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VARIABILIDAD BIOLOGICA Y MOLECULAR DE AISLAMIENTOS DE Iris yellow
spot virus EN CULTIVOS DE CEBOLLA DEL ESTADO DE MORELOS

Katya Ornelas Ocampo, MC.

Colegio de Postgraduados, 2017

RESUMEN

En plantas de cebolla cultivadas en el estado de Morelos se observaron dos
sinfomas asociados a Iris yellow spot virus (IYSV) cuyos aislamientos fueron
denominados como tipicos o severos. La presente investigacién tuvo como
objetivo caracterizar bioldégica y molecularmente ambos aislamientos. Cuatro
aislamientos fipicos y cinco severos se evaluaron por inoculaciéon mecdnica en
Nicotiana benthamiana y mantenidos post-inoculacién en cdmara bioclimdtica o
invernadero. En las dos condiciones ambientales ambos aislamientos desarrollaron
infeccion sistémica con menor severidad en invernadero que en cdmara
bioclimdtica. En esta Ultima los aislamientos severos causaron necrosis en venas,
constriccién de peciolos, lesiones necréticas foliares rodeadas por un halo café
oscuro, clorosis y marchitamiento; en contraste, los aislamientos tipicos causaron
clorosis, enroscamiento de hojas y marchitamiento. Se disenaron los primers 1YSV-
KO4 e IYSV-KOé6 para la amplificacion del gen N. La secuencia de nucledtidos
tuvo 99% de identidad con la nucleoproteina de IYSV sin que se observaran
cambios entre aislamientos. Los aislamientos fueron clasificados con el genotipo
IYSVer vy en el andlisis filogenético tuvieron mayor similitud con los reportados en

Canadd y Estados Unidos.

Palabras clave: Tospovirus, Bunyaviridae, Allium cepa.



BIOLOGICAL AND MOLECULAR VARIABILITY OF Iris yellow spot virus ISOLATES
IN ONION CROPS FROM MORELOS STATE

Katya Ornelas Ocampo, MC

Colegio de Postgraduados, 2017

ABSTRACT

In onion plants cultivated in Morelos State, two symptoms associated with Iris
yellow spot virus (IYSV) were observed, whose isolates were denominated as
typical or severe. The aim of this research was to characterize—biologically and
molecularly—both isolates. Four typical and five severe isolates were evaluated by
mechanical inoculation in Nicotiana benthamiana and maintained after
inoculation in a climatic chamber or greenhouse. Both isolates developed
systemic infection in the two environmental conditions with less severity in
greenhouse than the climatic chamber. In this last, severe isolates caused veinal
necrosis, petioles constriction, foliar necrotic lesions surrounded by dark brown
halo, chlorosis and wilting. In contrast, typical isolates caused chlorosis, leaf twisting
and wilting. IYSV-KO4 and 1YSV-KOé primers were designed for amplification of the
N gene. The nucleotide sequence had an idenfity of 99% with the [YSV
nucleoprotein, without any changes between isolates. The isolates were classified
with the 1YSVer genotype and the phylogenetic analyses were more similar to those

reported in Canada and the United States.

Key words: Tospoviruses, Bunyaviridae, Allium cepa.
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1. INTRODUCCION GENERAL

1.1 Cultivo de cebolla

El cultivo de cebolla (Alium cepa L.) es importante en varias partes del
mundo por ser un ingrediente comun en diferentes platillos debido a que se
pueden encontrar bulbos de diferentes colores, formas y sabores (Shigyo y Kik,
2008). También posee propiedades antimicrobianas (Gent ef al., 2006),

antfioxidantes y de reduccion de colesterol (Vidyavati et al., 2010).

En 2013 a nivel mundial se cosecharon 230,180 ha de cebolla, Asia es el
contfinente con mayor produccion (64.2%) comparado con América (6.2%); en el
mundo, México es el 14° pais productor. A nivel nacional la cebolla ocupa el 18°
lugar de los cultivos producidos y el 13° en exportacion (FAO, 2016). En 2016 el
estado de Morelos ocupd el octavo lugar en superficie sembrada y séptimo en
produccidén a nivel nacional. Los principales municipios productores de cebolla de
dicha entidad son Axochiapan, Ayala, Cuautla, Emiliano Zapata, Jantetelco,
Jonacatepec, Temixco, Temoac, Tepalcingo, Tetecala, Tlaquiltenango,

Xochitepec y Zacualpan de Amilpas (SIAP, 2016).

En Morelos la cebolla se produce en dos ciclos agricolas, siendo el mds
importante el de ofono-invierno en el cual se obtiene 60% de la produccién anual.
En este ciclo, el frasplante inicia a mediados de agosto y termina en diciembre
alcanzando una produccion mdéxima en enero y febrero. Se siembran cultivares
nacionales e hibridos y la seleccidn del cultivar depende de la fecha en que se

desee salir al mercado (Osuna-Canizalez y Ramirez-Rojas, 2013).



Las enfermedades en las plantas merman la calidad y disminuyen los
rendimientos aumentando los costos de produccidn. En el cultivo de cebolla se
han reportado diversas enfermedades de origen bacteriano, fungico y viral
causadas por diferentes microorganismos fitopatégenos como Pantoea spp.,
Botrytis spp., Phoma terrestris, Alternaria porri, Peronospora desfructor y Fusarium
spp. (Schwartz et al., 2014), éstos fres Ultimos presentes en cultivos de cebolla de
Morelos (Osuna-Canizalez y Ramirez-Rojas, 2013). En el caso de los virus, la
enfermedad mds importante en los Ultimos anos es la *mancha amarilla” causada

por el Iris yellow spot virus (Schwartz et al., 2014).

1.2 Iris yellow spot virus (IYSV)

La familia Bunyaviridae incluye mds de 350 virus agrupados en cinco
géneros: Orthobunyavirus, Hantavirus, Nairovirus, Phlebovirus y Tospovirus (Horne y
Vanlandingham, 2014). A nivel mundial los tospovirus causan algunas de las
enfermedades mds destructivas en diversos cultivos de importancia agricola
ocasionando pérdidas anuales de mds de 1 billébn de ddélares (Pappu et al., 2009;

Prins y Goldbach, 1998).

El IYSV pertenece a la familia Bunyaviridae, cuyas especies poseen viriones
esféricos con un didmetro de 80-120 nm, envueltos por una cubierta externa de
glicoproteinas la cual estd rodeada de una bicapa lipidica de aproximadamente
5 nm de grosor (FiguralA) (King et al., 2012). Su genoma estd compuesto de ARN
monocatenario de senfido negativo o ambisentido, dividido en tres segmentos:

grande (L), mediano (M) y pequeno (S), cuya longitud total oscila entre 11-19 kb



de acuerdo al género (Figura 1B) (King et al, 2012; Horne y Vanlandingham,

2014).

El segmento L de 8.8 kb contiene un solo marco de lectura que codifica
para la ARN polimerasa-ARN dependiente (RdRp) en la cadena viral
complementaria (ARNvc) (Bag et al., 2010); mientras que los segmentos M y S
poseen marcos de lectura que codifican en ambos sentidos (Walter y Barr, 2011)
(Figura 1B). El segmento M posee una longitud de 4.8 kb, codifica para el
precursor de la glicoproteina (Gn/Gc) en la cadena ARNvc (Bag ef al., 2009),
mismo que forma un heterodimero glicosilado que se asocia con el complejo de
ribonucleoproteina (RNP) para mediar el ensamblaje y salida de particulas virales
maduras; por su parte, la cadena viral de ARN (ARNv) codifica para la proteina
no estructural NSm involucrada en el movimiento célula a célula en la planta
infectada (Figura 1B) (Waltery Barr, 2011). El segmento S de 3.1 kb codifica para la
proteina NSs (no estructural) y la N de la nucleocdpside en las cadenas ARNv y
ARNvc, respectivamente (Figura 1B) (Cortés et al., 1998; Walter y Barr, 2011). La
proteina NSs actUa como un supresor de la respuesta de defensa de la planta
infectada. La proteina N se asocia al ARNv encapsulando los productos de

replicaciéon formando el complejo RNP (Walter y Barr, 2011).

Tomato spotted wilt virus (TSWV) fue el primer virus fitopatdégeno clasificado
dentro del género Tospovirus siendo ademds la especie tipo (Milne y Francki, 1984;
de Haan et al., 1989). Ocho especies de virus fueron ubicadas posteriormente en
este género y existen 15 mds en andlisis para ser incluidas en el mismo (King et al.,

2012).



A Virién de bunyavirus

B Genoma de Tospovirus

Segmento L

8.9K5 Segmento M

Segmento §
3 RdRp 5 4.8kb
S 3.1 kb

Figura 1. A. Virién de las especies de la familia Bunyaviridae. B. Genoma del género
Tospovirus y estrategia de codificaciéon en los segmentos grande (L), mediano (M) vy
pequeno (S). RdRp: RNA polimerasa-RNA dependiente, Gn/Gc: glicoproteina; NSm:
proteina no estructural de movimiento, NSs: proteina no estructural relacionada con
silenciamiento génico y N: proteina de la nucleocdpside (Modificadas de King et al.,
2012).

IYSV fue descrito inicialmente en plantas de Iris hollandica (Cortés et al.,
1998). En la actualidad se conoce que IYSV infecta de manera natural a plantas
de 44 familias (CABI, 2016), entre las que destacan varias especies del género
Allium incluyendo a la cebolla (Gera et al., 1998; Pappu et al., 2006a; Gent et al.,

2006).

En cebolla el 1YSV ocasiona manchas clordticas de forma alargada o de
diamante que se vuelven de color pqgjizo y aspecto seco, con ausencia o

4



presencia de islas verdes, las cuales pueden coalescer provocando |la necrosis y

muerte prematura de la planta (Figura 2A) (Hall et al., 1993; Gent et al., 2006).

Figura 2. A. Lesiones cloréticas observadas en plantas de cebolla asociadas a la infeccion
de IYSV. B. Mapa de la distribucién mundial de IYSV. Los puntos indican la presencia de la

enfermedad (e), distribucion amplia (e), localizada (e) y ocasional () (CABI, 2016).

El IYSV se encuentra ampliamente distribuido a nivel mundial (Figura 2B)
(Gent et al., 2006; CABI, 2016). La descripcidn de sinfomas y la caracterizacion
molecular de aislamientos de IYSV ha permitido el desarrollo de protocolos para
su deteccién en varios paises como Israel (Gera et al., 1998), Brasil (Pozzer et al.,
1999). Eslovenia (Mavric y Ravnikar, 2001), Italia (Cosmi et al., 2003; Tomassoli et al.,
2009), Australia (Coutts et al., 2003), Japdn (Murai, 2004), Chile (Rosales et al.,
2005), Espana (Cérdoba-Sellés et al., 2005), Pery (Mullis et al., 2006), Guatemala
(Nischwitz et al., 2007), Reunion Island (Robene-Soustrade et al., 2006), India (Ravi
et al., 2006), Alemania (Leinhos et al., 2007), Nueva Zelanda (Ward et al., 2008),
Francia (Huchette et al., 2008), Serbia (Bulgji¢ et al., 2009), Mauricio (Lobin et al.,
2010), Kenia y Uganda (Birithia et al., 2011), Pakistan (Iftikhar et al., 2014), Indonesia

(Pappu y Rauf, 2013), Egipto (Hafez et al., 2014), Estados Unidos (Schwartz et al.,
5



2002; Abad et al., 2003; Gent et al., 2004; du Toit et al., 2004; Mullis et al., 2004;
Creamer et al., 2004; Crowe y Pappu, 2005; Miller et al., 2006, Pappu y Matheron,
2008; Sether et al., 2010), Zimbabue (Karavina et al., 2016) y México (Veldsquez-

Valle et al., 2016; Ramirez-Rojas et al., 2016).

El principal dano causado por IYSV en cebolla es la reduccién del tamano
del bulbo (Gent et al., 2004) y se estimé que una pérdida de rendimiento de 10-
15% podria tener un impacto econédmico de 60 a 90 millones de ddlares en el
oeste de Estados Unidos, sin contar los costos requeridos para el control de Thrips
tabaci, vector del virus, que van de 7.5 a 12.5 millones de dodlares (Gent et al,,

2006).

La incidencia y severidad ocasionada por IYSV varia con el desarrollo de la
planta incrementdndose en la etapa de formacion del bulbo (Fichtner et al., 2004;
Hammon, 2004). Se han reportado incidencias hasta del 85% y severidad de 50-
75% (Lobin et al., 2010; Birithia et al., 2011; Karavina et al., 2016; Veldsquez-Valle et
al., 2016). En Brasil esta enfermedad tuvo una incidencia de 100% provocando la

pérdida total de bulbo y semilla (Pozzer et al., 1994).

1.3 Thrips tabaci
Los tospovirus se transmiten por trips de la familia Thriphidae (Riley et al.,
2011). Los adultos de estos insectos poseen un cuerpo delgado de 1-2 mm de
longitud, con dos pares de alas y antenas segmentadas (Figura 3A) (Lewis, 1973;
Riley et al., 2011). IYSV es especificamente adquirido por Thrips tabaci, principal

plaga del cultivo de cebolla (Kritzman et al., 2001), y transmitido de manera



circulativa, propagativa y persistente (Whitfield et al,, 2015). Su ciclo de vida
consta de huevo, primero y segundo instar larval (L1 y L2), prepupa, pupa y adulto
(Lewis, 1973). Los trips Unicamente pueden transmitir al virus cuando es adquirido
en etapa L1 permaneciendo viruliferos el resto de su vida; los adultos sanos
pueden adquirir al virus pero no pueden transmitirlo (Riley et al., 2011). EI1YSV no es

transmitido de manera transovdrica ni por semilla (Kritzman et al., 2001).

En cebolla los trips se encuentran en o cerca de los espacios protegidos en
la superficie de la planta, larvas y adultos se alimentan directamente de las hojas
tfransmitiendo a IYSV y danando el tejido vegetal lo que reduce su capacidad
fotosintética. Kritzman et al. (2001) determinaron que la concentracion mds
elevada de virus es generalmente enconfrada en las hojas internas mds cercanas
al bulbo de la planta, sitio de preferencia para la alimentacién y proteccion de

los trips (Figura 3B).

Figura 3. A. Adulto de T. tabaci, vector de IYSV (Tomada de Riley et al, 2011). B. Larvas
(color amarillo) y adultos (color oscuro) en la base de las hojas infernas de plantas de

cebolla.



1.4 Variabilidad biolégica y molecular de IYSV

El gen N que codifica para una nucleoproteina en el segmento S es
comunmente utilizado para detectar tospovirus; ademdas, por su alto grado de
divergencia también se utiliza para separar especies dentro del género (Pappu et
al., 2006b). Estudios filogenéticos basados en la secuencia de este gen han
demostrado la existencia de variaciones entre aislamientos de 1YSV procedentes
de la misma localidad, estado o pais (Abad et al., 2003). Asimismo, se ha
encontrado gran similitud filogenética entre aislamientos procedentes de diversos
paises lo cual sugiere un importante flujo genético (Bulaji¢ et al., 2009; Nischwitz et
al., 2007; Pappu et al., 2006b). La divergencia entre aislamientos de IYSV podria
reflejar una adaptacion de éstos a diferentes hospedantes y condiciones

ambientales (Pozzer et al., 1999).

El andlisis de diferentes aislamientos de IYSV mediante la respuesta de
patogenicidad en diversos hospedantes ha permitido determinar la variabilidad
bioldgica del virus, la cual se basa en la expresion de sintomas, severidad vy
periodo de incubacién en la especie inoculada, entre ofras variables (Bag et al.,

2012b).

1.5 IYSV en Morelos

En el ciclo de cultivo 2012-2013, en el estado de Morelos se registré una
incidencia de “mancha amarilla” asociada a IYSV de 100% y una severidad
superior a 90% con pérdidas de 50-100% de produccién en el cultivo de cebolla

(Osuna-Canizalez y Ramirez-Rojas, 2013; Ramirez-Rojas et al., 2016). En esta



entidad se han observado dos tipos de sinftomas: a) manchas secas amarillas a
blanquecinas con halo clorético y forma alargada y b) manchas secas blancas

con o sin halo clorético y alargadas.

Estos resultados sugieren, entre otras cosas, que ambos aislamientos de 1YSV

difieren biolégica y molecularmente entre si.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Caracterizar bioldgica y molecularmente dos aislamientos de IYSV asociados al

cultivo de cebolla en el estado de Morelos.

2.2 Objetivos especificos
= Conocer el periodo de incubacién y los sintomas ocasionados por dos

aislamientos de IYSV en Nicotiana benthamiana.

= Determinar si existen diferencias entre las secuencias del segmento S de

ambos aislamientos de I1YSV.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Colecta de muestras

En el ciclo 2014-2015 se recorrieron parcelas de cebolla en los municipios de
Ayala, Axochiapan, Emiliano Zapata, Jojutla, Puente de Ixtla, Tlaguiltenango,
Xochitepec y Zacatepec (Figura4) en las cuales se colectaron plantas completas que
presentaban sintomas de “mancha amarilla”. Las plantas colectadas se trasladaron al
laboratorio donde se separaron con base en los sinftomas observados. Posteriormente,
se cortaron frozos de tejido foliar de cada una de ellas, se congelaron con nitrégeno

liquido y se almacenaron a -80°C hasta su procesamiento.
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Figura 4. Sitios de colecta de plantas de cebolla con sintomas de “mancha

amarilla” causada por [YSV.



3.2 Inoculacién mecdnica

Se inocularon mecdnicamente cinco plantas de Nicofiana benthamiana
utilizando como fuente de inéculo 0.1 g de tejido de cebolla mantenido a -80°C con
sinftomas clasificados como tipicos o severos. El tejido fue macerado en 1 ml de buffer
de fosfato de potasio 0.1 M pH 7.0 + sulfito de sodio 0.1 M + B-mercaptoetanol 0.01 M
(Mandal et al., 2006). El macerado se mantuvo en hielo y se frotd con un hisopo sobre
cuatro hojas de cada planta previamente espolvoreadas con carborundum 400
mallas. Como control negativo se utilizaron dos plantas de N. benthamiana frotadas
Unicamente con el buffer. Las plantas inoculadas fueron mantenidas en dos
condiciones ambientales: a) en cdmara bioclimatica y b) invernadero. En ambos casos

se registré la temperatura y humedad relativa con un higrotermdgrafo digital

(HOBOware® Pro).

3.3 Extraccién de ARN total

Se realizd a partir de 0.1 g de tejido foliar de cebolla con cada uno de los dos
sinfomas, asi como de tejido asintomdtico de las plantas colectadas en campo y de
0.25 g de plantas de N. benthamiana inoculadas mecdnicamente. En este Ultimo caso,
la extraccion se realizd a los 10, 15y 20 dias post-inoculacion (dpi) tanto de las plantas
inoculadas como de los controles negativos. En todos los casos el tejido fue macerado
en nitrégeno liquido y el ARN total fue extraido con TriReagent® (Ambion®) siguiendo el
protocolo del fabricante. EI ARN fue diluido en 30 ul de buffer TE 0.1X (Tris-EDTA)
preparado con agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC); se determind su

concentracion y calidad en un Nanodrop® (Thermo Fisher Scientific, Inc) mientras que



la integridad se verificd mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1% tenido con

bromuro de efidio (0.5 pg/ml) utilizando 1 pg.

3.4 Retrotranscripcion
Se realizd a partir de una mezcla que contenia 1 ug de ARN total y 0.5 uM de
primer reverso en un volumen de 12 L. Los tubos se incubaron a 70°C por 5 min y
después se mantuvieron en hielo para agregarles 8 uL de una mezcla que contenia M-
MLV buffer 1X, DTT 0.1 M, dNTP Mix 200 uM, 20 U de RNasin® y 1 U de M-MLV Reverse
Transcriptase (Promega) para tener un volumen final de 20 L. La sintesis de cDNA se

realizé a 42°C durante 60 min seguido de un periodo de 70°C por 10 min.

3.5 PCR

Se utilizaron los primers especificos para IYSV: IYSV?17L e IYSV56U que amplifican
el gen N completo (Robeéne-Soustrade et al., 2006) con el programa de amplificacion
senalado en el Cuadro 1. Los productos de PCR se visualizaron por electroforesis en gel
de agarosa al 1.2%, tenido con bromuro de etidio (0.5 yg/mL) a 85V durante 35 min;
posteriormente fueron purificados con Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System

(Promega) y secuenciados.



Cuadro 1. Programa de PCR para deteccidon de 1YSV.

5! 30"
94°C  94°C 30" 5
30" | 72°C  72°C
45°C o
- 4C
1 ciclo 35 ciclos 1 ciclo 1 ciclo

3.6 Diseno de primers especificos para el segmento S de IYSV

Con base en la secuencia AF001387 del IYSV depositada en el GenBank, se
disenaron seis primers con el programa Vector NTI® Suite 8.0 para amplificar la totalidad

del segmento S del virus (Figura 5).

Organizacién del segmento S de IYSV

3!
5 —
(52 kDa)
-> -> - ->
IYSV-KO1 IYSV-KO2 IYSV-KO3  IYSV-KO4 IYSV-KO5  IYSV-KO4

Figura 5. Sitios de reconocimiento de los primers [YSV-KOT1, IYSV-KO2, IYSV-KO3, IYSV-
KO4, IYSV-KO5 e IYSV-KOé para la amplificacién del segmento S del genoma de

IYSV. NSs: proteina no estructural, N: proteina de la nucleocdpside.
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La temperatura de fusion, tiempo de desnaturalizacion y de elongacion de cada
par de primers fue determinada mediante gradientes de temperatura (Master Cycler®
Gradient Thermal Cycler, Eppendorf). La reaccidon de PCR se realizd con los primers
IYSV-KOT, 1YSV-KO2, IYSV-KO3 e IYSV-KO4 en combinacion con los primers IYSV-KO5 6
IYSV-KO6 de ambos aislamientos de IYSV. La mezcla consistié en High Fidelity PCR buffer
1X, MgSO42.0 mM, dNTP Mix 200 uM, 0.2 uM de cada primer, 1 U de Platinum®Tag DNA
Polymerase High Fidelity (Invifrogen™) y 2.0 uL de cDNA, en un volumen final de 25 L.
Como control interno se amplificd una regidén del gen ribosomal18S ARNr (Cuadro 2)
(Zamboni et al., 2008). Los productos de PCR fueron separados mediante electroforesis
en gel de agarosa al 0.75%, tenido con bromuro de etidio (0.5 ug/mL) y observados en
un fotodocumentador (Quantum® Vilber Lourmat). Los productos amplificados se
purificaron con Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) para su

secuenciacion.

Cuadro 2. Programa de PCR para amplificacién del gen 185 ARNr.

3 30"
94°C 94°C K 5
30" 72°C 72°C
55°C ©
— e
1 ciclo 30 ciclos 1 ciclo 1 ciclo



3.7 Andlisis de secuencias

Las secuencias obtenidas del gen N fueron editadas con el programa
Chromas Lite 2.0, posteriormente se generaron secuencias consenso con el
programa Vector NTI™ Suite 8.0 las cuales fueron comparadas con la base
de datos del GenBank (https://www.ncbi.nim.nih.gov/) utilizando BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool, http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) vy

depositadas en este mismo sitio.

3.8 Caracterizacién genotipica

Las secuencias obtenidas con los primers IYSV-KO4 e [YSV-KO6 de los dos
agislamientos en estudio fueron digeridas virtualmente con Hinfl para su andlisis In silico
por RFLP para conocer su patrén de restriccion con el programa Vector NTI™ Suite 8.0.
El alineamiento multiple se llevd a cabo con las secuencias obtenidas de ambos
aislamientos y las registradas en la base de datos del GenBank que mostraron mayor
identidad con el gen N de IYSV utilizando ClustalW (Iftikhar et al., 2014). Asimismo, se
hizo un andlisis filogenético por el método Neighbor-joining (2000 repeticiones) con el

programa MEGAé (Tamura et al., 2013).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

4. RESULTADOS

4. 1 Colecta de muestras

Se colectaron 78 plantas de cebolla que presentaban sinftomas de “mancha
amarilla” asociados a IYSV en 14 localidades de los ocho municipios recorridos del
estado de Morelos en el ciclo 2014-2015 (Figura 4). Las plantas colectadas fueron
de seis variedades de cebolla: Stratus (33.3%), Carta Blanca (24.4%), Florentina
(10.2%), Cirrus (6.4%), Cal 214 (6.4%) y Joya (2.6%); el 16.7% restante de las muestras
no fue posible identificar la variedad. Con base en los sinfomas observados en las
plantas colectadas se fuvieron dos grupos: a) tipicos: manchas secas amarillas a
blanquecinas con halo clorético y forma alargada y b) severos: manchas de
aspecto seco, blancas con o sin halo clordtico y alargadas, ocupando gran parte
de la ladmina foliar (Figura 6). En el primer caso se seleccionaron cuatro
aislamientos y en el segundo cinco para tener un total de nueve muestras a las

cuales se les asigné un numero de identificacién (Cuadro 3).

Planta asintomdtica Sintomas tipicos

Figura 6. Sintomas tipicos y severos de “mancha amarilla” asociados a IYSV observados en

plantas de cebolla colectadas en ocho municipios del estado de Morelos.
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4.2 Inoculacién mecdnica

Las plantas de N. benthamiana inoculadas con aislamientos
tipicos o severos manifestaron diferentes sintomas en las dos
condiciones ambientales en las que se mantuvieron en post-inoculacion
independientemente de la fuente de inéculo (Cuadro 3). En la cdmara
bioclimdtica se tuvo una temperatura media de 25°C, 921% de humedad
relativa (HR) promedio, 77% de HR minima y 99% de HR mdxima; con
fotoperiodo de 16 h luz y 8 h de oscuridad. Con excepcion de los
aislamientos Cb 1 y Cb 2 (tipico y severo, respectivamente) que no
provocaron sinfomas, en el resto de las plantas inoculadas tanto con
aislamientos tipicos como severos se observaron sintomas sistémicos
consistentes en necrosis de nervaduras, constriccion de peciolos,
lesiones necroéticas foliares rodeadas por un halo café oscuro, clorosis vy
marchitamiento(Figura 7). En promedio, el periodo de incubacion fue
de 7 dpi y en la mayoria de los casos las hojas se mostraban

completamente marchitas a los 22 dpi.

En invernadero se tuvo una temperatura promedio de 25°C,
minima de 13°C y 39°C mdaxima; 50% de HR promedio, 27% de HR minima
y 71% de HR mdxima. En estas condiciones se observaron sintomas
sistémicos distinfos a los registrados en la cdmara bioclimdatica
consistentes en clorosis, enroscamiento de hojas y marchitamiento
(Figura 7). Estos sinfomas se observaron tanto en plantas inoculadas con
aislamientos tipicos como severos. En todos los casos se tuvo un periodo

de incubacién de 10 dias. El aislamiento TNX1-18 (tipico) no produjo
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sinfomas. En esta condicién todas las plantas inoculadas mostraron

marchitez a los 30-35 dpi.

Sintomas en N. benthamiana

Control Aislamiento tipico Aislamiento severo

cdmara bioclimdatica

6‘
s

Figura 7. Plantas de N. benthamiana inoculadas mecdnicamente con dos

invernadero

aislamientos de 1YSV. Planta control, aislamiento tipico (IYSV-T) y aislamiento

severo (JIC1-18) mantenidas en condiciones de cdmara bioclimdtica &6
invernadero.
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Cuadro 3. Sinftomas observados en plantas de N. benthamiana

inoculadas mecdnicamente con aislamientos tipicos o severos

de Iris yellow spot virus en dos condiciones post-inoculacién.

Sinftoma Sinfomas en
Aislamiento cebolla N. benthamiana
Cdmara
Invernadero
bioclimdatica
Cb1 Tipico Ss* Is, Lc, Ar, M
Cb2 Severo Ss Is, Lc, Ar, M
Is, Ln, Nn, Ar, Is, Lc, Ar, En,
JIC1-18 Severo
M M
Is, Ln, Nn, Ar,
JIC5-18 Severo Is, Lc, Ar, M
M
Is, Ln, Nn,
TNX1-18 Tipico Ss
Lc, Ar, M
PF2 Tipico Ne Is, Lc, Ar, M
Is, Lc, Ln, M,
[YSV-T Tipico Is, Lc, Ar, M
Ar
Is, Ln, Nn, M,
[YSV-2 Severo Is, Lc, Ar, M
Ar
Is, Lc, Ln, M,
[YSV-S3 Severo Is, Lc, Ar, M
Ar

*Ss: sin sinfomas, Is: infeccidon sistémica, Lc: lesiones locales

clordticas,

Ln: lesiones locales necrbticas,

Nn: necrosis de

nervaduras, M: marchitamiento, Ar: arrugamiento de hojas,

En: enrollamiento de hojas y Ne: no evaluada.



4.3 Extracciéon de ARN total

La extraccion de ARN total de plantas de N. benthamiana inoculadas con
agislamientos tfipicos © severos de 1YSV permitid observar las bandas
correspondientes a los tres segmentos del genoma del virus (L, M y S) sélo en las
muestras tomadas a los 20 dpi (Figura 8). El tamano de los segmentos coincide
con los reportados previamente (Bag et al., 2009; Bag et al., 2010; King et al.,
2012). Las plantas de N. benthamiana en las cuales se observaron los tres
segmentos del genoma viral fueron las inoculadas con los aislamientos Cbl
(tipico), Cb 2 y JIC1-18 (severos) mantenidas en invernadero, y en aquellas
inoculadas con los aislamientos IYSV-2, IYSV-S y JICT1-18 (severos) mantenidas en
cdmara bioclimdatica (Figura 8). No se observaron los segmentos del genoma viral
en las plantas inoculadas con JIC5-18 (severo) y TNX 1-18 (tipico) en ninguna de
las dos condiciones ambientales a pesar de que las plantas mostraban sintomas

(Cuadro 3).
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Figura 8. ARN total de N. benthamiana inoculadas con aislamientos tipicos o
severos de Iris yellow spoft virus. A. ARN total de las plantas inoculadas con los
agislamientos 1YSV-T (tipico) e IYSV-2 (severo) a los 20 dpi mantenidos en
cdmara bioclimdtica. B. ARN total de plantas inoculadas con los aislamientos
JIC1-18 (severo), Cb1 (tipico) y Cb2 (severo) mantenidas en dos condiciones
ambientales. Gel de agarosa 1% con 1 ug de ARN total. MP: marcador de
peso molecular 1 kb (Promega); -: planta control frotada con buffer de

fosfatos. L, M, S: segmentos grande, mediano y pequeno de [YSV,

respectivamente.
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4.4 PCR

En todas las muestras de cebolla con sinfomas de “"mancha
amarilla” colectadas en los ocho municipios del estado de Morelos
se detectd al IYSV. En las muestras con sintomas tipicos se amplificd
un fragmento de aproximadamente 9200 pb correspondiente a un
segmento del gen N de este virus. Sin embargo, en plantas con
sinftomas severos se obtuvo un amplicdn de alrededor de 500 pb
(Figura 9). Los resultados de la secuenciacién mostraron que ambos
segmentos (9200 y 500 pb) tuvieron 99% de identidad con la
nucleoproteina de IYSV reportadas en el GenBank. Con base en
esto Ultimo, los amplicones de 900 y 500 pb se asociaron a los

sinftomas tipicos o severos, respectivamente.

Productos de PCR

kb MP - Pa St Ss

-900 pb

- 500 pb

m ) ]8S

Figura 9. Productos de PCR obfenidos con los primers [YSV?17L e 1YSV56U
(Robéne-Soustrade et al., 2006) de plantas de cebolla que mostraban
sinfomas tipicos (=900 pb) o severos (=500 pb). Los primers amplifican un
segmento de 896 pb que corresponde al gen N de IYSV. Gel de agarosa 1%.

MP: marcador de peso molecular 100 pb (Promega), -: testigo negativo agua,
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Pa: planta asintomdatica, St: sinfoma tipico (=900 pb), Ss: sintoma severo (=500

pb), 18S: control interno gen 18S ARNr.

Con estos resultados se procedid a analizar muestras de cebolla de
cuatro ciclos de cultivo (2011 a 2015) con sinftomas de “mancha
amarilla”. Los resultados mostraron que en el ciclo 2011-2012 el 64.3% de
las muestras analizadas amplificaron Unicamente el fragmento de 900
pb, porcentaje que fue disminuyendo en los ciclos posteriores hasta no
detectarse plantas que amplificaran este fragmento en el ciclo 2014-
2015 (Figura 10). Por otro lado, en el ciclo 2011-2012 el 35.7% de las
muestras analizadas amplificaron el fragmento de 500 pb, porcentaje
qgque aumentd en el siguiente ciclo para disminuir nuevamente e
incrementarse a 76.9% en el ciclo 2014-2015 (Figura 10). En el caso de
las muestras que amplificaron ambos segmentos (900 y 500 pb) se
observé que el mayor porcentaje (60%) se tuvo en el ciclo 2013-2014
con valores menores en el ciclo previo y posterior (12.5 y 23.1%,
respectivamente). Finalmente, no se tuvieron muestras que amplificaran

ambos segmentos en el ciclo 2011-2012 (Figura 10).
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Figura 10. Frecuencia de plantas de cebolla con sinftomas de mancha amarilla en cuatro
ciclos de cultivo en el estado de Morelos que amplificaron un fragmento de 900 pb, 500

pb o ambos.

4.5 Diseno de primers especificos para el segmento S de IYSV
Se disenaron seis primers que amplifican de manera sucesiva la totalidad del
segmento S de IYSV incluidas las zonas conservadas no traducidas (UTR)de los

extremos 3' y 5’ (Figura 5) (Cuadro 4).

Los productos de PCR obtenidos con los primers 1YSV-KO4 e IYSV-KO6
tuvieron el tamano esperado de aproximadamente 1, 100 pb que incluye el gen
N + UTR5' (Figura 11), mientras que la combinacién de los primers [YSV-KOT1, IYSV-
KO2 e IYSV-KO3 con IYSV-KOé tuvieron amplificaciones inespecificas. En ningun
caso se tuvo amplificacion con IYSV-KO5. Con base en estos resultados de
procedid a optimizar las condiciones de PCR con los primers IYSV-KO4 e 1YSV-KO6

(Cuadro 5).
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Todos los aislamientos tipicos o severos analizados en el presente estudio
amplificaron el fragmento esperado de 1,100 pb con los primers IYSV-KO4 e IYSV-

KO6 (Figura 11).

Cuadro 4. Primers disenados para la amplificacién del segmento S de Iris yellow spot virus.

Primer Longitud Secuencia Ubicacién Tm*
(nt) (5°-3) (nt) (°C)

IYSV-KO1 19 AGAGCAATCGAGGTACAAA 1-19 44.5
IlYSV-KO?2 22 TACTGGAAAGAGAATATGGACA 626-647 46.0
lYSV-KO3 21 AGGACACTTICACTGTAGAAGA 1372-1392 42.7
IlYSV-KO4 24 CTTAACTAACACAAATACTG 2010-2033 43.7
IYSV-KOS 19 CACCATGTCTACCGITAGGGTGA 3017-3035 44.0
IYSV-KO6 20 AGAGCAATCGAGGTATAAAAC 3086-3105 43.8

*Tm calculada con el programa Vector NTI® Suite 8.0

Cuadro 5. Programa de PCR para amplificacion

del gen N de IYSV con los primers IYSV-KO4 e IYSV-

KOé.
2" 15"
94°C  94°C 1
30” 68°C
45°C %
4°C
1 ciclo 35 ciclos 1 ciclo
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Productos de PCR
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Figura 11. Productos de PCR obtenidos con los primers IYSV-KO4 e IYSV-KO6
que amplifican el gen N + UTR5' provenientes de aislamientos tipicos y severos
de Iris yellow spot virus. Gel de agarosa 1.2%. MP: marcador de peso
molecular 1 kb (Promega), -: planta asintomdtica, 18S: control interno gen 18S
ARNrr.

4.6 Andlisis de secuencias

Las secuencias obtenidas con los primers 1YSV-KO4 e 1YSV-KOé6 fueron
registradas en la base de datos del GenBank (Cuadro 6). Estas secuencias
tuvieron 98-99% de identidad con la nucleoproteina del gen N de 1YSV y 96-98%
con la nucleoproteina en la secuencia de aminodcidos pronosticada. Las
secuencias del gen N de IYSV de mayor identidad disponibles en el GenBank

fueron usadas para el andlisis filogenético (Figura 12).
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Cuadro 6. NUmero de acceso en GenBank de
secuencias del gen N procedenfes de
aislamientos tipicos o severos de Iris yellow spot

Virus.

Aislamiento/sintoma* No. Acceso

GenBank

Cb1/T KX434621

Cb2/S KX434622

+JIC1-18 C/S KX443600

¥JIC1-181/S KX443601

JIC5-18/S KX443602

PF2/T KX443603

TNX1-18/T KX443604

lYSV-T/T KX443599

IYSV-2/S KX434623

IYSV-S3/S KX443598

*T: tipico, S: severo. Muestra proveniente del aislamiento
JIC1-18 evaluado en cdmara (#) e invernadero (¥).

4.7 Caracterizaciéon genotipica

En todos los aislamientos la digestion virtual con Hinfl de las secuencias
obtenidas con los primers IYSV-KO4 e 1YSV-KOé generd un patrén de restriccion
que incluia un fragmento de 308 pb que corresponde con el genofipo 1YSVer
descrito por Iftikhar et al. (2014). Por ofro lado, el andlisis flogenético mostré que
los aislamientos de IYSV de Morelos tienen mayor similitud con aquellos
provenientes principalmente de Norteamérica (Figura 12A). A su vez, éstos se
concentran en un clado y se dividen en tres grupos: 1) JIC5-18 (KX443602), JIC1-18|
(KX443601), IYSV-T (KX443599), IYSV-S3 (KX443598) e IYSV-2 (KX434623); ll) incluye a
Cb1 (KX434621), Cb2 (KX434622), JIC1-18C (KX443600) y TNX1-18 (KX443604); y 1I)

con PF2 (KX443603) (Figura 12B).
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Figura 12. A. Arbol filogenético basado en la secuencia del gen N de Iris yellow spot virus.
B. Aislamientos de IYSV provenientes de sinfomas tipicos o severos en cultivos de cebolla

del estado de Morelos (e).
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5. DISCUSION

La mayor parte de los reportes relacionados con [IYSV fratan de su
caracterizacion molecular, distribucion geogrdfica y diversidad genética (Pappu
et al., 2006; Bulaji¢c et al., 2009; Iftikhar et al., 2014). En contraste, son pocos los
reportes sobre caracterizacion bioldgica debido a la falta de protocolos
disenados para tal fin, asi como las dificultades para establecer los postulados de
Koch (Pozzer et al., 1999; Bag y Pappu, 2009; Bag et al., 2012b). Otro factor que ha
conftribuido a lo anterior es la dificultad para transmitir mecdnicamente al IYSV en
hospedantes experimentales (Bulgji¢ ef al., 2009). El porcentaje de muestras de
cebolla con sinfomas de “mancha amarilla” que amplificaron el segmento de 900

6 500 pb tuvo un comportamiento diferente en los diferentes ciclos de cultivo.

De acuerdo con Garcia-Arenal et al. (2001) los cambios en las propiedades
y divergencia genética entre aislamientos sugiere la presencia de variantes de un
mismo virus. La primera se basa en la respuesta de hospedantes experimentales
que permiten diferenciar la capacidad patogénica. Por ejemplo, en el caso de
Tobacco mosaic virus (TMV) se determind la presencia de variantes al inocular
diferentes aislamientos del virus en plantas de Nicotiana tfabacum que
provocaban respuestas de susceptibilidad y resistencia (Scholthof, 2008). Por otro
lado, De la Torre-Almaraz et al. (2002) mencionan la posible presencia de
variantes de TSWV con base en la expresidon de sintomas en hospedantes

susceptibles. Mientras que Aramburu y Marti (2003) determinaron la presencia de
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una variante severa de TSWV capaz de romper la resistencia del gen Sw-5 de

plantas de tomate e induciendo infeccidn sistémica.

En el caso de [IYSV, se ha establecido un grupo de hospedantes
experimentales en los que es posible diferenciar aislamientos del virus (Bag y
Pappu, 2009; Bag et al., 2012b). La evaluacién bioldgica de los aislamientos tipicos
y severos de IYSV de Morelos mostrd diferencias en la severidad de los sinftomas en
N. benthamiana asociado a la condicidn ambiental en la que se mantuvieron
post-inoculacion independientemente de la fuente de inéculo. Sin embargo, los
aislamientos severos fueron menos virulentos en condiciones de invernadero. Por
el contrario, en cdmara bioclimdtica desarrollaron infeccidén sistémica con
necrosis en nervaduras y peciolos, ademds de marchitez severa a los 22 dpi como
las reportadas por Bag et al., (2012b). En el caso de los aislamientos tipicos, solo
TNX1-18 desarrollé los sinftomas antes descritos (considerados como severos),
mientras que el resto manifestaron principalmente lesiones clordticas y necrdticas

sin la afectacion de venas y peciolos.

La variacion de la severidad dada por condiciones de cdmara
bioclimdatica o invernadero habia sido senalada por De la Torre-Almaraz et al.,
(2002) al estudiar aislamientos de TSWV procedentes de regiones subtropicales y
templadas de la regidén central de México (Estado de México, Puebla y Morelos);
gue contrastan con las zonas cdlidas donde hay mayor prevalencia de este virus
(Goldbach y Peters, 1994). Anteriormente, con variantes de TMV se determind que
la resistencia de la planta podria ser influenciada por la temperatura (Scholthof,

2008). Ademds, de manera natural el ambiente puede contribuir al incremento o
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disminucion de la frecuencia de poblaciones de virus (Garcia-Arenal et al., 2001).
Los estudios al respecto con IYSV no especifican condiciones ambientales
particulares; sin embargo, se ha relacionado la divergencia genética entre
aislamientos con una adaptacidén a su ambiente, mostrando también diferencias

en la gama de hospedantes y su respuesta (Pozzer et al., 1999)

Los andlisis moleculares han permitido la caracterizacion de variantes de
virus al analizar su variabilidad genétfica y la funcién de sus genes en la
patogenicidad. Zhang et al. (2015) estudiaron poblaciones de complejos de
variantes virales y encontraron que se distribuyen de manera aleatoria denfro de
las plantas con el predominio de algunos genotipos. Gonzdlez (2014) por su parte
senala diferencias en la severidad de aislamientos de TSWV asociado a cambios
en los aminodcidos de las proteinas NSm, NSs y de las regiones intergénicas (IGR)
del adislamiento TSWV-L considerado como severo. Esto podria explicarse debido a
la funcidn que tiene la proteina NSs de TSWV como un supresor del slenciamiento

génico (Bag et al., 2012a; De Ronde et al., 2013; Ocampo et al., 2016).

Los primers reportados por Robene-Soustrade et al. (2006) utilizados en esta
investigacion permitieron establecer una asociaciéon entre el tamano del
amplicén obtenido con el tipo de asilamiento (tipico o severo). No obstante, se
desconoce la causa de ello ya que no se encontraron cambios en la secuencia
de nucledtidos del segmento S del genoma de ambos aislamientos. Al respecto,
Bag et al. (2012b) no encontraron diferencias en la secuencia de nucledtidos del
gen N entre aislamientos de IYSV que ocasionaban sintomas con distinta

severidad y sugirieron la presencia de cepas del virus. El conjunto de aislamientos
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que mantienen propiedades similares como el rango de hospedantes, capacidad
de fransmisidon y similitud de secuencias de nucledtidos, entre ofras, que las
diferenciaban de ofros grupos de aislamientos son considerados cepas virales

(Garcia-Arenal et al., 2001).

Los resultados del andlisis flogenético muestran que los adislamientos en
estudio tienen mayor similitud con aislamientos de [YSV reportados en
Norteameérica. Por ofro lado, al comparar los dos aislamientos de IYSV de Morelos
con los de Zacatecas se observd que los primeros se asemejan al genotipo 1YSVer
mientras que los segundo al genotipo IYSVaL, relacionados con aislamientos de
Asia y Norteamérica, respectivamente (Iftikhar et al., 2014; Veldsquez-Valle et al.,
2016). Este resultado difiere del obtenido en el arbol filogenético, al respecto
Iffikhar et al. (2014) mencionan en su estudio que existen excepciones donde los
genotipos 1YSVer se agrupan con los IYSVn y viceversa; sin embargo, tales
resultados podrian proporcionar informacién sobre el movimiento del virus entre
paises (Nischwitz et al., 2007; Bulgji¢ et al., 2009; Smith et al., 2006). Asimismo, en el
caso de Zacatecas se reporta la presencia de islas verdes en las lesiones
cloréticas (Velasquez-Valle et al., 2016) mienfras que en Morelos no se tiene
registro de este tipo de sintoma (Ramirez-Rojas et al., 2016), lo cual sugiere

diferencias bioldgicas entre los aislamientos de 1YSV de ambas entidades.

Los resultados obtenidos no muestran evidencia de que los aislamientos
tipicos y severos de IYSV procedentes de Morelos sean variantes de este virus por
lo que se sugiere se complete la secuenciacién del segmento S que incluya al

gen NSs asi como de los segmentos L y M del genoma lo cual proporcionaria mas
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informacion de posibles diferencias entre secuencias si como la consideracion de
un mayor nUmero de especies vegetales para establecer claramente diferencias

bioldgicas entre los aislamientos en estudio.
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6. CONCLUSION

Los aislamientos tipicos y severos de Iris yellow spot virus analizados en el presente
estudio fuvieron la capacidad de infectar N. benthamiana y desarrollar sinftomas
similares con diferente severidad en dos condiciones ambientales. En el andlisis
del gen N no se encontraron cambios de secuencia de nucledtidos entre
aislamientos. Sin embargo, las diferencias en patogenicidad pueden deberse a
variaciones en otras partes del genoma, tales como la proteina NSs, o los

segmentos L o M.
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