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RESUMEN

El durazno (Prunus persica (L. Batsch)) es uno de los frutales mas importantes de las
regiones templadas de México. Durante recorridos en huertas comerciales de
durazno realizados en Morelos y Puebla, México en 2005, muchos arboles fueron
observados con sintomas foliares que incluyen moteado amarillo, manchas
anilladas, patrones lineales y mosaico. Muestras de flores, ramas y hojas fueron
colectadas de arboles sintomaticos en diferentes localidades de Morelos y Puebla.
Todas las muestras fueron examinadas por DAS-ELISA para los siguientes virus:
Apple mosaic virus (ApMV), Prune dwarf virus (PPV), Plum pox virus (PDV) y Prunus
necrotic ringspot virus (PNRSV). Los extractos de savia de hojas jovenes
sintomaticas y corteza fueron wusados para inocular mecanicamente
Chenopodium quinoa, C. amaranticolor, Gomphrena globosa, Nicotiana
tabacum cv. Xanthi, N. glutinosa, N. clevelandii, N. benthamiana, Datura
stramonium, Capsicum annuum y Solanum lycopersicum. Los extractos de savia
fueron también usados para extraccion y analisis de RNA-dc y extraccion de RNA
para el uso en la transcripcion reversa ligada a la reaccion en cadena de la
polimerasa (RT-PCR). Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV) fue el Unico virus
detectado por DAS-ELISA en flores y corteza de ramas jévenes que vienen de
muestras con sintomas de moteado amarillo. El extracto inoculado causo sintomas
de mosaico en Nicotiana tabacum cv. Xanthi y lesiones necrdticas en
Gomphrena globosa. Todos estos hospedantes fueron positivos para PNRSV por
DAS-ELISA. Los patrones electroforéticos de RNA-dc obtenidos de muestras de
arboles con sintomas mostraron tres bandas de aproximadamente 3.6, 2.5y 1.8 Kb
de peso. La presencia de PNRSV fue confirmada en todas las muestras de campo
por la RT-PCR utilizando oligonucleétidos especificos para el gen de la proteina de
la capside y para el componente RNA3 del PNRSV. Los productos de RT-PCR de
455 y 1950 pb fueron clonados y secuenciados. Las secuencias de los aislados
fueron alineadas y comparadas en la base de datos del GenBank, mostrando una

similitud del 98% con otros aislados de PNRSV tanto de la proteina del movimiento



como la proteina de la capside, confirmando la presencia, identidad y relacién
del PNRSV con los sintomas de moteado amarillo en el durazno cultivado en

Morelos y Puebla, México.

Palabras claves: PNRSV, moteado amairillo, llarvirus.



ABSTRACT

Peach (Prunus persica (L. Batsch) is one of the most important fruit crops in the
temperate regions of Mexico. During a survey of commercial peach orchards
realised in Morelos and Puebla, Mexico in 2005, many trees were observed with
foliar symptoms that included yellow mottle, ringspot, linear patterns and mosaic.
Samples of flowers, branches and leaves were colected from symptomatic trees in
different localities the Morelos and Puebla. All samples were tested by DAS-ELISA
for the presence of the following virus: ApMV, PPV, PDV and PNRSV. Sap extracts
from young symptomatic leaves and shoots were used to mechanically inoculate
Chenopodium quinoa, C. amaranticolor, Gomphrena globosa, Nicotiana
tabacum cv. Xanthi, N. glutinosa, N. levelandii, N. benthamiana, Datura
stramonium, Capsicum annuum and Solanum lycopersicum. Sap extracts were
also used for dsRNA extraction and analyses, and RNA extraction for use in reverse
transcription polymerase chain reactions (RT-PCR). Prunus necrotic ringspot virus
(PNRSV) was the only virus detected by DAS-ELISA in flowers and crust of young
branches coming from the samples with symptoms of yellow mottle. The extract
inoculated it caused mosaic symptoms in Nicotiana tabacum cv. Xanthi and
necrotic local lesions in Gomphrena globosa. All these hosts were positive for
PNRSV by DAS-ELISA. The electrophoretic pattern of RNA-dc of samples of trees
with symptoms showed three bands of approximately 3.6, 2.5 and 1.8 Kb of MW.
The PNRSV presence was confirmed in all the samples of field by the RT-PCR using
specific primers for the coat protein gene and for the RNA3 component of the
PNRSV. The products of the RT-PCR of 455 and 1950 bp were cloned and
sequenced. The sequences of the isolated of the PNRSV were aligned and
compared to the NCBI/GenBank database, showing 98% similarity to other isolated
of PNRSV mainly with the movement protein and the coat protein, confirming the
presence, identity and relation of PNRSV with the symptoms of yellow mottle in the

peach tree cultivated in Morelos and Puebla.

Key words: PNRSV, yellow mottle, llarvirus.



INTRODUCCION

ESTADO ACTUAL DEL DURAZNO EN MEXICO

El durazno (Prunus persica (L. Batsch) se cultiva en 23 estados de la Republica
Mexicana en una superficie total plantada de 45,000 ha, destacando por su
volumen de produccién los estados de Zacatecas, Michoacan, México,
Chihuahua, Morelos y Puebla. Los estados de Morelos y Puebla se destacan
también por calidad de produccioén y superficie sembrada, en ellos se cultivan
aproximadamente 4,500 ha y la produccién estimada es de 35,000 ton de durazno
por afo (SAGARPA, 2008), pero diversas enfermedades afectan el rendimiento y la
vida media de este frutal destacando la cenicilla (Podosphaera leucotricha (Ellis.
& Everh.) E. S. Salmon), cancer o muerte descendente de ramas (Cytospora
leucostoma Sacc.) (Figura 1A), pudricibn morena de fruto (Molinia fructicola (G.
Wint.) Honey), roya (Tranzschelia discolor (Funkel) Tranzschel & Litv. f. sp. persica)
(Figura 1B), verrucosis (Taphrina deformans (Berk.) Tul.) (Figura 1C), tiro de municién
(Coryneum beijerinckii (Oud.)) todas éstas de origen fungoso y también

nematodos del género Meloidogyne (De la Torre, 1992).

Figura 1. Sintomas de origen fungoso en durazno. A) cancer o muerte descendente. B)
rova. C) verrucosis.



Sin embargo, en recorridos de campo realizados en el afio 2005 en zonas
productoras de Morelos y Puebla, se observéd la presencia de una enfermedad

foliar que al parecer, disminuye la calidad de la fruta y la vida util de los arboles.

La enfermedad se caracteriza por la presencia de pequefias manchas redondas
o0 moteados de color amarillo brilante en las hojas jovenes (Figura 2A), los
moteados al crecer forman anillos irregulares y patrones lineales (Figura 2B). Los
tejidos dafados se desprenden dejando perforaciones irregulares con margenes
necroéticos (Figura 2C); en los frutos pueden presentarse eventualmente moteados
tenues o manchas anilladas de forma irregular. Con fines de descripcion y por la
sintomatologia observada, a esta enfermedad la denominamos como “moteado

amarillo del durazno”.

Figura 2. Sintomas de probable origen viral en hojas de durazno. A) manchas
redondas o moteado amarillo y B) anillos irregulares y patrones lineales. C)
perforaciones irregulares con margenes necroticos.

Aungue no se tiene registro del efecto que causa esta enfermedad en el durazno,
regionalmente se reconoce que causan la reduccion del tamafio, la maduracion

y la vida productiva del durazno en la region.



Con el objeto de determinar el agente o los agentes causales de esta
enfermedad se realizaron en el laboratorio de Microbiologia de la UBIPRO, FES-
Iztacala, analisis fitopatoldgicos (anexo 1) de material enfermo con los sintomas
antes descritos de algunas localidades del estado de Morelos y Puebla, que
incluyeron la observacion y descripcion directa de los sintomas, asi como la
observaciéon del material dafiado bajo el microscopio estereoscopico, en busca
de microorganismos fitopatdgenos. También se realizd la trasferencia de
pequefios segmentos (2 mm) de ramas, hojas, flores, tallos y raices de plantas de
durazno en diferentes medios de cultivo artificiales estériles, con el objeto de aislar
posibles patdégenos. Los resultados de estos analisis mostraron que estos dafos no
eran causados por bacterias, hongos, nematodos o patégenos similares como los
identificados en este frutal en otras partes del mundo (Aparicio et al., 1999), por lo
que se sospechd que estos sintomas pudieran ser causados por virus, fitoplasmas o
viroides desconocidos, de los cuales se ignoran sus caracteristicas bioldgicas, las
condiciones que favorecen su diseminacion y la distribuciébn en las zonas

productoras de durazno.

La informaciéon bibliografica revisada indicé que sintomas similares a los de
moteado amarillo del durazno se han asociado a infecciones por los virus de la
mancha anular necrética del durazno (Prunus necrotic ringspot virus. PNRSV), virus
enano de la ciruela (Prune dwarf virus. PDV) o el virus mosaico del durazno (Peach
mosaic virus. PMV) lo que relaciona entonces a éstos sintomas con la posible
presencia de virus, por lo que se sospechd que pudieran ser causados por alguna
clase de patégenos como virus, fitoplasmas (Blomquist y Kirkpatrick, 2002), viroides

(Hadidi et al., 1997) o una mezcla de éstos.

La misma informacién disponible mostré que en México no existen reportes
cientificos que indiquen la presencia e identidad de virus, viroides o fitoplasmas en
durazno, lo que planteo la necesidad de realizar un diagnostico que permitié la
identificacion de los posibles virus, fitoplasmas o viroides que estan infectando al

durazno en nuestro pais.



ANTECEDENTES

PLAGAS Y ENFERMEDADES DE LAS PLANTAS

Aunque es evidente que desde tiempos prehistéricos ya existian enfermedades y
plagas de las plantas, fue con la transformacion del hombre en agricultor,
modificando las tierras y cultivandolas cuando los agentes causantes de las
mismas comenzaron a cobrar una notable importancia, incidiendo
negativamente en la produccion. El hombre en su afan por obtener una gran
variedad de productos vegetales con fines alimenticios, medicinales, industriales u
ornamentales, cada dia al aumentar la poblacién y con las faciidades del
comercio mundial, ha introducido en sus lugares de asentamiento numerosas
especies y con ellas, sus plagas y enfermedades en muchos de los casos. Al
romper los equilibrios naturales entre las plantas y sus enemigos, éstos han
proliferado en ocasiones de forma alarmante obligando al hombre a una

continua lucha con medios diversos.

Dentro de la agricultura, la denominacion plaga afecta a todos los animales que
causan dafios a las plantas o que incluye a vertebrados, artropodos, moluscos y
gusanos, mientras que la enfermedad afecta a los organismos que causan
perturbaciones en el metabolismo de la planta pudiéndole producir incluso la
muerte, o que incluye una serie de organismos microscépicos tales como hongos,

bacterias, viroides, fitoplasmas y virus.

ENFERMEDADES CAUSADAS POR HONGOS

Este es el grupo mas grande de patdégenos de plantas y se presentan en grandes
variedades de formas y tipos. Los hongos estan formados por filamentos
microscopicos llamados hifas, son organismos heterétrofos. Las hojas infectadas

presentan inicialmente zonas amairillas, las cuales se transforman en pardas al



morir las células enfermas. En el caso de infecciones vasculares, la planta se
marchita y muere en poco tiempo (fusariosis). En general, producen infecciones
locales y superficiales que dan lugar a clorosis foliar, marchitez, decoloraciéon
vascular, achaparramiento o una combinacion de éstos. La incidencia y
severidad de los sintomas esta en funcion de la especie hospedante, variedad,
temperatura del suelo, aire y humedad. Por ejemplo la antracnosis del melén
causada por Collectrichum lagenarium que ocasiona manchas grandes y oscuras
a simple vista en hojas, tallos y frutos de melén y pepino; el mildiu ocasionado por
Plasmopara viticola; enrollamiento de la hoja de durazno por Taphrina deformans
que no afecta directamente a la fruta aunque reduce la cosecha, solo por

mencionar algunos (Agrios, 1999).

ENFERMEDADES CAUSADAS POR BACTERIAS

Las bacterias son microorganismos procariontes, unicelulares, de formas bacilar,
esférica o en espiral, pueden ser moéviles (flagelos) o inmdviles. Se encuentran en
los mas diversos ambientes, involucradas en procesos naturales importantes como
la degradaciéon de materia organica, pero también pueden ocasionar
patogénesis en plantas y animales. Entre los géneros que causan enfermedades
en plantas tenemos a Agrobacterium, Pseudomonas, Erwinia, Corynebacterium y
Xanthomonas. Algunas especies atacan una sola planta mientras que otras
bacterias infectan un gran nimero de especies de plantas que pertenecen a
diferentes familias (Bovey, 1977). No son tan frecuentes como los hongos, los
sintomas no son tan variados, en general manchas y podredumbres hiumedas que
despiden muy mal olor, manchas, clorosis y moteados. Los dafios pueden ser
estéticos o llegar a causar la muerte de la planta, como por ejemplo la bacteria
Erwinia amylovora que produce la enfermedad llamada “Fuego bacteriano” y

mata a especies de la familia Rosacea.



ENFERMEDADES CAUSADAS POR VIROIDES

Los viroides son moléculas de RNA circular con 250 a 400 nt y a diferencia de los
virus no codifican proteinas y no contienen una capside proteica. Estos
patdégenos son causantes de algunas enfermedades en cultivos importantes
como papa, tomate y frutales. Los sintomas mas caracteristicos en plantas
infectadas son el achaparramiento o enanismo, amarillamiento y deformaciones

de los puntos de crecimiento de las plantas.

Estos se diseminan mediante transmision mecanica, por medio de herramientas
sucias con savia, o por medio de propagacion vegetativa. Algunas
enfermedades causadas por viroides son la exocortis de los citricos y la

enfermedad del tubérculo fusiforme de la papa (Agrios, 1999; Chase, 1997).

ENFERMEDADES CAUSADAS POR FITOPLASMAS

Son microorganismos unicelulares, carecen de pared celular por o que son
parasitos obligados. Su genoma es DNA y se diferencian de los virus en que
poseen una membrana celular. Son responsables de enfermedades en mas de
200 especies de plantas. Los vectores de estos patdgenos son las chicharritas
(Homoptera: Cicadellidae), se pueden trasmitir por injerto y no mecanicamente
(Powell y Lindquist, 1992).

Causan amarillamiento uniforme o enrojecimiento en las hojas, enanismo,
acortamiento de entrenudos, achaparramiento de la planta, flores estériles, frutos
y semillas anormales, proliferacién de raices aéreas, desarrollo de apariencia de
escoba de bruja y muerte de la planta. Se conoce al fitoplasma de la madera
gomosa del manzano que se transmite por injerto; el fitoplasma de los
amarillamientos del aster que se trasmite por vectores y ataca a muchas plantas
de ornato y el fitoplasma del achaparramiento del maiz que se trasmite por

vectores (Agrios, 1999; Dickinson y Lucas, 1987).



ENFERMEDADES CAUSADAS POR VIRUS

Un grupo importante que afecta también a las plantas son |os virus, éstos actuan
como parasitos celulares especializados, son patdgenos que viven y se multiplican
sOlo dentro de las células vivas de sus hospederos, siendo entonces parasitos
intracelulares obligados. Estdn compuestos de acido nucleico y proteinas; el
acido nucleico en el 90% de los virus de plantas es RNA, sélo el 10% estan
compuestos de DNA, algunos poseen una envoltura de lipidos. Su tamafio puede
variar entre los 20 y 300 nm. Pueden presentar dos formas basicamente: cilindrico

o helicoidal e isométricos o icosaédricos (Dacis et al., 1984).

Las enfermedades causadas por virus en plantas pueden ser muy distintivas o en
otros casos dificiles de reconocer, dafian las hojas, tallos, raices, frutos, semillas o
flores y producen pérdidas econdmicas ya que disminuyen la productividad y
calidad de los productos agricolas. Las pérdidas en las cosechas pueden ser
severas, moderadas o minimas. La severidad de las enfermedades virales varia

con la localidad, la variedad del cultivo y de una estacion a otra (Agrios, 1999).

Las enfermedades virales afectan a las plantas produciéndole diversos sintomas,
tales como: mosaicos, rayados, clorosis de hojas, aclaracion de nervaduras,
bandeado de nervaduras, anillos, puntos necroéticos, puntas de tallos o
nervaduras distorsionadas, hojas deformes, enanismo, coloracién anormal de las
flores, afectan la reproduccién, tamafio del fruto, reducen la cantidad de
semillas, provocan esterilidad, reducen viabilidad de las semillas, marchitez y

muerte de la planta (Bos, 1978; Cann, 1997).

Algunos virus pueden destruir plantaciones enteras como ha sucedido con la
viruela del ciruelo, la hoja blanca del arroz, los amarillamientos de la remolacha y
la tristeza de los citricos. Sin embargo, la mayor parte de las enfermedades virales
aparecen afio con afio en los cultivos con pérdidas por lo general, en ocasiones

sin inducir algun sintoma visible. Por ejemplo, el Potato virus X (PVX) en las plantas



de papa cultivadas en Estados Unidos causa disminuciones en la producciéon de

casi un 10% aun cuando no muestren sintomas visibles en el campo (Agrios, 1999).

Existe una amplia variedad de virus que infectan frutales particularmente al

durazno en diversas partes del mundo, Cuadro 1. (Brunt et al., 1996). Entre los que

destacan 3 virus (PDV, PNRSV y ToRSV) y 2 viroides (HPSVd y PLMVd).

Cuadro 1. Virus y viroides que infectan al durazno (Prunus persica).

VIRUS
Apple chlorotic leaf spot trichovirus
Arabis mosaic nepovirus
Cherry mottle leaf virus
Myrobalan latent ringspot nepovirus
Peach rosette mosaic nepovirus
Peach yellow leaf closterovirus
Plum american line pattern ilarvirus

Plum pox potyvirus

Prune dwarf virus

Prunus necrotic ringspot virus
Strawberry latent ringspot nepovirus
Tomato ringspot nepovirus

Plum bark necrosis stem virus

Peach latent mosaic viroid

Hop stunt viroid

Continuacién cuadro 1.

SINTOMATOLOGIA

Manchas verde oscuro

Mosaico, anillos cloréticos y distorsion de hoja

Manchas clordticas irregulares
Severo arrosetamiento
Mosaico

Hojas clordticas

Anillos cloréticos

Aclaracion de venas, hojas cloréticas

malformacion, frutos con anillos palidos
Detiene el crecimiento

Mosaico, lineas y anillos amarillos
Detiene el crecimiento

Hojas y venas amaillas

Necrosis de corteza y gomosis
Deformacion de frutos

Deformacion de frutos



En México no se tienen calculos precisos de las pérdidas ocasionadas por virus,
aunque en la mayoria de los casos las enfermedades de origen viral no ocasionan
la muerte de las plantas pero si reducen su calidad ocasionando la disminuciéon
de su valor. En nuestro pais, la propagacion masiva de virus en los principales
frutales se realiza en su mayoria a partir de injerto, la cual se ha convertido en la
forma mas importante de diseminacion de virus inclusive superando la realizada

por insectos vectores (Ochoa, 2002).

METODOS DE DIAGNOSTICO DE VIRUS Y VIROIDES EN DURAZNO

Para la identificacion y caracterizacion de virus y viroides de plantas se recurre a
diversos métodos como son la serolégicas (ELISA), microscopia electrénica,
analisis de RNA-dc, PCR para virus de DNA y RT-PCT para virus de RNA, asi como la

clonacién y secuencia de productos, la hibridacién del tipo Dot-blot, etc.

En 1989 Scott y colaboradores determinaron la prevalencia de Prunus necrotic
ringspot virus (PNRSV) en huertas de durazno de Carolina del Sur e investigaron la
variacion en la incidencia del virus entre los principales cultivares y areas de
produccioén. La deteccion del virus fue por ELISA de flores o tejidos jovenes. Los
principales cultivares de durazno crecidos en el estado fueron muestreados,
colectando arboles de entre 6 y 10 afios de edad. La incidencia observada de
PNRSV en huertas individuales se extendié de 0 a 100%. La incidencia estimada
de PNRSV en los cultivares fue 6.9% en Harvester, 10.6% en Junegolg, 15% en
Redglobe, 39.5% en Loring, 44.1% en Blake, 52.9% en Coronet y 74.5% en
Redhaven. Algunas huertas jovenes fueron aparentemente infectadas, esto se
dedujo por haber utilizado injertos de arboles infectados con PNRSV. Estos niveles
de infeccidn junto con las pérdidas potenciales de la produccién causadas por

este virus, son inmensas.

Hadidi y colaboradores en 1997 trabajaron con Peach latent mosaic viroid

(PLMVd), el cual esta ampliamente distribuido en plantas de durazno por Europa,



Asia, Norteameérica y Sudamérica. PLMVd o un viroide estrechamente vinculado,
fue ocasionalmente detectado en cerezo, ciruelo y chabacano en ciudades de
Europa y Asia. Se obtuvo como resultado un aislado de PLMVd en cerezo de 337
nt de longitud y es 92% homologo al PLMVd aislado de durazno. Experimentos de
hibridacién molecular demostraron que PLMVd no se relaciona con el agente
causal de la enfermedad del mosaico de durazno. También encontraron que es

transmitido facilmente en huertos por material de poda contaminado.

James y Upton en 1999 desarrollaron un ensayo de RT-PCR para la deteccién y
diferenciacion simultanea de PMV y CMLV, virus que afectan de manera
importante a especies frutales. Usaron un primer oligonucleétido sentido con 100%
de complementariedad a PMV y uno segundo oligonucleétido antisentido con
83% de complementariedad al sitio correspondiente del genoma de CMLV. Esto
permitié la amplificacion diferencial de fragmentos especificos de PMV y CMLV,
419 y 705 pb respectivamente. El par de oligonucleétidos de PMV detecta
confiablemente todos los aislados de este virus examinado por RT-PCR, ambos en

hojas de durazno y tejido de yemas.

La forma mas eficiente de control de los virus en frutales es la utilizacién de
material limpio en el establecimiento de los huertos. Por tanto, es de primordial
importancia la limpieza de virus en plantas de viveros. Herrera y Madariaga en
2002 cuantificaron la incidencia de PNRSV, PDV, ToRSV y PPV en viveros de frutales
de Carozo en la zona central de Chile, mediante pruebas serolégicas de ELISA.
Los virus que presentaron mayor incidencia fueron PDV (17.1%) y ToRSV (15.4%),
seguido de PNRSV (9.7%) y PPV (4.2%). Entre las especies frutales, las mas
afectadas fueron los almendros (29.7%) y damascos (23.3%), seguido de

durazneros (10.4%), nectarines (8.8%), cerezos (7.1%) y ciruelos (6.9%).

Una nueva estrategia para la deteccion simultanea de virus en plantas ha sido
desarrollada, la hibridacién molecular. Herranz y colaboradores en 2005 disefiaron

polisondas de dos, cuatro o seis virus. La polisonda cuatro (poly 4) cubre cuatro



llarvirus que afectan &arboles frutales incluyendo Apple mosaic virus (ApMV),
Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV), Prune dwaurf virus (PDV) y American plum
line pattern virus (APLPV) mientras la polisonda dos (poly 2) fue disefiado para
detectar simultaneamente, Plum pox virus (PPV) y Apple chlorotic leaf spot virus
(ACLSV), los dos virus mas importantes que afectan estos arboles. Finalmente, la
polisonda seis (poly 6) fue generada para detectar cualquiera de los seis virus. Las
tres polisondas fueron comparadas con sondas individuales en términos de
dilucién y especificidad. La validacion de la nueva estrategia de deteccion
simultanea fue confirmada por el analisis de 46 muestras de campo de siete

hospederos colectados en diez diferentes areas geograficas.

Sanchez-Navarro y colaboradores en 2005 desarrollaron una reaccién de RT-PCR
en un paso para detectar y diferenciar 8 importantes virus que afectan arboles
frutales: Apple mosaic virus (ApMV), Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV), Prune
dwarf virus (PDV), American plum line pattern virus (APLPV), Plum pox virus (PPV),
Apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV), Apricot latent virus (ApLV) y Plum bark
necrosis stem pitting associated virus (PBNSPaV). La amplificaciéon de fragmentos
de la PCR de tejido infectado individualmente usando los 8 juegos de
oligonucledtidos demostrd la especificidad de la reaccidon de la RT-PCR. Los
fragmentos de la PCR fueron detectados cuando una infeccién simultanea de 8
virus diferentes fue hecha por una mezcla del extracto de &cidos nucleicos de
tejido infectado individualmente. Los fragmentos de la PCR esperados fueron
observados en todos los casos. Naturalmente ocurren infecciones en mezcla

encontrandose al PNRSV, PDV, APLPV y ACLSV.



HIPOTESIS

» Considerando que los dafios que muestran las plantas de durazno en
algunas localidades de Morelos y Puebla como moteado amarillo, anillos
iregulares y mosaico y que de acuerdo con analisis fitopatoldgicos, en
donde se demostré que estos no son causados por bacterias, hongos o
nematodos, entonces se plantea la hipdtesis de que estos dafios pudieran
ser inducidos por virus, fitoplasmas o viroides de origen desconocido o no

descritos en México.

Dado que en México no se cuenta con la informacién bibliografica necesaria
para la deteccidn de los patdgenos que causan la enfermedad del “moteado

amarillo del durazno” el objetivo del presente trabajo fue:



OBJETIVO GENERAL

» Caracterizar biolégica y molecularmente el o los agentes causales de la
enfermedad del moteado amarillo del durazno (Prunus pérsica (L. Batsch)

en Morelos y Puebla, México.



METODOLOGIA

Por la posibilidad de que el o los agentes causales del moteado amarillo del
durazno fueran causados por virus, se utilizaron diferentes técnicas de diagndstico
y caracterizacién para este tipo de patdégenos (Kurstak, 1981; Dijkstra y De Pager,
1998).

% Recoleccion de muestras

Se recolectaron muestras de flores, hojas y ramas jévenes de drboles con sinfomas
de moteado amarillo en huertas comerciales en las localidades de Ocuituco,
Tétela del Volcdn, San Miguel y Tlacotepec ubicadas en el estado de Morelos y
en las localidades de Domingo Arenas, Tepetzala, Tepetlaxco, San Martin
Texmelucan y Las Dalias, Puebla, regiones que destacan por la superficie

sembrada, volumen y calidad de produccion.

s Separacidon de virus y pruebas de susceptibiidad en hospedantes

indicadoras

Se maceraron porciones de hojas de durazno con sinfomas de moteado amarillo
en solucion amortiguadora (NaPO4 0.02 M, pH 7-DIECA). El macerado de hojas fue
frotfado en hojas de 11 especies diferentes de pldntulas sanas con 2 a 4 hojas
verdaderas, previamente espolvoreadas con carborundum, usando un hisopo de
algodén. Las hojas inoculadas fueron lavadas con agua para eliminar residuos del
macerado y del carborundum. La separacion de virus y la determinacién de su

amplitud de hospedantes se repitié tres veces (Dijkstra y De Jager, 1998).

Las plantas inoculadas se mantuvieron en invernadero a una temperatura de
entre 25 y 35° C, 70% HR y 12 horas luz/oscuridad esto hasta la aparicién de

sinfomas. Las pldantulas de las especies inoculadas fueron tabaco (Nicotiana



glutinosa, N. rustica, N. clevelandii, N. debneyii y N. tabacum var Xanthi), toloache
(Datura stramonium), quelites (Chenopodium amaranticolor y Ch. quinoa),
gonfrena (Gomphrena globosa), chile (Capsicum annuum L.) y fomate

(Lycopersicum esculentum M.).

% Deteccién por serologia (DAS-ELISA)

Se utilizd la técnica de andlisis inmunoenzimdatico de doble sdndwich (DAS-ELISA),
para desarrollarse en dos dias (Clark y Adamas, 1977), con el fin de detectar
infecciones virales directamente en muestras de campo. Se utilizaron antisueros
policlonales comerciales especificos para Apple mosaic virus (ApMV), Prunus
dwarf virus (PDV), Plum pox virus (PPV), Potyvirus y Prunus necrotic ringspot virus
(PNRSV) (Agdiq, Inc., Elkhart, IN), virus que han sido reportados para durazno en
otfros paises (Brunt et al., 1996; Mackenzie et al., 1997; Yuyemoto et al., 2003). La
absorbencia de las posibles reacciones antigeno-anticuerpo se registré en un
micro lector a 492 nm, a los 20 y 60 minutos después de la adicidon del sustrato. La
reaccion fue considerada positiva si la absorbencia era igual o superior a la

lectura del control positivo para los virus probados (Clark y Adamas, 1977).

CARACTERIZACION MOLECULAR DEL VIRUS

% Andlisis de RNA de doble cadena (RNA-dc)

Se realizé la extracciéon y andlisis del RNA-dc viral a partir de flores, hojas y de
corteza de ramas jévenes de durazno con sinftomas de moteado amairillo, usando

el protocolo propuesto por Valverde et al., 1990.

El RNA-dc se analizd por electroforesis en geles de poliacrilamida al 6%, usando un
mini gel (1.75mm x 7cm x 8cm) montado en una cdmara Biorad doble. El volumen
del exiracto de RNA-dc viral de las muestras fue de 30uL por carril (no se

determino concentracion). Se incluyeron como marcadores de peso molecular



de los componentes virales, muestras de RNA-dc de Cucumber mosaic virus o
Tobacco mosaic virus para determinar el peso molecular de los componentes de
los supuestos virus separados del durazno. Las condiciones de electroforesis fueron
de 100 volts por 2:30 hrs. a temperatura ambiente. Los geles fueron tenidos con

solucidon de nitrato de plata (0.011 M) (Valverde et al., 1990).

 Hibridacién molecular no radiactiva

Para detectar la presencia de los diferentes virus se realizé una hibridacion
molecular Dot-blot, como sonda se utilizé un fragmento del gen clonado de la
proteina de la cdpside de los virus: PBNSV, ApLV, PPV y PNRSV y de los viroides
HSVd y PLMVd. Las sondas fueron marcadas con Digoxigenina fluorescente no

radiactiva (Dig-UTP-T7 fluorescent).

Para el ensayo Dot-blot, el RNA de las muestras fue previomente desnaturalizado
para ser transferido directamente a membranas de Nylon (+) y posteriormente ser
fjado mediante exposicion a luz ultravioleta. Las membranas fueron pre-
hibridadas e hibridadas a 65 °C usando la sonda respectiva. En condiciones de
hibridacién, esta sonda marcada se hibrido a cualquier hebra de dcido nucleico
complementaria fijada a la membrana. Cualquier exceso de sonda no hibridada
se elimino por lavados y los hibridos marcados se detectaron mediante

autorradiografia (Surzycki, 1999; Sambrook et al., 1989; Sambrook y Rusell, 2001).

<% Deteccidn de virus por transcripcién reversa ligada a la reacciéon en

cadena de la polimerasa (RT-PCR).

La RT-PCR se efectud en un solo paso (RT-PCR Access, Promega. USA) usando
RNA-dc obtenido de plantas con sinfomas de moteado amarillo descrito
previamente, utilizando distintos pares de oligonucledtidos (Cuadro 2), que

amplifican un fragmento del gen de la proteina de la cdpside (CP) especificos



para virus que se encuentran en durazno (Mackenzie et al., 1997; James y Upton,
1999; Saade et al., 2000).

Cuadro 2. Oligonucledtidos utilizados para detectar virus, viroides® y fitoplasmas®

en durazno.
OLOGONT SECUENCIA (5’-3%) PB
PNRSV C537 ACGCGCAAAAGTGTCGAAATCTAAA 455
PNRSV H83 TGGTCCCACTCAGAGCTCAACAAAG
PNRSV VP77 GCATCCCATITGGGGCATC 356
PNRSV VP78 GAACCTCCTICCGATTTAG
APMV VP77 GCTTCCTITAGGGGGCATC 47
ApMV VP79 CGICGAGGAAGTITAGGTIG
PDV VP77 GCTTCCTITAGGGGGCATC 517
PDV VP80 CAACGTAGGAAGTICACAG
PM16 AFF CAAACATGGCTITCACCTICTGCA 419
PM16 AFR TCTTIGCCCCACCCTTICAACAAATG
PM16 AFF CAAACATGGCTITCACCTTICTGCA 705
CML-26R AGATCCTCTTTCCCTICTAAAATG
TRSV F CTTGCGGCCCAAATCTATAA 350
TRSV R ACTIGTGCCCAGGAGAGCTA
PM-AF1 TCACCTTICTGCAGATACGAAGTA 383
PM-AFR GCTGTICTICACAAAGAATCTA
PDV H CCGGTATGATATCTCGTACCGAG 517
PDV C TAGTGCAGGTTAACCAAAAGGAT
PPV F ACAATGCTCTTTCAAAAGATGGAA 313

PPV R GTCTCTTGCACAAGAACTATAACC



QPLMVd dc AACTGCAGTGCTCCGT

300
PLMVd dH CCCGATAGAAAGGCTAAGCACCICG
©HSVd dc TCGGAAGAGCCAGAAGG 950
HSVd dH TGAGACGCGACCGGIGGCATCACCT
®P] AAGAGTTITGATCCTGGCTCAGGATT 1600
TINT TCAGGCGIGIGCTICITAACCAGC
PR16F2 ACGACTGCTGCTAAGACTGG 1200
R16R2 TGACGGGCGGIGTIGTACAAACCCCG

Continuacién Cuadro 2.

Los productos de la RT-PCR fueron analizados por electroforesis en geles de
agarosa al 1%, usando buffer TBE. Los geles fueron tenidos con bromuro de etidio
al 0.5% y su peso molecular se calculd por comparacién con el marcador de peso
molecular 1T Kb plus (GIBCO BRL) incluido en el mismo gel. Las condiciones de

electroforesis fueron de 80 V por 1 hr a temperatura ambiente.

Para una identificacion mds precisa y poder realizar un andlisis flogenético se
utilizaron tres juegos de oligonucledtidos para amplificar el componente RNA3
completo como fue el caso del PNRSV (Cuadro 3), el cual contiene la MP y CP

proteinas que sirven para poder identificar hasta especie.

Cuadro 3. Oligonucledtidos utilizados para detectar el componente RNA 3
completo del PNRSV.

OLOGONT SECUENCIA (5-3") PB
VP 948 CACAAAGCTTGTTTITACAATCGAAATCGTAAC 600
VP 313 CACACTGCAGCTTICCCTAACGGGGC

VP 969 CACAAAGCTTGTITGTTTITACCAAAATGAAATCGTAAC 300



VP 313 CACACTGCAGCITCCCTIAACGGGGC

VP 970 CACAAAGCITTGITTTTATATGCCAGAAATCGTAAC 1200
VP 313 CACACTGCAGCITICCCTAACGGGGC

R/

% Clonaciéon y secuenciacion

Secuenciacién directa

Se obtuvieron fragmentos de la RT-PCR que fueron purificados a partir del gel de
agarosa al 1%, estos fragmentos se cortaron y limpiaron con el kit de Wizard
(wizard SV Gel and PCR clean-up System, PROMEGA) los cuales fueron
secuenciados directamente de un fragmento de 455 pb de la proteina de la
cdpside, amplificado por RT-PCR los cuales fueron analizado en un secuenciador
Applied Biosystem 3100 Genetic Analyzer en el laboratorio de Bioquimica
Molecular de la UBIPRO, FES-Iztacala, UNAM.

Clonacién y secuenciacion

El componente RNA-3 del PNRSV que incluye los genes completos de la MP y CP
clonados de forma independiente en E. coli cepa DHS5a utilizando el vector
PTZ57R (InsT/Aclone PCR, Fermentas). Los productos clonados fueron analizados
en un secuenciador Applied Biosystem 3100 Genetic Analyzer, en el Instituto de
Biologia Molecular y Celular de Plantas (IBMCP), en Valencia, Espana. Las
secuencias nucleotidicas obtenidas se juntaron y fueron analizadas vy
comparadas para su identificacidn con secuencias disponibles de otfras partes del
mundo en la base de datos del GenBank, utilizando el método Clustal (MegAlign,
DNA Star software, Madison, WI) (Sanger et al., 1977).



RESULTADOS Y DISCUSION

s Separacion de virus y pruebas de susceptibiidad en hospedantes

indicadoras

Se separd un virus de los macerados de hojas y ramas tiernas de durazno con
sintomas de moteado amarillo, procedente de Ocuituco, Tétela del Volcan, San
Miguel y Tlacotepec en el estado de Morelos y Domingo Arenas, Tepetzala,
Tepetlaxco, San Martin Texmelucan y Las Dalias en el estado de Puebla. El virus
relacionado con el moteado amarillo del durazno causé grandes manchas
iregulares de color blanquecino sélo en las hojas inoculadas de todas las
especies de tabaco (Nicotiana tabacum var Xanthi, N. clevelandi, N.
benthamiana y N. debneyii). Manchas similares aunque muy tenues se observaron
en chile y tomate, sin movimiento sistémico. En las hojas inoculadas de
Gomphrena globosa se observaron pequefias lesiones locales necréticas, sin
movimiento sistémico. En las demas plantas indicadoras no se observaron

sintomas o dafos de alguna clase.

Al parecer el virus relacionado con el moteado amarillo del durazno tiene una
reducida amplitud de hospedantes, afectando solo a especies de solanaceas y
guenopodiaceas. Sin embargo, se ha observado que la concentracion de
diferentes especies de virus en durazno varia dependiendo del estado fenolégico
(Dal Zotto et al., 1999). Por tanto, es posible que la carga viral fuera baja en las
muestras recolectadas, lo que posiblemente afectd el proceso de transmision
mecanica del virus relacionado con el moteado amarillo del durazno a las
hospedantes indicadoras utilizadas en este trabajo. También es posible que se
encuentren otros virus que no se transmiten mecanicamente (James et al., 1999) o
que tienen una amplitud de hospedantes diferentes al usado en este trabajo, lo
que indica la importancia de realizar el diagnéstico de virus en durazno en

diferentes épocas del afio usando otros métodos de deteccion (Saade et al.,



2000; Moury et al., 2000; Marbot et al., 2003).

% Deteccion por serologia (DAS-ELISA)

Los ensayos de deteccion serolégica de virus en durazno cultivado en las regiones
de Morelos y Puebla, fueron positivos sélo para el antisuero de PNRSV. El ensayo
de DAS-ELISA fue positivo solo en 50% de las muestras recolectadas, aunque todas
mostraron sintomas de moteado amavillo. La deteccién de PNRSV por DAS-ELISA
s6lo fue posible cuando se usé la corteza de las ramas mas jovenes y las hojas, los
resultados fueron negativos cundo se usaron otras partes de la planta, como
flores, sépalos o pétalos. Es posible que una baja concentraciéon de proteina viral
o la presencia de compuestos desconocidos en estructuras florales afectaran la

sensibilidad de la deteccion de PNRSV por DAS-ELISA en el material recolectado.

La deteccidn seroldgica de virus en durazno no fue el método mas eficiente de
diagndstico probablemente debido a diferencias en la concentracién de virus en
la planta, ya que se ha determinado que la carga viral, que varia durante todo el
afo y que incluso es distinta entre los diferentes tejidos, redujo significativamente
la sensibilidad de la técnica (Dal Zotto et al., 1999; Scott et al., 1989). Es factible
gue en el material enfermo se encuentren variantes de PNRSV, distintas a los
antisueros usados y que esto haya afectado su detecciéon (Hammond y Crosslin,
1998; Moury et al., 2000) o que se encuentren otros virus distintos al PNRSV aun no
identificados en México (James y Upton, 1999; James et al.,, 1999). En 1995 se
reportd por serologia la presencia de Prunus mosaic virus (PMV) (Oldfield et al.,
1995) en algunos estados de la Republica Mexicana sin precisar la localidad. Por
tanto es necesario establecer la mejor época del afio para detectar infecciones
por el PNRSV e identificar la presencia de otros virus que infectan al durazno en la
region, no sélo por serologia sino en combinacién con otras técnicas (Moury et al.,
2000).



CARACTERIZACION MOLECULAR DEL VIRUS

% Analisis de RNA de doble cadena (RNA-dc)

El analisis electroforético en geles de poliacriamida de RNA-dc de origen viral
obtenido por columnas de celulosa, mostré consistentemente la presencia de tres
bandas de 3.6, 2.5 y 1.8 Kb de peso molecular (Figura 3 Carriles A y G), similares a
los patrones electroforéticos del PNRSV (Fulton, 1985). Este tipo de bandas fueron
visibles en algunas muestras y en otras fueron muy tenues (Figura 3 CarrilesBy F) o
no se observaron a pesar de mostrar sintomas claros del moteado amarillo; esto
indica que la carga viral del PNRSV fue diferente entre las muestras analizadas.
Aunque el patron electroforético de RNA-dc del PNRSV observado fue el mas
frecuente en la mayoria de las muestras, en algunas se observaron patrones
electroforéticos de RNA-dc que indicaron la presencia de otros virus en mezcla
con el PNRSV (Figura 3 Carriles C y E).

Estos resultados confirman la necesidad de evaluar en diferentes tiempos y en
distintos tejidos de durazno la concentracion de RNA-dc viral, que pudiera estar
relacionada con la carga viral del PNRSV (Marbot et al., 2003), pero que también
permita identificar por este método otros virus desconocidos y usarse como una
alternativa relativamente segura de diagnéstico de virus en esta planta (Valverde

et al,, 1990; Mackenzie et al., 1997).

B.E6Ke
2.5KB

1.5 KB

Figura 3. Electroforesis en gel de poliacriamida de RNA-dc de plantas de durazno con
sintomas de moteado amarillo. Carriles A y G) patréon electroforético de PNRSV. Carriles C
y E) PNRSV en mezcla con virus no identificados. Carriles B y F) RNA-dc de PNRSV en baja
concentracién. Carril D) RNA de planta sana dearadado.



R/

< Hibridaciéon molecular no radiactiva

Se detectaron infecciones por virus y viroides en plantas de durazno con sintomas
de moteado amairillo recolectadas en varias localidades de Morelos y Puebla, por
medio del ensayo de Dot-blot. El virus detectados fue: Prunus necrotic ringspot
virus (PNRSV) y el viroide Peach latent mosaic viroid (PLMVd) (Figura 4). Sin
embargo, aunque en la mayoria de las muestras se detectaron el PNRSV y el
PLMVd, se obtuvieron manchas muy tenues por lo que la deteccién no fue tan

eficiente como el RT-PCR.

En esta prueba se detecté una mancha que parecié corresponder al ApLV
dando positivo a todas las muestras, sin embargo la clonacién y secuenciacion
del producto de la RT-PCR fue negativa en todos los casos, por lo que se concluyd
que este virus no estaba presente en las muestras analizadas y que algun

producto de la planta hibridé con la sonda correspondiente.

1 2 3 4 5 6
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+ 'l
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+

Figura 4. Andlisis Dot-blot de plantas de durazno infectadas con virus y viroides. Tira
1) HSVd. Tira 2) PBNSV. Tira 3) PLMVd. Tira 4) ApLV. Tira 5) PPV. Tira 6) PNRSV. Control
positivo (P) para cada virus. Los resultados positivos se marcan con una cruz.

-+
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« Deteccion de virus por Transcripcidon reversa ligada a la reaccién en

cadena de la polimerasa (RT-PCR)

Se determind la presencia del PNRSV por la RT-PCR en la mayoria de las muestras
recolectadas con los sintomas de moteado amarillo obteniéndose un producto
esperado de 455 pb (Figura 5 y 6) con los oligonucleétidos PNRSV-C537 y PNRSV-
H83 (Mackenzie et al., 1997). Sin embargo, en algunas muestras se obtuvieron
visiblemente bajas concentraciones de los productos de la RT-PCR lo que al
parecer indica que la carga viral del PNRSV fue diferente en las muestras
recolectadas, esto de alguna forma, determiné la sensibilidad en la deteccion de
este virus no s6lo por la RT-PCR sino también por DAS-ELISA. La carga viral del
PNRSV visiblemente varia entre los tejidos de durazno (Figura 7), lo que dificulta la

detecciodn de este virus (Dal Zotto et al., 1999; Yuyemoto et al., 2003).

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa al 1.0% de productos de la RT-PCR del
PNRSV (455 pb) obtenido de diferentes muestras de plantas de durazno cultivadas en
Morelos. Carril A) marcador PM 1 Kb. Carriles 1-7) durazno con sintomas de moteado
amarillo. Carril 8) testigo negativo (agua). Muestras positivas para el virus son: carriles
2,3,4,5y6.
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Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa al 1.0% de productos de la RT-PCR de PNRSV
(455 pb) obtenido de diferentes muestras de plantas de durazno cultivadas en
Puebla. Carril A) marcador PM 1 Kb. Carriles 1-10) durazno con sintomas de moteado
amatrillo. Carril 11) testigo negativo (agua). Carril 12) testigo positivo PNRSV. Muestras
positivas para el virus son: carriles 1-10 y 12.

En nuestro material se obtuvieron productos amplificados de hojas y de corteza
de ramas jovenes (Figura 7). Sin embargo, la RT-PCR fue mas consistente y
reproducible cuando se utilizé el RNA-dc de hojas jévenes, sobresaliendo de otros
métodos para la obtencién de RNA viral (Plant Trizol o RNA Reagent, Invitrogen,
USA), lo que permitira detectar a este virus en cualquier época del afo, en
combinacioén con otros métodos de deteccion (Mackenzie et al., 1997; Marbot et

al., 2003).
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Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa al 1.0% obtenido de diferentes tejidos de
la planta de durazno. Carril A) marcador PM 1 Kb. Carril 1) hojas jévenes. Carril 2)
hojas viejas. Carril 3) peciolos. Carril 4) tallos tiernos. Cauril 5) hojas enchinadas. Cauril
6) testigo positivo PNRSV. Carril 7) testigo negativo (agua). Muestras positivas para el
virus son: catrriles 1, 2, 3, 4y 6.

El analisis electroforético de los productos de la RT-PCR para el componente 3
del PNRSV obtenido de muestras de hojas de durazno con sintomas de
moteado amarillo, mostré6 3 bandas de 300, 600 y 1200 pb utilizando los
oligonucledtidos VP969-VP313, VP968-VP313 y VP970-VP313 (Figura 8A)
respectivamente que dirigen la amplificacion del componente RNA3 que esta
conformado por el gen de la proteina del movimiento (MP) y el gen de la

proteina de la capside (CP) (Figura 8B).
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Figura 8. A, Diagrama de Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV) RNA 3 mostrando la
localizaciéon de los oligonucleétidos usados para la RT-PCR, clonacion vy
secuenciacion de los aislados de PNRSV. B, Electroforesis en gel de agarosa al 1%
del componente RNA3 de PNRSV. Carril A) marcador PM 1Kb. Carril 1) Las Dalias
(5). Carril 2) Las Dalias (11). Caurril 3) Tepetlaxco (5). Muestras positivas para el virus
son: carril 1, 2y 3.

Se detectd también por la RT-PCR la presencia del Peach latent mosaic viroid
(PLMVd) (Figura 9) amplificando un fragmento de 337 pb que corresponde al
gen de la proteina de la capside. El analisis de la secuencia nucleotidica es

98% homologa al PLMVd de durazno de otros aislados de diferentes partes del



mundo, confimando esto junto con el andlisis de Dot-blot para PLMVd
reportandose en México por primera vez. Ademas se logré determinar la
presencia preliminar del Tobacco ringspot virus (TRSV) (Figura 10) amplificando

un producto de 400 pb.

1 2 3 45 6 78 91011 A
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Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa al 1.0% del PLMVd obtenido de diferentes
plantas de durazno. Carrl A) marcador PM 1 Kb. Carriles 1a 10) durazno con
sintomas de moteado amairillo. Carril 11) testigo negativo (agua). La banda de 200
pb es el control interno de la planta. Muestra positiva para el virus es: catrril 5.
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Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa al 1.0% para TRSV obtenido de diferentes
muestras de plantas de durazno. Carril A) marcador PM 1 Kb. Carriles 1 a 12) durazno
con sintomas de moteado amarillo. Muestras positivas para el virus TRSV son: carriles 1,
2, 5-12.
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« Clonacion y secuenciacion

Secuenciacion directa

Se obtuvieron secuencias de los productos de la RT-PCR de aislados de PNRSV de
las localidades de Ocuituco (No de Acceso EF456764, EF456765, EF456766), Tétela
del Volcan (No de Acceso EF456767, EF456768, EF456769, EF456770) y Tlacotepec
(s/No) del estado de Morelos y Domingo Arenas (No Acceso DQ979004),
Tepetzala (No de Acceso DQ979005), San Martin Texmelucan (No de Acceso
EF456771) y Las Dalias (s/No) del estado de Puebla. Estas secuencias son parciales
ya que se obtuvieron de un fragmento del gen de la proteina de la capside y
constan de 455 pb (Figura 11). Estas secuencias provenientes de la RT-PCR
directamente confirmaron la identidad de PNRSV y fueron la base que nos indico
la presencia del virus. Sin embargo, las secuencias que se obtuvieron no son
completas y contenian inconsistencias (N’s) por lo que no se utilizaron para hacer

dendrogramas y analisis filogenéticos.

CTATANGNNGNTNTNACNATNNATNTTNNTNNTANTANCNTGTNNCATCNNACAANATTN
CATAAANATNGGAGGNAGGGATNAAAATTGGNCAACCCTCTTCGAGNTNGGGTCCCTNTT
TAAATACCCCTNTCCTTCGNACAGGGTCNATATCGGNACCATCTGAGGNGGATCCACCTT
ATAAGTCCTCCNCCAATCCCAATCCAACCATTCGAACTCATGGAGTTCATTCGGTCTGAT
AACAGTCAACAAAGTCAAATTTTGACCCATTAACTGAGGGAAAGTGGTCGTGAAGTCAAT
GCTGATATACTTCACTACTTCTGTCGTCGNCACCTCCCGGTGACTATGCGCAACNAACCC
TTTTGGAATTCTGGGCGGCACATTCGGACCTCCTCACGGTCCAAGTAGTCTTCACGACTG
GTTGCGGTCGGACCG

Figura 11. Secuencia nucleotidica parcial del gen de la proteina de la capside del PNRSV
de un fragmento de 435 pb a partir de una muestra de durazno con sintomas de
moteado amarillo de Las Dalias (5), Puebla.

Clonacion y secuenciacion del componente RNA3 del PNRSV

El componente RNA3 de tres aislados del PNRSV fueron clonados y sus secuencias
fueron depositadas en el Genbank (NCBI). Los aislados fueron denominados Las
Dalias 5 (No de acceso FJ546090), Las Dalias 11 (No de acceso FJ546091) y
Tepetlaxco 5 (No de acceso FJ546092) (Figura 12) todas del estado de Puebla.
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Secuencia nucleotidica del Componente RNA3 del PNRSV

GTTTTTACAATCGAAATCGTAACATCCATTAATTGGTTGGTTTCTCTTTTACTTGACTAG
GTACCATTGAAACGAATTAAAAGTCCTATTTCTCTAGTAACATCCCCTTTGTGGGTTTAG
AGATTGTTGGTTGTCTATTCGTAATTCCACTAGTTGGTTGAATAGTGTTTCAGTatggcc
M A
ggtgtcagtaaaaacccctccaccagtgatttttcagtggtggagtgttctatggacgaa
G VS KNWPSTSD F SV YV ETCSMDE
atgagccagatatcagaggatttgcataaacttatgctgtccgatgagatgagggcgtta
M s Q@ I S EDULHIKILML SDIEMRAL
ccaacgaaaggttgtcatatcctgcatttggttaatctcccgaaatccaatatactgaga
P T K G CH 1T L HLVNULUWPIKSNTIILR
ttagcgagtaaggagcagaaaggtttcctctcgcgacaggccgataaagtaaagaagaaa
L AS K EQ K G F L SRQADIKV K KK
atttacagatgtgtaggccgagtattcctcgtttatgtaccgatcattcaggcgacgact
Il YR CVGRV FL VY VP11 QATT
ttgggtttgataacccttaagttgcaaaactccgatacaggagagatttcagacgtcgtg
L 6L I T LKULQNSDTGETIT1 S D VYV
acagacgtcgaagccaaccgcgcctttgttataatggacagatggggaagatccctggtg
T bDVEANRAFVI MDIRWGR S L V
gaatcagcagatttaaatctgttgtattccatttcatgtccggacgtccgacctggagcec
E S ADLNWLWLY S1T SCWPDVIRPGA
agagtgggagagatgatggctttttgggacgagaggatgtcaaggcagcagacttacttg
R VvV GEMMAFWDEWIRMSIRQQT Y L
gagaaagggaatcccattttattcccgattgccgagacaaaaccttcgaaatatcttaat
E K GNP 1 L F P 1 A ETIKWPS K Y L N
gataagaaggtgttgatgtctatggtccgaagtaggatattggcaggtacagaagggtgce
DK KV LWMSMVRSIRI1ILAGTEGTC
gatatagctcccgagactatagaagtcaaacgattaggggataataggaaggttttgact
b I APETI1 EV KU RULGUDNRI KV LT
attcaaccgaaagccccgatcgtagaggaaattaaggacgatgttgaaccgttaggttcg
Il Q P K A P11V EZEI KDDVEWPL G S
aatggtgaaaatcatatggaagagaagaccgtgaccgttaaggtcggtagttctggaagt
N G ENHWMETEI KTV TV KV G S S G S
gcttgaGTGACTATGTCACGAGCGTGCGCTTTGCGCGAGCGTTTTTCTTTCCTTTCTTCC
A -
GAACATCTCTTTCATTTGATAatggtttgccgaatttgcaatcatacccacgctggtgga
M Vv CR I CNUHTWHAGG
tgccgttcttgcaagaagtgccatccgaatgatgctctggtcccactcagggctcaacaa
C R SCIKIKI CHU®PNUDA ALVPLIRAZQDQ
agggctgcgaataacccgaataggaataggaacccgaatagggtttcgagcggtatagga
R AANNWPNIRNWRNWPNRVS S G I G
cccgceggtcecgaccgcaaccggtcgtgaagaccacttggaccgtgaggggtccgaatgtg
P AVRPOQWPVV KTTWTVRG P NV
cctccccgaattcccaagggttatgtagcacataatcaccgagaggtgacgacgacagag
P PRI1TPKOGYV AHNUHREVTTTE
gcagtgaagtacttgagcattgacttcacgaccactctccctcagttgatgggtcagaat
AV KY LS I DFTTTWLWPOQL MG QN
ttgaccttattaactgtcatagtccgaatgaactctatgagttcgaatggttggattggg
L TLLTVI VRMNSMSSNGWI1I G
atggtggaggactataaggtggatcaacctaatggtccgaatgccctgtctaggaagggg
MV E DY KV D QPNGWPNA AL S R K G
ttcttgaaagaccaaccgagaggttggcagttcgaacctccctccgatttagatttcgac
F L KD QPR GWOQFEUPUPSDULDFD
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acttttgcgagtacgcatcgtgtcgtcatcgaattcaagaccgatgtgcccgetggggec

1680

T FASTWHW RV VI EZFKTDVP AG A 193
aaggtcttggttagggatttgtacgtagtggtaagtgacttaccacgagtgcaaattccg 1740
K v LV RIDULYV VYV SDLUPRYV QI P 213
actgatgtcttgctggtcgatgaagacctgcttgagatctagAGTGAGATAAGCACACTC 1800
T bV L L V DETDT LULE T - 226
GAATTTCTCCGAATGGAAAGTTCGCACCACCGGTAGTGGATATTGCGAAATAGATTTCTG 1860
AAAGTCGCTTCCCGGCTTTCATGCTTGGAAATCTTACCTGCGTTAGCAGATGCCCACAAC 1920
GTGAAGTTGTGGATGCCCCGTTAGGGAAGC-3~ 1950

Figura 12. Secuencia nucleotidica del componente RNA3 del PNRSV que compr
gen de la MP (175-1026) y el gen de la CP (1102-1782) junto con su convi
aminoacidos a partir de un aislado de durazno con sintomas de moteado ams
numeros de derecha a izquierda muestran los nucledtidos y amine
respectivamente.

El componente RNA3 del PNRSV consiste de 1950 nt y contiene dos OFR’s de 852 y
681 nt separados por una regioén intergenica de 75 nt. El ORF proximo al extremo 5’
codifica un polipeptido de 283 aa y es semejante a otros miembros de la familia
Bromoviridae y corresponde a la MP (Sanchez-Navarro y Pallas, 1997). El ORF
proximo al extre 3’ codifica para la CP un polipeptido de 226 aa correspondiente

a la proteina de la capside.

Las secuencias del RNA3 obtenidas por clonaciéon fueron comparadas con las
disponibles en la base de datos del NCBI/GenBank (NCBI, 2008) mostrando una
identidad del 98% con otras variantes del PNRSV distribuidos en otras partes del
mundo, confiimando con esto que el virus aislado de durazno con sintomas de

moteado amarillo y cultivado en los estados de Morelos y Puebla es el PNRSV.

El andlisis filogenético no mostré diferencias significativas entre las secuencias de
nucledtidos del componente RNA3 pero se observd que el aislado de Tepatlaxco
se agrupa de manera diferencial con respecto a los dos aislados de Las Dalias a
pesar de ser del mismo estado de Puebla (Figura 13). Por lo que se hizo la
conversion a aminoacidos para asi compararon por separado las secuencias de
tanto de la CP como de la MP indicando que tienen una similitud del 100% con

otras secuencias disponibles en el GenBank.
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Figura 13. Dendrograma basado en la comparacion de secuencias del componente
RNA3 del PNRSV de aislados de durazno con sintomas de moteado amarillo. La
secuencia fue alineada usando el algoritmo del programa MegAling, DNAstar.

Las pruebas de transmision mecanica a hospedantes diferenciales, las serolégicas
de DAS-ELISA, el analisis electroforético del RNA-dc viral, la RT-PCR, la clonacién y
secuenciacion del componente RNA3 confirmaron la presencia, identidad y
relacion del PNRSV (llarvirus de la familia Bromoviridae) con los sintomas de

moteado amarillo en el durazno cultivado en Morelos y Puebla, México.

El Prunus necrotic ringspot virus pertenece al género llarvirus el cual junto a
Alfamovirus, Bromovirus, Cucumovirus Yy Oleavirus constituyen la familia
Bromoviridae. Los virus pertenecientes a ésta familia presentan un genoma
tripartita de RNA de cadena simple (RNA 1, RNA 2 y RNA 3) (Figura 14). EIRNA 1y 2
codifican las proteinas de la replicasa P1 y P2 respectivamente que conforman el
complejo de la RNA polimerasa viral. El RNA 3 tiene dos marcos de lectura abierta
(ORFs) que codifican una proteina implicada en el movimiento célula a célula

(MP) y la proteina de la capside (CP) (Sanchez-Navarro y Pallas, 1997).
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Figura 14. Estructura genémica del PNRSV.

Es uno de los patégenos mas frecuentes en el mundo donde se cultiva durazno y
otras especies de Rosaceas. Asi, hay numerosas variantes de este virus (Aparicio
et al., 1999; Hammond y Crosslin, 1998) las cuales pueden afectar severamente el
crecimiento, productividad y longevidad de las plantas infectadas (Pusey y
Yadava, 1991). Su dispersion es principalmente por polen, semilla o propagacion
vegetativa (injerto) (Moury et al., 2000). No se conocen insectos vectores que
diseminen a este virus, pero puede ser trasmitido artificialmente mediante
transmision mecanica a plantas de las familias Cucurbitaceas y Quenopodaceas.

No existe contagio por contacto entre plantas (Fulton, 1985).

El PNRSV ataca a una gran diversidad de plantas de la familia de las rosaceas,
incluyendo cerezo, almendro, durazno, chabacano y ciruelo. La severidad del
dafno depende de la especie, cultivar y condiciones ambientales; en areas de
E.U. donde crecen duraznos se observan sintomas asociados con infeccion por
éste virus, el dafo por la infeccidn del PNRSV puede manifestarse con anillos

cloréticos foliares, manchas necréticas o deformacién y corteza necrosada



(Nyland et al., 1974) ademas de muerte de las yemas y raices, reduce también el
crecimiento en arboles jovenes y numero de frutos (Mink, 1991). En general, se
manifiesta con clorosis, necrosis, deformaciones y cierto grado de enanismo; los
sintomas se expresan 1 6 2 afios después de la infeccion, en los siguientes afios la
planta puede o no mostrar la sintomatologia. El PNRSV puede ser distribuido por
material infectado (Cole et al.,, 1982, Kyotani et al.,, 1983, Nyland et al., 1974).
Algunas veces se ha encontrado en combinacién con otros virus de frutales,
particularmente con (PDV) (Mink y Aichele, 1984, y Parker y Cochran, 1951), APLPV
y ACLSV (Sanchez-Navarro et al., 2005).

Estas propiedades contribuyen a su rapida propagacion y una amplia distribucion
mundial. La deteccién de PNRSV en arboles frutales es problematico porque la
concentracion del virus fluctia entre estaciones y el virus esta distribuido

iregularmente en el arbol infectado (Scott et al., 1989).

No se conoce el origen del PNRSV en las plantas de durazno cultivadas en
México, pero lo mas probable es que haya sido introducido en el material
vegetativo de esta especie o de otras especies de Rosaceas susceptibles, que
frecuentemente se movilizan dentro de nuestro pais o que se importaron desde
tiempos de la colonia o en épocas recientes de otras regiones del mundo (Brunt
et al., 1996). Se desconoce la distribucion de este virus en la regién y los dafios

gue causa en el ciclo productivo de este frutal.

Estos resultados también confirman la presencia del viroide PLMVd en Puebla,
México por primera vez. PLMvd pertenece a la familia Avsunviroidae y esta
constituido por un pequefio RNA circular de 336 a 351 nt. Antes del desarrollo de
sintomas la enfermedad es latente en arboles de durazno por aproximadamente
5 6 7 afos. Los sintomas de la enfermedad incluyen necrosis de ramas, desarrollo
retrasado, envejecimiento prematuro de arboles, hojas con mosaico,
deformacién y decoloracion de frutos y en algunos casos aspecto de calicé en

hojas infectadas. PLMVd se transmite por propagacion de brotes infectados y en



un grado menor por herramientas infectadas, el viroide no se transmite por semilla
0 por polen. Esta ampliamente distribuido en Europa, Asia, Norteamérica y
Sudamérica y la frecuencia de infeccion natural es alta (Hadidi et al., 1997). El
TRSV solo se pudo detectar por RT-PCR pero no se confirmo su presencia por

clonacién o secuenciacion.

En otros paises se ha determinado que el durazno es susceptible a los virus Apple
chlorotic leaf spot trichovirus, Arabis mosaic nepovirus, Cherry leaf roll nepovirus,
Cherry mottle leaf trichovirus, Cherry rasp leaf nepovirus, Myrobalan latent ringspot
nepovisus, Peach enation nepovirus, Peach rosette mosaic nepovirus, Peach
yellow leaf closterovirus, Plum american line pattern llarvirus, Plum pox potyvirus,
Prune dwarf llarvirus, Prunus necrotic ringspot virus, Strawberry latent ringspot
nepovirus, Tomato ringspot nepovirus (Brunt et al ., 1996) y los viroides Peach latent
mosaic viroid (Desvignes, 1980 y Sutic, 1999). En este trabajo se reportan el virus
PNRSV y el viroide PLMVd infectando al durazno en los estados de Morelos y
Puebla, México. PLMVd no fue tan frecuente como el PNRSV pero se logro
detectar por RT-PCR, secuenciacion y clonaciéon de algunas plantas de durazno

infectadas con los sintomas de mosaico amatillo.



CONCLUSIONES

Se determind la presencia e identidad del PNRSV en plantas de durazno
cultivadas en algunas regiones de los estados de Morelos y Puebla con sintomas
de moteado amairillo, por transmisi6bn mecanica a hospedantes indicadoras, por
ensayo serologico de DAS-ELISA especifico para el PNRSV y por analisis

electroforético de RNA-dc.

El analisis electroforético permitié la deteccidon de bandas del perfil y tamafio
correspondiente al PNRSV en las muestras de durazno con moteado amarillo.
También fue posible detectar en algunas muestras bandas de otros posibles virus

en mezcla con el PNRSV.

Se detectaron infecciones del virus PNRSV y del viroide PLMVd por medio de
hibridaciéon molecular del tipo Dot-blot utilizando una polisonda Digoxigenina-

fluorescente no radiactiva, especifica para 4 virus y dos viroides.

Se confirmd la presencia e identidad del PNRSV mediante la RT-PCR utilizando
oligonucledtidos especificos que amplifican parte del gen de la proteina de la
capside de las muestras de durazno de Morelos y Puebla, mostrando una alta
identidad de este virus con otros aislados comunes del PNRSV distribuidos en otras

partes el mundo.

También se confiim6 la identidad del PNRSV por medio de la clonacion y
secuenciacion nucleotidica del componente RNA3 completo, reafimando su
homologia comparando su secuencia de aminoacidos tanto de la CP como de

la MP con otros aislados de PNRSV de otras partes del mundo.



Ademas fue posible detectar en mezcla con el PNRSV la presencia del viroide
Peach latent mosaic viroid (PLMVd) en algunas plantas de durazno con sintomas

de moteado amairillo.
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ANEXO 1

ANALISIS FITOPATOLOGICOS PREVIOS

» Observacion de material directamente en campo
Durante los recorridos por los huertos comerciales de durazno se
observaron detenidamente las hojas, los frutos y las ramas buscando signos
y sintomas que se relacionen con hongos (gomosis, cenicilla, roya,
pudricion, etc.), bacterias (manchas, clorosis, mal olor o podredumbres
humedas), fitoplasmas (insectos vectores, enanismo, frutos y semillas
anormales, proliferacidon de raices aéreas, hojas j6venes enchinadas, etc.)
y virus (mosaicos, rayados, clorosis de la hoja, deformacién, puntos

necroticos, coloracion anormal de las hojas y apariencia del fruto, etc.)

» Observacion de material al microscopio estereoscopico

Se analizaron hojas, frutos, tallos jovenes, ramas y raices.

» Crecimiento en medios de cultivo
Se realizaron dos medios de cultivo para el crecimiento de diferentes

parasitos como PDA para hongos y medio LB para bacterias.

» Cortes histoldgicos
Se realizaron preparaciones de hojas de durazno para la observacion de

hongos fitopatdogenos.
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