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El viroide del mosaico latente del melocotonero (PLMVd) es un patdgeno
ampliamente extendido que ha sido detectadohace afos en Espafa.PLMVd
induce retrasos en la brotacion, floracion y maduracion, asi como amarilleos y
decoloraciones en hojas y deformaciones en frutos. Se denomina “latente”
porque en la mayoria de las infecciones naturales no se observan sintomas
en hojas y también porquelas primeras alteraciones patologicas se observan
transcurridos al menos dos afios desde la plantacién con material infectado.
En el Laboratorio Nacional de Referencia de virus, viroides y fitoplasmas de
especies lefiosas se disefiaron cebadores y una sonda TaqgManpara la
deteccion de PLMVdmediante RT-PCR en tiempo real (tRT-PCR). El uso de
esta técnica se validd comparando los resultados obtenidos al analizar
muestras con y sin sintomasfrente a los obtenidos mediante hibridacion
molecular con una ribosonda de longitud completa. Los resultados fueron
coincidentes salvo en una muestra de hojas asintomaticas que resultd
negativa por rtRT-PCR y positiva mediante hibridacion. La secuenciacion de
este aislado revelé poblaciones de PLMVd constituidas unicamente por
variantes poco comunes (aqui denominadas de clase Il) que incluyen una
serie de cambios nucleotidicos en la regidn del viroide que cubre la sonda
TagMan, region elegida en su dia por la escasa variabilidad que presentan el
resto de variantes (de clase I). A la vista de estos resultados, se disenduna
nueva sondacubriendo la misma region del viroide pero derivada de las
variantes de clase |l, que puede utilizarse conjuntamente con la anterior para
la deteccion simultdanea de ambas variantes.

Para caracterizar biolégicamente las variantes de clase |lI, se inocularon
plantas indicadoras del melocotonero de semillaGF305 con Ila
variantesintomatica gds6 de clase | y con la variante representativa de clase
II, comparandolas con plantas sin inocular. Ademas, se coinocularon plantas
con ambas variantes. Tras un periodo de incubacion, se analizaron las
progenies por hibridacion molecular, tRT-PCR con ambas sondas TagMan,
RT-PCR convencional y secuenciacion. Los resultados indicaron que la nueva
variante de clase Il es asintomatica y tiene una mayor eficacia bioldgica que
la de clase |, ya que en las plantas coinoculadasunicamente se detectd la
primera.

Considerandoestos resultados, se ha disefiado una tercera sonda
“‘universal’TagMan para la deteccion de ambas clases de variantes.
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