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|
RESUMEN
El durazno (Prunus pérsica (L. Batsch) es considerado como uno de los arboles frutales méas
importantes del mundo y de México. Durante recorridos en huertas comerciales de durazno
realizados en Puebla en 2016, se observaron dafios foliares que se atribuyen a las causadas
por virus asi como patégenos similares, como los viroides, presentando anillos cloréticos,
moteado amarillo y mosaico de color amarillo. Por lo que el objetivo del presente trabajo fue
la confirmacion de la presencia de virus y viroides en las muestras de durazno recolectadas
de la region centro de México, con dafios de origen viral; asi como identificar y caracterizar
molecularmente la presencia de virus de origen desconocido.Los ensayos seroldgicos (DAS-
ELISA) fueron positivos para Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV). En el andlisis
electroforético de RNAdc se observaron patrones con diferente peso molecular, que indican
la probable presencia de un conjunto de virus en las muestras. Ensayos de RT-PCR utilizando
distintos juegos de cebadores especificos para cada virus y viroide reportados en México,
rindieron amplicones en el tamafio esperado para PNRSV vy el viroide PLMV(d, la identidad
del PNRSV se confirmd a través de secuenciacion directa, la comparacién de la secuencia
que amplifico la region de la CP, con las disponibles en el GenBank, confirmaron la identidad
de este virus mostrando una similitud del 94 % con otros aislados de PNRSV. En base a los
anteriores resultados y la posible mezcla de virus en las muestras de durazno, se realiz6 un
analisis de secuenciacion masiva RNA-Seq a partir de RNA total de muestras de durazno,
para obtener los genomas completos de los posibles virus. El analisis bioinformatico de las
secuencias obtenidas por RNA-Seq y la construccion de dendogramas, demostro la probable
presencia de tres genomas de virus filamentosos de RNA de cadena sencilla y polaridad

positiva, confirmando la identidad del Peach mosaic virus (PcMV. Trichovirus), Peach
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chlorotic mottle virus (PCMV. Foveavirus) y Cherry green ring mottle virus (CGRM.

Robigovirus). Los tres virus se ubicaron en la Familia Betaflexiviridae, Orden : Tymovirales.
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|
INTRODUCCION
El durazno (Prunus pérsica (L. Batsch), es considerado como uno de los arboles caducifolios
mas importantes del mundo, perteneciendo a la Familia Rosaceas. Son arboles de siete afios
de edad, con un buen manejo producen en promedio 15 toneladas de durazno por hectéarea.
Tiene un requerimiento de frio de 350 horas y su periodo de floracidn a cosecha oscila entre
120 y 130 dias. El fruto pesa alrededor de 90 gramos, firme, de forma redonda con punta y
sutura visible, madura de forma homogénea. Presenta una coloracion externa totalmente
amarilla en la maduracion. Es rico en carbohidratos y pobre en proteinas y grasas. Contiene

numerosos minerales y vitaminas esenciales.

Se considera que en la actualidad se produce en todo el mundo entre 10 y 11.5 millones de
toneladas (To) de duraznos y nectarinas. Tan solo China aporta 2,837,620 To, que
representan el 24% del total mundial producido. Le siguen Italia y Estados Unidos con 1,
505,870 y 1, 287,430 To, que representan el 12.5 y el 10.8% respectivamente .Otros paises

que son importantes productores son Esparia, Grecia y Francia (Sagarpa, 2012).

México es el onceavo productor mundial de durazno con una participacion de la produccion
del 1% .Tan solo en el afio 2015, contd con una superficie sembrada de 35,692.84 hectareas
(Ha), con una produccién de 176,302.74 (To) derivando un rendimiento promedio de 5.97
(To/Ha), con un valor de la produccion de $1, 380,720.49 pesos. Son 25 estados los que se
dedican al cultivo del durazno, siendo los principales: Zacatecas, Michoacan, Estado de
México, Puebla, Chihuahua, Aguascalientes, Jalisco, Tlaxcala, Morelos, en cuyas huertas se
cosecha el 75% de la produccidén mexicana. Tan solo en el estado de Puebla en el 2015 tuvo

una superficie sembrada de 4,294.48 Ha con una produccion de 22,283.17 To derivando un
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rendimiento promedio de 5.56 Ton/Ha y un valor de produccién estimado en $161,762.31

pesos (SIAP, 2017).

La produccion de durazno puede ser afectada por un grupo importante de patogenos, los
virus. Estos patégenos son responsables de la reduccion en el crecimiento, rendimiento y
calidad en las cosechas, causando pérdidas econdmicas importantes a los productores de todo
el mundo. Durante recorridos realizados en huertas comerciales de durazno en Puebla, se
observaron dafios foliares que se atribuyen a las causadas por virus asi como patdgenos
similares, como los viroides. Se presentan anillos cloroticos, moteado amarillo y mosaico de
color amarillo, en las hojas (Figura 1). Los moteados al crecer forman mosaicos y patrones
lineales o anillos irregulares. EIl follaje de las plantas afectadas adquiere una tonalidad
amarillenta o clorosis y causa una defoliacion severa. Los frutos pueden presentar manchas
tenues anilladas de color rojizo y reduccion del tamafio y color del fruto, asi como un retraso
en su madurez (De la Torre et al., 2014). Por la sintomatologia observada, a esta enfermedad

la denominamos como “moteado amarillo del durazno”.
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Figura 1. Sintomas de probable origen viral en hojas de durazno cultivadas en Coltzingo, Puebla. A y B)

Anillos cloréticos 0 moteado amarillo C) moteado y mosaico D) mosaico y patrones irregulares

Caracteristicas generales de los virus en plantas.

Los virus son parasitos intracelulares obligados, cuyo genoma esta compuesto de uno o0 mas
componentes de acido nucleico (DNA o RNA), que se encuentran dentro de una capside; esta
en algunos virus se encuentra rodeada por una envoltura de naturaleza lipoproteica, a estos
se les denomina virus con envoltura. En la capa lipoproteica se pueden encontrar asociadas
glicoproteinas o espiculas. Los tamafios de los virus van desde los 18 nm (nandmetros) a mas
de 2000 nm. La forma de la capside puede ser icosahédrica; de varilla rigida o flexible,
baciliformes, redondos o pleomorficos (con envoltura), otros poseen estructuras sumamente
complejas. El genoma de los virus esta constituido de uno, dos, tres o varios componentes o
“cromosomas”, a los que se denomina monopartita, bipartita, tripartita o multipartita,

respectivamente (De La Torre, 2012).

14
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La clasificacion reciente de virus comprende 7 grupos independientes, propuesto por el
sistema de Baltimore de 1971, esta clasificacion se basa en el genoma presente en el virion

(Figura 2), el cual es la particula viral completa y con capacidad infectante.

[ ) [ ] ( A 6 " R 6 d 6 )
SBADBASGS A ALY 4 A AT AY S ST pooa a0l

Genetic material present in the virion

Group | Group i Group Il Group IV GroupV Group Vi Group VI
BOBOOOBGBL NSNS BOGGOAGC ININS NSNS NSNS DD\

DNA(+/-) DNA (+) RNA (+/-) RNA(+) RNAC(-) RNA(+) DNA(+/-)

i l Reverse l
transcription
BOOOBOONBC NN\ VAWAN % SV AV AV AV 4
RNA(-)
DNA(+/-) Reverse

trans¢ription

BOOGOGOOMBC /Do

BOOGOOOAOBC

proteins

Figura 2. Clasificacién de Baltimore, basada en el genoma presente en el virién. Tomado de Viral Zone, 2017

La mayoria de los virus que afectan a plantas poseen un genoma de RNA de cadena sencilla
de sentido positivo de 5°- 3" (RNAcs +), que comprenden el grupo IV de la Clasificacion de
Baltimore. Existen virus de RNA de doble cadena (RNA dc, grupo 11l), la familia Reoviridae
es la mas grande de este grupo. De igual forma hay virus de ADN de cadena sencilla (grupo
I1) como la familia de los Geminiviridae. Son pocos los virus de plantas que poseen ARN de
cadena sencilla de sentido negativo (ARNcs-, grupo V), como los virus de la familia

Rhabdoviridae, mientras que los Caulimoviridae es la Unica familia de virus de ADN de

15
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doble cadena (ADN dc) (grupo VII), que pasan por un intermediario de ARN en su
replicacion (Van Regenmortel, 2007), (Figura 3).

dsDNA (RT) ssDNA
Caulimoviridae
Caulimovirus Geminiviridae
< | |SVcVake: ae A CRR TR
P SbCMV-like Mastrevius  E0E EED Nanovirus
m Curtovirus Begomovirus
Badnavirus
RTBV-like
= (5] Bromoviridae
Sequiviridae
@ Tombusviridae g;ﬁwg
Luteoviridae Bromovirus
Reoviridae Z Sdubidad 8@
Fijivims' S Tymovirus larvirus
Piylcesovie Rhabdoviridae (Umbravirus) o8
Oryzavirus Cytorhabdovirus Tenuivirus
Nucleorhabdovirus ~ OPhiovirus e @ AR
Comoviridae
& & =
Partitiviridae
g Alphacryptovirus Pseudoviridae
[+ Betacryptovirus

Figura 3. Familias y géneros de virus que infectan plantas. Tomado de Van Regenmortel,

2007
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Generalmente en el caso de los virus de ARNCcs + , poseen un gen que codifica la proteina
usada en la replicacion para la produccidon de acidos nucleicos (RNA-dependent RNA-
polimerase, RdRp), existen también genes para proteinas estructurales, como las proteinas
que conforman la cépside (Coat Protein, CP), y otros componentes de la particula viral, hay
genes que codifican proteinas de movimiento (Movement Protein, MP) implicadas en el

transporte del virus en las células contiguas a la que esta infectado (Hull, 2014).

Los virus solo pueden infectar (por transmision natural o artificial) y multiplicarse en células
vivas de hospedantes susceptibles especificos, de donde utilizan los sistemas de transcripcion
y traduccion para la sintesis de sus propias proteinas virales, lo que conduce a la alteracion
de los procesos normales de las células infectadas, que se traduce a la expresién microscopica

y macroscépica de diversas clases de sintomas (De La Torre, 2012).

La respuesta vegetal a una infeccion puede ser desde asintomatica hasta enfermedad severa
y muerte de la planta. En algunos casos, en el lugar de infeccion se desarrollan lesiones
localizadas (pequefios puntos cloréticos o necroticos), se dispersan a través de toda la planta
causando una infeccion sistémica. La amplitud de hospederos para cada especie de virus,
pueden ser muy reducidos o muy amplios. Dependiendo de la combinacion especial de virus

y hospedante, y de las condiciones ambientales (Gergerich y Dolja, 2008).
Caracteristicas generales de los viroides en plantas.

Los viroides son ARNs infectivos, fueron descubiertos por Diner en 1967 (Astier et al.,
2001). Son ARN monocaternario circular de 250-400 nucle6tidos que no codifican proteinas
y no se transmiten, pero pueden viajar de célula a célula (dentro de la planta). Se replican en

el nucleo de las células infectadas o en los cloroplastos: La RNA polimerasa celular lo replica
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por su similitud con un ADN originando un RNA multimérico que es cortado en unidades
individuales por la actividad ribosémica del propio viroide. Puede haber entre 200-10000
copias. Causan numerosas enfermedades en plantas, similares a las provocadas por virus. No

se conocen que infecten a animales ni a procariontes (Flores, 2011).

ARN satélites

Son pequefias moléculas de tamafio y estructura similar a viroides de plantas. Codifican uno-
dos productos génicos. Se empaquetan en capsides de determinadas cepas de virus (virus
colaborador), solo se replican en presencia de este, el cual aporta componentes necesarios
para que complete su ciclo y modifican los efectos patogénicos del mismo (los aumentan o

los disminuyen), (Martin, 2017).

Virus reportados en durazno en el mundo y México.

Existe una gran variedad de virus que infectan a los frutales de durazno en el mundo
principalmente del género llarvirus, Potyvirus y Trichovirus (Uyemoto y Scott 1992; Brunt
et al., 1996; Pallas et al., 2012): Cuadro 1. Cabe sefialar que algunas plantas pueden ser
afectadas por mas de un virus, en algunos casos aumentando o disminuyendo los sintomas

previamente descritos.
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Cuadro 1. Virus y viroides que infectan a durazno (Prunus pérsica (L. Batsch)

Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV)
Género:llarvirus
Arabis mosaic virus (ArMV)
Género: Fabavirus
Tomato ringspot virus (TORSV)
Género: Secoviridae
Cherry mottle leaf virus (CMLV)
Género: Trichovirus
Peach mosaic virus (PcMV)
Género: Trichovirus
Myrobalan latent ringspot virus (MLRSV)

Género: Nepovirus

Peach rosette mosaic virus (PRMV)
Género: Nepovirus
American plum line pattern virus (APLPV)
Género: llarvirus
Plum pox virus (PPV)

Género: Potyvirus
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Plum bark necrosis stem pitting-associated virus (PBNSPaV)
Género: Ampelovirus

Peach clorotic mosaic virus (PCMV)
Género: Foveavirus
Apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV)
Género: Trichovirus
Peach latent mosaica viroid (PLMVd)
Género: Pelamoviroid
Hop stunt viroid (HSVd)

Género: Hostuviroid

En México se ha detectado el Tobacco ring spot virus (TRSV), Peach rosette mosaic virus
(PRMV), Prune dwarf virus (PDV), (Velasquez, 2012). En estudios de la region centro de
México el material vegetativo con sintomas de moteado amarillo se han asociado a: PCMV
(Oldfield et al., 1995); PNRSV (De La Torre, 2014); PLMvd (De La Torre et al., 2015).En
experimentos previos realizados de 2008 al 2010 en el laboratorio de Fitopatologia de la
Facultad de Estudios Superiores Iztacala, en hojas y ramas tiernas de durazno de localidades
del Estado de México, Morelos y Puebla, se obtuvieron aislados que indicaban la presencia
de nos nuevas especies de Trichovirus, uno de los aislados se designé como “TrichoMex” y

el otro como “PMVMex” (datos no publicados).
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Diagnostico molecular de virus y viroides.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y Transcripcion inversa ligada a la

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR)

En los ultimos afios, la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y Transcripcion inversa
ligada a la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR), ha surgido como una
metodologia de grandes alcances y ampliamente utilizada en investigacién bioldgica ya que
puede detectar y cuantificar cantidades muy pequefias de secuencias especificas de acidos
nucleicos, esta tecnologia es rapida y precisa (Stock, 2006), permitiendo la amplificacion de
regiones especificas y altamente conservadas del genoma del virus de interés, este método se
complementa con la secuenciaciéon del fragmento amplificado del virus y confirmar su
identidad por comparacion con secuencias similares disponibles en la base de datos del Gen

Bank.

Metagendmica

La metagendmica es el analisis de las comunidades microbianas en muestras ambientales a
través de la secuenciacion (Grasso, 2006). Es un conjunto de técnicas que permite obtener
todos los fragmentos de ADN y ARN (huellas genéticas) que contiene una muestra concreta,
para luego traducirlos a un lenguaje que pueda ser leido (secuenciacion) y compararlos con
todas las huellas genéticas conocidas y publicadas hasta el momento, almacenadas en bases
de datos como GenBank. En definitiva, se basa en obtener las secuencias de ADN y ARN de
las muestras objeto de estudio y compararlas con todas las secuencias conocidas,

permitiéndonos buscar la homologia entre ambas (Rubio-Guerri et al; 2012)
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La metagendémica viral ha sido una herramienta poderosa en el descubrimiento de virus
asociados a enfermedades de etiologia desconocida que comparten poca identidad con virus

conocidos o que no habian sido asociados anteriormente a una enfermedad.

Para los virus de plantas, estos estudios son todavia relativamente nuevos, demostrando que
nuestro conocimiento actual subestima la diversidad de estos virus. Algunos estudios de virus
de plantas estan utilizando miles de plantas individuales, de manera que cada secuencia se
remonta a su huésped. El hallazgo de nuevos virus de plantas que no causan sintomas en su
huésped de planta silvestre, cambia nuestra percepcion de los virus y cémo interactan con
sus anfitriones. Al igual que se han encontrados nuevos virus en plantas no domeésticas, que

podrian representar una amenaza para las plantas domésticas (Roossinck, 2012).

Una estrategia utilizada en metagendémica es la secuenciacion masiva de todo del DNA
presente en una muestra (NGS, por sus siglas en inglés Next Generation Sequencing), siendo
un procedimiento mediante el cual es posible leer la sucesion de nucleétidos en varios

fragmentos diferentes de DNA de manera simultanea. (Cobian, 2013).

RNA-seq como técnica para la identificacioén de virus en plantas.

La secuenciacién de RNA por NGS, RNA-Seq, es una revolucion para la deteccion de virus.
La mayoria de los virus vegetales conocidos tienen un genoma de ARN, que puede ser
detectado usando RNA-Seq, generando un panorama mas amplio sobre el viroma presente
en el huésped , asi como nuevos y conocidos transcriptos relacionados con defensa vegetal
(Nagano et al., 2015).Los datos arrojados por RNA-seq tienen una alta precision con respecto

a los niveles de expresion génica que se obtienen a través de PCR (Nagalakshmi et al.,
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2008).Ademas, también se ha mostrado que los resultados son altamente reproducibles

(Wang et al., 2009).

La secuenciacion masiva de ARN ha logrado identificacion de nuevos virus pertenecientes
a los géneros de Badnavirus y Mastrevirus en camote (Ipomoea batatas), (Kreuze et al.,
2009). En este mismo cultivo, pero reportados en Guatemala y Honduras se identificd 5 virus:
Sweet potato feathery mottle virus y Sweet potato virus C (Potyvirus), Sweet potato chlorotic
(Crinivirus), Sweet potato leaf curl Georgia virus (Begomovirussp.), y Sweet potato
badnavirus B (Kashif et al., 2012). En Sudafrica en cultivos de uva se logré aislar 4 virus
Grapevine leafroll-associated virus 3, Grapevine rupestris stem pitting-associated virus,
Grapevine virus A., Grapevine virus E y un nuevo virus similar a Penicillium chrysogenum
virus (fam. Chrysoviridae), (Coetzee et al., 2010).En plantas de jitomate en México se
obtuvo la secuencia completa de una nueva especie de Tobamovirus, (Li et al., 2013). En
cultivares de nopal verdura en México, se determind la presencia e identidad del
Schlumbergera virus X (SchVX) y Opuntia virus X (OpVX) , ambos del género de
Potexvirus, Rattail cactus necrosis-associated virus (RCNaV) del género de Tobamovirus,

ademas de un Carlavirus no identificado anteriormente (Salgado-Ortiz, 2016).

Por lo tanto, la RNA-seq representa una herramienta universal, con buenos resultados, para
el diagndstico e identificacion de virus. En base a estos antecedentes y a la amplia diversidad
de los dafios observados en las plantas de durazno, asi como por su incidencia, se planteé la
posibilidad de que estos dafios fueran causados por diferentes especies de virus (0 patbgenos
similares) o de variantes altamente patogénicas Por lo cual se planteé la siguiente hip6tesis

y objetivos.
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HIPOTESIS

Considerando el numero de virus que se han reportado afectando al durazno (Prunus pérsica)
en el mundo y en México al igual que la amplia diversidad de dafios observados, es muy
probable que existan otros virus y viroides ain no detectados e incluso desconocido en los

materiales recolectados en la region centro de México.

OBJETIVO

e Confirmar la presencia de virus y viroides, presentes en las muestras recolectadas de
durazno, con dafios en forma de anillos cloréticos, moteado amarillo y mosaico de
color amarillo; asi como identificar y caracterizar molecularmente la presencia de

virus de probable origen desconocido.
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MATERIALES Y METODO
Recolecta de material

Se recolectaron muestras de hojas de arboles de durazno con sintomas de moteado amarillo

en huertas comerciales en la localidad de Santiago Coltzingo, Municipio de Tlahuapan, en

Estado de Puebla (Figura 4).

Mapa  Satélite

tipo latitud longitud
GD 19.3902 -98.520882
GMS N 19°23'24.72°098° 31" 15.175

“(h.. m“ . B _ — -
Figura 4.Mapa que muestra la zona de colecta de hojas de durazno en el Edo. De Puebla

Las muestras obtenidas fueron colectadas en bolsas de plastico y se trasladaron al
Laboratorio de Fitopatologia de la Unidad de Biotecnologia y Prototipos de la Facultad de

Estudios Superiores lIztacala, donde se mantuvieron en congelacion a -20 °C.
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|
Ensayo serologico (DAS-ELISA)

La deteccion de la proteina viral fue llevada acabo por inmunoadsorcion ligada a enzimas

en fase solida de doble sandwich (DAS-ELISA). Se utilizaron antisueros policlonales

comerciales (Agdia, Inc., Elhart, IN) especificos para detectar Prunus dwarf virus (PDV) y

Prunus necrotic rigspot virus (PNRSV), virus reportados en Durazno. La absorbancia de las

reacciones antigeno-anticuerpo se registré en un micro lector a 405 nm, a los 60 minutos

después de la adiccion del sustrato.

La reaccidn fue considerada positiva tomando en cuenta dos criterios: La observacion visual
directa de la intensidad del color amarillo de los pocillos con muestras de durazno
comparandolos con los testigos positivos y bien si la absorbancia era igual o superior a la

lectura del control positiva.
Extraccion de acidos nucleicos de origen viral

Para poder determinar la presencia de virus y viroides asociados al moteado amarillo en

durazno se utilizaron tres métodos de extraccion de acidos nucleicos.
Método de Dellaporta

Se realizd la extraccion de &cidos nucleicos totales, por medio del método modificado de
Dellaporta et al., 1983, tomando 1 g de tejido, macerado con buffer de extraccion. Se
adiciono fenol-cloroformo, volumen a volumen y se centrifugd a 12000 rpm, obteniendo asi
la fase organica. Para obtener la precipitacion de los &cidos nucleicos se agregd Isopropanol
y Acetato de Amonio 10 M, centrifugando a 12 rpm. La pastilla que se obtiene se lavé con
etanol al 70% y se resuspendid en 30 ul de agua doble destilada libre de nucleasas, guardando

el DNA a -20°C.
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Extraccion y analisis electroforético en geles de poliacrilamida (PAGE) de RNA de

doble cadena.

Se realizé la extraccion de ARN-dc, por medio del método modificado de Valverde et al.,
1990, tomando 3.5 g de tejido macerado en Buffer STE 1x, para lograr la separacion de la
fase organica se adicion6 Fenol: STE 1x, SDS 10%, Bentonita 2%, centrifugando a 8000
rpm. Posteriormente se realizd columnas de celulosa CF 11 (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
Mo) que tiene la capacidad de adherirse al ARN-dc y elimina sustancias innecesarias, las
columnas fueron eluidas con etanol. Después para lograr la precipitacion del ARN-dc se
adiciono Acetato de Sodio 3M, centrifugando a 8000 rpm, y se resuspendid la pastilla en 200

ul de agua doble destilada libre de nucleasas. La alicuota se conservé a -20 °C.

Las extracciones se analizaron por electroforesis en gel de poliacrilamida al 6% a 100 V por
2.5 hrs. Se incluyé como marcador molecular, el ARN-dc del Cucumber mosaic virus (CMV
que contiene fragmentos de 3.4, 3.1, 2.2, 1.0 y 0.35 kilobases). Los geles fueron tefiidos con

Bromuro de Etidio y posteriormente con solucion de Nitrato de Plata (0.011M).

Extraccion de ARN total por Trizol

Se obtuvieron extracciones de ARN total, mediante el kit de Trizol (lvitrogen, Carlsbad,CA)
siguiendo las indicaciones del fabricante. Macerando el tejido, en un buffer de extraccion de
dicho fabricante , separando la fase organica y acuosa en presencia de cloroformo, para

después precipitarlo con isoporpanol y resuspenderlo en H20 libre de nucleasas.
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Determinacidn de la presencia de virus Transcripcion reversa ligada a la reaccién en

cadena de la polimerasa (RT-PCR)

Para la identificacion de los posibles virus asociados a los sintomas del moteado amarillo en

las hojas de durazno se desarrollaron ensayos de RT-PCR, en un solo paso (SuperScript® Il

Platitum® One-step, Invitrogen, Carlsbad, CA), usando varios pares de cebadores para

detectar: PNRSV, PLMVd, “PMVMex” y “TrichoMex” estos dos Ultimos son especificos

para los aislados encontrados en México: Cuadro 2.

Cuadro 2. Secuencias de cebadores usados para los ensayos de RT-PCR.

Virus o

Viroide

PNRSV

PLMVd

TrichoMe

X

Cebador

VP 968s

VP969s

VP 970s

VP 313as

PNRSVF-

C537

PNRSVR-H83

PLMVd F-

1174

PLMVd R-

1180

VP 2025

VP 2026

Secuencia ( 5-3")

Tamario

aproximado

CACAAAGCTTGTTTTTACAATCGAAATCGTAAC
CACAAAGCTTGTTGTTTTTACCAAAATGAAATCGT
AAC
CACAAAGCTTGTTTTTATATGCCAGAAATCGTAAC
CACACTGCAGCTTCCCTAACGGGGC
ACGCGCAAAAGTGTCGAAATCTAAA

TGGTCCCACTCAGAGCTCAACAAAG

CACACTCGAGCAGGTACCGCCGTAGAA

CACAGTCGTCGACCCCCCTCGGAACCA

GGGCTTTGACCTGGCAGATCTG

CACTCCCACTGGTTAGTTCC

1800

pb

455 pb

340 pb

509 pb
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PMVMex VP 2132 TGACGTTGGCTTGTACGACACC

VP 2177 ACA AAACCTGTATGAAGG TGCG 650 pb

Para detectar los posibles virus del género Trichovirus que fueron detectados en México
(datos no publicados), se utilizaron los cebadores para” TrichoMex” (VP 2025/VP 2026)
amplifican la region NBP (Nuclear Binding Protein) y la UTR 3" (untranslated region UTR
por sus siglas en inglés) completa, con un amplicon de 509 pb y los cebadores para
“PMVMex” (VP 2132/VvP2177) amplifica completo el marco de lectura abierto (open
reading frame ORF por sus siglas en inglés) de la CP y la mitad del ORF de la MP, rindiendo

un producto de 650 pb, ambos aislados

Para los virus PCMV y “TricoMex”, asi como el viroide PLMVd (Mac-Kenzie et al., 1997;
Delano y Upton, 1999; Sanchez-Navarro et al., 2005), se utilizaron las condiciones de 40
ciclos de 95°C por 10 s de desnaturalizacion, 52°C por 10 s de alineamiento ,68 °C por 40 s

de extension.

Usando los cebadores PNRSVF-C537/PNRSVR-H83 (Mac-Kenzie et al., 1997), que
amplifican una region muy conservada y ubicada en el ORF de la proteina de la capside (CP)
del PNRSV (Scott et al., 1998; Untiveros et al., 2010), suficiente para confirmar la presencia
de este virus en las muestras analizadas. Se utilizaron las condiciones de 30 ciclos de 95°C

por 10 s de desnaturalizacion, 52°C por 10 s de alineamiento y 68°C por 1 m de extension.

Para una identificacion mas precisas del PNRSV se utilizardn tres cebadores en sentido
positivo (s) VP968, VP69, VPI70, con el cebador en antisentido (as) VP313, para amplificar
el componente RNA3 completo de este virus (De La Torre et al., 2014), los cuales amplifican

la proteina del movimiento (MP) y la proteina de la capside (CP), que nos sirvieron para
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poder identificar hasta especie. Con las condiciones de 30 ciclos de 94°C por 15 s de

desnaturalizacion, 50°C por 30 s de alineamiento y 68°C por 2.5 m de extension.

Los productos de la RT-PCR se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 1%,
teflidos con bromuro de etido, calculando su peso molecular por comparacién con el
marcador de peso molecular 1 Kb PLUS (Invitrogen, Carlsbad, CA). Las condiciones de

electroforesis fueron de 100V durante 30 min.

Secuenciacion directa, andlisis y comparacion nucleotidica

Los amplicones de interés de la RT-PCR se purificaron utilizando el kit Wizard®
(PROMEGA, USA). Se determin0 la secuencia directa de nucleétidos de los amplicones de
interés en el Laboratorio de Bioguimica Molecular de la UBIPRO, FES-IZTACALA,

UNAM.

Las secuencias nucleotidicas obtenidas fueron alineadas y comparadas con las secuencias
nucleotidicas disponibles en la base de datos del GenBank disponible en NCBI (National
Center for Biotechnology Information: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) por medio de

BLAST (Basic Local Alignment Search Total).

Secuenciacion masiva de RNA-seq de muestras de durazno

Debido a las evidencias de un posible complejo viral presente en las muestras analizadas con
los primeros ensayos de diagndstico (transmision mecanica, microscopia electrénica, RT-
PCRs, anteriores a este trabajo), se realizd la secuenciacion masiva de RNA-Seq de muestras
de durazno con el propdsito de obtener genomas completos de todos los posibles virus
presentes en durazno. Las muestras obtenidas mediante Trizol de hojas con dafios se enviaron

a la Unidad Universitaria de Secuenciacion Masiva de DNA-UNAM, (UUSMD) en el
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Instituto de Biotecnologia (IBT) UNAM, Campus Cuernavaca, Morelos, donde se realiz6 la
secuenciacion masiva de ARN dirigido a ARNm (RNA-seq) por extremos pareados (paired-
end), con un tamafo de biblioteca de 300 pb, y tamafio de lectura (reads) de 75 pb. La
secuenciacion masiva se realizé con la plataforma ILLUMINA Next-seq 500. Se evalud la
integridad y concentracion del ARN total de la muestra mediante un microchip de 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara CA), el cual utiliza el algoritmo de RIN
(RNA integrity number), que arroja un nimero entre 1 a 10, siendo el 10 un ARN integro y
concentrado, en base a la presencia y concentracion de bandas de ARN ribosomal

correspondiente al 18S y 28S, que son separados por electroforesis (Schroeder et al., 2006).

Se evalud la calidad de los datos obtenidos (lecturas o reads) por medio del software
FASTQC (Andrews, 2010). Las reads se analizaron por comparacion con genomas
completos (Mapeo) obtenidos del GenBank utilizando el softwate Geneious 7.1 (http: //www.
Geneious.com, Kearse et al., 2012). Por otra parte se realiz6 el ensamble de novo, con el
software Trinity que hace uso de graficas de Bruijn (Hass et al., 2013) para el armado de
contigs mas grandes que fueron analizados mediante BLASCT y BLASTX (Altschul et al.,
1990; 1997) para la busqueda de otros virus. Se construyeron arboles filogenéticos por
méaxima verosimilitud, con en el gen de la CP,RdRp y de sus genomas completos, de los
genomas virales obtenidos por RNA-Seq, y virus reportados en el GeneBank, ajustando el
modelo por medio del software jModelTest 2.0 ver 0.1.1 (Darriba et al., 2012), y PhyML 3.0

(Guindon y Gascuel 2003) para generar los arboles.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Deteccion por serologia (DAS-ELISA)

Los resultados de DAS-ELISA para PDV, por observacion visual directa de la intensidad en
el cambio de color amarillo de los pocillos, comparandolos con los testigos positivos, fueron
de menor intensidad y la absorbancia nos indicé que no habia diferencias entre los controles

positivos y negativos, con las muestras.

Los resultados de DAS-ELISA para PNRSV con las muestras de durazno, por observacion
visual directa de la intensidad en el cambio de color amarillo de los pocillos, comparandolos
con los testigos positivos, fueron de menor intensidad para durazno y la absorbancia nos

indico valores cercanos a los positivos.

La deteccion del PNRSV en los arboles frutales es muy problemética , ya que la
concentracion del virus fluctta entre las estaciones correlacionado con el estado fenolégico
de las plantas, dando como resultado que el virus se distribuye de manera desigual en el arbol
(Abdel-Salam et al, 2008; Matic et al., 2008). Zotto et al.,1999, indican que la diferencia
entre plantas infectadas por el PNRSV y sanas de durazno, no es evidente al analizar la flor
sola, material mas preferido para diagnosticar el virus. Por lo tanto, las plantas deben ser

analizadas durante la floracién y brote o floracion y latencia (yemas latentes).

Una baja concentracién de la proteina viral o la presencia de metabolitos de la planta afectan
la sensibilidad de la prueba DAS-ELISA y el hecho de que existen 3 variantes del PNRSV y
que probablemente alguno se encuentre en las hojas utilizadas, sean distintos a los antisueros

comerciales usados (Hammond y Crosslin,1998).
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Extraccion y analisis electroforético en geles de poliacrilamida (PAGE) de RNA de

doble cadena.

El andlisis electroforético en geles de poliacrilamida del ARN-dc de origen viral obtenido de
las muestras de durazno con dafios de moteado amarillo, mostraron bandas de diferente peso
molecular que indicaron la posible presencia de diferentes virus en las muestras, (Figura 5;

Carriles 5-8 y Figura 6; carriles 4-5).

El analisis electroforético de ARN-cd permite detectar componentes de diferentes virus del
tipo RNA, que son los mas comunes de infectar plantas, con lo que es factible identificar un
virus en particular o mezclas de diferentes virus, pero ain mas importante es detectar patrones
de bandas de posibles virus desconocidos (Valverde & De La Torre, 2017). En el caso de las
muestras de diversas muestras de durazno analizadas por este método y recolectadas en las
regiones productoras de la region centro de México, se han observado bandas tipicas de
PNRSV, pero también bandas adicionales desconocidas que indican la presencia de posibles
virus desconocidos, que para identificar su posible origen viral se tendria que complementar

con otras pruebas de diagnostico.
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Figura 5.Anélisis electroforético de muestras de durazno para deteccion de ARNdc en gel de poliacrilamida 6%
tefiido con Bromuro de Etidio (40 pL de ARNdc; 10 pL de amortiguador de carga; 100 V; 2:30 hrs). Carril 1: Patron
electroforético de ARNdc del CMV y su satélite (CARNA-5); Carril 3: ARNdc de muestras de Crisantemo; Carril 4:

ARNdc de muestras de Rosa; Carril 5-8: ARNdc de muestras de Durazno, se observan bandas que podrian

corresponder a un conjunto de virus.
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El analisis electroforético de muestras de durazno para deteccion de ARNdc en gel de agarosa
al 1.4%, dio mejores resultados en cuanto a la intensidad y calidad del ARNdc (Figura

6).

6.8 kb
6.2 kb =
4.4 kb

2.0 kb

0.7 kb

Figura 6. Analisis electroforético de muestras de durazno para deteccién de ARNdc en gel de agarosa al
1.4% tefiido con Bromuro de Etidio (5 pL de ARNdc; 5 pL de amortiguador de carga; 100 V,30 min).
Carril 1: Patron electroforético de ARNdc del CMV vy su satélite (CARNA-5); Carril 2: ARNdc de
muestras de Crisantemo; Carril 3: ARNdc de muestras de Rosa; Carril 4-5: ARNdc de muestras de

Durazno, se observan bandas que podrian corresponder a un conjunto de virus.
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Determinacion de la presencia de virus por Transcripcion reversa ligada a la reaccion

en cadena de la polimerasa (RT-PCR)

Se confirmo la presencia del PNRSV por RT-PCR en las muestras de durazno, obteniéndose
amplicones del tamarfio esperado, para los cebadores PNRSVF-C537/PNRSVR-H83, de 455
pb aproximadamente (Figura 7), los cuales nos indica la probable presencia de este virus en
las muestras analizadas. Al igual se obtuvo el producto esperado de 1800 pb con la mezcla
de los 3 cebadores en sentido positivo (s) VP968s, VP969s, VP970s y con el cebador en
antisentido (as) VP313as (Figura 8), que amplifican el componente RNA 3 completo del
PNRSV. Estos resultados coinciden con la deteccion del PNRSV por De La Torre et al.,

2014 y Montoya, 2008.

1o "2 208 4S5 61y T8 =9 +10E11

- -

B
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Figura 7.Electroforesis en gel de agarosa al 1%, tefiido con Bromuro de Etidio (100 V, 30 min). Se utilizaron
los cebadores PNRSVF-C537/PNRSVR-H83 para el gen de la CP del PNRSV obteniéndose un amplicén de
455 pb aproximadamente. Carril 1-4: muestras de durazno; Carril 6-9: muestra de Rosa; Carril 11: Marcador

1 Kb
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1800pb

Figura 8 .Electroforesis en gel de agarosa al 1%, tefiido con Bromuro de Etidio (100 V, 30 min). Se utilizaron
los cebadores que amplifican el componente RNA-3 completo del PNRV, obteniéndose un amplicén de 1800
pb aproximadamente: VP 968s, VP969s, VP 970s/VP 313as. . Carril 1-5: Muestra de durazno; Carril 6:

Marcador 1 Kb.

Se detect6 por RT-PCR la presencia del Peach latent mosaic viroid (PLMvd), utilizando los
cebadores PLMvd 1179/ 1180 amplificando un fragemento de 350 pb aproximadamente

(Figura 9).
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a2 3 45 6 7

..

Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, tefiido con Bromuro de Etidio (100 V, 30 min). Se utilizaron
los cebadores PLMvd 1179/ 1180 para amplificar el PLMvd obteniéndose un amplicon de 350 pb

aproximadamente. Carril 1: Marcador 1 Kb; Carril 2-5: muestras de durazno; Carril 6-7: muestra de Rosa

Para los virus PMVMex y TrichoMex, no hubo amplificacion, muy probablemente no se

encuentren presenten en los tejidos.

Secuenciacion nucleotidica directa de productos de la RT-PCR de un fragmento del a

proteina de la capside de PNRSV.

Una secuencia parcial directa se obtuvo de los productos de la RT-PCR de PNRSV (Figura
10), detectado de muestras de durazno procedente de la localidad de Santiago Coltizingo,
Puebla. La comparacion de la secuencia que amplificaron la region de la CP, obtenida de los
aislados de PNRSV de durazno, con las disponibles en el GenBank, confirmaron la identidad

de este virus por mostrar una similitud del 99 % con aislados del mismo virus presentes en
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otras regiones del mundo, mostrando quiz& un origen comun (De La Torre et al., 2014;

Sanchez y Péllas, 1997).

5-
ATAGAACCCGAATAGGGTTTCGAATGTTGCAGGACCTGTGGTCCGACAGCAACCAGTCGTGAAG
ACTACGTGGACCGTGAGAGGTCCGAACGTGCCGCCCAGAATTCCAAAAGGGTTTGTTGCGCATA
GTCACCGGGAGGTGACGACTACAGAGGTAGTGAAGTATCTCAGCATCGACTTCACGACCACTTT
CCCTCAGTTGATGGGTCAAAATTTGACTCTATTAACTGTCATCAACCGAATGAACTCTATGAGCT
CGAATGGTTGGATTGGGATGGTGGAGGACTATAAGGTGGATCAACCTGATGGTCCGAATGCCCT
GTCTAGGAAGGGGTTCTTGAAGGACCAACCGAGAGGTTGGCAATTTGAACCTCCTTCCGATTTA
GATTTCGACACTTTTGCGCGTAATAGGAACCCGAATAGGGTTTCGAGCGGTATAGGACCTGCGG
TCCGACCGCAACCGGTCGTGAAGACCACTTGGACCGTGAGGGGTCCGAATGTGCCTCCCCGAAT
TCCTAAGGGTTATGTAGCACATAATCACCGAGAGGTGACGACGACAGAGGCAGTGAAGTACTTG
AGTATTGACTTCACGACCACTCTCCCTCAGTTGATGGGTCAGAATTTGACCTTATTAACTGTCAT
AGTCCGAATGAACTCTATGAGTTCGAATGGTTGGATTGGGATGGTGGAGGACTATAAGGTGGAT
CAACCTGATGGTCCGAATGCCCTGTCTAGGAAGGGGTTCTTGAAGGACCAACCGAGAGGTTGGC
AGTTCGAACCTCCCTCCGATTTAGATTTCGACACTTTTGCGCGTA-3"
Figura 10 . Secuencia parcial de 409 pb del producto de RT-PCR de la CP de PNRSV.

La deteccion del PNRSV en arboles frutales es problematica por que la distribucion del virus

en la planta fluctda entre las estaciones (Scott et al., 1989; Matic et al., 2008).

Secuenciacion masiva de RNA-seq de muestra durazno.

Se obtuvieron 30 millones se secuencias y el analisis de “ novo*, referenciado con secuencias
de virus de durazno reportados en el GenBank, permitié contruir aproximadamente 75000
secuencias, utilizando herramientas bioformaticas. El analisis de secuenciacién masiva de
RNA-seq, permitio la identificacion de 3 virus al obtener secuencias completas de sus

genomas.

El ensamblado con Trinity de contings y su analisis de mapeo con referencia con el software
Geneious ver. 7.1, ademas de BLASTN y BLASTX (Cuadro 3), mostrd la presencia de un
virus (DurColtzingoMéxicol. No. Acceso DQ117579.1) con un genoma de 7986 pb de largo,
relacionado con el Peach mosaic virus (PcMV. Trichovirus. Betaflexiviridae) con un

porcentaje de identidad del 84% nt con el genoma completo de este virus; del 82% nt para la
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RdRp (RNA dependent RNA polimerase); del 86% nt para la Proteina del Movimiento (MP)
y del 89% nt para el gen de la CP. A nivel de aminoécidos 99 y 91 % aa para el gen de la CP

y la RdRp, respectivamente

Otra secuencia indicO la presencia de un virus (DurColtzingoMéxico2. No. Acceso
EF693898.1) con un genoma de 9004 pb de largo, relacionado con Peach chlorotic mottle
virus (PCMV. Foveavirus. Betaflexiviridae) con un porcentaje de identidad del 85% nt para
el genoma completo, con una identidad del 84 % nt para RdRp, del 85% nt para el TGB1
(Triple Gene Block ORF1), 91% nt para el TGB2, de 91 % nt para el TGB3 y para el gen de
la CP de 86% nt. A nivel de aminoacidos 93 % aa para el gen de la CP y la RdR, para ambos

Casos.

Una tercera secuencia indico la presencia de un virus (DurColtzingoMéxico3. No. Acceso
KR820548.1) con un genoma de 8304 pb de largo y el analisis de BLAST lo relacion6
principalmente con el Cherry green ring mottle virus (CGRM. Robigovirus.
Betaflexiviridae), con un porcentaje de identidad de 77% nt con el genoma completo, con
una identidad del 75% nt para RdRp; del 81% nt para el TGB1,78% nt para TGB2 y 80% nt
con TGB3, y del 78% nt para el gen de la CP. A nivel de aminoacidos 83% y 94 % aa para

el gen de la CP y la RdRp, respectivamente.
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Cuadro 3 .Genomas virales ensamblados de los datos de RNA-seq, con porcentajes de
identidad a nivel de gen y el genoma completo, comparados mediante BLASTN y BLASTX

con secuencias disponibles en el GenBank.

Virus Tamario Genoma Genoma RdRp CP MP NBP TGB TGB TGB
del relacionado completo 1 2 3
genoma
(pb)

DurColtzingo 7986 PcMV nt 84 82 89 86 86 - - -

Méxicol Trichovirus

aa 91 91 99 87 85 - - -
Fam.
(No de Acceso Betaflexiviridae

KY774447)

DurColtzingo 9004 PCMV nt 85 84 86 - - 85 91 91

México2 Foveavirus

aa 93 93 93 - - 98 98 94
Fam.
(No de Acceso Betaflexiviridae

KY774446)

DurColtzingo 8304 CGRMV nt 77 75 78 - - 81 78 80

México3 Fam.

Betaflexiviridae aa 74 74 83 - - 85 73 76

(No. De acceso

KY774448)
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Las construcciones de dendogramas con las secuencias nucleotidicas de los virus obtenidos
por RNA-seq y secuencias del GenBank, en primera instancia, utilizando el genoma
completo, confirmo la identidad y la relacion filogenética con otras secuencias reportadas
para los mismos virus en el GenBank (Figura 11, 12 y 13). Utilizando el genoma completo
de algunos de los géneros de la familia Betaflexiviridae , nos permitio relacionarlos con los
géneros Trichovirus,Foveavirus, Robigovirus (Figura 14). Por otra parte utilizando la
secuencia nucleotidica del gen que codifica para la CP, siendo una region muy conservada
en la mayoria de los virus , nos permitio identificar a las posibles especies (Figura 15).
Utilizando la secuencia nucleotidica del gen que codifica para la RdRp, la cual es una proteina
esencial que se codifica en los genomas de todos los virus que contienen ARN , nos permitio

identificar los distintas especies y sus generos (Figura 16).
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Figura 11. Dendograma por maxima verosimilitud con valores de Bootstrap (100 réplicas) del genoma completo

(GTR+G) de las secuencias obtenidos mediante BLAST que presentaron mayor similitud con la secuencia del virus

identificado en durazno: DurColtizingoMéxicol (sefialado con flecha), la cual presenta una mayor relacién con

Peach mosaic virus (PcMV. Trichovirus. Betaflexiviridae).
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Figura 12 Dendograma por méaxima verosimilitud con valores de Bootstrap (100 réplicas) del genoma completo

(GTR+G) de las secuencias obtenidos mediante BLAST, que presentaron mayor similitud con la secuencia del

virus identificado en durazno: DurColtizingoMéxico2 (sefialado con flecha), la cual presento una mayor relacion

con Peach chlorotic mottle virus (PCMV. Foveavirus. Betaflexiviridae).
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Figura 13 Dendograma por maxima verosimilitud con valores de Bootstrap (100 réplicas) del genoma completo

(GTR+G) con las secuencias obtenidas mediante BLAST, que presentaron mayor similitud con la secuencia del virus

identificado en durazno: DurColtizingoMéxico3 (sefialado con flecha), la cual estd mas relacionada con los genomas

de Cherry green ring mottle viru (CGRMV.Robigovirus. Betaflexiviridae) y Cherry Twisted Leaf Associated Virus

(CTLV. Robigovirus. Betaflexiviridae).
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Figura 14 Dendograma por maxima verosimilitud con valores de Bootstrap (100 réplicas) del genoma completo
de algunos de los géneros de la familia Betaflexiviridae (GTR+G+I), se observa la separacion de algunos de los
géneros (Foveavirus, Trichovirus, Vitivirus,) de dicha familia. Ademas, de la cercania de los genomas obtenidos
de los virus de durazno, sefialados con flechas: DurColtzingoMexicol, DurColtzingoMexico2 y

DurColtzingoMexico3, con PcMV, PCMV y CGRMV, respectivamente.
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Figura 15 Dendograma por maxima verosimilitud con valores de Bootstrap (100 réplicas), para el gen de la CP en la familia
Betaflexiviridae (T92+G), se observa la separacion de algunos de los géneros (Foveavirus, Trichovirus, Robigovirus y
Vitivirus) de dicha familia. Ademas, de la cercania del genoma de la CP obtenidos de los virus de durazno, sefialados con
flechas: DurColtzingoMexicol, DurColtzingoMexico2 y DurColtzingoMexico3, con PcMV, PCMV y CGRMYV,

respectivamente.
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Figura 16 Dendograma por maxima verosimilitud con valores de Bootstrap (100 réplicas), para el gen de la RdRp en la

familia Betaflexiviridae (GTR+G),

se observa

la separacion de algunos

de

los

géneros  (Foveavirus,

Trichovirus,Robigovirus y Vitivirus) de dicha familia. Ademas, de la cercania del genoma de la RdRp obtenidos de los

virus de durazno, sefialados con flechas: DurColtzingoMexicol, DurColtzingoMexico2 y DurColtzingoMexico3, con

PcMV, PCMV y CGRMV, respectivamente.
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El genoma de DurColtzingoMexicol tiene una organizacion de genoma similar al género
Trichovirus (Figura 17), posee un genoma de RNA de cadena sencilla de sentido positivo de
5°- 3" (RNAcs +), consiste en 7986 nuclettidos. Por medio de los ensambles referenciados
de los datos de RNA-Seq en Geneious 7.1, se identificaron 4 ORFs (Figura 18). El producto
codificado por ORF1 es homologa con la proteina de la replicacion (RdRp) la cual tiene una
longitud de 5658 nt y un intervalo 151-5808 nt. La ORF2 codificante para la proteina
implicada en el movimiento de célula a célula, constituido por la MP, esta localizado después
de la polimerasa, tiene una longitud de 1149 y un intervalo de 5840-6988 nt. EI ORF 3
pertenece a la CP (putativo subgendmico), con un intervalo de 6708-7289 nt y una longitud
de 582nt. ORF4 codifica una proteina de unién a acido nucleico (NBp), con una longitud de
414 nt y un intervalo de 7435-7848 nt. EI genoma del virus posee tiene un tramo

poliadenilado en el extremo 3 " de 11 nt con un intervalo de 7976-7986nt.
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Trichovirus

VIRION

Mon-enwveloped, flexuous, filamentous,&640-760 nm long and 10-12 nm in diameter.
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Figura 17. Esquema de la composicion gendmica de los Trichovirus, se observan los distintos marcos de lectura
que poseen el género, los componentes subgendémicos generados durante su replicacion y traduccién. (Tomado

del ViralZone, Consultado el 5 de junio del 2017).
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Figura 18. Esquema de la composicidn gendmica del virus DurColtzingoMexicol, el cual presenta organizacion
de genoma similar al género Trichovirus, se identificaron 4 ORFs, correspondientes a la RdRp, MP, CP y NBP

(Obtenidos por los ensambles de los datos de RNA-Seq en Geneious 7.1).
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El genoma de DurColtzingoMexico2 posee un genoma de RNA de cadena sencilla de sentido
positivo de 5°- 3" (RNAcs +), consiste en 9004 nucleétidos. Andlisis filogenéticos y la
comparacién de secuencias justifica que probablemente se encuentra dentro del género
Foveavirus (Figuro 19). Por medio de los ensambles referenciados de los datos de RNA-Seq
en Geneious 7.1, se caracterizaron 5 ORFs (Figura 20), el producto codificado por ORF1,
que sigue a una corta secuencia 5"-UTR con un intervalo de 1- 54 nt y una longitud de 54 nt,
es homologa con la proteina de la replicacion (RdRp) la cual tiene una longitud de 6387 nt'y
un intervalo 55-6441 nt. ORFs de menor tamafio codifican para las proteinas implicadas en
el movimiento de célula a célula, constituido por “tripe gene block” (TGB). El ORF 2
corresponde al TGBL el cual esta localizado después de la polimerasa, tiene una longitud de
669 nt y un intervalo de 6481-7149 nt. El ORF 3 pertenece al TGB2 tiene una longitud 348
nt y un intervalo 7153 7500nt. EL ORF 4 pertenece al TGB 3 con una longitud 204 nt 'y un
intervalo de 7421-7624 nt. EI ORF 5 pertenece a la CP (putativo subgenomico) se encuentra
localizado después del TGB, con un intervalo de 7738-8874 nt y una longitud de 1137 nt. El
genoma del virus posee un extemo 3°-UTR el cual tiene un intervalo de 8875-8992 nt con
una longitud de 118nt , y tiene un tramo poliadenilado en el extremo 3 ‘de 12 nt con un

intervalo de 8992-9004 nt.
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Foveavirus

VIRION

Non-enveloped, flexuous, filamentous, 800 nm or more long and 12-132 nm in diameten.

GENOME
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Figura 19. Esquema de la composicién genémica de género Foveavirus, se observan los distintos marcos de
lectura que poseen el género, los componentes subgendmicos generados durante su replicacion y traduccion.

(Tomado del ViralZone, Consultado el 5 de junio del 2017).
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Figura 20. Esquema de la composicion genémica del virus DurColtzingoMexico2, el cual presenta organizacion
de genoma similar al género Foveavirus, se identificaron 5 ORFs correspondientes a la RdRp, TGB y CP

(Obtenidos por los ensambles de los datos de RNA-Seq en Geneious 7.1).
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El genoma de DurColtzingoMexico3 posee un genoma de RNA de cadena sencilla de sentido
positivo de 5°- 3" (RNAcs +), consiste en 8304 nucleétidos. Andlisis filogenéticos y la
comparacién de secuencias justifica que probablemente se encuentra dentro del género
Robigovirus (Figura 21). Por medio de los ensambles referenciados de los datos de RNA-
Seq en Geneious 7.1, se caracterizaron 5 ORFs (Figura 22), el producto codificado por ORF1
es homologa con la proteina de la replicacion (RdRp) la cual tiene una longitud de 5085 nt y
un intervalo 92-5175nt. ORFs de menor tamafio codifican para las proteinas implicadas en el
movimiento de célula a célula, constituido por “tripe gene block” (TGB). EI ORF 2
corresponde al TGBL el cual esta localizado después de la polimerasa, tiene una longitud de
669 nt y un intervalo de 6128-6796 nt. El ORF 3 pertenece al TGB2 tiene una longitud 348
nty un intervalo 6797-7144 nt. EL ORF 4 pertenece al TGB 3 con una longitud 204 nty un
intervalo de 7074-7277 nt. EI ORF 5 pertenece a la CP se encuentra localizado después del
TGB, con un intervalo de 7324-8127 nt y una longitud de 804 nt. El genoma del virus

probablemente posea un posee un tramo poliadenilado en el nucle6tido 9004.
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Robigovirus

VIRION

Mon-enveloped, flexuous, filamentous, 800 nm or more long and 12-132 nm in diameter.
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Figura 21. Esquema de la composicion genémica de género Robigovirus, se observan los distintos marcos de

lectura que poseen el género, los componentes subgendmicos generados durante su replicacion y traduccion.

(Tomado del ViralZone, Consultado el 5 de junio del 2017).
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Figura 22. Esquema de la composicion gendmica del virus DurColtzingoMexico3, el cual presenta organizacion

de genoma similar al género Robigovirus, se identificaron 5 ORFs correspondientes a la RdRp, TGB y CP

(Obtenidos por los ensambles de los datos de RNA-Seq en Geneious 7.1).
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De acuerdo a los criterios de especies y demarcaciones dentro de la familia Betaflexiviridae,
se espera que diferentes especies tengan menos de aproximadamente 72% de identidad de
nucle6tidos (o 80% de identidad de aminoacidos de proteinas codificadas) en los genes CP o
replicasa. Los virus de diferentes géneros generalmente tienen menos de aproximadamente
45% de identidad de nucle6tidos en estos genes (Adams et al., 2012),

Tomando en cuenta los andlisis filogenéticos y la comparacion de secuencias mediante
BLAST con los genomas de los virus encontrados en durazno, podemos considerer que son
variaciones dentro de los virus que presetan una identidad mayor. Dado que los virus no
presentan un sistema de reparacién de errores, en las enzimas de replicacion de virus, esto
provoca que sus tasas de mutacion sean muy altas. Generalmente se acepta, que por cada
genoma viral replicado, se produce una mutacion, esto sumado a las grandes concentraciones
de genomas virales replicados, da como resultado una amplia variabilidad de secuencias

gendmicas pertenecientes al mismo virus (Eigen, et al., 1989).

Debido a que la RNA-seq posee una profundidad de amplificacién y secuenciacion mayor
que los métodos estandar, nos permitid identificar los genomas completos de los virus
presentes en durazno La aplicacion de la secuenciacion masiva de RNA-seq, ha generado
buenos resultados en otros trabajos, donde se han obtenido secuencias correspondientes a
virus ya reportados anteriormente e incluso de nuevos virus no identificados obtenidos de
cultivos de jitomate (Li et al., 2013), camote (Kreuze et al., 2009 y Kashif et al., 2012), uva
(Coetzee et al., 2010). Estos estudios la secuenciacién masiva se dirigio6 a RNA small
(RNAS), la cual facilita la identificacién de genomas virales, ya que aumenta la cobertura de

los mapeos a referencias, o ensamblado de novo de contigs, debido al corto tamafio de los
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reads (20-30 nt) (Pirovano et al.,2014). En este trabajo se utiliz6 RNA-seq dirigida a ARNm,
el cual arroja buenos resultados para la deteccion de genomas virales vegetales , como en el
caso de los reciente identificacion de 2 Potexvirus, 1 Tobamovirus y un probable nuevo
Carlavirus (Salgado-Ortiz, 2016), utilizando esta secuenciacion dirigida a ARN, de igual
forma este tipo de secuenciacion masiva nos proporciona datos del transcriptoma de la
planta, lo cual permite realizar analisis de la respuesta del hospederd a la infeccion viral, y el
silenciamiento provocado por el virus hacia el sistema de respuesta del hospederd (Nagano
et al., 2015), pero este método delimita la secuenciacion a ARN a solo aquellas virus que

poseen en su extremo 3"un segmento de Poli-A (Wang et al., 2009).

Algunos de estos virus recién identificados se han detectado en cultivares de nopal verdura
(Salgado-Ortiz,2016). La principal dificultad de éstos estudios (como en todos los estudios
de metagendmica) sigue siendo la necesidad de mejores herramientas bioinformaticas para

descifrar los grandes conjuntos de datos (Soto y Lopez, 2012).

Por otra parte los virus relacionados con el genoma de PcMV,PCMV y CGRMV encontrados
mediante RNA-seq se tendran que detectar directamente en las muestras, es decir disefiando
cebadores que nos ayuden a detectarlos biol6gicamente y poder determinar si son cepas de
estos virus o son nuevas especies. Esto permitira realizar trabajos posteriores de diagndstico
de esos virus en otras plantas de durazno o incluso en otros especies de Prunus sp. , asi como
de la familia Rosaceae al cual pertenece el durazno y ademas de evaluar la separacion de los

virus en las plantas del ensayo de transmision.

El PcMV ha sido reportado anteriormente en Chihuahua, México y en varios estados del
centro de México (Oldfield et al., 1995), asi como en Estados Unidos, los sintomas de este

virus incluye mosaico en hojas en el verano y a principios del verano, mosaico nervacional,
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quebramiento de color y deformacion de petalos, hojas atrofiadas, deformacién en frutos y

enanismo en las ramas (Gispert et al., 1998).

Por otra parte el Peach chlorotic mottle virus (PCMV), es miembro del género Foveavirus
(Jame y Croft, 2007), y que afecta a Pera y Manzana ambos pertenecientes a la familia
Rosaceae (Yoon et al., 2014), al cual pertenece el durazno. James et al., 1994, menciona que
el material con el que se trabajé para detectar a PCMV se cree que provino de México. Los

sintomas que produce son moteado y patron de anillos clorético.

Cherry green ring mottle virus (CGRMV) ha sido reportado en Jap6n, Nueva Zelanda,
algunos paises de Africa, Europa , Norte America, Chile y Sur América (Wang et al., 2009;
Fiore y Zamorano, 2015), afectando severamente Prunus spp., pertenece al género
Robigovirus. Los sintomas de este virus incluye amarillamiento de las hojas y moteado

oscuro alrededor de las venas secundarias (Wang et al., 2013).

En este trabajo, las muestras presentaron algunos de los sintomas anteriormente descritos,
por lo que sugiere que el durazno es susceptible a varios virus y presenten una co-infeccion

que pueda agravar los sintomas y por ende afectar el rendimiento de la planta.
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CLONCLUSIONES

» Se confirmod la presencia de la mezcla viral por medio de RT-PCR y secuenciacion
masiva de RNA-Seq en las muestras de durazno de la region centro de México, con
sintomas de anillos cloréticos, moteado amarillo y mosaico de color amarillo , la

presencia de PNRSV, PLMvd por medio de ensayos de DAS-ELISA y RT-PCR.

» Se identificd y caracterizd molecularmente la presencia de 3 virus mediante RNA-
Seq, relacionados con el genoma de Peach mosaic virus (PcMV), Peach chlorotic
mottle virus (PCMV), Cherry green ring mottle virus (CGRMV), los dos Gltimos no

han sido reportados en México.
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I
PERSPECTIVAS

% Disefio y evaluacion de cebadores especificos para la secuencias de los virus

encontrados a partir del analisis de RNA-seq, con el fin de comprobar la presencia de

dichos virus en las muestras colectadas.

K/

A

% Se recomienda la caracterizacién bioldgica completa de los virus encontrados,
mediante la secuenciacion del genoma completo por medio de productos de RT-PCR
clonados, y el armado posteriormente de una clona infectiva, para hacer ensayos de
inoculacion mecanica en rango de hospedantes, para determinar que tipos de sintomas

son ocasionados por el o los posibles nuevos virus asociados.

% Secuencia masiva por RNAsmall, poder detectar otros virus que no presenten el

extremo 3"-Poli A.
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