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Resumen

El cultivo de colza (Brassica napus) se utiliza para la produccion de aceite vegetal, biodiesel y
alimento animal. A nivel mundial, ocupa el segundo lugar después del cultivo de soja en cuanto
a la produccion de semillas oleaginosas. En Uruguay, el cultivo de colza se posicion6 entre los
cultivos de importancia a nivel nacional (utilizado como cultivo de rotacidon en invierno). A
pesar de su importancia econémica, la produccion de colza a nivel mundial no alcanza su
maximo potencial de rendimiento y se considera que la infeccion por el virus Turnip Yellows
Virus (TuYV) es una de las principales razones. En 2023, se report6 por primera vez la presencia
de TuY'V en una chacra del litoral oeste uruguayo. Dada la importancia de estudiar la incidencia
del virus en el territorio, en este trabajo se busc6 confirmar la infeccion por TuY'V en plantas
de colza con sintomas asociables a virosis por TuYV en distintas chacras del litoral oeste
uruguayo, abarcando la zona de los departamentos de Paysandu y Rio Negro.

Se confirmo la presencia de TuYV en 22 muestras de 4 cuatro chacras del litoral oeste uruguayo
mediante RT-PCR, con validacion por DAS-ELISA. Los resultados evidenciaron una amplia
distribucién del virus en la zona, detectandose tanto en plantas sintomaticas de la variedad
Phoenix CL como asintomaticas de la variedad Nuola 300. Ademas, se obtuvieron y analizaron
secuencias de fragmentos del genoma de TuYV correspondientes a las regiones codificantes
para el dominio readthrough P3-P5 (RTD) y la ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp).
El analisis filogenético de estas secuencias revel6 una alta variabilidad genética del virus dentro
de las muestras provenientes de Uruguay, asi como a nivel mundial. Un estudio de eventos de
recombinacion en las secuencias estudiadas brindé una explicacion a esa gran variabilidad
encontrada. Finalmente, se evaluaron alternativas para reducir los costos de deteccion del TuYV
en el laboratorio con el fin de poder brindar una prestacion a productores de colza en Uruguay.

Este trabajo representa un primer paso para el establecimiento de un sistema de monitoreo y
diagnostico del TuYV en Uruguay, fundamental para la toma de decisiones e implementacion
de estrategias de manejo que permitan minimizar las pérdidas ocasionadas por la presencia de
TuYV en el pais.
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1. Introduccion

1.1. La Colza (Brassica napus)

La colza (Brassica napus) es una planta oleaginosa de alto valor econdmico perteneciente a la
familia Brassicaceae (Figura 1). Se trata de una especie alotetraploide que surgi6 a partir de
cruces entre Brassica rapa (nabo) y Brassica oleracea (repollo) [1, 2]. Se cultiva
principalmente para la produccion de aceite vegetal de consumo humano, alimento animal y
materiales renovables para biodiésel y aplicaciones industriales [1, 3—5]; diferentes industrias,
como la alimentaria, farmacéutica, cosmética o industrial, aprovechan todas sus partes (flores,
semillas, hojas, tallos y raices) [1].

"~

Figura 1. Cultivo de colza (Brassica napus). Imagen extraida de [6].

El cultivo de colza ocupa el segundo lugar después del cultivo de soja en cuanto a la produccion
de semillas oleaginosas a nivel mundial (Figura 2) [1, 3, 7]. En 2023 se alcanzo6 una produccion
mundial de casi 92 millones de toneladas de semillas de colza, y se estima que el valor de
importaciones y exportaciones mundiales fue de 17 y 15 mil millones de dolares,
respectivamente [7].
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Figura 2. Produccion mundial de semillas oleaginosas entre los afios 1985 y 2022. Fuente: Food
and Agriculture Organization of the United Nations (FAO) [7].

Recientemente se incorpord el cultivo de colza como parte de la rotacion de cultivos de invierno
en Uruguay. Este cultivo comenzo a crecer en Uruguay a partir de 2010, principalmente por el
impulso de Alcoholes del Uruguay (ALUR) que incorpor6 la colza para la produccion de
biodiésel [8]. La produccion de colza nacional alcanzé su méximo historico en la zafra 2022/23
cuando el area cultivada llegd a 348 mil hectéreas y se cosecharon 622 mil toneladas [9]. Sin
embargo, durante las siguientes zafras el area sembrada se contrajo de forma importante debido
a la caida de los precios del producto y la eleccion de otros cultivos de invierno en las rotaciones
de cultivos [10, 11], alcanzando 184.500 hectareas en el invierno de 2023 y 125.000 hectareas
en 2024 [12]. No obstante, en diciembre de 2024 la colza alcanzé su mayor precio en el mercado
europeo desde agosto de 2022 (547 euros por tonelada) [13]. Se espera que esta alza en el precio
impacte en la siembra de colza y que en 2025 se llegue a unas 250.000 hectareas sembradas en
Uruguay [14]. Més alla de las fluctuaciones, la colza se ha posicionado como un cultivo clave
en la rotacion de invierno en Uruguay.

1.2. El Turnip Yellows Virus (TuYYV)

El Turnip Yellows Virus (TuYV) es un virus con genoma de ARN perteneciente al género
Polerovirus de la familia Solemoviridae (anteriormente Luteoviridae) [15, 16]. Es un virus
icosaédrico, sin envoltura, de 24-30 nm de didmetro, con 32 capsémeros por particula (Figura
3) [17]. Se identifico por primera vez en 1970 en el Reino Unido como un aislado europeo del
virus Beet Western Yellows Virus (BWYV) [18], y en 2002 fue reclasificado por el Comité
Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) como miembro de una especie diferente debido a
las diferencias en su rango de hospedadores [19]. Tiene un amplio rango de hospedadores e
infecta a mas de 150 especies vegetales de 23 familias de dicotiledoneas, incluyendo cultivos
de alta importancia econdmica como Lactuca sativa (lechuga), Spinacea oleracea (espinaca),
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Cicer arietinum (garbanzo), Raphanus sativus (rabano) y multiples especies de la familia
Brassicaceae como Brassica oleracea (repollo) y Brassica napus (colza), siendo de particular
interés como patogeno de esta tltima por su elevado valor econdémico a nivel mundial [20, 21].

Figura 3. Micrografia electronica de particulas virales de TuYV. Imagen extraida de [21].
1.2.1. Organizacion genémica de TuYV

El genoma de TuYV consiste de una molécula de ARN monocatenario de sentido positivo de
aproximadamente 5,6 a 6 kb que codifica siete marcos de lectura abiertos (ORF) (Figura 4) [16,
17]. Los ORFs 0, 1 y 2 se localizan en el extremo 5’ y se traducen directamente a partir del
ARN gendmico, se encuentran separados por una region intergénica de los ORFs 3, 3a, 4 y 5,
que se encuentran en el extremo 3’ y se expresan por la traduccion del ARN subgendmico
sgRNA1 [22, 23]. El ORF 0 codifica para la proteina PO, supresora del silenciamiento del
huésped [16, 24, 25]. El ORF 1 codifica para la proteina P1, involucrada en la replicacion viral
[26], que junto con el ORF 2 codifican para la ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp),
mediante la sintesis de una proteina de fusion P1-P2 [16, 24-26]. Los ORFs 3a y 4 codifican
para las proteinas de movimiento P3a y P4 (MP), necesarias para el movimiento de larga
distancia e intracelular, respectivamente [24]. La proteina P3, codificada por el ORF 3, es la
proteina principal de la cépside (CP) [22, 26]. Por otro lado, la proteina menor de la capside,
proteina readthrough P3-P5 (RTD), se genera mediante un mecanismo de lectura continua que
extiende la traduccion mas alla del codon de terminacion de P3 hasta el ORF 5 [26]. P3-P5 es

fundamental para la transmision por afidos, la acumulacion viral y la propagacion en la planta
[16, 22].

3a

Ol
5 L_ORFO ORF2 | _[ORF3] __ORFs 1 _ =
[ORF4 |

Figura 4. Representacion del genoma de TuYV y sus ORF. Figura adaptada de [22].
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1.2.2. Transmision de TuYV

El TuYV se transmite por vectores afidos (pulgones) de manera persistente, circulativa y no
propagativa. Es decir, una vez que el vector adquiere el TuYV al alimentarse de una planta
infectada, lo retiene de por vida y lo propaga a plantas no infectadas cuando se alimenta de estas
ultimas, pero el virus no se replica dentro del mismo vector ni se transmite a su progenie (Figura

5) [15, 20, 25].
% maleza’ sana maleza

maleza infectada
; [R mfectada
uloon portador
\ Z 4
colra mfectada A colza sana colza infectada

-l =

Sid e

St

l%

Figura 5. Esquema que representa la transmision de TuYV en colza, a través de vectores afidos.
Ilustracion generada utilizando la herramienta web Biorender (https://www.biorender.com/).

El principal vector de TuYV es Myzus persicae, el pulgdn verde del duraznero (Figura 6), para
el cual se ha reportado una eficiencia de transmision de hasta 96,4% [27]. Otras especies de
pulgones, como Brevicoryne brassicae (pulgon de la col), Aphis gossypii (pulgon del algodon)
y Macrosiphum euphorbiae (pulgén verde de las solaniceas) también son vectores del TuY'V,
con menores tasas de transmision (menos del 10%) [22]. Hay evidencia que sugiere que la
infeccion por TuY'V altera ciertas conductas y respuestas fisiologicas de los pulgones, como su
comportamiento alimentario y preferencias de asentamiento, de modo que se favorece la
transmision del mismo. Especificamente, se ha demostrado cambios en la conducta de M.
persicae que incluyen un mayor tiempo de ingesta de savia del floema y fases de trayectoria
mas cortas, facilitando la adquisicion del virus. Se ha observado que estos cambios podrian
estar relacionados a la sobreacumulaciéon de un metabolito especifico (M649T530) en las
plantas infectadas [28].
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Figura 6. Myzus persicae, el principal vector de TuYV. Imagen extraida de [29].

El TuYV no se puede transmitir por contacto o mecanicamente, y se cree que no es transmisible
a través de semillas ya que al estar confinado al tejido vascular las particulas virales no podrian
ingresar al 6vulo [21]. No obstante, en un estudio desarrollado en 1999 se detecté TuYV en la
pared de la vaina, el septo y la cubierta de semillas de colza en 2 de 78 embriones evaluados,
indicando que ocasionalmente las particulas del virus podrian llegar al embrion [30].

El amplio rango de huéspedes de TuYV incluye cultivos de invierno y de verano, asi como
malezas, por lo que hay una gran cantidad de potenciales reservorios para el virus que pueden
funcionar como fuente para futuros brotes virales [16, 22, 31]. Adicionalmente, M. persicae
tiene una naturaleza altamente polifaga, aportando a la persistencia de TuYV fuera de las
temporadas de crecimiento de colza y durante las rotaciones de cultivos [2]. De esta forma, hay
una alta probabilidad de permanencia del virus a lo largo de las temporadas, lo cual es un factor
a tomar en cuenta para el control de TuYV. Asimismo, muchas especies de malezas pueden
permanecer asintomadticas y las infecciones pueden pasar desapercibidas, por lo que
contribuyen a la propagacion del virus sin ser detectado [21].

1.2.3. Impacto del TuYV en la colza

La infeccion por TuY'V provoca sintomas como amarillamiento y enrojecimiento de las hojas,
clorosis intervenal, coloracion violdcea o enrojecimiento de los margenes de las hojas,
malformaciones de las hojas y crecimiento atrofiado [2, 3, 24, 25]. El TuYV afecta
negativamente a todos los componentes del rendimiento, incluyendo el nimero de vainas por
planta, el nimero de semillas por vaina y el contenido de aceite por semilla [32]. Ademas, la
infeccion por TuY'V puede tener un impacto perjudicial sobre la composicion de acidos grasos
en las semillas de colza, afectando la calidad de los aceites y harinas producidas con las mismas.
Estos cambios en la composicion pueden afectar la comerciabilidad de los productos si no
cumplen con los requisitos exigidos por el mercado, provocando el virus pérdidas de ingresos
y productividad para los productores [17].

El impacto de TuYV sobre el rendimiento del cultivo depende de las tasas de infeccion, el
genotipo de colza y el momento de la infeccion [2]. Se ha reportado pérdidas de rendimiento
por TuYV en cultivos de colza de 11 a 46%, asi como reduccion en la produccion de semillas
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por planta de 40% a 50% [3, 24]. Se prevé que el impacto de TuY'V aumente como consecuencia
del aumento en las temperaturas por el cambio climatico [3]. Se ha evidenciado que las
temperaturas elevadas pueden aumentar la susceptibilidad de la colza al virus, favorecer una
mayor acumulacion viral en las plantas infectadas y potenciar la actividad de los vectores,
intensificando asi la propagacion de la enfermedad [3, 33].

La infeccion por TuY'V se considera una de las enfermedades de colza mas extendida y comin
en Europa [3], detectada en multiples paises incluyendo Francia, Alemania, Polonia, Ucrania,
Austria, Dinamarca, Grecia, Republica Checa y Serbia, entre otros [5]. La diversidad de cultivos
susceptibles a la infeccion por TuYV ha contribuido a su distribucion a nivel mundial,
habiéndose reportado la presencia de TuY'V en multiples paises afuera de Europa, incluyendo
Australia, China, Iran, India, Sudafrica, Marruecos y Egipto [5, 22]. En Sudamérica se ha
reportado solo en Colombia, Chile y Brasil [34-36]. La propagacion global ha impactado en la
produccion de colza a nivel mundial. Se considera la infeccion por TuY'V una de las principales
razones por las que no alcanza su maximo potencial de rendimiento [2, 20, 32]. En el Reino
Unido, por ejemplo, si bien el méximo potencial de rendimiento est4 estimado en 6,5 toneladas
por hectarea [37], el rendimiento obtenido en los ultimos 10 afios no ha superado las 3,9
toneladas por hectarea [7]; se cree que TuY'V es la principal causa.

En Uruguay, los rendimientos de la colza tampoco parecen alcanzar su maximo potencial.
Mediante la Evaluacion Nacional de Cultivares (ENC), que se lleva a cabo por un convenio
entre INASE (Instituto Nacional de Semillas) e INIA (Instituto Nacional de Investigacion
Agraria), se determina el promedio del rendimiento en grano de los cultivos de colza de tipo
invernal y primaveral anualmente. En los Ultimos afios, se ha percibido un descenso en el
rendimiento promedio de los cultivares tipo invernal. El rinde promedio anual de colza tipo
invernal determinado en la ENC entre los afios 2021 y 2024 fue de 3.364, 3.991, 2.419y 2.570
kg ha'!, respectivamente, notandose una caida muy importante en el afio 2023 [38—41]. Durante
estos afnos, los productores locales han observado la aparicion recurrente de sintomas en el mes
de agosto. Este fenomeno, localmente referido como el “mal de agosto”, fue atribuido a estrés
abiotico. Sin embargo, la falta de efectividad de las medidas tomadas para mitigar el estrés
abidtico, la recurrencia del “mal de agosto” y la importante caida en el rendimiento de los
cultivos en el afio 2023 levant6 sospechas sobre la posibilidad de que hubiera otra causa. Se
plante6 la hipdtesis de que la presencia del virus TuYV fuera la causa de los sintomas
observados, la misma se debia validar mediante un diagnostico certero.

1.2.4. Deteccion de TuYV

El diagnostico de infeccion por TuYV es muy dificil de realizar basandose tnicamente en
sintomas visuales debido a que estos pueden confundirse facilmente con sintomas relacionados
a estrés abidtico, especialmente con sintomas asociados a deficiencia de nutrientes [2, 3, 25].
Dada esta similitud, la infeccion suele pasar desapercibida, por lo que es crucial contar con
métodos de diagndstico para confirmar la presencia del virus inequivocamente. Es de vital
importancia poder atribuir sintomas asociables a virosis con la presencia del virus para poder
tomar medidas acertadas que ayuden al manejo del cultivo.
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Actualmente, los servicios de diagnoéstico de laboratorio para la deteccion del TuY'V en cultivos
comerciales implican el analisis de muestras de hojas mediante RT-PCR (Reverse Transcription
Polymerase Chain Reaction) o métodos serologicos como ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay) o TBIA (Tissue Blot ImmunoAssay) [42]. ELISA y TBIA son técnicas
serologicas sensibles que permiten analizar un gran numero de muestras simultdneamente
mediante el uso de anticuerpos o kits disponibles comercialmente. Sin embargo, en ciertos casos
pueden generar falsos positivos debido a reacciones inespecificas o reactividad cruzada con
factores presentes en las muestras. En contraste, la RT-PCR es un método molecular basado en
cebadores especificos que suele ofrecer una mayor sensibilidad y confiabilidad para el
diagnostico de virus [43].

1.2.5. Estrategias de control de TuYV

Una estrategia de control efectiva del virus TuYV en colza es necesaria para mejorar los
rendimientos del cultivo. En el pasado, dicho control se basaba principalmente en el uso de
insecticidas dirigidos contra el vector, particularmente mediante el tratamiento de semillas [3].
Sin embargo, el uso excesivo y prolongado de estos productos no es efectivo ni sostenible
debido al desarrollo de resistencia de los pulgones. De hecho, M. persicae, el vector principal
de TuYV, ha desarrollado mecanismos de resistencia contra muchos de los insecticidas
disponibles [15, 32]. Adicionalmente, el uso de los insecticidas mas eficaces para el control de
M. persicae, los neonicotinoides, se ha prohibido o restringido en la mayoria de las regiones
productoras de colza debido a sus efectos perjudiciales sobre insectos polinizadores [15, 25,
32]. En Uruguay, si bien no se encuentran prohibidos, desde 2019 se exige receta profesional
para autorizar la compraventa y uso de los insecticidas neonicotinoides [44]. Ante estas
limitaciones, existe una creciente necesidad de implementar estrategias alternativas, como el
desarrollo de genotipos resistentes, para reducir el uso de productos quimicos ecologicamente
dafiinos a los que M. persicae ha desarrollado resistencia y minimizar el impacto de TuYV en
la produccién de colza [25, 32].

La resistencia genética es una de las estrategias mas prometedoras para el control del virus
TuYV en colza. El primer reporte de resistencia a TuY'V se realiz6 en el afio 1994, con la linea
“R54” de B. napus desarrollada mediante el cruce entre B. oleracea y B.rapa, con esta Gltima
como donante de resistencia [25]. Esta resistencia esta asociada a un unico QTL dominante en
el cromosoma A04 y proporciona resistencia parcial, reduciendo la carga viral en la planta [3,
25]. Por otro lado, en 2020 se identifico por primera vez una fuente de resistencia natural en
colza, derivada de la variedad “Yudal” [3]. Si bien esta resistencia también se asocia con un
QTL en el cromosoma A04, presenta diferencias con la de “R54”. En particular, el QTL de
“Yudal” contiene 1.096 loci adicionales que no co-segregan con el de “R54”, lo que sugiere la
presencia de posibles genes alternativos responsables de la resistencia. Ademas, analisis de
marcadores indican que el origen de resistencia en “Yudal” es diferente del de “R54”, ya que
los marcadores co-segregantes en “R54” no estan presentes en “Yudal” [3]. Por otra parte,
recientemente se identificaron nuevas fuentes de resistencia a TuY'V en B. rapa y B. oleracea
que se han introgresado en B. napus mediante la generacion de alotetraploides a través de
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cruzamientos interespecificos [2]. Esta es una estrategia prometedora ya que la diversidad
genética de B. napus es limitada debido a su origen reciente y a la seleccion en programas de
mejoramiento, lo que dificulta la generacion de resistencia a enfermedades como TuY'V [25].
Actualmente existen varias variedades comerciales de colza con resistencia parcial a TuYV. No
obstante, la mayoria de ellas son derivadas de la linea “R54” y el uso exclusivo de esta fuente
de resistencia podria generar una alta presion selectiva para el virus [32]. Frente a esta situacion,
es crucial identificar nuevas fuentes de resistencia para diversificar las estrategias de control,
asegurar la durabilidad de la resistencia y reducir la presion selectiva.

En este contexto con pocas opciones de control disponible, es importante disponer de métodos
de diagnostico para poder prever y controlar la transmision del virus. Asimismo, las practicas
agricolas también tienen un gran impacto en el control efectivo de TuYV. Dado que el virus
puede persistir en malezas y otros cultivos durante todo el afio, su eliminacion, junto con el
control de los pulgones, son practicas clave que pueden reducir significativamente la incidencia
del TuYV [15, 16].

1.3. Antecedentes de este trabajo

En 2023, mediante una colaboracion entre la empresa Unicampo Uruguay y el Instituto de
Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable (IIBCE), se detectod por primera vez en Uruguay
la presencia del TuYV (https://unicampo.com.uy/2023/12/27/el-virus-turnip-yellow-virus-
tuyv-de-la-colza-esta-en-uruguay-y-se-lo-puede-detectar/). Se traté de una chacra en el litoral

oeste uruguayo. A raiz de este hallazgo, y dada la importancia de estudiar la incidencia y
afectacion del virus en el territorio, se planted estudiar mas plantas con sintomas de TuYV en
mas chacras de la zona. En este contexto se plantea el trabajo de esta tesis. Los resultados
obtenidos de la misma seran de importancia para eventualmente establecer un sistema de
vigilancia y diagnostico para controlar la enfermedad y evitar las pérdidas econémicas que
podria significar para el pais, siendo la colza un cultivo de alta importancia a nivel nacional.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo general

Verificar si plantas de colza, provenientes de chacras del litoral oeste uruguayo, en las cuales
se detectaron sintomas asociables a virosis por TuY'V estan infectadas por el virus TuY'V.

2.2. Objetivos especificos

1. Determinar la presencia del virus TuY'V en plantas de colza con sintomas asociables a
virosis por TuYV mediante RT-PCR.

2. Obtener secuencias nucleotidicas de fragmentos del genoma de TuY'V que contienen las
regiones codificantes para el dominio readthrough P3-P5 y la polimerasa viral RdRp.

3. Realizar anélisis filogenético de los fragmentos de genoma de TuY'V secuenciados (en
el objetivo 2) en relacion a secuencias virales disponibles en bases de datos.

4. Obtener informacion que sirva para implementar un protocolo de bajo costo para la
deteccion de TuY'V en plantas de colza por RT-PCR, en el laboratorio del Departamento
de Biologia Molecular del IIBCE.
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3. Metodologia

3.1. Obtencion de muestras

Las muestras de colza las proporcioné la empresa Unicampo Uruguay. Se trabajé con muestras
de plantas provenientes de cultivos de colza de cuatro chacras del litoral oeste uruguayo,
colectadas en la zafra 2023: siete plantas variedad Phoenix CL con sintomas de virosis
provenientes de la chacra La Armonia (Paysandu, coordenadas: -32.0337139, -57.89684), cinco
plantas variedad Phoenix CL con sintomas de virosis provenientes de la chacra Bichadero (Rio
Negro, coordenadas: -32.640178, -57.461587), cinco plantas variedad Phoenix CL con
sintomas de virosis provenientes de la chacra Horqueta (Rio Negro, coordenadas: -32.977245,
-57.703312), y cinco plantas variedad Nuola 300 sin sintomas de virosis provenientes de una
chacra en Camino Los Paraisos (Rio Negro, coordenadas: -32.628231, -57.482013). Las hojas
muestreadas se enviaron al laboratorio en cadena de frio (con hielo). Las muestras se
almacenaron en congelador a -20°C hasta su uso. Adicionalmente, se obtuvieron semillas de la
variedad Phoenix CL, las cuales se cultivaron en el invernadero del IIBCE para obtener plantas
control sin infeccion (control negativo); las muestras derivadas de las mismas se denominaron
“Hojas Control”.

3.2. Extraccion de ARN

Para todas las extracciones de ARN se parti6 de muestras de hojas de plantas de colza
congeladas previamente. Se trituraron las hojas con nitrégeno liquido con ayuda de mortero y
pilon hasta conseguir un polvo fino, que se almaceno a -80°C hasta su uso. Se tomaron medidas
para evitar posibles contaminaciones entre muestras: lavar y esterilizar los morteros cada vez y
procesar muestras asintomaticas y sintomaticas en diferentes dias.

3.2.1. Extraccion de ARN mediante “Trizol casero”

La extraccion de ARN utilizando Trizol casero (fenol 38%:; tiocianato de guanidina 0,8 M;
tiocianato de amonio 0,4 M; acetato de sodio 0,1 M; glicerol 5%) se realiz6 a partir de 50-100
mg del tejido triturado previamente, que se homogeneiz6 en 1 mL de “Trizol casero” con un
émbolo conico de plastico y ayuda de un taladro, luego se incubd a temperatura ambiente por
5 minutos. Posteriormente se agregaron 200 pl de cloroformo, se mezclé invirtiendo sucesivas
veces durante 15 segundos y se dejo reposar 3 minutos a temperatura ambiente. A continuacion,
se centrifugd a 12.000 g por 15 minutos a 4°C en la centrifuga refrigerada Sigma 3-30K. De las
3 fases formadas se transfirio la fase acuosa superior (que contiene el ARN) a otro tubo, se le
afiadio 0,5 mL de isopropanol e incub6 por 10 minutos a temperatura ambiente. A continuacion,
se centrifugd a 12.000 g por 10 minutos a 4°C y se descartd el sobrenadante. El precipitado
remanente se lavd con 1 mL de etanol 75% preparado con agua libre de RNAsas, luego se
resuspendid con ayuda de un vortex y se centrifugéd a 7.500 g por 5 minutos a 4°C. Se descartd
el sobrenadante y se dejo secar el pellet a temperatura ambiente. Luego se resuspendi6 en 50 pl
de agua libre de RNAsas, se incubo por 15 minutos a 60°C en termobloque (Thermo Scientific
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#88871003), y se centrifugd por 1 minuto a temperatura ambiente en la centrifuga
Sorvall Legend Micro 17 Centrifuge (Thermo Scientific). Se tomd una alicuota de 10 pl para la
posterior evaluacion de calidad y cantidad del ARN obtenido, el resto del ARN se almaceno a
-80°C hasta su uso.

3.2.2. Extraccion de ARN mediante kit con columna

Para la extraccion de ARN por columna se utiliz6 el kit PureLink™ RNA Mini Kit (Invitrogen
#12183018A). Se realizaron las extracciones a partir de 50-100 mg de tejido triturado
previamente y se sigui6 el protocolo del fabricante. Para cada extraccion se preparo el buffer
de lisis proporcionado en el kit adicionando ditiotreitol (DTT) como agente reductor a una
concentracion final de 40 mM. Al final de la extraccion se tomo una alicuota de 10 pl para la
posterior evaluacion de calidad y cantidad del ARN obtenido, el resto del ARN se almaceno a
-80°C hasta su uso.

3.3. Evaluacion de la calidad y cantidad de ARN

Se cuantifico el ARN extraido en el equipo Nanodrop® 1000 3.7.1 (Thermo Scientific),
obteniendo ademads el espectro de absorcion y los coeficientes de absorbancia 260/280 y
260/230 para evaluar la pureza del ARN extraido. Adicionalmente, para valorar la calidad e
integridad del ARN extraido se realizd una electroforesis en gel de agarosa al 1% segun las
condiciones descritas en la seccion 3.6.

3.4. Retrotranscripcion de ARN

Una vez cuantificado el ARN extraido y verificado su integridad, se procedi6 con la
retrotranscripcion del mismo. Previamente se realizé un tratamiento con DNasa I (Thermo
Scientific #EN0521) sobre 1 pg de ARN, siguiendo el protocolo del fabricante. Posteriormente
se llevd a cabo la sintesis de ADNc utilizando el kit Revertdid RT Reverse Transcription Kit
(Thermo Scientific #K1691) y hexdmeros al azar (Invitrogen #100026484), siguiendo las
indicaciones del fabricante.

3.5. PCR

La deteccion de TuY'V se realizé mediante PCR a tiempo final utilizando diferentes juegos de
cebadores (Tabla 1) y ADNc obtenido segun seccion 3.4. Las secuencias de los cebadores se
obtuvieron de la bibliografia [16, 45] o se disefiaron para este trabajo utilizando el programa
Primer-BLAST del NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/).
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Tabla 1. Cebadores utilizados para amplificar ADNc de TuYV

T Tamaii
Fragmento Nombre cebador Secuencia (5’ - 3°) (o(n;) alz:;?::,:; Uso

TuYV3terF1 [16] CCGGAGAAGGAAAACTCCGA | 63,5 Deteccion y
TuYV_Juegol 696 pb .
TuTV3terR1 [16] TCGCCTCGTATCACTACCAAC | 60,8 secuenciado
TuYV 3rtpF [16] AACCAACCTCAAGCACCACA | 62,0 Deteccién y
TuYV_Juego2 670 pb .
TuYVF6-AS [16] TTTGACGACATAGCCTCTTC 56,4 secuenciado
TuYV_S5cpF [16] ATCCAGCGTCCGTTGAACTT | 61,2 D i6
TuYV_Juego3 797 pb eteccu.)n Y
TuYVR-K2 deg[16] | ATTGGTCCTCGGCAACGTCR | 65,0 secuenciado
TuYV_3823 Fwd AAACTCCGGTTCCATCGCTT | 61,7
TuYV_Juego6 158 pb Secuenciado

TuYVR-K2 deg[16] | ATTGGTCCTCGGCAACGTCR | 65,0

TuYV_3823 Fwd AAACTCCGGTTCCATCGCTT | 61,7
TuYV_Juego7 1224 pb | Secuenciado
TuYVF6-AS [16] TTTGACGACATAGCCTCTTC 56,4

TuYV_3823 Fwd AAACTCCGGTTCCATCGCTT | 61,7
TuYV_Juego8 1708 pb | Secuenciado
TuYV3terR1 [16] TCGCCTCGTATCACTACCAAC | 60,8

TuYV_5cpF [16] ATCCAGCGTCCGTTGAACTT | 61,2
TuYV_P3P5 2326 pb | Secuenciado
TuYV3terR1 [16] TCGCCTCGTATCACTACCAAC | 60,8

TuYV_RdRp 608F GTCTTCTGTCTCGCCTTGCT 61,6
TuYV_RdRpl 1300 pb | Secuenciado
TuYV_RdRp 1898R | TTCCCCCAGCGTGATTCTTC 63,4

TuYV_RdRp 1716F | AAGACCCAACCGCAGAAGAG | 62,8
TuYV_RdRp2 1900 pb | Secuenciado
TuYV_RdRp 3600R | CTTCGTCGTCGTCTAGGTCG 62,3

TuYV_RdRp 1880F | AAGAATCACGCTGGGGGAAG | 63,2

TuYV_RdRp3 977 pb Secuenciado
TuYV_RdRp 2856R | ACTTTTCTGAACGCCCGGAT 61,7
UBA F [45] TGGACATCCCAGTTTCAACA | 59,5 Control
UBQ 238 pb .
UBA R [45] CTGAAGGACGGCAAAGAAAG | 59,0 Interno

Las PCR se realizaron en una cabina de PCR previamente irradiada con luz UV durante 10
minutos. El ADNc a amplificar se adicion6 a la mezcla en un laboratorio independiente
utilizando una micropipeta designada especificamente para uso con ADNc, de modo de evitar
contaminaciones con productos de PCR. El ADN se amplifico utilizando el termociclador
ProFlex™ Base (Applied Biosystems #4483636).

Las condiciones de PCR se pusieron a punto durante el desarrollo de este trabajo, en donde
finalmente se defini6 utilizar la polimerasa Platinum™ Taq DNA Polymerase (Invitrogen
#15966005) con las siguientes condiciones de reaccion: 2 pl de PCR Buffer 10X, 0,6 ul de
MgCl, 50 mM, 0,4 pl de dNTPs 10 mM (Invitrogen #18427088), 1 ul de cada juego de
cebadores a utilizar (10 uM cada cebador), 0,15 ul de Taq Platinum (5 U/pl), 2 ul de ADNc y
H>O ultrapura para completar un volumen de 20 pl. Cuando la reaccion de PCR se realizé con
el objetivo de detectar la presencia de TuY'V se utiliz6 en simultdneo con el juego de cebadores
para deteccion de TuY'V el juego de cebadores UBQ (control interno). Las condiciones de
ciclados utilizados para cada juego de cebadores se muestran en la Tabla 2. Los productos de
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PCR se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1-2%, dependiendo del tamano
del amplicén esperado, segun las condiciones descritas en la seccion 3.6.

Tabla 2. Ciclados de PCR utilizados con cada juego de cebadores utilizado

Fragmento a amplificar Ciclado

TuYV _Juegol
TuYV _Juegol y UBQ
TuYV_Juego2
TuYV _Juego2 y UBQ
TuYV_Juego3
TuYV _Juego3 y UBQ

95°C 2 min; 40 ciclos (95°C 30s; 58°C 1 min; 72°C 1 min); 72°C 10 min

TuYV_Juego6 95°C 2 min; 40 ciclos (95°C 30s; 58°C 1 min; 72°C 20s); 72°C 10 min

TuYV Juego? 95°C 2 min; 40 ciclos (95°C 30s; 58’ C 1 min; 72°C 1min 15s); 72°C 10
min

TuYV Juego$ 95°C 2 min; 40 ciclos (95°C 30s; 58.°C 1 min; 72°C 1min 45s); 72°C 10
min

TuYV_P3P5 95°C 2 min; 40 ciclos (95°C 30s; 58. C 1 min; 72°C 2min 30s); 72°C 10
min

TuYV RdRpl 95°C 2 min; 40 ciclos (95°C 30s; 58’ C 1 min; 72°C 1min 20s); 72°C 10
min

TuYV_RdRp2 95°C 2 min; 40 ciclos (95°C 30s; 58°C 1 min; 72°C 2min); 72°C 10 min

TuYV_RdRp3 95°C 2 min; 40 ciclos (95°C 30s; 58°C 1 min; 72°C 1min); 72°C 10 min

3.6. Electroforesis en gel de agarosa

Se realiz6 la electroforesis en geles de agarosa (NZYtech #MB02702) al 1-2% en buffer TAE
1X (Tris 40 mM; acido acético 20 mM; EDTA 1 mM) a un voltaje de 80 V, con bromuro de
etidio (concentracion final 0,75 pg/ml) para su visualizacién en un transiluminador UV (UVP
Chromato-Vue Transilluminator Model C-63). Para determinar los tamafios y concentraciones
de los diferentes productos se utilizaron los marcadores de peso molecular Lambda DNA/Pstl
(Thermo Scientific #£ER0611), Lambda DNA/HindIIl Marker (Thermo Scientific #SM0101) o
100 bp DNA Ladder (Invitrogen #15628019). Para sembrar las muestras en el gel se utilizé el
bufter de carga 6X DNA Gel Loading Dye (Thermo Scientific #R0611) a una dilucion final de
1X.

3.7. Secuenciacion por método Sanger

Para confirmar la identidad de los productos de PCR obtenidos se realiz6 una secuenciacion
Sanger de los mismos. Para ello se realizaron PCR segtin las condiciones descritas en la seccion
3.5. Luego se verifico la amplificacion y concentracion del producto mediante una
electroforesis en gel de agarosa (por comparacion con marcador de peso molecular) seglin lo
descrito en la seccion 3.6, para ello se sembré 2 pl del producto de PCR. El resto del producto
de PCR se envi6 a Macrogen (Corea) para su secuenciacion por método Sanger. Una vez
obtenida la secuencia, su identidad se determino utilizando la herramienta blastn del NCBI.
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3.8. Analisis bioinformatico

3.8.1. Ensamblado de secuencias

Para obtener la secuencia nucleotidica consenso de TuY'V, correspondiente a cada muestra
estudiada, se alined y ensamblo las secuencias Sanger obtenidas, a partir de diferentes RT-PCR
de una muestra utilizando el programa QIAGEN CLC Main Workbench 24.0.1
(https://digitalinsights.giagen.com/); se utilizé el genoma de referencia de TuYV con niimero
de acceso del GenBank MT586594.1 [22], Por un lado se obtuvo una secuencia nucleotidica

consenso que codifica para el dominio readthrough P3-P5 (RTD) y la proteina P3a, y por otra
parte se obtuvo un fragmento de la secuencia nucleotidica que codifica para la polimerasa viral
(RdRp). Adicionalmente se tradujo las secuencias consenso para obtener las secuencias
proteicas correspondientes a las proteinas traducidas.

3.8.2. Obtencion de arboles filogenéticos

Con las secuencias consenso provenientes de las diferentes muestras se realizd una busqueda
por homologia en la base de datos del NCBI utilizando las herramientas blastn o blastp para las
secuencias de nucleotidos o proteinas, respectivamente, y se descargaron las secuencias de
TuYV que cubrieran al menos el 70% del query para nucledtidos y 90% del query para
proteinas. Para la generacion de los arboles filogenéticos se nombraron las secuencias de forma
que incluyera el cédigo del pais (Uruguay: URY; Alemania: DEU; Australia: AUS; Brasil:
BRA; Chile: CHL; China: CHN; Chipre: CYP; Colombia: COL; Corea del Sur: KOR;
Eslovaquia: SVK; Estados Unidos: USA; Filipinas: PHL; Francia: FRA; Grecia: GRC; Italia:
ITA; Japon: JPN; Reino Unido: GBR; Republica Checa: CZE; Sudafrica: ZAF; Suecia: SWE;
Turquia: TUR) y el afo de obtencion de la muestra en la que se detecto el virus secuenciado,
siendo el codigo utilizado ‘“AccesionNumber...CodigoPais.Afo”. Luego se realizd un
alineamiento utilizando el programa MEGA11: Molecular Evolutionary Genetics Analysis
version 11.0.13 [46], con la herramienta MUSCLE. Se realinearon las secuencias y se limito el
analisis a la zona comprendida entre los cebadores de los extremos, de modo de garantizar que
el andlisis se realice unicamente con el fragmento de interés.

Se generaron los arboles filogenéticos con el programa CIPRES Science Gateway V3.3
(https://www.phylo.org/) [47], utilizando la herramienta RAxML-HPC BlackBox (8.2.12):
Phylogenetic tree inference using maximum likelihood/rapid bootstrapping on XSEDE [48]. Se
ejecutaron 1000 réplicas de bootstrap, con estimacion de la proporcidon de sitios invariables
(GTRGAMMA +1). En la generacion de arboles en base a secuencias aminoacidicas se utilizo
la matriz de sustitucion de proteinas LG. La visualizacion de los arboles se realizo utilizando el

programa FigTree v1.4.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).
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3.8.3. Analisis de recombinacion de secuencias

Se analiz6 la existencia de eventos de recombinacion en el fragmento RTD de las secuencias
obtenidas (provenientes de diferentes muestras de colza). Para ello se compar6 las secuencias
consenso obtenidas en este trabajo con las secuencias obtenidas de la base de datos del NCBI,
utilizando el programa RDP4 (Recombination Detection Program v.4.101) [49] utilizando los
parametros establecidos por defecto en el programa.

3.9. Test serologico por DAS-ELISA

Para verificar los resultados de RT-PCR se realizé un estudio serologico mediante un DAS-
ELISA (Double Antibody Sandwich — Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Para ello se
analizo la presencia de TuYV mediante el kit comercial Loewe Biochemica GmbH Turnip
Yellows Virus complete kit (SKU: 07009C/096), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
utilizaron los controles positivo y negativo provistos por el kit, asi como la muestra “Hojas
Control” perteneciente a la planta sembrada en el invernadero del IIBCE como un control
negativo extra. El producto de reaccion tras la DAS-ELISA se detectd por medicién de
absorbancia a una longitud de onda de 405 nm en el lector de placas Thermo Scientific
Varioskan® Flash.
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4. Resultados y discusion

4.1. Puesta a punto de la deteccion de TuYV mediante RT-PCR

Para poder detectar al virus TuYV en hojas de colza mediante RT-PCR, de forma confiable y
robusta, fue necesario realizar una puesta a punto de la metodologia a emplear en el laboratorio
del Departamento de Biologia Molecular del IIBCE. El proceso incluy6 la puesta a punto de
condiciones de PCR utilizando diferentes juegos de cebadores obtenidos de la bibliografia,
diferentes Taq polimerasas y la evaluacion de diferentes métodos de extraccion de ARN.

4.1.1. Evaluacion de juegos de cebadores para la amplificacion de TuYV

En primer lugar se evalud la eficiencia de diferentes juegos de cebadores que permiten
amplificar diferentes zonas del genoma del virus TuYV: TuYV Juegol, TuYV Juego2 y
TuYV Juego3, segun las condiciones de PCR reportadas por Slavikova et al. en 2022 [16],
utilizando la enzima Platinum™ Taq DNA Polymerase. En la Figura 7 se muestra un esquema
que ilustra la posicion de los fragmentos a amplificar con cada juego de cebadores en referencia
al genoma de TuYV. Los tres juegos permiten amplificar diferentes zonas de la regioén
codificante del dominio readthrough P3-P5 (RTD) y la proteina P3a. Adicionalmente, se
incluyo un control positivo interno en la PCR disefada para detectar TuY'V, para ello se
incorporo el juego de cebadores UBQ que permite detectar la expresion de la ubiquitina de
colza (un gen housekeeping). De esta forma, la amplificacion de UBQ, en simultaneo con la
amplificacion de un fragmento de TuY'V, sirve como control de no degradacién del ADNc y de
ausencia de inhibicion en la PCR.

TuYV_Juego2
TuYV_Juego3 TuYV_Juegol
PO 1’3’3 MP
P1 CP

RdRp P3P5

—— A — ]

1.000 2.000 3.000 4.000 $.000
I I I I I

Figura 7. Representacion del genoma de TuYYV, sus regiones codificantes y las regiones
amplificadas por los juegos de cebadores TuYV_Juegol, TuYV_Juego2 y TuYV_Juego3. Flechas
azules indican las regiones codificantes: PO: proteina codificada por ORF 0; P1: Proteina codificada
por ORF 1; RdRp: polimerasa de ARN dependiente de ARN, codificada por los ORF 1y 2; P3a:
proteina codificada por ORF 3a; MP: proteina de movimiento codificada por ORF 4; CP: proteina
principal de la capside, codificada por ORF 3; P3P5: proteina menor de la capside, codificada por los
ORF 3y 5. Flechas verdes indican las regiones amplificadas por los juegos de cebadores utilizados
para detectar TuY'V. Figura generada con el programa CLC Main Workbench 24.0.1.
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Para la puesta a punto se utilizaron dos muestras de colza provenientes de la chacra La Armonia,
A1l y A3. Las mismas corresponden a las muestras utilizadas en el primer reporte de presencia
de TuYV en Uruguay (realizada en 2023 por Unicampo Uruguay y el IIBCE). En la Figura 8
se encuentran las electroforesis en gel de agarosa con los resultados de RT-PCR utilizando los
tres juegos de cebadores estudiados (TuYV_Juegol, TuYV Juego2 y TuYV Juego3) y ADNc
de las muestras Al y A3, asi como de la muestra “Hojas Control” (control negativo). En la
misma se evidencia la diferencia en el desempeno de los tres juegos de cebadores. Por un lado,
se observa que con los juegos de cebadores TuYV Juegol y TuYV Juego3 se logré amplificar
fragmentos del tamafio esperado (696 pb y 797 pb, respectivamente) en las muestras Al y A3.
Por otro lado, si bien con el TuYV_ Juego2 se obtuvo un fragmento del tamafio esperado (670
pb) para la muestra A1, no se obtuvo el fragmento esperado para la muestra A3 (la cual mostrd
ser positiva para TuYV utilizando los juegos de cebadores TuYV Juegol y TuYV Juego3).
Cabe destacar que UBQ se amplificé correctamente en todas las muestras, por lo que se descarta
la posibilidad de una degradacion del ADNc o inhibicion de la reaccion. Ademas, no se obtuvo
amplificacion para el control negativo “Hojas control” con ninguno de los juegos de cebadores
utilizados, lo que confirma la ausencia amplificacion inespecifica (sin generacion de falsos
positivos) o contaminacion. De esta forma, la ausencia de amplificado para A3 con
TuYV_Juego2 pudo deberse a que este juego de cebadores no detecta ciertas variantes virales
debido a polimorfismos en la zona de hibridacion de los cebadores, lo cual se debe estudiar en
mayor profundidad. Ante estos resultados se decidid priorizar la deteccion de TuY'V con los
pares de cebadores TuYV Juegol y TuYV Juego3, sin descartar el uso de TuYV_Juego?2.

B @ M HC A3 A1 B
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448 pb 448 pb
247 pb 247 pb

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 1,2% para visualizar los productos de RT-PCR
realizadas con los juegos TuYV_Juegol (A), TuYV_Juego2 (B) y TuYV_Juego3 (C), y juego
UBQ como control interno para todos los casos. M: Marcador de peso molecular Lambda/Pstl. HC:
“Hojas Control”. A1 y A3: Plantas 1 y 3 de la chacra La Armonia, respectivamente. B: Blanco.

4.1.2. Optimizacion de condiciones de PCR para la amplificacion de TuYV

Otro aspecto a evaluar en la puesta a punto de la deteccion de TuYV fue las condiciones
especificas de la reaccion de PCR para la amplificacion de los fragmentos del genoma viral. Se
evaluaron condiciones de PCR que permitieran optimizar la amplificacion de fragmentos del
genoma viral, esto incluye el niimero de ciclos de amplificacion, la temperatura de hibridacion
de cebadores y la polimerasa a utilizar.
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Lo primero que se modifico respecto a lo reportado por Slavikova et al. [16] fue el nimero de
ciclos. Se decidi6é aumentar de 30 a 40 el mismo, con el fin de optimizar la deteccidon en casos
de baja carga viral.

En cuanto a las temperaturas de hibridacion, Slavikova y colaboradores [16] reportan utilizar
una temperatura de 60°C. Se decidio realizar pruebas para evaluar dos temperaturas diferentes,
58°C y 60°C, teniendo en cuenta las temperaturas de melting (Tm) de los cebadores a utilizar
(Tabla 1), utilizando el siguiente ciclado: 95°C 2 minutos; 40 ciclos (95°C 30s; 58°C o 60°C 1
min; 72°C 40s); 72°C 10 min. Con ambas temperaturas se logré amplificar el ADNc del virus,
con la diferencia que al utilizar la temperatura de 58°C las bandas presentaron una mayor
intensidad, permitiendo obtener unos resultados mas claros visualmente. También se evalu¢ la
alternativa de utilizar un ciclado touchdown, en el cual al disminuir gradualmente la temperatura
de hibridacion a medida que avanzan los ciclos se busca evitar la amplificacion de ADN
inespecificamente o disminuir la formacion de dimeros de cebadores en los primeros ciclos, a
la vez que posteriormente se baja la temperatura para aumentar la probabilidad de hibridacion
de los cebadores. El ciclado fouchdown utilizado fue el siguiente: 95°C 2 minutos; 2 ciclos
(95°C 30s; 60°C 1 min; 72°C 40s); 2 ciclos (95°C 30s; 58°C 1 min; 72°C 40s); 36 ciclos (95°C
30s; 55°C 1 min; 72°C 40s); 72°C 10 min. Con este ciclado se obtuvieron algunas bandas
inespecificas y en algunos casos se vio un smear significativo, dificultando la interpretacion de
los resultados. En la Figura 9 se muestra ejemplos de los resultados obtenidos para las diferentes
condiciones al utilizar el juego de cebadores TuYV Juegol para una muestra negativa (“Hojas
Control”) y una positiva (Al). Frente a estos resultados se decidido descartar este ciclado
touchdown y mantener 58°C como la temperatura de hibridacion de los cebadores para la
deteccion de TuY'V por RT-PCR.

805 pb
805 pb

Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa al 1% para visualizar los productos de RT-PCR
realizadas con TuYV_Juegol a diferentes temperaturas de hibridacion: 58°C (A), 60°C (B) y
ciclado touchdown (C). M = Marcador de peso molecular Lambda/Pstl. HC: “Hojas Control”. Al:

Planta 1 de la chacra La Armonia. B: Blanco.

Como opcidn para mejorar la eficiencia de las PCR se decidié evaluar el desempefio de la
enzima Platinum™ Multiplex PCR Master Mix (Applied Biosystems #4464268), una
polimerasa disefiada para reacciones multiplex, como alternativa a la Taq Platinum. En la Figura
10 se muestra un ejemplo de los resultados obtenidos al realizar la amplificaciéon con
TuYV Juegol y UBQ en simultdneo bajo las mismas condiciones con las diferentes
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polimerasas. Se observo que con la polimerasa Platinum Multiplex, si bien se obtuvieron bandas
de mayor nitidez e intensidad para el control interno, también se obtuvo una amplificacion
menos especifica, ya que se observo bandas adicionales a las esperadas para TuYV Juegol y
UBQ. Teniendo en cuenta estos resultados, y que la polimerasa Platinum Multiplex es
significativamente mas costosa, se decidid continuar con la polimerasa Taq Platinum para la
deteccion del TuY V.

;9 M Al A3 B IS8 M Al A3 B
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Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa al 1% para visualizar los productos de RT-PCR
realizadas con TuYV_Juegol con diferentes enzimas polimerasa: Platinum™ Taq DNA
Polymerase (A) y Platinum™ Multiplex PCR Master Mix (B). M = Marcador de peso molecular
Lambda/Pstl. A1 y A3: Plantas 1 y 3 de la chacra La Armonia, respectivamente. B: Blanco.

4.1.3. Evaluacion de dos métodos de extraccion de ARN

Durante la puesta a punto se utilizé como método de extraccion de ARN el kit PureLink™ RNA
Mini Kit de Invitrogen, basado en columnas de silica. Considerando el alto volumen de muestras
a manejar a lo largo del proyecto propuesto, con el objetivo de reducir los costos de la deteccion
de TuYYV, se decidio6 evaluar el método de “Trizol casero”, basado en una extraccion con fenol
e isotiocianato de guanidinio, como alternativa. Para ello, se probdé ambos métodos de
extraccion para dos muestras y se comparo6 la cantidad, calidad e integridad del ARN obtenido
mediante las técnicas de electroforesis en gel de agarosa y de Nanodrop. Una extraccion de
ARN de alta calidad es de suma importancia para los siguientes pasos en el proceso del
diagndstico, ya que no solo se requiere obtener una cantidad suficiente de ARN que permita la
deteccion del virus, sino que también debe asegurarse la integridad del ARN y evitar
contaminantes que puedan interferir con las posteriores reacciones (retrotranscripcion y PCR).

En la Figura 11 se muestra un gel de agarosa en donde se compara los ARN extraidos por los
diferentes métodos para dos muestras de hojas de colza. Para que los productos de extraccion
sean comparables, se partid de cantidades similares de tejido para cada muestra: para las
extracciones con “Trizol casero” se partié de 47 mg de tejido de A1 y 54 mg de A3, y para las
extracciones con kit se partio de 59 mg y 58 mg, respectivamente. Se puede observar que la
extraccion con kit produjo bandas menos intensas que la extraccion con “Trizol casero”, pero
presenta una menor cantidad de bandas adicionales de menor peso molecular. Adicionalmente,
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la mayor nitidez de las bandas correspondientes a los ARN ribosomales 18S y 28S para la
extraccion con kit puede ser indicador de una purificacion con mayor integridad del ARN.

Alp A3; Al A3,

2027 pb

-

Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa al 1% para evaluar la calidad de ARN extraido por
dos métodos. M: Marcador de peso molecular Lambda DNA/HindlIll. A1t y A3t: ARN extraido con
método de “Trizol casero” de las plantas 1 y 3 de la chacra La Armonia. Alx y A3k: ARN extraido con
método de kit PureLink™ RNA Mini Kit de las plantas 1 y 3 de la chacra La Armonia.

Adicionalmente, en la Figura 12 se encuentra el espectro de absorbancia obtenido con el
Nanodrop para las mismas muestras, y se puede ver que los resultados obtenidos concuerdan
con lo evidenciado en la electroforesis en gel de agarosa. Por un lado, las concentraciones de
las muestras de extraccion con “Trizol casero” fueron significativamente mayores que las de
extraidas con kit, lo cual explica las diferencias en la intensidad de las bandas en el gel de la
Figura 11. Por otro lado, a pesar de obtener una concentracién mayor en las extracciones con
“Trizol casero”, los perfiles de las muestras extraidas con kit se ajustan mas a lo esperado para
un ARN con menor cantidad de contaminantes. Los coeficientes 260/280 y 260/230 reflejan la
relacion entre el acido nucleico y los contaminantes proteicos u orgéanicos, respectivamente,
que puedan haber quedado durante la purificacion. Un coeficiente 260/280 de
aproximadamente 2,0 es generalmente aceptado como de alta pureza para ARN en cuanto a
ausencia de proteinas, mientras que una relacion considerablemente menor puede indicar la
presencia de proteinas, fenol u otros contaminantes con absorbancia a 280 nm. Por otro lado, el
coeficiente 260/230 tiene un valor esperado en el rango de 1,8-2,2 para un 4cido nucleico con
alta pureza, y valores menores indican la posible contaminacién por compuestos organicos o
contaminantes con un pico de absorbancia a 230 nm [50]. De este modo, en un espectro de
absorbancia tipico para una extraccion de ARN se espera un pico pronunciado a 260 nm, sin
presencia de picos a 280 nm ni 230 nm. Al comparar los métodos de extraccion realizados sobre
las plantas 1y 3 de la chacra La Armonia, se observod diferencias en la pureza del ARN obtenido
para cada planta. Los valores de 260/280 fueron similares en todas las muestras, con pequefias
variaciones entre las extracciones con “Trizol casero” (2,04 en ambas plantas) y con kit (2,11
en la planta 1 y 2,16 en la planta 3), indicando que con ambos métodos se obtuvo un ARN
relativamente puro en términos de contaminacion por proteinas. Por otra parte, entre los
coeficientes 260/230 se encontraron diferencias mas marcadas. Para la planta 1, el ARN
extraido con “Trizol casero” presentd un valor de 260/230 de 1,35, mientras que con el kit
descendi6 a 0,73, indicando una mayor presencia de contaminantes organicos en esta ultima.
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En la planta 3, el ARN extraido con “Trizol casero” tuvo un coeficiente 260/230 de 0,39,
mientras que con el kit alcanzd un valor de 1,64, sugiriendo una mejor calidad del ARN
obtenido con este ultimo. Entre las muestras evaluadas, la extraccion con kit de la planta 3 de
la chacra La Armonia (representada en la parte D de la Figura 12) seria la que mejor cumple
con los requisitos de pureza, aunque idealmente no deberia presentar el pico a 230 nm.
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Figura 12. Espectro de absorbancia de diferentes muestras para evaluar la cantidad y calidad de
ARN extraido por diferentes métodos. A y B: ARN extraido por método de Trizol casero de las
plantas 1y 3 de La Armonia, respectivamente. C y D: ARN extraido por método de kit PureLink™
RNA Mini Kit de las plantas 1 y 3 de La Armonia, respectivamente

Si bien la extraccion con kit tuvo un mejor desempefio de acuerdo a los resultados hasta este
punto, se decidid comprobar el desempeiio de las muestras extraidas por los diferentes métodos
en una RT-PCR dirigida a detectar TuY V. De este modo se comparo6 los resultados de RT-PCR
sobre muestras de ARN extraidas con ambos métodos, utilizando en simultaneo un juego de
cebadores para detectar TuYV (TuYV_Juegol) y uno para detectar ubiquitina de colza (UBQ)
como control interno, de forma de determinar la integridad del material a lo largo del proceso.
En la Figura 13 se muestra un ejemplo de los resultados obtenidos al comparar ambos métodos
y se observa que al utilizar las muestras extraidas con “Trizol casero” en una de ellas no se
logré detectar la UBQ, mientras que para la misma muestra extraida con kit si se detect6 la
UBQ. Esta diferencia podria deberse a la degradacion del ARN en el proceso, o a una inhibicion
generada por contaminantes en las muestras extraidas con Trizol. Si bien este resultado podria
deberse a un caso particular, otras RT-PCR de muestras extraidas con “Trizol casero” también
tuvieron un peor desempeio que las muestras extraidas con kit.
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Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa al 1% para visualizar los productos de RT-PCR
realizadas con TuYV_Juegol y UBQ en simultianeo sobre diferentes muestras. M: Marcador de
peso molecular Lambda/Pstl. A1ty A3t: RT-PCR del ARN extraido con Trizol de las plantas 1y 2 de
La Armonia. Alkx y A3k: RT-PCR del ARN extraido con kit de las plantas 1 y 2 de La Armonia. B:
Blanco.

Frente a los resultados obtenidos se decidi6 utilizar el kit PureLink™ RNA Mini Kit como
método para la extraccion de ARN para la deteccion de TuY'V en hojas de colza, ya que se
obtuvo ARN de una calidad algo mejor y se demostré que en la RT-PCR tiene un mejor
desempefio que muestras extraidas por el método de “Trizol casero”.

En la Figura 14 se muestra un esquema del flujo de trabajo (workflow) a seguir para la deteccion
de TuYV mediante RT-PCR, en base al método de RT-PCR establecido: extraccion de ARN de
hojas con el kit PureLink™ RNA Mini Kit; cuantificaciéon con Nanodrop; tratamiento con
DNasa I sobre 1 pg de ARN; retrotranscripcion con hexameros al azar; tres PCR independientes
realizadas con Taq Platinum y los pares de cebadores TuYV Juegol, TuYV Juego2 o
TuYV_ Juego3, en los tres casos con juego de cebadores para amplificar la UBQ en simultaneo
y utilizando el siguiente ciclado: 95°C 2 minutos; 40 ciclos (95°C, 30s; 58°C, 1 min; 72°C 1
min); 72°C 10 min; visualizacion del producto de PCR mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1,2%; y demostracion de la presencia del TuY'V en las muestras de resultado positivo
mediante secuenciacion Sanger.
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Figura 14. Esquema resumen del workflow desarrollado para la deteccion de TuYV mediante
RT-PCR. Ilustracion generada utilizando la herramienta web Biorender (https://www.biorender.com/)
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4.2. Deteccion de TuYV en muestras de colza del litoral oeste uruguayo

Se analizaron 22 plantas con y sin sintomas de virosis procedentes de cuatro chacras del litoral
oeste uruguayo, colectadas en la zafra 2023. En la Figura 15 se muestran ejemplos de los
sintomas observados en las plantas analizadas. Se analizaron siete plantas de la variedad
invernal Phoenix CL con sintomas de virosis provenientes de la chacra La Armonia (Al, A2,
A3, A4, A5, A6, A7), cinco plantas de la variedad Phoenix CL con sintomas de virosis
provenientes de la chacra Bichadero (B2, B3, B4, B6, B7), cinco plantas de la variedad Phoenix
CL con sintomas de virosis provenientes de la chacra Horqueta (H1, H2, H3, H4, H5), y cinco
plantas de la variedad primaveral Nuola 300 sin sintomas de virosis provenientes de una chacra
en Camino Los Paraisos (S1, S2, S3, S4, S5). En la Figura 16 se muestra un mapa con la
ubicacion de las cuatro chacras. Adicionalmente, se analizaron las “Hojas Control” de plantas
sembradas en el invernadero del IIBCE, como control de que muestras sin infeccion no
resultaran positivas (falsos positivos).

Figura 15. Sintomas de virosis por TuYV presentes en chacras uruguayas en 2023. A: Vista
general de una chacra afectada. B, C y D: sintomas en hojas individuales. Imagenes proporcionadas
por la empresa Unicampo Uruguay.
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Figura 16. Mapa de Uruguay en donde se indica la ubicacion de las chacras muestreadas en este
trabajo. Ilustracion generada utilizando la herramienta web Atlist (https://www.atlist.com/).

4.2.1. Deteccion de TuYV mediante RT-PCR

Se estudio la presencia de TuYV en las 22 muestras de colza del litoral oeste uruguayo
siguiendo el método de RT-PCR establecido anteriormente (Figura 14). Se detectd la presencia
del virus en las cuatro chacras analizadas, por lo que se puede asumir que hay una amplia
distribucion del TuY'V entre los departamentos de Paysandi y Rio Negro. Se asume que la
distribucién del mismo abarca una distancia de al menos 106 km (distancia entre las dos chacras
mas lejanas: La Armonia y Horqueta), y que probablemente el virus también se haya expandido
a otras zonas del pais. En la Tabla 3 se presenta de forma resumida los resultados obtenidos
para la deteccion de TuY'V en las muestras analizadas mediante RT-PCR.
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Tabla 3. Resumen de los resultados obtenidos para la deteccion de TuYV mediante RT-PCR en
22 muestras provenientes de chacras del litoral oeste uruguayo, utilizando tres juegos de
cebadores especificos.

Chacra Muestra | TuYV_Juegol | TuYV_Juego2 | TuYV_Juego3
Al A 4+ 4+
A2 A 4+ 4+
A3 + - 4
La Armonia A4 ¥ I +*
AS +F 4
A6 + 4
A7 + + +
B2 4 4 +
B3 + + +
Bichadero B4 4 e 4
B6 < 4+ 4
B7 < 4+ 4
HI - - -
H2 + - +
Horqueta H3 + + +
H4 - - -
H5 + - +
S1 - -
S2 + - +
N -
S4 I o
S5 o 4
“Hojas Control” i i i
(control negativo)

Inicialmente se esperaba detectar la presencia del virus en muestras provenientes de plantas con
sintomas y no detectar el virus en las muestras asintomaticas. Para las chacras La Armonia y
Bichadero, los resultados coincidieron con lo esperado. De las siete muestras sintomaticas de
la chacra La Armonia, todas resultaron positivas con los juegos de cebadores TuYV Juegol y
TuYV_Juego3, pero con el juego TuYV_Juego2 no se obtuvo el fragmento esperado para una
de las cinco muestras ensayadas (A3). En cuanto a las cinco muestras sintomaticas evaluadas
de la chacra Bichadero, se obtuvo amplificacion con los tres juegos de cebadores utilizados para
todas las muestras. En el caso de las cinco muestras de la chacra Horqueta, pese a ser todas
sintomaticas, para dos de ellas no se obtuvo amplificacion con ninguno de los tres juegos de
cebadores utilizados. Este resultado podria implicar que los sintomas no estaban asociados a
virosis y podian deberse a otras causas, como estrés abiotico, pero es una posibilidad poco
probable dado que otras muestras obtenidas de la misma chacra si resultaron ser positivas para
TuYV. Este resultado inesperado podria deberse a que en estas plantas se tuviera una baja carga
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viral, por lo cual seria interesante poder realizar una técnica mas sensible como la RT-qPCR e
intentar evaluar esta posibilidad, o podria tratarse de variantes del virus que por polimorfismos
o variabilidad genética los cebadores utilizados no permitieron amplificar los fragmentos
esperados, para lo cual se podria evaluar la amplificacion de otros fragmentos con cebadores
diferentes o utilizar otra técnica independiente de cebadores. Por otra parte, de las tres muestras
de la chacra Horqueta que si resultaron positivas con los juegos de cebadores TuYV Juegol y
TuYV_Juego3, dos de ellas (H2 y H5) no permitieron amplificar el fragmento esperado para el
juego TuYV_Juego2.

Los resultados obtenidos para las muestras de la chacra de Camino Los Paraisos también fueron
inesperados. A pesar de tratarse de muestras asintomaticas, tres de las cinco muestras evaluadas
(S2, S4, S5) resultaron ser positivas con los juegos de cebadores TuYV Juegol vy
TuYV_Juego3. Cabe destacar que las muestras provenientes de esta chacra pertenecen a una
variedad de colza (Nuola 300) diferente a la de las otras chacras con muestras sintomaticas
(Phoenix CL), lo que podria significar que la ausencia de sintomas se deba a que se trata de una
variedad de colza con mayor tolerancia a TuY V. Frente a estos resultados el Ing. Agr. Esteban
Hoffman de la empresa Unicampo Uruguay consulto a su proveedor de semillas y confirmo que
la variedad Phoenix CL es susceptible al virus mientras que Nuola 300 es mas tolerante
(comunicacion personal). Seria de interés poder estudiar la carga viral de estas muestras y
compararlas con las muestras sintomaticas mediante qPCR, para evaluar si la falta de sintomas
podria estar vinculada con una baja carga viral.

Es importante destacar que no se amplifico ningiin fragmento de TuY'V a partir de la muestra
“Hojas Control”, proveniente de la planta de colza crecida en el invernadero del IIBCE como
control negativo, desestimando la posibilidad de haber obtenido falsos positivos en el proceso.
Por otro lado, se resalta la ausencia de amplificacion con el par de cebadores TuYV Juego2 en
multiples muestras que fueron positivas con TuYV Juegol y TuYV Juego3. Este resultado,
que también se habia observado en la puesta a punto, puede indicar la presencia de
polimorfismos o variantes que impiden la hibridacion de los cebadores.

En una ultima etapa, mediante secuenciacion Sanger y posterior verificacion de la identidad de
las secuencias obtenidas utilizando la herramienta blastn del NCBI se demostré que los
productos amplificados con los juegos de cebadores TuYV Juegol, TuYV Juego2 y
TuYV Juego3 eran los esperados, hubo coincidencia entre la secuencia de los fragmentos
obtenidos y lo esperado segtin los genomas de TuY'V existentes en la base de datos. De las 22
muestras estudiadas por RT-PCR, se secuencio el producto de PCR obtenido con el
TuYV Juegol para 11 muestras (Al, A2, A3, A4, H2, HS, B6, B7, S2, S4, S5; representando
el 61% de muestras positivas con TuYV Juegol), el producto de PCR obtenido con el
TuYV Juego2 para 5 muestras (Al, A2, H3, B6, B7; representando el 50% de muestras
positivas con TuYV Juego2) y el producto de PCR obtenido con el TuYV Juego3 para 11
muestras (Al, A2, A3, A4, H2, HS, B6, B7, S2, S4, S5; representando el 61% de muestras
positivas con TuYV_Juego3). Todos los productos de PCR secuenciados derivaron de TuY'V,
confirmando la identidad del 59% de las PCR positivas para el TuYV obtenidas y la
especificidad de la RT-PCR. Estos resultados, junto con la ausencia de falsos positivos en la
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muestra del control negativo, permiten decir que la RT-PCR utilizada para la deteccion de TuY'V
es especifica.

4.2.2. Deteccion de TuYV mediante DAS-ELISA

Con el fin de validar los resultados obtenidos por RT-PCR con un método alternativo se realizd
un andlisis de presencia o ausencia del TuYV mediante un método seroldgico sobre las mismas
muestras de colza analizadas anteriormente por RT-PCR. Esto permite asegurar la confiabilidad
de los resultados obtenidos mediante la comparacion con una segunda técnica independiente.
El inmunoensayo realizado fue un DAS-ELISA especifico para detectar TuYV. Para ello se
utilizé el kit Loewe Biochemica GmbH Turnip Yellows Virus complete kit como se detalla en la
seccion 3.9 de Metodologia. En la Figura 17 se muestra un esquema representando el workflow
para la deteccion de TuYV mediante DAS-ELISA. La deteccion con este kit estd basada en el
desarrollo de coloracion amarilla en las muestras positivas al generarse 4-nitrofenol (4-NP)
como producto de catalisis entre el sustrato, p-nitrofenil-fosfato (pNPP), y la fosfatasa alcalina
(FA) conjugada a la IgG anti-TuY'V que permite inferir sobre la presencia del virus. Se requiere
utilizar controles adecuados para poder asegurar que un resultado es positivo y que no se trata
de ruido de fondo. El kit proporciona sus propios controles para utilizar como verificacion de
reacciones positiva y negativa. En este trabajo se utilizé también la muestra “Hojas Control”,
proveniente de una planta negativa sembrada en el invernadero del IIBCE.

Molienda Diluciéon 1:20 wiv
de tejidos en Sample Buffer

FA
Lavado x4 e : Lavado x4 Lavado x4 = Incubacion
Wash Buffer ® « 4 ©  Wash Buff ‘ f“w (\ Wash Buffe (\ 2h
Af | At o LY Pr = 05
\1(, ush Buffer Y ‘ash Buffer 2 2 ash Buffer 2 $ )

Sensibilizacion Agregado de Agregado de 1gG Agregado de Lectura de
de placa con muestras anti-TuYV sustrato absorbancia
IgG anti-TuYV conjugado a FA a405 nm

Figura 17. Esquema del workflow para la deteccién de TuYV mediante DAS-ELISA utilizando el
kit Loewe Biochemica GmbH Turnip Yellows Virus complete kit. llustracion generada utilizando la
herramienta web Biorender (https://www.biorender.com/)

En la Tabla 4 se muestra los resultados de absorbancia a 405 nm obtenidos para las 22 muestras
analizadas y los diferentes controles utilizados. Como se detalla en la tabla, los resultados
obtenidos mediante la técnica de DAS-ELISA permitieron verificar los resultados obtenidos
por RT-PCR, demostrando la validez de ambos métodos como estrategias para la deteccion del
TuYV en muestras de colza. Para las muestras analizadas ambos métodos tuvieron igual
desempefio. Para el total de las muestras positivas por RT-PCR se obtuvieron absorbancias
mayores a las de los controles negativos y mayores al control positivo del kit. Para las cuatro
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muestras negativas para TuYV por RT-PCR (H1, H4, S1, S3), en el analisis por DAS-ELISA se
obtuvieron absorbancias menores al control negativo del kit y al control negativo “Hojas
Control”.

Tabla 4. Resumen de los resultados obtenidos para la deteccion de TuYV mediante DAS-ELISA
en 22 muestras provenientes de chacras del litoral oeste uruguayo

Chacra Muestra Absorbancia Resultado Resultado
405 nm DAS-ELISA RT-PCR

Al 4,829 4 4+

A2 5,666 4 4

A3 3,987 4 +

La Armonia A4 4,852 I 4+

A5 3,410 4 4

A6 4,349 4 4

A7 5,113 4 4

B2 6,000 4 4

B3 2,409 4 +

Bichadero B4 4,681 4 +

B6 6,000 4 +

B7 6,000 4 +

HI 1,101 - -

H2 2,559 4 +

Horqueta H3 3,363 + +

H4 1,024 - -

HS5 6,000 4 +

S1 0,6305 - -

S2 2,841 4 +

b s | e [ -

S4 4,549 4 +

S5 4,118 4 +

(cIo{Ii)tJre(l)si EZ;:;O\}O) 1,187 i )

Control Positivo kit 2,406
Control Negativo kit 1,280

4.2.3. Primera aproximacion para la deteccion de TuYV mediante qPCR

En una primera aproximacion hacia la deteccion de TuYV mediante RT-qPCR se evaludé un
juego de cebadores que pueda funcionar para su uso en este tipo de ensayos. Se evalu6 el par
de cebadores TuYV_ Juego6, que permite amplificar un fragmento de 158 pb del genoma de
TuYV. Se realizo RT-PCR (a tiempo final) con TuYV_Juego6 a la vez que UBQ sobre las 22
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muestras evaluadas por RT-PCR y DAS-ELISA y sobre el control negativo “Hojas Control”.
En este primer ensayo se pudo comprobar que las 22 muestras evaluadas fueron positivas para
esta PCR, mientras que el control negativo “Hojas Control” no amplifico el fragmento del virus
y si a la ubiquitina. Se secuencid el producto obtenido a partir de las muestras H3, H4 y S3,
resultaron coincidir con lo esperado. De esta forma, se avanzd en la posible deteccion del virus
por RT-qPCR. En la Figura 18 se muestra un ejemplo de los resultados obtenidos para algunas
de las muestras evaluadas. Es importante destacar que las muestras H1, H4, S1y S3, que fueron
negativas por RT-PCR con TuYV _Juegol y TuYV Juego3 y por DAS-ELISA, en este caso
resultaron ser positivas como se puede observar en la Figura 18. Ademas, entre los productos
de PCR secuenciados se incluy6 los de las muestras H4 y S3, comprobando que era lo esperado.
En estos ensayos con TuYV_Juego6 y juego UBQ se observo que la UBQ, pese a ser el control
interno, no siempre amplifico. Esto se pudo deber a que las RT utilizadas tenian un tiempo largo
de guardado a -20°C. No obstante, el resultado mas importante que era la deteccion de TuYV
se logro con éxito. Dado que los resultados de RT-PCR con TuYV Juegol y TuYV Juego3 y
el ensayo con DAS-ELISA coincidieron para las muestras H1, H4, S1 y S3, los resultados con
TuYV _Juego6 indican que la falta de deteccion del virus en estas muestras probablemente se
debid a una baja carga viral en ellas y no a polimorfismos en los sitios de hibridacion de los
cebadores (dado que DAS-ELISA es una técnica independiente de cebadores), por lo que es de
interés continuar con el estudio de la deteccion con una técnica con mayor sensibilidad y que
también permita la cuantificacion.

M HC HC A3 A4 B2 B3 B4 Hl1 H3 H4 S1 S3 S5 B

Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa al 2% para visualizar los productos de RT-PCR
realizadas con TuYV_Juego6 y el juego UBQ como control interno. M = Marcador de peso
molecular 100 bp DNA Ladder. HC = control negativo “Hojas Control”. A3 y A4 = Plantas 3 y4 de la
chacra La Armonia, respectivamente. B2, B3 y B4 = Plantas 2, 3 y 4 de la chacra Bichadero,
respectivamente. H1, H3 y H4 = Plantas 1, 3 y 4 de la chacra Horqueta, respectivamente. S1, S3 y S4
= Plantas 1, 3 y 5 de la chacra en Camino Los Paraisos, respectivamente. B: Blanco.

Todo el trabajo y resultados obtenidos dirigidos a la deteccion de TuYV en muestras
provenientes de cuatro chacras del litoral oeste uruguayo permiten suponer que el virus también
se encuentra en otras partes del pais y que puede continuar extendiéndose, por lo que se debe
continuar con el analisis del TuYV en otras areas donde se cultiva colza. Ademas, atin no se
conoce el grado de afectacion que puede tener el virus sobre el cultivo en Uruguay, por lo que
es fundamental seguir evaluando sus posibles consecuencias. Adicionalmente, por mas que
ciertas plantas fueran asintomaticas, no se puede descartar que la presencia del virus en estas
plantas no tenga consecuencias en el rendimiento de la produccion, ademas de que el hecho de
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estar infectadas las convierte en una potencial fuente de virus. Para los productores de colza
esto implica la necesidad de un monitoreo de sus cultivos para poder detectar el virus de forma
temprana en caso de que se encuentre presente, y de esta forma poder tomar las medidas
agronomicas que correspondan para evitar grandes pérdidas econémicas. Esta es la primera vez
que se detecta el virus en el pais, y es un hallazgo que no impacta unicamente sobre los
productores locales, sino que también tiene una gran relevancia en la region ya que en Argentina
no hay reportes de presencia de TuY'V, pero dada su proximidad con Uruguay es probable que
el virus ya esté presente alli.

4.3. Estudio bioinformatico de secuencias de RTD y RdRp

Una vez analizadas todas las muestras, para continuar con el objetivo especifico 3, se procedio
con la obtencion y estudio bioinformatico de secuencias correspondientes a fragmentos del
genoma del virus TuYV. Para ello, se obtuvieron multiples fragmentos del genoma de TuYV
provenientes de cuatro muestras de colza, una por chacra, que se secuenciaron y ensamblaron
para posteriormente realizar un analisis filogenético.

4.3.1. Obtencion de secuencias y ensamblado

Con el objetivo de obtener una secuencia consenso de TuY'V representativa de cada chacra, se
realizd la secuenciacion Sanger de diferentes productos de RT-PCR provenientes de una
muestra de colza por chacra utilizando juegos de cebadores que permitieran amplificar
diferentes fragmentos del genoma. A medida que se avanzo con la secuenciacion se disefiaron
mas juegos de cebadores para poder completar la secuencia de los fragmentos RTD y RdRp
(Tabla 1). En la Figura 19 se muestra un esquema representando los fragmentos del genoma a
amplificar con cada juego de cebadores utilizado, que permiten cubrir la region RTD y RdRp,
y los fragmentos que pudieron obtenerse finalmente.

Tu Y\"_JLI.QEOG TuYV Ju egiz

TuYV Juego3 TuYV Juego,

I
|

TuYV Juego8

TuYV_RdRpl TuYV P3P5
P3a
RdRp P3P5
1 0|00 4, Olﬂﬂ 5 ﬂlﬂﬂ

Figura 19. Representacion del genoma de TuYYV, las regiones amplificadas con cada juego de
cebadores, y los fragmentos consenso obtenidos. Flechas azules indican las regiones codificantes
para la polimerasa de ARN dependiente de ARN (RdRp), la proteina P3a y la proteina de fusion P3-

P5. Flechas verdes indican las regiones amplificadas exitosamente con los diferentes juegos de

cebadores. Flechas rojas indican los fragmentos de secuencia obtenidos en este trabajo para diferentes
muestras. Figura generada con el programa CLC Main Workbench 24.0.1.
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En la Tabla 5 se muestra los diferentes fragmentos que se amplificaron con éxito y se
secuenciaron para cada una de las muestras de colza representativas de una chacra. Con los
fragmentos obtenidos, se logré generar una secuencia consenso (2429 pb) que incluyo6 al
dominio RTD entero y a la secuencia codificante para la proteina P3a de las muestras A4, B7,
H5 y S2, denominadas de aqui en adelante RTD_ A4, RTD B7, RTD HS5 y RTD_S2,
respectivamente. Por otro lado, para la RdRp no se logré amplificar los fragmentos esperados
con los juegos TuYV RdRp2 y TuYV_RdRp3 para ninguna de las muestras evaluadas.
Unicamente se logré amplificar el fragmento generado con el par de cebadores TuYV_RdRpl
para las muestras A4, B7 y S2. Se secuenci6 el producto de PCR de cada una y se obtuvieron
las secuencias denominadas RdRp A4 (804 pb), RdRp B7 (1191 pb) y RdRp S2 (1023 pb),
respectivamente.

Tabla 5. Fragmentos amplificados y secuenciados para obtener secuencias consenso de TuYV en
muestras de colza provenientes de chacras del litoral oeste uruguayo.

Fragmentos amplificados y secuenciados de TuYV
Chacra Muestra LD LD
TuYV_ | TuYV_ | TuYV_ | TuYV_ | TuYV_ | TuYV_
Juegol | Juego2 | Juego3 | Juego8 P3P5 RdRpl
La Armonia A4 X X X X X
Bichadero B7 X X X X X
Horqueta HS5 X X X
Camlnf) Los $ X X x X %
Paraisos

Una vez obtenidas las secuencias consenso de TuY 'V para cada muestra de colza representativa
de cada chacras, se busco mediante blastn en la base de datos del NCBI secuencias con el mas
alto porcentaje de identidad para cada una de ellas, con el fin de comprobar la identidad y
precision del ensamblaje. Se confirm6 la identidad de TuY'V para todas las secuencias, siendo
el resultado con mayor coincidencia para cada una de ellas una secuencia de TuY'V (Tabla 6).
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Tabla 6. Secuencias de TuYV con mayor similitud a las secuencias consenso de TuYV obtenidas
en este trabajo (obtenidas mediante BLAST).

Resultado con mayor coincidencia
Secuencia - :
P
Numero de Descripcion Cobertura o'rcent':aje de
acceso identidad
RTD A4 | OKo3078s. | Tumip yellows virus isolate 99% 94,26%
Ramsey-2 TuYV
Turni 11 irus isolat
RTD B7 | MN497806.1 HIIp yETIoWS VITUS 1567ate 100% 97,83%
Muenster 17
RTD HS | MTosseill | [W™P ye“é:flvs‘ms isolate 98% 97,54%
Turni 11 irus isol
RTD S2 | MT586589.1 urmip ye l\zg 1V3‘ms isolate 99% 89,81%
Turnip yellows virus isolate 0 0
RdRp_A4 OP797722.1 2R TUY Y 96% 95,71%
Turni 11 irus isol
RdRp B7 | MT586594.1 urmip ye ;);V]S 4:1‘“15 isolate 100% 98,49%
Turnip yellows virus isolate 0 o
RdRp_S2 MN497802.1 Salzlandkreis-1 18 100% 92,11%

Con el fin de obtener arboles filogenéticos que ayuden a determinar el parentesco de los virus
identificados con otros previamente reportados, se realizd una busqueda de secuencias por
homologia en la base de datos del NCBI. Esto permitiria obtener secuencias RTD y RdRp
obtenidas en otras partes del mundo, y con estas y las secuencias consenso obtenidas en este
trabajo generar alineamientos que permitieran realizar un analisis de filogenia.

4.3.2. Analisis filogenético con secuencias de RTD

En primer lugar se obtuvieron secuencias nucleotidicas de la base de datos de NCBI mediante
busqueda por homologia con las secuencias consenso RTD A4, RTD B7,RTD HS5yRTD S2,
y se descargaron las secuencias que cubrieran al menos el 70% del query para cada una de las
secuencias consenso. En total se obtuvieron 134 secuencias de TuY'V (Tabla 9 del Anexo 1),
con un rango de porcentajes de identidad entre 76,93% y 98,04%. Con estas secuencias y las
secuencias consenso obtenidas en este trabajo se realizd un alineamiento de acuerdo a lo
establecido en el apartado 3.8.2 de metodologia. Se gener6 un éarbol filogenético a partir del
alineamiento de secuencias nucleotidicas que abarcaban la region codificante para el dominio
RTD vy la secuencia codificante para proteina P3a (Figura 20) esperando poder identificar las
secuencias de TuY'V con mayor parentesco con las obtenidas en este trabajo y obtener indicios
sobre el origen del TuYV encontrado en Uruguay. En la Figura 20 se observa como la filogenia
realizada permitid separar a las secuencias analizadas en tres grupos diferenciados: Grupos I, II
y III, en donde el Grupo III mostrd estar a una mayor distancia genética que los Grupos I y II
entre ellos. En otro estudio realizado con secuencias nucleotidicas que codifican para el dominio
RTD de TuYV [16] los autores también identificaron 3 grupos diferenciados que coinciden con
los grupos identificados en este trabajo, y las secuencias utilizadas en comun entre ambos
trabajos mostraron el mismo patrén de agrupamiento (sefialadas con el codigo de colores que
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se describe en la Figura 20). Esta consistencia apoya la existencia de los 3 grupos detectados
en este trabajo y con ello la relacion entre los fragmentos de genoma secuenciados aqui.

& \
55 ems
s (i A4 & H5
SeNGothd \
: Grupo II
rupo
3
=
o
8o
S M
& I5a
g Cédigo de colores:
§ = Secuencias de TuY'V encontrados en Uruguay
8 Secuencias de TuY'V encontrados en paises de la region
________________ mm Secuencias de TuY'V incluidas en Grupo 1 de Slavikova et al. (2022
mu Secuencias de TuY'V incluidas en Grupo 2 de Slavikova et al. (2022
Grupo III == Secuencias de TuY'V incluidas en Grupo 3 de Slavikova et al. (2022)
mm Lineas azules indican bootstrap mayores a 70

Figura 20. Arbol filogenético construido con el método Maximum Likelihood (bootstrap = 1000)
a partir de alineamiento de secuencias nucleotidicas parciales de TuYV abarcando a la secuencia
codificante para el dominio RTD y la proteina P3a. Figura generada con el programa FigTree

vl.4.4.
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Las 4 muestras uruguayas se ubicaron en los Grupos [ y II, en donde RTD B7 se encontr6 en
el Grupo I y RTD A4, RTD_HS5 y RTD _S2 en el Grupo II. Esta separacion de las muestras
uruguayas demuestra que hay variabilidad del virus en el territorio, especialmente teniendo en
cuenta que las muestras RTD S2 y RTD B7, pertenecientes a las dos chacras que se encuentran
mas cercanas geograficamente (2,3 km), se encontraron en grupos separados. Adicionalmente,
frente a estos resultados pareceria que la tolerancia de la variedad de colza Nuola 300 no se
debio a que la infeccion haya sido por una variante muy diferente del virus, ya que la muestra
RTD_S2 se agrup6 en el Grupo II junto con las muestras RTD_A4 y RTD HS, provenientes de
plantas de variedad Phoenix CL.

En cuanto a la relacion con secuencias de TuY'V de paises de la region, se obtuvo una secuencia
de TuYV proveniente de Brasil en 2017 (MZ313372.1) [36] y una proveniente de Chile en 2020
(OR536957.1) [35], las cuales se encontraron en el Grupo II y Grupo I respectivamente. La
secuencia brasilefia presentd un porcentaje de identidad de 92,77%, 93,40%, 92,69% y 85,78%
con las muestras A4, B7, H5 y S2 respectivamente, y la secuencia chilena 96,20%, 97,83%,
91,03% y 92,75%. En el arbol filogenético, la secuencia de TuYV proveniente de Chile se
encontro agrupada junto con la muestra RTD B7 de este estudio en una rama con bootstrap 91,
proporcionando evidencia de una posible relacion evolutiva entre los virus de estas muestras y
pudiendo indicar un posible origen de la llegada del virus al pais. Sin embargo, si bien la
muestra de Chile estd muy cercana filogenéticamente con la muestra uruguaya RTD B7, las
otras 3 muestras uruguayas estdn mas lejanas a pesar de estar a una distancia geografica muy
pequefia entre si, esto podria deberse a multiples entradas del virus al pais o a una alta capacidad
del virus de generar variantes genéticas. Si esta segunda posibilidad fuera cierta, inferir el origen
del virus en el pais en un analisis filogenético se vuelve muy dificultoso.

Con el fin de ahondar en el analisis las secuencias obtenidas, se tradujeron las secuencias
nucleotidicas RTD A4, RTD B7, RTD H5 y RTD S2 para obtener las secuencias de
aminoacidos para las proteinas P3-P5 y P3a correspondientes (P3P5 A4 y P3a A4; P3P5 B7
y P3a B7; P3P5 HS5 y P3a HS; P3P5 S2 y P3a S2). Se utilizaron estas secuencias para
realizar un blastp en la base de datos del NCBI y se descargaron las secuencias que cubrieron
al menos el 90% del query para cada una de ellas, obteniendo en total 149 secuencias de P3-P5
(Tabla 9 del Anexo 1) con un rango de porcentajes de identidad entre 52,36% y 98,52% con las
secuencias obtenidas en este trabajo, y 15 secuencias de P3a (Tabla 9 del Anexo 1) con un rango
de porcentajes de identidad entre 56,82% y 100% con las secuencias obtenidas en este trabajo.

En la Figura 21 se muestra el arbol filogenético generado a partir del alineamiento de las
secuencias de las proteinas P3-P5. Las secuencias aminoacidicas se agruparon en su mayoria
de forma similar a sus correspondientes secuencias nucleotidicas. Se mantuvieron agrupadas la
mayoria de las secuencias pertenecientes a los tres grupos identificados anteriormente (sefialado
con codigo de colores en la Figura 21), con la excepcion de las secuencias APG31661.1 y
APG31667.1 provenientes de Colombia en 2014 [34] para el Grupo II y la secuencia
WQB05953.1 proveniente de Italia en 2021 [31] para el Grupo III. Las muestras uruguayas se
distribuyeron de forma similar que anteriormente, con la muestra P3P5_B7 separada de las otras
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tres muestras uruguayas, remarcando la existencia de variabilidad del virus en las muestras
uruguayas que repercute en las secuencias proteicas, pudiendo afectar su estructura y funcion.

Codigo de colores:
mm Secuencias de TuY'V encontrados en Uruguay A
mm Secuencias de TuY'V correspondientes a Grupo I de la Figura 20 o
mm Secuencias de TuY'V correspondientes a Grupo II de la Figura 20 %
mm Secuencias de TuY'V correspondientes a Grupo III de la Figura 20 T
= [ ineas azules indican bootstrap mayores a 70

Figura 21. Arbol filogenético construido con el método Maximum Likelihood (bootstrap = 1000)
a partir del alineamiento de secuencias aminoacidicas de la proteina P3-P5 perteneciente a
TuYV. Figura generada con el programa FigTree v1.4.4.

Por otra parte, en la Figura 22 se muestra el arbol filogenético generado en base al alineamiento
de las secuencias aminoacidicas correspondientes a la proteina P3a. El resultado que se obtuvo
difiere de lo observado previamente, ya que, si bien las secuencias se agruparon en tres grupos
diferenciados, no se observa una correlacion clara entre la distribucion de las secuencias en los
grupos definidos en este andlisis y la del arbol basado en secuencias nucleotidicas (sehalado
con codigo de colores en la Figura 22). Incluso la agrupacion de las muestras uruguayas fue
diferente: P3a_A4 se agrup6 junto con P3a_B7, mientras que P3a_HS5 y P3a_S2 se ubicaron en
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un grupo separado, en contraste con el patron observado previamente donde A4, H5 y S2 se
agrupaban juntas en un grupo aparte de B7.
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Figura 22. Arbol filogenético construido con el método Maximum Likelihood (bootstrap = 1000)
a partir del alineamiento de secuencias aminoacidicas de la proteina P3a perteneciente al TuYV.
Figura generada con el programa FigTree v1.4.4.

Este resultado refuerza el hecho de que el virus presenta una alta variabilidad genética. La
agrupacion de las secuencias en este nuevo arbol difiere de lo visto previamente, en este arbol
A4y B7 se encuentran juntas en un grupo y H5 y S2 en otro, mientras que anteriormente B7 se
encontraba separada de las otras tres que se mantenian juntas en un mismo grupo. Al tratarse
de un fragmento del genoma de tamafio pequefio (138 nt), la presencia de polimorfismos podria
ser suficiente para separar a las secuencias de forma diferencial. Sin embargo, al analizar las
secuencias del fragmento estudiado se observo que no presentaban polimorfismos individuales
que explicaran la separacion en el arbol, sino que se agrupaban en dos conjuntos bien definidos:
A4 y B7 presentan un alto grado de similitud entre si, mientras que H5 y S2 conforman otro
grupo con una alta similitud entre ellas. Dado que los virus de ARN tienen una alta capacidad
de recombinacion y que esto fue evidenciado para TuY'V por Filardo et al. [22], frente a estos
resultados se hipotetizé que la diferencia en la agrupacion de las muestras uruguayas podria
deberse a eventos de recombinacion. La validez de esta hipotesis se estudié en el apartado 4.3.4.

4.3.3. Analisis filogenético de RdRp

Se obtuvieron secuencias nucleotidicas correspondientes a RdRp de la base de datos de NCBI
mediante busqueda por homologia con las secuencias consenso de un fragmento de 804pb de
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RdRp obtenidas en este trabajo: RARp A4, RdRp B7 y RdRp S2. Se descargaron aquellas
secuencias que cubrieron al menos el 70% del guery para cada una de las secuencias consenso,
obteniendo un total de 131 secuencias de TuYV (Tabla 9 del Anexo 1) con un rango de
porcentajes de identidad entre 84,80% y 98,49% con las secuencias de este trabajo, y se realizo
un alineamiento. En la Figura 23 se muestra el arbol filogenético generado a partir del
alineamiento de secuencias nucleotidicas del fragmento de RdRp. Se observa que no se
obtuvieron los mismos grupos que en el arbol de secuencias nucleotidicas abarcando al dominio
RTD (sefialados con codigo de colores en la Figura 21), demostrando variabilidad en las
secuencias del virus a nivel mundial. A pesar de esto, en las muestras uruguayas si se mantuvo
la distribucion ya que RdRp A4 y RdRp S2 se agruparon juntas mientras que RdRp B7 se
encontr6 separada. De esta forma, si bien las muestras uruguayas presentan una distribucion
similar a lo visto previamente, se resalta la variabilidad en las secuencias del virus a nivel
global.
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Figura 23. Arbol filogenético construido con el método Maximum Likelihood (bootstrap = 1000)
a partir de alineamiento de secuencias nucleotidicas parciales de TuYV abarcando un fragmento
de la secuencia codificante de RdRp. Figura generada con el programa FigTree v1.4.4.
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4.3.4. Analisis de recombinacion de secuencias en RTD

Frente a la hipotesis de la existencia de eventos de recombinaciéon en las secuencias que
codifican para el domino RTD y la proteina P3a, se decidié realizar un andlisis de
recombinacion utilizando el programa RDP4 y el alineamiento de secuencias nucleotidicas
generado previamente para la obtencion del arbol filogenético de la Figura 20. En este analisis,
se identificaron 3 posibles eventos de recombinacion en las secuencias nucleotidicas de TuYV
provenientes de muestras de colza del litoral, clasificados como Evento I, Evento II y Evento
III en la Figura 24. El Evento I se identificé en las muestras RTD A4, RTD HS5 y RTD_S2, el
Evento II en las muestras RTD A4 y RTD B7, y el Evento III en la muestra RTD_HS.

A4...URY.2023
[ | 1
I Evento 2 Evento 1

B7...URY.2023
I Evento 2

H5...URY.2023
I
Evento 3 Evento 1

S2...URY.2023
|
Evento 1
L L l
T T 1

1 667 1334 2000 2667

Posicién en alineamiento

Figura 24. Representacion de los eventos de recombinacion identificados en las secuencias de
TuYYV provenientes de muestras de colza del litoral oeste uruguayo. La linea negra indica la
posicion en la secuencia nucleotidica del fragmento RTD. En verde se indica el Evento I, en azul el
Evento II y en naranja el Evento IIl. Figura generada con el programa RDP4 v.4.101.

La presencia de estos eventos de recombinacion permite dar una explicacion a las diferencias
en estructura de los arboles generados para las secuencias nucleotidicas RTD, las proteinas P3-
PS5 y las proteinas P3a (Figuras 20, 21 y 22). Por un lado, el hecho de que no se identifico el
Evento I en la muestra RTD B7 brinda una explicacion al porque B7 agrupé del resto de las
muestras uruguayas en los arboles de secuencias nucleotidicas RTD y de las proteinas P3-P5.
Al tratarse de un fragmento de gran tamafio (aproximadamente 690 nt) que abarca una amplia
zona del fragmento RTD evaluado (posicion en alineamiento: 1632 a 2667 nt) y que difiere en
RTD B7 respecto a las otras tres (los porcentajes de identidad entre los fragmentos
correspondientes a la zona donde estan los eventos de recombinacion para las distintas muestras
se encuentran en la Tabla 7), tuvo un impacto importante en las filogenias de las secuencias
nucleotidicas RTD y de las proteinas P3-P5.
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Tabla 7. Porcentajes de identidad entre los tres eventos de recombinacion identificados en las
secuencias de TuYV provenientes de muestras de colza del litoral oeste uruguayo.

Sec::::ei:pr::;l:e(;t:’:ica Porcentaje de identidad entre secuencias
A4 B7 H5 S2
A4 47,83% | 96,51% | 70,12%
Evento 1 B7 | 47,83% 47.8% | 42,53%
H5 | 96,51% | 47,83% 70,12%
S2 | 70,12% | 42,53% | 70,12%
A4 B7 HS5 S2
A4 97,56% | 68,55% | 68,55%
Evento 2 B7 | 97,56% 70,16% | 70,97%
HS5 | 68,55% | 70,16% 96,15%
S2 | 68,55% | 70,97% | 96,15%
A4 B7 H5 S2
A4 99,67% | 95,07% | 99,34%
Evento 3 B7 | 99,67% 95,39% | 99,01%
H5 | 95,07% | 95,39% 95,07%
S2 | 99,34% | 99,01% | 95,07%

Por otro lado, el Evento II representa un fragmento del genoma de menor tamafio
(aproximadamente 245 nt) que se encuentra posicionado al inicio del fragmento estudiado
(posicién en alineamiento: 68 — 330 nt), en la zona correspondiente a la secuencia nucleotidica
que codifica para P3a. Para este fragmento, las muestras A4 y B7 comparten un 97,56% de
identidad entre si y difieren de S2 y HS, que comparten un 96,15% entre si (Tabla 7). De esta
forma, se explica la distribucion de las muestras en el arbol filogenético para la proteina P3a,
ya que A4 y B7 agrupan juntas a la vez que comparten el fragmento correspondiente al Evento
II. Estos resultados indican que la variabilidad detectada en las secuencias de los virus
encontrados en Uruguay se debe en parte a eventos de recombinacion presentes en los genomas
virales. Seria de interés poder secuenciar mas fragmentos del genoma, o idealmente el genoma
entero, para poder analizar otros posibles eventos de recombinacion que aporten informacion
sobre la variabilidad genética del virus.

Se sabe que las PCR sobre muestras complejas como virus con genoma de ARN pueden
producir quimeras generadas por la amplificacion de mas de una molécula viral que difieren en
secuencia y coexisten en la muestra. En este trabajo se descarta la posibilidad de que las
secuencias obtenidas se deban a un artefacto de PCR ya que los eventos de recombinacion
estudiados se detectaron en secuencias provenientes de diferentes productos de PCR
independientes, con diferentes tamafios, amplificados con diferentes juegos de cebadores, que
provenian de una Uinica muestra.

Asimismo, los resultados obtenidos por el anélisis de recombinacion permiten explicar la razoén
por la cual no se obtuvo amplificacion con el par de cebadores TuYV_ Juego2 en algunas
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muestras. El cebador directo, TuYV_3rtpF, se encuentra entre las posiciones 1174 y 1193 nt del
alineamiento y el cebador reverso, TuY VF6-AS, entre las posiciones 1944 y 1978 nt del mismo.
Por otro lado, el fragmento del genoma en que se encuentra el Evento I de recombinacioén
evidenciado por este andlisis se ubica entre las posiciones 1632 y 2667 nt del alineamiento, por
lo que incluye la zona de union del cebador reverso TuY VF6-AS. De esta forma, la presencia
del Evento I de recombinacion no permitid la hibridacion del cebador TuYVF6-AS en las
muestras que tenian el Evento I, A4, HS y S2, impidiendo la amplificacién del fragmento
esperado para TuYV_Juego2 (Tabla 5). En el caso de la muestra B7, que no tenia el Evento I
de recombinacion, si hubo amplificacion con el juego de cebadores TuYV_ Juego2.
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5. Analisis Economico

Con el fin estudiar la posibilidad de brindar un servicio de detecciéon de TuYV para los
productores de colza en Uruguay basado en RT-PCR, a desarrollarse en el Departamento de
Biologia Molecular del IIBCE, se realizé un analisis econdmico sobre el protocolo por RT-PCR
utilizado en este trabajo y se evaluaron alternativas que pudieran implementarse con el fin
optimizar el mismo y reducir los costos en el laboratorio. En la Tabla 8 se muestra el costo
estimado para el andlisis por RT-PCR de 1 muestra o 18 muestras, como maximo de muestras
a analizar a la vez (delimitado por el nimero maximo de muestras a analizar en un gel de
agarosa con 20 pocillos, disponible en el laboratorio, y la capacidad méaxima de la centrifuga
disponible en el laboratorio). Los costos analizados incluyen insumos plasticos, reactivos de
biologia molecular (que incluye kit de extraccion de ARN, DNasa I, kit de RT, hexameros al
azar, polimerasa Taq y otros reactivos para PCR como cebadores y dNTPs, agarosa, marcador
de peso molecular, entre otros) y el costo de operario (RRHH). Los niimeros en la tabla
representan el costo minimo ya que no se considera la amortizacion de los equipos y su
mantenimiento, consumo de luz y agua, limpieza, ni la posibilidad de requerir repeticiones en
alguna etapa del proceso.

Tabla 8. Costo estimado para la deteccion de TuYV mediante RT-PCR.

En caso de 1 muestra En caso de 18 muestras
Etapa del proceso Plasticos Reactivos RRHH Plasticos Reactivos RRHH
(USS) (USS) (7 U$S/hr) (USS) (USS) (7 U$S/hr)
Extraccion de ARN y
cuantificacion por 1,6 7,3 14,0 222 1314 15,8
Nanodrop
Tratamiento con 0.9 8.4 17,5 16,5 150,7 19,3
DNasa Iy RT
PCR 2,7 0,8 17,5 12,6 13,6 19,3
EleCt;sz;Zi;SSZn gel 0,1 5,1 8,8 0,6 6,3 10,5
Costo total 84,7 U$S 418,6 USS
Costo por muestra 84,7 US$S 23,3 U$S

Tomando en cuenta los insumos y reactivos utilizados en este trabajo, el costo aproximado para
el analisis de una muestra es de 84,7 U$S, mientras que al analizar 18 muestras en conjunto el
costo por muestra se reduce a 23,3 US$S. Esto es debido a que hay ciertos materiales y reactivos
que se utilizan en la misma cantidad sin importar el nimero de muestras y, como el tiempo de
trabajo requerido para analizar diferentes cantidades de muestras es similar, el costo de operario
varia poco. Siendo asi, en el caso de ofrecer el servicio de deteccion de TuYV se analizarian
multiples muestras a la vez para lograr reducir los costos en el laboratorio. Asimismo, se podrian
considerar ciertos cambios en el proceso para reducir alin mas los costos como, por ejemplo,
cambiar algunos de los reactivos por alternativas mds econdmicas, como podria ser la
polimerasa Taq utilizada, el kit de extraccion de ARN, o implementar una alternativa a la
molienda de muestras que insuma menos tiempo del operador.
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Adicionalmente, puesto que ya se verifico la presencia del TuYV en Uruguay y se confirmé
mediante secuenciacién, podrian considerarse otras técnicas alternativas que sean mas
econdémicas. Una posible alternativa es realizar la deteccion TuYV mediante DAS-ELISA, una
técnica que no solo es mas econdémica, sino que se utilizd durante este trabajo y se comprobd
que funciona de forma similar a la PCR con los juegos de cebadores TuYV Juegol y
TuYV Juego3 en las muestras estudiadas (indicando que puede tener una sensibilidad
equivalente). Sin embargo, los estudios realizados con TuYV_Juego6 (disefiado para RT-qPCR)
mostraron que con este juego se logra una mayor sensibilidad que con TuYV Juegol,
TuYV Juego3 o DAS-ELISA, revalorizando el uso de RT-PCR para la deteccion en muestras
con menor carga viral (como lo esperado para campos en donde la infeccion atin no se ha
propagado mucho). Detectar el virus mediante RT-qPCR, una técnica con mayor sensibilidad,
permitiria adelantar la deteccion a etapas ain mas tempranas, lo cual seria beneficioso para
tomar las medidas necesarias para mitigar el dafo; aunque se trate de una técnica mas costosa
generaria ahorros mucho mas importantes que un DAS-ELISA con menor sensibilidad.

Otra alternativa interesante de explorar es la técnica de LAMP (Loop-Mediated Isothermal
Amplification), una técnica de amplificacion de alta especificidad y velocidad realizada en una
Unica reaccion a una temperatura constante [51]. Congdon et al. [42] desarrollaron un ensayo
de RT-LAMP para detectar TuYV en plantas de colza y en el pulgdn vector a partir de
extracciones crudas y de ARN total, con deteccidon basada en un analisis cuantitativo en tiempo
real utilizando el equipo especializado Optigene Genie® II. En ese estudio se demostro que el
TuYV se detecta por RT-LAMP utilizando cebadores especificos, por lo que seria interesante
evaluar la posibilidad de realizar un ensayo de RT-LAMP colorimétrico, donde la deteccion no
sea cuantitativa y a tiempo real, y por ende no requiera equipos especializados, sino que se
obtenga un resultado visual directo con igual rapidez, e incluso podria utilizarse directamente
en el campo. La deteccion por RT-LAMP colorimétrico es una técnica utilizada para la
deteccion de otros virus vegetales como por ejemplo Tobacco Mosaic Virus (TMV) [52],
Chrysanthemum Chlorotic Mottle Viroid (CChMVd) [53], Bean Common Mosaic Virus
(BCMV) [54] y Soybean Mosaic Virus (SMV) [55]. El desarrollo de esta técnica ofreceria una
nueva metodologia de alta especificidad como alternativa para la deteccion de TuYV,
ofreciendo la ventaja de rapidez de deteccion ademds de ser mas econémico.
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6. Discusion General

Previo a este trabajo, en el Laboratorio del Departamento de Biologia Molecular del IIBCE se
detectd por primera vez la presencia del virus TuY'V en Uruguay, especificamente en dos plantas
de una chacra en el departamento de Paysandui. En este trabajo se amplio el estudio de deteccion
del virus a més plantas (un total de 22) y otras chacras del litoral oeste uruguayo (un total de
cuatro chacras).

En primer lugar se realiz6 una puesta a punto del método de deteccion de TuYV por RT-PCR
en el laboratorio. Se evaluaron diferentes juegos de cebadores, condiciones de PCR y métodos
de extraccion de ARN (en la Figura 14 se muestra el método de deteccion que se implemento
tras la puesta a punto). Se incluyo6 un control interno para asegurar la calidad del ADNc y evitar
falsos negativos, que resulté muy util posteriormente cuando se estudié un gran numero de
muestras. Durante el proceso de puesta a punto se presentaron desafios relacionados con la
seleccion de cebadores y la optimizacion del ciclado de PCR para evitar amplificaciones
inespecificas. La ausencia de amplificacion con el juego de cebadores TuYV_ Juego2 brinddé un
primer indicio sobre la variabilidad del virus en Uruguay y dio lugar a continuar ahondando en
ese aspecto durante el trabajo.

Posteriormente, se estudiaron 22 muestras de colza provenientes de cuatro chacras del litoral
oeste uruguayo. Mediante técnicas moleculares y seroldgicas se confirmo la presencia del virus
en una zona del territorio mas amplia, abarcando los departamentos de Paysandt y Rio Negro,
demostrando la distribucion del mismo en chacras que distan hasta 106 km. Se debe evaluar la
incidencia de TuY'V en otras regiones del pais que puedan verse afectadas para poder determinar
la distribucion del mismo en el territorio.

En cuanto a las técnicas utilizadas para la deteccion del virus, se realizo el analisis de las
muestras mediante RT-PCR con los juegos TuYV Juegol, TuYV Juego2 y TuYV Juego3 y
mediante DAS-ELISA utilizando el kit Loewe Biochemica GmbH Turnip Yellows Virus
complete kit. Se obtuvieron los mismos resultados para las 22 muestras con ambas técnicas
(cuando la RT-PCR se realiz6 con los juegos TuYV Juegol o TuYV Juego3), indicando una
sensibilidad similar entre ellas. El estudio de 22 muestras por RT-PCR, con la verificacion de
la identidad de los productos amplificados mediante secuenciacion Sanger (61% de los
productos de RT-PCR obtenidos con TuYV Juegol y TuYV Juego3 se secuenciaron y todos
coincidieron con lo esperado) y la validacion con DAS-ELISA mostré que el método de
deteccion era especifico y robusto. Los resultados indicaron que la sensibilidad del método era
similar a la del DAS-ELISA. En una segunda etapa, se trabajo con otro juego de cebadores que
permite amplificar un fragmento del genoma pequeiio (158 pb), TuYV_Juego6, con el que se
detectd la presencia del virus en muestras en donde no se habia detectado el virus con las otras
técnicas (RT-PCR utilizando los juegos TuYV_Juegol, TuYV Juego2 y TuYV_ Juego3 o el test
serologico por DAS-ELISA). Esto pudo deberse a baja carga viral en las muestras. Se debe
continuar trabajando en una puesta a punto de la deteccion de TuYV con juegos de cebadores
que permitan amplificar fragmentos mas pequefios del genoma de modo de poder realizar la
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deteccion del virus en etapas tempranas de la infeccion cuando la carga viral es baja. Se
considera la posibilidad de realizar la deteccion de TuYV mediante RT-qPCR, una técnica que,
si bien es mas costosa, es mas sensible y permitiria una deteccién temprana y con ello la
posibilidad de mitigar dafios en el cultivo tempranamente. Consideramos que una deteccion
temprana, aunque sea de mayor costo, permitiria evitar grandes pérdidas econdmicas
(probablemente compensando el gasto de la deteccion).

Por otra parte, al comienzo del proyecto se esperaba encontrar una correlacion entre sintomas
y virosis de tal modo que no se detectara presencia del virus en las muestras asintomaticas,
provenientes de la chacra en Camino Los Paraisos. Sin embargo, los resultados no coincidieron
con esta hipotesis y si se detecto el virus en las muestras asintomaticas. Teniendo en cuenta que
las plantas asintomaticas evaluadas eran de la variedad primaveral de colza Nuola 300, diferente
a la variedad invernal Phoenix CL de las plantas sintomaticas, se dedujo que la falta de sintomas
a pesar de la infeccion con TuYV se debia a una mayor tolerancia de Nuola 300. Ante la
constatacion de la presencia del virus en estas plantas mediante RT-PCR y secuenciacion, el
Ing. Agr. Esteban Hoffman de la empresa Unicampo Uruguay consultdé a su proveedor de
semillas y confirmé que la variedad Nuola 300 presenta mayor tolerancia al virus mientras que
la variedad Phoenix CL es susceptible (comunicacion personal); no se obtuvo informacién
detallada sobre qué mecanismo genético estd involucrado en dicha tolerancia. Teniendo estos
resultados en cuenta, durante la zafra de 2024 se suspendio la siembra de la variedad Phoenix
CL de colza en las chacras asesoradas por Unicampo Uruguay (12% del area cosechada en
Uruguay), y los productores han observado una disminucién significativa de los sintomas en
comparacion con el afio anterior (comunicacion personal). Este hallazgo pone de manifiesto la
necesidad de tener un sistema de vigilancia y diagnostico de TuYV que permita a los
productores de colza tomar decisiones rapidas frente a diferentes escenarios de infeccion y
evitar pérdidas por el virus y lograr maximizar su produccion.

No se puede descartar la posibilidad de que el rendimiento de las plantas de colza de variedad
Nuola 300 se vea afectado por la presencia del virus, a pesar de la carencia de sintomas. En la
zafra de 2023 en chacras asesoradas por Unicampo Uruguay, si bien las variedades primaverales
no presentaron sintomas visuales, estas no alcanzaron el rendimiento esperado. Se plantea la
hipotesis de que el virus podria estar afectando al rendimiento en variedades tolerantes, en
mayor o menor grado, y hay interés en estudiar su impacto. Igualmente, incluso si no tuviera
un impacto en el rendimiento de las variedades tolerantes y por més que estas sean
asintomaticas, el hecho de estar infectadas las convierte en un reservorio de virus. Son un
componente mas en el sistema colza-pulgdn-virus que promueve la persistencia del virus y su
permanencia en el sistema agricola. De la misma forma que las malezas portadoras de virus son
un riesgo para el cultivo de colza, una variedad asintomatica de colza infectada puede favorecer
la propagacion a otras variedades de colza susceptibles. De esta forma, es importante
diagnosticar también a las plantas asintomaticas e incluirlas dentro de las estrategias de manejo
y control del virus.

Una vez culminado el proceso de deteccion de TuYV en las muestras de colza evaluadas, se
continud con la secuenciacion de fragmentos del genoma de TuY'V y su analisis bioinformatico.
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Se realizd arboles filogenéticos con secuencias nucleotidicas que abarcan la secuencia
codificante del dominio RTD y P3a, con secuencias aminoacidicas de la proteina P3-P5, con
secuencias aminoacidicas de la proteina P3a y con secuencias nucleotidicas que abarcan un
fragmento del gen que codifica para la polimerasa RdRp. Se observo una coincidencia en la
topologia del arbol generado con secuencias RTD y el arbol generado con secuencias de la
proteina P3-P5 (cuya secuencia codificante estd incluida en el fragmento RTD). En estos arboles
se generaron tres grupos distintivos que coinciden con los reportados por Slavikova et al. [16].
Sin embargo, al analizar los otros arboles la distribucion de las secuencias varid
considerablemente. Esto brindd indicios sobre la posible existencia de eventos de
recombinacion en las secuencias virales. Al realizar un analisis de recombinacion, se identifico
eventos de recombinacion en las muestras representativas de cada chacra evaluada. Esto explico
la distribucion de las secuencias en los diferentes arboles filogenéticos realizados, brindando
una posible explicacion para la variabilidad encontrada en virus de origen uruguayo. Estos
hallazgos resaltan la importancia de evaluar multiples genes al realizar analisis filogenéticos y
evolutivos, ya que, de haber culminado el analisis tras la coincidencia entre los primeros dos
arboles generados, la existencia de eventos de recombinacion podria haber pasado
desapercibida. Idealmente, la secuenciacion del genoma completo permitiria un analisis mas
profundo. Dada la dificultad para amplificar fragmentos de la region 5°, una estrategia viable
seria la secuenciacion por NGS (Next Generation Sequencing), ya que este enfoque es
independiente de la amplificacion por PCR y permitiria obtener una caracterizaciéon mas
completa de los virus presentes en las diferentes muestras de colza.

El analisis de secuencias reveld una alta variabilidad entre las muestras de TuY'V estudiadas, lo
que dificulta la determinacion de un posible origen del virus en Uruguay. Incluso se observo
diferencias entre las secuencias nucleotidicas obtenidas (con los juegos de cebadores
TuYV Juegol y TuYV Juego3) a partir de diferentes plantas dentro de una misma chacra. Por
lo tanto, la diversidad genética observada en los arboles filogenéticos probablemente no se deba
a diferentes origenes del virus, sino a una gran capacidad del virus para generar variabilidad.
Seria interesante poder estudiar la variabilidad viral dentro de una misma planta y evaluar la
posible divergencia. Para ello, se podria utilizar la secuenciacion de genoma completo mediante
tecnologias como Nanopore o PacBio que permitirian estudiar multiples moléculas genomicas
de una misma planta y, entre otras cosas, poder analizar la tasa de mutaciones e incidencia de
recombinacion.

En suma, los datos generados en este trabajo no permiten determinar con certeza el origen del

virus en el pais. No obstante, la cercania filogenética de las secuencias uruguayas con las
secuencias reportadas en Chile y Brasil sugiere un posible vinculo epidemioldgico en la region.
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7. Conclusiones

Se demostro la presencia del virus TuY'V en cultivos de colza ubicados en cuatro chacras de los
departamentos de Paysandu y Rio Negro.

Se desarroll6 un método de deteccion de TuY'V por RT-PCR, que resulto ser especifico segiin
la verificacion por secuenciacion Sanger del 59% de las RT-PCR con resultado positivo.

Se valido6 el método de deteccion de TuY'V por RT-PCR (desarrollado en este trabajo) con una
técnica serologica por DAS-ELISA, utilizando el kit comercial Loewe Biochemica GmbH
Turnip Yellows Virus complete kit.

Dieciocho de las 22 muestras analizadas resultaron positivas para TuY'V utilizando el método
de deteccion desarrollado y el kit Loewe Biochemica GmbH Turnip Yellows Virus complete kit,
indicando una sensibilidad similar de ambos métodos.

Pruebas de RT-PCR con un juego de cebadores que permiten amplificar un fragmento de 158
pb permitid detectar el TuY'V en las 22 muestras analizadas, indicando una mayor sensibilidad
de la RT-PCR utilizando estos cebadores.

Mediante analisis filogenético y analisis de recombinacion se evidencid una alta variabilidad
genética del TuYV en Uruguay, coincidente con la variabilidad reportada en otras partes del

mundo.

No se logré determinar el origen exacto del virus en Uruguay.
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9. Anexos

9.1. Anexo 1 — Secuencias utilizadas en los analisis filogenéticos

Tabla 9. Secuencias de TuYV de la base de datos de NCBI, obtenidas mediante bisqueda por

BLAST, utilizadas para la generacion de arboles filogenéticos

Secuencia . .
nucleotidica de Sec,uencla Secufencm . Aifio de ’Grupo en
TuYV protema'l P3-l:5 proten?a P32c1> Origen colecta ar-bol RTD
(Accession N°) (Accession N°) (Accession N°) (Figura 20)
HQ388349.1 China 2008 3
HQ388350.1 China 2009 3
HQ388351.1 China 2009 3
JN015068.1 China 2010 3
JQ862472.1 Australia 2011 2
KF015269.1 China 2011 3
KF923236.1 Corea del Sur 2011 2
KR706247.1 ALL26144.1 China 2013 1
KU198395.1 Sudafrica 2014 2
KU726090.1 APG31661.1 Colombia 2014 2
KU726091.1 APG31667.1 Colombia 2014 2
KY310572.1 China 2015 3
LC428358.1 BBG75736.1 BBG75735.1 Japon 2015 3
LC428359.1 BBG75743.1 Japon 2015 3
LC428360.1 BBG75750.1 Japon 2015 3
LC428361.1 BBG75757.1 Japon 2017 3
LC428362.1 BBG75764.1 Japon 2016 3
LC428363.1 BBG75771.1 BBG75770.1 Japon 2017 3
LC428364.1 BBG75778.1 Japon 2014 3
LC428365.1 BBG75785.1 Japon 2017 3
LC701523.1 BDH21061.1 Australia 2019 2
LR584019.1 Australia* 2019* 2
LR584020.1 Australia* 2019* 2
LR584021.1 Australia* 2019* 2
LR584024.1 Australia* 2019* 1
LR584025.1 Australia* 2019* 2
LR584026.1 Australia* 2019* 2
LR584027.1 Australia* 2019* 2
MF314820.1 China 2014 3
MH427277.1 Australia 2014 3
MHS579714.1 Estados Unidos 2018* 2
MKO057527.1 China 2014 3
MK450519.1 QBG64847.1 QBG64843.1 Alemania 2006 1
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MK450520.1 QBG64852.1 Alemania 2016 1
MK616236.1 China 2017 3
MK751486.1 China 2017 3
MN497800.1 Alemania 2016 1
MN497801.1 QKG32979.1 Alemania 2017 1
MN497802.1 QKG32985.1 Alemania 2018 1
MN497803.1 QKG32991.1 Alemania 2016 2
MN497804.1 QKG32997.1 Alemania 2018 1
MN497805.1 QKG33003.1 Alemania 2016 1
MN497806.1 QKG33009.1 Alemania 2017 1
MN497807.1 QKG33015.1 Alemania 2018 1
MN497808.1 QKG33021.1 Alemania 2016 2
MN497809.1 QKG33027.1 Alemania 2016 1
MN497810.1 Alemania 2017 2
MN497811.1 QKG33039.1 Alemania 2018 1
MT586571.1 QOY46891.1 Australia 2004 3
MT586572.1 QO0Y46898.1 QO0Y46897.1 Australia 2016 3
MT586573.1 QO0Y46905.1 Australia 2016 3
MT586574.1 QOY46912.1 QOY46911.1 Australia 2016 3
MT586575.1 QOY46919.1 Australia 2016 3
MT586576.1 Australia 2014 3
MT586577.1 QO0Y46933.1 Australia 2015 2
MT586578.1 QO0Y46940.1 Australia 2015 2
MT586579.1 QOY46947.1 Australia 2016 2
MT586580.1 QOY46954.1 Australia 2016 2
MT586581.1 QOY46961.1 Australia 2015 2
MT586582.1 QOY46968.1 Australia 2018 2
MT586583.1 QOY46975.1 Australia 2015 2
MT586584.1 Australia 2016 2
MT586585.1 Australia 2016 2
MT586586.1 QO0Y46996.1 QOY46995.1 Australia 2016 2
MT586587.1 QO0Y47003.1 Australia 2017 2
MT586588.1 Australia 2016 2
MT586589.1 QO0Y47017.1 Australia 2016 2
MT586590.1 QO0Y47024.1 Australia 2016 2
MT586591.1 QOY47031.1 Australia 2016 1
MT586592.1 QO0Y47038.1 Australia 2012 1
MT586593.1 QOY47045.1 Australia 2016 1
MT586594.1 QO0Y47052.1 Australia 2014 1
MT586595.1 QO0Y47059.1 Australia 2016 1
MT586596.1 QOY47068.1 QOY47065.1 Australia 2015 1
MT586597.1 QO0Y47073.1 Australia 2018 1
MT586598.1 QO0Y47080.1 Australia 2017 1
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MT955607.1 QSG73600.1 QSG73597.1 Grecia 2018 1
MT955608.1 QSG73607.1 QSG73603.1 Grecia 2018 2
MT955609.1 QSG73614.1 QSG73610.1 Grecia 2018 2
MT955610.1 QSG73621.1 Grecia 2018 2
MT955611.1 QSG73628.1 Grecia 2018 2
MW537050.1 Filipinas 2017 2
MW854285.1 QYA72423.1 Alemania 2021* 1
MZ313372.1 UGD08560.1 Brasil 2017 2
MZ442679.1 Turquia 2019 1
MZ666129.1 China 2020 3
NC _003743.1 NP_620487.1 YP_009179206.1 Francia* 1988* 1
NC 016038.2 China 2008 3
0OK030750.1 UGN61229.1 Reino Unido 2019 1
0OK030767.1 UGN61086.1 Reino Unido 2019 1
0K 030769.1 Reino Unido 2019 2
0OK030770.1 UGN61101.1 Reino Unido 2019 1
OK030771.1 UGN61107.1 Reino Unido 2019 2
0OK030772.1 UGN61113.1 Reino Unido 2019 1
0OK030773.1 UGN61119.1 Reino Unido 2019 1
0OK030774.1 UGNG61125.1 Reino Unido 2019 1
0OK030778.1 UGNG61136.1 Reino Unido 2019 1
0OK030780.1 Reino Unido 2019 1
OK030781.1 UGN61151.1 Reino Unido 2019 1
0OK030782.1 UGNG61157.1 Reino Unido 2019 1
0OK030783.1 UGNG61163.1 Reino Unido 2019 1
0OK030784.1 UGN61169.1 Reino Unido 2019 2
0OK030785.1 UGN61175.1 Reino Unido 2019 2
0OK030788.1 UGN61181.1 Reino Unido 2019 2
0OK030789.1 UGNG61187.1 Reino Unido 2019 1
0K030790.1 UGN61193.1 Reino Unido 2019 1
OK030791.1 UGNG61199.1 Reino Unido 2019 2
0K030792.1 UGN61205.1 Reino Unido 2019 2
0K030793.1 UGN61211.1 Reino Unido 2019 2
0OK030794.1 UGN61217.1 Reino Unido 2007 1
0K030798.1 UGN61223.1 Reino Unido 2019 2
OM469309.1 U0GY4995.1 Australia 2019 3
ON060762.1 China 2020 3
ON804808.1 China 2020 3
ON804809.1 China 2020 3
ON804810.1 China 2020 3
OP183548.1 WEFJ08527.1 Alemania 2017 1
OP485286.1 China 2020 3
OP562900.1 WBY50542.1 Eslovaquia 2017%* 2
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0OP699025.1 WABS58512.1 Republica Checa | 2019 2
0OP699028.1 WABS58521.1 Republica Checa | 2019 2
0OP699039.1 WABS58554.1 Republica Checa | 2019 2
OP699041.1 WABS58560.1 Republica Checa | 2019 2
OP719311.1 WDZ04303.1 Suecia 2019 1
OP797722.1 WDD45000.1 Reino Unido 2021 2
0Q377541.1 WIC44028.1 Australia 2019 3
0Q469815.1 China 2013 3
0Q632303.1 WQB05947.1 Italia 2021 1
0Q632304.1 WQB05953.1 Italia 2021 3
ORS536957.1 WNK12383.1 Chile 2020 1
OR734903.1 Corea del Sur 2020 3
PP171755.1 Australia 2021 2
PP503019.1 WYC12584.1 Alemania* 2024* 1
X13063.1 Francia* 1988* 1

ACF48396.1 China 2008*

ACF48402.1 China 2008*

ADR74374.1 China 2009

ADR74380.1 China 2009

AIX02799.1 Corea del Sur 2012

ANDS83065.1 Francia 2011

ANDS83071.1 Francia 2013

ANDS83077.1 Francia 2013

AVI15637.1 Estados Unidos 2014

BAP16756.1 Japon 2014

BAP16763.1 Japon 2014*

BAP16768.1 Japon 2014*

BAP16773.1 Japon 2014*

BAP16788.1 Japon 2014*

BAW27640.1 Corea del Sur 2012

BBG75687.1 Japon 2015

BBG75694.1 Japon 2015

BBG75708.1 Japon 2014

BBG75715.1 Japon 2017

BBG75722.1 Japon 2017

BBG75729.1 Japon 2017

BCM78812.1 Corea del Sur 2019

NP_840098.1 Estados Unidos* | 2002*

P09515.2 Francia* 1988*

QHB45573.1 China 2016

QHB45578.1 China 2016

QJA10630.1 China 2017
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UKD40713.1 China 2017
UOW59964.1 Corea del Sur 2012
UOW59970.1 Corea del Sur 2012
UUT43404.1 Estados Unidos 1993
UUT43415.1 Estados Unidos 2018*
UXK95480.1 Chipre 2015
UYW66195.1 Corea del Sur 2021
WABS58506.1 Republica Checa | 2019
WABS58509.1 Republica Checa | 2019
WABS58515.1 Republica Checa | 2019
WABS58518.1 Republica Checa | 2019
WABS58524.1 Republica Checa | 2018
WABS58527.1 Republica Checa | 2019
WAB58530.1 Republica Checa | 2018
WABS58533.1 Eslovaquia 2019
WAB58536.1 Eslovaquia 2019
WAB58539.1 Republica Checa | 2018
WABS58542.1 Republica Checa | 2019
WABS58545.1 Eslovaquia 2019
WABS58548.1 Republica Checa 2019
WABS58551.1 Republica Checa 2019
WABS58557.1 Republica Checa 2018
WABS58563.1 Eslovaquia 2019
WABS58566.1 Republica Checa 2018
WABS58569.1 Republica Checa 2018
WABS58572.1 Republica Checa 2019
WABS58575.1 Republica Checa 2019
WABS58578.1 Republica Checa 2018
WABS58581.1 Eslovaquia 2019
WBG54101.1 Estados Unidos 2022%
WBG54142.1 Estados Unidos 2017
WKE35844.1 Corea del Sur 2021
WKE35870.1 Corea del Sur 2021
BBG75686.1 Japon 2015
BBG75714.1 Japon 2017
WBG54106.1 Estados Unidos 2022%
WBG54147.1 Estados Unidos 2017
KX650867.1 China 2015
LC726802.1 China 2019
MH427303.1 Australia 2014

* Datos que no estan especificados en los datos provistos por el NCBI, por lo que se tom6 el dato de
afio y/o lugar de colecta descrito en la publicacion asociada a la secuencia.
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