos de cultivos del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion
(MAPA), la superficie de vifiedo cultivada se situé en torno a las 957.844
hectareas (MAPA, 2021a). Si se observa la evolucion de superficie cultivada de la
vid en Espana (Figura 3), se puede apreciar que desde los anios 1980 hasta 2010,
hubo una tendencia a la baja de la superficie cultivada de esta planta, pero a partir

de afno 2010 este descenso se ha ido estabilizando.
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Figura 3. Superficie de vid cultivada en Espania desde 1989 hasta 2020 de acuerdo a datos
suministrados por la Encuesta sobre Superficies y Rendimientos de Cultivo de Espafia (ESYRCE)
del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion, Gobierno de Espafia.
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Sin embargo, a pesar de este descenso global en la superficie plantada de la vid,
en la actualidad el sector viticultor en Espafia representa un importante papel en
la economia espafiola, llegando a producir en el afio 2021 mas de 6.817.765
toneladas de uva (MAPA, 2021b), situandose como el tercer pais del mundo con
mayor produccion en los ultimos tres anos (FAO, 2021). Segun datos disponibles
del MAPA, el sector vitivinicola generé mas de 2.142,8 millones de euros,
aportando el 8,02% de toda la produccidn vegetal y casi el 4,8% de la producciéon
de toda la rama agraria (incluye produccion vegetal y animal); ademas se estima
que la mano de obra que genera el cultivo del vifiedo se aproxima a los 18
millones de jornales, aportando de esta manera ingresos indirectos al pais
(MAPA, 2021c). En resumen, el cultivo de la vid es un sector muy valioso para la
industria agricola espafiola, y representa una sustancial fuente de recursos
econdmicos y culturales para el pais, por lo que mantener sanos los vifiedos es

de crucial importancia para mantener la estabilidad del sector.

1.2. Enfermedades de la vid

En las plantas, aparecen enfermedades como resultado de una disfuncion
vegetativa que conlleva la aparicion de sintomas, que son la consecuencia de
alteraciones en la biologia de la planta, y que se traduce en la disminucién de la
calidad de la fruta y/o la produccion (Llacer et al., 1996). Como ocurre en muchos
otros cultivos, las patologias que afectan a los vifiedos pueden ocasionar
considerables dafios, que implican elevadas pérdidas econdmicas, ecologicas e
incluso culturales, llegando a ser en algunos casos irreparables. Por ello, la
prevencion, el control y manejo de estas enfermedades es un pilar fundamental
en la produccion de uva de muchas regiones del mundo. Los desdérdenes
vegetativos que acaban traduciéndose en una enfermedad pueden ser causados
por factores bidticos o abioticos.

Las enfermedades de origen abidtico o fisiopatias son aquellas que se asocian a

trastornos causados por entidades no vivas, como pueden ser desequilibrios
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nutricionales, estrés ambiental o toxicidad quimica. Las enfermedades de origen
biodtico son aquellas causadas por agentes vivos o patdgenos, como pueden ser
los hongos, oomicetos, bacterias, virus y viroides. Es importante destacar que las
enfermedades causadas por factores bidticos son las de mayor importancia
titopatologica debido a su severidad, rapida dispersion y dificil control (Llacer et
al., 1996).

Adicionalmente, en el caso de la vid, se debe considerar que las plantaciones de
este cultivo son muy longevas y ademas que se multiplican vegetativamente, lo
que favorece la acumulacion y proliferacion de patogenos. Segun el ultimo
listado de enfermedades que afectan a la vid, publicado por la Sociedad
Americana de Fitopatologia (Wilcox et al. 2015) y actualizacion realizada por
Martelli (2017), el nimero de patologias descritas hasta el momento que afectan
a este cultivo asciende a ochenta y cuatro tipos diferentes; en dicho listado se
incluyen todas aquellas enfermedades asociadas o causadas por bacterias (11
especies), hongos (8 especies) y oomycetos (40 especies); nematodos (6 especies);
virus y viroides (35 especies) y fisiopatias (5 desordenes abioticos). Se puede
apreciar que la mayoria de las patologias que afectan a la vid se asocian
principalmente a hongos, virus y viroides. De hecho, de acuerdo a una reciente
publicacién sobre el clima, plagas y enfermedades de la vid, basada en una
encuesta mundial realizada a expertos en materia fitopatologica, las
enfermedades mas comunes e importantes que afectan a este cultivo son las de
origen fangico, seguidas por las de tipo virico (Bois et al., 2017).

Las enfermedades fuingicas, en concreto el mildiu y el oidio (asociados a los
hongos de las familias Erysiphales y Oomycetes), la podredumbre gris de la vid
(asociada a Botrytis cinerea) y enfermedades de la madera (asociadas a hongos
xiléfagos) son las patologias de mayor relevancia y frecuencia; las enfermedades
viricas mds importantes son las que se asocian a cambios en la coloracion y
enrollado de las hojas (Almeida et al., 2013) y a la disminucion de la calidad de

los frutos (Andret-Link et al., 2004).
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De hecho, en el caso de la enfermedad del enrollado de la hoja de la vid, existen
precedentes histéricos en Estados Unidos donde entre los afios 70 y 90 las
pérdidas totales asociadas a esta enfermedad se situaron entre el 5% y el 9% de

toda la produccion (Goheen, 1970; Duffus, 1977).

1.3. Virosis de la vid

Los virus son agentes infecciosos que se encuentran ligados de manera obligada
a su hospedador, debido a que su replicaciéon depende de la maquinaria
molecular de la célula a la cual infectan. Cuando un virus altera el
funcionamiento celular de una planta, a nivel de replicacion, transcripcion y/o
expresion de sus genes, este puede provocar alteraciones fisioldgicas o
desdérdenes vegetativos que se traducen en la planta en forma de enfermedad,

ocasionando diferentes tipos de danos en el cultivo (Hull, 2013).

Como ya se ha mencionado, los virus son el segundo grupo de patégenos mas
importantes de la vid debido a: (i) el elevado namero especies que la infectan y
(ii) el impacto socioecondmico que ocasionan. Cldsicamente, las enfermedades
virales que afectan a la vid se han clasificado en cuatro sindromes principales,
que incluyen: (i) la degeneracion infecciosa y decaimiento (infectious degeneration,
declive), (ii) el enrollado de la hoja (grapevine leafroll complex, GLC), (iii) el complejo
de la madera rizada (rugose wood complex, RWC) y (iv) el jaspeado (fleck).

Ademas, la vid es una de las especies vegetales mas susceptibles de padecer
infecciones virales (Naidu et al., 2014). Hasta el momento se han descrito 89
especies diferentes de mas 38 géneros (Fuchs, 2020; Rwahnih et al., 2021; Fan et
al., 2021a,b). La mayoria de estos virus tienen genomas conformados por
moléculas de acidos ribonucleicos de simple o doble cadena (ssRNA o dsRNA),
aunque existen algunos virus descritos recientemente, de las familias

Geminiviridae 'y Caulimoviridae, cuyo genoma estd compuesto por dcidos

22



Introduccion

desoxirribonucleicos (DNA) de simple y doble cadena (ssDNA y dsDNA)
respectivamente (Tabla 1). Otra caracteristica destacable de los virus que infectan
a la vid es el hecho de que la mayoria de las especies que infectan a esta planta lo
hacen de manera especifica, es decir, son virus especializados en parasitar solo a
especies de plantas del género Vitis; en menor niumero también se pueden

encontrar otras especies viricas mds generalistas.

Algunos virus como grapevine fanleaf virus (GFLV), arabis mosaic virus
(ArMV), grapevine red blotch virus (GRBV), grapevine vein clearing virus
(GVCV), grapevine roditis leaf discoloration-associated virus (GRLDaV),
grapevine leafroll-associated virus 1, 2, 3, 4 y 7 (GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3,
GLRaV-4, GLRaV-7) y grapevine fleck virus (GFkV) estan asociadas claramente
a enfermedades importantes: el entrenudo corto infeccioso, la mancha roja (red-
blotch), el enrollado de la hoja (leafroll), el aclaramiento de nervaduras (vein
clearing), la deformacion de la hoja moteada (leaf mottling deformation), las
decoloraciones de la hoja (leaf discolorations), la madera rizada (rugose wood), y el

jaspeado (fleck), respectivamente (Figuras 4-7).

En la viticultura espanola, tienen una presencia destacada los virus GLRaV-1,
GLRaV-3, GFkV, GFLV y grapevine rupestris stem pitting-associated virus
(GRSPaV) (Barrios Sanroma et al., 2004). Estas virosis son de tal importancia
titosanitaria que incluso algunos de estas especies virales, como son GFLV,
GFkV, GLRaV-1y GLRaV-3, junto con el virus del mosaico del arabis (ArMV), se
encuentran bajo restriccion legislativa a nivel nacional y europeo, y estan
incluidas en el reglamento técnico de control y certificacion de plantas de vivero
de vid, seguin el Real Decreto 208/2003 (Orden APA/2474/2006; Directiva UE
2002/11/CE).
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Sin embargo, no siempre solo una especie de virus es la responsable de una
enfermedad en vid, ya que las infecciones multiples son muy comunes en este

tipo de plantas tan domesticadas (Basso et al., 2017; Mannini & Digiaro, 2017).

Ademas, existen muchos otros virus que han sido descritos infectando vid, que
no estan asociados claramente a algun tipo de enfermedad o trastorno vegetativo
evidente, en muchos casos se desconoce el cOmo se transmiten estos virus de una
planta a otra e incluso algunos de ellos atin no tienen siquiera una asignacion

taxondmica definida (Fuchs, 2020).

Figura 4. Sintomas asociados al virus del mosaico del arabis (ArMV) en vid (Vitis vinifera L.) en
hoja (a) y sintomas en dos variedades diferentes de vid: Feteasca regale (b) y Tamioasca
romanesca (c). Fuente EPPO Global database.
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Figura 5. Sintomas asociados al virus del entrenudo corto infeccioso de la vid y degeneracién
infecciosa, grapevine fanleaf virus (GFLV): a-b, sintomas de clorosis en hoja de la vid; c-d,
sintomas en ramas donde se aprecian los dobles nudos, fascias y el entrenudo corto; e-f, sintomas
en racimos, disminucién del tamafo de los racimos de la vid. Fuente de las fotos: Ayllén et al.,
(2018).
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5 i

Figura 6. Sintomas asociados a virus del enrollado (GLRaV-1 y GLRaV-3) en hojas y bayas de vid:
a, enrollado y acartonado en hoja; b, hoja con sintomas de enrojecimiento en ldmina foliar y
nervaduras principales verdes; c-, enrollado clasico en hojas y diferentes tipos de coloraciones
rojizas en la planta; e, maduracién irregular en bayas; y f, sintomas de enrojecimiento en hojas

sin alteracion en las bayas. Fuente de las fotos: Ayllon et al., (2018).
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Figura 7. Sintomas asociados a grapevine fleck virus (GFkV) en hojas y tallo de la vid (Vitis
rupestris S.): a, aclaramiento de nervaduras centrales; b-d, troncos de vid descortezados donde se
puede apreciar el complejo de madera rizada, conformado por depresiones heterogéneas a lo
largo del tronco. Fuente de las fotos: Ayllén et al., (2018).
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1.4. Epidemiologia y control de las virosis de la vid

Los virus vegetales, al tratarse de parasitos obligados, una vez infectan una
planta necesitan infectar a otras para prolongar su supervivencia temporal y
espacial. Este proceso implica la necesidad de traspasar la pared celular que
envuelve las células vegetales infectadas, salir e infectar a una nueva célula. Las
formas mds comunes de propagacion que presentan los virus de vid son la
propagacion vegetativa (esquejes o injertos) y los vectores de trasmision, que
adquieren el virus al alimentarse de una planta infectada, pudiendo transmitirlo
al alimentarse de otra planta sana. Generalmente la propagacion de material
vegetal infectado es la principal responsable de la dispersion virica a larga
distancia, mientras que la trasmision a nivel local se reduce a vectores y a
practicas culturales (Martelli, 2017). Por ello, las principales medidas de control
de enfermedades viricas de la vid se centran en la produccion de material vegetal
sano (libre de virus), destinado a propagacion, y al control de los principales
vectores de transmision, todo ello mediante la aplicacidon del control integrado
de enfermedades virales, el cual se basa en el uso de todas las medidas de control
disponibles (fisicas, quimicas, bioldgicas y legislativas) enfocadas en reducir el
impacto socioecondmico de la enfermedad viral en cuestion. Existen diferentes
formas destinadas al control de virosis de la vid: (i) la deteccion precoz del agente
causal o asociado a la enfermedad (ii) la implementacién de patrones resistentes
a salinidad, sequia, infecciéon por nematodos y filoxera; (iii) el control de vectores;
(iv) la aplicacion de cuarentenas y criterios de certificacion al material vegetal
destinado a la propagacién; y (v) la erradicacion. Siendo la primera estrategia
una de las mas importantes para el control de las enfermedades. Por lo tanto, el
diagnodstico temprano de las virosis de vid requiere de la disponibilidad de
herramientas de deteccion que sean fiables y precisas, las cuales permitan

adoptar medidas adecuadas de prevencion y control de las enfermedades.
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Los principales métodos de deteccion de virus de vid estan basados en analisis
moleculares, ensayos seroldgicos, pruebas bioldgicas de infectividad o indexaje
bioldgico y, en ocasiones, la microscopia electrdnica.

La microscopia electronica sirve para la observacion de la morfologia de las
particulas virales o viriones. Las aplicaciones mas comunes de este método en el
diagnostico se centran en la observacion de viriones a partir de extractos crudos
o purificados y a partir de secciones ultrafinas de tejidos vegetales infectados.
Actualmente esta metodologia no se emplea de forma rutinaria en el diagndstico
debido a su baja sensibilidad y especificidad diagnostica, ya que requiere de
titulos virales altos y no es capaz de discriminar infecciones mixtas de virus con
morfologias similares, pero si que se emplea para identificar la morfologia de los
viriones.

Las pruebas biologicas de infectividad permiten la deteccion inespecifica de virus
que pueden ser transmitidos mecanicamente y se basan en la inoculacion de
material vegetal infectado en plantas susceptibles o indicadoras a virosis, que
actiian como indicadores biologicos cuando manifiestan sintomas. En concreto,
las plantas indicadoras comtiinmente empleadas son Rupestris de Lot y Rupestris
St. George para identificar el entrenudo corto infeccioso, el jaspeado y la madera
rizada, Cabernet Sauvignon para identificar el enrollado y L.N. 33 para la madera
acorchada. Respecto a la metodologia empleada en este tipo de ensayo, se
requiere de personal técnico cualificado capaz de llevar a cabo los experimentos
de indexaje y de pruebas de campo, por un periodo de tres afios para
proporcionar resultados fehacientes (BOE-A-1997-5402). Otra limitacion que
tienen este tipo de pruebas es que requieren de la asistencia de métodos
moleculares o seroldgicos posteriores, para poder dilucidar el agente virico
causal de la sintomatologia que se manifiesta. A pesar de sus limitaciones, las
pruebas de infectividad siguen siendo utilizadas hoy en dia para el control y

certificacion de plantas sanas.
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Respecto a las pruebas serologicas, el método inmunoenzimatico ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay) es la principal herramienta seroldgica empleada
para la deteccidn de virus fitopatdgenos. Dicha técnica o inmunoensayo se basa
en el uso de uno o varios anticuerpos (Ab) marcados que, al reconocer un
antigeno (Ag) (particula viral), generan un producto detectable que sirve como
indicador de dicha unidn. Este tipo de ensayo es muy util, ya que se trata de un
meétodo econdmico que permite procesar un elevado niimero de muestras. Sin
embargo, posee una serie de inconvenientes relacionados con su disefio,
especificidad y sensibilidad. La obtencién y produccién de Ab policlonales no es
reproducible ya que cada lote tiene su afinidad y especificidad y la obtencion de
Ab monoclonales es muy laboriosa y conlleva mucho tiempo, por lo que la
ausencia de Ab contra importantes patogenos es elevada. Ademas, los
inmunoensayos suelen generar reacciones cruzadas con frecuencia, reduciendo
la especificidad del diagnostico. Por ultimo, su limite de deteccion o sensibilidad
es inferior al de las técnicas moleculares.

Las técnicas moleculares se basan principalmente en la deteccion de los &cidos
nucleicos que conforman el genoma viral, siendo actualmente la técnica de la
PCR (reaccion en cadena de la polimerasa, Polymerase Chain Reaction) y todas sus
variantes la herramienta de diagnostico y deteccion mas fiable, precisa y barata
de la que se dispone. Dicha técnica, se basa en la amplificacion especifica de una
region del genoma viral, mediante el uso de cebadores (secuencias de
oligonucledtidos especificas), y enzimas termoestables (Taq polimerasas) y
transcriptasas inversas o retrotranscriptasas, que mediante un procedimiento de
ciclos repetidos de temperatura (desnaturalizaciéon de molde, hibridacién de
cebadores y extension por la polimerasa) permiten amplificar exponencialmente
secuencias especificas del virus, lo cual permite su deteccion incluso cuando el

virus se encuentra en bajas concentraciones en la planta.

34



Introduccion

Actualmente, ademds de la gran sensibilidad y especificidad de la técnica, la
disminucién de los costes de los cebadores, asi como la mejora de los
procedimientos en la preparacion de muestras, en la fidelidad de las polimerasas
y en el analisis de los resultados ha hecho que las técnicas basadas en la
amplificacion de acidos nucleicos mediante PCR sea en la actualidad el método
de deteccion estrella en el diagndstico de enfermedades de plantas asociadas a
virus (Rowhani et al., 2017a).

El diagnostico temprano de las virosis de vid no solo requiere de herramientas
de deteccion fiables y precisas, sino que también es necesaria la estandarizacion
y validacion de los métodos y procedimientos empleados para su deteccion. En
el caso de los paises europeos y de la cuenca mediterrdnea existe una
organizacion internacional responsable de la cooperacion y armonizacion en la
proteccion vegetal denominada European and Mediterranean Plant Protection
Organization (EPPO) la cual tiene como uno de sus principales objetivos el
promover el uso de métodos de control modernos, seguros y efectivos para el
control de plagas y enfermedades de plantas.

En este sentido la EPPO ha estandarizado una serie de protocolos (PM7) que
sirven como guia para el correcto diagndstico de enfermedades (EPPO, 2021). En
estas guias de diagndstico, disenadas por expertos de cada campo de la
titopatologia, se pueden encontrar una serie de parametros diagndsticos (EPPO,
2018b) utiles para la estandarizacion y validacion de los métodos de deteccion
empleados, como son: (i) la sensibilidad analitica (la cantidad minima que la
técnica puede detectar de manera fiable; (ii) la especificidad analitica, que abarca
la inclusividad del método (deteccion de variantes/aislados que abarcan la
diversidad genética y geografica del virus diana) y la exclusividad del método
(la no deteccion de otros virus que podrian estar presentes en la matriz); (iii) la
selectividad (evaluacion del rendimiento de la prueba utilizando diferentes
matrices); y (iv) la repetitividad y reproducibilidad (evaluacion de la consistencia

del rendimiento de la prueba en diferentes réplicas por diferentes operadores y
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con diferentes equipos). Estos son los principales parametros empleados para la

validacion de los métodos de deteccion de virus de plantas (EPPO, 2019).

1.5. Virosis emergentes de la vid

Se define como virus emergente a todo aquel virus que ha sido descrito o
identificado recientemente y se asocia a una nueva enfermedad o a una
enfermedad cuya etiologia era desconocida hasta ese momento (Ertunc, 2019).
Estos virus emergentes normalmente se encuentran poco caracterizados y se
dispone de muy poca informacion sobre su biologia y epidemiologia.
Normalmente los virus emergentes suelen estar asociados a enfermedades
nuevas o emergentes que causan problemas directos o indirectos a la produccion
de uva. Se define como enfermedad emergente a aquella cuya incidencia
aumenta en una nueva poblacion después de su introduccion inicial o en una
poblacién de hospedadores ya existente a causa de cambios radicales en su
epidemiologia (Woolhouse, 2002).

En los ultimos afios se han descrito diversos virus y enfermedades emergentes
en la vid asociados algunos de ellos a importantes pérdidas socioecondmicas en
el sector viticultor. Como principales virus emergentes encontramos a las
especies: Grapevine Pinot gris virus (GPGV); Grapevine Roditis leaf discoloration-
associated virus (GRLDaV), Grapevine asteroid mosaic associated virus (GAMaV),
Grapevine virus E, F y T (GVE, GVF y GVT), Grapevine red blotch virus (GRBV) y
Grapevine vein clearing virus (GVCV). Estos virus emergentes han sido descritos
en los ultimos anos, y algunos de ellos se han asociado a antiguas enfermedades
cuya etiologia se desconocia hasta ahora. En los tltimos afios, el nimero de virus
descritos que infectan la vid ha sufrido un incremento considerable.

De acuerdo con el directorio de virus, viroides y fitoplasmas publicado en el afio
2007 por G.P Martelli y E. Boudon-Padieu (Martelli & Boudon-Padieu, 2007), el
namero virus descritos en aquel momento era de 58 especies; diez afnos mas

tarde, este niimero se incrementd hasta las 65 especies (Martelli, 2014).
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Actualmente el namero de virus que infectan a la vid es de 89 especies (Fuchs,
2020; Rwahnih et al., 2021; Fan et al., 2021a,b). En menos de quince afios el nimero
de especies viricas se ha incrementado en mas de un 35%. Este rapido incremento
se debe a una combinacion multiple de varios factores: (i) el incremento del
numero de investigaciones en el drea de los virus de la vid que utilizan la
tecnologia de secuenciacion masiva (high throughput sequencing — HTS o next
generation sequencing - NGS); (ii) el aumento del comercio internacional de
plantas; (iii) el uso de nuevos ecosistemas o areas para el cultivo de la vid; y (vi)
el cambio climatico (Hily et al., 2018).

El reciente desarrollo de las nuevas tecnologias de HTS y su aplicaciéon en el
estudio de virosis en vid, ha provocado un incremento en el conocimiento de
nuevas especies virales desconocidas hasta ahora. Esto se debe a la principal
ventaja de la técnica, la cual radica en que no es necesario conocer previamente
la informacion genética del microorganismo y/o virus en cuestion para poder
detectarlo, esto permite que puedan ensamblarse, mediante herramientas
bioinformaticas, multitud de secuencias nucleotidicas y recuperar genomas de
organismos que se desconocian hasta ahora. Este procedimiento ha facilitado
estudios poblacionales y epidemioldgicos de nuevas enfermedades viricas cuya
etiologia era desconocida hasta ese momento (Saldarelli et al., 2017a).

El aumento del comercio internacional de plantas y la expansion de la
produccion y los mercados de la vid a nuevas regiones o dreas geograficas ha
provocado y provoca un incremento del riesgo de introduccion y aparicion de
nuevas plagas y enfermedades.

Estas expansiones a nuevas areas geograficas inducen cambios en la ecologia de
todo el pato-sistema implicado en el desarrollo de una enfermedad (hospedador,
patogeno y vector), promoviendo cambios claves en la composicion genética de
las poblaciones que posibilitan la aparicion y emergencia de nuevas

enfermedades virales.
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La introduccion o aparicion de estas nuevas enfermedades genera una relevante
preocupacion, ya que en el caso de los virus se debe considerar que estos son
patogenos sistémicos para los que no existen remedios efectivos una vez la planta
esta infectada (Gergerich et al., 2015).

Por otro lado, en el caso de la influencia del cambio climatico sobre la aparicion
de nuevas virosis, se debe de considerar que afecta a los procesos fisioldgicos de
las plantas y por tanto afecta de igual forma a las poblaciones de
microorganismos que habitan en ellas, incluyendo los virus (Trebicki, 2020). En
términos generales estos cambios en el microbioma de las plantas promueven
por un lado la alteracion en la epidemiologia de ciertas especies viricas que ya
son conocidas y a su vez puede provocar la aparicion de nuevos aislados o
especies virales debido a las nuevas presiones evolutivas ocasionadas por el
nuevo entorno (Canto et al., 2009). Asi, las respuestas fisiologicas de la planta al
cambio climatico pueden producir cambios en la sensibilidad de la planta al
patogeno, variaciones de la agresividad de los virus y la adaptacion del virus a

nuevos vectores.

Grapevine Pinot gris virus, es un virus perteneciente al género Trichovirus,
tamilia Betaflexiviridae, descrito por primera vez en el ano 2012 en la region de
Trentino (Italia) en vid de la variedad Pinot gris. El genoma de GPGV consta de
una molécula de simple cadena de RNA de sentido positivo, (+)ssRNA, con un
tamafno que ronda entre los 7223 a los 7275 nucledtidos (nt), excluyendo el
extremo o cola poli-A. El genoma de GPGV consta de tres pautas de lectura
abiertas (Open reading frames, ORFs) superpuestas y dos regiones no codificantes

(Untranslated region, UTR) localizadas en ambos extremos (5"y 3").
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La ORF 1 es una poliproteina de unos 1856 aminoacidos (aa) que codifica una
metiltransferasa, una helicasa y una RNA polimerasa dependiente de RNA (RNA
dependent RNA polymerase, RARp), la ORF 2 codifica una proteina de movimiento
(movement protein, MP) y la ORF 3 codifica la proteina de la capsida (coat protein,

CP) (Figura 8).
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Figura 8. Representacion grafica de la organizacion del genoma de grapevine Pinot gris virus
(GPGV) obtenida a partir del genoma de referencia de la especie (NC015782). En amarillo se
representan las ORF 1, 2 y 3 que codifican la poliproteina, la proteina de movimiento y la proteina
de la capsida respectivamente. En gris se representan los extremos UTRs.

Este nuevo tricovirus se asocio a la enfermedad del moteado y deformacién de la
hoja de la vid, con sintomas como el moteado clordtico, arrugamientos y
deformaciones de las hojas y la disminucion del rendimiento y calidad de las
bayas (Figura 9) (Giampetruzzi et al., 2012). Dado que las plantas infectadas en
campo con GPGV a menudo suelen estar infectadas simultdineamente por otros
virus (lo cual dificulta el atribuir una etiologia especifica) se realiz6 un estudio
basado en clones infecciosos del virus, que confirmd que los sintomas causados
por este virus son idénticos a los observados en vides infectadas cultivadas en
campo (Tarquini et al., 2019).

Por otro lado, se ha descrito que otros factores, como el titulo viral y el tipo de
aislado que infecta a la planta, también podrian desempefiar un papel importante
en el desarrollo de la enfermedad (Bertazzon et al., 2017).

La aplicacion de técnicas moleculares (RT-PCRs y HTS) ha confirmado que este
virus se encuentra ampliamente distribuido por todo el mundo, habiéndose
detectado infectando vides en Italia, Grecia, Republica Checa, Eslovaquia,
Eslovenia, Francia, Alemania, Portugal, Corea del Sur, China, Canad4, USA,

Espafia, Turquia, Brasil, Croacia, Rumania, Ucrania, Australia, Libano, Algeria,
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Argentina, Japon, Irdn, Bulgaria y Armenia (Bertazzon et al., 2016, 2021; Ruiz-
Garcia & Olmos, 2017; Saldarelli et al., 2017b; Fajardo et al., 2017, Wu & Habili,
2017; Debat et al., 2020; Tokhmechi & Koolivand, 2020; Eichmeier et al., 2020; Abe
& Nabeshima, 2021).

Recientemente, un estudio basado en el analisis de genomas completos del virus
ha planteado la posibilidad de que GPGV tenga su origen en Asia central, desde
donde se ha dispersado hasta Europa y a las Américas (Hily et al., 2020).

Esta amplia dispersion de GPGV a nivel mundial ha impulsado la realizacion de
estudios epidemiologicos para esclarecer las relaciones filogenéticas entre los
aislados de diferentes paises y profundizar en el esclarecimiento de las
diferencias entre aislados agresivos que producen enfermedad y aislados no
agresivos que no producen sintomatologia. Recientes investigaciones sostienen
que GPGV es capaz de transmitirse rdpidamente dentro de los monocultivos de
vid (Bertazzon et al., 2020), y que ademas es capaz de infectar e inducir sintomas
en hospedadores herbaceos pertenecientes a las especies Silene latifolia subsp. alba
y Chenopodium album L., que podrian actuar como reservorios naturales del virus
(Gualandri et al., 2017).

Desde la primera descripcion de GPGV en el afo 2012 hasta 2018, se
desarrollaron varios métodos de deteccion para su diagnostico, unos basados en
métodos de indexaje biologico (Saldarelli et al., 2015) y otros métodos
moleculares basados en RT-PCR convencionales (Glasa et al., 2014; Beuve et al.,
2015) y RT-PCR en tiempo real basado en la quimica SYBR Green (Bertazzon et
al. 2017). Estos métodos han sido muy utiles para los estudios epidemiologicos
del virus. Sin embargo, considerando la amplia variabilidad genética de este
tricovirus (Hily et al., 2020), es posible que no sean suficientes para el correcto
diagnostico del mismo.

Por otro lado se ha descrito un vector potencial de transmision del virus, el dcaro
Colomerus vitis, capaz de transmitir el virus a vides sanas en condiciones

experimentales (Malagnini et al., 2016).
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Sin embargo, hasta el momento, GPGV no ha sido detectado en C. vitis en
condiciones naturales, por lo que, a falta de mas ensayos experimentales de
transmision, este eridfido sigue siendo de momento solo un posible vector de

GPGV.

Figura 9. Sintomas asociados a grapevine pinot gris virus (GPGV) que incluyen: a-b, moteado
clorético y deformaciones foliares en los cultivares Pinot gris y Traminer; ¢-d, sintomas de retraso
del crecimiento en hojas y bayas en la variedad Traminer. Fotos extraidas de la publicacion de
Giampetruzzi et al., 2012.

Algunos estudios referentes a la variabilidad de los genomas de GPGV han
descrito la existencia de una gran diversidad genética dentro de las poblaciones
de este virus (Glasa et al., 2014; Saldarelli et al., 2015; Bertazzon et al., 2017).

Dentro de esta diversidad genomica, se ha descrito la presencia de un
polimorfismo que introduce un codén de parada localizado en la ORF 2, que
produce un acortamiento de seis aminoacidos en la proteina de movimiento
(Saldarelli et al., 2015). Aunque este polimorfismo inicialmente se relacion6 con
los sintomas observados en las vides infectadas con GPGV, estudios filogenéticos
posteriores basados en las secuencias genomicas de la MP y la CP agruparon
aislados sintomaticos y asintomaticos proximos y ademas distribuidos en

diferentes posiciones de los arboles filogenéticos, demostrando que no habia una
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clara asociacion entre la variante genética con la mutacion en la MP y la
manifestacion de los sintomas (Saldarelli et al., 2015; Bertazzon et al., 2017).

La amplia distribucion y diversidad genética de GPGV, la existencia de
potenciales vectores y reservorios de transmision y el efecto de la enfermedad en
la produccién de uva resaltan la necesidad de realizar mas estudios de cara al
futuro que aporten conocimientos sobre la epidemiologia de la enfermedad y
proporcionen estrategias de control eficaces. En este escenario, el uso de métodos
de deteccidn especificos y fiables es en la actualidad un factor clave para el

manejo y control de la enfermedad asociada a este virus.

Grapevine Roditis leaf discoloration-associated virus (GRLDaV) es un virus
perteneciente al género Badnavirus, familia Caulimoviridae, descrito por primera
vez en el afio 2015 en Grecia (Maliogka et al., 2015). El genoma de GRLDaV fue
caracterizado por primera vez mediante técnicas de HTS empleando como
material de partida pequefios RN As interferentes (siRNA) a partir de una planta
de vid sintomatica de 20 afios perteneciente al cv. Roditis y que mostraba la
sintomatologia de una antigua enfermedad de la vid de etiologia desconocida
denominada decoloracion de la hoja de Roditis (Roditis leaf discoloration disease,

RLD), descrita por primera vez en 1981 (Rumbos & Avgelis, 1989).
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El genoma de GRLDaV consta de una sola molécula de DNA circular de doble
cadena, de un tamafio que oscila entre 6988 y 7097 nt de longitud, que contiene
cuatro ORFs y una regién UTR. Las ORFs 1, 2 y 4 codifican proteinas hipotéticas
de funcion desconocida. La ORF 3 codifica una poliproteina de 1831 aa que
contiene la proteina de movimiento (MP), la proteina de la cubierta (CP), la
proteasa, la transcriptasa inversa (RT) y la ribonucleasa H (RNasaH) (Maliogka

et al., 2015) (Figura 10).

O'ﬁ-\ :
o

WC_027131.1

6,983 bp

-
=
3
o
2
>

\ ORF 4

Figura 10. Representacion grafica de la organizacion del genoma de grapevine Roditis leaf
discoloration-associated virus (GRLDaV) a partir del genoma de referencia de la especie
(NC027131.1). En amarillo se representan las ORFs 1, 2 4, que codifican proteinas hipotéticas y la
OREF 3 que codifica la poliproteina.

Aunque atn no se han podido completar los postulados de Koch con este virus
emergente, en la actualidad GRLDaV ha sido detectado solo en vides que
presentan sintomas tipicos de RLD (Martelli et al., 2017).

Los sintomas asociados a este nuevo Badnavirus suelen manifestarse a finales del
verano e incluyen decoloraciones en las hojas de tonalidades verdosas claras a lo
largo de los nervios, amarillentas o rojizas, clorosis internerviales, deformaciones
del limbo acompanadas de enrojecimientos y enrollados de las hojas, reduccion
del nimero y tamanio de las bayas y un menor contenido de azticar en las mismas

(Figura 11) (Rumbos & Avgelis, 1989; Maliogka et al., 2015).
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En vistas de que existe una clara evidencia de que este virus puede causar dafios
a los cultivos de vid, en octubre de 2018 GRLDaV fue incluido en la lista de alertas
de la EPPO como un riesgo fitosanitario potencial para la region europea y
mediterranea (EPPO, 2018a). GRLDaV es un virus que en la actualidad tiene una
distribucion geografica baja y desde su primera identificaciéon en Grecia, de
momento solo ha sido descrito en Italia, Turquia, Croacia y Sudéfrica (Chiumenti
et al., 2015; Voncina & Almeida, 2018; Ulubas Serce et al., 2018; Bester et al., 2021).
A pesar de tratarse de un virus incluido en la lista de alertas de la EPPO, hasta el
momento se han descrito pocos métodos de diagndstico para su deteccion y tan
solo un método de PCR en tiempo real basado en la quimica SYBR Green
(Maliogka et al., 2015). Respecto a la transmisiéon GRLDaV, de momento solo se
ha demostrado que es transmisible mecdnicamente a plantas herbaceas
(Maliogka et al., 2015) y, aunque hasta la fecha no se han identificado vectores
bioldgicos que lo transmitan, es probable que se transmita mediante cochinillas,
dado que la mayoria de los badnavirus se propagan por medio de estos insectos

(Bhat et al., 2016).

Figura 11. Sintomas de la enfermedad Roditis leaf discoloration disease asociados a grapevine
Roditis leaf discoloration-associated virus (GRLDaV); a. deformaciones del limbo acompafiadas
de enrojecimientos y enrollados de las hojas; b. clorosis internerviales; c. decoloraciones en las
hojas de tonalidad rojiza; d. Racimos de vid de la variedad Roditis infectados y sanos; e. Racimos
de vid de la variedad Roditis infectados en campo. Fotos extraidas de la publicaciéon de Maliogka
et al., (2015).
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Grapevine asteroid mosaic associated virus (GAMaV) es un virus miembro del
género Marafivirus, familia Tymouviridae. Descrito por primera vez en California
(USA) (Martelli, 2014) fue asociado a una enfermedad descrita en 1965, llamada
mosaico asteroide de la vid (grapevine asteroid mosaic disease, GAMD) (Refatti &
Hewitt, 1965). Publicaciones recientes asocian la presencia de este timovirus al
complejo del jaspeado o fleck, (Martelli, 2014, 2017; Vargas-Asencio et al., 2017),
que engloba diferentes enfermedades en las que se incluyen el jaspeado de la vid
y el mosaico asteroide de la vid. Hasta el momento GAMaV es el tnico virus
asociado con la enfermedad del mosaico de asteroide de la vid dentro de este
complejo (Sabanadzovic et al., 2017).

Sin embargo, atin no esta clara la asociacion entre la sintomatologia de GAMD y
GAMaV, ya que de momento no se han completado los postulados de Koch y
existen pocas investigaciones referentes a la relacion entre los sintomas y la
presencia del virus. A pesar de ser un virus asociado a un complejo de
enfermedades muy conocido, el genoma completo de GAMaV solo ha sido
caracterizado recientemente, concretamente en el ano 2017 (Vargas-Asencio et al.,
2017). Dicho genoma consiste en una molécula de simple cadena de RNA de
sentido positivo, (+)ssRNA, con un tamafno que oscila entre los 6692 y los 6719
nucleotidos, excluyendo el extremo poli-A. El genoma de GAMaV consta de dos
ORFs (ORF 1y ORF 2), y dos regiones UTR localizadas en ambos extremos (5"y
3’). La ORF 1 codifica una poliproteina de 2158 aa que contiene los dominios
conservados reconocidos de una metiltransferasa (MT), una proteasa (Pro) una
helicasa (Hel), una RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRp) y una
secuencia de una posible proteina superpuesta (Overlapping protein, OP), de unos
339 aa, cuya funcidn podria estar relacionada con el movimiento del virus y ser
una proteina de movimiento (putative movemment protein) (Vargas-Asencio et al.,
2017). Por otro lado, la ORF 2 codifica la proteina de la capsida (coat protein, CP)
(Figura 12).
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Figura 12. Representacion grafica de la organizaciéon del genoma de grapevine asteroid mosaic
associated virus (GAMaV) obtenida a partir del genoma de referencia de la especie (NC_031692).
En amarillo se representan las ORF 1y 2 los cuales codifican una poliproteina y la proteina de la
capsida respectivamente. En gris se representan los extremos UTRs. *Se representa también la
posible proteina de movimiento descrita por Vargas-Asencio et al., (2017).

SUTR

Los sintomas asociados al GAMaV incluyen moteado clordtico distribuido
irregularmente sobre el limbo foliar (chlorotic mottling). Cuando los sintomas se
intensifican, dichas manchas se fusionan y aparecen puntos necroticos en el
centro de las mismas. También aparecen aclaramientos de las nervaduras
primarias y secundarias. A menudo las plantas infectadas se atrofian y no
producen frutos (Refatti & Hewitt, 1965).

El analisis por indexaje biologico en V. rupestris, muestra la aparicion sintomas

foliares diferentes a los inducidos por la enfermedad del jaspeado (Figura 13).

.'_ i f .-'. i a.- - :
Figura 13. Sintomas de la enfermedad mosaico asteroide de la vid: a, manchas en forma de
estrellas distribuidas irregularmente sobre el limbo foliar; b, aclaramiento de venas primarias y

secundarias sefialado con flechas en V. rupestris. Fotos cortesia de U. Prota, disponible en
FAO.org, y extraidas de la publicacion de Sabanadzovic et al., (2017).
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Muchos de los virus asociados al complejo de enfermedades del jaspeado
se encuentran de manera latente en casi todas las vides cultivadas en Europa
(Sabanadzovic et al., 2000). Sin embargo, en el caso particular del GAMaV la
distribucion es relativamente baja, habiendo sido solo detectado en USA, Japon,
Canada, Uruguay, Francia, Hungria e Italia (Nakaune et al., 2008a; Vargas-

Asencio et al., 2017; Candresse et al., 2017; Porceddu et al., 2018).

Un estudio reciente sobre la prevalencia de este virus en variedades de vid
silvestres y comerciales localizadas en el estado de Nueva York (USA), muestra
que probablemente GAMaV sea un virus autdctono de Norte América
(Thompson et al., 2021). De momento no se disponen de herramientas validadas
de diagndstico para este virus, mas alla de las RT-PCR descritas en las primeras
detecciones del virus en las diferentes regiones geograficas (Nakaune et al., 2008;

Vargas-Asencio et al., 2017; Candresse et al., 2017; Porceddu et al., 2018).

Por altimo, referente a la epidemiologia de GAMaV, existe escasa informacion al
respecto. Hasta el momento no se ha identificado ningtin vector del virus, al igual
que para el resto de virus asociados al complejo de enfermedades del jaspeado
(Fuchs, 2020), por lo que se supone que la transmision de GAMaV solo ocurre a

través de propagacion vegetativa (Sabanadzovic et al., 2017).

Grapevine vein clearing virus (GVCV) es un virus emergente miembro de la
tamilia Caulimoviridae, género Badnavirus descrito en el ano 2011, a partir de
cuatro plantas de vid (cv. Vidal Blanc, Chardonnay, Cabernet Franc y Corot noir)
en la region oeste de los USA. GVCV se ha asociado a la enfermedad del
aclaramiento de nervaduras o vein clearing que en algunos casos se acompana de

deformaciones en las hojas (Figura 14) (Zhang et al., 2011).
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Estudios posteriores han demostrado que GVCV es capaz de infectar también
plantas silvestres en la familia Vitaceae como son V. Rupestris y Ampelopsis cordata
(Beach et al., 2017; Petersen et al., 2019). De momento GVCV solo ha sido

reportado en USA, por lo que se dispone de muy poca informacidn de este virus.

Figura 14. Sintomas asociados al virus grapevine vein clearing virus (GVCV) en hoja de vid (Vitis
vinifera L.): a-b, visualizacion del aclarado en nervaduras en hojas del cultivar Chardonnay; c,
aclarado de venas en el cultivar Vidal Blanc; d, aclaramiento de venas acompanada de
deformaciones en las hojas en el cultivar Cabernet Sauvignon. Fotos extraidas de la publicacién
de Qiu & Schoelz, (2017).

El genoma de GVCV consiste en una hebra de dsDNA de un tamano de 7753 nt
que codifica tres ORFs. Las ORF 1y 2 codifican dos proteinas hipotéticas de las
cuales se desconoce su funcion, y la ORF mas grande (ORF 3) codifica una
poliproteina que contiene los dominios conservados de una transcriptasa inversa
(RT), una RNasa H y una proteina con dedos de zinc de unién al DNA (ZF)
(Figura 16).
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Figura 15. Representacién grafica de la organizacién del genoma del grapevine vein clearing
virus (GVCV) a partir del genoma de referencia de la especie (NC_015784). En amarillo se
representan las ORFs 1, 2 y 3 que codifican dos proteinas hipotéticas y la poliproteina
respectivamente.

En lo referente a la epidemiologia de este virus, se ha confirmado que GVCV es
se transmite por injerto (Zhang et al., 2011) por lo que la propagacion del material
infectado es la principal via de propagacion de este virus. Pero el hecho de que
la enfermedad se haya observado cada vez con mayor frecuencia en los vifiedos
americanos, sugiere que GVCV pueda transmitirse mediante vectores (Qiu &
Schoelz, 2017).

Dos estudios recientes, han confirmado que GVCV puede ser transmitido por la
especie de pulgdn nativo americano Aphis illinoisensis tal como se ha demostrado
en condiciones de invernadero (Petersen et al.,, 2019; Uhls et al., 2021). Sin
embargo, este virus, de momento, no ha sido detectado en pulgones de esa
misma especie en condiciones naturales. Por tanto, se necesitan mas estudios
para comprender mejor la biologia, la epidemiologia, la distribucion geografica

y el impacto econdémico de GVCV.
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Respecto a los métodos de diagndstico empleados para la deteccion de GVCV,
de momento solo se emplean protocolos de PCR convencional, y hasta el
momento hay descritos hasta seis (Zhang et al., 2011; Qiu & Schoelz, 2017), siendo

los mas empleados para la deteccion de GVCV los descritos por Zhang et al., 2011.

Grapevine virus E (GVE) y grapevine virus F (GVF) son virus emergentes
miembros de la familia Betaflexiviridae, género Vitivirus (Nakaune et al., 2008b; Al
Rwahnih et al., 2012). GVE fue descrito por primera vez en 2008 en una planta de
vid de la especie Vitis labrusca (variedad Pione) en Japon (Nakaune et al., 2008b)
y desde su primera identificacion hasta ahora ha sido descrito en Sudafrica,
China, Tanez, Estados Unidos, Argentina y Grecia (Coetzee et al., 2010; Alabi et
al., 2013; Fan et al., 2013; Rwahnih et al., 2017; Panailidou et al., 2019; Debat et al.,
2020). GVE ha sido detectado tanto en vides asintomaticas (Nakaune et al., 2008b;
Alabi et al., 2013; Debat et al., 2020) como sintomaticas, las cuales incluyen
sintomas de punteadura de la madera (Nakaune et al., 2008b), sintomas asociados
a la enfermedad de Syrah (Coetzee et al., 2010) y también sintomas asociados al
complejo de la madera rugosa (Al Rwahnih et al., 2012).

Aunque el papel de GVE como agente causal de una enfermedad no esta claro,
lo que si se ha estudiado es la relacion de este virus con una mayor incidencia y
titulo de otros vitivirus (Grapevine virus A y Grapevine virus B) y un sinergismo
que potencia la gravedad de la enfermedad del enrollado causada por GLRaV-2
y/o GLRaV-3 cuando se encuentran coinfectando la misma planta (Rowhani et
al., 2017b, 2018). Respecto a la transmision de GVE, se ha observado que puede
ser transmitido por la cochinilla Pseudococcus comstocki (en condiciones de
experimentales) y mediante injerto de material vegetal contaminado (Nakaune et

al., 2008b).
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Por otro lado, GVF fue identificado por primera vez mediante técnicas de HTS
en el ano 2012 en USA a partir de una planta de vid de uva tinta (Al Rwahnih et
al., 2012). Desde su descripcion hasta ahora ha sido descrito en numerosos paises
de todo el mundo: Reino Unido, Alemania, Argentina, Turquia, Tunez,
Sudafrica, Rusia, Malta, Libano, Kosovo, Jordania, Japon, Israel, Iran, India,
Hungria y Grecia (Al Rwahnih et al., 2014; Molenaar et al., 2015; Selmi et al., 2017;
Elbeaino, 2019; Panailidou et al., 2019; Sabaghian et al., 2019; Chiaki & Ito, 2021).
GVF, al igual que GVE, de momento no se ha asociado claramente a una
enfermedad especifica, pero al parecer si que pordria actuar de forma sinérgica
con virus del complejo de la madera rugosa y agravar la incompatibilidad en
ciertos portainjertos (Freedom, 420A, 3309C y 101-14) (Al Rwahnih et al., 2012,
2014). Sin embargo, se requieren mas investigaciones para confirmar todo ello.
Hasta el momento no se conocen vectores de GVF (Basso et al., 2017), aunque al
tratarse de un virus de la familia Betaflexiviridae es posible que pueda ser
transmitido por alguna especie de pseudocdccido (Andrew et al., 2012).

Los genomas de GVE y GVF son muy similares, ambos estan conformados por
una cadena simple de RNA en sentido positivo, (+)ssRNA, de 7.564 y 7551 nt
respectivamente, que contienen cinco ORF que codifican una replicasa (Rep), una
proteina hipotética de funcion desconocida (HP), una proteina de movimiento

(MP), una proteina de cubierta (CP) y una proteina de union al RNA (RNAD)

(Figura 16).
1 1,000 2,000 3,000 4,000 5,000 6,000 7000 7,564
NC 018458 = Replicase . Hp VP T
_ B A
NC_ 011106 = Replicase P 2 MP e

(P

Figura 16. Representacion grafica de la organizacion del genoma de Grapevine virus F (GVF) y
Grapevine virus E (GVE) obtenida a partir del genoma de referencia de ambas especies
(NC_018458 y NC_011106, respectivamente). En amarillo se representan las ORFs que codifican
una replicasa (Replicase), una proteina hipotética de funciéon desconocida (HP), una proteina de
movimiento (MP), una proteina de cubierta (CP) y una proteina de unién al RNA (RNAD).
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Respecto a los métodos de diagnostico empleados para la deteccion de estos
vitivirus, al tratarse de virus que posiblemente juegan un papel en la etiologia de
la enfermedad de la madera rizada y en posibles incompatibilidades en
diferentes portainjertos, existen numerosas herramientas para detectarlos.

Las principales herramientas se basan en su deteccion por RT-PCR convencional
y en tiempo real, incluso empleando metodologias multiplex para la deteccion
simultdnea de GVE, GVF y otros vitivirus como GVA y GVE (Nakaune et al.,
2008b; Al Rwahnih et al., 2014; Elbeaino et al., 2019; Diaz-Lara et al., 2020;
Tokhmechi & Koolivand, 2020).

Grapevine virus T (GVT) es un nuevo virus perteneciente a la familia
Betaflexiviridae, género Foveavirus, identificado por primera vez en 2017 a partir
del analisis del transcriptoma de una vid de la variedad Teroldego (Jo et al., 2017).
GVT es un virus que esta filogenéticamente relacionado con GRSPaV, virus
asociado al complejo de la enfermedad de la madera rugosa (Meng & Rowhani,
2017). Un reciente estudio sobre la diversidad de GVT, donde se compararon los
genomas de GVT y GRSPaV, demostro que las caracteristicas gendmicas de
ambos virus son muy similares (Zarghani et al., 2018).

Desde la primera descripcion de GVT, se ha detectado en Alemania, Croacia,
Eslovaquia y Republica Checa (Vonc¢ina & Almeida, 2018; Ruiz-Garcia et al., 2018;
Glasa et al., 2018; Zarghani et al., 2018).

La organizacion genomica de GVT es tipica de los foveavirus y consiste en una
hebra de RNA lineal de sentido positivo, (+)ssRNA, de un tamarno de 8.744 nt que
codifica cinco ORFs: la ORF 1 corresponde a una proteina de replicacion
(Replicase), y las ORF 2, 3 y 4 codifican tres proteinas asociadas con el
movimiento (TGB1-2-3) y por ultimo la ORF 4 codifica la proteina de la capsida
(CP).
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La organizacion genomica de GVT es similar a la de GRSPaV, con la excepcion
de la presencia de una posible ORF que presenta GRSPaV y que estd ausente en

GVT (OFR6) (Figura 17).
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Figura 17. Representacién grafica de la organizacion del genoma de Grapevine rupestris stem
pitting (GRSPaV-1) y Grapevine virus T (GVT) obtenida a partir de los genomas de referencia de
ambas especies, NC_001948 y NC_035203 respectivamente. ORF 1 corresponden a una proteina
de replicacién (Replicase), y las ORF 2, 3 y 4 codifican tres proteinas asociados con el movimiento
(TGB1-2-3), la ORF 4 codifica a proteinas de la capsida (CP) y en el caso de GRSPaV-1 se encuentra
la ORF 6 de codifica una proteina hipotética.

La dispersion de GVT es muy similar a la de GRSPaV y parece estar restringida
ala transmision por injerto de material vegetal infectado. Referente a los métodos
de diagndstico empleados para la deteccion de GVT, estos se han centrado
principalmente en métodos RT-PCR convencional (Voncina & Almeida, 2018;
Ruiz-Garcia et al., 2018; Glasa et al., 2018; Zarghani et al., 2018), aunque
recientemente se ha desarrollado un método de RT-PCR en tiempo real (Diaz-

Lara et al., 2020).

Grapevine red blotch virus (GRBV) es un virus de la familia Geminiviridae, y del
género Glablovirus. Este virus se identific por primera vez en el ano 2008 en
Oakville, California (USA), cuando se detectaron varias vides de la variedad
Cabernet Sauvignon con sintomas asociados al complejo del enrollado de la vid,
en las que, en base a los analisis de laboratorio, no se identifico ninguna especie
de virus asociado a este complejo (Calvi, 2011). Simultdneamente, en los estados
de Nueva York, Oregon y Washington (USA), otros investigadores detectaron
esta misma patologia y, mediante técnicas de amplificacion por circulo rodante

(RCA) y métodos de HTS, identificaron un nuevo virus de DNA de cadena
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simple, ssDNA, circular al que denominaron GRBV (Krenz et al.,, 2012; Al
Rwahnih et al., 2013; Seguin et al., 2014). Es por ello que GRBV se le conoce
también como grapevine cabernet franc-associated virus y grapevine redleaf-
associated virus (GRLaV).

Estudios posteriores demostraron que GRBV ha estado presente en USA desde
hace mucho tiempo, especialmente en los vinedos de California (Poojari et al.,
2013; Al Rwahnih et al., 2015). Los sintomas causados por GRBV consisten en la
aparicion de manchas rojas en las hojas y nervaduras, y pueden ser confundidos
muy facilmente con los sintomas asociados a los virus del enrollado en lo

referente a la coloracion de las hojas (Yepes et al., 2018) (Figura 18).

Figura 18. Sintomas asociados a grapevine red blotch virus (GRBV) en hoja vid (Vitis vinifera L.) __;;

de tres variedades diferentes: a, Chardonnay; b, Pinot noir; y ¢, cabernet franc. Fotos extraidas de s

la publicaciéon de la EPPO Global database. o Jv
9 . |
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El genoma de GRBV consiste en una hebra de DNA monocatenario de un tamano
de 3.206 nt que contiene seis ORFs, las cuales codifican la proteina de cubierta V1
(CP), la proteina V2 'y V3, ambas de funcién desconocida, la proteina C1, asociada
alareplicacion (RepA), y las proteina C2 y C3, asociadas también a la replicacion
del virus (Sudarshana et al., 2015) (Figura 19)

GRBV se encuentra muy extendido por regiones del norte de Ameérica, tanto en
plantaciones de vid de USA (Al Rwahnih et al., 2015), como también en las
principales plantaciones de vid de Canadd y México (Poojari et al., 2017; Xiao et
al., 2018; Gasperin-Bulbarela et al., 2018).

También ha sido detectado en Sudamérica (Argentina) y en Asia (India y Korea)

(Lim et al., 2016; Marwal et al., 2019; Luna et al., 2019).
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Figura 19 Representacion grafica de la organizaciéon del genoma de grapevine red blotch virus
(GRBV) obtenida a partir del genoma de referencia NC_022002. Se muestran los seis ORF los
cuales codifican: la proteina de cubierta V1 (CP), la proteina V2 y V3 ambas de funcién
desconocida, la proteina C1, asociada a la replicacién (RepA), y las proteinas C2 y C3 asociadas

también a la replicacion del virus.

Respecto a los métodos de diagndstico de GRBV, dado que la sintomatologia
asociada a este virus es muy parecida a la causada por virus asociados al
complejo del enrollado, la inspeccion visual no es suficiente para su diagnostico.

Por ello, se han desarrollado herramientas de deteccion basadas en PCR
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convencional como la desarrollada por Poojari et al., (2013) y también PCR
multiplex en tiempo real que cubren la diversidad genética de GRBV (Krenz et
al., 2014). Existen también otros estudios sobre la distribucion del virus en la
planta que indican que los peciolos de las hojas viejas son los tejidos mas

adecuados para detectar a GRBV (Setiono et al., 2018).

1.6. Implementacion de nuevas técnicas moleculares en el

diagnostico de virus de la vid.

En la actualidad, el diagndstico e identificacion de las virosis vegetales se centra
en un amplio rango de técnicas de deteccion. Como ya se ha mencionado, las
técnicas clasicas mas utilizadas para el diagndstico de virosis vegetales se
fundamentan principalmente en ensayos bioldgicos, serologicos y moleculares.
Concretamente, en el caso de las virosis de la vid, los ensayos bioldgicos se
enfocan en el indexaje bioldgico, apoyado por otras herramientas de deteccion
especifica, principalmente las serologicas y moleculares, como las pruebas ELISA
y de PCR. Todos estos métodos de deteccion son normalmente muy efectivos y
proporcionan diagnodsticos fiables cuando se trata de virus conocidos (Velasco &
Padilla, 2021). Sin embargo, estas herramientas tienen una limitacion principal,
que radica en que se requiere una caracterizacion previa del virus que se desea
detectar.

Cuando el agente causal de la enfermedad es desconocido o no se posee
suficiente informacidn biologica sobre el mismo, como es el caso de las virosis
emergentes, estas herramientas pierden considerablemente su poder de
resolucion diagnodstica, ya que requieren de esta caracterizacion bioldgica y
molecular previa del agente causal de la enfermedad. Por ello, cada vez es mas
frecuente la implementacion de técnicas de secuenciacién masiva o HTS, ya que
solventan la problematica de las técnicas de deteccion clasica, al ser capaces de

detectar e identificar tanto patdgenos conocidos como desconocidos o
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emergentes (Adams et al.,, 2009; Velasco & Padilla, 2021). El desarrollo e
implementacion de las técnicas de HTS han supuesto un impacto en la virologia
de plantas, ya que se trata de una herramienta que permite explorar la diversidad
viral, la ecologia y las interacciones patdgeno-hospedador que hasta ahora eran
desconocidas (Saldarelli et al., 2017a).

Las técnicas de HTS permiten la secuenciacion masiva de una muestra a partir
de una purificacion de acidos nucleicos, bien sea DNA o RNA. Estos acidos
nucleicos, pueden ser de diferente naturaleza (siRNA, RNA total, doble cadena
de RNA- dsRNA, DNA lineal o DNA circular) y son procesados para la
preparacion de librerias y la secuenciacion simultanea de millones de secuencias.
El procedimiento empleado para la secuenciacion masiva de estos acidos
nucleicos varia dependiendo del tipo de secuenciacion y plataforma con la que
se va a realizar la secuenciacion (Illumina, Nanopore, etc.). Sin embargo, en
términos generales los procedimientos empleados en esta técnica incluyen los
siguientes pasos basicos: (i) preparacion de la muestra, (ii) preparacion de

librerias, (iii) secuenciacion y (iv) andlisis bioinformatico.

Durante el proceso de preparacion de la muestra es muy importante obtener una
muy buena calidad y cantidad de acidos nucleicos necesaria para la preparacion
de librerias. Generalmente esta calidad y cantidad es cuantificada mediante
analisis por espectrofotometria. Cuando la muestra se trata de RNA, esta debe de

ser convertida en DNA complementario antes de la preparacion de la libreria.

El paso previo de la preparacion de librerias es una fragmentacion de los acidos
nucleicos y la en la preparacion de las librerias se ligan adaptadores que tienen
diferentes funciones. De hecho, la gran mayoria de tecnologias de HTS no
pueden analizar facilmente hebras de DNA muy largas, por lo que se necesita
fragmentar los acidos nucleicos para poder ser secuenciados. La fragmentacion

se realiza mediante métodos enzimaticos o mecanicos.
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Después de la fragmentacion, a los pequenos fragmentos de DNA se les adiciona
una sola base de adenina (-A) en cada extremo para formar un saliente que
permitira la ligacion de los adaptadores que contienen una sola base saliente de
timina en sus extremos. Asi, los adaptadores adicionados a estos fragmentos de
DNA cumplen multiples funciones, conteniendo secuencias conocidas que
permiten por un lado la unién de la libreria a las celdas de flujo de secuenciacion
y sitios de unidn para los cebadores de secuenciacion. En ocasiones contienen un
cddigo de barras, también llamado indice, para identificar muestras y permitir el
multiplexado (secuenciacion de varias muestras a la vez). En el paso de
secuenciacion ocurren la reacciones bioquimicas que permiten las lecturas (reads)
nucleotidicas de cada fragmento de DNA. Actualmente existen dos tipos de
secuenciacion, las basadas en sintesis o polimerizacion, que son sistemas
dependientes de DNA polimerasas y las basadas en nano-poros, que no
dependen de reacciones enzimaticas de polimerizacion.

Los resultados obtenidos del proceso de secuenciaciéon son archivos informaticos
que contienen cientos de miles de reads obtenidas durante el proceso. Los tipos
de ficheros o archivos generados por las plataformas de secuenciacion son
SAM/BAM, VCF o FASTQ, siendo el mas frecuente este ultimo.

El altimo paso son los analisis bioinformaticos empleando potentes herramientas
bioinformaticas. En este paso es importante el procesado previo al andlisis, en
donde se deben de eliminar todas aquellas reads de mala calidad y los
adaptadores empleados durante el proceso de preparacién de la libreria.

Una vez procesadas las secuencias, se procede a realizar los andlisis
bioinformaticos de ensamblaje mas adecuados (Figura 20).

La aplicacion de técnicas de HTS en el diagnostico de virosis de la vid genera
conjuntos de datos muy complejos, dada la gran cantidad de virus y viroides que
infectan simultdaneamente a esta especie de planta en comparacién con otras

especies vegetales (Martelli, 2017).
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Las técnicas de HTS aplicadas al estudio del viroma de la vid han revelado que

muchos virus y viroides no regulados se encuentran de manera habitual en este

tipo de plantas, cuestionando asi el concepto de lo que es una vid “sana”.

Ademas de esto, las técnicas de secuenciacién masiva han supuesto una

revolucion en lo referente a la descripcion y caracterizacién de nuevas virosis

(Saldarelli et al., 2017a).

Por ello, las técnicas de HTS posiblemente sean la mejor alternativa a las

metodologias actuales de diagndstico y deteccidon, ya que proporcionan una

informacion completa sobre el viroma de la vid y no solo el de una tinica especie,

facilitando asi la comprension precisa de las enfermedades de la vid de etiologia

viral.
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Figura 20. Diagrama de flujo sobre los procedimientos generales empleados en las técnicas de
secuenciacion masiva (HTS).
*Solo cuando se trata de secuenciacién de RNA total
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Justificacion y objetivos

2.1 Justificacion

El proyecto de tesis aborda el estudio y diagnostico de virosis emergentes de vid,
alguna de ellas de gran impacto econdmico y agrondmico.

La prevencidon e identificacidon temprana de brotes epidémicos de virus
emergentes en un cultivo estratégico como la vid es de enorme importancia para
salvaguardar la viticultura espafiola.

Por tanto, el estudio de la presencia de virus emergentes en Espana, el
conocimiento de su diversidad genética y el desarrollo de técnicas eficaces de
diagnodstico son fundamentales para desarrollar estrategias de prevencion y
control, en un cultivo basado en la multiplicaciéon vegetativa de variedades

tradicionales permitidas en las diferentes Denominaciones de Origen.

2.2 Objetivos

El objetivo general de la presente tesis es conocer la situacion de las virosis
emergentes de vid en Espana y desarrollar herramientas que puedan
implementar programas de seleccion sanitaria, certificacion y/o erradicacion.
Este objetivo general se puede desglosar en los siguientes objetivos concretos:

1. Basqueda de los principales virus emergentes (GPGV, GRLDaV, GAMaV,
GVE, GVF, GVT, GRBV y GVCV) en plantaciones espafiolas de vid con
denominacion de origen mediante HTS y métodos moleculares basados en PCR.
2. Caracterizacion molecular de los virus emergentes GPGV, GRLDaV y GAMaV:
secuenciacion, analisis de la estructura del genoma viral y diversidad genética.
3. Desarrollo de métodos de deteccidon de virus emergentes GPGV, GRLDaV y
GAMaV que infectan a la vid.

4. Identificacion y caracterizacion de un desorden vegetativo en vid de etiologia

desconocida.
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Material y métodos

3.1 Material vegetal

Se realizaron prospecciones periddicas aleatorias durante el periodo
comprendido entre los anos 2017 y 2020 en cinco denominaciones de origen
(D.O.): D.O. Utiel-Requena; D.O. Uva de Mesa Embolsada del Vinalopd; D.O.
Priorato y D.O. Manchuela. Un total de 820 muestras de vid, de nueve variedades
distintas (Tempranillo; Garnacha; Syrah; Bobal; Macabeo; Cabernet Sauvignon;
Aledo, Ideal y Crimson Seedless) fueron analizadas para el estudio de virosis

emergentes (Tabla 2).

Tabla 2. Material vegetal utilizado en la busqueda de virosis emergentes de la vid, prospectado
en el periodo 2017-2020 en cinco denominaciones de origen (D.O.) del levante espafiol

Nr- Muestra Variedades Denomllnacmn de Afio
origen
50 Tempranillo Manchuela 2017
80 Garnacha y Syrah Priorato 2017
178 Bobal; Macabeo y Garnacha Utiel-Requena 2017
5 Crimson Seedless Valencia* 2018
52 Tempranillo; Macabeo Utiel-Requena 2019
128 Aledo; Ideal Vinalop6** 2019
36 Bobal, Tempranillo, Cabernet Utiel-Requena 2020
Sauvignon y Syrah
241 Bobal; Chardonay Valencia 2020

* Muestras vegetales obtenidas en un huerto privado de la comunidad valenciana (CV); ** D.O. Uva de Mesa
Embolsada del Vinalopé.

Se emplearon como controles positivos, para GPGV 3 muestras infectadas de
Eslovaquia, SK30, SK45 y SK704 (cv. Veltliner) y 2 muestras espafiolas de plantas
de vid mantenidas en invernadero de cuarentena del IVIA originarias de la
primera deteccion del virus en Espafa en la de la D.O. Utiel-Requena, RQ30 y
RQ25 (cv. Garnacha y Bobal, respectivamente) (Ruiz-Garcia & Olmos, 2017).

En el caso de GRLDaV, un total de 22 muestras de vid infectadas de diferentes
origenes y variedades fueron seleccionadas como controles positivos: 1 muestra
de planta de vid mantenida en invernadero de cuarentena del IVIA originaria de
Grecia (cv. Roditis), 16 muestras de Grecia (cv. Dafnia, Mavrothiriko, Moschato

Samou, Korinthiaki stafida, Romeiko, Lagorthi, Assyrtiko y Koumariano)
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suministradas por la Dra. Maliogka (Universidad Aristoteles de Saldnica); 2
muestras de Turquia (cv. Yalova incisi) suministradas por la Dra. Ulubas Serce
(Universidad Nigde Omer Halisdemir); 2 muestras de Italia (cv. Bombino Nero)
suministradas por el Dr. Minafra (CNR-IPSP); y 1 muestra de Croacia (cv. Ljutun)

proporcionada por el Dr. Vonc¢ina (Universidad de Zagreb).

El estudio de un desorden vegetativo en vid de etiologia desconocida, se realizé
en el afo 2018, a partir de cinco plantas de vid (cv. Crimson Seedless) de un
huerto privado ubicado en la provincia de Alicante (Espafa) donde se
recolectaron muestras con una sintomatologia particular de enrollado de la hoja.
Como controles positivos de los virus GVE y GVF se utilizé 1 muestra de vid (cv.
Dafnia), suministradas por la Dra. Maliogka de la Universidad Aristoteles de
originaria de Grecia, coinfectada con los virus GVE y GVF. Como control positivo
del virus GRBV se empled 1 muestra de vid (cv Zinfandel) suministrada por el
Dr. Jean Sébastien Reynard del centro de investigacion Agroscope de Suiza,
infectada con GRBV. Como control positivo para la deteccion de GVT se utilizé
la muestra SK704 (cv. Veltliner) originaria de Eslovaquia suministrada por el Dr.

M. Glasa de la Academia Eslovaca de Ciencias.

Adicionalmente, para el estudio de deteccion especifica de GRLDaV mediante el
método de PCR en tiempo real disefiado en este estudio, se analizaron 65
muestras de vid procedentes de Grecia prospectadas aleatoriamente y

suministradas por la Dra. Maliogka de la Universidad Aristdteles de Salonica.
En todos los ensayos se usaron como controles negativos material vegetal de tres

variedades de vid (Valenci blanc, Monastrell y Bobal) saneadas en el laboratorio

de virologia del IVIA y mantenidas en invernadero.
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3.2 Ensayos con vectores de transmision

Para los ensayos de adquisicion realizados con el acaro Colomerus vitis, se
recolectaron hojas de vid (cv. Bobal) que presentaban erineas (agallas)
producidas por el dcaro C. vitis, localizadas en una parcela experimental del IVIA.
Tras comprobar la ausencia de GPGV en el material vegetal mediante RT-PCR
convencional, de acuerdo con Glasa et al., (2014), y haciendo uso de una lupa
binocular M165-C (Leica, Wetzlar, Alemania), se recortaron y aislaron las erineas
que contenian C. vitis. Se aislaron dos grupos de 5 y 10 4caros respectivamente y
se analizaron mediante el mismo protocolo de RT-PCR mencionado
anteriormente para confirmar la ausencia de GPGV. A continuacion, se
transfirieron las erineas aisladas a hojas de vid infectadas con GPGV (cv.
Garnacha) y hojas de vid saneadas libres de GPGV. El periodo de acceso a la
adquisicion de los C. vitis fue de 5 dias a 25°C. Transcurrido el periodo de
adquisicion se aislaron grupos de 15, 10, 5 especimenes, asi como insectos

individuales para su posterior analisis mediante PCR en tiempo real.

Los ensayos de adquisicion con cochinillas se realizaron con las especies
Planococcus citri'y Pseudococcus viburni, proporcionadas por el Dr. Francisco Beitia
del departamento de Entomologia del IVIA. Las cochinillas adultas se
recolectaron originalmente de frutos de caqui (Diospyros kaki L.) ubicados en
Algemesi (Ribera del Xuaquer, Valencia). Las colonias de cochinillas se
mantuvieron en frutos de limén a 26°C durante 60 dias. Durante este periodo, la
ausencia de GRLDaV en las cochinillas se confirmo dos veces, mediante métodos
de deteccion basados en PCR convencional y en tiempo real de acuerdo con Yang

et al. (2003) y Maliogka et al. (2015) respectivamente.
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A continuacion, las cochinillas libres de GRLDaV se transfirieron a hojas de vid
tanto infectadas con GRLDaV (cv. Roditis) como sanas (cv. Bobal).

El periodo de adquisicion de las cochinillas fue de 48 horas y se realiz6 a 28 °C
de temperatura y 60% de humedad con un ciclo de luz de 12/12 h en una camara
de crecimiento vegetal MLR-350H (Sanyo, Osaka, Japon). Transcurrido este
periodo se aislaron nueve réplicas de grupos de 2, 4 y 1 especimenes para su
posterior analisis mediante RT-PCR en tiempo real.

Todas las hojas usadas en los ensayos fueron mantenidas durante los periodos

de adquisicion sobre esponjas humedecidas en bandejas con agua.

Los ensayos de transmision se realizaron con las especies P. citri y P. viburni. Para
ello se aislaron cochinillas procedentes de grupos positivos para GRLDaV
analizados previamente mediante PCR. Se aislaron 6 grupos de cochinillas
conformados por 5 especimenes, los cuales fueron colocados en plantas de vid
saneadas (cv. Bobal) cultivadas in vitro. Las plantas de vid saneadas se cultivaron
en medio estéril Lloyd & McCown Woody (MW) (Lloyd & McCown, 1980): 0,25
% (p/v) de MW Plant Medium (DUCHEFA, Paises Bajos), 2 % (p/v) de sacarosa,
0,1 % (p/v) PVP-10y 0,7% (p/v) de agar vegetal a pH 5,8.

El periodo de acceso a la inoculacion de las cochinillas en las plantas de vid
saneadas fue de 2, 3 y 4 dias, en una camara de crecimiento vegetal (Sanyo MLR-
350H) con una de humedad del 70%, a 25°C y un fotoperiodo de 16/8 h.
Transcurrido el periodo de inoculacidn, las cochinillas fueron eliminadas
manualmente y el material vegetal se analizo6 mediante el método de PCR en

tiempo real para la deteccion de GRLDaV desarrollado en este estudio.

68



Material y métodos

3.3 Preparacion de extracto crudo y purificacion de acidos nucleicos
El material vegetal de cada una de las muestras analizadas en la presente tesis se
procesd de la siguiente manera: el tejido vegetal se colocd en bolsas de plastico
individuales (Bioreba, Reinach, Suiza) y se trituré en tampén de extraccion (PBS
que contenia 0,2% de DIECA y 2% de PVP-10) en una proporcién de 1:5 (p/v). El
homogeneizado se proces6 para su andlisis por PCR, como se detalla a
continuacion, y también se empled para la purificacion de acidos nucleicos.

Para su analisis directo por PCR se realizé una dilucion 1:50 del homogeneizado
en H2O, se centrifugo6 a 20.000 x g durante 1 min y se incubd a 95 °C durante 10

minutos, conservandose en hielo hasta su analisis.

La purificacion de RNA o DNA se realiz6 a partir de 200 pl del homogeneizado
utilizando los kits comerciales de purificacion de RNA o DNA total Plant/Fungi
(Norgen Biotek Corporation, Thorold, ON, Canada) siguiendo las instrucciones
indicadas en el manual del fabricante, incluido el tratamiento con DNasa como
paso adicional recomendado, utilizando el Kit de RNase-Free DNase I (Norgen
Biotek Corporation, Thorold, ON, Canada). La concentracion y la calidad de los
acidos nucleicos purificados se determind mediante espectrofotometria
utilizando el espectrofotometro DeNovix DS-11 (DeNovix Inc., Wilmington, DE,
EE. UU.) Todas las muestras de acidos nucleicos purificados fueron almacenadas

a -80°C hasta su analisis posterior.

La purificacion de 4cidos nucleicos extraidos de insectos se realizé mediante un
kit de purificacion de DNA total Plant/Fungi (Norgen Biotek Corporation,
Thorold, ON, Canada) con ligeras modificaciones. Los insectos se colocaron
individualmente y en grupos en tubos a los que posteriormente se anadieron 400
ul de tampdn PBS. La suspension se agitd en un vortex durante 5 minutos en
presencia de perlas de vidrio de 212 a 300 um de didmetro (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EE. UU).
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Tras realizar una centrifugacion a 10.000 x g durante 5 min, se transfirieron 200
ul del sobrenadante a un tubo nuevo a partir del cual se continu6 el

procedimiento de extraccion siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.4 Secuenciacion

Se disefaron cebadores especificos en diferentes regiones gendmicas
conservadas de cada virus para la secuenciacion parcial de las regiones
gendmicas empleadas en los estudios filogenéticos y de variabilidad genética
(Tabla 3).

El andlisis de las temperaturas de fusion y estructuras secundarias de todos los
oligonucleotidos disefiados se realizé utilizando la herramienta disponible on-
line Oligo Analyzer Tool (Integrated DNA Technologies Inc., Coralville, IA, EE.
UU). En el caso de amplificaciones a partir de RNA, se emple¢ el kit AgPath-1D
One-stepRT-PCR (Ambion Inc., Austin, TX, USA) siguiendo las instrucciones del
tabricante.

Todas las mezclas de reaccion de RT-PCR contenian los cebadores a las
concentraciones indicadas en la Tabla 3, asi como 3 ul de RNA purificado. Los
protocolos de RT-PCR consistieron en una etapa de transcripcién inversa a 45 °C
durante 30 minutos, una etapa de desnaturalizacion a 95 °C durante 10 minutos
y 45 ciclos de amplificacion (desnaturalizacion a 95 °C durante 30 segundos, 30
segundos a la temperatura de hibridacion correspondiente y elongacion a 60 °C

durante 1 minuto).
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En el caso de las amplificaciones a partir de DNA, estas se llevaron a cabo
haciendo uso de la enzima Platinum Taq DNA polimerase (Thermo Fisher
Scientific,c, Waltham, MA, EE. UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Todas las mezclas de reaccion de PCR se realizaron en un volumen final de 25 ul
conteniendo los cebadores a las concentraciones indicadas en la Tabla 3 y 3 ul de

DNA purificado.

Las condiciones de amplificacion empleadas en los protocolos de PCR
consistieron en un primer paso de desnaturalizacion a 94°C durante 2 minutos,
seguidos de 40 ciclos de amplificacion (desnaturalizacion a 94°C durante 30
segundos, 30 segundos a la temperatura de hibridacion indicada en la tabla 3 y
48 segundos de elongacion a 72°C). Todos los productos de amplificacion de PCR
y RT-PCR fueron purificados haciendo uso del kit mi-PCR Purification Kit
(Metabion International AG, Martinsried, Alemania) y fueron secuenciados en

ambas direcciones mediante tecnologia Sanger.
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Tabla 3. Cebadores empleados en la secuenciaciéon parcial de los virus emergentes estudiados en la presente
tesis, se indica la temperatura de hibridacién optima de cada pareja (Ta), la concentracion empleada en la
amplificacién (nM), la regién diana y el tamano amplificado (nt). *Contig asociado a Penicillimonavirus

gammaplasmopara.
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Tamafno

Virus Cebador Secuencia (5-3") Ta(°C) [nM] Diana (b
AMaV3755-F ATCCTCACCAACT
CAMaVv3755 CCTCACCAACTCCC 55 800  Poliproteina 230
CAMay  _GAMaV-3985-R GTTGGAAGTGGTGTG
GAMaV-6010F CCCTCCTCCTAGCGACGACC 0 400 o i1y
GAMaV-6426R GGGTTGAGACGGCGGAGATC
GPGV-6474F TTCTGGTGATCCAATGGTAAAGA o 900 P[P 138
GPGV-6912R ATTGCAAAGGCCGCACACACTTG
GPGV-RT-F GTCTAAATCTGGCTGTGCTGAAAATAGTGC 900
GPGV pGV-RTR CCTGAGGTCCCTTCAACTGC 50 MP/CP 228
Det-F* TGGTCTGCAGCCAGGGGACA o5 500 o 55
Det-R* TCACGACCGGCAGGGAAGGA
GRLDaV-RNaseH-F  AGCCCACTCTATGCYAARACAAG
GRLDaV. pl DaV-RNaseH-R  TGCTTTCTTTGCTGACTCAGCTTC % 500 ORF3/ORF4 775
C-II-1F_Detection GTC CGC GCA AAA ATA AGA TAC )
C-II-554R_Detection ~ AGC ACG TTC AGA TTC TGA GTG s 500 3-UTR/pV 554
1-17F AT ACA GAC AGA CTA ACT ATG ATG AA
¢ ‘ CATACA GAC AGA CTA ACT ATG ATG AAG 55 500 3-UTR/pV 538
C-II-554R_Detection ~ AGC ACG TTC AGA TTC TGA GTG
11-479F ACT CTC ATA GTC ACT TTT GT
CAI-479 Crcrc CTCAC GICG 55 500 E2/pV 478
C-T1-957R GAA CCT CAT CGA TAA GTA CAA CC
1-1349F A TCA GTA TGA AGA GAA
C-11-1349 GGA TCA GTA GGG TGA AGA GAA G 55 500 R 568
C-TI-1917R TCA GTA TCT ATG AGT TAC GGA AAG A
1-1796F AGT TCC AGA TAG TTT CTC TCT
CAI-1796 CTTCC AGATAG TTT CICTCT CC 55 500 plI/pIIl 599
C-11-2395R GAA ACT CTC TTT TGA CCC TTG C
X C-11-2769F AGG AAT CTT GTA GGT GTC AAT G
cl C-11-3478R CTT GTA CCA CCG CTC CAG % 500 E2/pll 709
C-1I-3321F GTT GAT GGT GCG AGA ATA T o5 500 ot i
C-11-3738R ATA CTC AAC TGA TGG ATC ACG TT PYp
C-11-3406F TGC TCG ACG TCC TTG ATC AG
C-T1-4068R AAC AAA TGA AGC GTG GCC T % 500 pl/pll 662
C-11-3716F AAC GTG ATC CAT CAG TTG AGT AT o5 500 ; 250
C-T1-4096R AGT CTA GTC AAG CAA GAT GAG GA p
C-11-3999F ACG TTC GTG TTT ACA AAA GGC ]
C-T1-4530R AAA GTG CGA AAG TGA CCC % 500 5-UTR/pI 531
_11-3999F ACG TTC GTG TTT ACA AAA
C-11-3999 CG TTC GTG C GGC o 500 — 565
C-T1-4564R CGC AAA AAT AAG ATA TAG ACA GAC GA
1-6F_Detecti AG TGA CAG TGG TTT TTT CAA AA
C-I-6F Detection GAG TGA CAG TGG C 56 50 SURRaRp 574
C-I-580R_Detection ~ CGC ATC ACT CAG TAG AAC TTA TC
1-981F TC AGC CAG TCC TCC TAA
C-1-98 GTC AGC CAG TCC TCC 56 500 — 575
C-1-1556R TTT GCT GGT GAG GAC ATA AC
C-I-1495F ATG GCC CTA CAA CCG AGA G 5 500 — 510
C-1-2037R CGC ATC TAA AGA GTG TGT TTC A
1-1938F TA TCC TCG TGT ATC AGC TAA
C-1-1938 GTA TCC TCG TGT ATC AGC C 56 500 — o7
C-1-2625R GGA ACA CGG CTA CAA GTT AG
C-1-2498F GAG TGT AGG CTA TGT TAT CTA AGA G
C-1-3130R ATA TCT CTC CGC TAC TCA ACC % 500 RdRp 632
§ C-1-3433F GGC AGT AAC AAT GCC ATC AAG A
Cl C-1-4014R GGG AGG GTT TGA AGG ACT GAA % 500 RdRp 581
C-1-3911F ACG AGG TGA TTA TAT TGT TAA GCA T
C-1-4543R AGC TTC TCA ACA GAC GGA ACT T %6 500 RdRp 632
C-1-4427F GCT TGA ATT CTC GTT CCT TTG
C-I-5110R CTG CAT ATA CGA GAA TGA TTG TCA 57 500 RdRp 683
C-11-5012F TGG CAC ACA ATT TTG TCA CAC TT
57 500 RdRp 602
C-T1-5613R GTT AGT TGA AGA AGC CCT GTG T
1-5527F TTA TTT AAA CGA TTA GAC ACA CCT TT
€155 cc GAC ACA CCTTIG 56 500 5-UTR/RdRp 541
C-1-6068R ATT ATT CGACGCG ATT GTG CGG T
1-5527F TTA TTT AAA CGA TTA GAC ACA CCT TT
€155 G CAC ACA CCTTIG 56 500 5-UTR/RdRp 567
C-1-6094R GCA CAC CAA AGG AAG GAA ATA CAG
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La secuenciacion mediante HTS se realizo en todos los casos a partir de 1-2 pug de
RNA total purificado del homogeneizado.

La integridad del RNA total se analizo mediante el bioanalizador Agilent
Technologies 2100 system (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA),
considerando como criterio valido para la secuenciacion valores de ntiimero de
integridad del RNA (RIN) comprendidos en un rango de 3.5 a 8.

La deplecién del RNA ribosémico y la preparacion de las librerias se realizaron
empleando el kit TruSeq Stranded Total RNA LT Sample Prep (Plant) siguiendo
la guia de preparacion de muestras de RNA total TruSeq® (Illumina San Diego,
CA) revision E (Illumina, 2016). La plataforma utilizada para la secuenciacion fue

NovaSeq 6000 (Ilumina San Diego, CA).

Los datos crudos de las muestras de vid seleccionadas para su secuenciacion se
sometieron a un proceso de control de calidad, eliminacion de adaptadores y
sustraccion del genoma del hospedador (RefSeq GCF_000003745.3_12X,
FM179380 y DQ424856) utilizando el programa bioinformatico CLC Genomics
Workbench 10.1.1 (Qiagen Bioinformatics, Hilden, Alemania). El control de
calidad de las reads se realiz6 empleando la herramienta especifica del software
que realiza un informe grafico para visualizar la calidad y la contaminacion con
adaptadores de las reads. Con los datos obtenidos se procedio a eliminar las
secuencias de baja calidad y los adaptadores. Los pardmetros incluyeron la
eliminacion de reads por debajo del valor de calidad de 0,05 y eliminacién de reads
con mas de 2 nucle6tidos indeterminados. Se emple¢ el listado de adaptadores
de Illumina y se verifico su presencia sobre un subconjunto aleatorio de 1.000
reads. Una vez confirmada la presencia de los adaptadores se eliminaron con la
herramienta disponible en el software, seleccionando el listado concreto de

adaptadores.
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Una vez eliminados se volvio a realizar un analisis de calidad de las reads. En
caso necesario se procedid a recortar de los extremos 5 y 3’ el numero de
nucledtidos necesarios para obtener unas reads limpias y de calidad. Los
parametros para la sustraccion genomica incluyeron un coste de
desapareamiento de valor 2, un coste por insercion de valor 3 y de delecion de
valor 3, con una fraccion de longitud para el mapeo minima de 0,7 y una
similaridad minima de lectura del 0,8.

Las secuencias restantes, que no mapearon con el genoma de la planta, fueron
utilizadas para ensamblar contigs de novo utilizando el algoritmo de ensamblaje
del CLC Genomics Workbench 10.1.1 (Qiagen Bioinformatics, Hilden, Alemania)
con los siguientes parametros: coste de desapareamiento (mismatch) de valor 2,
un coste por insercidon de valor 3 y de delecion de valor 3, con una fraccion de
longitud para el mapeo minima de 0,7 y una similaridad minima de lectura del
0,8; reandlisis de contigs y verificacion de su correccion; tamafio de palabra y de
burbuja automaticas, tamafio minimo del contig ensamblado de 200 nt, con auto-
estimacion de la distancia entre las reads por pares y generar armaduras para
ensamblar grandes regiones repetidas que no estdn abarcadas por reads
individuales pero si por los reads pares.

De forma paralela, se realizaron mapeos sobre genomas de referencia o sobre los
contigs obtenidos de novo para su extension, empleando los programas Geneious
prime 2020 (Biomatters Ltd., Auckland, Nueva Zelanda. Las reads limpias tras el
control de calidad se utilizaron para realizar estos mapeos alineandolas con las
secuencias gendmicas disponibles en las bases de datos o los contigs mediante el
algoritmo Geneious Read Mapper Algorithm implementado en el software Geneious
Prime 2020 (Biomatters Ltd., Auckland, Nueva Zelanda) con los parametros
siguientes: calidad minima de las reads (QC) para el mapeo de 20, sin permitir
gaps, identidad de superposicion minima del 75-90 %, discrepancias maximas por

read del 10 % y busqueda exhaustiva de reads.
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De forma iterativa el proceso se repitid hasta ir extendiendo los contigs o

aumentar la cobertura sobre el aislado mapeado lo maximo posible.

3.5 Cultivo y transformacion de Escherichia coli

Los métodos microbiologicos empleados se centraron en la transformacion de la
bacteria Eschericha coli con vectores o plasmidos que contenian secuencias virales
de interés para el presente estudio. El cultivo de E. coli se realizd en medio LB
(Lysogenia Broth) Miller (Condalab): 1% (p/v) triptona, 0,5% (p/v) extracto de
levadura y 1% (p/v) NaCl y 1,5% (p/v) agar bacteriologico (para medio solido) a
pH 7,5 y esterilizado en autoclave durante 20 minutos a 120 °C. Para la seleccion
de bacterias que contenian plasmidos se suplementé el medio con 50 pg/ml del
Ampicilina (Sigma-Aldrich).

Las células competentes se prepararon a partir de 100 ml de un cultivo de la cepa
de E. coli XL1-Blue incubado a 37 °C en agitacion (150 rpm) hasta alcanzar una
absorbancia a 600 nm de 0.5. Las células se recogieron por centrifugacién en frio
(4°C) a 4000 rpm durante 10 minutos, se lavaron en 30 ml de la disolucion TF1
(0.1 M de RbCl, 50 mM de MnCl;, 30 mM KCH3CO:, 10 mM CaClz, 15 % (v/v)
glicerol, pH 5.8) enfriada en hielo, y fueron resuspendidas en 4 ml de disolucion
TF2 (10 mM MOPS pH 7, 10 mM RbCl,, 75 mM CaCl: y 15 % (v/v) glicerol)
también enfriada sobre hielo. La suspension de células competentes se dividid en
alicuotas de 200ul que se almacenaron a -80 °C hasta su uso para la
transformacion. Para la transformacion de las células competentes de E. coli, a
una alicuota de 200 pl de suspension se le afadié el DNA a transformar y se
incubo en hielo durante 10 minutos. A continuacion, la suspension fue sometida
a un choque térmico de 1 minuto a 45 °C y enfriada rapidamente en hielo durante
1 minuto. A continuacion, se anadié 1 ml de medio LB liquido y se incubd a 37°C
durante 1h. Transcurrido este tiempo se sembraron 200 ul de diferentes
diluciones en placas de LB agar suplementado con ampicilina. Las placas se

incubaron a 37 °C hasta la aparicion de transformantes.
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3.6 Deteccion de virus de vid

Para la deteccion de GRBYV, se utilizo el protocolo de PCR convencional descrito
por Poojari et al., (2013) utilizando la pareja especifica de cebadores GRLaV-For /
GRLaV-Rev, que amplifica un fragmento de 557 nt que abarca parte de la region
intergénica y la proteina de la cubierta V2. Adicionalmente, en el caso de
muestras que presentaban sintomas de manchas rojas similares a las asociadas al
complejo GLC, se realizaron enriquecimientos de secuencias de DNA de doble
cadena circular mediante amplificacion RCA aleatoria (random-RCA) previo a la
amplificacion por PCR. Para el random-RCA se emple¢ el kit illustra™ TempliPhi™
DNA Amplification (Cytiva, Amersham, Reino Unido) siguiendo las instrucciones

indicadas en el manual del fabricante y empleando 2 pul de DNA como molde.

La deteccién de GVT se realizd6 mediante RT-PCR convencional empleando la
pareja de cebadores especificos GVT_7632F (5'-GTG GTC CTC GTT AGG TGC
AG-3') / GVT_8534R (5'-CGG CAA GAG TTC CAA CTA GC-3') disehados por
Glasa et al. (2018). Para la deteccion de los vitivirus GVE y GVF se emplearon los
cebadores GVEup (5'-ATG GAG TCA AAA GCG ATC MG-3) y GVEdo (5-ACC
TGT GAC TGA GCA TCA AAT AC-3") y GVF_F_4521 (5'-TGT GTG GGC KAA
RAC ATA TG-3") y GVF_R_ 5190 (5'-ATC AGA AAA GAT GCT MCT CAC CT-
3’) disefiados para protocolos de deteccion por RT-PCR de estos virus

(Panailidou et al., 2019).

Para la deteccion de GVCV se utilizo una PCR convencional empleando los
cebadores GVCV-F1 (5'-CAC GTT TCA AAG AAA GAT GGA C-3") / GVCV-R1
(5-ATC CKT CCA TGC AWC CGT CAG-3’) disefiados por Zhang et al., (2011).

La deteccion de GPGV se llevé a cabo mediante la RT-PCR en tiempo real descrita

en el apartado 3.10.1.
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Para la confirmacion de la presencia de GPGV se emplearon dos protocolos de
RT-PCR convencional, utilizando las parejas de cebadores Pg-Mer-F1 (5"-GGA
GTT GCCTTC GTT TAC GA-3") / Pg-Mer-R1 (5-GTA CTT GAT TCG CCT CGC
TCA-3") y GPGV-5637F (5-ATT GCG GAG TTG CCT TCA AG-3") / GPGV-5939R
(5"-CTG AGA AGC ATT GTC CCA TC-3") descritos por Beuve et al., (2015) y

Glasa et al., (2014) respectivamente.

Para la deteccion de GRLDaV se empleo la PCR en tiempo real descrita en el
apartado 3.10.2. La confirmacién de la presencia de GRLDaV se llevd a cabo
utilizando dos protocolos de PCR, uno convencional y otro en tiempo real, con
las parejas de cebadores, Badna-R-Up (5" GAA GGA ATT GAA TCT CCA GCA
GCA GG 3’) y Badna-R-Do (5" CTC TGC TAC ACC AAG TGA TAG ATT GTT
GAG 3') parala PCR a tiempo real (Maliogka et al., 2015) y Badna-FP (5" ATG CCI
TTY GGI AAR AAY GCI CC 3") y Badna-RP (5" CCA YTT RC AIA CIS CIC CCC
AIC C 3") para la PCR convencional (Yang et al., 2003).

La deteccion de grapevine leafroll-associated virus 1 (GLRaV-1), grapevine leaf-
roll-associated virus 2 (GLRaV-2), grapevine leafroll-associated virus 3 (GLRaV-
3), grapevine fleck virus (GFkV), grapevine fanleaf virus (GFLV) y arabis mosaic
virus (ArMV) se realiz6 mediante RT-PCR en tiempo real, segtin los protocolos
publicados que se detallan a continuacion. La presencia de GLRaV-1, GLRaV-3,
GFkV, GFLV y ArMV se analiz6 segun Bertolini et al. (2010). La deteccion de
GLRaV-2 se llevé a cabo segin Osman et al. (2007).

Por otra parte, para la deteccion de virus emergentes de vid a partir de los datos
de HTS, se utilizaron aquellos contigs ensamblados de novo mayores de 200 nt y
se analizaron mediante Basic Local Alignment Search Tool (BLAST).

Se considerd una deteccion fiable cuando se presentaban porcentajes de

identidad altos (>*90%) y con unos valores de e-value menores a 103.
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Para los andlisis BLAST se utilizaron tres tipos de base de datos. Por un lado, la
base de datos disponible en la herramienta del National Center for Biotechnology
Information (NCBI) disponible en linea (denominada base de datos on-line) y

accesible mediante el siguiente enlace https://blast.ncbinlm.nih.gov/. Por otro

lado, se descargaron y utilizaron genomas de referencia (RefSeq) de virus,

viroides y hongos disponibles en https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/

(denominada base de datos RefSeq).

El periodo de acceso tanto a la base de datos on-line como RefSeq estuvo
comprendido entre los afnos 2016-2021. Ademas, se disend una base de datos
local, elaborada con todas las secuencias completas y parciales de virus
pertenecientes a las familias Alphaflexiviridae; Betaflexiviridae; Bromoviridae;
Bunyaviridae; ~ Caulimoviridae;  Closteroviridae; ~ Endornaviridae; ~ Fimoviridae;
Geminiviridae; Luteoviridae; Partitiviridae; Phenuiviridae; Potyviridae; Reoviridae;
Secoviridae; Tombusviridae; Tymoviridae y Virgaviridae actualizada periddicamente

a partir de los datos depositados en el NCBI.

Por ultimo, la basqueda de dominios conservados en secuencias de nucledtidos
y proteinas se realiz6 con la herramienta on-line del NCBI accesible mediante el

siguiente enlace https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi. Todos

los andlisis de busqueda de dominios conservados se realizaron contra la base de

datos NCBI_Curated 17937 PSS.
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3.7 Alineamiento de secuencias y analisis filogenéticos

El alineamiento multiple de secuencias nucleotidicas se realizd6 usando el
algoritmo Clustal W (Thompson et al., 1994) implementado en el programa
bioinformatico Mega X (Kumar et al., 2018). Las secuencias nucleotidicas
empleadas para los alineamientos incluyeron genomas virales completos y/o
parciales accesibles en la base de datos del NCBI (National Center for
Biotechnology Information) en el periodo comprendido entre los anos 2017 y
2021. Los nuimeros de acceso todas las secuencias empleadas se encuentran

disponibles en el anexo 8.2.

La elaboracion de todos los arboles filogenéticos se realizdo mediante estimacion
por maxima verosimilitud (Maximum likelihood) el vecino mas proximo (Neighbor-
Joining). El método de bootstrap se utilizd para analizar la robustez y fiabilidad de
los nodos resultantes; todo ello seleccionando el mejor modelo de sustitucion de
nucledtidos implementado en el programa bioinformatico Mega X (Kumar et al.,

2018).

3.8 Diseio de cebadores y sondas TagMan de deteccion

El disefo de los cebadores para la amplificacion especifica de GAMaV se realizd
a partir del alineamiento de cinco genomas completos. Cuatro genomas
correspondian a los aislados GV30 (KX354202) de USA, CS (KY123917) y
16GVP031 (MK253012) de Francia y 14G480 (MZ344576) de Canada, todos ellos
disponibles en la base de datos del NCBI en 2020, y otro genoma correspondiente

al aislado TS1 (MT459830) recuperado en este estudio.

El disefio de los cebadores y las sondas empleados para la deteccion especifica
de GPGV se realizdé a partir del alineamiento de 96 secuencias parciales y

completas disponibles en la base de datos del NCBI hasta el afio 2017 (Anexo 8.2).
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Adicionalmente, para el protocolo de deteccion de GPGV se disefiaron dos
cebadores especificos para un gen de expresion constitutiva de la vid
(fosfoenolpiruvato carboxilasa, PEP), utilizado como control interno en estudios

de expresion génica (Borges et al., 2014).

El disefio de los cebadores y sonda empleados para la deteccion especifica de
GRLDaV, se realizd a partir del alineamiento de 11 secuencias nucleotidicas
correspondientes a todas las secuencias de genomas completos disponibles en la
base de datos del NCBI hasta el afio 2020 (aislados W4, BN y VLJ-178) y 8
secuencias parciales, secuenciadas en este estudio con los cebadores GRLDaV-
RNaseH-F y GRLDaV-RNaseH-R, de diferentes aislados griegos y turcos. (Anexo
8.2).

3.9 Generacion de rectas patron para la cuantificacion mediante RT-

PCR y PCR

La generacion de rectas patron de RT-PCR en tiempo real del virus GPGV, se
realizo amplificando por RT-PCR convencional una secuencia nucleotidica
especifica del genoma de GPGV (438 nt), conteniendo la secuencia diana del
ensayo de RT-PCR en tiempo real, utilizando los cebadores GPGV-6474F/ GPGV-
6912R mediante RT-PCR y siguiendo las condiciones antes mencionadas. El
fragmento de 438 pb de DNA amplificado fue purificado e insertado en el vector
pGEM-T Easy (Promega Corporation, Madison, EE. UU.) (pGEM-T- GPGV-
6474F/6912R). A continuacién, el plasmido pGEM-T- GPGV-6474F/6912R fue
transformado en Escherichia coli.

Se extrajo el plasmido de las células transformantes mediante el kit mi-Plasmid
Miniprep (Metabion International AG, Martinsried, Alemania) y se evaluo por
secuenciacion Sanger la presencia, secuencia y orientacion del fragmento,

haciendo uso de los cebadores T7 (5-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-3') y
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SP6 (5'-GAT TTA GGT GAC ACT ATA GAA TAC-3’). Posteriormente el
plasmido fue linearizado mediante restriccion con Sal I y se us6 como molde en
un ensayo de transcripcion in vitro, utilizando RNA polimerasa T7 (Takara Bio

Inc., Kusatsu, Japon).

El producto de esta reaccion fue sometido a digestion haciendo uso del kit RNase-
Free DNase (Promega Corporation, Madison, EE. UU.) a 37 °C durante 30
minutos. A continuacion, el RNA transcrito se purificé usando una columna de
purificacion del kit de purificacion de RNA total Plant/Fungi (Norgen Biotek
Corporation, Thorold, ON, Canad4d) y se cuantificé mediante espectrofotometria
utilizando el espectrofotometro DeNovix DS-11 (DeNovix Inc., Wilmington, DE,
EE. UU.). La cantidad de RNA transcrito en picomoles se determind
considerando el peso molecular promedio de un ribonucleétido (340 Da) y el
numero de bases del transcrito (Nb), aplicando la siguiente formula matematica:
pmol de ssSRNA = (ug de ssRNA x 10°) / (340 x Nb). El namero de moléculas de
transcrito se estimd utilizando la constante de Avogadro (6,023 x 10%
moléculas/mol). Se prepararon tres réplicas de diluciones decimales seriadas de
los transcritos (3 x 10® a 30 moléculas de RNA), que se utilizaron para generar la

recta patron.

La generacion de rectas estandar de PCR en tiempo real del virus GRLDaV, se
realizo amplificando un fragmento de la region RNaseH del virus de 196 pb
mediante PCR convencional, utilizando los cebadores GRLDaV-F2 y GRLDaV-
R1. El DNA amplificado fue purificado siguiendo las condiciones antes
mencionadas. A continuacidn, el fragmento de DNA se insertd en el vector
pGEM-T Easy (Promega Corporation, Madison, OH, EE. UU.) (pGEM-T-
GRLDaV-F2/R2) y se clon6 en Escherichia coli XL1-Blue.

Las colonias transformantes se seleccionaron por resistencia a ampicilina (50

ug/ml).
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La extraccion de plasmido se realizé utilizando el kit mi-Plasmid Miniprep
(Metabion International AG, Martinsried, Alemania), siguiendo las instrucciones
del fabricante, y se cuantifico como se ha mencionado anteriormente.

La cantidad de DNA plasmidico se determind en picomoles aplicando la
siguiente formula matematica: pmol de dsDNA = (ug de dsDNA x 10°) / (660 x
Nbp), considerando el peso molecular promedio de una pareja de nucle6tidos
(660 Da) y el numero de pares de bases del plasmido con el inserto (Nbp). El
numero de moléculas de DNA plasmidico se estim¢ utilizando la constante de
Avogadro (6.023 x 102 moléculas/mol). Se prepararon tres réplicas de diluciones
decimales seriadas (de 3 x 10'° a 3 moléculas de DNA plasmidico) para generar
la recta patrdn.

Para el calculo de la eficiencia de amplificacién de todas las rectas patrén de
calibracion se utilizd la pendiente, aplicando la férmula matematica: eficiencia de

amplificacion = (10 ¢1/pendientol )_ 1 (Bustin, 2000).

3.10 Disefio de RT-PCR convencional y qPCRs en tiempo real

basadas en sondas TagMan

3.10.1 Deteccion de GAMaV

La deteccion del virus GAMaV se realizé mediante RT-PCR convencional en dos
pasos. Para el primer paso de retrotranscripcion (RT) se empled el kit Thermo
Scientific™ RevertAid H Minus Reverse Transcriptase (Thermo Fisher) siguiendo las
instrucciones del fabricante. La mezcla de reaccion contenia 20 U de inhibidor de
RNasa RiboLock, 500 nM de cada uno de los cebadores GAMaV-6010F y GAMaV-
6426R, 200 U de transcriptasa inversa RevertAid H Minus (Thermo Fisher) y 5 pl

de RNA (previamente desnaturalizado a 95 °C).
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Las condiciones de RT se realizaron a 42 °C durante 1 hora, seguido de 10
minutos a 70 °C para la inactivacién de la enzima. Para el segundo paso de
amplificacion de cDNA mediante PCR, se emple¢ el kit Platinum™ Tag DNA
Polymerase, DNA-free (Thermo Fisher) siguiendo las instrucciones del fabricante.
La mezcla de reaccién contenia 1 U de DNA polimerasa Platinum Tag, 500 nM de
cada uno de los cebadores GAMaV-6010F y GAMaV-6426R; 0,75 ul del aditivo
KB Extender y 3 ul de cDNA. El protocolo de amplificacién por PCR consistio en
un primer paso de desnaturalizacion a 94 °C durante 2 minutos seguido de 40
ciclos de amplificacion (desnaturalizacion durante 30 segundos a 94 °C,
hibridacion durante 30 segundos a 60 °C y elongacion 30 segundos a 72 °C). Tanto
la RT como la PCR se realizaron en un termociclador Veriti 96-well thermal cycler

(Applied Biosystems, Foster City, CA, EE. UU).

En el caso de la nueva RT-PCR cuantitativa en tiempo real basada en sonda
TagMan para la deteccion de GPGYV, los ensayos se llevaron a cabo en tres
termocicladores: StepOne Plus (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.);
QuantStudio 3 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.) y LightCycler 480
(Roche, Basel, Switzerland), utilizando el kit AgPath-ID One-step RT-PCR
(Ambion Inc., Austin, TX, EE. UU.). La mezcla de reaccién contenia 150 nM de la
sonda GPGV-genprobe y 0,9 uM de cada uno de los cebadores GPGV-RT-F y
GPGV-RT-R (reaccion singleplex) o 150 nM de la sonda GPGV- genprobe, 50 nM
de la sonda PEP-probe, 900 nM de cada uno de los cebadores GPGV-RT-F y
GPGV-RT-R y 100 nM de cada uno de los cebadores PEP-F1 y PEP-R1 (reaccion
duplex). Tanto las reacciones singleplex como duplex contenian 3 pl (60 ng) de RNA

purificado.
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El protocolo de RT-PCR consistio en un paso de transcripcion inversa a 45 °C
durante 10 minutos y un paso de desnaturalizacion a 95 °C durante 10 minutos,
seguido de 45 ciclos de amplificacion (15 segundos de desnaturalizacién a 95 °C
y 1 minuto de hibridacion y elongacion a 60 °C). La lectura de fluorescencia y el
analisis de datos se realizé utilizando el software Light Cycler 1.5 (Roche, Basel,
Switzerland). El ajuste del ciclo umbral (Cycle threshold) se ajusto manualmente

de acuerdo con el ruido de fondo obtenido en cada reaccion de amplificacion.

El método de PCR en tiempo real basado en sonda TaqgMan para la deteccion de
GRLDaV desarrollado en este estudio se realizd en tres termocicladores en
tiempo real diferentes: StepOne Plus (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.
UU.); QuantStudio 3 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.) y
LightCycler 480 (Roche, Basilea, Suiza). En todos los casos se utiliz6 el kit Premix
Ex Taq para PCR en tiempo real basado en sondas (Takara Bio Inc., Kusatsu,

Japon), siguiendo las instrucciones del fabricante.

La mezcla de reaccion contenia 250 nM de la sonda, 350 nM de cada uno de los
cebadores y 5ul de DNA molde (70 ng) o 5 pL de extracto crudo en un volumen
de reaccion total de 20 pL. Para reacciones realizadas en los Instrumentos
Applied Biosystems, se agregaron 0.4 uL de ROX Reference Dye (50X) como
fluoréforo de referencia. La reaccion de PCR consistid en un paso de
desnaturalizacién inicial a 95 °C durante 2 minutos, seguido de 45 ciclos de
amplificacion (15 segundos de desnaturalizaciéon a 95 °C y 1 minuto de
hibridacién y elongacion a 60 °C). La lectura de fluorescencia y el analisis de
datos se realizaron utilizando el software correspondiente para cada uno de los
termocicladores. El ajuste del Ct se realizé manualmente de acuerdo con el ruido

de fondo obtenido en cada reaccion de amplificacion.
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3.11 Validacion de los métodos de PCR en tiempo real desarrollados
3.11.1 Sensibilidad analitica

Para la evaluacion de la sensibilidad analitica del método desarrollado para la
deteccion de GPGV mediante RT-PCR en tiempo real, se prepararon tres réplicas
de diluciones decimales seriadas de extractos de plantas infectadas con GPGV
diluidas en extractos de plantas sanas. De igual forma se compard la técnica con
otro protocolo de RT-PCR descrito, basado en una de RT-PCR en tiempo real
SYBR Green dirigido a dos regiones gendmicas de GPGV, RdRp y CP (Bertazzon
et al., 2017). La sensibilidad analitica de la PCR en tiempo real desarrollada para
la deteccion de GRLDaV se evalud utilizando tres réplicas de extractos crudos y
DNA purificado a partir de material vegetal infectado con GRLDaV diluido en
extracto de la planta sana (diluciones decimales seriadas). De igual manera, se
compard el nuevo método de deteccion de GRLDaV con otros dos métodos
basados en PCR convencional y en tiempo real ya descritos (Yang et al., 2003;

Maliogka et al., 2015).

3.11.2 Especificidad y selectividad analitica

3.11.2.1 Deteccion de GPGV

La inclusividad y selectividad del método desarrollado para la deteccion de
GPGV se evaluaron mediante el andlisis de ocho muestras de vid infectadas de
diferentes origenes geograficos y cuatro variedades diferentes: 3 aislados de
Eslovaquia (5K30, SK45 y SK704) cv. Veltliner, tres aislados de Grecia, Tra7, Tra9
y Amb1 (cv. Tragana y Assyrtico) y dos aislados espanoles, RQ30 y RQ25 (cv.
Bobal).

La exclusividad fue evaluada analizando ocho muestras (M2, U24, R1, R35, R5,
R3, Pinl y TS1) de vid, de las variedades Marsaoui, Bobal, Red Globe,
Tempranillo, Razzegui y Crimson Seedless, infectadas por distintos virus
comunes de vid, detectados mediante HTS, tal y como se ha descrito

anteriormente.
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La inclusividad y selectividad del método de deteccion desarrollado para la
deteccion de GRLDaV se evalud mediante el andlisis de 22 muestras de vid
infectadas de diferentes origenes geograficos y 14 variedades diferentes: 17
aislados procedentes de Grecia (G47 3PR, R5, R7, R8, R11, R12, R14, BAK-27,
Koum, D2-1, HL-1, G4-1, G14-2, E3-2, P3, P4 y Auth-48), cv. Roditis, Dafnia,
Mavrothiriko, Moschato Samou, Korinthiaki stafida, Romeiko, Lagorthi,
Assyrtiko y Koumariano; 2 aislados de Turquia (53 y Mahmood), cv. Yalova
incisi; 2 aislados italianos (BN GRLDaV 3005 y BN GRLDaV 1405), cv.

Bombinonero; y 1 aislado de Croacia (VL]-178), cv. Ljutun.

La exclusividad fue evaluada analizando ocho muestras (M2, U24, R1, R35, R5,
R3, Pinl y TS1) de vid, de las variedades Marsaoui, Bobal, Red Globe,
Tempranillo, Razzegui y Crimson Seedless, infectadas por distintos virus

comunes de vid, detectados mediante HTS, tal y como se ha descrito en el

apartado 3.11.2.1

Para evaluar la repetibilidad y reproducibilidad de ambas técnicas de PCR en
tiempo real disefiadas para la deteccion de GPGV y GRLDaV, se seleccionaron
siete muestras positivas para GRLDaV y tres para GPGV con los titulos virales
mas bajos. Los extractos crudos de DNA o RNA purificados de las muestras
seleccionadas se analizaron en nueve repeticiones técnicas utilizando tres
termocicladores diferentes, QuantStudio 3 real-time PCR system Plus (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.), StepOne Plus (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EE. UU.) y LightCycler 480 (Roche, Basilea, Suiza).

Para cada uno de los instrumentos se realizaron 3 repeticiones independientes,

realizadas en diferentes dias y por diferentes operadores.
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Las repeticiones técnicas incluyeron 3 repeticiones para cada muestra. Se

calcularon los valores medios de Cts y los coeficientes de variacion.

3.12 Aislamiento de particulas virales

La purificacion de viriones se realizd a partir de extractos vegetales de vid. Para
ello se trituraron veinte gramos de tejido foliar en 30 ml de tampodn frio de
extraccion PBS que contenia 0,2% de DIECA y 2% de PVP-10 y 150 mM NaCl. El
extracto se centrifugd a baja velocidad a 5000 x g durante 30 minutos en una
centrifuga Beckman Coulter (tipo de rotor JA-20). El sobrenadante recuperado de
dicha centrifugacion fue transferido a un tubo de ultracentrifuga de
policarbonato (Ref.: 355618 Beckman Coulter) y centrifugado a 80.000 x g durante
1 hora en una ultracentrifuga Beckman L-80 (tipo de rotor TFT 50.38). Se descarto
el sobrenadante y el sedimento se resuspendi6 en 3 ml de tampon Tris-HCl1 150
mM, NaCl 10 mM y EDTA 1 mM. A continuacion, la suspension se deposito en
la parte superior de un gradiente continuo de sacarosa (30-70%) preparado en
tubos de ultracentrifuga de policarbonato (Ref.: 355603 Beckman Coulter), y se
centrifugd a 214.000 x g durante 20 horas en una ultracentrifuga Beckman L-80

(tipo de rotor 70.1 Ti).

Posteriormente se recolectaron fracciones de 500 ul del gradiente utilizando un
sistema de bomba peristaltica CTP 100 (Thermo Fisher Scientific), a un caudal de
1 ml/minuto, y un colector de fracciones FRAC 100 (Pharmacia Biotech, GE
Healthcare, Uppsala, Suecia). Se llevé a cabo la purificacion de RNA de cada una

de las fracciones siguiendo el protocolo antes mencionado.
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3.13 Microscopia electronica de transmision

La microscopia electronica de transmision (TEM) se realizo a partir de las
fracciones recolectadas del aislamiento de particulas virales en el servicio de
microscopia del Centro de Investigacion Principe Felipe (CIPF). Para ello se
aplicé la técnica de descarga luminiscente (30 segundos, 7,2 voltios, usando un
sistema de revestimiento Bal-Tec MED 020) sobre rejillas de cobre recubiertas de
carbono, sobre las que inmediatamente después se colocaron 10 pl de muestra
durante 10 minutos. Después de dos breves lavados en agua destilada, se
contrastaron con acetato de uranilo al 1% durante 5 minutos.

Se elimino el exceso de liquido y se dejo secar antes de examinarlo con un
microscopio electrénico de transmision FEI Tecnai G2 Spirit (Thermo Fisher
Scientific, Oregon, EE. UU).

Todas las imagenes se adquirieron utilizando el software Radius con una camara
digital Xarosa (EMSIS GmbH, Miinster, Alemania). Finalmente, las
microfotografias se obtuvieron bajo un microscopio electrénico de transmision

(FEI Tecnai G2 Spirit Biotwin).
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4.1 Basqueda de virosis emergentes de vid en Espana

El andlisis bioinformatico del viroma de siete muestras de vid procedentes de tres
denominaciones de origen espanolas (D.O. Utiel-Requena, D.O. Priorato y D.O.
Valencia) y tres variedades diferentes (Bobal, Tempranillo y Crimson Seedless),
recolectadas en diferentes anos (2017, 2018, 2019 y 2020) se resume en la tabla 4.
Los ensamblados realizados con el software CLC a partir de los reads de cada
muestra (véase 3.4.2) proporciond un namero de contigs de novo que oscild entre
1.459 y 19.543. El andlisis de los contigs mediante BLASTN/X contra las diferentes
bases de datos utilizadas en este estudio revel la presencia de infecciones mixtas
con virus comunes y emergentes, asi como presencia de dos especies de viroides
(Tabla 4).

Los virus encontrados con mayor frecuencia mediante HTS correspondieron a
las especies GRSPaV-1 y GVA, estando presentes en el 62,5% y el 37,5% de las
muestras analizadas, respectivamente. GLRaV-3, GFkV y GRVFV estaban
presentes en la mitad de las muestras (50%). Los virus menos frecuentes (<25%)
correspondieron por una parte a las especies comunes GLRaV-1, GLRaV-2, GFLV
y GSyV-1, y por otra parte se detectaron dos virus emergentes, GPGV y GAMaV.
Respecto a los viroides las especies detectadas correspondieron a hop stunt
viroid (HSVd) y grapevine yellow speckle viroid-1 (GYSVd-1), estando presentes

en un 75% y un 62,5% de las muestras, respectivamente (Figura 21).
y p &
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Tabla 4 Resultados obtenidos mediante secuenciacién masiva (HTS) de las muestras de vid
analizadas y especies de virus y viroides detectados mediante el analisis bioinformatico de los
datos.

Numero Contigs

Muestra Ajio Variedad Denoml'nacmn de e Virus y viroides de vid
de Origen detectados?
reads?! novo
. GLRaV-1; GLRaV-3;
19.5 2017 Bobal Utiel-Requena  827.368 1.047 GVA. GFKV
GPGV; GFLV;
R117 2017 Bobal Priorato 996.286 1.459 GRSPaV-1; GSyV-1;
HSVd; GYSVd-1
GRSPaV-1; GLRaV-3;
] Crimson . GVA; GFkV; GRGV;
Pinl 2018 Seedless Valencia 8.642.008 14.375 GRVEV: GYSVd-1;
HSVd
19.3 01 Crimson Valencia 853.265  19.543 GRSPaV-1; HSVd
Seedless
GLRaV-3; GRVFV;
. . GRSPaV-1; GVA;
R5 2019  Tempranillo Utiel-Requena 2.702.189  2.696 GRGV: GYSVd-1;
HSVd
. GLRaV-3; GRVFV;
R35 2020 Bobal Valencia 3.735.091  5.852 GFKV: GYSVd-1; HSVd
GRVFV; GFkV;
TS1 2020 Tempranillo Utiel-Requena 2.410.654 13.303 GRSPaV-1; GVA;

GLRaV-2; GAMaV;
GYSVd-1; HSVd

"Numero de reads obtenidas después de la sustraccion del genoma de la vid. 2grapevine fanleaf
virus (GFLV); grapevine fleck virus (GFkV); grapevine leafroll associated virus 1 (GLRaV-1);
grapevine leafroll associated virus 2 (GLRaV-2); grapevine Pinot gris virus (GPGV); grapevine
leafroll associated virus 3 (GLRaV-3); grapevine Red Globe virus (GRGV); grapevine rupestris
vein feathering virus (GRVFV); grapevine Syrah virus 1 (GSyV-1); grapevine virus A (GVA);
grapevine rupestris stem pitting-associated virus 1 (GRSPaV-1); grapevine asteroid mosaic
associated virus (GAMaV); grapevine yellow speckle viroid-1 (GYSVd-1); hop stunt viroid
(HSVA).
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Frecuencia (%)
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Figura 21 Frecuencia de los virus y viroides detectados en las muestras analizadas mediante
técnicas de secuenciacion masiva o HTS. Las barras de color azul representan las especies virales
y los de color naranja los viroides detectados.

Grapevine fanleaf virus (GFLV); grapevine fleck virus (GFkV); grapevine leafroll associated virus
1 (GLRaV-1); grapevine leafroll associated virus 2 (GLRaV-2); grapevine Pinot gris virus (GPGV);
grapevine leafroll associated virus 3 (GLRaV-3); grapevine Red Globe virus (GRGV); grapevine
rupestris vein feathering virus (GRVFV); grapevine Syrah virus 1 (GSyV-1); grapevine virus A
(GVA); grapevine rupestris stem pitting-associated virus 1 (GRSPaV-1); grapevine asteroid
mosaic associated virus (GAMaV); grapevine yellow speckle viroid-1 (GYSVd-1); hop stunt
viroid (HSVd).
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Adicionalmente a la busqueda mediante BLASTN/X, se realiz6 otra busqueda
mas exhaustiva sobre los datos de HTS dirigida a los principales virus
emergentes de la vid (GVT, GVE, GVF, GRBV, GRLDaV y GVCV) mediante el
algoritmo de mapeo Geneious Read Mapper Algorithm contra secuencias de
referencias de estas especies virales (anexo 8.2). Para ello se emplearon dos
estrategias diferentes, la primera haciendo uso de las reads una vez realizada la
sustraccion gendmica de V. vinifera L. y la segunda utilizando reads sin la
eliminacion de genoma de vid, con la finalidad de evitar la pérdida de posibles
reads utiles para el alineamiento que pudieran haberse perdido durante el cribado
bioinformatico. Los resultados de los andlisis de mapeo de las muestras de vid
espanolas analizadas mediante HTS dirigidos a la deteccion de virus emergentes
revelaron la ausencia de secuencias genéticas relacionadas con los virus

emergentes GVT, GVE, GVF, GRBV, GRLDaV y GVCV.

Durante el periodo comprendido entre los afios 2017 y 2020 se evaluo la presencia
de seis de los principales virus emergentes de la vid (GVT, GVE, GVF, GRBYV,
GRLDaV, GVCV, GAMaV y GPGV) en 820 muestras de 9 variedades diferentes
(Tempranillo; Garnacha; Syrah; Bobal; Macabeo; Cabernet Sauvignon; Aledo,
Ideal y Crimson Seedless) y cinco denominaciones de origen (D.O. Manchuela,
D.O. Priorato; D.O. Utiel Requena; D.O. Vinalop6 y D.O. Valencia) (Tabla 5). Los
resultados de la deteccion de estos ocho virus, realizada mediante métodos de
PCR y RT-PCR especificos, mostraron la ausencia de los virus emergentes GVE,
GVF, GVT, GRLDaV, GVCV y GRBV en todas las prospecciones realizadas en las
cinco denominaciones de origen analizadas durante 4 afios. Sin embargo, si se

detectd la presencia de los virus GAMaV y GPGV en la D.O. Utiel-Requena.
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En el caso de GPGYV este fue detectado en las prospecciones realizadas en los afios
2017 y 2019 con prevalencias del 12,3% y 5,8% respectivamente. En el caso del
virus GAMaV, este solo se detectd en la prospeccion realizada en el ano 2019, con
una prevalencia del 19,2%. La prevalencia total de GPGV y GAMaV

considerando el total de muestras analizadas durante 4 afios fue del 1,2% y 3,9%.

Tabla 5. Resultados del analisis de la presencia de ocho de los principales virus emergentes de la
vid (GVT, GVE, GVF, GRBV, GRLDaV y GPGV) realizadas mediante PCR y RT-PCR de 820
muestras de nueve variedades de vid de cinco D.O.

Nee Variedades D.O. Afios GVE! GVF GVT? GRBV?® GRLDaV* GAMaV* GPGV* GVCVs
Muestras
50 Tempranillo  Manchuela 2017 - - - - - - - -
80 Gamachay  pirate 2017 - - - - - - - -
Syrah
Bobal; Utiel- 22
17 ’ 2017 - - - - - - -
8 Macabeo Requena 0 (12,3%)
Crimson -
5 Seedless Valencia 2018 - - - - - - - -
Tempranillo; Utiel- 10 3
2 201 - - - - - -
> Macabeo Requena 019 (19,2%) (5,8%)
128 Aledo; Ideal Vinalopo* 2019 - - - - - - - -
Bobal,
Tempranillo, .
- 7
86 Cabernet Utiel 2020 - - - - - - . -
. Requena (8,1%)
Sauvignon y
Syrah
241 Bobal; Valencia 2020 - - - - - - -
Chardonay
. . 4 10 32
820 9 variedades 5 origenes afios - - - - - (1,2%) (3,9%)

" Vinalopé: Uva de Mesa Embolsada del Vinalopd; ' Grapevine virus F y grapevine virus E detectados
mediante RT PCR convencional de acuerdo a Panailidou et al., (2019); 2grapevine virus T detectado mediante
RT PCR convencional de acuerdo a Glasa et al., (2018); ® grapevine red blotch virus mediante PCR de acuerdo
Poojari et al., (2013); 4 grapevine Roditis leaf-discoloration associated-virus, grapevine asteroid mosaic
associated virus y grapevine Pinot gris virus detectados de acuerdo a los protocolos de deteccién descritos
en el apartado 3.10; ° grapevine vein clearing virus detectado mediante PCR convencional de acuerdo a
Zhang et al (2011).
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La evaluacion mediante técnicas de HTS sobre el estado sanitario de las
diferentes variedades de vid y D.O. muestran la presencia de hasta trece especies
diferentes de virus y viroides en los cultivos espafoles estudiados. De las
diferentes especies detectadas, se pudo apreciar la existencia de virus y viroides
clasicos de la vid, tales como GRSPaV-1, GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3, GVA,
GFLV, GFkV, GRVFV, HSVd y GYSVd-1.

Estos resultados muestran que virus como GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3, GFkV,
GFLV y GRSPaV-1 a dia de hoy, siguen teniendo una presencia destacada en la
viticultura espafola, corroborando asi lo descrito por Barrios Sanrona et al., en el
ano 2004. Ocurre algo similar respecto a la alta prevalencia del virus GRSPaV-1
detectada en este estudio (62,5%), la cual corrobora los datos obtenidos en otro
estudio realizado en cultivos de la Comunidad Valenciana en el afio 2011 (Fiore
et al., 2016), donde describen una alta y destacada prevalencia de este mismo
virus. Posiblemente esta alta prevalencia sea debida a la facil dispersion que tiene
este virus mediante injerto (Martelli, 1993), a su posible dispersion a través del
polen y semilla (EPPO, 2008; Gasparro et al., 2016) y al trasiego de material
vegetal infectado con este virus.

En el estudio realizado por Fiore et al. (2006), también detectaron una alta
prevalencia del 92% para el viroide HSVd, y bajas prevalencia para el viroide
GYSVd-1 (6%) y el virus GVA (3.1%); estos resultados son diferentes a los
obtenidos en este estudio, donde la prevalencia de ambos viroides y del virus
han sido del 75%, para HSVd, del 62,5% para GYSVd-1 y del 37,5% para GVA
Esto podria indicar que ha habido un incremento de la prevalencia del viroide
GYSVd-1 y el virus GVA a lo largo de los afios, mientras que la presencia de
HSVd continua siendo relativamente alta, encontrandose de forma latente en los
cultivos espanoles. Sin embargo, se requieren estudios de mayor profundidad

para confirmar esta hipotesis.
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Ademas de estos virus y viroides clasicos, y como uno de los objetivos principales
de esta tesis, también se han detectado mediante HTS y RT-PCR la presencia
otros virus emergentes con prevalencias relativamente bajas, como ha sido el caso
de los virus GPGV y GAMaV.

La presencia de GPGV en los cultivos espanoles de vid, segin los anélisis
realizados mediante HTS y RT-PCR en tiempo real, es baja; con una prevalencia
de hasta un 12,3% en la D.O. Utiel-Requena. Adicionalmente se ha detectado este
virus tanto en plantas sintomaticas como asintomaticas (véase 4.2.2).

Por lo tanto, este virus emergente, identificado por primera vez en el ano 2017 en
Espafia (Ruiz-Garcia & Olmos, 2017) y el cual se asocia a importantes sintomas
que afectan a la produccion de uva (Giampetruzzi et al., 2012), de momento no se
encuentra muy disperso en las plantaciones espafiolas analizadas y tampoco esta
suponiendo un problema para el sector viticultor de las D.O. analizadas.

Otro punto interesante es que, en este estudio, todas las muestras en donde se ha
detectado este virus tienen un origen tinico, la D.O. Utiel-Requena, y no ha sido
detectado en el resto de D.O. estudiadas. Sin embargo, este virus ya habia sido
descrito previamente infectando dos muestras de vid de la variedad Tempranillo
en la D.O. Manchuela (Ruiz-Garcia & Olmos, 2017). Todo esto podria indicar que
GPGYV se encuentra localizado de momento con una baja prevalencia solo en las
regiones de las D.O Utiel-Requena y D.O Manchuela y no ha llegado a
dispersarse por otras regiones del levante espafiol. Considerando que GPGV es
capaz de transmitirse rdpidamente dentro de los monocultivos de vid (Bertazzon
et al., 2020), que existe una baja prevalencia de este virus en las D.O. espafiolas
estudiadas, y que se ha detectado en plantas de vid de variedades locales tanto
sintomaticas como asintomaticas, todo ello podria sugerir que los cultivos de las
variedades locales espafiolas analizadas son menos susceptibles a padecer

infecciones por GPGV.
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La baja prevalencia del virus podria también estar relacionada con una baja
eficiencia en la transmision por parte del posible vector C. vitis (Malagnini et al.,
2016), el cual se encuentra de manera recurrente en los cultivos de vid espafioles
(Gallardo et al., 2004) y para el que no se ha demostrado que sea capaz de
transmitir el virus en condiciones naturales.

El virus emergente GAMaV ha sido identificado por primera vez en Espana en
este estudio (Moran et al., 2021). De igual manera, la presencia de GAMaV en los
cultivos espanoles de vid analizados es también baja, detectandose con una
prevalencia de tan solo el 1,2% de las muestras analizadas. De hecho, este
marafivirus, que se asocia al complejo de enfermedades del jaspeado o fleck,
(Martelli, 2014, 2017; Vargas-Asencio et al., 2017), ha sido detectado tinicamente
en la D.O. Utiel-Requena.

GAMaV también ha sido detectado tanto en plantas sintomaticas como
asintomaticas (véase 4.2) y, segtin los andlisis realizados en este estudio, tampoco
se ha visto asociado la presencia de este virus a una problematica en los vifiedos
espanoles.

La presencia de los virus emergentes GPGV y GAMaV, entre otros virus, en la
region de la D.O. Utiel-Requena indica por tanto la necesidad de abordar
estrategias de control eficaz para evitar la dispersion de estos patdogenos por la
posible problematica que pudieran causar en un futuro. Aunque no se han
detectado sintomatologias claramente asociadas a estos virus, no se puede
descartar su peligrosidad, ya que de acuerdo con la bibliografia se asocian a
importantes enfermedades, que pueden suponer un problema para el sector
viticultor espanol, por lo que su presencia no debe ser ignorada. En este sentido,
se deben de tomar medidas de control preventivo, para evitar la dispersion de
estos dos virus tanto en las regiones donde esté presente como evitar la

introduccion en otras zonas viticultoras de Espafia que estén libres de ellos.
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4.2 Grapevine asteroid mosaic virus

Una de las muestras de la variedad Tempranillo (TS1), prospectada en el afio 2019
en la D.O. Utiel-Requena presentaba sintomas de moteado clordtico y
deformaciones foliares. El andlisis realizado a esta muestra mediante
secuenciacion masiva (ver el apartado 4.1.1) reveld la presencia del virus
GAMaV. En el andlisis por HTS se detectaron cuatro contigs de diferentes
tamanos (2.736 nt, 1.448 nt, 1.285 nt y 954 nt) relacionados con el virus GAMaV.
La extension de estos contigs, mapeando los reads contra los contigs mediante el
algoritmo de mapeo Geneious Read Mapper Algorithm implementado en Geneious
prime 2020 (Biomatters Ltd., Auckland, Nueva Zelanda) (véase 3.4.2), permitio
la recuperacion de la secuencia genomica completa de GAMaV, exceptuando una
region de 147 nt en el dominio de la helicasa de la poliproteina. El nimero total
de reads mapeadas fue de 635, con una cobertura promedio por nucleo6tido de 10.
Esta parte de la secuencia gendmica, no recuperada por HTS, fue obtenida
mediante RT-PCR y secuenciacion Sanger, utilizando cebadores flanqueantes
que se disefiaron en base a la secuencia recuperada por HTS, GAMaV3755-F (5'-
ATC CTC ACC AACTCC C-3" y GAMaV-3985-R (5- GTT GGA AGT GGT GTG-
3’). La secuencia genodmica del aislado GAMaV TS1 (MT459830) de 6.692 nt
mostrd 87,7% de identidad de nucledtidos con el aislado 16GVP031 (MK253012)
originario de Francia. Sin embargo, la poliproteina del aislado TS1 tiene cuatro
aminoacidos menos que el aislado francés, debido a la presencia de una serie de
inserciones y deleciones en el extremo 5 de la ORF de la poliproteina, en concreto
una delecion de 9 nt, dos deleciones de 3 nt, una delecion de 2 nt, una insercion
de 3 nt y dos inserciones de 1 nt. El analisis filogenético realizado con los otros
tres genomas completos de GAMaV disponibles en las bases de datos mostraron
que el aislado espafiol estd posicionado en un clado o agrupacion diferente,

tratandose por tanto de un aislado divergente (Figura 22).
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GV30 -USA - KX354202 N
Outgroup GAMaV %
CSRL02 | TS1 | GV30 | 16GVPO31
Ogroup | ORGP | CS - France - KY123917
a GAMaV | GV30 | 06255 | 0.1655
16GVP031 | 0.6098 | 0.1584 | 0.0958
cs 0.6025 | 0.1610 | 0.0958 | 0.0534 GAMaV
99
16GVP031 - France - MK253012
TS1 -Spain - MT459830
b —
CSRLO02 - Brazil -KY110736 :I outgroup
e

0.20

Figura 22. a. Estimaciones de divergencia evolutiva entre las secuencias genémicas completas
disponibles de GAMaV. Se muestra el nimero de sustituciones nucleotidicas por sitio entre
secuencias; b. Arbol filogenético construido con todos los genomas completos de diferentes
aislados de GAMaV mediante el método maxima verosimilitud (Maximum likelihood) y utilizando
el mejor modelo de sustitucién Tamura-Nei. La prueba de bootstrap se realizé con 500 réplicas y
se muestran valores mayores a 75. Se empled como outgroup el aislado CSRLO02 de la especie Citrus
sudden death-associated virus. Los distintos aislados GAMaV y outgroup se identifican por su
numero de acceso y su origen.

Con la finalidad de estudiar la diversidad genética del virus GAMaV detectado
en la D.O. Utiel Requena, se secuencié una region parcial de 417 nt del gen de la
proteina de la capsida (CP) con los cebadores GAMaV6010F y GAMaV-6426R, a
partir de las diez muestras positivas para GAMaV (véase 4.1.2). La secuenciacion
Sanger obtenida a partir de los productos amplificados mediante RT-PCR
confirmo la secuencia del aislado TS1 recuperado por HTS y ademas confirmo la
presencia del marafivirus en las ocho muestras restantes, con un total de nueve

positivos.
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De las diez muestras positivas, solo los aislados de la variedad Tempranillo, TS1
y TS7 (MT770919,) presentaban sintomas similares a los descritos para GAMaV;
mientras que las ocho muestras restantes, MS1, MS2 y MS3 (MT770911,
MT770917 y MT770918) y TS2, TS3, TS4, TS5 y TS6 (MT770912, MT770913,
MT770914, MT770915, MT770916), de las variedades Tempranillo y Macabeo,
eran asintomaticas. La identidad de nucledtidos entre todas estas secuencias
parciales y la region homologa del aislado GAMaV TSI, estimada con el software
Geneious prime 2020 (Biomatters Ltd., Auckland, Nueva Zelanda), oscil6 entre
el 94,7% y el 98,8%, siendo 0,04 1a media de diversidad entre los aislados para la

region genomica CP estudiada.

El analisis filogenético, realizado con 47 secuencias parciales del gen de la CP de
aislados GAMaV de diferentes origenes, mostrd la existencia de divergencias
entre los aislados detectados en Espana, puesto que no se observd una
agrupacion unica para todos ellos. De hecho, los aislados espanoles (MS1, MS2,
MS3, TS1, TS2, TS3, TS4, TS5, TS6 y TS7) constituyen cuatro agrupaciones o
clados diferentes (Figura 23). Especificamente, el aislado TS3 se posiciond en un
clado que incluye aislados de origen geografico muy diverso, originarios de
Hungria, Estados Unidos, Francia e Italia; el aislado MS3 se situo en el clado que
contiene el aislado 93-26 descrito en Canadad; los aislados espanoles TS1, TS2, TS4,
TS5, TS6, TS7, MS1 y MS2 agruparon en dos clados independientes al resto de

aislados ya descritos, conteniendo solo aislados GAMaV esparioles.
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Figura 23. Analisis filogenético de 47 aislados del virus GAMaV, utilizando secuencias parciales
(417 nt) del gen de la proteina de la capsida (CP), por el método maxima verosimilitud (Maximum
likelihood). El arbol se realizé utilizando el modelo de sustitucidon de nucleétidos Hasegawa-
Kishino-Yano. El andlisis de bootstrap se realizé con 1000 réplicas. En azul se sefialan los aislados
espafoles.
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4.2.2 Desarrollo de un método de deteccion especifico para GAMaV

Como ya se ha mencionado en el apartado 4.2.1, el aislado TS1 descrito en este
estudio mostréo una similitud del 87,7% con el aislado GAMaV 16GVP031
originario de Francia. Por lo tanto, se analizaron las 52 muestras de la
prospeccion realizada en 2019 en la D.O. Utiel-Requena mediante RT-PCR
utilizando los cebadores especificos GAMaV-F3 (5'-ATC TCG CAG CCC AAC
CTC TG-3") y GAMaV-R3 (5'-CAT GAT GAC GGC TTG GGT CTT-3') descritos
por Candresse et al., (2017) para la deteccion del aislado francés 16GVP031. Los
resultados de los analisis mediante RT-PCR con estos cebadores fueron negativos
en todas las muestras, incluyendo la muestra TS1, en la cual se habia identificado
mediante HTS este virus. Un analisis in silico realizado con el software Geneious
prime 2020 (Biomatters Ltd., Auckland, Nueva Zelanda) alineando las secuencias
de los cebadores descritos por Candresse et al., (2017) (GAMaV-F3 y GAMaV-R3)
con la secuencia recuperada del aislado TS1 (MT459830) mostro la existencia de
mutaciones en el aislado espafiol que no permitian una correcta union de los

cebadores (Figura 24).

LR R WA C CUGUCUAC CCUGGCGAGAC CULL GAGAALCLC GCAGCCCALCCUGCCCGLCCACGACC O DRl
GAMav-F3 TCTCHCAGCLCAR Fmm 35
GAMav-R3
LSk AT CGAC COAGAAALCCACUGGLC CRGUCAGCUCICGAACCAGULC COGCACAUCAACAARGAGLASEE L L]
GAMaV-F3 108
GAMaV-R3

LAEEELE B CACCUCGLCGECCAGECCCUCCGCUCUCGLCGLCAUCCACUCUGAGAAGGACGALCCCACCCIIEEET]
GAMaV-F3 165
GAMaV-R3

(e EEEERRUGCUC CCGOEULE CAUCCAGAMAC G CUCCGOUUC CGACCCACCOCCGCCCCULACULRIALCUCUAE T L]
GAMaV=F3 238
GAMav-R3

LR L CCCGUGACGAGALC CUAGGCCAGCUC CUUUDCGAGGGCUUGUGCCGAGGLUACCACCOCUCCOC 1]
GAMay-F3 295
GAMaV-R3

(e CUCUCCUCUGAGCCAUUCGACCCCGUCCUULACGCCOAGUGCAL GCCUCAACGAGULRIGC COEFE ]
GAMav-F3 368
GAMaV-R3

LA EEEE BAGCUCACGUC GAAGACUCAAGC UG AL CAUGGGCAACGCUCGLCGUUCCGACCCAGACUGGAGAREEL ST ]
GAMav-F3 425
GAMav-R3 54

Figura 24. Alineamiento de secuencias correspondientes a los cebadores especificos descritos
previamente por Candresse et al., (2017) (GAMaV-F3 y GAMaV-R3) con la secuencia del aislado
espanol GAMaV TS1 (MT459830). Los nucledtidos sefialados en blanco representan las
mutaciones y en gris las concordancias.
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Dado que con los cebadores especificos descritos previamente para la deteccion
del aislado 16GVP031 no se pudo detectar el aislado espafiol TS1, se procedid a
realizar un alineamiento con el software MEGA X de los tinicos cinco genomas
disponibles del GAMaV, procedentes de USA, Francia, Canada y Espafia,
correspondientes a los aislados GV30 (KX354202), CS (KY123917), 16GVP031
(MK253012), 14G480 (MZ344576) y TS1 (MT459830). A partir de este
alineamiento se disefiaron dos nuevos cebadores en una regién conservada del
gen de la proteina de la capsida (CP), GAMaV-6010F (5-CCC TCC TCC TAG
CGA CGA CC-3") y GAMaV-6426R (5'-GGG TTG AGA CGG CGG AGA TC-3")

amplificando un fragmento de 417 nt (Figura 25).
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GAMav-6426R
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MZ344576
KX354202
ME253812
MT459838
GAMa\V-Ga18F

GAMaV-G426R

ME253012
KY123917
MZI344576
k354202
MK2530812
MT459830
GAMa\V-6a18F
GAMaV-6426R

ME253812 (L CUGGAL GCL WACCCGUACLALD GUCALCACCALUGE
KY123917 C i CuC CUGGAL i CC CUCGUNC CALIC He
MZ344576 = GUCUGGAC CALl GCCALCCS GACCL CLAL GUCALIC
KX354282 CALL FILIEIQAL I CACC C IF.T4 GG CALL
ME253812 g GUCLIGE Y GCCALL

MT459838 CAMCACRCUCUE GUCUGRACTG! CALmACCCCCGCCALL

GAMaV-6A18F
GAMaV-G426R
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KY123917
MZI44576
KX354282
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GAMav-60108F
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Figura 25. Alineamiento de secuencias correspondientes a los cebadores especificos descritos
disefiados en este estudio (GAMaV6010F, y GAMaV-6426R) con cinco genomas de diferentes
origenes (USA, Francia, Canadd y Espana) correspondientes a los aislados GV30 (KX354202), CS
(KY123917), 16GVP031 (MK253012), 14G480 (MZ344576) y TS1 (MT459830). Los nucledtidos
sefialados en blanco representan las mutaciones y en gris las concordancias.
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El andlisis mediante la RT-PCR descrita en el presente estudio (ver apartada 4.1.2)
de las 820 muestras de once variedades de vid de cinco D.O. espanolas mostrd
que existe una baja prevalencia de este virus (1,2%), que solo se detecté en la D.O.
Utiel-Requena en el ano 2019 en las variedades Tempranillo y Macabeo. Analisis
realizados sobre muestras de la misma D.O realizados en afios anteriores y

posteriores al 2019 no detectaron la presencia de este virus.

El andlisis de la secuenciacion de RNA total mediante HTS realizado sobre la
muestra TS1 ha permitido el ensamblado de un genoma casi completo del primer
aislado del virus GAMaV detectado en Espana (TS1- MT459830). Este nuevo
aislado presenta una peculiaridad respecto al resto de aislados descritos hasta el
momento (GV30, CS, 16GVP031, 14G480), y es que presenta una poliproteina mas
pequena, de 2155 aminoacidos. Los polimorfismos (deleciones e inserciones) que
hacen mads corta la poliproteina de este nuevo aislado no se encuentran
localizados en ninguna region de los dominios conservados de los marafivirus,
por lo que probablemente no comprometen la infectividad del virus. Los estudios
tilogenéticos basados en genomas completos demostraron que el aislado TS1
difiere del resto de los aislados franceses y americanos descritos hasta ahora.
Adicionalmente, el analisis de secuencias parciales de la region de la CP avald
esta divergencia entre los aislados espafoles y el resto de aislados procedentes
de Hungria, Estados Unidos, Francia e Italia, con la excepcion de los aislados TS3
y MS3, que se asemejan a otros aislados ya descritos. Todo ello sugiere que la
presencia de este virus en Espana no es reciente, dado que la presion evolutiva
ha propiciado una acumulacion de mutaciones puntuales en su informacion
genética, que ha resultado en la diversificacion de un aislado local diferente a los

ya descritos (Dolja et al., 2017).
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Por otro lado, el conocimiento del genoma completo del aislado TS1, permitio el
diseno de nuevos cebadores especificos con mayor inclusividad, capaces de
detectar los aislados GAMaV espanoles, a diferencia de otros cebadores
previamente descritos (Candresse et al., 2017). Los andlisis mediante RT-PCR de
muestras de vid en cultivos espanoles demostré que GAMaV se encontraba tanto
en plantas sintomaticas (con moteado clordtico y deformaciones foliares) como
en plantas asintomaticas, siendo incluso mayoritario el nimero de plantas
asintomaticas. Asi pues, en el caso de los aislados espafioles, no queda claro si
pueden estar asociados o no a una sintomatologia o enfermedad. El desarrollo de
un clon infeccioso basado en la secuencia del aislado TS1 puede abrir una linea

de investigacion que permita dilucidar esta cuestion.

4.3 Grapevine Pinot gris virus

La caracterizacion molecular y el estudio filogenético de los aislados de GPGV
espanoles se baso en la comparacion de las secuencias parciales de un fragmento
de 588 nt en la region MP/CP de doce aislados de GPGV espanioles: RQ25, RQ30,
RQ99, RQ106, RQ108, RQ111, RQ113, RQ115, RQ116, RQ117, RQ125 y RQ136
(MH019203, MH019204, MH019205, MH019206, MH019207, MH019208,
MHO019209, MH019210, MH019211, MHO019212, MH019213 y MHO019214,
respectivamente). La amplificacion y secuenciacion se llevo a cabo utilizando los
cebadores Det-F y Det-R descritos por Morelli et al., (2014).

El andlisis mediante BLASTN de las secuencias mostro que los aislados RQ99,
RQ106, RQ108, RQ111, RQ113, RQ115, RQ116, RQ117, RQ125 y RQ136
presentaban porcentajes de identidad mayores del 98% con otros aislados
originarios de Italia, Francia y Canada. Las doce secuencias parciales se alinearon
empleando el software MEGA X, incluyéndose otras 224 secuencias de la region
MP/CP de diferentes asilados de GPGV con diferentes origenes y de diferentes

variedades de vid (anexo 8.2).
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El analisis filogenético se realizo con 236 asilados de GPGV y mostro la existencia
de una alta diversidad genética en los aislados espanoles, que agruparon en
diferentes clados (Figura 26). Los aislados RQ99, RQ106, RQ111, RQ113 y RQ116
presentaron proximidad filogenética al aislado italiano SRR1631863-67-68 de la
variedad Primitivo-Refosco. El aislado RQ 108 agrupo en un clado que contiene
aislados de Republica Checa y China (22_2_3 y SRR8260950) de las variedades
Chardonnay y Victoria, respectivamente.

Por ultimo, los aislados RQ30 y RQ25 agruparon en un clado bastante lejano al
resto de los aislados espafnioles, mostrando relaciones filogenéticas con aislados
franceses 1V6-169-4-2; IV6-173-2-3; IV5-176-1 e IV7-178-2 correspondiente a los
portainjertos 3309 Couderc 0144, 3309 Couderc 0143, Riparia Gloria de
Montpellier y 41B MGT, respectivamente.

Adicionalmente, en las secuencias de los aislado RQ25 y RQ30 (MH019203 y
MHO019204) se detecté un nuevo polimorfismo no descrito hasta ahora. Este
polimorfismo se sittia en la region codificante solapante de la proteina de
movimiento con la proteina de la capsida (MP/CP). Este nuevo polimorfismo es
de un unico nucledtido o single nucleotide polymorphism, (SNP) y se localiza en la
region codificante de la proteina MP. Este SNP consiste en el cambio de un
nucleotido C por un nucledtido U en la posicion 6.684 respecto al genoma de
referencia de GPGV (NC_015782.1) y conlleva la presencia de una senal de
parada traduccional, un codon de parada aguas abajo respecto al SNP reportado
por Saldarelli et al., (2015), que determina la sintesis de una MP cinco
aminoacidos mas corta. El nuevo SNP detectado en este estudio no fue detectado

en ninguna de las 234 secuencias restantes utilizadas en el analisis filogenético.
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Figura 26. Andlisis filogenético de 236 aislados del virus GPGV, utilizando la secuencia parcial
(548 nt, excluyendo cebadores) del gen de la proteina de movimiento solapante con el gen de la
proteina de la capsida (CP), por el método del vecino mas proximo (Neighbor-Joining). El arbol se
realizo utilizando el modelo de sustitucion de nucledtidos Tamura-Nei. Se resaltan en color rojo
los aislados de GPGV espafioles y en negrita los aislados de GPGV mas préximos (detallando el
nombre y origen geografico de cada aislado).
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Dado que (i) las muestras RQ25 y RQ30 mostraban sintomas asociados con
GPGYV; (ii) que el anterior polimorfismo reportado por Saldarelli et al., (2015) se
asociaba a la sintomatologia causada por GPGV; y (iii) que algunas de las
muestras secuenciadas en este estudio incluian plantas sintomaticas y
asintomaticas; se procedid a realizar un alineamiento de las doce secuencias
obtenidas, incluyendo el genoma de referencia NC_015782.1. El alineamiento
mostrd que el nuevo polimorfismo no esta presente en otras plantas sintomaticas.
Ademas, en tres de las muestras analizadas (RQ99, RQ106 y RQ113) el
polimorfismo descrito previamente por Saldarelli ef al. (2015), se encontro tanto

en plantas sintoméaticas como asintomaticas (Figura 27).
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Figura 27. Alineamiento de secuencias de la region MP/CP donde se localizan los polimorfismos
de 12 aislados virales de GPGV espanoles utilizando como referencia el aislado IT de GPGV
(NC_015782.1). Se indican dos polimorfismos que producen una proteina de movimiento (MP)
mas corta: P1 (polimorfismo descrito previamente por Saldarelli et al., (2015) en la posiciéon 6684
y P2 (el nuevo polimorfismo identificado en este trabajo) en la posicion 6687.
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Un nuevo andlisis filogenético mas especifico, en el que se incluyeron 12 aislados
espanoles que representan los dos polimorfismos detectados y 8 secuencias de
referencia representativas de los tres clados (A, B y C) identificados por Saldarelli
et al., (2015) y Bertazzon et al., (2017), se realizd a partir del fragmento de 588 nt
amplificado con los cebadores Det-F y Det-R de la region MP/CP (Figura 28).
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Figura 28. Analisis filogenético de 12 aislados de GPGV espafioles y 8 secuencias de referencia
representativas de los tres clados (A, B y C) identificados por Saldarelli et al., (2015) basado en
588 nt de la region MP/CP, por el método maxima verosimilitud (Maximum likelihood). El arbol se
realiz6 utilizando el modelo de sustitucién de nucleétidos Tamura 3. El analisis bootstrap se
realiz6 con 2000 réplicas y se muestran valores mayores a 75.

Los aislados espanoles no agruparon en ningun clado en particular, sino que se
distribuyeron a lo largo de los tres clados ya descritos (A, B y C). Curiosamente,
los dos aislados espafioles que muestran el nuevo polimorfismo en la region
MP/CP (RQ30 y RQ25) agruparon juntos (clado A) pero no agruparon en el clado
donde se localizaban los aislados con el polimorfismo previamente descrito por

Saldarelli et al., (2015) (clado C).
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Los cebadores para la deteccion de GPGV se diseniaron en una region altamente
conservada del genoma, donde solapan las ORF de la MP y de la CP (MP/CP)
GPGV-RT-F (5-GTC TAA ATC TGG CTG TGC TGA AAA TAG TGC-3) y
GPGV-RT-R (5-CCT GAG GTC CCT TCA ACT GC-3) amplificando una
secuencia de 228 nt. Una sonda TagMan ZNA, GPGV-genprobe (5'-6-FAM-AGA
TCA ACA GTC AGG AGA GAG CTG ATC GC-ZNA4-BHQ1-3') fue disefiada
dentro de la secuencia amplificada por los cebadores.

Los cebadores empleados para el control interno fueron, PEP-F1 (5'- GCC TCC
TCC TCC AGA TTG CT-3') y PEP-F2 (5'- AGG CTT GCT TGA TTC CAT TAT
CTC TTT CG-3’), basados en los disefiados por Borges et al. (2014) con
modificaciones, amplifican una secuencia de 196 pb. Se disefi6 una sonda
TagMan ZNA dentro de esta region genomica, PEP-probe (5-Cy5- CGA CCC
ATA CTT GAA ACA GAG ACT CCG GC-ZNA-BHQ2-3).

Los resultados de la RT-PCR en tiempo real desarrollada fueron positivos en
todos los aislados utilizados como controles positivos de GPGV (Tra7, Tra9,
Ambl1, SK30, SK45, SK704, RQ30 y RQ25) y procedentes de diferentes origenes
geograficos (Grecia, Eslovaquia y Espana). Los valores de Ct oscilaron entre 24,2
y 30,7. No se detectd senal para ninguna de las tres variedades de vid saneadas

utilizadas como controles negativos.
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El posible efecto de una reaccion de RT-PCR en formato duplex sobre la
sensibilidad técnica de deteccion de GPGV se evalu6 mediante la comparacion
de la sefal obtenida en un ensayo singleplex (utilizando solo cebadores y sonda
para GPGV) y la senal obtenida en un ensayo duplex (incluyendo los cebadores y
la sonda para el control interno de la planta) en diluciones decimales seriadas de
extractos de plantas infectadas con GPGV con extractos de plantas sanas (Figura
29).

Cada dilucién se ensayo6 por triplicado. Los promedios de los valores de Ct
obtenidos y sus errores estandar fueron para el ensayo singleplex: 21,75 + 0,22 (sin
diluir), 24,60 = 0,11 (dilucion 107%), 27,99 + 0,13 (dilucién 102), 32,22 + 1,44
(dilucion 1073) y 37,68 + 0.43 (dilucién 10#). Los valores de Ct y sus errores
estandar para el ensayo duplex fueron: 22,54 + 0,16 (sin diluir), 25,112 + 0,06
(dilucion 10), 28,80 + 0,04 (dilucion 10°2), 31,24 + 1,31 (dilucion 10°%) y 36,79 + 1,03
(dilucién 1074).

Se realizo el test T de Student comparando los valores de Ct obtenidos en las dos
condiciones (duplex y singleplex), para ver si existian diferencias significativas
entre ellas. No se encontraron diferencias significativas con un intervalo de
confianza del 95%, lo que indica que el control interno no compromete la
capacidad del método para detectar con éxito la presencia del virus ni disminuye

la sensibilidad de la deteccion.
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Figura 29. Evaluacion del control interno de Vitis vinifera L. (PEP) en el ensayo duplex RT-PCR
GPGYV en tiempo real. Fueron analizadas por triplicado diluciones decimales seriadas (1:10) de
un extracto de planta infectado con GPGV diluido en extracto de planta sana. Se muestran
graficos de amplificacion mediante ensayos de RT-PCR en tiempo real GPGV singleplex (azul) y
GPGV-PEP duplex (rojo). Se incluyen dos controles negativos (en negro).

4.3.2.4 Validacién del método de deteccion basado en RT-PCR en tiempo real
Cuantificacion absoluta y sensibilidad analitica

La cuantificacion absoluta de GPGV se realiz6 utilizando cantidades conocidas
de transcritos sintetizados in vitro de 490 nt a partir del plasmido pGEM-T-
GPGV-6474F/6912R (véase 3.9). Se ensayaron por triplicado con la nueva técnica
de RT-PCR en tiempo real varias diluciones decimales seriadas de los transcritos.
Los resultados se utilizaron para construir una recta patrén y se pudo establecer

un rango de cuantificacion de 3 x 108 a 30 copias de diana viral (Figura 30).
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La pendiente de la recta (-3,4917) se utiliz6 para calcular la eficiencia de
amplificacidn, que resulto ser del 93,43%, con un coeficiente de correlacion (R?)
de 0,9987. El limite de deteccidon del método fue ligeramente superior cuando se
analizé material vegetal, siendo 70 la cantidad minima de copias virales

detectadas.
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Figura 30. Recta patron obtenida con los valores de Ct (Cycle threshold) obtenidos a partir del
analisis por triplicado de diluciones seriadas de transcritos sintéticos cuantificados. Se indica la

ecuacion matematica de la recta utilizada para cuantificar los ensayos de RT-PCR en tiempo real
y el coeficiente de correlacion (R?).
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La sensibilidad técnica del método de deteccion desarrollado se compard con la
del método de PCR en tiempo real previamente descrito basado en la quimica
SYBR Green I (Bertazzon et al., 2017). Para ello, se ensayaron diluciones de
extractos de plantas infectadas con GPGV en extractos de plantas sanas (Tabla 6).
La sensibilidad analitica en material vegetal de la RT-PCR en tiempo real
diseniada en este estudio fue de dos drdenes de magnitud mayor que el método

publicado anteriormente por Bertazzon et al., (2017a).

Tabla 6. Comparacion de sensibilidad técnica entre los métodos de deteccion de RT-PCR en
tiempo real TagqMan y SYBR Green (Bertazzon et al., 2017) para la deteccion de GPGV.

Diluciones seriadas*
., Extracto
; Region .
Método de RT-PCR . sin 10 | 102 | 103 | 104 | 105 | 106 | 107
diana .
diluir
TagMan . MP/CP + + + + + - - -
(Presente estudio)

SYBR Green RdRp + + + - - - - -
(Bertazzon et al., 2017) CP + + + _ _ _ _ _

* Diluciones decimales seriadas de material vegetal infectado con GPGV con extractos de plantas sanas.

Respecto a la inclusividad del método desarrollado, este fue capaz de
diagnosticar con éxito los ocho aislados procedentes de Grecia, Eslovaquia y
Espana utilizados como controles positivos en este estudio (véase 3.1 y 4.3.2.1).
En lo referente a la exclusividad, el método no cruzd ni resulto positivo en plantas
que presentaban infecciones mixtas con otros virus y viroides comunes de la vid
como GRSPaV, GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3, GVA, GFLV, GFkV, GRVFYV,
HSVd y GYSVd-1 (Tabla 7).

La selectividad del método también resultd excelente ya que la RT-PCR disenada
fue capaz de detectar el virus GPGV en seis matrices o variedades diferentes

evaluadas (Veltliner, Tragana, Assyrtiko, Garnacha, Bobal y Macabeo).
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Tabla 7. Virus y viroides detectados mediante secuenciaciéon masiva (HTS) en las muestras de
vid seleccionadas para el analisis de exclusividad.

Muestra Variedad Virus y viroides de vid detectados por HTS
GLRaV-1; GLRaV-2; GLRaV-3; GVF; GVA; GVB; GRSPaV-1;
GFLV; GYSVd-1; HSVd; GVL
U24 Bobal GLRaV-1; GLRaV-3; GYSVd-1; HSVd

GLRaV-2; GLRaV-3; GFkV; GVF; GVA; GFLV; GSyV-1;
GYSVd-1; GVL; GYSVd-2; HSVd;
R35 Bobal GLRaV-3; GRVFV; GFkV; GYSVd-1; HSVd
R5 Tempranillo GLRaV-3; GRVFV; GRSPaV-1; GVA; GRGV; GYSVd-1; HSVd
GPGV; GVF; GLRaV-1; GLRaV-2 GLRaV-3; GVA; GFkV; GVG;
GVK; GFLV; GRSPaV-1; GVB; HSVd; GYSVd-1; GVL
GRVFV; GFkV; GRSPaV-1; GVA; GLRaV-2; GAMaV; GYSVd-
1, HSVd

Crimson GRSPaV-1; GLRaV-3; GVA; GFkV; GRGV; GRVFV; GYS5Vd-1;

Seedless HSVd
! Grapevine fanleaf virus (GFLV); grapevine fleck virus (GFkV); grapevine leafroll associated
virus 1 (GLRaV-1); grapevine leafroll associated virus 2 (GLRaV-2); grapevine leafroll associated
virus 3 (GLRaV-3); grapevine Red Globe virus (GRGV); grapevine rupestris vein feathering virus
(GRVFV); grapevine Syrah virus 1 (GSyV-1); grapevine virus A (GVA); grapevine virus B (GVB);
grapevine virus E (GVE); grapevine virus F (GVF); grapevine virus G (GVG); grapevine virus L
(GVL); grapevine rupestris steam pitting-associated virus 1 (GRSPaV-1); grapevine rupestris
steam pitting-associated virus 2 (RSPaV-2); grapevine yellow speckle viroid-1 (GYSVd-1);
grapevine yellow speckle viroid-2 (GYSVd-2); hop stunt viroid (HSVd).

M2 Marsaoui

R1 Red Globe

R3 Razzegui

TS1 Tempranillo

Pinl

Los resultados de la repetibilidad y la reproducibilidad de la RT-PCR en tiempo
real disefiada analizando tres muestras positivas para GPGV con titulos virales
bajos mostro valores medios de Ct y desviaciones estandar (SD) que oscilaron
entre 29,77 + 0,86 a 32,45 + 1,2, mientras que los coeficientes de variacion oscilaron

entre valores del 0,98 % y 4,65%. Los resultados se detallan en la Tabla 8.

Tabla 8. Repetibilidad de la RT-PCR en tiempo real para la detecciéon de GPGV. Cada muestra se
analiz6 en total en nueve repeticiones técnicas, empledndose tres termocicladores diferentes
(StepOne Plus, QuantStudio y Roche 480) y realizandose tres repeticiones por instrumento.

StepOne Plus QuantStudio Roche 480
Muestra Mid;]a)Ct CV (%) M;e;rll)Ct CV (%) M;e;rll)Ct CV (%)
RQ121 101?38 3.32 j(;'ii 1,98 jggé 2,11
4
RQ143 izfg 2,67 jlléz 1,46 j%’g 6 0,98
T R
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Se analizaron mediante la nueva RT-PCR cuantitativa en tiempo real 178 plantas
de vid, tanto asintomadticas como con sintomas de moteado clorotico y
deformacion en las hojas, todas ellas procedentes de una prospeccion en la D.O.
Utiel-Requena. Se detectaron 22 muestras positivas, tanto sintomaticas como
asintomaticas, correspondientes a plantas de tres variedades locales de vid
diferentes (Bobal, Macabeo y Garnacha). Los valores de Ct observados oscilaron
entre 18,5 y 33,8, que correspondieron a titulos virales de 1,1 x 108 y 1,6 x 10°
copias, con una prevalencia de 12,3% en la region prospectada. En 5 muestras
analizadas, no se obtuvo amplificacion del control interno de la planta por lo que
se consideraron posibles falsos negativos y fueron descartadas de los calculos.
(Tabla 8).

Los resultados mostraron ademas, que 19 de las 22 muestras infectadas con
GPGV estaban coinfectadas con otros virus causantes de enfermedad en la vid.
Entre estos, GFLV fue el virus mas prevalente, estando presente en 15 de las 22
muestras infectadas con GPGV, seguido por GFkV (5 muestras), GLRaV-2 (3
muestras) y GLRaV-3 (5 muestras) (Tabla 8).

El resultado del andlisis mediante esta RT-PCR cuantitativa en tiempo real de
diferentes grupos de acaros alimentados con hojas frescas infectadas con GPGV
después de un periodo de adquisicion de cinco dias (Figura 31) mostro la
habilidad de la misma para detectar GPGV en todas las muestras analizadas
compuestas por agrupaciones de 15, 10 y 5 &caros de la especie C. vitis y también
en el analisis de dcaros individuales (Figura 32). El titulo viral medio de GPGV
en un solo acaro fue 306 copias (SE * 6) y el titulo viral medio obtenido en los

grupos de acaros fue de 161 (SE + 15) en nuestras condiciones experimentales.
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Figura 31. Adquisicién de GPGV; a. Agalla provocada por el acaro C. vitis sobre una hoja
infectada con GPGV; b. C. vitis situado sobre una hoja infectada con GPGV; c. C. vitis aislado en
un tubo de micro centrifuga. Las flechas rojas sefialan los acaros
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Tabla 9. Valores de Cts obtenidos mediante la RT-PCR en tiempo real disenada tanto para la
deteccion de GPGV como para el control interno PEP; se muestra también la sintomatologia y
presencia de otros virus de la vid en muestras positivas de GPGV prospectadas de la D.O. Utiel-

Requena (Espania).

Valores de Valores
Muestra Cts Titulo viral de Cts Sintomatologia Otros viruse
(GPGV?) (PEP?)
RQ25 25.0 1.7 x 105 20.2 Moteado clorético y deformacion ~ GFLV, GLRaV-3
RQ30 234 3.9x 105 21.6 Moteado clorético y deformacion GFLV, GELV,
GLRaV-3
RQ99 21.2 1.3 x106 21.3 Moteado clordtico GFLY, GEkV,
GLRaV-2
RQ106 23.1 4.5 x105 20.6 Asintomatica GLRaV-2
RQ108 23.2 4.4x105 21.5 Moteado clorético GFLV
RQ109 23.2 4.4x10° 18.7 Moteado clorético GFLV
RQ110 23.2 4.4x10° 19.7 Moteado clorético GFLV
RQ111 229 52 x10° 21.7 Moteado clorético GFLV
RQ113 20.5 1.8 x 106 21.6 Moteado clorético GFLV
RQ115 24.7 2.0x10° 21.9 Moteado clorético GFLV
RQ116 26.6 7.5 x 104 22.0 Moteado clorético -
RQ117 18.5 1.1x 108 21.9 Moteado clorético -
RQ118 27.5 4.6 x 104 22.8 Moteado clorético -
RQ121 32.3 3.6 x 103 22.7 Asintomatica GLRaV-3, GFkV
RQ124 30.9 7.8 x 103 23.5 Asintomatica GFLV
RQ125 23.2 4.3 x10° 22.7 Asintomatica GFLV, GLRaV-2
RQ136 24.2 2.6 x 10 20.3 Moteado clorético GFLV
RQ140 31.5 5.7 x 103 20.7 Moteado clorético GFLV
RQ142 32.6 3.2x10° 205 Asintomética GLRaV-2,
GLRaV-3
RQ143 33.8 1.6 x 108 21.0 Moteado clorético GLRaV-2,
GLRaV-3
RQ145 32.0 4.2 x 103 20.5 Moteado clorético GFLV
RQ150 33.2 2.3 x 103 20.7 Moteado clorético GFLV
RQ151 33.0 2.6 x 103 20.8 Moteado clorético GFLV
RQ160 32.7 3.0x 103 24.0 Moteado clorético GFLV

a Grapevine Pinot gris virus (GPGV). ® Fosfoenolpiruvato carboxilasa; ¢ grapevine fanleaf virus (GFLV);
grapevine leafroll associated virus 2 (GLRaV-2); grapevine leafroll associated virus 3 (GLRaV-3) y grapevine

fleck virus (GFkV).
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Figura 32. Grafica con las curvas de amplificacion obtenidas para los diferentes grupos de C. vitis
analizados mediante la RT-PCR en tiempo real: grupo de 15 acaros en color purpura, de 10 acaros
en color negro, de 5 dcaros en color verde y acaros individuales en azul. Se incluye un control
negativo de acaros alimentados con hojas libres de GPGV en color marroén.

4.3.3 Discusion

Los métodos de deteccion basados en PCR cuantitativa en tiempo real se
consideran “gold standard” y poderosas herramientas para realizar estudios no
solo de diagndstico sino epidemioldgicos. El nuevo método de RT-PCR
desarrollado en este estudio amplifica una regién que engloba parte de las ORFs

MP y CP, que es una regiéon de gran interés taxondmico y epidemioldgico del

genoma de GPGV (Glasa et al., 2014; Saldarelli et al., 2015). s
i
-3\
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Ademas, este método especifico de deteccidon permite realizar una cuantificacion
absoluta de GPGV tanto en material vegetal como en posibles vectores de
transmision del patdgeno. El formato duplex incluyendo un control interno del
gen de la fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEP de V. vinifera ) (Borges et al., 2014)
aumenta la informacidn sobre posibles falsos negativos, que implica un resultado
erroneo. De esta forma, la sensibilidad diagndstica, es decir, la capacidad de la
técnica para detectar los verdaderos positivos entre todas las plantas infectadas,
calculada como verdaderos positivos / (verdaderos positivos + falsos negativos)
(Altman & Bland, 1994), se incrementa con el método desarrollado. De hecho,
algunas de las plantas analizadas en este estudio que mostraron resultados
negativos para GPGV no proporcionaron una deteccion positiva en el gen PEP
de la vid, lo cual permiti6 la identificacion de estas muestras como posibles
resultados falsos negativos. Respecto a la reproducibilidad y repetitividad de la
técnica, de acuerdo a los coeficientes de variacion observado en los resultados
(<5%) para las muestras analizadas, indican la ausencia de desviaciones
significativas en el rendimiento de la técnica.

Ademas, los resultados presentados en este trabajo muestran la ausencia de un
efecto negativo de la reaccion duplex sobre la sensibilidad técnica, ya que la sefial
obtenida por la reaccion duplex fue similar a la obtenida en un ensayo singleplex.
El método basado en sonda TagMan, mostrd una mejor sensibilidad en la
deteccion de GPGV que un método PCR en tiempo real basado en la quimica
SYBR Green I previamente descrito (Bertazzon et al., 2017).

Este es el primer método de deteccién de GPGV que incluye la quimica TagMan
y un control interno de planta.

Este método permite la cuantificacion absoluta del titulo viral de GPGV no solo
en material vegetal sino también en uno de sus posibles vectores de transmision
(C. vitis) y se ha podido utilizar para determinar el titulo viral presente en un solo

acaro.
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El titulo viral calculado en grupos de dcaros estimé un niimero promedio de
copias por acaro (161 + 15) que se encontraba en el mismo orden de magnitud
que el determinado en el andlisis de los dcaros individuales (306 + 6), lo que
sugiere una distribucion homogénea de la cantidad de particulas virales en la
poblacién de acaros.

La prevalencia estimada del virus encontrado en los vinedos de la D.O. Utiel-
Requena donde fue detectado el virus por primera vez en Espana fue del 12,3%.
Destaca el hecho de que la mayoria de las plantas infectadas (17 de 22)
presentaban sintomas de moteado clordtico y arrugamiento de las hojas
relacionados con GPGV; mientras que solo una minoria de los aislados de GPGV
detectados procedian de muestras asintomaticas. Por otra parte, en la mayoria de
las plantas infectadas con GPGYV, tanto sintomaticas como asintomaticas, se
detectd la presencia de otros virus comunes de la vid, como GFLV, GFkV,
GRLaV-2 y GLRaV-3, sin que se haya podido establecer una asociacion clara
entre la sintomatologia observada y la presencia de estas infecciones mixtas.
Otros factores, como el titulo viral, parecen estar implicados en el desarrollo de
los sintomas (Bertazzon et al., 2017), destacando por tanto la importancia de
poder realizar una cuantificacidon precisa y absoluta de GPGV, como la que es
posible llevar a cabo con la técnica de deteccion desarrollada en este estudio. Sin
embargo, en este trabajo, dado que los titulos virales de las plantas sintomaticas
y asintomadticas fue muy similar, no se observd una asociacion clara entre la
sintomatologia y el titulo viral de GPGV.

En este sentido, cabe destacar el reducido numero de aislados analizados,
consecuencia de la baja incidencia de GPGV en el drea de cultivo de vid
prospectada, que podria ser el motivo por el que nuestros resultados no
corroboran esta observacion previa. La realizacion de prospecciones periodicas
mas exhaustivas sobre diferentes vinedos espafioles afectados por GPGV podria

ayudar a abordar este problema.
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La caracterizacion molecular de la regiéon gendmica MP/CP de los aislados
espanoles ha permitido identificar un nuevo polimorfismo que no estaba descrito
hasta ahora. Este nuevo polimorfismo, localizado un codén aguas abajo respecto
al polimorfismo ya identificado por Saldarelli et al. (2015), conlleva la presencia
de una sefal de parada traduccional que determina la sintesis de una MP cinco
aminoacidos mas corta, en lugar de 6 como ocurre con el polimorfismo descrito
por Saldarelli et al. (2015).

Ademas, el estudio filogenético de los aislados que tenian estos nuevos SNP
mostrd que se agrupaban en un clado diferente a los aislados virales portadores
del polimorfismo descrito previamente. Esta divergencia filogenética sugiere que
ambos polimorfismos son eventos evolutivos independientes, cuyo significado
biologico se desconoce. En cualquier caso, el hallazgo de este nuevo
polimorfismo proporciona nuevos datos que aumentan el conocimiento sobre la
variabilidad gendmica de este virus. La sintomatologia observada sobre
variedades locales espafiolas no parece estar asociada al polimorfismo MP/CP
descrito por Saldarelli et al., (2015) ni tampoco al nuevo polimorfismo detectado
en este trabajo, lo que mantiene el desconocimiento sobre los marcadores
moleculares relacionados con la sintomatologia de GPGV. Esta problematica
debe abordarse teniendo en cuenta multiples factores que pueden interactuar en
el desarrollo de la enfermedad asociada a este virus. Ademas, para profundizar
en el conocimiento se deberd incluir un mayor namero de aislados espanoles,
caracterizarlos con mayor profundidad, establecer sus relaciones filogenéticas y
estudiar la susceptibilidad de las variedades locales. El empleo de clones
infecciosos de GPGV sera de utilidad para comprender la importancia biologica

de este patogeno emergente.
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4.4 Grapevine Roditis leaf discoloration-associated virus

4.4.1 Caracterizacion molecular de GRLDaV

El analisis filogenético realizado con todos los genomas completos de GRLDaV
disponibles en la base de datos correspondientes a los aislados W4 (Grecia), BN
(Italia), VL]-178 (Croacia) y NV5 (Sudéfrica) mostro la existencia de un alto grado
de divergencia genética entre ellos, ya que cada aislado conforma un clado o
agrupacion diferente dependiendo del origen (Figura 33a). De igual forma, los
porcentajes de identidad nucleotidica entre los diferentes aislados oscilan entre
el 84% y el 89%, lo que pone de manifiesto un alto grado de diversidad

intraespecifica de GRLDaV.

@ isolate NV5 (MT783680) Sudéfrica, cv. Affenthaler
70

100 @ isolate W4 (HG940503) Grecia, cv. Roditis

— isolate BN (KT965859) Italia, cv. Bombinonero

—— @ isolate VLJ-178 (MF991952) Croacia, cv. Ljutun

Grapevine vein-clearing (NC 015784)

GVCV isolate NV5 isolate VLJ-... isolate BN isolate W4
GVvVCv 52.73% 52.44% 53.04% 52.42%

isolate NV5 52.73% | | 8407% | 88.80% 89.27%
isolate VLJ-178 84.07% | 83.79% |  83.44%

isolate BN 88.80% 83.79% | 88.90%

isolate W4 89.27% 83.44% 88.90%

Figura 33. a. Analisis filogenético de cuatro genomas completos aislados del virus GRLDaV y un
genoma completo del virus grapevine vein-clearing virus (GVC) usado como outgroup, por el
método de maxima verosimilitud (Maximum likelihood). El arbol se realizé utilizando el modelo
de sustitucion de nucleétidos General Time Reversible, con un bootstrap de 500 réplicas; b. Matriz
de identidad entre las secuencias nucleotidicas de los diferentes aislados.

124




Resultados y discusion

Adicionalmente, en este estudio se amplificd y secuencié un fragmento genémico

de 775 bp del dominio conservado de la RNaseH, utilizando los cebadores

Badna-FP/Badna-RP, de nueve aislados de GRLDaV (IVIA_VIR 19.3; IVIA_VIR

18.1; IVIA_VIR 18.2; IVIA_VIR 18.7; IVIA_VIR 18.8; IVIA_VIR 29.9; IVIA_VIR 44

y IVIA_VIR 53) de tres origenes geograficos distintos (Grecia, Turquia y Croacia).

El alineamiento y posterior analisis filogenético realizado con las secuencias

obtenidas mostr6é un alto grado de divergencia genética entre los aislados de

diferentes origenes, tal y como ocurre cuando se analizan los genomas completos.

En el andlisis de secuencias parciales se pudieron observar tres clados o clusters

correspondientes a los aislados de Grecia e Italia (cluster 1), Turquia (cluster 2) y

Croacia (cluster 3) (Figura 34).
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IVIA VIR 19.3 ({Greece)
HG940503 (Greece)
IVIA VIR 18.1 (Greece))
IVIA VIR 18.2 |Greece)
IVIA VIR 18.7 (Greece)
IVIA VIR 29.9 (Greece)
IVIA VIR 53 (Turkey)
IVIA VIR 18.8 (Turkey)
IVIA VIR 44 (Croatia)

MF991952 (Croatia)

Cluster 1

Cluster 2

Chaster 3

Figura 34. Analisis filogenético de once aislados de GRLDaV de diferentes origenes utilizando la
secuencia parcial de 775 nt del dominio conservado de la RNaseH por el método maxima
verosimilitud (Maximum likelihood). El arbol se realizé utilizando el modelo de sustitucion de

nucledtidos Tamura 3 con un bootstrap de 1000 réplicas.
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El estudio de variabilidad de las secuencias del dominio conservado de la
RNaseH, realizado en el apartado 4.4.1, permiti6 la seleccion de una pequefia
region de 211 nt conservada que mostraba una homologia de secuencias que
oscilaba entre el 85,78% y el 93,36% entre los diferentes aislados de GRLDaV
estudiados.

Esta region se utilizé para el disefio de cebadores y sondas para la puesta a punto
de métodos moleculares de deteccion de GRLDaV (Figura 35). Para cubrir toda
la variabilidad observada en el alineamiento y evitar el uso de cebadores
excesivamente degenerados, se disefiaron cinco cebadores diferentes que
amplifican una secuencia de 196 nt (desde la posicion 5960 hasta 6155 en la
secuencia gendmica de referencia NC_027131.1): GRLDaV-F1 (5'-AGT TTC TTC
AAC AAG TCA GC-3'), GRLDaV-F2 (5'-AGT TTC TTC AAC AAA TCA GC-3'),
GRLDaV-F3 (5-AGC TTC TTC AAC AAA TCC G-3'), GRLDaV-R1 (5-TGA TTG
CTC RTT TAA CTG G-3") y GRLDaV-R2 (5'-GAC TGT TCC TTC AGC TG-3').
Una sonda TagMan ZNA fue disefiada dentro del fragmento, GRLDaV-P (5'-6-
FAM-ATT AAC AGT TTC TTT CTT ACA GAA TGG AA-BHQ1-ZNA4-3").

El estudio in silico mostr6 que los cebadores GRLDaV-F1, GRLDaV-F2 y
GRLDaV-F3, alineaban perfectamente con los aislados croatas, turcos e
italianos/griegos. El cebador GRLDaV-R1, al que se le incluy6 una degeneracion,
aline6 perfectamente con todos los aislados a excepcion del croata, por ello se
disend un quinto cebador especifico para el aislado croata, el GRLDaV-R2. Para
el disefio de la sonda TagMan GRLDaV-P se utilizo una region que alineaba

perfectamente con todos los aislados (Figura 35b).
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Figura 35: a. Alineamiento de la secuencia parcial de 775 pb de la ORF4 (RNaseH) de diferentes
aislados de grapevine Roditis leaf discoloration-associated virus, procedentes de distintas
regiones geograficas; b. Se muestra la region diana de la PCR en tiempo real (196 nt) y los
cebadores (flechas azules) y sonda (flecha verde) disenados.

4.4.2.2 Deteccion de aislados de GRLDaV mediante PCR en tiempo real

Se analizaron 22 aislados de GRLDaV procedentes de Grecia, Turquia, Italia y
Croacia (véase 3.11.2.2). Las tres réplicas de todas las muestras analizadas fueron
positivas para GRLDaV, con valores medios de Ct y desviacidon estandar de 17.24
+ 0.39 a 32.90 + 0.42. No se detect6 sefnal en ninguna de las plantas de vid
saneadas, de las variedades Valenci blanc, Monastrell y Bobal, utilizadas como

controles negativos (véase 3.1).
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Para la cuantificacion absoluta de la técnica, se utilizaron diluciones de
cantidades conocidas del plasmido pGEM-T- GRLDaV-F2/R2 construido, que
contenia la region gendmica diana de GRLDaV de la PCR en tiempo real
disefiada. Los resultados obtenidos del analisis de las diluciones de DNA
plasmidico se utilizaron para construir una recta patron, estableciendo un rango
de cuantificacion de 3 x 10'° a 20 copias de diana viral.

La pendiente de la recta estandar (-3,3566) se utilizo para calcular la eficiencia de
amplificacion, que resulto ser del 98,57%, con un coeficiente de correlacion (R?)

de 0,99 (Figura 36).

2 6 10 14 18 22 26 30 34 38 42
Cycles

a b

Figura 36 a. Grafico de las curvas de amplificacién obtenidas mediante la PCR en tiempo real de
GRLDaV a partir de diluciones decimales seriadas, analizadas por triplicado, del plasmido que
contiene la region diana de la PCR; b. Recta estandar de cuantificacion generada. Se indican tanto
la ecuacion matematica de la recta como el coeficiente de correlacion (R?).

La sensibilidad analitica de la PCR en tiempo real determinada en material
vegetal, fue evaluada utilizando tanto extractos crudos como DNA purificado. El
limite de deteccion del método con DNA fue de 30 copias virales, mientras que

el limite de deteccidon de la técnica empleando directamente extracto crudo fue

de 4.400 copias virales (Tabla 10).
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Ademas, se comparo la sensibilidad del método con otros dos métodos de
deteccion previamente descritos, una PCR convencional especifica de género
(Yang et al., 2003) y una PCR en tiempo real especifica de GRLDaV basada en la
quimica SYBR Green I (Maliogka et al., 2015). Los resultados de esta comparacion
mostraron que la PCR en tiempo real desarrollada en este estudio es mucho mas
sensible que las técnicas descritas anteriormente, siendo cinco ordenes de
magnitud mas sensible que la PCR convencional y dos 6rdenes de magnitud mas
sensible que la PCR en tiempo real SYBR Green I (Tabla 10). Es destacable
mencionar, que, incluso utilizando extractos crudos, el método aqui desarrollado
exhibio una mayor sensibilidad que las herramientas de diagndstico actualmente

disponibles utilizando DNA purificado.

Tabla 10. Sensibilidad analitica y comparacion de la sensibilidad analitica de la PCR en tiempo
real desarrollada en este trabajo con dos métodos de deteccion de grapevine Roditis leaf
discoloration-associated virus (GRLDaV) descritos anteriormente (Yang et al., 2003; Maliogka et
al., 2015).

SYBR Green PCR en

PCR en tiemp.o real tiempo real PCR convencional
(este estudio) (Maliogka e al., 2015) (Yang et al., 2003)

Diluciones  Titulo viral 2 Sefial Sefial Sefial
seriadas! (DNA purificado) (extracto crudo) (DNA purificado) (DNA purificado)
Sin diluir 5.22 x 10° +

101 718 x 108 + + +

102 6.31 x 107 + + +

103 1.01 x 10° + + +

10+ 2.74 x 10° + + -

105 2.70 x 10* + + -

10 440 x 103 + + -

107 3.30 x 102 - - -

108 2.88 x 10! - - -

! Diluciones seriadas (1:10) de extracto de vid infectado con GRLDaV diluido en extracto de vid de planta
sana. >Media del titulo viral de tres réplicas determinado por la cuantificacion de PCR en tiempo real.
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Los resultados de la inclusividad mostraron que el método desarrollado es capaz
de detectar hasta 22 aislados diferentes de GRLDaV procedentes de cuatro
origenes geograficos (Grecia, Turquia, Italia y Croacia) (véase 3.11.2.2). Los
resultados del analisis de selectividad del método muestran que la PCR
desarrollada es capaz de detectar a GRLDaV hasta en 14 variedades de vid
diferentes (véase 3.11.2.2) sin verse afectada la capacidad de deteccion del
método.

Los resultados de la exclusividad de la PCR en tiempo real muestran la ausencia
de falsos positivos en plantas de diferentes variedades infectadas con virus y
viroides comunes de la vid tales como: GFLV, GFkV, GLRaV-1, GLRaV-2,
GLRaV-1-3, GRGV, GRVEFV, GSyV-1, GVA, GVB, GVE, GVF, GVG, GVL,
GRSPaV, GYSVd-1, GYSVd-2 y HSVd (véase 4.3.2.3, Tabla 7).

Los resultados de la repetibilidad y la reproducibilidad de la qPCR en tiempo
real evaluada analizando siete muestras positivas para GRLDaV que contenian
titulos virales relativamente bajos mostr6 valores medios de Ct y desviaciones
estandar que oscilaron entre 22,04 + 1,9 a 35,81 + 0,6 en el caso de los analisis sobre
extracto crudo, y valores de 19,82 + 0,73 a 33,21 + 1,33, en el caso de los andlisis
realizados sobre DNA purificado. El coeficiente de variacion observado fue
inferior al 9% y vario de 0,78 a 8,65 (extracto crudo) y de 1,14 a 8,99 (DNA
purificado) (Tabla 11).
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Tabla 11. Repetibilidad de la PCR en tiempo real disefiada. Cada muestra se analiz6 en nueve
repeticiones técnicas en tres termocicladores diferentes (tres repeticiones por instrumento)
analizando tanto extractos crudos como DNA purificado.

Extracto crudo DNA purificado
St;}lauosne QuantStudio Roche 480 StepOne Plus QuantStudio Roche 480
Muestra Mg:n cv Mé:m cv Mg:n cv Métan cv MCern cv Mé:m cv
+SD (%) +SD (%) +SD (%) +SD (%) +SD (%) +SD (%)
WL o 585 L 5 ogs 3% Lom S0 g 5% Lo 47
jrs BO gy 6y AL THB TR ne
0 s 5P som O Jow MW Lom OB ow W0 Loy 17

El analisis mediante el método PCR en tiempo real desarrollado en este estudio,
llevado a cabo con 65 plantas de vid prospectadas aleatoriamente procedentes de
Grecia, mostrd que 15 plantas fueron positivas para GRLDaV con valores de Ct
que oscilaron entre 17,62 y 27,19, lo que implica una prevalencia del 23% en la

region Griega.

Los resultados de aplicar el método PCR para GRLDaV para la deteccion y
cuantificacion de la carga viral en las dos especies de cochinillas comunes de la
vid, P. citri y P. viburni mostrd que el virus era capaz de ser adquirido por ambas
especies de cochinillas.

Los resultados de la cuantificacion de la carga viral media y sus desviaciones
estandar de todas las muestras de insectos, incluyendo tanto los titulos virales
medios para las agrupaciones como el de las cochinillas evaluadas

individualmente, se muestran en la tabla 12.
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En las condiciones experimentales de este estudio (véase 3.2.1), el titulo viral que
se determind en cochinillas individuales de P. citri oscild entre 99 y 668 copias
virales, con un titulo viral medio de 321,76 + 201,97. La cuantificacion del titulo
viral en los grupos de cochinillas varié de 128 a 1300 copias (para los grupos de
2 insectos) y de 234 a 1325 copias (para los grupos de 4 insectos), con un titulo
viral medio de 651,11 + 345,59 y 987,33 + 233,93 copias, respectivamente (325,55 +
172,79 y 246,83 + 108,91 copias por cada individuo de P. citri).

En el caso de P. viburni, el titulo viral de las cochinillas individuales analizadas
oscild entre las 54 y 192 copias, con un titulo viral medio de 136,53 + 45,61. En el
caso de la cuantificacion de las agrupaciones de cochinillas, los valores oscilaron
entre 271 a 691 copias (para los grupos de 2 insectos) y de 179 a 659 (para los
grupos de 4 insectos), lo que representa un titulo viral medio de 466,66 + 155,49
y 506,11 + 194,10, respectivamente (233,22 + 77,74 y 126,53 + 48,52 copias por cada
individuo de P. viburni). Las cochinillas alimentadas sobre hojas sanas (libres de

GRLDaV) de vid no mostraron sefial de amplificacion.

Por ultimo, respecto a los ensayos de trasmision realizados con ambas especies

de cochinillas, P.citri y P. vivburni resultaron negativos bajo las condiciones

experimentales ensayadas en este estudio.
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Tabla 12. Cuantificacion de los titulos virales medios y desviaciones estandar (SD) de todas las
muestras de insectos cuantificadas mediante la PCR en tiempo real. Se incluyen los titulos virales
medios para las agrupaciones de las cochinillas y los titulos virales para las cochinillas
individuales. En negrita titulos virales maximos y minimos.

Niétmero de Titulo Titulo viral por Media f:lel titulo Media del tifu!o viral por
insectos Muestra viral cochinilla viral cochinilla
+SD +SD
1.1 545
1.2 99
1.3 284
1.4 342
1 s 1.5 294 - 321.76 + 201.97 -
Planococcus citri
1.6 346
1.7 668
1.8 317
1.9 0
2.1 1300 650
2.2 128 64
2.3 756 378
5 2.4 451 225.5
Planococcus citri 2.5 991 495.5 651.11 + 345.59 325.55 +172.79
2.6 726 363
2.7 382 191
2.8 581 290.5
2.9 545 272.5
4.1 234 78
4.2 885 295
4.3 1232 410.6
44 945 315
4 s 4.5 936 312 987.33 +233.93 246.83 +108.91
Planococcus citri
4.6 923 307.6
4.7 1325 441.6
4.8 1235 411.6
49 1168 389.33
1.1 174
1.2 138
1.3 92
1 1.4 192
Pseudococcus 15 54 - 136.53 + 45.61 )
viburni 1.6 174
1.7 159
1.8 146
1.9 100
2.1 295 73.75
2.2 498 124.5
2.3 280 70
2 2.4 691 172.75
Pseudococcus 2.5 558 139.5 466.66 + 155.49 116.61 + 38.87
viburni 2.6 428 107
2.7 271 67.75
2.8 588 147
2.9 589 147.25
4.1 179 89.5
4.2 299 149.5
4.3 277 138.5
4 44 657 328.5
Pseudococcus 4.5 659 329.5 506.11 + 194.10 253.06 + 97.05
viburni 4.6 619 309.5
4.7 629 3135
4.8 616 308
4.9 620 310
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Uno de los retos a los que se enfrentan los métodos actuales de diagnostico se
centra en la mejora de la especificidad de las técnicas. Los métodos cuantitativos
de deteccion basados en PCRs en tiempo real son herramientas de diagnostico
muy sensibles que sirven para el control y la gestion de enfermedades virales.
Sin embargo, en ocasiones estos métodos pueden mostrar problemas de
especificidad importantes (Moran et al., 2020), y es por ello que la validacion de
los mismos es necesaria para el desarrollo de un correcto protocolo de deteccion
empleado para el diagnostico (EPPO, 2021).

En este estudio, centrado en el disefio de una PCR en tiempo real especifica para
la deteccion y cuantificacion absoluta del virus GRLDaV, se describe el desarrollo
de un método especifico de deteccion que permite ademads la cuantificacion
absoluta de GRLDaV, un virus de la vid incluido en la lista de alertas de la EPPO
(EPPO, 2018). Esta nueva técnica desarrollada es capaz de realizar una deteccion
cuantitativa, especifica y fiable de GRLDaV, tanto en material vegetal como en
cochinillas de las especies P. citri y P. viburni, un paso clave para prevenir la
propagacion de este patdogeno en los vinedos europeos y mediterraneos.

Las secuencias gendmicas del virus GRLDaV muestran un alto grado de
variabilidad que, como se ha visto en este estudio, parece estar claramente
relacionada con la distribucion geografica del virus. Esta diversidad genética
podria comprometer el diagnostico fiable de este patogeno. Con el objetivo de
disenar un método de deteccion capaz resolver esta problematica, se analizaron
las secuencias virales de todas las ubicaciones geograficas conocidas en las que
se ha encontrado GRLDaV. En el trabajo se ha demostrado que el método qPCR
en tiempo real desarrollado cubre especificamente toda la diversidad de
GRLDaV conocida, empleando ademas una tinica sonda TagMan que hibrida en
una region conservada del dominio RNasa H que se localiza en la ORF4 del

genoma del virus.
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Para evitar el uso de cebadores altamente degenerados que podrian
comprometer las concentraciones eficientes de cebadores, y por tanto la
sensibilidad de deteccion, se disefiaron cinco cebadores, tres cebadores directos
y dos cebadores reversos, que flanquean una pequena region que contiene la
secuencia diana de la sonda.

Los resultados han demostrado que la técnica exhibe, no solo un alto grado de
especificidad hacia su diana, sino también un alto nivel de sensibilidad en la
deteccion de GRLDaV. Ademas, este método también se puede aplicar con éxito
para la cuantificacion absoluta de GRLDaV tanto en material vegetal como en
cochinillas, potenciales vectores del virus. El método de detecciéon de GRLDaV
aqui descrito ha sido validado evaluando su sensibilidad analitica, especificidad
analitica, selectividad, repetibilidad y reproducibilidad de acuerdo con las
directrices de la EPPO.

El método mostrd una alta sensibilidad en la deteccion de GRLDaV utilizando
tanto extractos crudos (sin purificacion de dcidos nucleicos) como DNA
purificado. De hecho, la sensibilidad de la técnica fue mucho mayor que la
sensibilidad alcanzada por dos métodos de deteccion previamente reportados
basados en la PCR genérica convencional (Yang et al., 2003) y la PCR en tiempo
real SYBR Green (Maliogka et al., 2015). La comparacion entre las tres técnicas
mostro que la sensibilidad del nuevo método era dos ordenes de magnitud
mayor con respecto a la PCR convencional y cinco 6rdenes de magnitud mayor
con respecto a la PCR en tiempo real SYBR Green, con un limite de deteccion en
torno a 30 copias en material vegetal naturalmente infectado. Ademas, la qPCR
en tiempo real desarrollada en este trabajo fue capaz de detectar el virus en
extractos crudos, mostrando una sensibilidad similar a la del método en tiempo
real previamente descrito para muestras de DNA purificado. Este resultado
plantea la posibilidad de evitar los pasos de extraccion de acido nucleico para
pruebas rapidas, aunque la sensibilidad es dos 6rdenes de magnitud mayor

cuando se analiza el DNA purificado.
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En cualquier caso, el método desarrollado en este trabajo proporciona una mayor
sensibilidad en la deteccion de GRLDaV en comparacion con las herramientas de
diagnostico existentes. Ademads, también se logrd validar la especificidad y
selectividad de nuestro método. El ensayo resulté ser muy especifico segiin los
resultados obtenidos tanto para la inclusividad como para la exclusividad.
Todos los aislados de GRLDaV analizados de diferentes origenes geograficos que
cubren la diversidad viral conocida fueron detectados con éxito por la técnica.
Por otro lado, ninguna de las plantas de vid saneadas, ni las vides libres de
GRLDaV, pero infectadas con varios virus comunes de la vid mostraron
resultados positivos en nuestro ensayo, poniendo de manifiesto el alto nivel de
especificidad analitica del método. Ademas, la selectividad del ensayo también
se demostro, evaluando diferentes cultivares de vid y mostrando resultados
satisfactorios. Finalmente, también se demostré la repetibilidad vy
reproducibilidad del método; se realizaron con éxito una serie de nueve
repeticiones técnicas de siete muestras de titulos virales relativamente bajos
analizadas en tres termocicladores diferentes, en dias diferentes y por diferentes
operadores. El coeficiente de variacion observado en los resultados del andlisis
tue inferior al 9% para todas las muestras analizadas, lo que indica la ausencia de
desviaciones significativas en el rendimiento de la técnica.

Se aplicd con éxito la técnica validada para la deteccion de GRLDaV en dos
especies de pseudococcidos, P. citri y P. viburni. En nuestras condiciones
experimentales, ambas especies de cochinillas fueron capaces de adquirir el
virus, y el método de PCR disefiado detecto y cuantificé con éxito el virus
GRLDaV. Queda por estudiar si estas especies de cochinillas son realmente
vectores de transmision de este virus. Sin embargo, ha quedado demostrada la
capacidad de esta técnica para ser aplicada a esos estudios epidemiologicos, asi

como para el control de la propagacion del virus mediada por vectores.

136



Resultados y discusion

4.5 Identificacion de un virus de la familia Mymonaviridae presente

en vides con sintomatologia de etiologia desconocida

4.5.1 Caracterizacion de penicillimonavirus gammaplasmopara

A finales de la primavera de 2018, se encontraron sintomas virales atipicos, que
consistian en un enrollado de la hoja hacia el haz (Figura 37), los cuales eran muy
diferentes al sindrome del enrollado de la hoja asociado a GLRaVs (véase 1.3), en
cinco plantas de la variedad Crimsom seedles. En 2019, tras el periodo de
dormancia y la brotacion de las vides, se observéd una pérdida de vigor
progresiva en las plantas. Tras el siguiente periodo de dormancia, en la
primavera de 2020, cuatro de las plantas murieron y solo una de ellas rebrot6 sin
manifestar los sintomas anteriormente mencionados. Durante los dos afios de
seguimiento de las plantas estas presentaron indicios leves de la presencia de

oidio.

4.5.1.1 Deteccion de RNAs de hebra negativa relacionados con el orden
Mononegavirales

En el analisis por secuenciacién masiva del RNA total obtenido de dos de estas
plantas (Pinl y 49.3) se obtuvo un nimero total de reads comprendido entre los
41.826.788 y los 48.982.950, después de la eliminacion de los adaptadores y del
control de calidad. El ensamblaje de novo realizado con el software CLC Genomics
Workbench (véase 3.4.2) se llevo a cabo con un total de 853.265 y 8.642.008 de
reads obtenidas tras la sustraccion del genoma de la planta. Los contigs obtenidos
(14.905 y 19.543, respectivamente) fueron analizados por BLASTN contra la base
de datos RefSeq accesible en 2019. Los resultados mostraron la presencia en estas

muestras de varios virus y viroides de vid conocidos (Tabla 13).
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la hoja en direccién del haz de la hoja y arrugamientos de la hoja en la superficie del haz de la
hoja marcada con flechas blancas.

Tabla 13. Resultados del analisis de datos de secuenciacion masiva (HTS) y virus de vid y viroides
detectados por andlisis BLASTN / X contra secuencias RefSeq de tres plantas de vid evaluadas en
este estudio.

Muestras Numero fotal de Contigs Virus y viroides de la vid 2
reads ! de novo
GRSPaV-1; GLRaV-3; GVA;
Pinl 8.642.008 14905  GFkV; GRGV; GRVFV; GYSVd-1;
HSVd
49.3 853.265 19.543 GRSPaV-1; HSVd

1Después de la sustraccion del genoma de planta. 2 Virus y viroides de vid detectados y anotados empleando
BLASTN/BLASTX contra la base de datos RefSeq (NCBI, 2019): grapevine rupestris stem pitting associated
virus 1 (GRSPaV-1); grapevine leafroll-associated virus 3 (GLRaV-3); grapevine leafroll-associated virus 1
(GLRaV-1); grapevine virus A (GVA); grapevine fleck virus (GFkV); grapevine Red Globe virus (GRGV);
grapevine rupestris vein feathering virus (GRVFV); grapevine yellow speckle viroid-1 (GYSVd-1); hop stunt
viroid (HSVd).
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Ademas de la deteccion de los virus depositados en la base de datos RefSeq
(accesible en 2019) que se observan en la tabla 13, en las muestras Pinl y 49.3, se
identifico un contig (C-I), de un tamano de 6.155 nt, que al ser analizado con la
herramienta de busqueda de dominios conservados mostré la presencia de dos
dominios proteicos relacionados con la RdRp del orden de los Mononegavirales:
la region V de la caperuza de RNAm (e-value 2.5 x 10'%?), y un dominio L de la
RNA polimerasa (e-value 9,9 x 10°) (Figura 38a).

Otro contig de menor tamafo, denominado C-1I, de 4.564 nt de tamano (Figura
38b), fue ensamblado de novo a partir de las reads de HTS de las muestras Pinl y
49.3 (Figura 38b). El contig C-II no mostré homologia significativa por BLASTN/X
con ninguna secuencia disponible en las bases de datos utilizadas en este estudio
(véase 3.6). Sin embargo, la busqueda de codones de inicio en la secuencia mostro
la existencia de cinco ORFs no superpuestas separadas por regiones intergénicas
no codificantes: la ORF1 que codifica una proteina de 292 aa (pl/p32) con una
masa molecular de 31,8 kDa; la ORF2 que codifica una proteina de 415 aa
(pIl/p47) con una masa molecular de 46,9 kDa; la ORF3 que codifica una proteina
de 148 aa (pIll/p17) con una masa molecular de 17 kDa; la ORF4 que codifica una
proteina de 202 aa (pIV/p22) con una masa molecular de 22,1 kDa; y la ORF5 que
codifica una proteina de 256 aa (pV/p30) con una masa molecular de 29,6 kDa.
Las ORF3, 4 y 5 se encuentran en el marco de lectura +2, mientras que la ORF1 y

la ORF2 estan ubicados en los marcos de lectura +1 y +3, respectivamente.

El analisis BLASTP de cada proteina codificada en el contig C-II, mostr6 que solo
la proteina pll presentaba similitudes con proteinas de la base de datos on-line
del NCBI. Concretamente la proteina pIl mostr6 una identidad de aminodcidos
del 39,18% (con cobertura del 87%) con la nucleoproteina (NP) del virus
magnaporthe oryzae mymonavirus 1 (QVU39969), un virus que pertenece a la

familia Mymonaviridae, orden Mononegavirales.
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Adicionalmente, en el contig C-II se encontraron regiones intergénicas no
codificantes (IGR), ricas en nucledtidos A/U muy similares a las regiones
intergénicas de otros virus pertenecientes al orden Mononegavirales. De igual
forma, en el C-I se encontraron secuencias ricas en A/U, similares a las IGR del

C-1II, en los extremos 3'UTR y UTR 5" de la proteina RdRp.

El alineamiento de las secuencias de las regiones IGR del contig C-II y las
secuencias ricas en A/U localizadas en los extremos del contig C-I mostro la
presencia de dos posibles regiones o elementos conservados ricos en repeticiones
de nucledtidos U y A separados por dos nucledtidos (Figura 38a). En este estudio
hemos denominado a estas posibles regiones conservadas como elementos 1 y 2.
Curiosamente un alineamiento similar realizado con las secuencias IGR del
mymonavirus de artropodo HbRLV-4 (NC_032783) mostro la existencia de estos

posibles elementos conservados (Figura 38b).

Ademas de la presencia de los elementos 1 y 2 en C-II, se encontr6 otra similitud
entre los contigs C-1 y C-II, concretamente una secuencia compartida (shared
sequence, SS) de veintitrés nucledtidos con un solo polimorfismo de un nucledtido
(Figura 38e), sugiriendo nuevamente la relacion gendmica entre ambos ARNs
recuperados (C-I y C-II). La confirmacion del ensamblado de los contigs C-I'y C-
II se realizé mediante RT-PCR y secuenciacion Sanger, utilizando cebadores
disenados especificamente en base a las secuencias recuperadas por HTS. Las
secuencias obtenidas para todos los productos de RT-PCR amplificados

confirmaron las secuencias ensambladas de novo en el analisis HTS.
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Figura 38. a. Contig I (6.155 nt) el cual codifica una proteina RdRp de 1.952 aa; b. Contig II (4.615
nt), el cual codifica 5 proteinas (pl a pV); c. alineamiento de secuencias de las regiones intergénicas
identificadas en los contigs C-1 y C-II; d. alineamiento de secuencias de las regiones intergénicas
(IGR) del hubei rhabdo-like virus 4 strain arthropodmix 13990 (NC_032783); e. alineamiento de
las secuencias compartidas (SS) entre los contigs C-1 y C-I1L.

Un analisis posterior mediante BLASTN contra la base de datos on-line realizado

en el afio 2020 y 2021, desvelo que el contig C-I tenia una identidad nucleotidica

del 99,82% y 99,85 (con una cobertura del 99-100%) con el gen de la RNA

polimerasa dependiente de RNA (RdRp) de dos virus recientemente descritos,

Erysiphe necator associated negative-stranded RNA virus 2, y Plasmopara viticola lesion

associated mononegaambi virus 3 (PvaMV-3) (Penicillimonavirus gammaplasmopara

seguin Kuhn et al., 2021) correspondiente a los aislados PMS5_DN69581

(MN617061.1) y DMG-C_DN30838 (MN556998) respectivamente (Tabla 14a).

El analisis BLASTP de la proteina de 1952 aa codificada en la ORF presente en el

contig C-I (RdRp), mostro identidades de aminoacidos del 99,89% y 99,84% (con

coberturas del 99-100% respectivamente) con las proteinas RdRp de los mismos

aislados virales antes mencionados (QJW70363.1-QHD64773.1) (Tabla 14b).
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Curiosamente las secuencias nucleotidicas MN617061.1 y MN556998 y las
aminoacidicas QJW70363.1 y QHD64773.1 de las dos especies virales Erysiphe
necator associated negative-stranded RNA virus 2'y P. gammaplasmopara son un 99,9%

idénticas entre ellas.

MN556998  MN617061 C-I
MN556998 99.82117%
i MN617061 99.85378%
C-| 99.82117% = 99.85378% [l
QHD64773.1 1 99.94877% BELRIEICE

Qw70363.1 BEERYCYZZ M 99.89754%
L-RdRp 99.84631%

Tabla 14. a. Matrices de identidad (expresada en porcentajes) comparando las secuencias
nucleotidicas (a) y aminoacidicas (b) de los virus erysiphe necator associated negative-stranded
RNA virus 2 (MN617061.1 y QJW70363.1) y plasmopara viticola lesion associated mononegaambi
virus 3 aislado DMG-C_DN30838 (MN556998) (QHD64773.1) y el contig C-I recuperado en este
estudio.

Dado que el contig C-I mostrd una alta identidad de nucleétidos con el aislado
DMG-C de la especie Penicillimonavirus gammaplasmopara y que la BioSample en
que se identifico este virus esta disponible en la base de datos Sequence Read
Archive del NCBI, se procedio a reanalizar los datos crudos de HTS de dicha
BioSample para intentar recuperar el C-II ensamblado en este estudio. Tanto el
ensamblaje de novo como los resultados de mapeo obtenidos de 124.744.372 reads
incluidas en la BioSample (SAMN14402113) mostraron la presencia de un contig
casi idéntico a C-II. De hecho, se recuperd un contig, denominado C-4526 por su
tamano de 4526 nt, que present6 una identidad del 99,73% con la secuencia del
contig C-IL

Ademas, la busqueda de ORFs realizada en el C-4526 mostré también la
presencia de cinco ORFs no superpuestas, separados por regiones intergénicas

no codificantes idénticas a las del contig C-II (Figura 38a).

142



Resultados y discusion

La comparacidon entre las ORFs de los contigs C-II y C-4526, realizada por
alineacion de aminodcidos, mostrd una identidad del 100% en las ORF2, 4 y 5;
mientras que las ORF1 y 3 mostraron una identidad del 99,3% y 98,6%
respectivamente (Figura 39b). También se encontraron en las regiones
intergénicas no codificantes del contig C-4526 los elementos 1 y 2 con una
identidad de secuencia del 100%, sugiriendo que ambos contigs corresponden a
la misma especie viral. Ademas de las regiones intergénicas conservadas, en el
C-4526 también se identifico la region SS, la cual presentd una pequefia diferencia

de 2 nt respecto a la SS del C-I (Figura 43).

-l C-4526 -l C-4526
E C-1 99.31% c-1l 98,649
C-4526  0931% C-4526 9B.64%
pI plll pIL pIV y pV

Figura 39. a. Organizacion de pautas de lectura abierta (ORFs) que se encuentran en el contig C-
4526; b. Comparacion de matrices de identidad (expresada en porcentajes) entre las proteinas
codificadas en C-II (descrito en este estudio) y las presentes en C-4526 (ensamblado de novo a
partir de la BioSample SAMN14402113 (SRR11364892).

4.5.1.2 Andlisis filogenético de Penicillimonavirus gammaplasmopara y la
secuencia C-11

Se estudio la relacion filogenética entre los virus que componen el orden Mo-
nonegavirales y las secuencias C-1 y C-II. Para ello, se realizo un andlisis en el que
se seleccionaron las regiones codificantes correspondientes a dos de las proteinas
identificadas que desempenan un importante papel evolutivo y tienen un
elevado criterio taxonomico: la ARN polimerasa dependiente de ARN codificada
en C-I (RdRp), y la nucleoproteina codificada en la ORF 2 de C-II (NP).

Para el analisis filogenético de la proteina RdRp, se seleccionaron 95 secuencias
aminoacidicas correspondientes a 11 familias virales del grupo de los virus de
RNA de hebra negativa: Paramuxoviridae, Filoviridae, Pneumoviridae, Sunviridae,

Xinmonaviridae, Mymonaviridae, Artoviridae, Bornaviridae, Nyamiviridae, Lispiviridae
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y Rhabdoviridae. El arbol filogenético, basado en las secuencias de la proteina
RdRp (Figura 40), mostr6 que las diferentes familias, géneros y especies se
agrupaban con valores solidos bootstrap que oscilan entre el 68 y el 100%. A su
vez, se observa que la proteina codificada en el contig C-I agrupa dentro del
género Mymonaviridae; junto con las especies Plasmopara viticola lesion associated
mononegaambi virus 1 y en el mismo clado compuesto por las especies Erysiphe
necator associated negative-stranded RNA wvirus 2 'y Penicillimonavirus
gammaplasmopara, soportado por un valor de bootstrap de 100%, sugiriendo que
las tres secuencias corresponden al nuevo género Penicillimonavirus, propuesto

recientemente por Kuhn et al., (2021).
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Figura 40. Andlisis filogenético de 95 secuencias aminoacidicas de la proteina RdRp
correspondiente a 11 familias representativas del orden Mononegavirales; empleando el método
maxima verosimilitud (Maximum likelihood) y utilizando el mejor modelo de sustitucion Le-
Gascuel (LG). La prueba de bootstrap se realizé con 1000 réplicas y se muestran valores mayores
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Por otro lado, se realizo un estudio filogenético en base a diferentes secuencias
aminoacidicas de NP pertenecientes a las familias Mymonaviridae,
Xinmonaviridae, Nyamiviridae y Bornaviridae. En estos arboles filogenéticos (Figura
41) se puede apreciar que las diferentes familias seleccionadas para el analisis
(Mymonaviridae, Xinmonaviridae, Nyamiviridae y Bornaviridae) se agrupan con
valores de bootstrap que oscilan entre el 66-99%. En el caso de las especies que
componen la familia Mymonaviridae, se aprecian diferentes agrupaciones acordes
a los géneros Sclerotimonavirus, Phyllomonavirus, Hubramonavirus y
Lentimonavirus, con valores de bootstrap de 54-100%. En el caso de la proteina NP,
codificada tanto en el C-II como C-4526, se puede apreciar que agrupan dentro
de la familia Mymonaviridae, al igual que ocurri6 en el andlisis filogenético de las
proteinas RdRp del C-1. A su vez las proteinas NP, se distinguen del resto de los
géneros que componen la familia Mymonaviridae, agrupando en un cluster que
podria corresponder al género Penicillimonavirus anteriormente mencionado
(Kuhn et al., 2021).

Por tanto, los analisis filogenéticos realizados en base a las secuencias
aminoacidicas de las proteinas RARp y NP muestran la existencia de una relacion
tilogenética entre el contig C-1 y penicillimonavirus gammaplasmopara, que
agrupan dentro del género Penicillimonavirus. Y de igual forma el C-1I y el C-4526
tienen una relacion filogenética y agrupan dentro de un clado en el que podria
localizarse el mismo género.

Estos resultados apoyan una relacion entre las secuencias C-1 y C-II, sugiriendo
que podrian tratarse de los segmentos gendmicos del virus penicillimonavirus

gammaplasmopara, género Penicillimonavirus, familia Mymonaviridae
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Figura 41 Anadlisis filogenético de 29 secuencias aminoacidicas correspondientes a diferentes
nucleoproteinas (NP) correspondiente a las familias Bornaviridae, Nyamiviridae, Xinmoviridae y
Mymonaviridae del orden Mononegavirales y a proteinas pll detectadas en este estudio (marcadas
con un circulo verde). Se empleo el método maxima verosimilitud (Maximum likelihood) y
utilizando el mejor modelo de sustitucion Le-Gascuel (LG). La prueba de bootstrap se realizd con
1000 réplicas y se muestran valores mayores a 75.
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La deteccion y descripcion de una secuencia parcial, codificante de la proteina
RdRp, de penicillimonavirus gammaplasmopara se realizO recientemente
enmarcada dentro del BioProject PRINA613358 (Chiapello et al., 2020). Dado que
se dispone en la base de datos del NCBI los datos crudos de HTS de las BioSamples
que componen el proyecto, y que el C-I encontrado en este estudio comparte un
99,82% de identidad nucleotidicas con penicillimonavirus gammaplasmopara, se
decidid realizar un analisis bioinformatico en todas aquellas BioSamples en donde
estaba presente penicillimonavirus gammaplasmopara en busca de la presencia
de secuencias similares a C-II. Todo ello con la finalidad de comprobar si ambas

secuencias estan asociadas.

Se analizaron, mediante analisis BLASTN, ensamblados de novo y mapeos contra
secuencias de referencia (véase 3.4.2), los dieciséis experimentos de SRA que
componen el BioProject. Los resultados mostraron la presencia de C-II en cinco
BioSamples, DMG-C, DMG-G, DMG-E, DMG-D y DMG-B, coincidiendo con
aquellas BioSamples donde estaba presente PvaMV-3 (Chiapello et al., 2020). El
tamano de los contigs recuperados fue de 4526 nt, 4486 nt, 4527 nt, 4428 nt y 4430
nt de las BioSamples DMG-C, DMG-B, DMG-D, DMG-E y DMG-G
respectivamente. La similitud entre las secuencias recuperadas de cada una de
las BioSamples (C-1I de DMG-C, DMG-B, DMG-D, DMG-E y DMG-G) y el C-II
identificado en este estudio mostrd una alta cobertura (96-98,1%) y una alta

identidad entre las reads mapeadas (98,4-100%).
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La comparacion de identidad de nucle6tidos entre los contigs recuperados de
cada BioSample (C-4526 de DMG-C, C-II de DMG-B, DMG-D, DMG-E y DMG-G)
mostraron identidades nucleotidicas entre 99,6% y 99,9%, indicando un alto

grado de similitud entre ellos (Tabla 15).

Tabla 15. Matrices de identidad (expresada en porcentaje) obtenidas comparando las secuencias
nucleotidicas del C-II (descrito en este estudio) y los contigs relacionados con C-II recuperados

C-ll C-4526 C-Il from DMG-8 C-II from DMG-D C-Il from DMG-E C-Il from DMG-G

Gl 99.7349238% 99.6952596%
C-4526 99.7349238% | 99.9435028%
C-Ii from OMG-8 | 99.7325011%  NEERIRROLE 99.9554169% | O 99.9435028%
C-Il from DMG-D| 99.7128975% [NRERTRENETS g 9,9546177%

C-Il from DMG-E JEEENEER 99.9206709%

(SR GTI es i LD LY LU 00.0435028% | 99.9435028% | 99.9200040% | 99.9206700%
de las BioSamples DMG-C, DMG-G, DMG-E, DMG-D y DMG-B del BioProject PRINA613358.

Por otro lado, al igual que ocurre con el contig C-1I, las secuencias recuperadas de
las cinco BioSamples codifican 5 ORFs separadas por secuencias intergénicas no
codificantes. Las secuencias de aminoacidos correspondientes a cada una de las
cinco proteinas fueron comparadas con las descritas en C-II. Los resultados
mostraron una elevada similitud entre todas ellas. Las mayores diferencias se
concentran en la proteina pl que contiene entre 1 y 4 aminoacidos diferentes. En
la pIII contiene 2 aminoacidos diferentes y en la pIV solo un aminodcido. No se

encontraron diferencias en las proteinas NP, pIV y pV (Figura 42).
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Figura 42. Organizacion gendmica, y comparacion aminoacidica con C-II, de los cinco contigs
recuperados de la base de datos ensamblados a partir del BioProject: PRINA613358. Se indica el
numero de aminoacidos diferentes de cada ORF respecto a las proteinas codificadas por C-II.
Anotaciones en regiones no codificantes en naranja y rojo representan la secuencia SS y los
elementos 1y 2, respectivamente.

Ademas de encontrarse las 5 ORFs en cada uno de los contigs recuperados a partir
del BioProject, y de presentar un elevado grado de similitud nucleotidica y
aminoacidica, también se detectaron las secuencias intergénicas conservadas,
denominadas en este estudio como elemento 1 y 2, que fueron idénticos en todos
los contigs recuperados. Estos resultados apoyan el que podrian tratarse de
regiones conservadas, tal y como ocurre en las especies virales correspondientes

a la familia Mymonaviridae.

Por ultimo, al igual que ocurre con las secuencias C-I y C-II, se detectaron
regiones SS en los contigs recuperados a partir de las BioSamples DMG-C y DMG-
D. Estas nuevas secuencias compartidas SS, de 23 nt, son idénticas entre ambos
contigs recuperados de ambas BioSamples, y comparten un 91,3% de similitud con
la secuencia MN556998, correspondiente a la proteina RdRp de PvaMV-3
(Chiapello et al., 2020), difiriendo solo en dos nucledtidos (Figura 43).
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MN556998 UUCGGAAUCCUCGGGGINCACUUJE

C-4526 (SS) UUCGGAAUCCUCGGGGIICACUUI
@Ryl UCGGAAUCCUCGGGGEICACUULN

Figura 43 Secuencias compartidas (SS) pertenecientes en los extremos 5'de los contigs
reconstruidos a partir de la BioSamples DMG-D (C-II from DMG-D) y de la DMG-C (C-4526)
alineados con la region SS de la secuencia de del PvaMV-3 (MN556998) ensamblada a partir de
la BioSamples DMG-C (Chiapello et al., 2020).

Es destacable mencionar que las regiones SS detectadas en los contigs C-1I, C-4526
y C-II de DMG-D y la secuencia MN556998 solo presentan una diferencia de dos
nt respecto a los contigs C-I1 y C-II descritos en este estudio (Figura 38e). Estos
resultados apoyan que esta region esta conservada entre los diferentes aislados

de Penicillimonavirus gammaplasmopara identificados en este estudio.

Con el objetivo de dilucidar el tipo de particula o particulas virales asociadas a
los contigs C-1 y C-1I recuperados y confirmados en este estudio a partir de las
muestras sintomaticas analizadas, se procedid a realizar un aislamiento de
particulas virales mediante ultra-centrifugacion en gradiente de sacarosa. Para
ello se utiliz6 el homogeneizado correspondiente a la planta sintomatica 49.3. La
deteccion de la presencia de los contigs en cada fraccion de sacarosa se realizd
mediante RT-PCR, haciendo uso de dos parejas de cebadores empleados para la
deteccion (C-I-1F_Detection/C-1-554R_Detection y C-II-6F_Detection/C-II-580R _
Detection) (Tabla 3).
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Los resultados de los analisis de RT-PCR realizados en todas las fracciones
mostraron que los contigs C-I y C-II estaban siempre presentes en la misma
fraccion del gradiente de sacarosa aislada; en ningin caso se detectaron en

fracciones diferentes.

A partir de la fraccion recolectada en la que se habia detectado la presencia de
ambos contigs se realizd microscopia electronica de transmision (TEM) (Figura
43). Los resultados fotograficos obtenidos mostraron la presencia de un solo tipo
de particula viral, con una morfologia esférica de tamafios que oscilaron entre los
39 y los 55nm. Las particulas virales, detectadas en la fraccion positiva para la
presencia de los contigs C-1y C-II, presentaban en todos los casos un tipo de halo
o anillo con menor densidad electrénica. Estos anillos son muy semejantes a los
anillos que constituyen las espirales y los monomeros de nucleoproteinas (NP)
de los virus pertenecientes a la familia Mymonaviridae, sugiriendo que C-1'y C-II
podrian constituir el genoma de este virus. Mediante TEM no se observo ningun
otro tipo de particulas virales diferentes a las anteriormente mencionadas en la

region del gradiente en la que se detectaron secuencias especificas de C-1y C-II
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Figura 44. Microscopia electronica de transmision (TEM) de particulas virales presentes en una
fracciéon del gradiente de sacarosa. Las flechas negras indican la posicion de las particulas virales,
las barras de escala se muestran en la parte inferior de cada imagen; a. grupo de particulas virales
de similar morfologia; b. varias particulas virales donde se aprecian los halos o anillos de menor
densidad electronica; c¢. grupo de particulas virales donde se muestran los tamafos en
nandmetros (nm) de cada particula; d. morfologia de un tinico virién.
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Dado que los resultados de HTS (véase 4.5.1.1 y 4.5.1.2) revelan la presencia de
P. gammaplasmopara y Erysiphe necator associated negative-stranded RNA virus 2 en
las muestras 49.3 y Pinl y que ambos micovirus han sido asociados a la presencia
de los hongos Plasmopara viticola y Erysiphe necator (Chiapello et al., 2020; Pandey
et al., 2018), se procedid a estudiar la presencia de ambos hongos en las dos
muestras analizadas mediante HTS. Se realizé un analisis de mapeo de las reads
de Pin1 y 49.3 (sin sustraccion de genoma de planta) (véase 3.4.2 para detalles del
mapeo) con el Geneious Read Mapper Algorithm contra los genomas de referencia
de P. witicola y E. mnecator (GCA_001695595.3 y GCA_016906895.1,

respectivamente).

Este analisis mostrd una cobertura maxima de las secuencias del genoma de
referencia de P. viticola menor al 5,8%. Por el contrario, el mapeo realizado contra
el genoma de referencia de E. necator mostrd una elevada cobertura, superior al
97% del genoma del hongo (Tabla 16). Estos resultados sugieren la ausencia de
P. viticola y la presencia de E. necator en las dos muestras de vid analizadas en

este estudio.

Tabla 16. Resultados obtenidos del anadlisis con el algoritmo Geneious Read Mapper del mapeo de
las reads de las dos muestras de vid sintomaticas contra los genomas de referencia de Plasmopara
viticola (GCA_001695595.3) y Erysiphe necator (GCA_016906895.1).

, Cobertura
Numero de . , , .
Genoma de referencia Numero de reads maxima
Muestra reads
. mapeado (RefSeq) mapeadas contra
analizadas!
RefSeq
Pin1l 41.826.788 L 2.567 4,3%
Plasmopara viticola
49.3 48.982.950 (GCA_001695595.3) 3.090 5,8%
Pin1l 41.826.788 . 356.145 97,3%
Erysiphe necator
49.3 48.982.950 (GCA_016906895.1) 398.428 97,8%

! Reads sin sustraccion de genoma V. vinifera L.
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Posteriormente, con el objetivo de confirmar los resultados obtenidos mediante
los analisis bioinformaticos, se procedié a evaluar la presencia del hongo E.
necator mediante PCR, utilizando el protocolo de deteccidon descrito por Falacy et
al., (2007), a partir de los ARNs conservados a -80 °C de las muestras Pinl y 49.3.
Los resultados de las PCRs realizadas para ambas muestras fueron positivos,

confirmando la presencia del hongo.

En el presente capitulo se han identificado dos (-)ssRNA detectados en dos
plantas de vid (cv. Crimson Seedless) que mostraban una sintomatologia
particular y caracteristica que consistia en un enrollado hacia el haz de la hoja, a
diferencia del sindrome del enrollado de la vid, cuyo enrollado es hacia el envés
de la hoja.

Los estudios realizados mediante BLASTN/X y analisis filogenéticos de las
secuencias de ambos ARNs sugieren que se trata de dos secuencias relacionadas
con el orden de los virus mononegavirales.

Concretamente, los analisis de la secuencia del (-)ssRNA denominado C-I,
mostro que esta secuencia esta altamente relacionada con los virus erysiphe
necator associated negative-stranded RNA virus 2 y penicillimonavirus
gammaplasmopara 3, que comparten entre ellos una alta identidad nucleotidica
de mas del 99%. Estos resultados indican que las tres secuencias, el C-I
identificado en este estudio, erysiphe necator associated negative-stranded RNA
virus 2 y penicillimonavirus ganmaplasmopara 3, corresponden al genoma de la
misma especie viral. Este virus ha sido recientemente identificado por el Comité
Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) como Penicillimonavirus
gammaplasmopara, especie de la familia Mymonaviridae (Kuhn et al., 2021).

Por otro lado, los mismos analisis realizados al (-)ssRNA denominado C-II no
mostré identidades nucleotidicas significativas con ninguna secuencia

depositada en ninguna de las base de datos utilizadas (véase 3.6).
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Sin embargo, si que presentd una organizacion gendmica compatible con la
tamilia Mymonaviridae, codificando 5 proteinas (pl a pV), de las cuales una, pll,
tenia homologia con la nucleoproteina (NP) codificada por la especie
Magnaporthe oryzae mymonavirus 1.

Los analisis filogenéticos basados en las secuencias de las proteinas RdRp del C-
I y la NP del C-II mostraron que en ambos casos estas secuencias se agrupaban
en un clado perteneciente a un género de la familia Mymonaviridae. La secuencia
RdRp de C-I agrupa en el clado de los penicilimonavirus, de acuerdo con la
identidad nucleotidica observada entre C-I y las secuencias disponibles en las
bases de datos de penicillimonavirus gammaplasmopara. Por otro lado, la
secuencia NP de C-II, agrupa con la secuencia NP de C-4526 recuperada en este
estudio a partir de la BioSample en la que se identificd por primera vez el virus
Penicillimonavirus gammaplasmopara, representando un nuevo cluster no asignado
a género.

El genoma de la especie Penicillimonavirus gammaplasmopara ha sido identificado
solo parcialmente, habiéndose recuperado Unicamente la secuencia
correspondiente a la RdRp. Sin embargo, el genoma de los virus de la familia
Mymonaviridae se caracteriza por la presencia de seis ORFs no superpuestos
separados por regiones intergénicas conservadas. Una posible explicacion por la
cual no se ha identificado la secuencia completa del genoma de este virus es el
hecho de que se trate de un genoma bipartito, en el cual existirian dos segmentos
genomicos, un RNA responsable de la codificacion de la RdRp y otro RNA
conteniendo las ORFs restantes, incluyendo la NP. En este escenario, y dada la
escasa homologia de secuencia entre las proteinas distintas a la RdRp, la
identificacion del segundo RNA utilizando herramientas bioinformaticas

basadas en comparaciones de secuencias es poco probable.
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En el presente estudio se han encontrado una serie de evidencias que apoyan la
idea de que las secuencias recuperadas por HTS, C-1 y C-II constituyen los dos
segmentos del genoma bipartito de penicillimonavirus gammaplasmopara. Las
evidencias que apoyan esta hipotesis son que :

i) La caracterizaciéon molecular de C-I y C-II mostrd la existencia de
regiones intergénicas conservadas (Liu et al., 2014) y una secuencia
compartida de veintitrés nucledtidos entre ambos contigs (SS).

ii) El analisis de los datos de HTS correspondientes a las BioSamples del
estudio de Chiapello et al., (2020), a partir de las cuales se describio la
especie P. gammaplasmopara, demostro la presencia de la secuencia C-II,
descrita en este estudio. En todas estas BioSamples analizadas estaban
presentes la secuencia C-I (gen RdRp).

iii) La microscopia electronica mostrd la presencia de un solo tipo de
particula viral, con morfologia circular de un tamano de 39-55nm, las
cuales al ser analizadas mediante RT-PCR demostr¢ la presencia de las
secuencias correspondientes a los contigs C-1 y C-II, apoyando la idea de
que ambos RNAs estdn relacionados y conforman un tnico tipo de

virion.

Asi pues, los resultados del presente estudio han conseguido caracterizar el
posible genoma bipartito completo del virus penicillimonavirus
gammaplasmopara. Sin embargo, queda otra cuestion por resolver, que es
dilucidar si este posible nuevo virus bipartito de la familia Mymonavirdae infecta
células de la planta o células fingicas. En el caso de estudio de la presente tesis,
centrado en plantas sintomaticas, ninguna de las secuencias C-I y C-II, se
encuentran relacionadas con el hongo P. wviticola, sin embargo si que se
encuentran asociados con el hongo E. necator. De igual forma, las secuencias C-I
y C-1I también estdn asociadas a los sintomas atipicos descritos, que no se asocian

con los sintomas producidos por E. necator.
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Curiosamente, la tnica planta que logrd sobrevivir, después del periodo de
dormancia, dejo de manifestar sintomas y no se logro detectar de nuevo el virus.
Estos datos sugieren la posibilidad de que para que se manifiesten los sintomas
debe de estar presente el hongo infectado por este virus bipartito o de que

realmente este virus infecte a células de la planta.

Los resultados de esta tesis abren nuevas posibilidades de estudio sobre la
taxonomia de la familia Mymonaviridae en la que no se habia descrito ninguna
especie de genoma bipartito hasta la fecha. Ademds, mdas experimentos serian

necesarios para a dilucidar la asociacion entre el virus, el hongo y la planta.
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-La implementacion de las tecnologias HTS, PCR y secuenciacion han permitido
identificar y caracterizar por primera vez en Espafia el genoma del primer aislado
viral de GAMaV, lo cual ha permitido: (i) el disefio de un protocolo de deteccion
que ha demostrado su baja prevalencia en diferentes vifiedos espanoles; y (ii) el
conocimiento de la diversidad genética de los aislados GAMaV esparnoles que

indica que la introduccion de este virus en Espafia no es un suceso reciente.

-La evaluacion del estado sanitario de los vifiedos espafioles, realizada durante
un periodo de 4 afios sobre vides de diferentes origenes y D.O. ha demostrado
que: (i) la prevalencia de los virus comunes de la vid sigue siendo similar a la ya
descrita en periodos anteriores; (ii) los virus emergentes GPGV y GAMaV estan
presentes en Espana, lo que puede suponer una amenaza para la seguridad
sanitaria de los vinedos espafioles; y (iii) que otros virus emergentes de
relevancia, como son GVE, GVT, GRLDaV, GRBV y GVCV, parecen no estar

presentes en las D.O. prospectadas.

-La caracterizacion de los aislados de GPGV ha demostrado la presencia de un
nuevo polimorfismo en su genoma que implica una sefial de parada traduccional
que determina la sintesis de una proteina de movimiento (MP) cinco aminodcidos
mas corta. Este nuevo polimorfismo tiene una baja prevalencia en los aislados
espanoles y no se ha asociado a la sintomatologia observada, como ocurre con el

polimorfismo previamente descrito.
-El analisis filogenético de los aislados de GRLDaV muestran un alto grado de

diversidad genética relacionada con la distribucion geografica del virus la cual

puede comprometer la fiabilidad del diagndstico de este patdgeno.
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Conclusiones

-Las especies de pseudococcidos, P. citri y P viburni bajo nuestras condiciones
experimentales son capaces de adquirir GRLDaV, poniendo de manifiesto que

podrian ser vectores de transmision del virus.

- Se han desarrollado tres nuevos métodos de deteccion, uno basado en RT-PCR
convencional para la deteccion de GAMaV y dos basados en PCR en tiempo real
para la deteccion y cuantificacion absoluta de GPGV y GRLDaV, siendo este
altimo una alerta EPPO desde 2018. Los métodos de deteccion de GPGV vy
GRLDaV han sido aplicados con éxito para el diagnostico de los dos virus tanto

en plantas de vid como en sus posibles vectores de transmision.

-Los métodos de deteccion desarrollados pueden ser aplicados a futuros estudios
epidemioldgicos y contribuir a la prevencion de la dispersion de estos patogenos

en Espana y en otros territorios del mundo.

-Se ha identificado por primera el genoma completo del micovirus
penicillimonavirus gammaplasmopara, asociado a una nueva sintomatologia de

vid de etiologia desconocida.

-Los estudios de caracterizacion molecular y asilamiento de viriones de esta

especie viral sugieren que podria tratarse del primer virus bipartito de la familia

Mymonaviridae.
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8.1 Publicaciones asociadas a la presente tesis doctoral

Disease Notes

First Report of Grapevine Asteroid Mosaic Associated Virus in
Grapevine in Spain

F. Morin, C. Canales, A. Olmos, and A. B. Ruiz-Garcia

Instituto  Valenciano de Investigaciones Agrarias, 46113 Moncada,
Valencia, Spain

Funding: Funding was provided by Instituto Nacional de Investigaciones
Agrarias (INIA) grant E-RTA2017-00009. Plant Dis. 105:517, 2021;
published online as https://doi.org/10.1094/PDIS-07-20-1566-PDN. Ac-
cepted for publication 4 September 2020.

Grapevine asteroid mosaic associated virus (GAMaV) is a member of the
genus Marafivirus, family Tymoviridae. GAMaV was initially found to infect
grapevine (Vitis vinifera) in California and was also reported in Japan, Canada,
Uruguay, France, Hungary, and Italy (Candresse et al. 2017; Nakaune et al. 2008;
Porceddu et al. 2018; Vargas-Asencio et al. 2017). In July 2019 a grapevine
sample from cultivar Tempranillo (TS1), collected in a random survey from a
vineyard in a Spanish grapevine growing area (D.O. Utiel-Requena), showing
chlorotic mottling and leaf deformations, was analyzed by high-throughput
sequencing (HTS). Total RNA extracted from leaves was sequenced after ribo-
depletion (Ribo-Zero Plant kit, Illumina) using TrueSeq Illumina technology (150
nt pair-end reads). Data analysis was performed by CLC Genomics Workbench
10.1.1. After quality control and host genome subtraction, 2,410,654 reads were
used for de novo assembly. BLAST analysis of the 13,303 contigs obtained
revealed the presence of four contigs (2,736, 1,448, 1,285, and 954 nt in size)
related to GAMaV, indicating the presence of this virus in TS1 sample.
Contigs related to other viruses/viroids were also found, in particular
grapevine rupestris stem pitting-associated virus, grapevine leafroll-
associated virus 3, grapevine virus A, grapevine fleck virus, grapevine
red globe virus, grapevine rupestris vein feathering virus, and hop stunt
viroid. For the assembly of the full-length GAMaV genome, contigs were
extended by mapping the reads against the contigs using Geneious Prime
2020 software. This mapping step allowed the recovery of the GAMaV
genomic sequence (635 reads, average coverage per nucleotide 10.0)
with the exception of a small gap of 147 nt in the helicase region of
the polyprotein. The gap in the genomic region was covered by

Outgroup GAMaV
A CSRL02 | TS1 | GV30 | 16GVP031
Outgroup | CSRL02
TS1 06213

|
GAMaV GV30 0.6255 | 0.1655
16GVP031 | 0.6098 | 0.1584 | 0.0958
cs 0.6025 | 0.1610 | 0.0958 | 0.0534

GV30 -USA - KX354202

CS - France - KY123917

——

0.20

reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) using two
newly designed primers overlapping the flanking regions (GAMaV-
3755-F, 5'-ATCCTCACCAACTCCC-3'; GAMaV-3985-R, 5'-
GTTGGAAGTGGTGTG-3'). The nearly complete sequence of the isolate TS1
(6,692 nt, MT459830) showed 87.7% nucleotide identity with the isolate
16GVP031 (MK253012) from France. The phylogenetic analysis performed on
the available GAMaV full-length genomes showed that the Spanish isolate was
positioned in a distinct clade. The presence of GAMaV in Spain was further
evaluated by RT-PCR. Specific GAMaV primers, GAMaV-F3 and GAMaV-R3
previously reported by Candresse et al. (2017), were used without any success,
due to primer mismatching. Based on TSI sequence, two primers (GAMaV-
6010F,  5-CCCTCCTCCTAGCGACGACC-3';  GAMaV-6426R,  5'-
GGGTTGAGACGGCGGAGATC-3') were designed and used to amplify a
fragment of 417 nt in the CP region. Sanger sequencing of the obtained RT-PCR
product confirmed the HTS recovered sequence. A total of 52 randomly collected
samples from the same grapevine growing area were analyzed by RT-PCR using
the newly designed primers. One sample bearing similar symptoms, TS7
(MT770919, cv. Tempranillo), and eight symptomless samples, MS1, MS2, and
MS3 (MT770911, MT770917, and MT770918, cv. Macabeo) and TS2, TS3, TS4,
TS5, and TS6 (MT770912, MT770913, MT770914, MT770915, and MT770916,
cv. Tempranillo), tested positive for GAMaV, thus confirming its presence in
Spanish vineyards. The nucleotide identity between these partial sequences and the
homologous region of TSI ranged from 94.7 to 98.8%, 0.04 being the mean
diversity among isolates at the CP genomic region estimated by MEGA X software.
To our knowledge, this is the first report of GAMaV in grapevine in Spain. The
presence of other viruses/viroids in TS1 sample and the finding of asymptomatic
GAMaV-infected plants make it difficult to associate this virus to the
observed symptomatology. Other latent or semilatent GAMaV infections
have been previously reported (Candresse et al. 2017; Martelli 2014).
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Candresse, T., et al. 2017. Plant Dis. 101:1061.
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Figure $1. A. Estimates of evolutionary divergence between sequences. The number of base substitutions per site between sequences are shown. Analyses were conducted using
the Tamura-Nei model. B. Phylogenetic tree constructed with available full-length GAMaV isolates inferred by Maximum Likelihood method and Tamura-Nei model by MEGA X. The
isolates are identified by their accession numbers and origin. The scale bar shows a genetic distance of 0.20. Bootstrap percentages (500 re-samplings) are indicated on the
branches. Sequence of citrus sudden death-associated virus (KY110736) isolate is used as outgroup reference.

Indicates the corresponding author.
E-mail: A. B. Ruiz-Garcia; ana.belen.ruiz@uv.es

179

Plant Disease /February 2021 517



Anexos

First Report of Grapevine virus E and Grapevine virus F in Grapevine in Greece

P. Panailidou, L. Lotos, Laboratory of Plant Pathology, School of Agriculture, Faculty of
Agriculture, Forestry and Natural Environment, Aristotle University of Thessaloniki, 54124,
Thessaloniki, Greece; A. Olmos, A.B. Ruiz-Garcia, F. Moran, Instituto Valenciano de
Investigaciones Agrarias, 46113 Moncada, Valencia, Spain; C.G. Orfanidou, C-L. Sassalou, N.I.
Katis and V.I. Maliogka, Laboratory of Plant Pathology, School of Agriculture, Faculty of
Agriculture, Forestry and Natural Environment, Aristotle University of Thessaloniki, 54124,
Thessaloniki, Greece

Grapevine virus E (GVE) and grapevine virus F (GVF) are members of the genus Vitivirus (family
Betaflexiviridae) (Nakaune et al., 2008; Al Rwahnih et al., 2012) with a worldwide distribution.
Even though grapevine viruses A and B, two other vitiviruses, are prevalent in Greek vineyards, no
other member of the genus Vitivirus has been reported in Greece so far. In 2017, during a study of
the virome of Greek grapevines, one sample (D2.1) from the cultivar Dafnia (Institute of Grapevine,
Likovrisi, Attiki) was subjected to high-throughput sequencing (HTS) of total RNA extracted from
phloem scrapings using Plant/Fungi Total RNA Purification Kit (Norgen Biotek Corporation,
Canada) on an Illumina NextSeq platform (Lifesequencing, S.L., Spain). The run yielded ~51 million
150 bp paired-end reads. De novo assembly of these reads and subsequent BLAST (n/x) analysis of
the produced contigs revealed sequences of GVE and GVF, among others. Almost complete
genomes from both viruses were reconstructed with 71-98% and 86-89% nucleotide sequence
identities to GVE and GVF isolates for which sequences are deposited in databases, respectively.
The reconstructed genomes were deposited in GenBank with accession numbers MK490829 for
GVE (isolate D2-1/8) and MK490830, MK490831 for GVF (two different GVF variants co-infecting
D2.1, namely D2-1/9, D2-1/13). In order to confirm the presence of these two viruses in the D2.1
sample, two sets of primers [GVEup (‘5’-ATGGAGTCAAAAGCGATCMG-3") and GVEdo (5’-
ACCTGTGACTGAGCATCAAATAC-3’) and GVF_F 4521 (5-TGTGTGGGCKAARACATA
TG-3) and GVF_R_ 5190 (5’-ATCAGAAAAGATGCTMCTCACCT-3")] were used to amplify a
574-bp and a 670-bp fragments from the coat protein and polymerase gene of GVE and GVF,
respectively. Sanger sequencing of the amplicons confirmed the presence of both viruses in the
analyzed sample. Seventy additional samples from the Institute’s collection were screened for the
presence of GVE and GVF and the viruses were identified in five and 12 vines, respectively. To our
knowledge, this is the first report of GVE and GVF in grapevine in Greece.

This study was partially funded by VirFree. This project has received funding from the European
Union’s Horizon 2020 research and innovation programme under the Marie
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berries [1]. GPGV genome consists of one molecule of positive single stranded RNA, ranging
from 7223 to 7275 nucleotides excluding the 3’ polyA tail. The genome contains three overlap-
ping open reading frames (ORFs) and two untranslated regions (UTRs) located at both the 5’
and the 3’ ends. ORF1 encodes a methyltransferase, a helicase and the RNA dependent RNA
polymerase (RdRp), ORF2 encodes the movement protein (MP) and ORF3 encodes the coat
protein (CP). Several studies have reported the existence of high variability in GPGV genomes
[2-4]. Among this genomic diversity, a polymorphism involving the MP stop codon that pro-
duces a six amino acids shorter protein has been described [3]. Although this polymorphism
has been related to the symptoms observed in GPGV infected grapevines, a association
between this genetic variant and the manifestation of symptoms remains unclear. Phylogenetic
studies based on the GPGV MP/CP genomic region have allowed to cluster GPGV isolates in
different clades, being some of them generally associated to the presence or absence of symp-
toms. [3, 4]. In the field, the GPGV-infected grapevines are often simultaneously affected by
other viruses, making difficult to attribute a specific etiology to the GPGV infection. In addi-
tion, other factors such as viral titer have been reported to play an important role in the devel-
opment of the disease [4].

GPGYV seems to have a high worldwide distribution, as it has been reported infecting grape-
vine in Italy, Greece, Czech Republic, Slovakia, Slovenia, France, Germany, Portugal, South
Korea, China, Canada, USA, Spain, Turkey, Brazil, Croatia, Romania, Ukraine and Australia
[5-9]. GPGV has also been shown to infect and induce symptoms in the herbaceous hosts,
Silene latifolia subsp. alba (Mill.) and Chenopodium album L. which might represent natural
reservoirs of the virus [10]. A potential transmission vector for GPGV has been found, the eri-
ophyid mite Colomerus vitis, which has been described to transmit the virus to healthy grape-
vines [11].

The broad distribution of this pathogen, the existence of potential transmission vectors and
reservoirs and the effect of the disease in grape production [1,4] highlight the need for the
performance of future studies that give insights into the disease epidemiology and provide effi-
cient control strategies. The main control strategies of plant viral diseases lay on early detec-
tion, eradication and use of genetically resistant or tolerant cultivars. In this scenario, the use
of specific and reliable detection methods becomes a key factor in the management and con-
trol of the diseases. Several detection methods have been developed for the diagnosis of GPGV,
based on biological indexing [3] and conventional RT-PCR [2, 12]. Recently, a real-time
RT-PCR detection method based on SYBR Green chemistry that allows a relative estimation of
the virus titer has been developed by Bertazzon et al. [4]. Quantitative real-time PCR methods
have been shown to be powerful tools for viral epidemiological studies and viral detection [13-
17]. The aim of this work was the development of a specific real-time RT-PCR detection
method able to perform an absolute quantitation of GPGV. This method would represent a
powerful tool for GPGV detection and could be applied to future epidemiological studies,
allowing the quantitation of the number of viral targets present in plant samples and transmis-
sion vectors.

Materials and methods
Virus isolates and plant material

Three GPGV isolates from Slovakia (SK30, SK45 and SK704), three isolates from Greece
(Tra7, Tra9 and Ambl) and two Spanish isolates (RQ30 and RQ25) were used as positive con-
trols in this study [2,5]. Plant material from three grapevine cultivars sanitized by tip culture
was used as negative control. In addition, 178 grapevine samples from a random survey on a
Spanish grapevine growing area (D.O. Utiel-Requena) were analyzed. The geographic

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0197237 May 15, 2018
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coordinates of the two fields of study obtained by Google Maps were 39.47° N 1.18° W (San
Antonio) and 39.63° N 1.27° W (Las Cuevas). The survey was conducted on private land,
under the permission of the owners.

RNA isolation

Total RNA from leaf tissue was extracted using the Plant/Fungi Total RNA Purification Kit
(Norgen Biotek Corporation, Thorold, ON, Canada) following the manufacturer instructions.
RNA was quantified with a NanoDropND-100 spectrophotometer (NanoDrop Technologies)
to determine the RNA concentrations and stored at -80°C until subsequent analysis.

Sequence alignment and primers and probe design

Sequence alignment of 96 GPGV sequences available in the databases (https://www.ncbi.nlm.
nih.gov, accessed on September 2017) was performed using Mega 6 software [18]. Primers
were designed on a highly conserved region of the GPGV genome corresponding to the
MP/CP genes, GPGV-RT-F (
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TaqMan quantitative real-time RT-PCR

TaqMan assays for quantitative real-time RT-PCR were carried out in a LightCycler 480, using
AgPath-ID One-step RT-PCR kit (Ambion Inc., Austin, TX, USA) and 3 pl containing 60 ng
of RNA as template. The reaction mixture contained either 150 nM of the probe GPGV-genp-
robe and 0.9 uM of each of the primers GPGV-RT-F and GPGV-RT-R (in a singleplex reac-
tion) or 150 nM of the probe GPGV-genprobe, 50 nM of the probe PEP-probe, 0.9 uM of each
of the primers GPGV-RT-F and GPGV-RT-R and 0.1uM of each of the primers PEP-F1 and
PEP-R1 (in a duplex reaction with the plant internal control). RT-PCR protocol consisted of
one step of 45°C for 10 min and 95°C for 10 min followed by 45 cycles of amplification (95°C
for 15 s and 60°C for 1 min). Data acquisition and analysis were performed using the LightCy-
cler 1.5 software included in the equipment. The default threshold set by the machine was
slightly adjusted above the noise to the linear part of the growth curve at its narrowest point,
according to the manufacturer.

Sensitivity comparison of the TagMan quantitative real-time RT-PCR with
a SYBR Green real-time qPCR

The sensitivity of the TagMan real-time method developed in this study was compared to a
SYBR Green real-time RT-PCR protocol targeting two GPGV genomic regions, the RdRp and
the CP [4]. Three replicates of ten-fold serial dilutions of GPGV infected plant extracts with
healthy plant extracts were tested by both methods.

Detection of other grapevine viruses

All the grapevine samples that tested positive for GPGV were analyzed for the presence of the
following grapevine viruses: Grapevine leafroll-associated virus 1 (GLRaV-1), Grapevine leaf-
roll-associated virus 2 (GLRaV-2), Grapevine leafroll-associated virus 3 (GLRaV-3), Grapevine
fleck virus (GFkV), Grapevine fanlef virus (GFLV) and Arabis mosaic virus (ArMV). Detection
of these viruses was performed by real time RT-PCR, according to published protocols.
GLRaV-1, GLRaV-3, GFkV, GFLV and ArMV presence was analyzed according to Bertolini
et al. [22]. Detection of GLRaV-2 was carried out according to Osman et al. [23].

MP polymorphism of GPGV Spanish isolates

Conventional RT-PCR was used to amplify the 228 bp fragment of the MP/CP genes targeted
by the real-time assay in 20 GPGV positive samples using AgPath-ID One-step RT-PCR kit
(Ambion Inc., Austin, TX, USA). The reaction mixture contained 0.9 uM of each of the prim-
ers GPGV-RT-F and GPGV-RT-R and 3 ul of RNA. RT-PCR protocol consisted of one step of
45°C for 30 min and 95 °C for 10 min followed by 45 cycles of amplification (95°C for 30s,
50°C for 30 s and 60°C for 1 min). Sanger sequences were aligned using Mega 6 software [18].

Phylogenetic analysis of GPGV Spanish isolates

A 548 bp fragment of the GPGV MP/CP gene was amplified from 12 GPGV Spanish isolates
by conventional RT-PCR using the primers Det-F and Det-R [3,4] under the conditions
described above. Sanger sequences were aligned using Mega 6 software [18]. Maximum
likelihood tree was obtained using the best nucleotide substitution model (Tamura 3). The
sequences included in the phylogenetic analysis were RQ25, RQ30, RQ99, RQ106, RQ108,
RQI111,RQ113,RQ115, RQ116,RQ117, RQ125 and RQ136 (GenBank accession numbers
MH019203, MH019204, MH019205, MH019206, MH019207, MH019208, MH019209,
MHO019210, MH019211, MH019212, MH019213 and MH019214, respectively). The following

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0197237 May 15,2018 4/14
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reference sequences were included in the alignment: MOLA 14, MOLA 6, ALA-P4,
ORM-G40, SUS-G49, PIA-G44, SK30 and SK01 (GenBank accession numbers LN606705,
LN606703, LN606739, KU845367, KU845372, KU845348, 543887400 and 543887404,
respectively).

Quantitative GPGV detection on Colomerus vitis

Leaves with erinea produced by C. vitis were collected from GPGV-free grapevines and mites
were transferred by contact to GPGV infected leaves. After five days of contact, mites were col-
lected from the infected leaves and deposited on eppendorf tubes. Total RNA was extracted
using a Plant/Fungi Total RNA Purification Kit (Norgen Biotek Corporation, Thorold, ON,
Canada) with slight modifications. Briefly, 100 pl of lysis buffer was added to tubes containing
1, 5, 10 or 15 mites. All the assays were performed in duplicates and repeated five times. The
suspension was vortexed for 2 in the presence of 212-300 pum glass beads (Sigma-Aldrich,
Misuri, USA). After 5 centrifugation at 10000 x g the clarified supernatant was transferred to a
fresh tube and the extraction procedure was completed as indicated by the manufacturer. The
presence and quantitation of GPGV in C. vitis samples was performed as described above,
except that a singleplex assay, using only GPGV primers and probe, was performed.

Results
Detection of GPGYV by real-time RT-PCR

The ability of the real-time RT-PCR method designed in this work to detect GPGV was tested
using the positive control from different geographical locations. Two independent replicates of
three isolates from Greece (Tra7, Tra9 and Amb1), three isolates from Slovakia (SK30, SK45
and SK704) and two Spanish isolates (RQ30 and RQ25) were analyzed. For all GPGV infected
samples a positive detection of the viral sequence was achieved, with a cycle threshold (Ct) val-
ues ranging from 24.2 to 30.7. No signal was detected for the three sanitized grapevine cultivars
used as negative controls.

Validation of a plant internal control

In order to decrease the number of putative false negative results, namely positive samples not
detected by the method, an internal control of the grapevine PEP gene (phosphoenolpyruvate
carboxylase) was included in the assay as a duplex RT-PCR reaction. Thus, a negative GPGV
detection result is taken into account only if the internal control gives a positive signal. The
possible effect of a duplex RT-PCR reaction in GPGV detection technical sensitivity was
assessed by the comparison of the signal obtained in a singleplex assay (using only GPGV
primers and probe) and the signal obtained in a duplex assay (including the plant internal con-
trol primers and probe) in several ten-fold serial dilutions of GPGV infected plant extracts
with healthy plant extracts (Fig 1). Three replicates of each dilution were analyzed. The aver-
ages of the Ct values obtained and their standard errors were 21.75+0.22 (undiluted), 24.60
+0.11 (107" dilution), 27.99+0.13 (1072 dilution), 32.22+1.44 (10> dilution) and 37.68+0.43
(107* dilution), for the singleplex assay, and 22.54+0.16 (undiluted), 25.112+0.06 (107! dilu-
tion), 28.80+0.04 (1072 dilution), 31.24+1.31 (102 dilution) and 36.79+1.03 (10~* dilution), for
the duplex assay. Student’s t-test was performed to compare the Ct values obtained for the
three replicates in both conditions. No significance differences at 95% confidence were found.
Therefore, GPGV was detected in both assays with similar Cts, which means that the use of

an internal control does not compromise the ability of the method to successfully detect the
virus.

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0197237 May 15, 2018 5/14
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Fig 1. Validation of the V. vinifera PEP internal control in the duplex real-time RT-PCR GPGYV assay. Three
replicates of a GPGV infected plant extract were ten-fold serially diluted with healthy plant extract. Amplification plots
by GPGV singleplex (blue) and GPGV-PEP duplex (red) real time RT-PCR assays are shown. Two negative controls
(black) are included.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0197237.9001

Absolute quantitation and sensitivity of the detection method

Absolute quantitation of GPGV was performed using known quantities of in vitro synthesized
GPGV transcripts of a region of the MP/CP genes. Three replicates of ten-fold serial dilutions
of the transcripts allowed to establish a quantitation range from 3 x 10® to 30 transcript copies
(Fig 2). The slope of the standard curve (-3.49) was used to calculate an amplification efficiency
of 93.43% with a coefficient of correlation (R?) of 0.99. The detection limit of the method was
slightly higher when plant material was analyzed, being 70 the minimum amount of viral cop-
ies detected (data not shown).

The sensitivity of the GPGV quantitative real-time RT-PCR method developed was com-
pared to that of the real-time qPCR method based on SYBR Green chemistry previously
reported [4]. Several ten-fold serial dilutions of GPGV infected plant extracts with healthy
plant extracts were tested by both methods (Table 1). The real-time RT-PCR developed in this
study was able to detect the virus up to two ten-fold dilutions further than the previously
reported method, showing thus a higher sensitivity for GPGV detection.

Use of the duplex quantitative real-time RT-PCR for GPGV diagnosis

A random survey was conducted to evaluate the incidence of GPGV in the D.O. Utiel-
Requena, one of grapevine growing areas where GPGV was detected for the first time in Spain

]
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Fig 2. Absolute GPGV quantitation standard curve. Cycle threshold (Ct) values obtained for three replicates of ten-
fold serial dilutions of GPGV control transcripts are plotted. The mathematical equation of the standard curve used to
quantify the real-time RT-PCR assays and the coefficient of correlation (R?) are indicated.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0197237.g002

[5]. GPGV was detected in 22 from a total of 178 samples analyzed by quantitative real-time
RT-PCR, corresponding to plants from three different grapevine local varieties (Bobal, Maca-
beo and Tintorera). In 5 negative samples, no amplification of the internal plant control was
obtained. Consequently, these putative false negative results were discarded. Thus, the esti-
mated prevalence of the virus in these vineyards was 12.7%. The Ct values observed ranged
from 18.5 to 33.8 which corresponded to a titer between 1.1 x 10° to 1.6 x 10° viral copies
detected (Table 2). Evaluation of symptoms in these samples revealed the presence of GPGV
in both plants showing chlorotic mottling and asymptomatic grapevines.

Presence of other grapevine viruses

The possible presence of other grapevine viruses known to infect and produce symptoms in
grapevine was evaluated. The results of this study showed that most of the GPGV infected sam-
ples detected (19 out of 22) were co-infected with one or more grapevine viruses tested

Table 1. Sensitivity comparison between TagMan and SYBR Green GPGYV real-time RT-PCR detection methods.

Serial dilutions®

qPCR method Targeted region Undiluted extract 107" 1072 107 10 10~° 10°¢ 1077
TaqMan MP/CP + + + + + - - -
(this study)
SYBR Green RdRp - - - - -
(Bertazzon et al. [4]) Cp _ _ _ _ _

* Ten-fold serial dilutions of GPGV infected plant material with healthy plant extracts

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0197237.t001
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Table 2. Real-time RT-PCR cycle threshold (Ct) values for GPGV and PEP internal control, absolute quantitation, symptomatology and presence of other grape-
vine viruses in GPGV positive samples collected from D.O. Utiel-Requena.

Sample Variety Ct Values (GPGV?) Viral titer Ct Values (PEP) Symptomsb Other viruses®
RQ25 Bobal 25.0 1.7 x 10° 20.2 CM, LD GFLV, GLRaV-3
RQ30 Bobal 23.4 3.9x 10° 21.6 CM, LD GFkV, GFLV, GLRaV-3
RQ99 Macabeo 21.2 1.3x10° 21.3 CM GFLV, GFkV, GLRaV-2
RQ106 Macabeo 23.1 45x10° 20.6 SL GLRaV-2
RQ108 Macabeo 23.2 44x10° 21.5 CM GFLV
RQ109 Macabeo 23.2 44x10° 18.7 CM GFLV
RQ110 Macabeo 232 44x10° 19.7 CM GFLV
RQI111 Tintorera 22.9 52x10° 21.7 CM GFLV
RQ113 Tintorera 20.5 1.8x10° 21.6 CM GFLV
RQ115 Tintorera 24.7 2.0x10° 21.9 CM GFLV
RQ116 Bobal 26.6 7.5x10* 22.0 CM -

RQ117 Bobal 18.5 1.1x 10° 21.9 CM -

RQ118 Bobal 27.5 46x10* 22.8 CM -

RQI121 Tintorera 323 3.6x10° 22.7 SL GLRaV-3, GFkV
RQI124 Tintorera 30.9 7.8x10° 23.5 SL GFLV
RQI125 Tintorera 23.2 43x10° 22.7 SL GFLV, GLRaV-2
RQ136 Bobal 24.2 2.6x10° 20.3 CM GFLV
RQ140 Bobal 31.5 5.7 x 10° 20.7 CM GFLV
RQ142 Bobal 32.6 3.2x10° 20.5 SL GLRaV-2, GLRaV-3
RQ143 Bobal 33.8 1.6x 10° 21.0 CM GLRaV-2, GLRaV-3
RQ145 Macabeo 32.0 42x10° 20.5 CM GFLV
RQ150 Macabeo 33.2 23x10° 20.7 CM GFLV
RQ151 Macabeo 33.0 2.6x10° 20.8 CM GFLV
RQ160 Tintorera 32.7 3.0x10° 24.0 CM GFLV

* Grapevine Pinot gris virus (GPGV)
YChlorotic mottling (CM); Leaf deformation (LD); Symptomless (SL).

“Grapevine fanleaf virus (GFLV); Grapevine leafroll-associated virus 2 (GLRaV-2); Grapevine leafroll-associated virus 3 (GLRaV-3); Grapevine fleck virus (GFKV).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0197237.t002

(Table 2). GFLV was the most common co-infecting virus, being present in 15 of the 22 sam-
ples. GFkV, GLRaV-2 and GLRaV-3 were also detected in some samples. The presence of
mixed infections was detected in both symptomatic and symptomless plants.

New polymorphism on the GPGV MP/CP genes of Spanish isolates

The 228 bp MP/CP fragment targeted by the real-time RT-PCR was successfully amplified by
conventional RT-PCR in 18 of the GPGV infected plants detected and in two Spanish positive
controls (RQ30 and RQ25). Sanger sequencing of these amplicons showed the presence of a
new polymorphism in the MP/CP gene, not previously reported (Fig 3). This polymorphism,
detected in the Spanish isolates RQ30 and RQ25, involves the presence of a translational stop
signal one codon downstream from the polymorphism reported by Saldarelli et al. [3]. The
presence of this single nucleotide polymorphism would determine the synthesis of a five
amino acids shorter MP. Although both RQ30 and RQ25 show GPGYV related symptoms, such
as chlorotic mottling and leaf deformation, this polymorphism is not present in other symp-

e
tomatic plants. In 4 of the samples analyzed (RQ99, RQ106, RQ108 and RQ113) the polymor- g
phism previously reported in the literature was found in both symptomatic and symptomless ot
plants.

]
o
e
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Phylogenetic study of GPGV Spanish isolates

In order to study the phylogenetic significance of the new polymorphism found in the GPGV
MP/CP region, a phylogenetic study based on a 548 pb fragment of the MP/CP gene was con-
ducted. A phylogenetic tree, including 12 Spanish isolates representing different polymor-
phisms and 8 reference sequences representative of the three clades (A, B and C) identified by
Saldarelli et al. [3] and Bertazzon et al. [4], was constructed (Fig 4). Spanish isolates did not
cluster in any particular clade but were distributed along all the three clades. Interestingly, the
two isolates (RQ30 and RQ25) showing the new MP/CP polymorphism did not group in the
same clade where isolates with the polymorphism previously reported by Saldarelli et al. [3]
are located. Isolates containing the new polymorphism seems to be phylogenetically classified
to a different clade (identified as clade A by Saldarelli et al. [3] and Bertazzon et al. [4]).

Determination of the GPGYV titer in the putative transmission vector
Colomerus vitis

The real-time RT-PCR method developed in this study was applied for the quantitative detec-
tion of GPGV in the putative transmission vector C. vitis. Pools of 15, 10, 5 and single mites
fed on GPGV infected fresh leaves were analyzed after an acquisition period of five days.
GPGV was successfully detected in all samples, including single mites (Fig 5). C. vitis fed on
healthy grapevine leaves were used as negative controls. The average viral titer in a single C.
vitis was 306 (standard error £6) copies of GPGV under our experimental conditions. The
average viral titer calculated in the pools gave a quantification of 161+15 viral copies per mite.

Discussion

Quantitative real-time PCR methods have been shown to be powerful tools for viral epidemio-
logical studies and viral detection. In this study, we report the development of a specific real-

Pl P2
BhSHE biaEd GHET 6TLs
NC 0157821 CAAGTACTTCATGGGCTGACACAAGGTA a AAGATCTGGTCCTTGACCACATCTTCG
RO25 CAARGTACTTCACGGGTTGACAGAAGEOA H WAGATCTGGTCCTTGACCACATCTTCG
RO30 CARGTACTTCACGGGTTGACAGAAGG *' AAAGATCTGGTCCTTGACCACATCTTCG
ROy9 CAAGTACTTCATGGGCTGACAGAARN Es ARAGATCTGGTCCTTGACCACATCTTTG
RO 06 CARGTACTTCATGGGCTGACAGAARNTANCARACATCTEGETCCTTGACCACATCTTTG
RO08 CAARGTACTTCATGGACTGACAGARGE “i AAGATCTGGTCCTTGACCATATCTTCG
Riy09 CAAGTACTTCATGGGCTGACAGAAGT m-i RAGATCTGGTCCTTGACCACATCTTCG
RO IO CARGTACTTCATGEGGCTGACAGRAGG *h LGGATCTGETCCTTGACCACATTTTCG
RO CAARGTACTTCATGGGC TGACAGAAGG ‘*E RAGATCTGGTCCTTGACCACATCTTCG
RO13 CAAGTACTTCATGGGCTGACAGAARN *i ARAGATCTGGTCCTTGACCACATCTTTG
R}15 CARGTACTTCATGGGTTGACAGAGGG m AAAGATCTGGTCCTTGACCACATCTTCG
Ri)II6 CAAGTACTTCATGGGTTGACAGAAGG *! WAGATCTGGTCCTTGACCACATCTTCG
ROIIT CAARGTACTTCATGGGTTGACAGAR iﬁa LAGATCTGGTTCTTGACCACATCTTCG
ROIIE CARGTACTTCATGGGTTGACAGAR i*i ARAGATCTGGTTCTTGACCACATCTTCG
R} 25 CARGTACTTCATGGGTTGACAGAR “'m.i AAGATCTGGTCCTTGACCACATCTTCG
RO} 36 CARGTACTTCATGGGTTGACAGAR imt BAGATCTGGTCCTTGACCACATCTTAG
RO142 CARGTACTTCATGGGTTGACAGAAG ima MAGATCTGGTCCTTGACCACATCTTAG
ROM45 CAAGTACTTCATGGGTTGACAGAM Eim RAAGATCTGGTCCTTGACCACATCTTAG
RS0 CMGTMTTCFETGGGTMMAGMG WAGATCTGGTCCTTGACCACATCTTAG
RO151 CAAGTACTTCATGGGTTGAC AGAR l"i AAAGATCTGGTCCTTGACCACATCTTCG
RO} G CAAGTACTTCATGGGTTGACAGAAGGOAMNCRAAGATCTGGTCCTTGACCACATCTTCG

Fig 3. Sequence alignment of the MP/CP region targeted by the real-time RT-PCR assay of 20 GPGV Spanish
isolates using GPGV IT isolate (NC_015782.1). Two polymorphisms producing a shorter MP: P1 (previously
reported by Saldarelli et al. [3]) at position 6,684 and P2 (new polymorphism identified in this work) at position 6,687

are indicated.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0197237.g003

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0197237 May 15,2018

189

9/14



Anexos

@ PLos | ONE GPGV RT-gPCR

ROI1I g
ROI1T
RO
ROQI16
M— 91 —— ) ROI06
O RO Clade C
O ALA-P4
—| CyNC 015782
O RQI08
2 5US-G49 A
CRM-G40
4‘“1_'— ROIIS Clade B
MOLA 14 |
99, @ RO
_1 1@ RO
PIA-G44
2% MOLAg  |ChdeA
ROQ125
RO136

00

@ New polymorphism detected in this study

(2 Polymorphism reported by Saldarelli et al.[3]

Fig 4. Phylogenetic analysis of Spanish GPGYV isolates by Maximum likelihood method. Trees were generated
under the Tamura 3 model of nucleotide substitution. Branches supported by a minimum of 75% of 2,000 bootstrap
replicates.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0197237.9004

time RT-PCR detection method able to perform an absolute quantitation of GPGV in both
plant material and transmission vectors, which represents a useful and reliable tool in the diag-
nosis and study of this plant pathogen.

Flusrescence (483-333)

W |5 C vitis
0O owitis

W5 Covitis

W | C oviris

B Negative Control

25 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45
Cyeles

Fig 5. Absolute quantitation of GPGV in the putative transmission vector C. vitis. Amplification plots obtained for
pools of 15 (purple), 10 (black) and 5 (green) and individual mites (blue) are shown. A negative control of mites fed on
GPGYV free leaves (brown) is included.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0197237.9005
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The method here described has been designed as a duplex RT-PCR reaction that includes
an internal plant control, the V. vinifera phosphoenolpyruvate carboxylase gene (PEP)
reported by Borges et al. [19] as a useful housekeeping gene for transcriptional studies per-
formed by real-time PCR. The results presented in this work show the absence of a negative
effect of the duplex reaction on the GPGV technical sensitivity of the method, as the signal
obtained by the duplex reaction was similar to that obtained in a singleplex assay. In addition,
the sensitivity in the detection of GPGV of the TagMan method developed here is higher that
the sensitivity of a real-time qPCR method based on SYBR Green chemistry previously
reported [4]. Moreover, the diagnostic sensitivity, that is the ability of a technique to detect the
true positives among all the infected plants: sensitivity = true positives / (true positives + false
negatives) [24] is increased in our method, as the use of a grapevine internal control in the
real-time RT-PCR reduces the number of false negative results. In fact, some of the plants ana-
lyzed in this study that tested negative for GPGV did not provide a positive detection on the
grapevine PEP gene, allowing the identification of these samples as putative false negative
results. To our knowledge this is the first GPGV detection method that includes such plant
internal control.

This method also allows the absolute quantitation of GPGV titer not only in plant material
but also in transmission vectors. In fact, we have been able to determine the viral titer present
in a single C. vitis mite. The average number of copies detected in single mites was 306+6.
Interestingly, the viral titer calculated in mite pools gave an average number of copies per mite
(161+£15) that lied in the same order of magnitude, suggesting a homogeneous distribution of
the amount of viral particles present in this putative GPGV transmission vector.

The real-time RT-PCR described in this work has been used to study the incidence of
GPGV in the grapevine growing area D.O. Utiel-Requena. The estimated prevalence of the
virus found in these vineyards was 12.7%. Only some of the infected plants, 17 of 22 showed
GPGYV related symptoms, as chlorotic mottling, being asymptomatic the rest of the isolates
detected. The presence of other grapevine viruses (such as GFLV, GFkV, GRLaV-2 and
GLRaV-3) has been detected in many of the GPGV infected plants. However, no clear as-
sociation was found between the symptomatology observed and the presence of these mixed
infections, as some of the asymptomatic samples also showed GPGV and other viruses co-
infections. Other factors such as viral titer have been reported to be involved in the develop-
ment of symptoms [4] highlighting the importance of the performance of an accurate and
absolute quantitation of GPGV. In this study, no clear association between the symptoms and
GPGYV titer has been observed, however the reduced number of isolates analyzed due to the
low incidence of GPGV in the grapevine growing area surveyed could explain this finding. A
more exhaustive survey on different GPGV affected Spanish vineyards could help to address
this issue.

The new method targets the MP/CP gene, an interesting region of GPGV genome where
other authors have reported the existence of a polymorphism responsible for a six amino acids
shorter MP [2, 3]. The amplification and sequencing of this genomic region of Spanish isolates
has allowed us to identify a new polymorphism in this gene. This polymorphism is located one
codon downstream the previously reported one and has a similar effect on GPGV MP, making
the protein five amino acids shorter in this case. The phylogenetic study of these genome vari-
ants showed that the new polymorphism clusters in a different clade than the polymorphism
previously reported in the literature. This phylogenetic divergence suggests that the existence
of these two different polymorphisms that result in a similar shortening of the GPGV MP are
independent evolutionary events which biological significance remains unclear. The finding of
a new phylogenetically unrelated polymorphism gives new insights in the study of GPGV
genomic variability. The symptomatology observed in this study in the Spanish local varieties

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0197237 May 15,2018 11/14

191



@PLOS | ONE

Anexos

GPGV RT-gPCR

analyzed did not seem to be correlated to the MP/CP polymorphism reported by Saldarelli
et al. [3] nor with the new polymorphism detected in this work. These findings raise an
important issue about GPGV symptomatology that needs to be addressed taking into account
multiple factors that may interact in the development of the grapevine leaf mottling and defor-
mation disease. Further characterization of GPGV Spanish isolates and their phylogenetic rela-
tionships, the study of the susceptibility of the local grapevine varieties and the use of cDNA
infectious clones will help to understand the biological significance of this emergent pathogen.
In conclusion, we report the development of a novel specific and quantitative GPGV detec-
tion method based on TagMan real-time RT-PCR. This method, that allows the absolute quan-
titation of GPGV, improves the diagnostic sensitivity of GPGV detection by the false negative
results reduction provided by the use of a plant internal control. Accurate estimation of the
number of virions might be essential in understanding the development of the grapevine leaf
mottling and deformation disease. Moreover, the method here described allows the absolute
quantitation of GPGV in single putative transmission vectors such us C. vitis and could be a
key factor in epidemiological and plant resistance studies and control strategies.
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Abstract: Grapevine Roditis leaf discoloration-associated virus (GRLDaV) is an emerging grapevine
pathogen included in the European and Mediterranean Plant Protection Organization (EPPO) alert
list due to its ability to damage grapevine crops and cause production losses. This work aimed to
develop a specific and reliable diagnostic tool that would contribute to preventing the spread of
this pathogen. Therefore, a TagMan real-time quantitative PCR was developed. The method was
validated according to EPPO guidelines showing a high degree of analytical sensitivity, analytical
specificity, selectivity, and repeatability and reproducibility. The sensitivity of this method is much
higher than the sensitivity reached by previously reported methods even when tested in crude
extracts, which could allow rapid testing by avoiding nucleic acid extraction steps. The method was
also able to detect GRLDaV isolates from all the geographic origins reported so far, despite their
high degree of genetic diversity. In addition, this new technique has been successfully applied for
the quantitative detection of GRLDaV in plant material and two mealybug species, Planococcus citri
and Pseudococcus viburni. In conclusion, the methodology developed herein represents a significant
contribution to the diagnosis and control of this emerging pathogen in grapevine.

Keywords: GRLDaV; plant virus diagnostics; grapevine; real-time PCR

1. Introduction

Grapevine (Vitis vinifera) is one of the most ancient crops cultivated worldwide for the production
of both fresh grapes and wine, which represents an important source of income for many countries.
Europe is the leading global wine producer, with about 50% of the world’s vine-growing area,
with 3.3 million ha (Food and Agriculture Organization of the United Nations Statistics Division,
FAOSTAT, 2018). Grapevine can be affected by virus and virus-like diseases that may significantly
reduce the productive life of the plants as well as the grape production in terms of the quantity and
quality of the berries [1]. In fact, the grapevine has been described as the crop that hosts the largest
number of plant viruses, with more than 85 viral species known to infect this important crop to
date [2,3].

Plants 2020, 9, 1151; doi:10.3390/plants9091151 www.mdpi.com/journal/plants
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Figure 1. (a) Nucleotide alignment of 775 nt partial genomic sequences in the open reading frame 4
(ORF4) region (RNaseH) amplified from Grapevine Roditis leaf discoloration-associated virus (GRLDaV)
isolates from different geographical origins. The corresponding region of three GRLDaV full-length
sequences available in the databases is included. Alignment was performed by ClustalW implemented
in MEGA X software. (b) One hundred and ninety-six nucleotide genomic target region, primers
(blue arrows), and probe (green arrow) designed for the real-time qPCR developed in this study
are indicated.

The sequence alignment showed a highly conserved small region that could be a good candidate
for the TagMan probe. Regions surrounding the alignment site showed some sequence variability that
was related to the isolates” geographical origins. That variability could be overcome by designing
either degenerated primers or several primers for use in multiplex PCR. Due to the high number
of degenerations to be introduced, the use of degenerated primers could create problems related
to primer concentration that could compromise detection sensitivity, as degenerations reduce the
final concentration of each particular sequence. Taking this into account, the multiplexing approach
was selected.

Thus, five primers able to cover all the variability observed in the sequence alignment
and specifically amplify a region of 196 nt (ref-seq genomic positions 5960 to 6155, accession
number NC_027131.1) from all isolates having different geographic origins were designed
(Figure 1). The primers GRLDaV-F1 (5’ AGTTTCTTCAACAAGTCAGC3, sense), GRLDaV-F2
(5’AGTTTCTTCAACAAATCAGC3Y, sense), and GRLDaV-F3 (5 AGCTTCTTCAACAAATCCG3Z,
sense) exhibited perfect alignment to Croatian, Turkish, and Italian/Greek isolates, respectively.
The primer GRLDaV-R1 (5 TGATTGCTCRTTTAACTGG 3’, antisense) included only one degenerated
position and was able to align perfectly to all isolates except the Croatian isolate. And the primer
GRLDaV-R2 (5 GACTGTTCCTTCAGCTG 3, antisense) was designed specifically for the Croatian
isolate. Furthermore, a single TagMan probe specific for all the sequences analyzed was found,
GRLDaV-P (5-6-FAM-ATTAACAGTTTCTTTCTTACAGAATGGAA-BHQ1-ZNA4-3").

2.1.2. Specific Detection of GRLDaV by Real-Time qPCR

The ability of the real-time qPCR developed in this study to detect GRLDaV was evaluated
in 22 isolates from different geographical origins, 17 isolates from Greece (G47 3PR, R5, R7, R8, R11,
R12, R14, BAK-27, Koum, D2-1, HL-1, G4-1, G14-2, E3-2, P3, P4, and Auth-48), 2 isolates from Turkey
(53 and Mahmood), 2 isolates from Italy (BN GRLDaV 3005 and BN GRLDaV 1405), and 1 isolate from
Croatia (VL]-178). Three replicates of all samples gave a positive detection for GRLDaV, with mean
Ct values and their standard deviations ranging from 17.24 + 0.39 to 32.90 + 0.42. No signal was
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Grapevine Roditis leaf discoloration-associated virus (GRLDaV) was identified as a new member
of the family Caulimoviridae, genus Badnavirus, infecting grapevine in 2015 [4]. GRLDaV has been
associated with a grapevine disease reported in Greece more than thirty years ago, the Roditis leaf
discoloration disease (RLD), which produces discolorations and deformations of the leaves, reduction
in the number and size of grape berries, and a lower sugar content [5]. The analysis by high throughput
sequencing (HTS) of a grapevine sample showing typical RLD symptoms from a Greek vineyard
allowed the identification of GRLDaV and the recovery of its full genome [4]. The GRLDaV genome
consists of a single molecule of circular double-stranded DNA (between 6988 and 7097 nt in length)
that includes four open reading frames (ORFs) and a non-coding region. ORFs 1, 2, and 4 encode
for hypothetical proteins of unknown function. ORF3 encodes a large polyprotein containing the
movement protein (MP), the coat protein (CP), the protease, the reverse transcriptase (RT), and the
RNaseH [4]. GRLDaV has been shown to be mechanically transmissible. Although no biological
vectors have been identified to transmit GRLDaV to date, most badnaviruses are spread by different
mealybug species [6].

After its first identification in Greece, GRLDaV has also been reported in Italy [7], Turkey [8],
and Croatia [9]. The previous evidence of the ability of this virus to damage grapevine crops and to
cause losses, along with its emergence in several European countries, point to the need for the control
and prevention of its spread. In fact, GRLDaV was included in the European and Mediterranean
Plant Protection Organization (EPPO) alert list as a potential phytosanitary risk for the EPPO region
in October 2018. Management and control of viral pathogens and prevention of their spread lay on
early detection based on specific and reliable diagnostic methods. Quantitative real-time PCR methods
have been shown to be powerful tools for viral epidemiological studies and viral detection [10-15].
This work aimed to develop a specific real-time PCR detection method that can perform an absolute
quantitation of GRLDaV genetic material in both plant material and mealybugs. Such a technique
could be applied to epidemiological studies and would provide a powerful tool to address control
strategies designed to prevent GRLDaV spread.

2. Results
2.1. Detection of GRLDaV by Real-Time gPCR

2.1.1. Design of Real-Time qPCR Primers and Probe

A nucleotide sequence alignment of the GRLDaV complete genomic sequences available
in GenBank, from isolates W4 (Crete, Greece), BN (Italy), and VL]-178 (Croatia) showed a high
degree of divergence between them, with an overall nucleotide identity ranging from 84.24% to 89.31%,
although the similarity between the sequences was quite variable throughout the genome. With the
aim of selecting a target genomic region that could provide specific, broad, and reliable GRLDaV
detection, a more in-depth study was conducted in the RNaseH domain inside the ORF4, one of the
most conserved genomic regions used for genus Badnavirus specific detection [16]. The sequence
variability study in this genomic region led to the selection of a small region of 211 nt (ref-seq genomic
positions 5951 to 6161, accession number NC_027131.1), with a nucleotide identity ranging from 85.78%
t0 93.36% between isolates, as a candidate for primers and probe designing. A larger genomic fragment
of 775 nt containing the region of study was amplified by PCR from nine GRLDaV isolates from
different geographical origins (Greece and Turkey). The sequences were aligned with the homologous
genomic region of the full-length sequences available in the databases from Greece, Italy, and Croatia.
(Figure 1).
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detected for negative controls, three tip-culture sanitized grapevine plants and eight GRLDaV-free
grapevine plants infected with several common grapevine viruses and viroids (grapevine fanleaf
virus, grapevine fleck virus, grapevine leafroll-associated virus 1, grapevine leafroll-associated virus 2,
grapevine leafroll-associated virus 3, grapevine red globe virus, grapevine rupestris vein feathering
virus, grapevine Syrah virus 1, grapevine virus A, grapevine virus B, grapevine virus E, grapevine
virus F, grapevine virus G, grapevine virus L, grapevine yellow speckle viroid-1, grapevine yellow
speckle viroid-2, hop stunt viroid and grapevine rupestris stem pitting-associated virus 1).

An additional 65 grapevine plants randomly collected from two Greek grapevine growing areas
(Athens and Pieria) were tested by the real-time qPCR method developed. A total of 15 plants were
positive for GRLDaV (23.07%) with Ct values ranging from 17.62 to 27.19.

2.2. Validation of the Real-Time gPCR Method

2.2.1. Absolute Quantitation and Analytical Sensitivity

For the absolute quantitation of the technique, known quantities of the GRLDaV genomic region
targeted by the real-time qPCR inserted in a plasmid were used. Serial dilutions of plasmid DNA
allowed the generation of standard curves (Figure 2) with an amplification efficiency of 98.57% and
a coefficient of correlation of 0.99. The quantitation range of the real-time qPCR was established from
3 x 1010 to 20 target copies.
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Figure 2. (a) Amplification plots by GRLDaV real-time qPCR for three replicates of serial dilutions
of plasmid DNA containing the GRLDaV target region. (b) Quantitation standard curve generated.
Both the mathematical equation of the curve and the coefficient of correlation (R?) are indicated.

The sensitivity of the developed real-time qPCR in plant material was evaluated using both crude
extracts and purified DNA from GRLDaV infected samples. In addition, a sensitivity comparison
between our method and two previously reported detection methods, a conventional genus-specific
PCR [16], and a GRLDaV specific real-time PCR based on SYBR Green chemistry [4] was carried out.
These results are shown in Table 1. The detection limit determined in plant material was around 30 viral
copies when testing purified DNA. Crude extracts samples provided a much higher detection limit;
a minimal number of 4400 viral targets were needed for detection. The real-time qPCR developed in this
study was much more sensitive than the previously described techniques, five orders of magnitude
higher than the conventional PCR, and two orders of magnitude higher than the SYBR Green real-time
PCR. It is noteworthy that even using crude extracts, the method here developed exhibited higher
sensitivity than the currently available diagnostic tools which use purified DNA.
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Table 1. Analytical sensitivity of the real-time qPCR developed compared to the sensitivity of
two previously reported Grapevine Roditis leaf discoloration-associated virus (GRLDaV) detection
methods [4,16].

Real-Time qPCR (This Study) SYBR Green Real-Time PCR [4]  Conventional PCR [16]

Serial Dilutions?  Viral Titer ? (Purified DNA)  Signal (Crude Extract) Signal (Purified DNA) Signal (Purified DNA)
undiluted 522 x 10° + + +
107! 7.18 x 108 + + +
1072 6.31x 107 + + +
1073 1.01 x 10° + + +
1074 274 x 10° + + -
107° 270 x 10* + + -
107° 4.40 x 10° + + -
1077 3.30 x 102 - - -
1078 2.88 x 10! - - -

! Ten-fold serial dilutions of GRLDaV infected grapevine extract in a healthy plant extract. > Mean viral titer
(number of viral targets per 5 pL of sample) of three replicates as determined by the real-time qPCR assay designed
in this study.

2.2.2. Analytical Specificity and Selectivity

The inclusivity of the technique was evaluated by testing GRLDaV infected plants from different
geographic origins showing genetic diversity among them. All isolates tested, representing the high
variability observed in this virus, tested positive by the developed method.

The selectivity of the method was also addressed by testing isolates infecting different grapevine
cultivars. The results showed that those variations in the matrix did not affect the test performance.

The exclusivity of the real-time PCR was evaluated by analyzing eight grapevine samples infected
with several common grapevine viruses (grapevine fanleaf virus, grapevine fleck virus, grapevine
leafroll-associated virus 1, grapevine leafroll-associated virus 2, grapevine leafroll-associated virus 3,
grapevine red globe virus, grapevine rupestris vein feathering virus, grapevine Syrah virus 1, grapevine
virus A, grapevine virus B, grapevine virus E, grapevine virus F, grapevine virus G, grapevine virus L,
grapevine rupestris stem pitting-associated virus, grapevine yellow speckle viroid-1, grapevine yellow
speckle viroid-2 and hop stunt viroid). All sample viromes were previously determined by HTS.
None of these samples tested positive by the GRLDaV real-time qPCR developed in this study (Table 2).

Table 2. High throughput sequencing (HTS)-determined virome of eight grapevine samples used to
evaluate the exclusivity of the real-time gPCR developed.

Sample Code Variety Total Numbers of Reads ! De Novo Contigs Virome 2

GLRaV-1; GLRaV-2; GLRaV-3; GVF; GVA; GVB;
RSPaV-1; GLRaV-2; GFLV; GYSVd-1; HSVd; GVL

U24 Bobal 3,095,597 1943 GLRaV-1; GLRaV-3; GYSVd-1; HSVd

GLRaV-2; GLRaV-3; GFkV; GVF; GVA; GFLV; GSyV-1;
GYSVd-1; GYSVd-2; HSVd; GVL

R35 Bobal 3,735,091 5852 GLRaV-3; GRVFV; GFkV; GYSVd-1; HSVd
GLRaV-3; GRVFV; RSPaV-1; GVA; GRGV;

M2 Marsaoui 686,277 3019

R1 Red Globe 918,235 7884

R5 Tempranillo 2,702,189 16,961 GYSVd-1; HSVd
GPGYV; GVF; GLRaV-1; GLRaV-2 GLRaV-3; GVA;
R3 Razzegui 1,647,485 6018 GFkV; GVG; GVK; GFLV; RSPaV-1; GVB; HSVd;
GYSVd-1; GVL
" Crimson GRVEFV; GFkV; RSPaV-1; GVA; GLRaV-2;
Pin] seedless 8,642,008 14375 GYSVd-1; HSVd
R4 Tempranillo 2,410,654 13,303 RSPaV-1; GLRaV-3; GVA; GFkV; GRGV; GRVFV;

GYSVd-1; HSVd

! After host genome subtraction. 2 Grapevine fanleaf virus (GFLV); Grapevine fleck virus (GFkV); Grapevine
leafroll-associated virus 1 (GLRaV-1); Grapevine leafroll-associated virus 2 (GLRaV-2); Grapevine leafroll-associated
virus 3 (GLRaV-3); Grapevine red globe virus (GRGV); Grapevine rupestris vein feathering virus (GRVFV); Grapevine
Syrah virus 1 (GSyV-1); Grapevine virus A (GVA); Grapevine virus B (GVB); Grapevine virus E (GVE); Grapevine
virus F (GVF); Grapevine virus G (GVG); Grapevine virus L (GVL); Grapevine yellow speckle viroid-1 (GYSVd-1);
Grapevine yellow speckle viroid-2 (GYSVd-2); Hop stunt viroid (HSVd); Grapevine rupestris stem pitting-associated
virus 1 (RSPaV-1).
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2.2.3. Repeatability and Reproducibility

Repeatability and reproducibility of the real-time gPCR were confirmed by testing seven GRLDaV
positive samples with relatively low viral titers in nine technical repeats performed on different days
by different operators and using three different thermal cyclers. All assays included three replicates for
each sample. Mean Ct values, standard deviations, and coefficient of variation obtained for the technical
repeats are shown in Table 3. Mean Ct values and standard deviations ranged from 22.04 + 1.9 to
35.81 + 0.6 (crude extract) and from 19.82 + 0.73 to 33.21 + 1.33 (purified DNA). The coefficient of
variation observed was lower than 9% and ranged from 0.78 to 8.65 (crude extract) and from 1.14 to
8.99 (purified DNA).

Table 3. Repeatability and reproducibility of the real-time gPCR method. Each sample was analyzed
in nine technical repeats in three different thermal cyclers (three repeats per instrument), testing both
crude extracts and purified DNA.

Crude Extract Purified DNA
StepOne Plus QuantStudio Roche 480 StepOne Plus QuantStudio Roche 480
Sé:\gele Mean Ct + SD (Co/:; Mean Ct + SD (C“AX Mean Ct + SD (Co/X Mean Ct + SD (C‘,/X Mean Ct + SD ‘Cu/:; Mean Ct + SD (C,,/X
60.5 2828+142 503 3063+112 1.82 33.04+029 091 2295+1.11 556 26.72+0.63 237 2741094 3.46
60.11 2204+190 865 2474+125 508 2604+086 332 2094+092 890 2248+192 854 23.09+1.10 4.77
60.15 26.90 + 1.6 622  2892+09 317 2977+086 291 21.09+060 287 2489+043 162 2582+0.29 1.14
60.16 2591+116 631 27.86+15 232 31.31+045 112 2073+1.70 335 2330+049 213 23.97+0.70 13.65
60.17 2778 +148 533 2921+022 078 30.36+0.36 119 21.15+052 524 24.55+0.29 119  26.04+0.76 172
60.21 3205+208 651 3581+06 589 30.52+0.23 116  27.05+056  2.07 30+ 042 143 33.21+1.33 8.99
60.23 2295+142 623 2470+03 125 27.12+0.61 225 19.82+0.73 469 2198+0.88 401 2376+141 5.94

2.3. Quantitative Detection of GRLDaV in Mealybugs

The real-time gPCR method here developed was applied for the quantitative detection of GRLDaV
in two mealybugs species, Planococcus citri and Pseudococcus viburni. Nine replicates of pools of 2 and 4,
as well as individual mealybugs, fed on GRLDaV infected fresh leaves, were analyzed. GRLDaV was
successfully detected in all samples, including single mealybugs. No signal was detected for insects
fed on healthy grapevine leaves. Viral titers quantified, as well as the mean viral titers for both pools
and singles mealybugs and standard deviations, are shown in Supplementary Table S1. Under our
experimental conditions, the viral titer determined in P. citri in single mealybugs ranged from 99 to
668 viral copies, with a mean viral titer of 321.76 + 201.97. Viral quantification in mealybugs pools
ranged from 128 to 1300 copies (for 2 insect pools) and from 234 to 1325 copies (for 4 insect pools),
with a mean viral titer of 651.11 + 345.59 and 987.33 + 233.93 copies, respectively (325.55 + 172.79
and 246.83 + 108.91 copies per mealybug). For P. viburni the mean viral titer in single mealybugs
was 136.53 + 45.61 (from 54 to 192). Quantification on insect pools ranged from 271 to 691 (2 insect
pools) and from 179 to 659 (4 insect pools), which represents a mean viral titer of 466.66 + 155.49 and
506.11 + 194.10, respectively (233.22 + 77.74 and 126.53 + 48.52 per mealybug). GRLDaV acquisition
and detection experiments with P. citri and P. viburni showed the ability of these two mealybug species
to carry GRLDaV, and the performance of the real-time qPCR developed in this study to detect and
quantify GRLDaV in putative mealybugs.

3. Discussion

Quantitative real-time PCR detection methods are powerful and reliable diagnostic tools for the
control and management of viral diseases. In this study, we report the development of a specific
real-time qPCR method that allows the detection and absolute quantitation of GRLDaV, a grapevine
virus included in the EPPO alert list as a potential phytosanitary risk for the EPPO region. This technique
performs specific and reliable quantitative detection of GRLDaV in both plant material and mealybugs,
a key step to preventing the spread of this pathogen in the European and Mediterranean vineyards.

200



Anexos

Plants 2020, 9, 1151 7 of 12

The GRLDaV genomic sequence shows a high degree of variability, related to its geographical
distribution, which might compromise its reliable diagnosis. With the aim of designing a detection
method able to deal with this variability, viral sequences from all known GRLDaV-affected geographic
locations were analyzed. The real-time qPCR method developed in this study has been shown to
specifically cover all known GRLDaV diversity by using a unique TagMan probe in a highly conserved
region of the RNase H domain in ORF4. Five primers, three forward primers, and two reverse primers,
working in a single multiplex reaction, were designed to amplify a small region containing the probe
target sequence as an alternative of highly degenerated primers that could compromise efficient primer
concentrations and detection sensitivity. In fact, the technique has been shown to exhibit not only
a high degree of specificity towards its target but also a high level of sensitivity in GRLDaV detection.
In addition, this method can also be successfully applied for the absolute quantitation of GRLDaV
in both plant material and mealybugs.

The GRLDaV detection method here described has been validated evaluating its analytical
sensitivity, analytical specificity, selectivity, and repeatability and reproducibility according to the
EPPO guidelines.

First, the method showed a high sensitivity in GRLDaV detection using both crude extracts and
purified DNA. In fact, the sensitivity of the technique was much higher than the sensitivity reached by
two previously reported detection methods based on conventional generic PCR [16] and SYBR Green
real-time PCR [4]. The comparison between the three techniques showed that the sensitivity of the new
method was two orders of magnitude higher with respect to the conventional PCR and five orders
of magnitude higher with respect to the SYBR Green real-time PCR, with a detection limit of around
30 copies in naturally infected plant material. Moreover, the real-time qPCR developed in this work
was able to test crude extracts with a similar sensitivity to the previously reported real-time method
testing purified DNA samples. This result raises the possibility of avoiding nucleic acid extraction
steps for rapid testing, although sensitivity is two orders of magnitude higher when purified DNA is
tested. In any case, the method reported herein provides increased sensitivity in GRLDaV detection
compared to existing diagnostic tools.

In addition, the specificity and selectivity of our method were also validated. The assay turned out
to be highly specific according to the results obtained for both inclusivity and exclusivity. All GRLDaV
isolates analyzed from different geographic origins covering the actual known viral diversity tested
positive by the technique. On the other hand, none of the sanitized grapevine nor GRLDaV-free
grapevine plants bearing several grapevine common viruses tested positive in our assay, demonstrating
the high level of analytical specificity of the method provided herein. In addition, the selectivity of the
assay was also shown by its accurate performance in different cultivars of the host plant.

Finally, the repeatability and reproducibility of the method were also demonstrated. A series of
nine technical repeats of seven relatively low titer samples tested with three different thermal cyclers
on different days and by different operators was successfully performed. The coefficient of variation
observed in the analysis results was lower than 9% for all the samples tested, indicating the absence of
significant deviations on the technique performance.

The validated technique was applied for the detection of GRLDaV in mealybugs P. citri and
P. viburni. Under our experimental conditions, both mealybug species were able to carry the virus,
with their viral titer being successfully quantified by our method. Whether these mealybug species are
indeed transmission vectors of this virus remains to be studied. However, the ability of this technique
to be applied for those epidemiological studies and used for vector-mediated spread control has
been demonstrated.

In conclusion, in this study, we have developed a novel real-time qPCR method for the detection
and absolute quantitation of GRLDaV that has been successfully applied for diagnosis in both grapevine
plants and mealybugs. The technique has been validated according to EPPO guidelines showing a high
sensitivity, specificity, selectivity, and repeatability and reproducibility. This new detection method
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could contribute to future epidemiological studies and to preventing the spread of this potential
pathogen between grapevine plants.

4. Materials and Methods

4.1. Plant Material

A total of 22 GRLDaV infected grapevine samples from different origins and varieties
were selected as positive controls for this study: 17 samples from Greece (cv. Roditis, Dafnia,
Mavrothiriko, Moschato Samou, Korinthiaki stafida, Romeiko, Lagorthi, Assyrtiko, and Koumariano);
2 samples from Turkey (cv. Yalova incisi) kindly supplied by Dr. Ulubas Serce (Nigde Omer
Halisdemir University); 2 samples from Italy (cv. Bombino Nero) kindly supplied by Dr. Minafra
(CNR-IPSP); and 1 sample from Croatia (cv. Ljutun) kindly supplied by Dr. Von¢ina (University
of Zagreb). The presence of GRLDaV in all positive samples was confirmed by PCR using
two different sets of primers. Badna-R-Up (5’GAAGGAATTGAATCTCCAGCAGCAGG3’, sense)
and Badna-R-Do (5’ CTCTGCTACACCAAGTGATAGATTGTTGAG3’, antisense) [4] and Badna-FP
(5’ ATGCCITTYGGIAARAAYGCICC3, sense) and Badna-RP (5’CCAYTTRCAIACISCICCCCAICC3,
antisense) [16]. Plant material from grapevines (cv. Bobal, Tempranillo, Marsaoui, Razzegui, Red Globe,
and Crimson seedless) analyzed by high throughput sequencing (HTS), harboring different non
targeted viruses, and from Spanish grapevine cultivars (cv. Aledo and Ideal) sanitized by tip culture
was used as negative control and for specificity assays. In addition, 65 grapevine samples randomly
collected from two Greek grapevine growing areas (Athens and Pieria) were analyzed.

4.2. Crude Extract Preparation and DNA Purification

Leaf tissue from each plant sample was placed in individual plastic bags (Bioreba, Reinach,
Switzerland). Extraction buffer (PBS containing 0.2% diethyldithiocarbamate and 2% PVP-10) was
added up to a 1:5 ratio (w:v). Homex 6 homogenizer (Bioreba, Reinach, Switzerland) was used for
grinding. For crude extract qPCR real-time analysis, 1:50 plant extract dilutions were performed in H,O,
centrifuged at 20,000 g for 1 min, heated at 95 °C for 10 min, and placed on ice. DNA was purified from
200 pL of the same plant extracts using a Plant/Fungi DNA isolation kit (Norgen Biotek Corporation,
Thorold, ON, Canada) following the manufacturer’s instructions. Extracted DNA was quantified with
a DeNovix DS-11 spectrophotometer (DeNovix Inc., Wilmington, DE, USA) to determine the DNA
concentrations and stored at —80 °C until subsequent analysis.

Total DNA was extracted from mealybugs using a Plant/Fungi Total DNA Purification Kit
(Norgen Biotek Corporation, Thorold, ON, Canada) with slight modifications. Briefly, 400 uL of PBS 1X
buffer was added to tubes containing 1, 2, 4, or 5 mealybugs. The suspension was vortexed for 5 min
in the presence of 212-300 pm glass beads (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). After centrifugation
at 10,000x g for 5 min, 200 uL of the clarified supernatant was transferred to a fresh tube, and the
extraction procedure was completed following the manufacturer’s instructions.

4.3. Amplification and Sequencing of a Partial GRLDaV RNaseH/ORF4 Genomic Region

Alignment of the three GRLDaV full genomes available in the databases [17] corresponding
to isolates W4, BN, and VL]-178 from Greece, Italy, and Croatia, respectively (accession numbers
HG940503, KT965859, and MF991952) was performed using ClustalW implemented in Geneious
software 10.0.7 (Biomatters Ltd., Auckland, New Zealand). Based on this alignment, primers targeting
a 775 nt in the GRLDaV genome including part of the RNaseH sequence (ORF3) and part of the ORF4
region, GRLDaV-RNaseH-F (5’ AGCCCACTCTATGCYAARACAAG3’, sense), and GRLDaV-RNaseH-R
(5’'TGCTTTCTTTGCTGACTCAGCTTC3’, antisense) were designed manually. Primers and probe
melting temperatures and secondary structures were analyzed using the online OligoAnalyzer Tool
(Integrated DNA Technologies Inc., Coralville, IA, USA). A 775 bp fragment was amplified from
nine selected GRLDaV positive samples from different origins: sample R5 (Crete, Greece); sample R7
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(Crete, Greece); sample BAK-27 (Nemea, Peloponese, Greece); sample Koum (Tinos island, Greece);
sample D2-1 (Grapevine Institute, Athens, Greece); sample E3-2 (Grapevine Institute, Athens, Greece);
sample VLJ-178 (Kastela, Croatia); sample 53 (Adana province, Turkey) and sample Mahmood
(Adana Province, Turkey). PCR amplification was performed using Platinum Taq DNA polymerase
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) following the manufacturer’s instructions. The reaction
mixture contained 0.5 uM of each primer, 0.75 pL of KB Extender, and 40 ng of DNA in a volume
of 3 uL, in a total reaction volume of 25 pL. PCR protocol consisted of a first step at 94 °C for 2 min,
followed by 35 cycles of amplification (30 s at 94 °C, 30 s at 55 °C, and 48 s at 72 °C). All PCR amplicons
were cleaned using mi-PCR Purification Kit (Metabion International AG, Martinsried, Germany),
and Sanger sequenced in both directions.

4.4. Primers and Probe Design

All amplified RNaseH/ORF4 sequences, as well as the corresponding genomic region
of the GRLDaV full-length sequences available in the databases (HG940503, KT965859,
and MF991952), were aligned using ClustalW implemented in MEGA X software [18]. Based on
the alignment, a set of five primers and a probe were designed for the real-time PCR
assay. Three forward primers and two reverse primers were designed to cover all the
variability detected in the selected region, yielding an amplicon of 196 bp: GRLDaV-F1
(5’ AGTTTCTTCAACAAGTCAGC3’, sense); GRLDaV-F2 (5’ AGTTTCTTCAACAAATCAGCS, sense);
GRLDaV-F3 (5’ AGCTTCTTCAACAAATCCG3’, sense); GRLDaV-R1 (5 TGATTGCTCRTTTAACTGG
3’, antisense); and GRLDaV-R2 (5 GACTGITCCTTCAGCTG 3, antisense). A TagMan
probe, GRLDaV-P (5'-6-FAM-ATTAACAGTTTCTTTCTTACAGAATGGAA-BHQ1-ZNA4-3') showed
specificity towards all the sequences used in the study.

4.5. TagMan Quantitative Real-Time PCR

TaqgMan qPCR was performed in three different real-time thermal cyclers: StepOne Plus
thermal cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA); QuantStudio 3 real-time PCR system
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), and LightCycler 480 (Roche, Basel, Switzerland),
using a Premix Ex Taq master mix for probe-based real-time PCR (Takara Bio Inc., Kusatsu, Japan)
according to the manufacturer’s instructions. Five microliters containing 70 ng of DNA or 5 pL of crude
extract were used as a template. The reaction mixture contained 250 nM of the probe and 0.35 uM
of each of the primers in a total reaction volume of 20 pL. For reactions performed in the Applied
Biosystems instruments, 0.4 pL of the ROX Reference Dye (50X) was added as a passive reference
dye. PCR reaction consisted of an initial denaturation step at 95 °C for 2 min, followed by 45 cycles of
amplification (15 s at 95 °C and 1 min at 60 °C). Data acquisition and analysis were performed using
the corresponding software for each thermal cycler. The default threshold set by the machines was
slightly adjusted above the noise to the linear part of the growth curve at its narrowest point, according
to the manufacturer.

4.6. Generation of Real-Time gPCR Standard Curves

For the generation of real-time qPCR standard curves, the RNaseH fragment targeted by the
gPCR was amplified by conventional PCR using primers GRLDaV-F2 and GRLDaV-R1. The 196 bp
PCR product was purified using a PCR Purification Kit (Metabion International AG, Martinsried,
Germany) following the manufacturer’s instructions, inserted in the pPGEM-T Easy vector (Promega
Corporation, Madison, OH, USA), and cloned into Escherichia coli XL1-Blue. Transformant colonies were
selected by ampicillin resistance. Plasmid extraction was performed using the mi-Plasmid Miniprep
Kit (Metabion International AG, Martinsried, Germany) following the manufacturer’s instructions
and quantified with a DeNovix DS-11 spectrophotometer (DeNovix Inc., Wilmington, DE, USA).
Plasmid DNA was quantified in picomoles applying the following mathematical formula: pmol of
dsDNA = (ug of dsDNA X 10°)/(660 x Nbp) considering the average molecular weight of a pair of
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nucleotides (660 Da) and the number of base pairs of the plasmid carrying the GRLDaV partial genomic
RNaseH sequence (Nbp). The Avogadro constant [19] was used to estimate the number of plasmid
molecules (6.023 x 102 molecules/mol). Three replicates of serial dilutions from 3 x 10'° to 2 plasmid
copies were prepared and used to generate the standard curve. The amplification efficiency of the
calibration curve was calculated by the slope, according to the mathematical formula: amplification
efficiency = [10 (-1/sloPe)]—1 [20].

4.7. Validation of the Real-Time gPCR Method

The real-time qPCR method developed in this study was validated according to the EPPO
guidelines [21]. Thus, analytical sensitivity (maximum dilution of DNA detected), analytical specificity
(inclusivity, detection of variants/strains covering genetic diversity and different geographic origin;
exclusivity, negative detection of relevant non-targets that might be present in the matrix), selectivity
(evaluation of test performance using different cultivars), and repeatability and reproducibility
(evaluation of the test performance consistency on different replicates by different operators and with
different equipment) were evaluated.

4.7.1. Evaluation of the Sensitivity

Analytical sensitivity of the real-time PCR developed in this study was evaluated using crude
extracts or purified DNA from GRLDaV naturally infected plant material. The crude extracts were
tested at 1:50 dilution in distilled H,O. DNA was purified from GRLDaV infected plant extract
and from ten-fold serial dilutions (from 107! to 1078) of the infected plant extract in healthy plant
extract, to avoid dilution of putative PCR inhibitors present in the matrix. Absolute quantitation was
performed, generating standards curves as described above, and viral titer, the number of viral targets
per volume, was determined. Three replicates of each sample were tested. All samples were tested by
two previously described GRLDaV detection methods [4,16] for sensitivity comparison.

4.7.2. Evaluation of the Specificity

The inclusivity and selectivity of the developed detection method were evaluated by testing
GRLDaV isolates from different geographic origins showing genetic diversity and infecting
different cultivars.

Exclusivity was evaluated by testing eight grapevine samples infected by several viruses commonly
present in the host. The virome of these samples, not infected by GRLDaV, was determined by high
throughput sequencing (HTS), as described previously [22]. Briefly, total RNA was extracted from
leaves and sequenced after ribo-depletion using RNAseq TrueSeq Illumina technology (150 nt pair-end
reads). Data analysis was performed by CLC Genomics Workbench 10.1.1 (QIAGEN, Hilden, Germany).
Raw data were subjected to quality control, trimming, and host genome subtraction steps, and the
resulting reads used to assemble de novo contigs (minimal contig length 200 nt). The contigs similarity
to viral sequences was analyzed by BLASTn and BLASTx with a cut-off e-value of 107%.

4.7 3. Evaluation of the Repeatability and Reproducibility

For evaluation of the repeatability and reproducibility of the real-time qPCR, seven surveyed
samples that tested positive for GRLDaV with the lowest viral titers were selected. Both crude extract
and purified DNA of the selected samples were tested in nine technical repeats using three different
thermal cyclers, QuantStudio 3 real-time PCR system Plus (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA),
StepOne Plus (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), and LightCycler 480 (Roche). For each of
the instruments, 3 independent repeats were performed, carried out on different days, and by different
operators. Technical repeats included 3 replicates for each sample. Mean Ct values and coefficients of
variation were calculated.

204



Anexos

Plants 2020, 9, 1151 11 of 12

4.8. Quantitative Detection of GRLDaV in Mealybugs

Colonies of the P. citri and P. viburni mealybugs were kindly provided by Dr. Beitia (IVIA).
Adult mealybugs were originally collected from persimmon fruits (Diospyros kaki L.) located
in a persimmon growing area in Algemesi (Ribera del Xtuquer, Valencia, Spain). Mealybug colonies
were maintained in lemon fruits at 26 °C for 60 days. During this period, the absence of GRLDaV
in the mealybugs was confirmed twice, every 30 days, by testing 5 pools of 5 mealybugs by both
the conventional and the real-time GRLDaV PCR detection methods previously described [4,16] and
by the real-time qPCR method developed in this study. GRLDaV-free mealybugs were transferred
to both GRLDaV infected and healthy grapevine leaves. Acquisition was performed at 28 °C, 60%
humidity and a 12/12 h light cycle for 48 h in a plant growth chamber (Sanyo MLR-350H). After this
time, pools of 2 and 4 mealybugs, as well as individual insects, were analyzed by the real-time qPCR
developed in this study. These experiments were performed in nine technical repeats.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2223-7747/9/9/1151/s1.
Table S1: GRLDaV titer in both pools and single mealybugs quantified by the real-time qPCR (species P. citri and
P. viburni).
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