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Nuevas tendencias en la deteccion de virus de plantas: deteccion
simultanea de todos los patogenos de un cultivo por la
hibridacion molecular
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Las lineas de investigacion en las que estamos trabajando
dentro de la Virologia de Plantas abarcan tres campos bien
diferenciados: 1) estudio del transporte viral, 2) desarrollo
de vectores virales y 3) puesta a punto de nuevos métodos de
deteccion viral. En el estudio del transporte viral estamos
interesados tanto entender como funcionan las proteinas
virales responsables del transporte o proteinas de
movimiento (MP), con especial atencion en las MPs
incluidas en la familia 30K (Melcher, 2000), como en
caracterizar factores del huésped implicados en su funcion.
El desarrollo de nuevos vectores virales tiene un doble
interés: biotecnologico y/o disponer de herramientas
moleculares para el estudio del ciclo viral (Sanchez-Navarro
etal.,2001). Finalmente, en el desarrollo de nuevas técnicas
de deteccion viral nos hemos centrado en la puesta a punto
de métodos moleculares, con especial interés en la
hibridacion molecular, por sus ventajas y como clara
alternativa a los métodos serologicos (Pallas et al.,2011).

A diferencia de lo que ocurre con bacterias y hongos,
no existe un tratamiento efectivo de control para
enfermedades de etiologia viral y/o viroidal, siendo el
diagnostico precoz el principal método de control para estos
patdgenos. Tradicionalmente, los ensayos de infeccion viral
se han basado en el bioensayo o la técnica serologica ELISA.
Sin embargo, ambas técnicas presentan claros
inconvenientes relacionados con el espacio/tiempo
requerido, la incapacidad de identificar el patdogeno
(bioensayos) o la ausencia de anticuerpos contra
importantes patégenos asi como la imposibilidad de detectar
agentes viroidales (ELISA). En los ultimos afios se han
puesto a punto técnicas de deteccion basadas en el
componente molecular de patégeno (RT-PCR, PCR a
tiempo real -TagMan-, etc) que han permitido incrementar
significativamente el limite de deteccion a costa de
encarecer el precio final del andlisis. Por tal motivo, las
tendencias en las técnicas de deteccion se han centrado en
reducir costes/tiempo mediante la deteccion simultanea de
varios patogenos. En nuestro laboratorio nos hemos
centrado en la técnica basada en la Hibridacion Molecular
(Owens and Diener, 1981; Garger et al., 1983; Maule et al.,
1983), en donde la utilizacion de marcadores no
radioactivos (digoxigenina, biotina, etc) ha permitido
incorporarla al andlisis rutinario de patdgenos virales y/o
viroidales, mostrandose como clara alternativa a las técnicas
serologicas, mas si cabe cuando permite el analisis
simultaneo de multiples patdogenos mediante la mezcla de
sondas (Saldarelli et al., 1996; Sanchez-Navarro et al.,
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1999). La observacion de que la deteccion simultanea de
virus puede realizarse mediante una unica sonda o Polisonda
(Herranz et al., 2005) que contiene, fusionadas en tandem,
las diferentes secuencias virales y permite la deteccion de
patdgenos con genoma RNA o DNA, abre expectativas muy
interesantes que permitirian disefiar incluso Polisondas de
cultivo, con capacidad para detectar todos los patdogenos
involucrados (virus, viroides, hongos, bacteria, etc.). En la
actualidad esta tecnologia se ha puesto a punto para la
deteccion de los principales virus que afectan al cultivo del
clavel (7 virus) y gerbera (6 virus) asi como los principales
virus y viroides que afectan a frutales de hueso (8 virus y 2
viroides) (Peird et al., 2012), vid (13 virus y 5 viroides) y
tomate (15 virus y 4 viroides), siendo ya utilizada en
empresas espafiolas en detrimento del test seroldgico
ELISA. La observacion de que, ademas de la deteccion
simultanea de hasta 20 patogenos diferentes, esta tecnologia
permite realizar prospecciones a gran escala, con un
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procesado muy simple del tejido, en un tiempo reducido (1-2
dias), con una sensibilidad similar al test ELISA y con un
bajo coste, hace que se presente como una clara alternativa al
test serologico. En la actualidad estamos analizando la
capacidad de esta tecnologia para detectar, junto con virus y
viroides, hongos y/o bacterias fitopatdgenas.
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