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RESUMEN

La Enfermedad del Mosaico de la Higuera estd ampliamente distribuida en el mundo y
ha sido reportada en varios paises, especialmente en la cuenca del Mediterraneo. Sin
embargo, para Chile no existe ningun registro de la situacion viral de la higuera. En este
trabajo se realiz6 una prospeccion en los principales cultivos comerciales de este frutal
distribuidos en las Regiones de Coquimbo (IV), Valparaiso (V), Libertador Bernardo
O’Higgins (V1) y Region Metropolitana. Las variedades “Black Mission” (higo negro) y
“Kadota” (higo blanco) fueron encontradas mas comunmente. La deteccién en las 120
muestras estudiadas se realizé mediante la técnica de RT-PCR. Los virus prospectados
fueron FLMaV-1, FLMaV-2, FMV, FMMaV, FFkaV, AFCV-2, FBV-1, FCV, FLV-1y
AFCV-1, de los cuales no fueron detectados los tres ultimos. El virus que fue
encontrado con mayor frecuencia fue FBV-1 (84,03%), seguido por FMV con una
incidencia de 69,75% y FLMaV-1 en 62,18% de las muestras. Las infecciones virales
fueron simples (20%), dobles (20,83%), triples (29,17%), cuadruples (25,83%) o
quintuples (0,83%), y 3,33% de las plantas no presentaron ninguno de los virus
prospectados. Finalmente, se realizd una caracterizacion molecular de los aislados
virales encontrados en Chile para los virus FMV, FLMaV-1, FLMaV-2, FFkaV,
FMMaV y AFCV-2, que confirman esta prospeccion y clasifican a estos virus a nivel
molecular con otras cepas encontradas en diversos paises.

Palabras clave: prospeccion viral, sintomatologia, interaccion, secuenciacion, aislados
chilenos



ABSTRACT

The Fig Mosaic Disease (FMD) is widely distributed worldwide and it has been
reported in several countries, especially around the Mediterranean basin. However,
there is no record of the viral situation of fig trees in Chile. In this research, a viral
prospection was done in the main commercial fig orchards, distributed in the regions of
Coquimbo (1V), Valparaiso (V), Libertador Bernardo O Higgins (V1) and Metropolitan
Region. “Black Mission” (black fig) and “Kadota” (white fig) were the fig varieties that
were most commonly found. 120 samples were analyzed and the detection was made
with RT-PCR. FLMaV-1, FLMaV-2, FMV, FMMaV, FFkaV, AFCV-2, FBV-1, FCV,
FLV-1 and AFCV-1 were analyzed in each sample, and the last three viruses named
here were not found. The most frequent virus was FBV-1, found in 84,03% of the
samples, followed by FMV (69,75%) and FLMaV-1 (62,18%). The viral infections
were simple (20%), double (20,83%), triple (29,17%), quadruple (25,83%) or quintuple
(0,83%), and 3,33% of the plants did not present any of the analyzed virus. Finally, a
molecular characterization of the viral isolates found in Chile was conducted for FMV,
FLMaV-1, FLMaV-2, FFkaV, FMMaV and AFCV-2, which confirms the results of this
prospection and classifies these viruses at a molecular level with viral isolates of other
countries.

Keywords: viral prospection, symptoms, interaction, sequencing, Chilean isolates



INTRODUCCION

El cultivo de la higuera

Origen y generalidades

La higuera pertenece a la familia de las moréceas y al género Ficus, que incluye entre
600 y 1400 especies, las cuales se encuentran en su mayoria en las regiones tropicales o
subtropicales. EI Gnico miembro perteneciente a este género que es cultivado por sus
frutos es Ficus carica L. (Lavin y Reyes, 2004; Stover y Aradhya, 2007). Esta especie
tiene su origen en el Asia Oriental y la cuenca del Mediterraneo (Lavin y Reyes, 2004).

Descripcion bioldgica y requerimientos

El comUnmente denominado fruto, es en realidad un siconio, un pedinculo hueco y
carnoso que contiene a las pequefias flores adheridas a la pared interior (Starr et al.,
2003; Lavin y Reyes, 2004). Los frutos verdaderos son pequefios aquenios que se
desarrollan de estas flores.

La produccién comercial no requiere de polinizacion, y su propagacion es por estacas,
lo cual facilita la multiplicacion y el cultivo extensivo de este frutal (Brien y Hardy,
2002; Romero, 2005; Stover y Aradhya, 2007). No requiere de injertacion, ya que se
cultiva sobre sus propias raices.

La higuera puede soportar temperaturas de hasta -9°C. Es tolerante a la sequia, sin
embargo, su produccién depende directamente de la disponibilidad de agua durante el
crecimiento. El riego generalmente es por goteo o micro aspersion. La cantidad de agua
ideal es de 350-400 mm por afio.

Usos y beneficios de la higuera

El higo y la breva se consumen en fresco, como fruto deshidratado, en mermeladas y en
postres (Brien y Hardy, 2002; Bravo et al., 2011). Su consumo es muy beneficioso para
la salud, ya que contiene gran cantidad de fito-nutrientes benéficos, anti oxidantes y
vitaminas (Lansky y Paavilainen, 2011; Ghazi et al., 2012). Adicionalmente, su alto
contenido de calcio y potasio ayuda a mantener la presién sanguinea y a promover la
densidad 6sea; los frutos son efectivos para controlar el peso y reducir el colesterol; las
hojas de la higuera son utiles para reducir el consumo de insulina en pacientes
diabéticos; su consumo ayuda a prevenir el riesgo de cancer de mama y de estomago
(Sirisha et al., 2010; Hashemi et al., 2011); mejora la memoria; y el triptéfano presente
en los higos contribuye a mejorar el suefio y eliminar el insomnio (Pandey y Rizvi,



2009). El consumo de latex también ha sido usado para tratar Ulceras y gota (Sirisha et
al., 2010; Ghazi et al., 2012). Se ha demostrado que los antioxidantes y polifenoles en
hojas y frutos son potentes anti-inflamatorios, anti-alergénicos y anti-microbianos.

Produccion mundial y chilena

El cultivo de la higuera cubre aproximadamente 427.000 ha a nivel mundial, siendo
Turquia el principal productor (58.356 ha, 244.351 ton) (Elci et al., 2012), seguido por
Egipto (Elbeshehy y Elbeaino, 2011), Ir&n, Jordania, Israel, Grecia, Algeria y Espafia
(Caglar et al., 2010).

En Chile, la produccion de higos y brevas se ha limitado a pequefias extensiones
principalmente en huertos o quintas familiares (Romero, 2005). Sin embargo, durante
los Gltimos afios se ha notado un interés especial por la explotacién a nivel comercial.
Para el afio 2009, se encuentran aproximadamente 107 ha plantadas, especialmente en
las Regiones de Coquimbo (1V), Valparaiso (V), Libertador Bernardo O"Higgins (VI) y
Region Metropolitana. Las variedades “Black Mission” (higo negro) y “Kadota” (higo
blanco) son las mas utilizadas para este propésito, con un rendimiento de 2-2,5 ton/ha
en huertos jovenes y de 10-14 ton/ha en huertos adultos (Romero, 2005). El fruto fresco,
estd dirigido principalmente a los mercados de contra-estacion en Europa como
Inglaterra, Suiza y Alemania, y recientemente, también a Canada (Gatica, 2007) y a
Estados Unidos desde el 2010 (USDA, 2001). Japén, Corea del Sur y Singapur son
potenciales nuevos mercados’.

Enfermedades y plagas de la higuera

La higuera puede verse afectada por diversas plagas y enfermedades. Los trips
(Graphidothrips stuardoi Moulton), la conchuela blanca de la higuera (Lepidosaphes
ficus Hall), el eriéfido de la hoja (Aceria ficus Cotte) y las avispas (Vespula germanica
F.) son los insectos que principalmente presentan un problema serio en las higueras. La
roya (Cerotelium fici (Butl.) Arth. y Phomopsis cinerescens Trav. son hongos comunes
cuando las condiciones de humedad los favorecen (Palmateer et al., 2010). En Chile, se
ha detectado Rhizopus stolonifer Ehrenb. (Ex Fr.) Lind, Penicillium minioluteum
Dierckx, Alternaria altemata (Fr.) Keissler, Botrytis cinerea Pers. ex Fr., Fusarium
flocciferum Corda y Cladosporium herbarum (Pers.) en pudriciones de postcosecha
(Montealegre et al., 2000). Los neméatodos (Meloidogyne spp.) son plagas importantes
en este cultivo, especialmente en suelos arenosos. Adicionalmente, resulta gravemente

! Comunicacion personal con Sr. Cristian Mufioz, gerente general de Horticola Sudamericana, uno de los

principales productores de higos de exportacién.



afectada por la enfermedad denominada Mosaico de la Higuera, una virosis que se
encuentra ampliamente distribuida en el mundo.

Enfermedades de origen viral en higuera

La enfermedad del Mosaico de la Higuera

Los primeros registros de la enfermedad del Mosaico de la Higuera (Fig Mosaic Disease
— FMD) fueron realizados por Condit en 1922 y Swingle en 1928 (Caglayan et al.,
2009; Hafez et al., 2011). Sin embargo, el primer estudio critico fue conducido por
Condit y Horne (1933). Las enfermedades virales en la higuera generalmente se
presentan, tanto en hojas como en frutos, con manchas cloréticas claramente
delimitadas, venas y hojas deformes o decoloradas, anillos cloréticos, necrosis
localizada, caida prematura de frutos, hojas con mosaico en diversos patrones (Burnett,
1960; Elbeaino et al., 2006). Los sintomas varian entre cada arbol, pues se pueden
encontrar diferentes sintomas en una misma rama (Tzanetakis et al., 2010). Por mucho
tiempo, se ha considerado que estos sintomas estuvieran asociados a un complejo de
virus que induce FMD vy su gran variabilidad dependeria de la interaccion entre ellos
(Elbeaino et al., 2007a; Caglar et al., 2010). Sin embargo, la etiologia de esta
enfermedad todavia no ha sido elucidada.

Segun Segarra et al., (2005), FMD puede reducir el vigor y la produccion hasta un 30%
0 mas, sin embargo la evaluacién del verdadero impacto econémico de esta enfermedad
es dificil de dilucidar porgue, al igual lo que sucede con otras virosis, los sintomas
generalmente se confunden con el resultado de la accién de otros agentes tanto bidticos
como abidticos. El desconocimiento de la enfermedad induce a un mayor costo de
produccion, tanto en vivero como en los huertos comerciales, debido a la aplicacion de
medidas de control inapropiadas.

En estudios ultra estructurales se han encontrado cuerpos de doble membrana (double
membrane bodies - DMBs) asociados a plantas que presentaban sintomas de FMD
(Serrano et al., 2004; Salomon et al., 2008; Serrano et al., 2008; Caglayan et al., 2009;
Tzanetakis et al., 2010; Elbeshehy y Elbeaino, 2011; Hafez et al., 2011). Generalmente
se encuentran asociados a células parenquimaticas o floematicas (Castellano et al.,
2007). Se ha observado que estos cuerpos son de dos tipos: redondos a ovoides de 160-
200 nm de tamano, y particulas elongadas a casi flexuosas hasta de 1 pum de largo
(Hafez et al., 2011). Estos DMBs contienen un material proteinaceo, finas fibrillas v,
generalmente, se encuentran cerca de agregados de elementos filamentosos, semi
rigidos que contienen carbohidratos y son parcialmente digeridos por pronasa (Hafez et
al., 2011). Se pensaba que estos cuerpos eran en realidad estructuras de virus de la
familia Potyviridae, sin embargo también se encontraron en casi todos los miembros del



género Emaravirus (Serrano et al., 2008; Caglayan et al., 2009; Hafez et al., 2011,
Walia et al., 2012).

Tzanetakis et al.,, (2010) lograron transmitir mecénicamente solo Arkansas fig
closterovirus 2 (AFCV-2) y Fig badnavirus 1 (FBV-1) en Glycine max, Nicotiana
occidentalis, N. tabacum, N. rustica, N. sylvestris y Pisum sativum desde plantas con
Mosaico de la Higuera.

Existe también una posibilidad de que los agentes causales de FMD no sean solamente
de origen viral. Caglayan et al., (2007), encontraron un fitoplasma infectando a una
reducida cantidad de plantas de higuera, lo cual fue confirmado por observaciones ultra
estructurales (Caglayan et al., 2009). Por otro lado, Yakoubi et al., (2007) detectaron la
presencia de Hop stunt viroid (HSVd) y Citrus exocortis viroid (CEVd).

La higuera es hospedero de varias especies virales pertenecientes a diferentes familias
(Closteroviridae, Bunyaviridae, Tymoviridae, Flexiviridae, Partitiviridae vy
Caulimoviridae) (Shahmirzaie et al., 2012). También se han encontrado miembros
putativos de la familia Potyviridae en Croacia, y se piensa que también podrian estar
asociados con la enfermedad (Hafez et al., 2011). Estas investigaciones comprueban la
complejidad de FMD, cuya causa podria estar asociada a la interaccion entre diferentes
virus y/o patdgenos.

Virus detectados en higuera

Fig leaf mottle-associated virus 1 (FLMaV-1)
Es un miembro de la familia Closteroviridae, género Closterovirus. Esta constituido por

un RNA de simple hebra (ssRNA) polaridad positiva (+), de aproximadamente 17,5 - 18
Kbp (Elbeaino et al., 2007a). Es un virus filamentoso de hasta 1800 nm de largo
(Elbeaino et al., 2006). Esta presente en plantas con sintomas de FMD. Es posible que
su transmisién ocurra por Planococcus ficus (Caglar et al., 2010; Elbeshehy y Elbeaino,
2011). La identificacion de este virus se realiza mediante el analisis de un fragmento de
620 bp del gen homologo de la proteina HSP70 (Elbeaino et al., 2006). Este virus ha
sido secuenciado parcialmente.

Fig leaf mottle-associated virus 2 (FLMaV-2)

También es miembro de la familia Closteroviridae, género Ampelovirus (Elbeaino et al.,
2006; Caglayan et al., 2010). Es un virus filamentoso sSRNA (+) de alrededor de 2100
nm de largo y 19Kbp aproximadamente. No se ha podido transmitir mecanicamente a
plantas herbaceas (Elbeaino et al., 2007a). La identificacion de este virus se realiza
mediante el analisis de un fragmento de 625 bp del gen homélogo de la proteina HSP70
(Elbeaino et al., 2006). Guarda una identidad aminoacidica de 45% y nucleotidica de
28% con FLMaV-1. Es posible que su transmision sea también por Planococcus ficus
(Elbeshehy y Elbeaino, 2011). Este virus ha sido secuenciado parcialmente. Los



sintomas que probablemente estan asociados a este virus, y a FLMaV-1 son manchas
clordticas irregulares y una decoloracion general en las venas foliares (Elbeaino et al.,
2007a).

Fig mild mottle-associated virus (FMMaV)

Otro miembro de la familia Closteroviridae, género Closterovirus es Fig mild mottle—
associated virus (FMMaV). Es un virus filamentoso de ssSRNA (+) de aproximadamente
2000 nm de largo con una secuencia total de 6290 nt (Elbeaino et al., 2009a; Elbeaino et
al., 2010).

Posee siete marcos de lectura abiertos (ORFs) que codifican para diferentes proteinas:
proteina homdloga a la HSP70; RNA polimerasa RNA dependiente (RdRp); proteina de
la capside (CP); proteina menor de la capside (CPm); una proteina hidrofobica; una
proteina de 64 KDa que siempre se presenta subsecuentemente después del gen HSP70h
en los miembros de la familia Closteroviridae; una proteina de funcién desconocida
(Elbeaino et al., 2010). Ha sido secuenciado casi en su totalidad.

Arkansas fig closterovirus 1y 2 (AFCV-1y AFCV-2)

Recientemente se han descubierto dos virus de la familia Closteroviridae, género
Closterovirus, asociados a la higuera, que estan estrechamente relacionados con Fig leaf
mottle—associated virus 1y 2, y que se han denominado Arkansas fig closterovirus 1y 2
(AFCV-1y AFCV-2) (Tzanetakis et al., 2010). La deteccion de ambos virus se realiza
con partidores que amplifican 375 bp y 1671 bp respectivamente (Tzanetakis et al.,
2010). Se presentan en plantas sintomaticas y asintomaticas. No existe mayor
informacidn de estos dos virus, incluso no hay secuencias disponibles en GenBank para
AFCV-2.

Fig cryptic virus (FCV)

También se ha detectado la presencia de un virus de RNA de doble hebra (dSRNA) con
un genoma bipartido, que fue denominado Fig cryptic virus (FCV) (Elbeaino et al.,
2011a). Cada segmento de RNA tiene un solo marco abierto de lectura (ORF); el primer
fragmento potencialmente codifica para una proteina homéloga a RNA polimerasa RNA
dependiente (RdRp), mientras el segundo codifica para la proteina de capside (CP).
FCV es miembro de la familia Partitiviridae, género propuesto Deltapartitivirus. Parece
ser transmitido en forma natural por semilla y polen. Elbeaino et al., (2011a) obtuvieron
la secuencia nucleotidica completa de este virus.

Fig badnavirus 1 (FBV-1)

Es un virus de la familia Caulimoviridae, género Badnavirus. Los miembros del género
Badnavirus generalmente son transmitidos por algunos afidos y coccinélidos, y, aunque
se desconoce el vector de FBV-1, no es improbable que sea transmitido de esta forma, e
incluso pueda compartir vectores con algunos de los closterovirus (Tzanetakis et al.,



2010). Este es el Unico virus de DNA que se ha encontrado en higuera hasta el
momento. Es un pararetrovirus de DNA de doble hebra (dSDNA) que puede integrarse
con facilidad en el genoma del hospedero, pero también puede replicarse como virus
episomal infeccioso. Tiene un genoma de 7140 nt, y como los badnavirus, tiene genoma
circular de 7-8 Kbp que es encapsidado en viriones baciliformes sin envoltura. Este
virus estd completamente secuenciado, sin embargo su caracterizacion bioquimica
todavia estd en estudio. Tzanetakis et al., (2010) detectaron FBV-1 amplificando un
fragmento genémico de 474 bp. Es un virus que esta ganando importancia en la
fitovirologia de las higueras porque ha demostrado una gran facilidad de ser transmitido
mecanicamente, presenta alta prevalencia tanto en plantas sintomaticas y asintomaticas
(Laney et al., 2012).

Fig mosaic virus (FMV)

FMV es el virus méas frecuente, y quizas el mas importante componente de FMD,
aunque se piensa que la interaccién de este virus con los otros es lo que produce la gran
variabilidad de sintomas en las plantas afectadas (Caglar et al., 2010).

Es un virus multipartido de sSRNA. Hafez et al., (2011) propusieron que el RNA de
FMV es de sentido positivo y el virus pertenece a la familia Potyviridae. Sin embargo
Elbeaino et al., (2009b) contradicen estos datos, indicando que el RNA de este virus
tiene un sentido negativo y es parte del género Emaravirus, familia Bunyaviridae,
conclusiones compartidas por otros investigadores (Mielke y Muhlbach, 2012; Walia et
al., 2012; Elbeaino et al., 2013). Inicialmente, Elbeaino et al., (2009c) habian
caracterizado cuatro segmentos de RNA, pero Ishikawa et al., (2012a) identificaron dos
segmentos adicionales. Estos segmentos codifican para: la RNA polimerasa RNA
dependiente (RdRp), un polipéptido similar a un precursor de glicoproteina, la proteina
de la nucleocépside y tres proteinas desconocidas. Al parecer la presencia del virus en
las células vegetales esta directamente asociada con la aparicion de particulas de doble
membrana (DMBs) que han sido encontradas mediante microscopia electronica en
plantas sintomaéticas (Caglayan et al., 2009; Walia et al., 2009; Caglayan et al., 2010;
Tzanetakis et al., 2010), e incluso es posible que estas estructuras sean particulas de
FMV (Caglayan et al., 2010).

FMV es transmitido por Aceria ficus (Eriophyidae) (Abou-Awad et al., 2000; Hafez et
al., 2011). También se transmite a través de la propagacion vegetativa de la higuera
(Elbeaino et al., 2009c). La secuencia completa del genoma de este virus esta
disponible.

Fig fleck—associated virus (FFkaV)

Posee un ssSRNA (+), es miembro de la familia Tymoviridae, género Maculavirus
(Elbeaino et al., 2011b). Es un virus con un genoma de 7046 nt que incluye dos marcos
abiertos de lectura (ORFs) que codifican para una proteina que se asimila a proteinas
asociadas con la replicacion y a otras proteinas putativas de movimiento de Tymovirus



(Elbeaino et al., 2011b). Los sintomas en higuera que han sido asociados a la presencia
de este virus corresponden a una decoloracion discreta de la nervaduras (flecking)
(Elbeaino et al., 2011b). El genoma de este virus esta totalmente secuenciado.

Fig latent virus 1 (FLV-1)

Gattoni et al., (2009) indican la presencia de otro virus asociado a la higuera que se
presenta tanto en plantas con y sin sintomas: Fig latent virus-1 (FLV-1), que pertenece
a la familia Betaflexiviridae, género Trichovirus y es el Unico virus de higuera
transmisible por semillas (Castellano et al., 2009; Shahmirzaie et al., 2012). Este virus
estd parcialmente secuenciado. Para la deteccion se amplifica un fragmento de 389 bp
perteneciente al gen que codifica para la CP. Tiene una estructura filamentosa de
aproximadamente 700 nm de largo. Es un virus de ssRNA (+) y con un genoma del
tamafo aproximado de 8000 nt, del cual han sido secuenciados 6620 nt (Gattoni et al.,
2009; Gattoni et al., 2010).

Posee cuatro ORFs identificados que codifican para una proteina asociada a la
replicacion viral, para la proteina de movimiento (MP), para la proteina de capside (CP)
y para una proteina con propiedades de union de acidos nucleicos (Gattoni et al., 2009).

Distribucion geogréafica

Este trabajo de tesis es la primera prospeccién que considera los diez virus hasta ahora
conocidos que afectan a la higuera.

En Turquia, principal productor de higos a nivel mundial, se ha realizado la mayoria de
trabajos publicados. Elci et al., (2012) indican que el 83% de las muestras analizadas
estan infectadas con al menos un virus, siendo el mas comun FBV-1 y FMV con un
79% de prevalencia. Caglar et al., (2010) demostraron que FLMaV-2 afectaba a un
namero reducido de muestras.

En Egipto se observo que el 90% de las plantas analizadas tenian al menos un virus, y se
concluyé que FLMaV-1 fue el més frecuente con un 68,3% de prevalencia, seguido por
FMV con un 46,7% (Elbeashehy y Elbeaino, 2011). En Irdn se detectaron FLV-1,
FLMaV-1 y FMV, mientras que FLMaV-2 y FMMaV no fueron encontrados
(Shahmirzaie et al., 2010; Shahmirzaie et al., 2012). En Libano se observé la presencia
de FLMaV-1 con un 47%, seguido por FMV con un 42%, FLMaV-2, FMMaV y FFkaV
con porcentajes de infeccion mas bajos (Elbeaino et al., 2007b; Elbeaino et al., 2012).
En Arabia Saudita también existen informaciones acerca de la presencia de varios virus
infectando a la higuera, especialmente FLMaV-1 y FMV (Alhudaib, 2012). En Nueva
Zelandia se observo que FMV y FBV-1 fueron los més frecuentes (Minafra et al.,
2012). En muestras provenientes de Meéxico y Sudéafrica se encontré FLMaV-1
(Castellano et al., 2007). Elbeaino et al., (2011a) encontraron que el virus mas comun
en los paises de la cuenca del Mediterraneo es FLMaV-1 seguido por FLMaV-2 y FMV.
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En Japdn se observé la presencia de FMV en 34% de los huertos comerciales (Ishikawa
et al., 2012b).

Medidas de control

Al igual que todas las enfermedades virales, el control es prevalentemente preventivo,
por lo que la mayoria de estrategias siempre han sido dirigidas a evitar las condiciones
que favorecen la infeccion.

Existen algunos estudios de susceptibilidad y resistencia a FMD en diferentes especies
de Ficus (Burnett, 1960; y Alfieri, 1967), lo cual podria ser de interés al momento de la
propagacion de la higuera, ya que se podria considerar utilizar portainjertos resistentes.

En Chile no existe ninguna regulacion de ingreso de material propagativo para la
higuera, e incluso, en muchos de los casos las higueras comerciales no tienen un origen
conocido 0 su propagacion es a partir de plantas de jardin.

En el caso de la higuera no se conocen con precision los vectores que estarian
ocasionando FMD, con excepcion de la transmision de FMV por Aceria ficus, por lo
que es necesario generar mayor informacion acerca de los posibles vectores de los
diferentes virus identificados en higuera. En Chile se ha observado la presencia de
Aceria ficus, el eriéfido de la yema de la higuera (Peralta, 1993).

Para la higuera, las herramientas de poda no parecen ser un vehiculo de infeccion
importante, con la exclusién de FBV-1. Dada la alta prevalencia de este virus en otras
zonas productoras de higueras, se aconseja desinfectar las tijeras y material de poda.

Para sanear plantas infectadas por virus es necesaria la termoterapia, o tratamiento
térmico, que puede complementarse con el cultivo in vitro de explantes de meristemo.
Para la termoterapia en higuera se ha obtenido un cierto éxito, cuando trozos de ramillas
de 1 cm de diametro procedentes de plantas con sintomas, se sumergen en agua a 37°C
por 20 dias. Haelterman et al., (1994) detalla la metodologia para la micropropagacion
de este material.

Justificacion

La investigacion en fitovirologia en Chile se ha enfocado en los frutales mas
importantes, como la vid, los citricos, las pomaceas, los frutales de carozo y el arandano
(Auger, 1989; Herrera, 1996; Herrera, 1997; Besoain et al., 2000; Fiore et al. 2008;
Fiore, et al., 2010), pero se sabe muy poco de aquellos no tradicionales, que
rapidamente estan ganando importancia en el mercado local e internacional. En el caso
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de la higuera, la informacion es inexistente para Chile, y muy reducida en el resto del
mundo, por lo que este trabajo es una contribucion relevante al estudio y entendimiento
de las enfermedades virales en este cultivo. Adicionalmente, este trabajo es el primer
paso para lograr plantas de higuera libres de virus, que mejoraran la calidad y cantidad
de la produccion de higos chilenos, abriendo el paso a nuevos mercados internacionales
para la exportacion de esta fruta. En Chile se ha observado la presencia de FMD (Lavin
y Reyes, 2004), pero no se habian realizado analisis de laboratorio para establecer cual
es la situacion sanitaria de la higuera con respecto a los virus presentes. La técnica de
RT-PCR es una herramienta ampliamente utilizada para la deteccion de virus
fitopatdgenos, ya que se destaca por su eficiencia y precision, especialmente cuando los
virus a estudiar son basado en RNA. La caracterizacion molecular de los aislados virales
chilenos constituye un aporte para entender mejor esta enfermedad.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis

Los aislados chilenos de las especies de virus que infectan a la higuera (Ficus carica L.)
son similares a nivel genético y molecular con respecto a los que se encuentran en las
otras regiones del mundo donde se cultiva la higuera.

Objetivos

Objetivo general

Determinar cuales son los virus que infectan a la higuera (Ficus carica L.) en Chile,
utilizando la amplificacion de regiones conservadas de los genomas virales mediante la
técnica de RT-PCR para la deteccion e identificacion de estos patogenos.

Objetivos especificos

e Determinar presencia y distribucién de diez virus que infectan a la higuera en las
Regiones de Coquimbo (1V), Valparaiso (V), Libertador Bernardo O Higgins
(V1) y Region Metropolitana, principales productoras de higos en Chile.

e Caracterizar molecularmente los virus encontrados en el cultivo de la higuera,
mediante el alineamiento de secuencias y construccion de arboles fenéticos para
determinar la similitud posible con los aislados encontrados en otros paises.
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MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de muestras de higuera en el campo

Area de muestreo

Se realiz6 una prospeccion en las Regiones de Coquimbo (1V), Valparaiso (V),
Libertador Bernardo O Higgins (V1) y Region Metropolitana (Figura 1).

Las Cardas
Montepatria

’

OCEANO PACIFICO

San Felipe

~

Figura 1.- Mapa de zonas de muestreo para la prospeccion de virus de higuera en Chile.

Se muestrearon hojas de una planta elegida al azar, por cada dos hectareas, por un total
de 56 muestras. Es interesante recalcar que todos los predios visitados presentaron el
100% de plantas con sintomas. Esta prospeccién se llevd a cabo en los principales
huertos comerciales de higuera, principalmente de la variedad “Black Mission” (higo
negro), que es la mas plantada en Chile. Adicionalmente se hizo una visita a una
coleccion de variedades en la Estacion Experimental “Las Cardas” de la Universidad de
Chile, ubicada en la region de Coquimbo, donde se colectdé una muestra de cada
variedad. La lista de las variedades analizadas se encuentra en el Apéndice I.
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Considerando las muestras desde huertos comerciales y las de Las Cardas, en total se
colectaron 120 muestras (Cuadro 1).

Cuadro 1.- Distribucién de muestras de higueras colectadas en cada localidad.

Region Localidad Coordenadas Numero de
muestras
Coquimbo Montepatria 6
S 30°42'25.10";
O 70°54'59.50"
Coquimbo Las Cardas 64
S 30°13'42.40";
0O 71°15'16.80"
Libertador Bernardo O"Higgins Lolol 9
S 34°24'57.48";
0 71°44'12.55"
Metropolitana Lampa 15
S 33°15'25.20";
O 70°53'39.80"
Metropolitana Cajon del 4
Maipo S 33°44'1.49";
O 70°18'39.52"
Metropolitana Santiago 11
S 33°34'3.23"
O 70°38'0.73"
Valparaiso San Felipe 11
S 32°40'16.90";
070°36'6.80"
Total de muestras 120

Se determinO la prevalencia de cada virus en el total de las muestras analizadas,
constatando también si las infecciones son mixtas o individuales.

Observacion de la sintomatologia

El muestreo se realiz6 en primavera, junto con un registro fotografico detallado de los
sintomas presentes en cada muestra. Los sintomas se encontraron principalmente en
hojas, y, ocasionalmente, en los frutos.
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Los sintomas observados fueron: mosaico irregular, anillos cloroticos irregulares,
bandeamiento de nervaduras, clorosis, hojas palmeadas, hojas sin 16bulos y deformacion
de lamina (Figura 2 y 3). Se determin0 cuéntas plantas presentaban estos sintomas en
cada combinacién viral.

Mosaico irregular  Anillos clordticos  Bandeamiento Clorosis

Figura 2.- Sintomas de decoloracion observados en las plantas de higuera afectadas por
Virosis.

HOJAS HOJAS DEFORMACION DE
PALMEADAS ALOBULADAS LAMINA

- W d
- Ly
: ‘ i
- :

Figura 3.- Sintomas de deformacion observados en las plantas de higuera afectadas por
VIrosis.

Microscopia electronica

Se realizd la microscopia electrénica en siete muestras de hoja que presentaban
sintomatologia viral y en las cuales se habian detectado virus. Los sintomas y virus que
afectaban a estas muestras son detallados en el Apéndice Il. La microscopia electrénica
se realizd en Lérida, Espafia por el Dr. Vicente Medina Piles, académico del
Departamento de Produccion Vegetal y Ciencia Forestal de la Universidad de Lérida,
Esparia.
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Anadlisis molecular

Extraccién de acidos nucleicos totales (TNA)

Para la extraccion de acidos nucleicos se realizd la extraccion con silica descrita por
Spigel y Martin (1993), con la cual se analizaron todas las muestras. La extraccion se
realizé utilizando trozos de nervadura y de ldamina foliar.

Todas las soluciones utilizadas se encuentran detalladas en el Apéndice I1I.

En un mortero estéril, se agregaron 0,15 gr de tejido vegetal y 1,5 mL de tampon de
macerado (previamente se afiadié 10 uL de 2-mercaptoetanol por cada ml de tampdn).
El macerado se coloco en un tubo Eppendorf estéril de 1,5 mL. Se agregaron 300 pL de
sodio lauril sarcosil (NaLS) al 10%. Se homogeniz6 en un vortex por 1 minuto y luego
se incubd a 70°C por 10 minutos y se centrifugd a 14000 rpm por 10 minutos a 4°C. Se
transfirieron 300 pL del sobrenadante en un nuevo tubo Eppendorf de 1,5 mL y se
agregaron 150 pL de etanol al 100%, 300 puL de ioduro de sodio (NAI) 6M y 50 pL de
solucidn de silica. Se homogeniz6 y se incub6 a temperatura ambiente por 10 minutos
agitando constantemente. Luego se centrifugd a 8000 rpm y se elimind el sobrenadante
vaciando el tubo Eppendorf en un contenedor con tapa. Se lavo el sedimento con 500
pL de tampon de lavado usando el vortex para resuspenderlo totalmente. Se repitid la
ultima centrifugacion y el lavado hasta que el sedimento quedd blanco y se resuspendia
facilmente. A continuacion se centrifugé a 8000 rpm por 1 minuto y se elimind el
sobrenadante. Se resuspendi6 el sedimento en 150 puL de H,O-bidestilada (BD) estéril-
DPC y se incub6 a 70°C por 4 minutos en bafio termorregulado. Luego se homogeniz6
usando el vortex y se centrifugd a 15000 rpm por 3 minutos. Se transfirié el
sobrenadante a un nuevo tubo Eppendorf estéril de 0,6 mL. Finalmente se almacené a -
20°C.

Transcripcion reversa

Debido a que casi todos los virus que se analizaron son de RNA y la técnica de PCR se
basa en la amplificacion de fragmentos de DNA, fue necesario sintetizar DNA
complementario (cDNA). Para esto se realiz6 una transcripcion reversa (RT), descrita
por Mackenzie et al., (1997).

Se prepar6 un mix con 19 pL de H,O-BD estéril-DPC, 1 pL de partidores al azar y 10
pL del extracto de TNA de cada muestra en un tubo Eppendorf de 0,6 mL.
Adicionalmente se preparé un blanco sin muestra y con agua, como control negativo.
Esta mezcla se puso a 95°C por 5 minutos en un termociclador. Inmediatamente
después se puso cada tubo Eppendorf en hielo por 5 minutos. Se prepar6 el mix para RT
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con 4,1 uL de H,O-BD estéril-DPC, 10 uL de tampén MMLYV 5x, 2,4 uL. de DTT 0,1M,
2,5 uL de ANTPs 10mM y 1 uL de la enzima MMLYV para cada muestra, incluyendo el
control negativo. Se programo el termociclador con 10 minutos a 39°C, 60 minutos a
42°C y 10 minutos a 72°C. El cDNA resultante se almaceno a 4°C. Todas las soluciones
se encuentran detalladas en el Apéndice I11.

Deteccion de virus con PCR

Se recurri6 a esta técnica de amplificacion génica, precedida por transcripcion reversa
(RT-PCR), para la deteccion de los diez virus que actualmente han sido encontrados en
higuera: FLMaV-1, FLMaV-2, FMMaV, AFCV-1, AFCV-2, FCV, FBV-1, FMV,
FFkaV y FLV-1. Para cada virus se utilizaron los partidores especificos de regiones
altamente conservadas, indicados en el Cuadro 2 (Castellano et al., 2009; Elbeaino et
al., 2009b; Caglar et al., 2010; Elbeaino et al., 2010; Gattoni et al., 2010; Tzanetakis et
al., 2010; Elbeaino et al., 201la; Elbeaino et al.,, 2011b; Alhudaib, 2012). La
amplificacion se realizé en programas de 35-40 ciclos. A un tubo de PCR de 0,6 mL se
afiadieron 3 pL de tampoén para PCR 10x, 1,5 pL de MgCl; 50 mM, 1 pL de dNTPs, 1
uL del primer ‘forward’, 1 puL del primer ‘reverse’, 21 uL de H,O-BD estéril-DPC y 0,2
pL de Taq polimerasa. Para cada reaccion se utilizaron 2,5 pL. de ¢cDNA de cada
muestra, llegando a un volumen final aproximado de 31 pL.



Cuadro 2.- Partidores utilizados para la deteccion de virus en higuera.
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Producto de T° 6ptima Referencia
Virus Partidores Secuencia amplificacion Gen de o
. bibliogréafica
(bp) annealing

N17s 5 CGTGGCTGATGCAAAGTTTA 3 .

FLMaV-1 350 HSP70 54°C Elbeaino et al., 2006
N17 a 3' GTTAACGCATGCTTCCATGAS'
F3s 5 GAACAGTGCCTATCAGTTTGATTTG 3' .

FLMaV-2 360 HSP70 57°C Elbeaino et al., 2007a
F3a 3' TCCCACCTCCTGCGAAGCTAGAGAAKL
E5s 5 CGGTAGCAAATGGAATGAAA 3 .

FMV 302 CP 51°C Elbeaino et al., 2009b
E5a 3' AACACTGTTTTTGCGATTGG 5'
LM3s 5 AAGGGGAATCTACAAGGGTCG 3' .

FMMaV 309 HSP70 53°C Elbeaino et al., 2010
LM3a 3 TATTACGCGCTTGAGGATTGC 5'
FCV-Rls 5 TCGGATTGTCTTTGCAGAGG 3' .

FCV 353 RdRp 53°C Elbeaino et al., 2011a
FCV-Rla 3'CGCATCCACAGTATCCCATTYS
CP-Fk s 5 ATGACGACTGTCAACTCCCT 3 .

FFkaV 669 CP 53°C Elbeaino et al., 2011b
CP-Fk a 3' TTAAGCCAGGGTGGGAGTGTTG &'
Cptrs 5 CCATCTTCACCACACAAATGTC 3 .

FLV-1 381 CP 53°C Gattoni et al., 2009
Cptra 3'CAATCTTCTTGGCCTCCATAAG &'
AFCV1FE 5 CTGTATCTGTCATTACCTCTTCGGG 3' .

AFCV-1 375 N/D 53°C  Tzanetakis et al., 2010
AFCV1IR 3 ATGCTTCCTCGGCTGC5'
AFCV2F 5 GTTCGGAATTAGTTAATAGATACGGTC 3' _

AFCV-2 1671 HSP90 55°C  Tzanetakis et al., 2010
AFCV2R 3 ACCCGCTAGAGTAATCAGTCAAAGTT 5

5 ACCAGACGGAGGGAAGAAAT 3 i
FBV-1 FBVF 474 P2 (putative DNA 55°C Tzanetakis et al., 2010

FBV R

3' TCCTTGCCATCGGTTATCTC 5

binding protein)
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Los productos de amplificacion se separaron con electroforesis en gel de agarosa al
1,2% y se observaron con un transilluminador UV.

Caracterizacion molecular

Se eligieron algunos aislados de cada virus encontrado. En este caso particular, la
caracterizacion molecular representa un trabajo complicado porque la informacion
disponible para la comparacion de secuencias no es numerosa, y muchos de los virus
estudiados no han sido secuenciados ni caracterizados completamente.

Purificacion

Para la purificacion de productos de amplificacion se utilizd el kit ‘EZDNA Gel
Extraction” de Omega®, y todos los reactivos utilizados en este proceso son parte del
Kit.

Luego de electroforesis en gel de agarosa, se procedié a cortar las bandas de DNA.
Estas fueron colocadas en tubos Eppendorf de 1,5 mL y almacenadas a -20°C hasta su
purificacion; subsiguientemente fueron pesadas para determinar el volumen, asumiendo
una densidad de 1 gr/mL. Se afiadio un volumen igual de ‘Binding Buffer (XP2)’, y
luego se incubd en bafio termorregulado a 50-60°C por 7 minutos. Se coloco la columna
‘HiBind DNA Mini Column’ en el tubo colector de 2 mL. Se afiadio la solucion de
DNA/agarosa a las columnas y se centrifug6é a 10000 rpm por 1 minuto a temperatura
ambiente. Se desechd el liquido filtrado y se volvié a poner las columnas en el mismo
tubo colector. Se afadieron 300 ul de ‘Binding Buffer (XP2)’ a la columna y se
centrifugd a 13000 rpm por 1 minuto a temperatura ambiente. Se desechd el liquido
filtrado y se volvid a poner las columnas en el mismo tubo colector. Se afiadieron 700
uL de ‘SPW Wash Buffer’y se centrifugd a 13000 rpm a temperatura ambiente para
lavar la columna. Se desechd el liquido filtrado y se puso las columnas en el mismo
tubo colector de cada una. Se centrifugé la columna vacia por 2 minutos a velocidad
méaxima (> a 13000 rpm) para secar la matriz de la columna. Luego, se coloco la
columna sobre un tubo Eppendorf de 1,5 mL limpio y se afiadieron 37 uL de ‘Elution
Buffer’ (10 mM Tris-HCI, pH 8,5) en la columna, y se incub6 a temperatura ambiente
por 2 minutos. Finalmente se centrifugo por 1 minuto a velocidad maxima (> a 13000
rpm) para eluir el DNA. Las muestras purificadas fueron guardadas a 4°C. Todas las
purificaciones fueron comprobadas mediante electroforesis en agarosa.
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Clonamiento

Para la reaccion de ligamiento se utilizd el Kit pGEM-Teasy Vector®. Todos los
reactivos usados en este protocolo son parte del kit. Se mezclaron 5 pL de tampon, 1 puL
de pldsmido p-GEM-T, 1 uL de enzima T4 ligasa y 3 uL del DNA purificado en un tubo
Eppendorf de 0,2 mL. El tampo6n y el plasmido estaban previamente alicuotados y
almacenados a -20°C. Luego, se incubé a 4°C durante toda la noche.

Para la transformacion de células competentes de Escherichia coli cepa Top 10 con el
plasmido se tomd un tubo de células competentes en stock (100 uL) y se descongeld
sobre hielo. Se agrego6 todo el volumen de la reaccion de ligamiento (10 pL) y se
homogenizo suavemente, manteniendo en frio por 10 minutos. A continuacion, se
sometio a las células a un shock térmico de 42°C en bafio termoregulado durante 2
minutos. Luego, se mantuvo en frio por 1-2 minutos. Se agregaron 400 uL de medio de
cultivo LB a temperatura ambiente. Se incub6 por 1 hora a 37°C agitando a 180-200
rpm. Se centrifug6 a 3000 rpm durante 2 minutos a temperatura ambiente, se eliminaron
450 pL del sobrenadante y se resuspendieron los 50 uL restantes. Se colocaron 10-15
uL en placas de medio selectivo (Chb, Str, IPTG y X-gal) y se incubd a 37°C durante
toda la noche. En un tubo Eppendorf de 0,6 mL se agregaron 10 uL. de H,O-BD estéril-
DPC vy se disolvié una colonia blanca. Posteriormente, se realizé un PCR de colonia
usando los partidores SP6 y T7, agregando 1-2 ul de muestra para confirmar la
insercion del amplicén en el plasmido. Finalmente, se purifico el resultado de este PCR
a partir del gel de agarosa.

Secuenciacion

Para la secuenciacién, los productos de PCR purificados de las muestras positivas
fueron enviadas a la compafiia MacrogenUSA Corp. en Rockville, MD, Estados Unidos.

Caracterizacién de zonas mas amplias del genoma

Se disefiaron nuevos partidores mediante el uso de los programas Vector NTIO© vy
BioEdit © (Cuadro 3) para dos de los diez virus buscados: FLMaV-1y FMV, con el fin
de mejorar la deteccion y para completar la caracterizacion molecular de los aislados
virales mismos. En el caso de AFCV-2 no existen secuencias disponibles en GenBank.
En el caso de FFkaV, FLV-1y FBV-1, los fragmentos de deteccion son suficientemente
grandes para la caracterizacion. Para el resto de los virus estudiados la informacién en
GenBank es limitada.
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Cuadro 3.- Partidores disefiados en este estudio para la caracterizacion de FLMaV-1y
FMV.

Producto de 6 Iima
Partidor Secuencia amplificacion Gen pde

(bp) annealing
FLMaV1- HSPF 5 GTTGAAGTTCGGGACGACGT 3'

602 HSP70  56°C
FLMaV1- HSPR 3'CGCCGCCGAAATCATAAACT &'
FMV- CPF 5 TAGTGAACTCCCATAATTAACTCAA 3 1440 cp 5100
FMV- CPR 3 TCTAACAATGGTATCAATAAAGAAAS

Anadlisis bioinformatico

Se realizaron alineamientos de secuencias maltiples usando los programas CLUSTAL
X© y BIOEDIT® con los parametros de referencia del programa. Las secuencias de
referencia para los alineamientos fueron encontradas en la base de datos del GenBank®©
y fueron comparadas nucleotidicamente con la herramienta BLAST®.

Adicionalmente, se realizaron analisis fenéticos para determinar las relaciones entre las
secuencias encontradas en esta investigacion, en comparacion con las secuencias
disponibles en GenBank®©. Los arboles fenéticos fueron realizados por ‘neighbor
joining’ con andlisis de ‘bootstrap’ de 1000 réplicas con el programa MEGA®© para
determinar qué tan robustas son las relaciones.
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RESULTADOS

Recoleccion de muestras de higuera en el campo

En total se recolectaron 120 muestras, de las cuales 64 plantas eran parte de la coleccion
de variedades de la Estacion Experimental Las Cardas. La variedad mas comun fue
“Black Mission” con 37 plantas, de las cuales 33 se encontraron en huertos comerciales
y 4 de ellas pertenecian a la coleccion de variedades. S6lo 2 plantas correspondian a la
variedad “Kadota”, también parte de esta coleccion, 58 plantas eran de diferentes
variedades de esta coleccion y 23 plantas fueron de variedades indeterminadas
colectadas fuera de huertos comerciales. Todas las plantas estudiadas presentaron algin
tipo de sintoma. En la Figura 4 se observan los resultados de los andlisis viroldgicos en
las plantas de huertos comerciales, en aquellas pertenecientes a la coleccion de
variedades de Las Cardas y en las plantas de variedades indeterminadas.

100 +

80

% Variedades

60 - indeterminadas

® Huertos
Comerciales

40 1 m Coleccionde

Variedades

Cantidad de muestras

20 +

Figura 4.- Prevalencia de cada virus en las muestras de higuera analizadas. Las
prociones en azul corresponden a las plantas de la coleccion de variedades de Las
Cardas. Las porciones rojas, representan a las plantas que fueron colectadas en huertos
comerciales; todas estas las plantas fueron “Black Mission”. Las porciones en verde,
corresponden a las plantas de las cuales no se pudo identificar la variedad.
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El virus detectado con mayor frecuencia fue FBV-1, con 100 muestras positivas
(84,03%), sequido por FMV, que se encontrd en 83 muestras (69,75%), FLMaV-1 en 74
muestras (62,18%), FMMaV en 25 muestras (21,01%), FLMaV-2 en 13 (10,92%),
AFCV-2 en 9 (7,56%) y FFkaV en 4 muestras (3,36%). Los virus FCV, FLV-1 y
AFCV-1 no fueron detectados en ninguna de las muestras analizadas. En la Figura 5 se
observa la prevalencia de los virus presentes en cada localidad.
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A Montepatria (n=6) B Las Cardas (n=64) C Lolol (n=9)
FLMaV-3, ne 0, FRMaV-2, n=0
AFCV-1 n=0
G San Felipe (n=11)
AMav-2

AFCV-2

n=1(1,6%) =5(75%) AV-1, 050 PRV, n=0 NV, 50
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FCV,n30
AMIMaV, n=0

Figura 5.- Prevalencia de los virus encontrados en las plantas de cada localidad muestreada. A) Localidad de Montepatria — 6 muestras
colectadas. B) Localidad de Las Cardas — 64 muestras colectadas. C) Localidad de Lolol — 9 muestras colectadas. D) Localidad de Lampa —

5 muestras colectadas. E) Localidad del Cajon del Maipo — 4 muestras colectadas. F) Localidad de Santiago — 11 muestras colectadas. G)
Localidad de San Felipe — 11 muestras colectadas.
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De las 120 muestras, 4 de ellas no presentaron ninguno de los virus prospectados; 2 de
estas plantas sin virus (variedad “Black Mission”) fueron encontradas en un huerto
comercial en la localidad de Lolol y las 2 restantes se colectaron en la cercania de
huertos comerciales (variedades indeterminadas). Las infecciones simples se
presentaron en 24 muestras, mientras que en 25 se presentaron infecciones dobles. Los
tipos de infecciones méas frecuentes fueron de tres y cuatro virus, con 35 muestras
infectadas por tres virus (29,17%) y 31 con cuatro virus (25,83%). Solo 1 muestra
presentd una infeccion mixta con cinco virus, correspondiente al 0,83% del total de
muestras analizadas, la cual fue colectada en Las Cardas (variedad Napoles). Los
resultados se presentan en el Cuadro 4.

Cuadro 4.- Cantidad y porcentaje de muestras con infeccion simple y mixta. Cada letra
en paréntesis (A-J) representa un virus: A) FLMaV-1; B) FLMaV-2; C) FMV, D)
FMMaV; F) FFkaV; 1) AFCV-1; J) FBV-1.

yu”?em Virus Cantidad de Total Porcentaje
e virus muestras
FMV (C) 2
1 FBV-1 (J) 99 24 20,00
FLMaV-1/FMV (AC) 5
FLMaV-1/FMMaV (AD) 1
FLMaV-1/ AFCV-2 (Al) 1
2 FLMaV-1/FBV-1 (AJ) 3 25 20,83
FMV / FMMaV (CD) 2
FMV / FBV-1 (CJ) 12
FFkaV / FBV-1 (FJ) 1
FLMaV-1/FLMaV-2/ FMV (ABC) 1
FLMaV-1/FLMaV-2 / FMMaV (ABD) 1
FLMaV-1/FLMaV-2/FBV-1 (ABJ) 1
FLMaV-1/FMV / FMMaV (ACD) 1
3 FLMaV-1/FMV / FFkaV (ACF) 1 35 9917
FLMaV-1/FMV / AFCV-2 (ACI) 1 ’
FLMaV-1/FMV / FBV-1 (ACJ) 23
FLMaV-1/FMMaV / FBV-1 (ADJ) 3
FMV / FMMaV / FBV-1 (CDJ) 2
FMV / FFkaV / FBV-1 (CFJ) 1
FLMaV-1/FLMaV-2/FMV / FBV-1 (ABCJ) 9
4 FLMaV-1/FMV / FMMaV / FBV-1 (ACDJ) 14 31 25 83
FLMaV-1 /FMV / FFkaV / FBV-1 (ACFJ) 1 ’
FLMaV-1/FMV / AFCV-2 / FBV-1 (AC1J) 7
5 FLMaV-1/FLMaV-2/FMV /FMMaV / FBV-1 1 1 0.83
(ABCDJ) ’
0 42 42 3,33¢
Total 120 100 %

*NUmero y porcentaje de muestras en las cuales no se detecté ninguno de los virus prospectados.
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Sintomatologia observada

Los sintomas se manifiestan principalmente en hojas, pero se observaron algunas
muestras con sintomas también en frutos (Figura 6).

Figura 6.- Los sintomas de las virosis en higueras pueden presentarse tanto en hojas
como en frutos. En esta figura, se pueden observar anillos cloréticos irregulares y
bandeamiento en ambos 6rganos.

En hojas, los bordes del mosaico no estan claros, ya que el color amarillo se mezcla
gradualmente con el color verde del tejido sano. En algunas hojas, las manchas
cloréticas son mas pequefias y estan densamente distribuidas, de manera que el mosaico
aparece como manchas puntiformes. Las manchas cloréticas mas grandes no guardan
ninguna relacion definida con la posicion de las venas. Estas manchas de mosaico se
rodean de una borde de color café negruzco que luego puede expandirse hacia el interior
hasta la aparicion de verdaderas manchas necroéticas, lo cual significa la muerte de las
células epidérmicas vecinas. Los anillos cloroticos, a diferencia del mosaico irregular,
presentan un borde muy definido y generalmente son de forma circular irregular. El
bandeamiento de nervaduras abarca desde decoloraciones leves o severas de las venas
hasta clorosis perinerval, que puede llegar a formar verdaderos arabescos en la hoja. La
clorosis parcial o total de la hoja fue un sintoma bastante comun y generalmente se
presentaban en parches mas grandes que las manchas cloréticas descritas anteriormente.
Una manifestacion aparentemente sistémica de la enfermedad es la malformacién de las
hojas, que puede encontrarse junto a hojas normales en una misma rama. Las hojas
deformadas tienen infinitas formas y tamafios. Se observa una clara distincion entre
hojas palmeadas y que no presentan los I6bulos bien definidos.
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Los anillos cloréticos, la clorosis y el bandeamiento se pueden presentar también en el
fruto (Figura 7). Al momento de colectar las muestras, se pudo observar que los frutos
con sintomas tenian una gran facilidad para desprenderse.

Figura 7.- Sintomas observados en frutos de higueras afectadas con virosis. A) Frutos
sin sintomas; B), C), D) y E) Anillos clordticos irregulares en frutos; F) Clorosis; G)
Presencia de bandeamiento.

Los resultados de la presencia de cada sintoma en las diferentes plantas se encuentran
detallados en el Cuadro 5.
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Cuadro 5.- Porcentaje de plantas que presentaron cada sintoma en cada una de las combinaciones. Cada letra (A-J) representa un virus: A)
FLMaV-1; B) FLMaV-2; C) FMV; D) FMMaV; F) FFkaV; 1) AFCV-1; J) FBV-1. El total de plantas por cada combinacion se encuentra
detallado junto a las letras que representan cada combinacion.

Combinaciones virales

>
> > > 2 > >
c 0o & 22222 9 8 e &%33830858Q% 88505 3
) 5 ~ 3 - = ~ = 0 U & U "= < o c e 0O o I < v
Sintomas >S5S 1T 3 S 53 3 5 oAAAsSA A A, A s s -~ -~ <~ G
L0y oo AL ono3 = s o3 2 o7 T OJ T T T T oo
S oeceen e lllislliceogédeyg oy
:\r"rg;i'g; 100 100 77,3 60,0 100 100 100 500 833 0 100 100 O 100 O 100 91,3 100 100 100 55,6 78,6 100 100 100
Anillos
cloréticos 100 100 682 200 O 100 333 0 417 0 100 100 0 O O 100 522 100 100 O 11,1 429 100 100 100
irregulares
E’a”deam'e“to 100 50,0 77,3 600 100 100 100 O 833 100 100 0 O 100 100 100 957 66,7 100 100 88,9 64.3 100 100 100
e nervaduras
Clorosis 750 500 773 400 O O 100 500 91,7 O 100 100 100 100 100 100 82,6 100 100 100 88,9 100 100 85,7 100
Hojas
0 O 40920 0 0 0 500167 0 100 0 O 100 O O 130 O 100 0 O 7.1 100 857 O
Palmeadas
Hojas 0 0 9120 0 0 0 500500120 0 0 O 100 100 100 304 333 0 0 222571 0 857 O
Alobuladas
Deformacion .0 5 109 682 60,0 100 0 100 50,0 66,7 100 100 100 0 100 100 100 91,3 100 100 100 100 78,6 100 100 100

de Lamina
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Microscopia electrénica

Mediante microscopia electronica, se observd la presencia de cuerpos de doble
membrana (DMBs) en las células sub-epidérmicas y del mesofilo de tejido foliar
sintomatico. Los DMBs generalmente aparecen cerca de los cloroplastos y estan
rodeados de muchas mitocondrias. Cuando son numerosos, aparecen alrededor de una
masa granular. Las fotografias de microscopia electronica corresponden a las Figuras 8,
9y 10. Junto con la aparicion de estas estructuras, se vio que las células presentan una
intensa vacuolacion en el citoplasma. Los nucleos son aparentemente normales, pero los
cloroplastos se ven hinchados y redondeados, con grandes acumulaciones de almidén en
los tilacoides. Las mitocondrias presentan un desarreglo de los cristales, que son menos
numerosos que en las mitocondrias normales. La membrana citoplasmatica se
caracteriza por la proliferacion de vesiculas reticuladas que varian en forma y tamario.

Figura 8.- Microscopia electrénica de hojas de higueras infectadas con virosis. Si bien
todas las muestras utilizadas para la microscopia electronica estaban infectadas por
FMV, también estaban presentes otros virus, lo cual se puede observar en el
Apéndice 1l. A) “Double membrane bodies” (DMBs) en células subepidérmicas; B)
Detalle de A donde se observa que los DMBs en formacién aparecen unidos y con
aspecto pleomorfico; C) También suelen aparecer rodeados de muchas mitocondrias
(m). Ch: cloroplasto. Cortesia del Dr. Vicente Medina.
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Figura 9.- Microscopia electrénica de hojas de higueras infectadas con virosis. Si bien
todas las muestras utilizadas para la microscopia electrénica estaban infectadas por
FMV, también estaban presentes otros virus, lo cual se puede observar en el
Apéndice Il. A)“Double membrane bodies” (DMBs) en células del mesofilo. B)
Suelen aparecer rodeados de muchas mitocondrias (m). Ch: cloroplastos. Cortesia del
Dr. Vicente Medina.

Figura 10.- Microscopia electrénica de hojas de higueras infectadas con virosis. Si bien

todas las muestras utilizadas para la microscopia electrénica estaban infectadas por
FMV, también estaban presentes otros virus, lo cual se puede observar en el
Apéndice Il. En esta figura se observan “Double membrane bodies” (DMBSs) en
células del meséfilo. A): Cuando hay muchos DMBs, estos aparecen alrededor de
una masa granular (Granular area). B): es un detalle de A en el que se puede apreciar
la doble membrana de los DMBs. Cortesia del Dr. Vicente Medina.
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Anadlisis molecular

Como se menciond anteriormente, solo siete de los diez virus prospectados fueron
detectados en las muestras colectadas (Figura 11).

Figura 11.- Productos de amplificacion obtenidos para la deteccion de los virus en
higuera. 1) marcador molecular 100bp; 2) FLMaV-1 (350 bp); 3) FLMaV-2 (360
bp); 4) FMV (302 bp); 5) FMMaV (309 bp); 6) FCV (virus no detectado); 7) FFkaV
(669 bp); 8) FLV-1 (virus no detectado); 9) AFCV-1 (virus no detectado); 10)
AFCV-2 (1671 bp); 11) FBV-1 (474 bp).

Caracterizacion molecular

Para la comparacion de secuencias nucleotidicas de FBV-1 se utilizaron seis aislados
chilenos y once aislados de Estados Unidos. Ademas, como referencia externa, se
utilizaron las secuencias de Cacao swollen shoot virus (CSSV), Citrus yellow mosaic
virus (CYMV) y Sugarcane bacilliform virus (SBCV), tres miembros del género
Badnavirus. Los nimeros de accesion se encuentran detallados en el Apéndice 1V. El
porcentaje de identidad entre los diferentes aislados de FBV-1 es de 98 a 100%. El arbol
fenético (Figura 12) indica que todos los aislados de FBV-1 (chilenos y de Estados
Unidos) forman un Unico grupo.
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Figura 12.- Arbol fenético para comparacion de secuencias nucleotidicas parciales del
gen que codifica para la P2 (“DNA binding protein”) de FBV-1. Los aislados
chilenos de FBV-1 se encuentran marcados con un punto rojo.

El anélisis de los aislados chilenos de FLMaV-2 y FMMaV se realizd sobre el gen
HSP70, y siendo ambos miembros de la familia Closteroviridae, se realiz6 un andlisis
fenético que los involucrara a ambos virus, separandolos en sus grupos respectivos. Para
FLMaV-2 se compararon tres aislados chilenos con nueve aislados encontrados en otros
paises, mientras que para FMMaV se utilizaron cuatro secuencias comparadas con la
Unica secuencia disponible en GenBank. Los numeros de accesion se encuentran
detallados en el Apéndice 1V. Se observa claramente un agrupamiento definido para los
aislados chilenos de FLMaV-2. Los porcentajes de similitud de los aislados chilenos
con las otras cepas varian entre 82,5-87,6%. En el caso de FMMaV, tres de los aislados
se agrupan junto con el aislado de Italia y guardan un 88,7- 91,3 % de identidad con la
secuencia italiana, mientras que una muestra se separa ligeramente, pero se mantiene
bajo una misma raiz. Los grupos externos fueron Grapevine leafroll associated virus 1,
Grapevine leafroll associated virus 2, Grapevine leafroll associated virus 3 y Beet
yellow virus. Los resultados del anélisis fenético se pueden observar en la Figura 13.
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Figura 13.- Arbol fenético para comparacion de secuencias nucleotidicas parciales del
gen que codifica para la HSP70 de FLMaV-2, y FMMaV comparadas con secuencias
de virus de la familia Closteroviridae. Los aislados chilenos de FLMaV-2, y FMMaV
se encuentran marcados con un punto rojo.

Para la secuencia del aislado chileno de FFkaV, se realizaron los analisis filogenéticos
con seis aislados diferentes de este virus y cuatro grupos externos: Papaya ringspot
virus (PRSV), Soybean mosaic virus (SMV), Grapevine fleck virus (GFKV) y Pepino
mosaic virus (PepMV). Los numeros de accesion se encuentran detallados en el
Apéndice 1V. Se puede observar que el aislado chileno se agrupa consistentemente con
los otros aislados de FFkaV y se diferencia de los grupos externos. El porcentaje de
identidad entre los aislados varia entre 83,3-99,7%. Los resultados del analisis fenético
se observan en la Figura 14.
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Figura 14.- Arbol fenético para comparacion de secuencias nucleotidicas parciales del
gen que codifica para la CP de FFkaV (el aislado chileno se encuentra marcado con
un punto rojo) comparadas con secuencias de virus de la familia Closteroviridae.

Para los cuatro aislados chilenos de FMV se utilizaron como referencia dieciséis
aislados presentes en GenBank y como grupo externo se usaron dos cepas de European
mountain ash ringspot virus (EMARV). Los nUimeros de accesion se encuentran
detallados en el Apéndice IV. Las cuatro secuencias chilenas se agrupan
consistentemente con la mayoria de los aislados japoneses de FMV y con un aislado
desde Canada, separandose de los otros procedentes de Serbia, Italia y el JTTPa de
Japon, EIl porcentaje de identidad entre los aislados de FMV fue de entre 93,4-99,5%.
Los resultados del analisis fenético se encuentran detallados en la Figura 15.
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Figura 15.- Arbol fenético para comparacion de secuencias nucleotidicas del gen que
codifica para la CP de FMV comparadas con dos secuencias de European mountain
ash ringspot virus (EMARYV). Los aislados chilenos de FMV se encuentran marcados
con un punto rojo.

Para FLMaV-1, la caracterizacion molecular se realizd con dos aislados chilenos
comparados con un aislado de referencia del mismo virus procedente de ltalia, y
adicionalmente se utiliz6 cepas de Grapevine leafroll-associated virus 1 (GLRaV-1),
Grapevine leafroll-associated virus 2 (GLRaV-2) y Grapevine leafroll-associated virus
3(GLRaV-3), una cepa chilena y otra italiana de FMMaV y a Beet yellow virus (BYV)
como aislados de referencia, todos miembros de la familia Closteroviridae. Los nimeros
de accesion se encuentran detallados en el Apéndice IV. Se observa un claro
agrupamiento de los aislados de FLMaV-1. Los resultados del analisis fenético se
presentan en la Figura 16.
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Figura 16.- Arbol fenético para comparacion de secuencias nucleotidicas del gen que
codifica para la HSP70 de FLMaV-1 comparadas con secuencias de Fig mild mottle-
associated virus. Los aislados chilenos de FLMaV-1 y FMMaV se encuentran
marcados con un punto rojo.

Finalmente, para AFCV-2 no existen secuencias para comparar molecularmente,
obstaculo que fue subsanado usando Unicamente grupos de referencia externos,
miembros de la familia Closteroviridae. Los numeros de accesion se encuentran
detallados en el Apéndice 1V. Al no existir secuencias de referencia de AFCV-2 sélo se
puede afirmar que este virus es el mismo detectado por Tzanetakis et al., (2010) y que
este virus pertenece a la familia Closteroviridae. Los resultados del analisis fenético se
observan en la Figura 17.

69 BYV (UA)
87 | GLRaV-2 (ZA)

(@ AFCV-2 CL120
95| @ AFCV-2 CL96
CTV (IN)
GLRaV-9 (US)
GLRaV-1 (AU)

%
0 GLRaV-3 (US)

—
05

Figura 17.- Arbol fenético para comparacion de secuencias nucleotidicas del gen que
codifica para la HSP90 de AFCV-2 comparadas con secuencias de otros miembros
de la familia Closteroviridae. Los aislados chilenos de AFCV-2 se encuentran
marcados con un punto rojo.
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DISCUSION

Con este trabajo de investigacion no sélo se confirma la presencia de FMD en Chile,
pero también se observa que esta enfermedad es producida por un complejo patogénico,
en el cual participan algunos virus, y no unicamente FMV como se pensé en algun
momento (Caglar et al., 2010). La caracterizacion molecular de los virus encontrados en
este trabajo constituye un aporte para el entendimiento de esta enfermedad y de los virus
asociados a ella.

La evaluacion del impacto econdmico de FMD a nivel mundial es complicada ya que es
dificil encontrar huertos sanos que sirvan como referencia (Segarra et al., 2005). Esto
concuerda con lo observado durante la prospeccion realizada en Chile, donde no fue
posible encontrar plantas sin sintomas.

Prospeccion

La alta prevalencia de FBV-1 y FMV en las muestras chilenas analizadas concuerda con
los datos obtenidos en otros paises. En Nueva Zelandia, al igual que en Chile, FLV-1 no
fue detectado, mientras que FMV y FBV-1 fueron los mas frecuentes (Minafra et al.,
2012). El alto porcentaje de plantas infectadas con FBV-1 se debe a la capacidad del
virus de integrarse en el genoma del hospedero, y a la facilidad con la cual se transmite
mecénicamente (Laney et al., 2012).

La presencia de FLMaV-1y FLMaV-2 en 62,18% y en 10,92% de las muestras también
es consistente con los resultados reportados en otros paises como Egipto, Libano y
Arabia Saudita (Elbeaino et al., 2007b; Elbeashehy y Elbeaino, 2011; Elbeaino et al.,
2012). Es necesario confirmar la transmisibilidad del posible vector reportado para estos
virus, Planococcus ficus.

Para FMMaV, los resultados de Elbeaino et al., (2012) también son consistentes, ya que
los porcentajes de plantas infectadas con este virus, (20,01% en Chile y 26,5% en
Libano) son similares. AFCV-2 y FFkaV se encontraron en porcentajes de 7,56% y
3,36% respectivamente en las muestras analizadas. Estos porcentajes menores podrian
indicar que estos virus juegan un papel menor, pero no inexistente en el desarrollo de la
Enfermedad del Mosaico de la Higuera (FMD).

La ausencia de FCV, FLV-1 y AFCV-1 se puede atribuir a la distribucion irregular de
estos virus en los diferentes paises. Aunque es oportuno recordar que la savia o latex de
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la higuera contiene una alta concentracion de polifenoles que, en nuestro estudio,
podrian haber dificultado la deteccion. De hecho, fue necesario cambiar la metodologia
inicial de extraccion de acidos nucleicos totales (TNA) con litio descrita por Hughes y
Galau (1989) a la de silica, descrita por Mackenzie et al., (1997), debido a la presencia
de falsos positivos y en general por la baja eficiencia de deteccion de los otros virus.

La infecciones mixtas de virus fitopatbgenos son muy comunes en la naturaleza, y un
numero importante de enfermedades virales son el resultado de las interacciones de sus
agentes causantes (Elbeaino et al., 2011c; Elci et al., 2012). Los virus de plantas que co-
infectan a un mismo hospedero generalmente interactan en una forma antagonista o
sinérgica (Garcia-Cano et al., 2006; Tzanetakis et al., 2010; Syller, 2011). En esta
investigacion, las infecciones mixtas son mas comunes que las infecciones individuales,
lo cual es respaldado por lo observado por Elci et al., (2012). Los mismos autores
indican que el 83% de las muestras analizadas estan infectadas con al menos un virus,
siendo el mas comun FBV-1 con 82% y FMV con un 79% de prevalencia. Esto también
se evidencia con los resultados de la presente investigacion, en la cual los virus mas
comdnmente encontrados fueron los mismos y con una incidencia similar,
especialmente con FBV-1. Las infecciones mixtas constituyen un problema al momento
de definir una asociacion entre especie viral presente y sintomas observados.

Sintomatologia

En otros estudios se ha observado que los virus FMMaV y FFkaV podrian ser
responsables de deformaciones de laminas, hojas palmeadas, y decoloraciones,
(Elbeaino et al., 2010). Un sintoma que ha sido asociado a FFkaV es una decoloracion
discreta de la venas, es decir un ‘flecking’ (Elbeaino et al., 2011b), que en este estudio
fue considerado como un tipo de bandeamiento de nervaduras.

El virus AFCV-2 estd generalmente asociado con la presencia de anillos cloroticos y
bandeamiento de nervaduras en las muestras observadas. Las deformaciones no
parecerian ser a causa de este virus.

Por otro lado FLMaV-1 y FLMaV-2 podrian estar méas involucrados en el bandeamiento
de nervaduras que cualquier otro sintoma, ya que aunque no fue registrado como un
sintoma separado, las nervaduras de las hojas aparecian especialmente decoloradas en
las muestras con cualquiera de estos dos virus.

Las diversas combinaciones virales presentaron una gran variabilidad de sintomas en las
plantas muestreadas, que no guardaban una relacion aparente con la presencia de un
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determinado virus. Establecer una relacion entre la sintomatologia y la presencia o
ausencia de los virus requeriria de otro tipo de estudios comparativos.

Sin embargo, es posible que existan posibles relaciones antagdnicas y sinérgicas entre
los virus detectados, ya que en algunas combinaciones se observo una posible
atenuacion de los sintomas y en otras, un aumento en la severidad de éstos. Este analisis
se realizo unicamente de manera visual.

La expresion de sintomas distintos y de diversos tipos en una misma ramilla es un hecho
que ha sido observado por otros autores (Hafez et al., 2011). Esto también fue
observado en esta investigacion, y se podria afirmar que la distribucion de un
determinado virus en la planta es bastante aleatoria y por lo tanto éste no se acumula
siguiendo una légica determinada. Otro factor que pudo haber influido en esta situacion
es que la variedad mas comun encontrada en el campo fue “Black Mission” con 35
plantas, solo 2 plantas eran de la variedad “Kadota” y 58 plantas eran de diferentes
variedades. Las diversas variedades podrian haber expresado diferencialmente los
sintomas, informacién que fue sugerida por Burnett (1960).

Adicionalmente, otros virus o patdégenos no conocidos y/o no considerados en este
estudio, podrian influir en la aparicion de los sintomas. Esto explicaria porque en cuatro
muestras con sintomas no se detectd ninguno de los diez virus buscados. Esto confirma
la necesidad de considerar que la Enfermedad del Mosaico de la Higuera no esta
asociada con la presencia exclusiva de FMV.

Microscopia

En estudios anteriores, se ha encontrado la presencia de DMBs, junto con una
acumulacién de granulos de almidon cerca de estas particulas (Hafez et al., 2011,
Caglayan et al., 2009). En este trabajo se comprueba la aparicion de estas particulas en
tejidos foliares infectados con virus. La presencia de estas particulas en nuestro trabajo
podria sugerir que los DMBs estan involucrados en la etiologia de FMD.

Caracterizacion molecular

FMD es una enfermedad en la cual todavia se requiere de mucha investigacion para
determinar cuales son los virus asociados. La poca informacion existente sobre la
caracterizacion molecular de estos patdgenos dificulté este trabajo ya que en muchos
casos existia solamente un nimero muy limitado de secuencias con cuales comparar, y
en algunos casos, la informacion era inexistente como en el caso de AFCV-2.
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Los anélisis fenéticos permitieron determinar las relaciones entre los aislados virales
encontrados en Chile y otros aislados reportados en otros paises.

En el caso de FBV-1, todos los aislados chilenos se agruparon consistentemente con
todos los aislados de referencia. Los porcentajes de similitud de secuencias chilenas con
aquellas de referencia (entre 98 y 100%) confirman la identificacion positiva, y por lo
tanto la presencia de este virus en Chile. Adicionalmente, esta alta similitud entre las
diferentes secuencias podria explicarse por la facilidad que tiene este virus de integrarse
en el genoma del hospedero y por lo tanto protegerse de la maquinaria defensiva del
hospedero y evitar modificaciones y mutaciones puntuales (Laney et al., 2012).

En el caso de FLMaV-2 también se observa una diferencia clara entre los aislados
chilenos y las secuencias de referencia encontradas en otros paises. En el caso de
FMMaV, a pesar del alto porcentaje de identidad, tres de los aislados chilenos (FMMaV
CL-72, FMMaV CL-49 y FMMaV CL-90) se separan en un subgrupo junto con el
aislado de referencia, mientras que la cepa FMMaV CL-101 diverge de estas cuatro
secuencias, pero mantiene su identidad dentro de la misma raiz. Esta divergencia
indicaria que los origenes de esta cepa viral todavia requieren de estudios posteriores.
En el caso de FFkaV, el aislado chileno se encuentra en un subgrupo aparte del resto de
aislados pero dentro de un mismo taxén basal y con un alto porcentaje de identidad
entre las otras secuencias. Sin embargo, los altos porcentajes de identidad entre las
secuencias de FLMaV-2, FMMaV y FFkaV con sus respectivos aislados de referencia
confirman la identificacion positiva, y por lo tanto la presencia de estos virus en las
higueras chilenas.

En el caso de FMV, la caracterizacion fue mucho mas sencilla ya que existe una gran
diversidad de aislados publicados en GenBank con los cuales se puede hacer una
comparacion fenética. La mayoria de los aislados de referencia son japoneses y los
aislados chilenos se relacionan cercanamente con estos aislados, con excepcion del
aislado FMV CP CL-4, que se encuentra separado de la agrupacién de aislados chilenos,
pero dentro del gran grupo de FMV. Esta secuencia no se relaciona cercanamente con
los aislados japonenses ni con los aislados serbios, por lo que los origenes de esta cepa
viral todavia requieren de estudios posteriores. El porcentaje de identidad fue bastante
alto (93,4-99,5%), lo cual confirma la identidad de los aislados chilenos como FMV.

En el caso de FLMaV-1, dos de los aislados chilenos son muy similares entre si (98,9%
de identidad) a pesar de haber sido encontrados en diferentes localidades de muestreo.
Se mantienen agrupados en una misma rama comin a la secuencia de referencia
italiana. El porcentaje de identidad entre los aislados chilenos y el aislado de referencia
es de 92,7%. Se pudo observar claramente la diferenciacion entre este virus y FMMaV,
que fue ubicado en un subgrupo distinto. Se confirma la presencia en Chile de FLMaV-
1y FMMaV.
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El caso de AFCV-2 fue sin duda el que presentd una mayor complicacion en el analisis
filogenético ya que no existen secuencias de referencia, y ademas la deteccion de este
fragmento se basa en la utilizacion del gen HSP90, que no estd muy bien estudiado,
incluso en otras familias virales. Sin embargo, en base a los resultados obtenidos en este
trabajo, la separacion de AFCV-2 de los grupos externos permite constatar que este
virus tiene caracteristicas moleculares diferentes a los otros virus, por lo tanto se podria
considerar como un nuevo virus perteneciente a la familia Closteroviridae, siempre y
cuando se obtengan mayores informaciones acerca de su genoma.

Durante esta investigacion se determino la presencia de siete virus que infectan a la
higuera en Chile. La caracterizacion molecular de estos aislados indica que no se
diferencian de aquellos encontrados en otras zonas fruticolas del mundo. Solo en el caso
de AFCV-2, se obtuvieron por primeras vez secuencias parciales del virus, que
contribuird a definir si verdaderamente se trata de un nuevo virus presente en la higuera.
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CONCLUSIONES

Este estudio es una contribucion para el mejor entendimiento de la Enfermedad del
Mosaico de la Higuera y sus agentes causales, y también para la fitovirologia chilena.

Se confirma que la Enfermedad del Mosaico de la Higuera no es causada Unicamente
por FMV, sino que es resultado de la interaccion de un complejo viral, que
posiblemente incluya a otros pat6genos.

De los diez virus prospectados, se encontro que solo siete de ellos estan infectando a las
higueras chilenas: FBV-1, FMV, FLMaV-1, FMMaV, FLMaV-2, AFCV-2 y FFkaV; de
los cuales los més comunes fueron los tres primeros, encontrados en mas del 60% de las
muestras analizadas.

Se observaron infecciones mdltiples, constituidas principalmente de tres y cuatro virus y
solo en cuatro plantas no se detectd ninguno de los virus analizados. Es necesario
prestar especial atencion a las interacciones de los virus en infecciones multiples, ya que
podria ayudar a dilucidar la verdadera etiologia de la Enfermedad del Mosaico de la
Higuera.

Se observo una amplia variabilidad de sintomas en las plantas de higuera muestreadas,
como decoloraciones y deformaciones, que también variaban en intensidad; sin
embargo, no se puede establecer una relacion entre estos sintomas, su intensidad y la
presencia o0 ausencia de virus determinados.

La caracterizacién molecular de los aislados chilenos confirma la deteccion e indica que
no presentan diferencias importantes con aislados encontrados en otros paises.

Con esta investigacion se da el primer paso para obtener plantas de higueras libres de
virus, lo cual es un aporte importante para controlar eficazmente esta enfermedad en los
predios chilenos.
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Apéndice | - Variedades de higueras analizadas en cada localidad

Numero de plantas

Variedad Localidad .
analizadas
3 Fan Carga Las Cardas 1
Adriatico Las Cardas 1
Albar Las Cardas 1
Avignon Las Cardas 1
Beyacicek Las Cardas 1
Black Mission Montepatria 6
Black Mission Las Cardas 4
Black Mission Lolol 9
Black Mission Lampa 15
Black Mission San Felipe 3
Boyuna Las Cardas 1
Breva Blanca Las Cardas 1
Brown Ischia Las Cardas 1
Brown Turkey Las Cardas 1
Calabacita Las Cardas 1
Castagnolo Las Cardas 1
Cervantes Las Cardas 1
Cometa Las Cardas 2
Cuello de Dama (N) Las Cardas 1
Cuello de Dama (V) Las Cardas 1
Del Libano Las Cardas 1
Del Rey Las Cardas 1
Diadams Las Cardas 1
Dofia Maria Las Cardas 1
Elegible Las Cardas 1
Fraga Las Cardas 1
Gota de Miel Las Cardas 1
Granito Las Cardas 1
Italia Las Cardas 1
Kadota Las Cardas 2
Karabakunya Las Cardas 1
Kennedy Las Cardas 1
Kitrini Las Cardas 1
La Casta Las Cardas 1
Larga Burdeo Las Cardas 1
Magdalena Las Cardas 1
N: Negra

V: Verde
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Apéndice | - Variedades de higueras analizadas en cada localidad (Continuacion)

NuUmero de plantas

Variedad Localidad .
analizadas

Marroqui Las Cardas 1
Mission Las Cardas 1
Néapoles Las Cardas 1
Napolitana Las Cardas 1
Nazareth Las Cardas 1
Negra Chata Las Cardas 1
Negra Comun Las Cardas 1
Negra de Espafia Las Cardas 4
Panaché Las Cardas 1
Parisienne Las Cardas 1
Prasini Las Cardas 1
Royal Vinger Las Cardas 1
Sauco Morado Las Cardas 2
Siyah Cicek Las Cardas 1
Susak Las Cardas 1
Tangers Las Cardas 1
Telva Las Cardas 1
Tiberio Las Cardas 1
Toulouse Las Cardas 1
Turco Las Cardas 1
Udigal Las Cardas 1
Verdi Portugal Las Cardas 1
Yediveren Las Cardas 1
n.i. Santiago 11
n.i. Cajon del Maipo 4
n.i. San Felipe 8

n.i.: no identificada
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Apéndice Il - Detalles sobre las muestras que fueron analizadas con microscopia electronica.

: Sintomas
Virus _ »
Decoloraciones Deformacion
Cadigo
muestra ©— C = moo > 2T . Anillos . . . .
z =z I S T m - 10 T @ Mosaico . Bandeamiento . Hojas Hojas  Deformacion
> 5 < 2 O x < 0 0 <. cloréticos Clorosis -
< < <z < 2 .55 < irregular . | de nervaduras palmeadas alobuladas de lamina
S < N S e irregulares
N
OF46 + + + X X X X X
OF49 + + + X X X X X X
OF75 + + + + X X X X X X
OF86 + + + X X X X X X
OF87 + + X X X X X
OF142 + + + + X X X X
OF146 + + + X X X X X
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Apéndice I11 - Soluciones y tampones

1. H,O-BD estéril-DPC (Agua bi-destilada estéril tratada con Dimetil pricarbonato

(DPC)

e 1L deagua bi-destilada

e 1 ml DPC (Sigma D5520)
Trabajar bajo campana de extraccion de gases porque el DPC es tdxico y volatil. Agitar
lentamente en un envase cerrado sobre una placa de agitacion magnética durante toda la
noche. Autoclavar, alicuotar y almacenar a -20°C.

‘Grinding buffer’ o tampoén de macerado
23,6 ml de tiocianato de guanidina (Calbiochem 368975)
3,32 ml de acetato de sodio 3M pH 5,2 (Winkler BM1570)
16,66 ml de acetato de potasio 3M pH 5,0 (Winkler BM1355)
2,5 ml de EDTA pH 8,0 (Calbiochem 324503)
1,250 gr PVP 40kDa (Calbiochem 529504)
e Llevar avolumen final de 50 ml H,O-BD estéril-DPC
Alicuotar (5-10 ml) y guardar a -20°C. El ‘Grinding’ buffer requiere de 2-
mercaptoetanol, que se agrega desde una solucion stock 0,3M antes del uso, después
derretir la cantidad necesario de buffer. A una alicuota de ‘Grinding’ buffer de 10 ml se
agregan 100 ul de solucion de 2-mercaptoetanol stock 0,3M.

e o o o o I\)

3. 2-mercaptoetanol 0,3M Solucion Stock
e 21 pl de 2-mercaptoetanol (Winkler BM1200)
e 979 ul H,0-BD estéril-DPC (Volumen final = 1 ml)

Nal 6M (ioduro de sodio)

0,75 gr de Na,SO3 (Sigma S4672)

36 gr de Nal (PM 149,9 gr/mol) (Merck 106523) (agregar al final lentamente)
40 ml de H,O-BD estéril-DPC

Almacenar a 4°C en botella oscura (cubierta con papel aluminio)

e o o -l>

5. SLS (sodio lauril sarcosil)
e 10 gr de Sodio Lauril Sarcosil (Sigma L9150)
e 100 ml de H,0O-BD estéril-DPC
Almacenar a 4°C en botella oscura (cubierta con papel aluminio)

6. Solucion de silica
En una probeta de 1000 ml agregar:

e 60 gr de silica (Sigma S5631)

e 500 ml de H,0O-BD estéril-DPC
Cubrir la abertura de la probeta con parafilm y hacer presion. Agitar vigorosamente
durante 10 minutos. Dejar decantar por 24 horas a 4°C en oscuridad. Eliminar 470 ml de
sobrenadante (con una pipeta estéril de 25 ml). Con H,O-BD estéril-DPC llevar a
volumen final (500 ml). Agitar y luego dejar decantar por 5 horas a 4°C en oscuridad.
Eliminar 440 ml del sobrenadante. Ajustar el pH a 2,0 con HCI diluido en H,O-BD
estéril-DPC. Transferir los 60 ml restantes a un envase de vidrio con tapa con un
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agitador magnético adentro. Almacenar a 4°C en botella oscura (cubierta con papel
aluminio)

7. ‘Washing buffer’ o tampdn de lavado

e 500 pl de Tris-HCI pH 7,5 stock 1M

e 50de ul EDTA pH 8,0 stock 0,5M

e 25 ml de etanol al 100% (Winkler AL0205)

e H,0-BD estéril-DPC hasta llegar a volumen final (50 ml)
Almacenar a 4°C.

Tris-HCI IM pH 7,5

12,114 gr de Tris (PM=121.14 gr/mol) (Calbiochem 648309)

80 ml de H,O-BD estéril-DPC

Ajustar el pH a 7,5 con HCI 5M diluido en H,O-BD esteéril-DPC
e Con H,0-BD estéril-DPC llevar a volumen final (100 ml)

No autoclavar.

e o o CD

EDTA 0,5M pH 8,0

18,612 gr de EDTA

60 ml de H,O-BD estéril-DPC

Ajustar el pH con NaOH a 8,0 estable (sal s6lo se disuelve a este pH)
e Con H,0-BD estéril-DPC llevar a volumen final (100 ml)

Autoclavar y almacenar a temperatura ambiente

e o o @

10. dNTP’s 10 mM solucion Stock (Kappa KK 1007) Proveedor: Merck
o Derretir sobre el hielo el set de tubos de cada nucle6tido (100 mM)
Diluir cada nucléotido a 10 mM

Mezclar soluciones en partes iguales

Homogenizar agitando en el vortex

Alicuotar a 50 pl

11. Solucioén stock para ‘Random primers’
Los primers se comercializan liofilizados en la cantidad de 2 mg (Invitrogen 48190011).
Centrifugar el tubo original por pocos segundos. Resuspender en 1 ml de H,O-BD
estéril-DPC. Incubar 10 minutos a temperatura ambiente agitando en vértex cada 3
minutos. El resultado es una solucion stock de 2 mg/ml (2 pg/ul). Almacenar a -20°C en
tubo de aluminio. La solucién stock de ‘Random’ primer debe ser diluia previo a su uso.
Para diluir esta solucion stock agregar:

e 25 pl de solucion stock

e 75 ul de H,0O-BD estéril-DPC
El resultado es una solucion de 0,5 pg/pl. Alicuotar a 50 pl y almacenar a -20°C. Antes
del uso, derretir lentamente sobre el hielo

12. Tampodn de carga
e 8 ml de glicerol
e 0,02 gr e Bromphenol blue
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e 0,02 gr de Xylenecyanol

e Con TE pH 8,0 llevar a volumen final (20 ml)
Homogenizar agitando en el vortex. Alicuotar (1,5 ml) en tubos Eppendorf y sellar con
Parafilm. Guardar a 4°C

13. Tampo6n TE
15 ml de H,0O-BD estéril-DPC

0,0242 gr de Tris

7,44 mg de EDTA

16,6 ul de HCI (diluido 1:1 en H,O-BD estéril-DPC)
Ajustar el pH a 8,0

Con H,0O-BD estéril-DPC llevar a volumen final (20 ml)

14. Solucién de agarosa para geles
Importante: los geles de agarosa se preparan con bromuro de etidio. Este reactivo es
toxico por lo que se debe manejar solo con guantes, s6lo en la zona predeterminada y
con todo el equipamiento de laboratorio que corresponde. Se debe evitar respirar los
vapores del gel caliente después de agregar el bromuro de etidio.
Para 100 ml de gel de agarosa al 1,2% se agrega a un matraz de uso exclusivo para la
preparacion de geles:

e 1,2 9rdeagarosa

e 100 ml de bufer TAE 1x
Calentar en microondas hasta la disolucién total de particulas de agarosa en el bufer.
Enfriar la solucion a 50°C. Agregar 5 pl de bromuro de etidio (10 mg/ml)

15. Tampon TAE 50x (Tris-Acético-EDTA) Solucion stock

o 242 grdeTris

e 57,1 ml de &cido acético glacial (Merck 100063)

e 100 ml de EDTA 0,5M pH 8,0

e Con H,0-BD estéril-DPC llevar a volumen final (1 L)
No autoclavar y almacenar a 4°C

16. Marcador molecular 100 bp (Invitrogen 15628-019)

e Diluir la solucion comercial de 50x a 1x en H,O-BD estéril-DPC
e Alicuotar a 100 ul

e Almacenar a-20°C

17. Medio de cultivo LB liguido
Para 100 ml:
e 0,5 gr de extracto de levadura (Concentracion: 5 gr/lt)
e 0,5gr de NaCl (cloruro de sodio) (Concentracion: 5 gr/lt)
e 1 grde triptona (peptona) (Concentracion: 10 gr/lt)
Se aforo a 100 ml con H,O-BD estéril-DPC y se autoclavo.

18. Medio de cultivo LB-Agar selectivo (Ch, Str, IPTG y X' qgal)
Para 100 ml:

e 0,5 gr de extracto de levadura (Concentracion: 5 gr/It)
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e 0,5gr de NaCl (cloruro de sodio) (Concentracion: 5 gr/It)
e 1 grde triptona (peptona) (Concentracion: 10 gr/It)
e 15grdeagar-agar

Se afor6 a 100 ml con agar liquido
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Apéndice 1V.- Numeros de accesion en el GenBank de los aislados usados en la

caracterizacién molecular.

Virus
Beet yellows virus
Cacao swollen shoot virus
Cacao swollen shoot virus
Citrus tristeza virus
Citrus yellow mosaic virus
Citrus yellow mosaic virus
European mountain ash ringspot-
associated virus
European mountain ash ringspot-
associated virus
Fig badnavirus 1
Fig badnavirus 1
Fig badnavirus 1
Fig badnavirus 1
Fig badnavirus 1
Fig badnavirus 1
Fig badnavirus 1
Fig badnavirus 1
Fig badnavirus 1
Fig badnavirus 1
Fig badnavirus 1
Fig fleck-associated virus
Fig fleck-associated virus
Fig fleck-associated virus
Fig fleck-associated virus
Fig fleck-associated virus
Fig fleck-associated virus
Fig leaf mottle-associated virus 1
Fig leaf mottle-associated virus 2
Fig leaf mottle-associated virus 2
Fig leaf mottle-associated virus 2
Fig leaf mottle-associated virus 2
Fig leaf mottle-associated virus 2

Aislado
BYV HSP
CSSV CI152-09
CSsV
CTV HA16-5
CYMV PM
CYMV Rol

EMARYV Toill

EMARYV Ruu45
FBV-1 CA37
FBV-1 AR4
FBV-1 CA33
FBV-1 CA39
FBV-1FL1
FBV-1FS3
FBV-1 FS4
FBV-1 MI1
FBV-1 OH1
FBV-1 OR3
FBV-1SC1
FFkaV Albl
FFkaV Algl4
FFkaV Itad
FFkaV Leb5
FFkaV Syrll
FFkaV Tun7
FLMaV-1
FLMaV-2 Alb12
FLMaV-2 BKE
FLMaV-2 L2I
FLMaV-2 Lib80
FLMaV-2 Syr8

Origen
Ucrania
Costa de Marfil
Togo
Estados Unidos
India
India

Finlandia

Finlandia
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Albania
Algeria

Italia

Libano

Siria

Tlnez

Italia

Albania

Turkia

Turkia

Libano

Siria

No.

Accesion
X73476.1
JN606110.1
AJ781003.1
GQ454870
EU489745.1
JN006806.1

EU885293.1

EU885290.1
IN050882.1
IN112367.1
IN050878
IN050884
1Q282674
1Q282677.1
JQ282678
1Q282673
1Q282668
1Q282671
1Q282672.1
FR821255
FR821256
FR821254
FR821257
FR821258
FR821259
AM113547
FN687736.1
FN666270.1
FN666271.1
FN687743.1
FN687745.1



Apéndice V.- Numeros de accesion en el GenBank de los aislados usados en la

caracterizacion molecular (Continuacion).

Virus
Fig leaf mottle-associated virus 2
Fig leaf mottle-associated virus 2
Fig leaf mottle-associated virus 2
Fig leaf mottle-associated virus 2
Fig mild mottle-associated virus
Fig mosaic virus
Fig mosaic virus
Fig mosaic virus
Fig mosaic virus
Fig mosaic virus
Fig mosaic virus
Fig mosaic virus
Fig mosaic virus
Fig mosaic virus
Fig mosaic virus
Fig mosaic virus
Fig mosaic virus
Fig mosaic virus
Fig mosaic virus
Fig mosaic virus
Fig mosaic virus
Grapevine fleck virus
Grapevine leafroll associated virus 9
Grapevine leafroll-associated virus 1
Grapevine leafroll-associated virus 1
Grapevine leafroll-associated virus 2
Grapevine leafroll-associated virus 3
Papaya ringspot virus
Pepino mosaic virus
Soybean mosaic virus
Sugarcane bacilliform virus

Aislado
FLMaV-2 Alg3
FLMaV-2 Syr9
FLMaV-2 Lib58
FLMaV-2 M2
FMMaV Call
FMV JTT-Li
FMV JTT-At
FMV JF1
FMV CANO1
FMV JTT-Ki
FMV JFT4
FMV JS1
FMV JTT-Vi
FMV SB2-6
FMV SB2-4
FMV SB2-2
FMV SB2-3
FMV SB2-5
FMV SB1
FMV Gri10
FMV JTT-Pa
GFkV
GLRaV-9
GLRaV-1 HSP
GLRaV-1 HSP
GLRaV-2 HSP
GLRaV-3 HSP
PRSV
PepMV
SMV
SBCV BataviaD

Origen
Algeria
Siria
Libano
Iran
Italia
Japon
Japon
Japon
Canada
Japon
Japon
Japon
Japon
Serbia
Serbia
Serbia
Serbia
Serbia
Serbia
Italia
Japon
Italia
Estados Unidos
Australia
Sudaéfrica
Sudafrica
Estados Unidos
México
Polonia
China
Guadeloupe

No.
Accesion
FN687737.1

FN687746
FN687741.1
KC534878.1
FJ611959
AB697848.1
AB697846.1
AB697844.1
HQ703345.1
AB697847.1
AB697845.1
AB697843.1
AB697850.1
AB697856.1
AB697854.1
AB697852.1
AB697853.1
AB697855.1
AB697851.1
FM992851.1
AB697849.1
NC_003347
AY?297819.1
AF195822
EF103901
AY881628.1
AF037268.2
AJ012650
FJ612602
KC896416
FJ439817.1



