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2. RESUMEN

El virus del mosaico de la alfalfa (AMV), de amplia distribucion mundial,
afecta a un gran numero de huéspedes vegetales como la alfalfa, su
principal huésped natural, y a otras especies horticolas, entre ellas varias
leguminosas como Vigna unguiculata, judia y haba. El genoma de AMV esta
constituido por tres segmentos de RNA monohebra y sentido mensajero
que se encapsidan de forma independiente. En trabajos previos se han
observado aislados virales con distinto comportamiento en cuanto a la
induccion de mosaico en Vignha unguiculata. En este trabajo se ha iniciado
un método para identificar el segmento gendmico responsable de este
comportamiento diferencial, mediante la generacion de
pseudorrecombinantes artificiales que intercambian segmentos gendmicos
procedentes de aislados con comportamiento distinto. Se ha generado un
fragmento de cDNA del RNA3, que una vez clonado, permitiria la obtencion
in vitro de un RNA transcrito infectivo. EI empleo de un método analogo
para los RNAs 1 y 2 posibilitaria la obtencibn de dichos
pseudorrecombinantes artificiales.

2. ABSTRACT

Alfalfa mosaic virus (AMV) is distributed worldwide and infects a wide host
range of plants, including alfalfa, it's main natural host, and other vegetable
species, such as the legumes, Vigna unguiculata, bean and faba bean. AMV
genome is composed of three single-stranded messenger-sense RNA
segments, which are independently encapsidated in different particles. In
previous works, AMV isolates have been found inducing different syntoms
(i.e. presence or abcense of systemic mosaic) in Vigna unguiculata. In this
work, we have started the optimization of a method to identify the genomic
segment that causes this differential behaviour, through the generation of
experimental pseudorrecombinants that exchange the three genomic
segments from different types of isolates. A cDNA fragment of AMV-RNA3
has been generated, which after cloning, could serve as a template for the
synthesis of an infective transcribed RNA. The same method could be used
for the synthesis of RNAs 1 and 2, and the final generation of experimental
RNAs 1, 2 and 3 pseudorrecombinants.



3. ABREVIATURAS
AMV: Alfalfa mosaic virus
cDNA: acido desoxirribonucleico complementario
CP: proteina de la capsida
dNTPs: trifosfato de N (N= A adenosina, T timina, C citosina, G guanina)
DEPC: Dietilpirocarbonato
DIECA: Dietilditiocarbamato de sodio
EDTA: &cido etilendiaminotetraacético
IPTG: isopropilo-D-1thiogalactopiranosido
MMLV-RT: Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase
MP: proteina de movimiento
PCR: reaccion en cadena de la polimerasa
RACE: rapid amplification of cDNA ends
RNA: &cido ribonucleico
Rpm: revoluciones por minuto
RT: retrotranscripcion
SDS: dodecil sulfato sédico
SSC: citrato sodio-salino
STE: sodio cloro tris EDTA
TAQ: Termophilus aquaticus
TdT: terminal deoxynucleotidyl transferase
TRIS: tris(hidroximetil)aminometano
U: unidades
v/v: volumen/volumen

X-gal: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido



4. INTRODUCCION

El virus del mosaico de la alfalfa (Alfalfa mosaic virus, AMV) es un virus de
vegetales perteneciente al género Alfamovirus de la familia Bromoviridae con
una distribucion mundial.

4.1 ESTRUCTURA DEL GENOMA Y EXPRESION VIRAL

Tiene el genoma dividido en tres moléculas de acido ribonucleico (RNA 1, RNA
2 y RNA 3) (Fig. 1) de sentido mensajero, en orden segun masa molecular, las
cuales se empaquetan por separado en particulas con forma de bacilo
(Bancroft & Kaesberg (1958,1960). También tiene un mensajero subgendémico
(RNA 4), empaquetado en una particula de forma esférica (Gibbs et al. 1963).

El RNA 1, de 3644 nt, codifica la proteina P1 (replicasa) de 126kDa que
contiene dominios N-terminal y C-terminal similares a metiltransferasas y
helicasas. EI RNA 2, de 2593 nt codifica la proteina P2 (replicasa) de 90 KDa
con el dominio polimerasa. El RNA 3, de 2142nt, es dicistronico y codifica la
proteina de movimiento (MP) de 32 KDa, esencial para el movimiento de célula
a célula durante la infeccion de la planta, y la proteina de la capsida (CP) de 24
KDa, proteina estructural que conforma la cubierta proteica, implicada en el
movimiento célula a célula (Sanchez-Navarro y Bol. 2001). Ademas, esta ultima
contiene también un dominio de union al RNA en el extremo N-terminal
necesario para diferentes procesos como la activacion gendmica, replicacion y
traduccion (Bol, 2005). Las proteinas P1, P2 y MP se expresan directamente
del RNA gendmico, mientras que la proteina CP se expresa a partir del
mensajero subgendmico RNA 4, anélogo a los 881 nucleétidos del extremo 3’
del RNA 3. (Gould y Symons, 1978). Las tres moléculas de RNA gendmicas
poseen en el extremo 5’ la estructura CAP (7MGppp) pero no tienen secuencia
poly A (Pinck, 1975), y los 112 nucleétidos del extremo 3’ presentan >80% de
similitud de secuencia y pueden adoptar estructuras similares (Olsthooorn et al,
(1999): una estructura secundaria de union a la CP (CPB) y otra estructura
similar al de un ARN de transferencia (TLS) (Fig. 1). Ambas se requieren en la
traduccion y replicacién del virus (Bol, 2003).

Figura 1. Estructura gendmica de
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Para iniciar el proceso de infeccién son necesarios los RNA 1, 2 y 3 y ademas
el ARN4 o la CP, ya que cualquiera de los dos ultimos puede servir para iniciar
el proceso de la activacion genémica (Bol, 2008).

4.2 ENFERMEDADES EN CULTIVOS HORTICOLAS Y SINTOMATO LOGIA

La infeccion se produce de forma natural y a menudo sin sintomas en muchas
plantas herbaceas y lefiosas (150 especies en 22 familias, Schmelzer, Schmidt
y Beczner, 1973) y se transmite experimentalmente a més de 430 especies de
51 familias de dicotiledéneas (Hull, 1969; Crill, Hagedorn y Hanson, 1970;
Schmelzer, Schmidt y Beczner, 1973). Entre estas especies destaca la alfalfa
(alfalfa; Medicago sativa), su huésped principal, ddbnde AMV provoca diversos
mosaicos, moteados y malformaciones (Fig. 2), pero a menudo es
asintomatica, especialmente en épocas calurosas y es mas frecuente en
cultivos de varios afos. Afecta a otros huéspedes como la patata (Solanum
tuberosum) en la cual causa necrosis, causa mosaico en el trébol rojo y blanco,
mosaico amarillo en judia (Phaseolus vulgaris), carilla (Vigna unguiculata), judia
mungo (V. radiata) y el pimiento (Capsicum annuum), causa necrosis y retraso
del crecimiento en guisante (Pisum sativum), necrosis severa en tomate
(Solanum lycopersicum) y marchitamiento en garbanzo (Cicer arietinum). Tiene
una trasmision entre huéspedes muy eficaz pues en condiciones naturales se
realiza mediante algunas especies de pulgones (mas de 25 especies de forma
no persistente (Edwardson y Christie, 1991) y a través de la semilla de plantas
infectadas individualmente. En condiciones experimentales también se
transmite de forma eficiente de forma mecanica (Jaspar y bos, 1980). Los
sintomas dependen en gran medida de la cepa del virus, de la etapa de
crecimiento del huésped y de las condiciones ambientales. La recuperacion se
produce de forma eficaz muy a menudo.

Figura 2. Sintomas de AMV en
alfalfa

Photo courtesy of G.C. Bergstrom,
Dept. of Plant Pathology, Cornell
University, Ithaca, NY




4.3 CARACTERIZACION DE CEPAS DEL VIRUS Y HUESPEDES DE
DIAGNOSTICO

Se han descrito numerosas cepas o variantes de AMV de plantas segun
diferencias en propiedades tales como las formas de agregacion de particulas
en el citoplasma del tabaco, transmision por polen y semillas, propiedades
fisico-quimicas, secuencia de nucledtidos y propiedades biolégicas como la
reaccion diferencial en huéspedes indicadores. La mayor parte de la biologia
molecular se ha llevado a cabo con la cepa AMV 425 procedente de aislados
de trébol (Hagedorn y Hanson, 1963).

Las especies de leguminosas Phaseolus vulgaris (judia) y Vigna unguiculata
(carilla) son buenos huéspedes de ensayo para la caracterizacion de AMV ya
gue su reaccion diferencial a la infecciébn por distintas cepas permite la
distincion de las mismas (Hagimorad & Francki, 1988). En judia, algunas cepas
dan lesiones necréticas de coalescencia y otras lesiones locales cloréticas o
ningun sintoma local, pero en este Ultimo caso aparece moteado leve
sistémico, necrosis de los vasos y distorsion de la hoja.

En vigna unguiculata (carilla) las cepas mas comunes producen lesiones
locales necréticas sin aparicibn de sintomas sistémicos (Fig. 3) y otras
provocan lesiones locales cloréticas, poco definidas, o no provocan lesiones
pero producen diversos sintomas sistémicos (Fig.4).

Fig. 3 Lesiones necroticas locales en V. Fig. 4 Mosaico sistémico en V. unguiculata. Foto
unguiculata. Foto tomada en el CITA, tomada en el CITA, febrero 2014
febrero 2014

Otras especies de diagnéstico menos utilizadas son Vicia faba (haba) donde la
mayoria de las cepas dan lesiones locales necréticas, a veces seguido por un
moteado leve, necrosis y muerte de la planta, Pisum sativum (guisante), en el
que se producen lesiones y/o marchitamiento de las hojas inoculadas con
necrosis del tallo y muerte de las plantas, Chenopodium amanticolor y
chenopodium chinoa en las cuales se producen lesiones locales cloréticas o
necréticas y en las cuales el moteado clorético y necrotico sistémico distingue
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el virus del mosaico de la alfalfa del virus del mosaico del pepino. (Jaspars &
Bos, 1980).

4.4 MANTENIMIENTO Y MULTIPLICACION DEL VIRUS

Las plantas Nicotiana tabacum y Nicotiana clevelandii se utilizan para mantener
los cultivos virales (Fig 5). Las plantas de Nicotiana tabacum, son
especialmente sensibles al virus (por ejemplo, 'Samsun NN') (Jaspars y Bos,
1980), de manera que también es una buena fuente para la purificacién de
AMV (Hagimorad & Francki, 1988).

Fig 5. Nicotiana clevelandii, especie de propagaciony
multiplicacion. CITA, febrero 2014
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5. OBJETIVOS Y PLANTEAMIENTO DEL TRABAJO

El objetivo final del trabajo consistiria en la identificacion del segmento
gendmico (RNA 1, RNA2 o RNA3) responsable de la modulacion de sintomas
del virus del mosaico de la alfalfa (AMV) en Vigna unguiculata. Para alcanzar el
objetivo, seria necesario sintetizar clones artificiales mediante la
retrotranscripcion del RNA viral, insercion del cDNA en plasmidos bacterianos y
obtencion in vitro de RNAs transcritos infectivos de cepas con comportamiento
diferencial en éste huésped. La posterior caracterizacion biolégica en dicho
huésped mediante inoculacion mecanica experimental de individuos
pseudorrecombinantes generados por distintas combinaciones de transcritos
infectivos de los RNA 1, 2 y 3 procedentes de ambos tipos de cepa, permitiria
la identificacibn del segmento gendmico responsable de la modulacién de
sintomas.

En este trabajo se han recolectado y caracterizado aislados de AMV segun la
sintomatologia inducida en alfalfa y en Vigna unguiculata y se ha pretendido
realizar el clon infectivo del RNA 3 de cepas de AMV que inducen reaccién
diferencial en V. unguiculata.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1 MATERIAL VEGETAL Y AISLADOS VIRALES

Se recolectaron diez aislados de AMV procedentes de plantas de alfalfa
recolectadas en campo (Ontinar del Salz, Zaragoza), cinco de ellas con
sintomas de mosaico y otras cinco sin sintomas. Hojas infectadas de estas
plantas se inocularon en plantas de V. unguiculata y haba (Vicia faba). Las
lesiones aparecidas (colonias de una variante viral) fueron cortadas e
inoculadas individualmente en N. clevelandii, para realizar un clonaje biolégico.

6.1.2 Inoculacion

Tanto el material de campo como el material de lesiones necrdticas se molié y
mezclé en morteros con un tampon cuyos componentes eran 30mM fosfato
acido disodico, Na ,HPO, que facilita el mantenimiento de la infectividad del
virus, 0.2 % DIECA, que impide la desnaturalizacion del virus por agentes
oxidantes al crear un medio reductor, y carbon activo, que adsorbe sustancias
inhibidoras de la infeccion. El inéculo resultante se aplicé sobre hojas jévenes
recién expandidas a las cuales se espolvored con carborundo, un abrasivo que
facilita la infeccion, pues produce lesiones en la cuticula de las hojas de las
plantas a inocular.

6.2 EXTRACCION DE RNA DE DOBLE CADENA Y RNA T OTAL
6.2.1 RNA de doble cadena

Se tomaron 750mg de material vegetal (hojas de N. clevelandii) y se molieron
en un mortero con nitrégeno liquido. El polvo se mezclé con 1ml de tampdn
STE 2X, 70 ul de SDS 20%, 20 pl de bentonita 'y 1,425 ml de fenol TE. Se agit
30’ a 70-85rpm en un agitador horizontal, se centrifug6 a 3000g 15'. La fase
acuosa se transfiri6 a un eppendorf y se centrifug6é de nuevo 20’ a 10000g y 20
°C. El volumen del sobrenadante se midi6 y se afadié etanol absoluto para
dejar la disolucion a una concentracion de 15% de etanol. La mezcla se afadi6
a un eppendorf el cual contenia 40mg de celulosa CF11l. Se agitd en un
agitador horizontal 30’ 70-85 rpm y se centrifugd 1’ a 5000g 20°C. Se descartd
el sobrenadante y se afiadié al tubo 1ml de tampén STE1X/etanol 15%. Se
agitdé horizontalmente 5’, se centrifugé 1' a 5000g 20°C y se repitieron estos
dos pasos dos veces. La elucion, se hizo con tampén STE1X en un volumen de
200 pl (agitacion horizontal y centrifugacion en las mismas condiciones que
antes) y se repitid una segunda vez. Al eluido, se le afiadi6 acetato de sodio
3M pH=5,2 1/9 v/v y 0,8 volumenes de isopropanol. Se dejo precipitar o/n a -
20°C. El dia siguiente, se centrifugd 20’ a 20000g 4°C, se descartd el
sobrenadante, se afiadio 1ml de etanol al 70% frio (-20°C), se centrifugo en las
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mismas condiciones. Se descart6 el sobrenadante y el sedimento se dej6é secar
al aire libre en el tubo. Se resuspendi6é en 170 pl de agua DEPC.

El producto extraido se someti6 a un tratamiento enzimatico con DNAsas,
RNasas y proteinasa K, en este orden. A los 170 pl de RNA se le afiadio 20 pl
de 1 M acetato de magnesio (tampdén enzimatico), 10 U de DNAsa RQ1l
(Promega), y se incub6 1h a 37°C en un termobloque. Pasado el tiempo, se
pard la reaccion con una solucion STOP comercial. Posteriormente se traté la
muestra con RNasa A (Promega) en condiciones salinas (2X SSC): se
afiadieron 60 pl de 10X SSC y 1 pl de enzima y se llevo a un volumen final de
300 pl con agua DEPC. Se incubd la muestra 30" a 37°C. Por ultimo, se trato la
muestra con proteinasa K (sigma): se afadieron 2,5 ul de SDS 2%, 8 ul de
proteinasa K 5mg/ml, se afiadi6 agua DEPC hasta 400 ul y se incub6 1h a
37°C.

Para eliminar las enzimas utilizadas, se hizo una extraccion fenol:cloroformo:
alcohol isoamilico, 25:24:1, se centrifugd 5’ a 10000rpm y 20°C, se recupero el
sobrenadante y se afiadi6 1 volumen de cloroformo: isoamilico 24:1, se
centrifugd 5’ a 10000 rpm y 20°C, se recuper6 el sobrenadante y se hizo una
precipitacion con 2 volimenes de etanol absoluto y 0.1 volimenes de 3M
acetato de sodio pH 5'2. Se dej6 precipitar 30" a 80°C, se centrifugé 30’ a
20000rpm 20°C se descart6 el sobrenadante y se lavo el pellet con 70% etanol
absoluto, centrifugando a 30’ 20000rpm y 4°C. Se elimino el sobrenadate y el
precipitado se resuspendio en 20 pl de agua DEPC.

6.2.2 RNA total

Se partio de 200 mg de material vegetal que se molieron en mortero con N,
liquido, y el polvo se paso6 a un nuevo eppendorf. Se afiadieron 400 pl tampoén
de extraccion (1 M Tris-HCI pH=8, 0.5 M EDTA, 10% SDS), se mezclé bien en
un vortex, se afadieron 400 pl de fenol y 200 pl de cloroformo, se mezclaron
bien y se centrifugd 10’ a 10.000 rpm a temperatura ambiente. Se recogi6 el
sobrenadante (aprox. 400 pl) en un nuevo tubo y se afadié 133 ul de LiCl 8M
para la precipitacion del RNA. Se dejo precipitando o/n. Al dia siguiente, se
centrifugdé 10’ a 10.000 rpm 4° C, se tir0 el sobrenadante, se afiadieron 500 pl
de etanol 70%, se centrifugd 10’ a 10.000 rpm 4° C, se tir0 el sobrenadante y
dej6 secar el pellet. Por ultimo, se resuspendio en 100 pl de H20 mQ.

6.3 AMPLIFICACION DE UN FRAGMENTO DE 2115 nt COTER MINAL CON
EL EXTREMO 3’ DEL RNA3 GENOMICO DE AMV

6.3.1 Retrotranscripcion

Se llevé a cabo una retrotranscripcion del RNA viral a cDNA partiendo del RNA
total extraido previamente. El cebador utilizado fue el AMV-R3e3Pstl-(R)
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(Tablal), a una concentracion final de 10 pM. 1 ul del cebador se incubé con 9
ul de RNA total extraido 5’ a 75 °C en el termobloque y posteriormente los 10 pl
se pasaron inmediatamente a hielo 5. Tras ello, se afadieron 10 pl de la
siguiente mezcla de reaccion: 1X tampén MMLV RT (Promega, 50mM Tris-HCI,
pH 83, 75mM KCI, 3mM MgCl,, 10mM DTT), ImM dNTPs mix, 25U inhibidor
ribonucleasa (Invitrogen), 200U MMLV retrotranscriptasa (Promega) y agua
miliQ hasta un volumen final de 20 pl, los cuales se incubaron 1h a 42 °C en el
termobloque.

6.3.2 PCR

El cDNA obtenido se amplific6 mediante PCR. El cebador reverso utilizado fue,
AMV-R3e3Pstl-(R), y el cebador directo fue AMV-me5F2-EcoRI(F) (Tablal). El
volumen final de PCR fue de 50 ul con los siguientes componentes: 1X tampon
TAQ polimerasa (Invitrogen, 400 mM Tris-HCI, pH 8’4, 500mM KCI), 0,2mM de
cada dNTP, 1,5mM MgCl,, 0,5 uM de cada cebador, 2,5U TAQ polimerasa
(Invitrogen), 5 pl de cDNA y se completo el volumen con agua miliQ. La mezcla
de reaccion se sometid a los siguientes ciclos: desnaturalizacion a 94°C
durante 5, 5 ciclos consistentes en desnaturalizaciéon a 94°C durante 45",
anillamiento a 42°C durante 30” y elongacion 72°C 3’, 30 ciclos consistentes en
desnaturalizacion a 94°C durante 45”, anillamiento a 52°C durante 30" y
elongacion a 72°C durante 3, y por ultimo elongacion final a 72°C 10’ y
conservacion a 4°C.

El cDNA amplificado se analizé en una electroforesis en gel de agarosa al 1%
para recuperar el producto de PCR. Una vez corridas las bandas, se tifid con
bromuro de etidio, se visualizé en un transiluminador de luz UV y se recortaron
las bandas de 2115 nt del gel con ayuda de un bisturi. Posteriormente se
purificaron con el kit ZymocleanTM Gel DNA Recovery, basado en una
columna de unién a DNA, centrifugaciones y lavados con distintos buffers. El
DNA fue eluido en 10ul de agua miliQ.

Tabla 1. Cebadores utilizados a lo largo del proyecto.

Nombre Posicién | Bases Secuencia (5" ->3)

inicio-fin
AMV-R3e3.Pstl | RNA 3 2142-2128 | GTCCTGCAGCATCCCTTAGGGGC
(R) Pstl  complementario ext 3’AMV
AMV-me5f2- RNA3 28-48 CGGAATTCAACTCAATTAACGCCTT
EcoRI(F) EcoRl complementario AMV en 5’

AMV CP1 (F) RNA 3 1462-1486 | GCGTTGAAAGTCCCGG

AMV CP3 (F) RNA 3 1921-1938 | CGATTCAACGAAGTTTGG
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MP (R) RNA 3 959-977 GCATTTAAGAGATCGCGG

5 RACE | - - GGCCACGCGTCGACTAGTACGGGIIGGGIIG
Abridged GGIIG
Anchor Primer

AMV MP2 (R) RNA 3 777-794 TGGTCGGTGTCAACATCC

AMV MP1 (R) RNA 3 544-566 GTGCAGAGCTTTAGCTGA

CCPolyT17 - . CCGGATCCTCTAGAGCGGCCGCTTTTTTTIT
TTTTTTTTV

6.4 AMPLIFICACION Y SECUENCIACION DE LOS EXTREMOS 3’ Y 5’ DEL
RNA3 MEDIANTE LA TECNICA RACE:

6.4.1. RACE 3"

En primer lugar se someti6 al RNA total a una poliadenilacion. Los
componentes de la disolucién de poliadenilacion, recomendadas por la casa
comercial, fueron: 1X tampon EPAP (Ambion life technologies), 2,5 mM MnCly,
1mM ATP (Invitrogen), 4U enzima polyA polimerasa EPAP (Ambion life
technologies), 10 ul de RNA total y se completé con agua miliQ hasta un
volumen total de 50 pl. La mezcla de reaccién se incubo en el termobloque
lhora a 37°C. Pasado este tiempo, para recuperar el RNA poliadenilado, se
hizo una extraccion fendlica (fenol:.cloroformo 1:1). Tras afadir el
fenol:.cloroformo, se centrifugd a 10000rpm 10" a 20°C, se recuperd el
sobrenadante y se afiadié glucdégeno (Invitrogen) a una concentracion final de
0,2 pg/ ul, que se usa como carrier para facilitar la precipitacion del RNA.
Posteriormente se hizo una precipitacion con etanol absoluto (2,5 volumenes
del total) y acetato de sodio a una concentracion final de 0,3M. Se dejé o/n a -
20°C vy al dia siguiente se centrifugd a 10000rpm 10’ a -4°C, se lavo el pellet
con etanol al 70% por duplicado y se resuspendio el pellet en 9 pl de agua
miliQ. Una vez recuperado el polyA-RNA, se llevé a cabo una retrotranscripcion
del mismo, en las mismas condiciones y los mismos pasos que en el punto
6.3.1, excepto el cebador, en este caso fue CCPolyT17V (Tablal). El cDNA
resultante se amplificé por PCR con los mismos componentes que en el punto
6.3.2 a excepcion de los cebadores, en este caso CCPolyT17V y CP1 (F)
(Tablal). Los ciclos de reaccion fueron: desnaturalizacién a 94°C durante 5’, 33
ciclos consistentes en una desnaturalizacion 94°C durante 45", anillamiento a
45°C durante 30” y elongacion a 72°C durante 1’, elongacion final a 72°C
durante 10’ y conservacion a 4°C. Tras la PCR, se llevd a cabo una
electroforesis en gel de agarosa 1% de 5 ul del producto de PCR resultante
para visualizar el producto obtenido.
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6.4.2. RACE Y’

Esta técnica se llevdo a cabo mediante el kit 5° RACE System for Rapid
Amplification of cDNA Ends, Version 2.0 (Invitrogen). En primer lugar, se
retrotranscribieron 900 bases complementarias al inicio del RNA 3, usando el
cebador MP (R) (Tablal), a una concentracion final de 100 nM. 1 pl del primer
fue puesto en contacto con 10 pul de RNA total extraido y con agua DEPC
durante 10" a 70 °C en el termobloque y posteriormente los tubos fueron
introducidos en hielo 5. Tras ello, se afadieron a cada tubo 8,5 pl de la
siguiente mezcla de reaccion: 1X tampén PCR (200mM Tris-HCI, pH 8’4, 500
mM KCI), 2,5mM MgCl,, 10mM DTT y 0,4mM de cada dNTP. Los 24 pl
resultantes se tuvieron 1’ a 42°C en el termobloque y posteriormente se afiadid
200U de la enzima SuperScript™ Il RT. La mezcla se incub6 50’ a 42 °C, 15’ a
70°C para acabar la reaccién, se centrifugd 10-20 segundos y se incub6 a
37°C. Por ultimo, se afiadid 1 ul de RNase mix para deshacerse de las cadenas
de RNA y se incubd durante 30" a 37°C. El cDNA resultante fue purificado
mediante la columna de purificacion del kit S.N.A.P. basada en la union del
cDNA a una matriz, fue lavado con diferentes tampones y con etanol, y
resuspendido en 10 pl.

Una vez obtenido el cDNA purificado, se llevé a cabo una adicion de citosinas
en el extremo 3’ del cDNA mediante la accion del enzima TdT. Los 10 ul de
cDNA fueron puestos en contacto con 6,5 pl de agua DEPC, 5 ul de 5X tampén
tailing (50mM Tris-HCI pH 8,4, 125mM KCI, 7,5mM MgCly) y 10 pl de dCTP
2mM durante 2-3' a 94°C en el termoblogue y posteriormente 1’ en hielo.
Seguidamente, se afiadi6 1 ul de TdT y se incub6é durante 10° a 37°C.
Finalmente, se inactivo el enzima por choque térmico: 10’ a 65°C.

El polyC-cDNA resultante se amplificé por PCR. El volumen final fue de 49,5 pl
con los siguientes componentes: 1X tampén de PCR (200 mM Tris-HCI, pH 8’4,
500mM KCI), 0,2mM de cada dNTP, 1,5mM MgCl,, 0,4 uM del cebador MP2(R)
(Tablal), 0,4 uM del cebador 5° RACE Abridged Anchor Primer (Tablal), 2,5U
TAQ DNA polimerasa, 5 ul de poly-cDNA y se completo el volumen con agua
miliQ. La mezcla de reaccibn se someti0 a los siguientes ciclos:
desnaturalizacion a 94°C durante 2, 35 ciclos consistentes en
desnaturalizacion a 94°C durante 30”, anillamiento a 45°C durante 30" y
elongacién a 72°C durante 1’, y por ultimo elongacién final a 72°C durante 7' y
conservacion a 4°C. Tras la PCR, se llevé a cabo una electroforesis en gel de
agarosa 1% de 5 pl del producto de PCR resultante para visualizar el producto
obtenido.
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6.4.3 SECUENCIACION

Las muestras positivas del RACE 3’ y del 5’ se mandaron a secuenciar por
duplicado. En el caso del producto del extremo 3’, se envid la muestra a una
concentracion de 20ng/ul junto con dos cebadores directos CP1(F) (Tablal) y
otro todavia mas cerca del extremo, CP3(F) (Tablal) a una concentracién de 5
UM, mientras que en el caso del producto del RACE 5, se envio la muestra a
una concentracion de 20ng/ul junto con dos cebadores AMV MP2 (R) y AMV
MP1 (R). La secuenciacion con dos cebadores diferentes se hace con el
objetivo de obtener una lectura doble de la secuencia. Una vez se recibieron
las secuencias de las muestras, se visualizaron y unificaron con el programa
informatico ChromasLite201 y se alinearon entre ellas y entre las secuencias
del GenBank escogidas (Anexol), usando el programa ClustalX, implementado
en el paquete informatico MEGA4.

6.5 DISENO Y FORMACION DE UN ADAPTADOR EN 5’

Para completar los 27nt faltantes correspondientes al extremo 5’ del RNA3 de
AMV, se sintetizé un adaptador de DNA de doble cadena (dsDNA), AMVInk
(Fig 6), que incluia estos 27 nt e inmediatamente aguas arriba el promotor T7
de transcripcion. Ademas contenia también una diana del enzima de restriccion
Xbal para un ligamiento posterior. El adaptador fue ensamblado a partir de dos
oligonucledtidos de cadena sencilla: AMVInk5p, junto con su complementario
AMVInk5n (Fig.6), los cuales fueron fosforilados en el extremo 5. Para ello se
utilizé la enzima T4 polinucleétido kinasa (T4PNK) (New England Biolabs)
usando las siguientes condiciones recomendadas por la casa comercial: 1,7 ug
de oligonucleétido (AMVInk5n o AMVInk5p), 1X tampén de fosforilacion (New
England Biolabs, 70mM Tris-HCI, 10mM MgCl,, 5mM DTT, pH 7,6), 10U de
T4APNK (New England Biolabs) y agua miliQ hasta un volumen de 10 pl. La
mezcla de reaccion se incub6 a 37°C 30’ en el termobloque. Una vez
fosforilados los extremos 5, se llevé a cabo una rampa de temperatura para
que los oligonucledtidos solapasen y se formase el adaptador AMVInkS por
complementariedad de bases. Los 10 pl de cada oligonucleétido fosforilado se
juntaron en un tubo eppendorf y se incubaron durante 2 a 100°C en el
termobloque, dejandolos enfriar a temperatura ambiente posteriormente. El
adaptador en forma de dsDNA deja en su extremo 3’ una secuencia preparada
para ligar con la secuencia de corte que deja el enzima EcoRI (Fig 6)
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EXTREMO 5’

ALF 121 GTTTTAATACCATTTTCAAAATATTCCAATTCAACTCAATTAACGCTTTTACA...
ALF123 GTTTTAATACCATTTTCAAAATATTCCAATTCAACTCAATTAACGCTTTTACA...
ALF129 GTTTTAATACCATTTTCAAAATATTCCAATTCAACTCAATTAACGCTTTTACA...

AMV-me5f2-EcoRl (F) -é,%A_AJCTCAATTAACGCTT

Secuencia de corte de EcoRl

AMVInk5p HAATACGACTCACTAT&GGTTTTAATACCATTTTCAAAATATTCC
Y
_ Promotor T7 Polimerasa LNK5S

AMVInk5n _ATTATGCTGAGTGATATCCAAAATTATGGTAAAAGTTTTATAAG(‘(%
Complementario a secuencia corte con EcoRl
EXTREMO 3
ALF 121
ALF123
ALF129
CoIa;egA
AMV-R3e3.Pstl (R) CEEEEATICEETACEACTCEE
—_—

Secuencia corte Pstl

Fig. 6 Secuencias de los extremos de las muestras, junto con primers y el adaptador utilizado




6.6 OBTENCION DEL FRAGMENTO VIRAL COMPLETO E INSERC ION EN
EL VECTOR PUC19

El producto de PCR de 2115nt coterminal con el extremo 3’ del RNA viral,
obtenido en 6.3, contiene una diana EcoRI en su extremo 5’ incluida en el
cebador en la reaccién de RT-PCR (ver apdo. 6.3). El fragmento fue cortado
con la enzima EcoRI-HF (New England Biolabs) en una reaccion de digestion
con los siguientes componentes: 250ng del producto de purificacion de DNA
del mencionado fragmento, 1X del tampon CutSmart (Acetato potasico 50mM,
20mM Tris-acetato, 10mM magnesio acetato, 1mM DTT pH 7,9), 20 U de
EcoRI-HF y agua miliQ hasta un volumen final de 50 ul. La mezcla se tuvo a
25°C durante 1h en el termobloque. A continuacion, el producto de digestién
fue sometido a electroforesis en gel de agarosa al 1% y recuperado de gel con
el kit ZymocleanTM Gel DNA Recovery Kit. Posteriormente fue ligado al
adaptador AMVInk5 obtenido en 6.5 en una reaccion de ligacion con los
siguientes componentes: 1X de tampon de ligacion (New England Biolabs,
50mM TRIS-HCI, 10mM MgCl;, ImM ATP, 10mM DTT pH 7,5), 170ng del
adaptador AMVInk5, 250ng de cDNA del fragmento de 2115nt, 0,25U T4 DNA
ligasa (New England Biolabs) y agua miliQ hasta un volumen de 20 pl. La
mezcla se tuvo a 25°C durante 1 hora en el termobloque. El producto de
ligacién y el plasmido utilizado, pUC 19 fueron digeridos por separado con las
enzimas Xbal (New England Biolabs) y Pstl-HF (New England Biolabs) en una
reaccion de digestion similar a la anterior (excepto las enzimas). El producto de
la ligacion anterior se purific6 mediante el kit DNA clean & concentratorTM-kit
de Zymo Research y el vector pUC19 se purificO mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1% y recuperd de la correspondiente banda del gel. Ambos
fueron ligados entre si en una reaccion similar a la anteriormente realizada (ver
Fig 7).
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EmoRI
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2.686 kb

TacEz

AT
Szpl

Figura 7. Vector pUC 19 con la contruccién

introducida.
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6.7 CLONAJE DEL FRAGMENTO VIRAL COMPLETO EN BACTERI AS

La construccién obtenida en 6.6, que incluye el fragmento viral completo del
RNA3 de AMV aguas abajo del promotor de transcripcion T7, se clond en
bacterias competentes de la cepa JM109 de Escherichia coli de la empresa
Promega. Para ello 2 pl de la construccion fueron afiadidos a 50 pl de bacterias
y 1 pl de vector pUC19 sin inserto fue afiadido a 100 ul de las mismas bacterias
como control. Las mezclas se incubaron en hielo 20’ y fueron sometidas a
choque térmico en un bafio termostatizado a 42°C durante 45-50" sin agitacion.
Tras esto, fueron introducidas nuevamente en hielo 2’ y se afiadio medio SOC
(20 g/l triptona, 5 g/l extracto de levadura, 0,01M NacCl, 1M KCI, 2M MgCl,, 1M
glucosa) hasta 1ml. Se dejé en incubacién 1h y 30’ a 37°C en un agitador
horizontal a 150 rpm. La siembra se llevé a cabo en dos placas Petri con el
medio de cultivo LB sdélido (10 g/l triptona, 5g/l extracto de levadura, 0,008M
NaCl, agar, 100mg/ml de ampicilina (Sigma), 0,8M IPTG (Promega) y 50mg/ml
XGal (Promega)). En una de ellas se afadié 200 pl de bacterias y en la
segunda, tras centrifugar y eliminar 600 pl, se sembraron los 200 ul de células
restantes. Las placas fueron depositadas en una estufa y dejadas a 37°C toda
la noche.
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7. RESULTADOS:
7.1 CARACTERIZACION BIOLOGICA DE AISLADOS DE AMV

Los 10 aislados recolectados en campo a partir de plantas sintomaticas y
asintomaticas de alfalfa, se caracterizaron por su reacciéon en V. unguiculata.
La observacién de sintomas permitié distinguir entre aislados que inducen
mosaico sistémico y aislados que inducen lesiones locales necréticas sin
aparicion de sintomas sistémicos (Tabla 2 y Fig.8). Aquellos aislados que no
indujeron lesiones en V. unguiculata se inocularon en haba para su clonaje
biolégico. Unas cinco lesiones por aislado, tanto necréticas (Fig.8) como
cloroticas (Fig.9), cada una provocada por una colonia de una variante viral,
fueron cortadas e inoculadas en cinco plantas de N. clevelandii (Fig.10), planta
multiplicadora para propagar los clones obtenidos.

Tabla 2. Material vegetal utilizado y sintomas observados.

ALFALFA Lesiones Aparicion de
locales mosaico
necréticas en sitémico en
Vigha Vigna
unguiculata unguiculata
Alfalfa con 111 | No Si
sintomas 113 | No Si
121 | Si No Multiplicadas
124 | No Si en cinco
125 | Si No plantas por
Alfalfasin | 116 | No Si cada aislado de
sintomas 118 | No Si Nicotiana
123 |Si No clevelandii
128 | No Si
129 | No Si

Figura 8. Lesiones necréticas locales que presentd una
de las plantas al ser inoculada pasada una semana Figura 9. Lesiones clordticas locales

en Vigna unguiculata. CITA, febrero

CITA, febrero 2014. 2014
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Figura 10. Mosaico sistémico a partir de

plantas sin sintoma necrético local. Figura 11. Nicotiana clevelandii, planta

multiplicadora.
CITA, julio 2013.

CITA, febrero 2014

Se analiz6 si existe asociacion entre la aparicion de sintomas de mosaico en
las plantas de alfalfa de procedencia de cada aislado con la induccion de
sintomas de mosaico en V. unguiculata, para lo cual los resultados de la Tabla
2 se agruparon como se indica en la Tabla 3 (tabla de contingencia).

El andlisis de la tabla de contingencia mediante un test chi-cuadrado de
comparacion entre frecuencias observadas y esperadas (Tabla 3) indico que la
aparicion de sintomas de mosaico en alfalfa de procedencia del aislado es
independiente de que dicho aislado induzca mosaico en V. Unguiculata, sin
existir relacion estadistica alguna (X?=0,476; P=0,4902, test exacto de Fisher
G=0,483; P=0,487.

Tabla 3. Frecuencia de aparicion de mosaico en alfalfa y V. unguiculata (las
frecuencias entre paréntesis son las esperadas bajo la hipétesis de que no
existe asociacion de sintomas en ambos huéspedes)

N° de carillas con N° de carillas sin Total de plantas
sintoma sintomas

Mosaico en alfalfa | 2 (1,5) 3(3,5) 5

Sin mosaico en 1,5 4 (3,5) 5

alfalfa

Total 3 7 10
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7.2 CONSTRUCCION DE UN CLON DE cDNA DE LONGITUD TOT AL DEL
RNA3 DE AMV

Se hizo en primer lugar un alineamiento de secuencias de aislados de AMV
disponibles en GenBank (Anexol), con el objetivo de disefiar los cebadores
necesarios para amplificar y clonar fragmentos de cDNA de longitud total del
RNA3 de los aislados recolectados en campo, mediante la identificacion de
zonas conservadas en dicho RNA entre distintas secuencias.

El alineamiento de estas secuencias mostraba una alta similitud en las ultimas
bases del extremo 3’, lo que permitia disefiar un cebador. Sin embargo, en el
extremo 5’, la diferencia entre las secuencias era mas notable. Por ello se
decidié amplificar a partir del RNA total un fragmento de 2115 nt con los
cebadores AMV-R3e3.Pstl (R), cuyas bases correspondian al extremo 3’, y
AMV me5F” EcoRI (F), cuyas bases eran complementarias a las bases
posteriores a la region variable del extremo 5’, que si estaban conservadas
(Tabla 1y Fig.6).

Se amplifico dicho fragmento de dos aislados, (121 y 123) que inducian lesion
necrotica en V. Unguiculata (sin sintomas de mosaico) y otros dos (124 y 129)
qgue inducian mosaico sistémico en dicho huésped. El resultado de la
amplificacion se muestra en la figura 12.

Para comprobar que la secuencia del extremo 3’ del alineamiento coincidia con
la secuencia real del genoma de nuestros aislados, se amplifico y secuencié el
extremo 3’ de las muestras positivas mediante RACE 3’ (Fig. 6 y 13). Por otro
lado, para poder disefiar un adaptador que complementara los 27nt no
amplificados correspondientes a la region variable del extremo 5’, se amplificO y
secuencio el extremo 5’ de las muestras positivas mediante RACE 5 (Fig. 6 y
14). Ambas amplificaciones de los extremos se hicieron partiendo de RNA total,
ya que vimos que el dsRNA, extraido en concreto para esta técnica, no se
habia extraido correctamente.

El alineamiento de las secuencias obtenidas, mostré identidad de secuencia en
los 3 aislados amplificados, 121, 124 y 129 de manera que se procedid a
disefiar un adaptador comun para los tres aislados, AMVInk5 (Fig 6), el cual fue
ligado al fragmento de 2115 nt amplificado anteriormente, de forma que se
obtuvo un fragmento de longitud completa del RNA3 de nuestros aislados. El
adaptador AMVInk5 disefiado incluia ademas la secuencia del promotor T7
inmediatamente aguas arriba de la secuencia viral correspondiente al extremo
5’ del RNA 3(Fig. 6). De este modo se podria sintetizar mediante transcripcion
in vitro en presencia de CAP (7MGppp) un RNA que resultada infectivo.

Los fragmentos de longitud completa obtenidos para cada aislado se insertaron
en el vector pUC19 (dianas Xbal y Pstl, Fig.7) y se clonaron en bacterias.
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Figural2a: 1. Marcador 1kb (bhiotools), 2.
Control-, 3-6. Muestras121, 123, 124 y

Figural2b: 1. Marcador 1kb (bigtools), 2.
129

Control-, 3-6. Muestras121, 123, 124 y129.
Recuperacion de gel

Figura13. Gelcomprobacion Figural4. Gelcomprobacion
RACE3'. 1. Markador 100pb RACES'. 1. Markador 100pb
(biotools) 2. Control —3. 121 (biotools) 2. Control -3. 121

4,123 5.124 6.129 4,123 5124 6.129
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7.3 TRANSFORMACION BACTERIANA

En las figuras 15 a 17 se muestran los resultados observados tras la
transformacion en bacterias de las construcciones obtenidas y su posterior
siembra en placas:

w

Figural5. Control positivo (vector pUCLS sin

Figural6. Duplicado control positivo (vector
digerir. pUC13sin digerir).

CITA, junio 2014 CITA, junio 2014

Figural7. Placas con medio de cultivo LB solido. Muestras129 por duplicado y 123 por
duplicado.

CITA, junio 2014.

Como puede observarse, las bacterias no fueron transformadas con el
vector supuestamente introducido. La transformacion si funcioné de forma
correcta puesto que en los controles positivos aparecieron colonias de
bacterias transformadas.
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8. DISCUSION

Trabajos anteriores de caracterizacion biolégica de aislados de AMV
realizados en el laboratorio, hacian pensar en la hipotesis de que la
manifestacion de sintomas de mosaico en alfalfa producida por algunos
aislados pudiera estar relacionada con la inducciéon de mosaico sistémico al
inocular tales aislados en el huésped indicador V. unguiculata. Los
resultados observados en este trabajo, aunque muy preliminares por el bajo
namero de aislados ensayados, hacen pensar que no existe tal relacion, y
que la manifestacion o no de sintomas sistémicos es independiente en
ambas leguminosas.

Con el fin dltimo de identificar el segmento gendmico de AMV responsable
del comportamiento diferencial de sintomas en leguminosas tales como V.
unguiculata y P. vulgaris, en este trabajo se ha pretendido obtener clones
de cDNA de longitud completa correspondientes al RNA3 de aislados de
AMV que manifestaran un comportamiento diferencial en inoculacién sobre
V. unguiculata. La premisa para la obtencion de los clones es que a partir
de ellos se pudiera obtener mediante transcripcion in vitro en presencia de
“CAP”, RNAs analogos al RNA3 que resultaran infectivos al inocularlos en
un huésped junto con el resto de RNAs que componen el genoma completo
de AMV (RNA1 y RNA2) mas la CP o el RNA4 subgendmico. Para ello, es
necesario incluir una secuencia promotora de transcripcion de forma que el
inicio de la transcripcidn coincida lo maximo posible con el inicio de la
secuencia del RNA3 del virus, y que no se comprometa la infectividad del
transcrito obtenido. En el caso del promotor escogido, el del fago T7, el
inicio de la transcripcion se produce inmediatamente a partir de la secuencia
TATA del promotor, tras la que existen tres G que influyen en la eficiencia
de transcripcion. En trabajos previos con el virus del mosaico del pepino
(CMV) (T.M. Rizzo y P. Paulakaitis, 1990) o el virus del enanismo del
cacahuete (C. Hu et al, 1998) se ha visto la relacion entre la eficiencia de
transcripcion y el nimero de bases de G tras la secuencia TATA,
concluyendo que una unica G provoca baja o nula transcripcion de RNA y
dos o0 mas G aumentan progresivamente la eficiencia de transcripcion. En
dichos trabajos también se comprobd que la inclusion de una uUnica G
adicional delante del inicio de la secuencia viral no comprometia
gravemente la infectividad del RNA transcrito. Basandose en estas
observaciones, al adaptador disefiado se le incluyd una G extra tras la
secuencia TATA del promotor e inmediatamente antes del inicio del extremo
5 viral, de manera que el transcrito también la incluiria. Dicha G extra
tampoco deberia influir en la traduccion del RNA transcrito, ya que el marco
de lectura se inicia aguas abajo del extremo 5’, por lo que no resulta
alterado. En otros trabajos, se ha utilizado el promotor del virus sp6 para la
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transcripcion del RNA 4, en este caso sin necesidad de incluir bases extra
(K. Langeris, L.Neeleman & J.Bol, 1986).

En cuanto al fracaso en la recuperacion de colonias transformantes con la
construccion obtenida, es posible que el gran tamafo del inserto viral, de
2142pb, en comparacion con el tamafio del vector pUC19, de 2586pb, haya
dificultado la transformacion por los métodos habituales.

El procedimiento de construccion de los clones de los RNAs 1y 2 de AMV
con el fin de obtener los correspondientes transcritos infectivos seria el
mismo que el seguido en este trabajo para el RNA3. Los RNAs transcritos
de los tres segmentos, junto con las moléculas de la CP y del RNA4
subgendmico, son necesarios para obtener infectividad. La inoculacién en
estas condiciones en V. unguiculata de todas las combinaciones posibles
entre los transcritos de los tres segmentos  gendmicos
(pseudorrecombinantes) proporcionaria informacion sobre el segmento
genomico responsable de la modulacion de sintomas en este huésped
indicador.



9. CONCLUSIONES
De los resultados de este trabajo, se concluyen los siguientes puntos:

-No parece existir relacion entre los sintomas producidos por AMV en alfalfa y
en otras leguminosas, como V. unguiculata y P. vulgaris.

-Se deberan ensayar otros métodos de transformacion bacteriana, escoger un
vector mas estable, o emplear otras cepas de E. coli de células competentes
para el clonaje del fragmento de cDNA completo correspondiente al RNA3 de
AMV.

9. CONCLUSIONS
According to the results of this study, the following points were raised:

-There isn’'t any relationship between the symptoms produced by AMV in alfalfa
and other legumes, such as V. unguiculata and P. vulgaris.

-It must be tried other methods of bacterial transformation, by choosing a more
stable vector, or by using other strains of E. coli competent cells for cloning full-
length cDNA fragment corresponding to AMV RNAS3.
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ANEXO |

NUmero de acceso de GenBank de las secuencias usadas en el alineamiento

Pais de
Aislado origen Huésped RNA32
4251 USA Trifolium repens  K03542 ¢
YSMV USA Medicago sativa M59241 ¢
425M USA Trifolium repens  K02703 ¢
NY-A USA Phaseolus AY340070 CP
vulgaris
NY-B USA Phaseolus AY340071 CP
vulgaris
P.paniculata USA Phlox paniculata DQ124429CP
Joe Davis USA Glycine max HQ185569CP
VIRB Spain Viburnum lucidum EF427449 CP
Tec-1 Spain Tecoma capensis FR715042c
: Hibiscus rosa-
T™M2 Spain . . HE591386 CP
sinensis
cvi Spain Hibiscus rosa-—\eog137 cp
sinensis
Lye-80 France  ooanum AJ130703 CP
lycopersicum
Caa-1 France Capsicum annuum AJ130707 CP
Dac-16 France Daucus carota AJ130708 CP
Lyh-1 France Wild tomato AJ130709 CP
S England Medicago sativa  X00819 ¢
VRU England  -UPINUS AF015716 ¢
polyphyllus
15/64 England  -UPInus AF015717 ¢
polyphyllus
126-A Italy Portulaca oleracea AJ130704 CP
F-430 Italy Phaseolus AJ130706 CP
vulgaris
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Pais de

Aislado origen Huésped RNA3?

195-AN Italy Solanum AJ130705 CP
lycopersicum
Solanum

Da Italy . Y09110 CP
lycopersicum

Lst Italy Lavandula FN667967 ¢
stoechas

Tef-1 Italy Teucrium fruticans FR854391 CP

95-08 Serbia Medicago sativa FJ527748 CP

196-08 Serbia Nicotiana tabacum FJ527749 CP

100-08 Serbia Syringa vulgaris  EU925642 CP

Ca375 Canada  onum DQ314749CP
tuberosum

Cal75 Canada  ooanum DQ314750CP
tuberosum

Ca399 Canada  oanum DQ314751CP
tuberosum

Ca400 Canada  ooanum DQ314752CP
tuberosum

Ca401 Canada  ooanum DQ314753CP
tuberosum

Ca508 Canada  oanum DQ314754CP
tuberosum

Ca518 Canada  Soianum DQ314755CP
tuberosum

Cab16 Canada  ooanum DQ314756CP
tuberosum

AMV-P Brazil Carica papaya FJ858264 CP

AMV-A Brazil Medicago sativa  FJ858265 CP

V.tinus Chile Viburnum tinus JN040542 CP
Solanum

HQ288892.1 Egypt tuberosum HQ288892CP

N20 Australia Medicago sativa  HM807304CP
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Pais de

Aislado origen Huésped RNA3?

S30 Australia Medicago sativa  HM807305CP

S40 Australia Medicago sativa HM807306CP

w1 Australia Medicago sativa HM807307CP

WC3 Australia  Trifolium repens  JN209847 CP

TN Australia Medicago sativa HQ185568CP

. New . .

NZ1 Lincoln Medicago sativa  AF215663 CP
Zealand

NZ34 New Medicago sativa  AF215664 CP
Zealand
New . .

NZ1 Medicago sativa U12509 CP
Zealand

NZ2 New Medicago sativa  U12510 CP
Zealand

175 New Actinidia KC767660 ¢
Zealand guilinensis

176 New Actinidia KC767661c
Zealand glaucophylla

178 New Actinidia fortunatii KC767662 c
Zealand

HZ China -- HQ316637c

AZ Korea -- AB126031 c

Kr Korea -- AB126032 c

KR1 Korea Solanum AF294432 CP

tuberosum
KR2 Korea Solanum AF294433 CP
tuberosum

Secuencia RNA3 completo (c) o parcial (CP) sequence
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