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RESUMEN

Durante recorridos realizados de 2008 a 2012 en huertas
comerciales de durazno en el Estado de México, estados de
Morelos y Puebla, se observaron dafios foliares de moteado
amarillo, anillos cloréticos, patrones lineales y mosaico. Se
transmitié mecdnicamente un virus de macerados de hojas
de durazno con dafnos de moteado amarillo, a plintulas de
varias especies de tabaco causando manchas blanquecinas.
En diagnésticos serolégicos (DAS-ELISA) y de hibrida-
cién tipo dot-bot, utilizando ribosondas marcadas con di-
goxigenina, para la deteccién de seis virus que infectan al
durazno, se detecté sélo al virus Prunus necrotic ringspot
virus (PNRSV. Ilarvirus) en las muestras recolectadas con
sintomas. El anilisis electroforético de ARN-dc de origen
viral, obtenido de follaje con sintomas, mostré tres bandas
de 3.6, 2.5 y 1.8 Kpb de peso molecular, correspondientes
al genoma del PNRSV. En todas las localidades se verifica-
ron infecciones por PNRSV en plantas de durazno por se-
cuenciacién directa de productos de la RT-PCR, utilizando
como moldes extractos de ARN-dc viral y oligonucleétidos
especificos que amplifican un fragmento del gen de la pro-
teina de la cdpside de 455 pb de este virus. La identidad
del PNRSYV se confirmé mediante la clonacién y determi-
nacién de la estructura primaria del ARN-3 del virus, que
contiene los marcos de lectura abierta correspondientes a
la proteina de movimiento (MP) y de la cdpside (CP). La
comparacién de la secuencia de nucledtidos y de amino4-
cidos correspondientes al ARN-3 del PNRSYV, con secuen-

cias disponibles en la base de datos, mostré una identidad
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ABSTRACT

During field observations from 2008 to 2012 in commercial
peach orchards in the Estado de Mexico, states of Morelos
and Puebla, leaf damage was observed in the form of yellow
mottle, chlorotic rings, linear patterns and mosaic. A virus
was transmitted mechanically with affected macerated peach
leaves exhibiting yellow mottle to seedlings of several species
of tobacco, resulting in whitish spots. In serological diagnoses
(DAS-ELISA) and dot-bot type hybridization using riboprobes
marked with digoxigenin for detection of six different viruses
that infect peach, only the virus Prunus necrotic ringspot virus
(PNRSV. IHlarvirus) was detected in the collected samples
with symptoms. The electrophoretic analysis of viral ds-RNA
obtained from foliage with symptoms showed three bands of
3.6, 2.5 and 1.8 Kbp, molecular weight corresponding to the
PNRSV genome. In all of the localities infections by PNRSV
were verified in peach plants by direct sequencing of RT-PCR
final point products, using extracts of viral ds-RNA as molds
and specific oligonucleotides that amplify a 455 pb fragment
of the capsid protein gene of this virus. Identity of PNRSV
was confirmed by cloning and determining the primary
structure of the viral RNA-3 component, which contains
the open reading frames corresponding to the movement
protein (MP) and the capsid protein (CP). Comparison of
nucleotide sequences and the corresponding sequences in
amino acids with PNRSV sequences available in the Genbank
database, showed 98 % and 100 %, similarity, respectively.
Phylogenetic analyses grouped the three characterized
isolates into groups PE5-IIT and PV32-1. Together, the data
presented indicate that the variants of PNRSV in Mexico do
not differ from other isolates previously reported, suggesting

a probable common origin.
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del 98 % y 100 %, respectivamente. Andlisis filogenéticos
agruparon los tres aislados caracterizados dentro de los
grupos PE5-III y PV32-1. En conjunto, los datos presen-
tados indican que las variantes de PNRSV caracterizadas
en México, no difieren del resto de aislados previamente

conocidos, sefialando un probable origen comdn.

Palabras clave: Moteado amarillo, Ilarvirus, RT-PCR, diag-

ndstico.
INTRODUCCION

esde 2005 se ha observado la presencia, in-

cremento y distribucién de dafos foliares en

plantas de durazno en diferentes localidades
de el Estado de México, estados de Morelos y Puebla.
Estos danos se caracterizan por moteados y mosaico
de color amarillo en las hojas (Figura 1 A y B). Los
moteados al crecer forman mosaicos y patrones linea-
les (Figura 1 C) o anillos irregulares (Figura 1 D). Los
tejidos danados se desprenden dejando perforaciones
irregulares con mérgenes necréticos. El follaje de las
plantas afectadas adquiere una tonalidad amarillenta
o clorosis y causa una defoliacién severa. Los frutos
pueden presentar manchas tenues anilladas de color
rojizo y reducién del tamafio y color del fruto, asi
como un retraso en su madurez (observacion perso-
nal del primer autor).

La causa de esos dafos se desconoce y la revision
en el laboratorio con un microscopio estereoscépico
del material vegetativo con sintomas recolectado en
campo, no mostrd la presencia de hongos, bacterias
u otro tipo de organismo, por lo que se concluyé
que estos pudieran ser causados por alguno de los
multiples virus y viroides que infectan al durazno en
todo el mundo y que causan varios de los sintomas
descritos (Cambra ez a/l., 2008). Por tanto, los obje-
tivos de la presente contribucién fueron la caracte-
rizacién biolégica y molecular de virus y viroides en
durazno cultivado en el Estado de México, estados

de Morelos y Puebla.
MATERIALES Y METODOS
Recoleccién de muestras
Cien muestras (10 en cada localidad) de flores, hojas y ramas

jovenes de durazno, todas con sintomas de moteado amarillo,

se recolectaron en huertas comerciales ubicadas en Coyutla de
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INTRODUCTION

ince 2005, growing presence and distribution

of leaf damage on peach trees in different

localities of the Estado de Mexico, states
of Morelos and Puebla has been observed. This
damage is characterized by yellow mottle and
mosaic on leaves (Figures 1A and 1B). When the
mottles grow, they form mosaics and lined patterns
(Figure 1) or irregular rings (Figure 1D). Damaged
tissues detach and leave irregular perforations with
necrotic edges. The foliage of the affected plants
shows a yellowish tone, or chlorosis, and severe
defoliation occurs. The fruits may have faint reddish
rings, are smaller and their color diminished;
ripening is also delayed (personal observation of the
first author).

The cause of those damages is unknown and
observation in the laboratory with a stereoscopic
microscope of the plant material with symptoms
collected in the field did not reveal the presence
of fungi, bacteria or other type of organism, and
therefore, it was concluded that the damage could
be caused by one of the multiple viruses and viroids
that infect peach worldwide and cause several of
the symptoms described (Cambra ez a/., 2008).
Therefore, the objective of this contribution was
to characterize, biologically and molecularly,
the viruses and viroids in peach cultivated in
the Estado de Mexico, states of Morelos and
Puebla.

MATERIALS AND METHODS
Sample collection

One hundred samples (10 in each locality) of flowers, leaves
and young branches, all with symptoms of yellow mottle, were
collected from commercial peach orchards located in Coyutla
de Benitez and Texcoco in the Estado de Mexico; Ocuituco,
Tetela del Volcdn and San Miguel Tlacotepec in the state of
Morelos; Domingo Arenas, Tepetzala, Tepetlaxco, San Pedro
Coronango and San Martin Texmelucan in the state of Puebla.
These areas are outstanding for their area, volume and quality
of peach production. The samples, with maximum damage
severity, were collected in August each year from 2008 to 2012,
before harvest. The average summer temperatures in these
areas vary from 24-28 °C (high) to 11-15 °C (low), and the

days are rainy.
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Figura 1. Sintomas de probable origen viral en hojas de durazno cultivado en México. A) Moteado
amarillo; B) moteado y mosaico; C) mosaico y patrones; D) Anillos irregulares y moteados.

Figure 1. Symptoms of probable viral origin on peach leaves in orchards cultivated in Mexico. A)
Yellow mottle; B) mottle and mosaic; C) mosaic and patterns; D) irregular mottled rings.

Benitez y Texcoco en el Estado de México; Ocuituco, Tétela del
Volcdn y San Miguel Tlacotepec ubicadas en el estado de Mo-
relos; Domingo Arenas, Tepetzala, Tepetlaxco, San Pedro Coro-
nango y San Martin Texmelucan en el estado de Puebla. Las zo-
nas destacan por la superficie sembrada, volumen y calidad de la
produccion. Las muestras fueron recolectadas en agosto de cada
afio, desde 2008 a 2012, previo a la cosecha y con la mdxima
severidad de dafios. Las temperaturas promedio en estas zonas
durante el verano varfan de 24 a 28 °C mdximo y minimas de 11

a15 °Cy dias lluviosos.
Transmisién mecdnica de virus a plantas indicadoras

Para determinar la presencia de virus en las muestras de du-
razno se realizaron pruebas de transmisién mecdnica a plantas
indicadoras, macerando 1 g de corteza de ramas y hojas jove-
nes en 10 mL de solucién amortiguadora (NaPOy4 0.02 M, pH
7-DIECA) de cuatro muestras de la huerta Las Dalias, en San
Pedro Coronango, Puebla, que mostraron la mayor severidad
de sintomas de moteado amarillo. El macerado de cada mues-
tra fue frotado, en forma independiente, en hojas de plantulas
sanas de 11 especies indicadoras, previamente espolvoreadas
con carborundum, usando un hisopo de algodén. Las hojas
inoculadas fueron lavadas con agua para eliminar residuos del
macerado y del carborundum. Las plantas inoculadas se man-
tuvieron en invernadero entre 25 y 35 °C, 70 % HR y 12 h
luz/oscuridad esto hasta la aparicién de sintomas. Las pldntulas
de las especies indicadoras inoculadas fueron tabaco (Nicotiana
glutinosa, N. rustica, N. clevelandii, N. debneyiiy N. tabacum var
Xanthi), toloache (Datura stramonium), quelites (Chenopodium
amaranticolor y Ch. quinoa), gonfrena (Gomphrena globosa),
chile (Capsicum annuum L.) y tomate (Solanum esculentum
M.). La transmisién de virus se repitié tres veces, usando en
cada ocasién muestras nuevas con sintomas de la misma parce-

la. Macerados de hojas de las plantas que mostraron sintomas

Mechanical transmission of the virus to indicator plants

To determine the presence of viruses in the peach samples,
mechanical transmission tests to indicator plants were carried
out. Four samples from Las Dalias in San Pedro Coronango,
Puebla, exhibiting the greatest severity of yellow mottle were
used. One gram of young branch bark and leaves of each sample
was macerated in 10 mL of buffer solution (0.02 M NaPO,,
pH 7-DIECA). With a cotton swab, macerate of each sample
independently was rubbed onto leaves of healthy seedlings of
11 indicator plant species, which had been previously dusted
with carborundum. The inoculated leaves were rinsed with
water to eliminate residues of the macerate and carborundum.
The inoculated plants were kept in a greenhouse (25-35 °C,
70 % RH and 12 h light/darkness) until symptoms appeared.
The inoculated seedlings were of the following indicator
species: tobacco (Nicotiana glutinosa, N. rustica, N. clevelandii,
N. debneyii and N. tabacum var Xanthi), jimson weed (Datura
stramonium), lambsquarters (Chenopodium amaranticolor and
Ch. quinoa), globe amaranth (Gomphrena globosa), chili pepper
(Capsicum annuum L.) and tomato (Solanum esculentum M.).
Virus transmission was repeated three times, on each occasion
using new samples from the same orchard. Macerates of plant
leaves that showed symptoms were used to retransmit the virus
by inoculating three series of healthy indicator seedlings, which
were kept in the greenhouse under the same conditions until

symptoms appeared (Dijkstra and De Jager, 1998).
Serological (DAS-ELISA) detection of viral protein

Detection of viral protein was accomplished with macerates
of young branch bark and leaves (1 g 10 mL ™! extraction buffer)
of the 100 samples collected from all of the localities, using the
technique solid phase double antibody sandwich enzyme-linked
immunosorbent assay (DAS-ELISA), to be developed in 2 d with
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se usaron para retransmitir virus, inoculando tres series de pldn-
tulas indicadoras sanas y conservadas en el invernadero bajo las
mismas condiciones, hasta la aparicién de sintomas (Dijkstra y

De Jager, 1998).
Deteccidn de proteina viral por serologia (DAS-ELISA)

La deteccidn de proteina viral se realizé con macerados de
corteza de ramas y hojas jévenes (1 g 10 mL ™" de amortiguador
de extraccién) de las 100 muestras recolectadas de todas las loca-
lidades, utilizando la técnica de inmunoadsorcién enzimdtica en
fase solida de doble séndwich (DAS-ELISA), para desarrollarse
en 2 d con antisueros policlonales comerciales especificos y si-
guiendo las intrucciones del fabricante (Agdia, Inc., Elkhart, IN)
para Apple mosaic virus (ApMV. Bromoviridae), Prunus dwarf vi-
rus (PDV. Bromoviridae), Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV.
Bromoviridae), Plum plox virus (PPV. Potyviridae) y Strawberry
leaf ringspot virus (SLRSV. Sadwavirus), algunos de los virus mds
comunes que afectan al durazno en el mundo (Brunt ez al., 1996).
Las reacciones fueron consideradas positivas por observacién vi-
sual directa de la intensidad en el cambio de color amarillo de los
pocillos y por comparacién con los testigos positivos incluidos
en las mismas placas. No se utilizé ningtin lector de absorbancia

(Clark y Adams, 1977).

Andlisis de ARN de doble cadena
(ARN-dc) de origen viral

Para determinar la presencia de virus y sus componentes
genémicos se realizd la extraccién y andlisis del ARN-dc viral
de hojas de durazno de 10 muestras con sintomas de moteado
amarillo y positivas para alguno de los antisueros probados.
El ARN-dc se analizé por electroforesis en geles de poliacri-
lamida al 6 %, usando un mini gel (1.75 mmX7 cmX8 cm)
montado en una cimara Biorad doble. El volumen del extracto
de ARN-dc viral de las muestras fue 30 uL por carril y 20 uL
de solucién amortiguadora de carga. Las condiciones de elec-
troforesis fueron 100 V por 2:30 h a temperatura ambiente.
Los geles fueron tenidos con solucién de bromuro de etidio y
después con solucién de nitrato de plata 0.011 M (Valverde ez
al., 1990).

Hibridacién molecular no radiactiva

con ribosondas marcadas con digoxigenina

Para detectar infecciones por virus o viroides comunes en
durazno, se realizaron pruebas de hibridacién molecular del tipo
dot-blot no radiactivo, con 10 muestras con sintomas de motea-

do amarillo y positivas para alguna de las pruebas seroldgicas,
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specific commercial polyclonal antiserums for Apple mosaic virus
(ApMV. Bromoviridae), Prunus dwarfvirus(PDV. Bromoviridae),
Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV. Bromoviridae), Plum
plox virus (PPV. Potyviridae) and Strawberry leaf ringspot
virus (SLRSV. Sadwavirus), following the instructions of the
manufacturer (Agdia, Inc., Elkhart, IN, USA). Some of these are
among the most common viruses that affect peach worldwide
(Brunt ef al., 1996). The reactions were considered positive when
intensity of change in the yellow color of the wells was detected
by direct visual observation and by comparison with the positive
controls included in the same plates. No absorbance reading was

used (Clark and Adams, 1977).
Analysis of viral double chain RNA (ds-RNA)

To determine the presence of a virus and its genomic
components, viral ds-RNA was extracted and analyzed using
10 samples of peach leaves exhibiting yellow mottle symptoms
and testing positive for one of the assayed antiserums. The ds-
RNA was analyzed by electrophoresis in 6 % polyacrylamide gels
using a mini gel (1.75 mmX7 cmX8 cm) mounted on a double
Biorad camera. Volume of the viral ds-RNA extract from the
samples was 30 uL per track and 20 uL of load buffer solution.
The electrophoretic conditions were 100 V for 2:30 h at room
temperature. The gels were dyed with a solution of ethidium
bromide and then with a solution of silver nitrate (0.011 M)
(Valverde et al., 1990).

Nonradioactive molecular hybridization

with riboprobes marked with digoxigenin

To detect virus or viroid infections common in peach,
nonradioactive dot-blot type molecular hybridization assays
were performed with 10 samples exhibiting yellow mottle
symptoms and testing positive for one of the serological assays,
using riboprobes marked with digoxigenin (Roche), specific
for detection of the peach viruses Plum bark necrosis stem
pitting-associated virus (PBNSPaV. Closteroviridae), APLPV
(American plum line pattern virus. Bromoviridae), PPV (Plum
pox virus. Potyviridae) and PNRSV (Prunus necrotic ringspot
virus. Bromoviridae), and of the viroids HSVd (Hop stunt
viroid. Pospiviroidae) and PLMVd (Peach latent mosaic viroid.
Asunviroidae) (Herranz et al., 2005).

For the dot-blot assay, 10 uL ds-RNA per sample were
denaturalized in a mixture with 6 uL SSC buffer (20x) and 4 uL
formaldehyde (37 %) for 10 min at 65 °C and cooled; 2 uL of the
cooled mixture was transferred onto 2X2 cm squares marked on
Hybond Nylon (+). As positive controls, 0.5 uL of the cloned

product of the virus or viroid to be detected were added. Nucleic
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utilizando ribosondas marcadas con digoxigenina (Roche),
especificas para la deteccidn de los virus o viroides de durazno:
Plum bark necrosis stem pitting-associated virus (PBNSPaV. Clos-
teroviridae), APLPV (American plum line pattern virus. Bromo-
viridae), PPV (Plum pox virus. Potyviridae), PNRSV (Prunus
necrotic ringspot virus. Bromoviridae), HSVd (Hop stunt viroid.
Pospiviroidae) y PLMVd (Peach latent mosaic viroid. Asunviroi-
dae) (Herranz ez al., 2005).

Para la prueba dot-blot se desnaturalizaron 10 uL ARN-
dc, por muestra, en mezcla con 6 4L de amortiguador SSC
(20x) y 4 uL de formaldehido (37 %) por 10 min a 65 °C. Se
transfirieron 2 uL de la mezcla ya fria a cuadros de 1X1 cm
marcados en membranas de Hybond Nylon (+) y como testi-
gos positivos se adicionaron 0.5 L de producto clonado del
virus o viroide por detectar, fijando los dcidos nucleicos con
luz ultravioleta por 3 min. Las membranas, una para cada virus
o viroide, fueron pre-hibridadas e hibridadas a 68 °C usando la
ribosonda Dig-UTP-T7. La reaccién de hibridacién se detecté
por autorradiografia, utilizando peliculas X Ray (Kodak, USA)
(Pallds ez al., 1998).

Deteccidn de virus por pruebas de transcripcién
reversa ligada a la reaccién en cadena de la polimerasa
(RT-PCR) punto final

Para verificar la presencia e identidad de los virus o viroides
comunes que infectan al durazno, se realizaron pruebas de RT-
PCR (siglas en inglés) punto final en cuatro muestras por loca-
lidad, en un solo paso (Super Scrip III One Step High-Fidelity,
Invitro Gene, USA), usando como templado el ARN-dc obte-
nido de plantas con los danos de moteado amarillo en duraz-
no. Los oligonucledtidos y condiciones de reaccidn especificos
usados fueron para los virus PNRSV, PBNSPaV, APLPV, PPV,
ACLSV (dApple chlorotic leaf spot virus), ApMV (Apple mosaic
virus. Bromoviridae), PDV (Prunus Dwarf virus), PMV (Peach
Mosaic Virus), TRSV (Tomato ringspot virus. Secoviridae),
CMLV (Cherry mottle leaf virus. Betaflexiviridae ), HSVd (Hop
stunt viroid.) y PLMVd (Peach latent mosaic viroid) (Macken-
zie et al., 1997; Delano y Upton, 1999; Sdnchez-Navarro ez al.,
2005).

Los productos de la RT-PCR fueron analizados por electro-
foresis en geles de agarosa al 1 %, en solucién amortiguadora
TBE 1x. Las condiciones de electroforesis fueron a 100 V por
20 min a temperatura de laboratorio. Los geles fueron tenidos
con bromuro de etidio al 0.5 % y su peso molecular se calculé
por comparacién con el marcador de peso molecular 1 Kb plus
(Invitro Gene) incluido en el mismo gel. Las muestras positivas
se seleccionaron para futuras pruebas de confirmacién de la iden-

tidad de los virus detectados.

acids were fixed with ultraviolet light for 3 min. The membranes,
one for each virus or viroid, were pre-hybridized and hybridized
at 68 °C using the riboprobe Dig-UTP-T7. The hybridization
reaction was detected by autoradiography using X Ray film
(Kodak, USA) (Pallas ez al., 1998).

Detection of viruses by reverse transcriptase linked

to polymerase chain reaction (RT-PCR) final point

To verify the presence and identity of the viruses or viroids
that commonly infect peach, final point RT-PCR single-step
assays (Super Scrip IIT One Step High-Fidelity, Invitro Gene,
USA) were conducted in four samples per locality, using ds-
RNA obtained from peach plants with yellow mottle damage as
template. The oligonucleotides and specific reaction conditions
used were for the viruses PNRSV, PBNSPaV, APLPV, PPV,
ACLSV (Apple chlorotic leaf spot virus), ApMV (Apple mosaic
virus. Bromoviridae), PDV (Prunus Dwarf virus), PMV (Peach
Mosaic Virus), TRSV (Tomato ringspot virus. Secoviridae), CMLV
(Cherry mottle leaf virus. Betaflexiviridae), HSVd (Hop stunt
viroid.) and PLMVd (Peach latent mosaic viroid.) (Mackenzie
et al., 1997; Delano and Upton, 1999; Sanchez-Navarro ez al.,
2005).

The RT-PCR products were analyzed by electrophoresis in
1 % agarose gels in TBE Ix buffer solution. The electrophoresis
conditions were 100 V for 20 min at laboratory temperature.
The gels were dyed with 0.5 % ethidium bromide and molecular
weight was calculated by comparison with the molecular weight
marker 1 Kb plus (Invitro Gene) included with the gel. The
positive samples were selected for further assays to confirm

identity of the detected viruses.

Direct nucleotide sequencing of RI-PCR products
of a fragment of the PNRSV capsid protein

The evidence obtained with the serological assays (DAS-
ELISA) and molecular hybridization indicated the presence
of only PNRSV in the peach samples analyzed. For this
reason, RT-PCR product sequencing assays were carried out
specifically for this virus. Ten peach samples per locality, with
yellow mottle symptoms, were analyzed for RT-PCR, using the
oligonucleotides PNRSVF-C537 (5°- ACG CGC AAA AGT
GTC GAA ATCTAA A-3’) and PNRSVR-HS83 (5-TGG TCC
CAC TCA GAG CTC AAC AAA G-3’) (Mackenzie et al.,
1997), which amplified a well-preserved 455 pb region located
in the open reading frame (ORF) of the PNRSV capsid protein
(CP), sufficient to confirm high probability of the presence of
this virus in the analyzed samples (Scott ez al., 1998; Untiveros
et al., 2010).
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Secuenciacién nucleotidica directa de productos de
la RT-PCR de un fragmento de la proteina de
la cdpside de PNRSV

La evidencia obtenida con los ensayos serolégicos (DAS-
ELISA) e hibridacién molecular indicé Gnicamente la presen-
cia del PNRSV en las muestras de durazno analizadas, por lo
que se realizaron pruebas de secuenciacion de productos de RT-
PCR especificos para este virus. Se analizaron por RT-PCR 10
muestras de durazno, por localidad, con sintomas de moteado
amarillo, usando los oligonucleétidos PNRSVE-C537 (5’-ACG
CGC AAA AGT GTC GAA ATC TAA A-3’) y PNRSVR-H83
(5’-TGG TCC CAC TCA GAG CTC AAC AAA G-3)) (Mac-
kenzie ez al., 1997), que amplifican una regién de 455 pb muy
conservada y ubicada en el marco de lectura abierto (ORF; siglas
en inglés) de la proteina de la cdpside (CP) del PNRSV, suficiente
para confirmar con una alta probabilidad, la presencia de este
virus en las muestras analizadas (Scott ez 4/, 1998; Untiveros et
al., 2010).

Los productos de la RT-PCR del tamafio esperado fueron
purificados del gel de agarosa (Wizar PCR, Promega, USA) y
analizados directamente en un secuenciador Applied Biosystem
3100 Genetic Analyzer. Las secuencias nucleotidicas obtenidas
se alinearon y compararon para su identificacién con secuen-
cias disponibles en la base de datos del GenBank, utilizando
el método Clustal W (DNA Star software, Madison, WTI) y se
depositaron en el GenBank para obtener su nimero de acceso
(NCBI, 2012).

Caracterizacién del componente viral RNA-3 del PNRSV

por clonacién y secuenciacién nucleotidica

Con el fin de confirmar la identidad del PNRSV se cloné
y secuencié el componente ARN-3 completo de tres muestras,
utilizando los productos de la RT-PCR obtenidos con la mez-
cla de los oligonucledtidos en sentido positivo (s) VP 970s
5’-CAC AAA GCT TGT TTT TAT ATG CCA GAA ATC
GTA AC-3’, VP 969s (5-CAC AAA GCT TGT TGT TTT
TAC CAA AAT GAA ATC GTA AC-3’), VP 968s 5°-CAC
AAA GCT TGT TTT TAC AAT CGA AAT CGT AAC-3) y
con el oligonucleétido en antisentido (as) VP 313as 5°-CAC
ACT GCA GCT TCC CTA ACG GGG C-3’, que permiten
la amplificacién completa del ARN-3. Los oligonucledtidos
VP968, VP969 y VP970, se disefiaron para cubrir las va-
riantes de secuencia observadas en el extremo 5’ terminal del
ARN-3.

Los productos de la RT-PCR de 1800 pb fueron purificados
del gel de agarosa (Wizar PCR, Promega, USA), clonados en el
vector pTZ57R (InsT/Aclone PCR, Fermentas) y secuenciados,
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The RT-PCR products of the expected size were purified
from the agarose gel (Wizar PCR, Promega, USA) and analyzed
directly in a sequencer, Applied Biosystem 3100 Genetic Analyzer.
The nucleotide sequences obtained were aligned, compared with
sequences available in the GenBank database using the method
Clustal W (DNA Star software, Madison, WI, USA) and
deposited in the GenBank to obtain the access number (NCBI,
2012).

Characterization of the viral RNA-3 component
of PNRSYV by cloning and nucleotide sequencing

To confirm identity of PNRSV, the complete RNA-3
component of three samples were cloned and sequenced using
the RT-PCR products obtained with the mixture of positive
sense (s) oligonucleotides VP 970s 5-CAC AAA GCT TGT
TTT TAT ATG CCA GAA ATC GTA AC- 3’, VP 969s (5’-
CAC AAA GCT TGT TGT TTT TAC CAA AAT GAA ATC
GTA AC-3), VP 968s 5°-CAC AAA GCT TGT TTT TAC
AAT CGA AAT CGT AAC-3’), and with the antisense (as)
oligonucleotide VP 313as 5’-CAC ACT GCA GCT TCC CTA
ACG GGG C-3, which permit complete amplification of
RNA-3. The oligonucleotides VP968, VP969 and VP970 were
designed to cover the observed sequence variants at the 5 end
point of the RNA-3.

The 1800 pb RT-PCR products were purified from the
agrarose gel (Wizar PCR, Promega, USA), cloned in the vector
pTZ57R (InsT/Aclone PCR, Fermentas) and sequenced in both
directions in an Applied Biosystem 3100 Genetic Analyzer. The
nucleotide sequences obtained were assembled, reconstructing
the complete RNA-3 component. The RNA-3 sequences of
PNRSV of the different samples were used for alignment and
comparison with similar PNRSV sequences available in the
GenBank database, using the method Clustal W ver. 2.1 and
to construct the respective dendrograms (DNA Star software,
Madison, WI). The PNRSV consensus sequences of each sample

were deposited in the GenBank to obtain access numbers.
REsuLrs AND DiscuUssION

Mechanical transmission of virus
to indicator plants

Transmission of a virus from the macerates of
peach leaves with yellow mottle symptoms to several
indicator plants was achieved. The virus related to
peach yellow mottle caused large irregular whitish
spots only on the inoculated leaves of the tobacco
species (Nicotiana tabacum var Xanthi, N. clevelandii,
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en ambas direcciones, en un equipo Applied Biosystem 3100
Genetic Analyzer. Las secuencias nucleotidicas obtenidas se en-
samblaron, reconstruyendo el componente ARN-3 completo.
Las secuencias del ARN-3 del PNRSV de las diferentes mues-
tras, se utilizaron para su alineamiento y comparacién con se-
cuencias similares de PNRSV disponibles en la base de datos
del GenBank, utilizando el método Clustal W ver. 2.1 y para
construir los dendrogramas respectivos (DNA Star software,
Madison, WI). Las secuencias consenso del PNRSV de cada
muestra fueron depositadas en el GenBank para obtener su na-

mero de acceso.
REsSuLTADOS Y DI1SCUSION

Transmisién mecanica de virus
a plantas indicadoras

Se logré transmitir un virus de los macerados de
hojas de durazno con sintomas de moteado amari-
llo a varias plantas indicadoras. El virus relacionado
con el moteado amarillo del durazno causé gran-
des manchas irregulares blanquecinas en las hojas
inoculadas sélo en las especies de tabaco (NVicotiana
tabacum var Xanthi, N. clevelandii, N. benthamiana
y N. debneyii). En las plantas de chile y tomate, ino-
culadas con extractos de hojas de durazno con sinto-
mas, se observaron manchas irregulares blanqueci-
nas en las hojas inoculadas. Esto sugiere que no hay
movimiento sistémico del virus. En las hojas inocu-
ladas de Gomphrena globosa se observaron pequefias
lesiones locales necréticas, sin movimiento sistémi-
co. En las demds plantas indicadoras no hubo sin-
tomas o dafos. El virus transmitido mecdnicamen-
te de hojas de durazno, con sintomas de moteado
amarillo, tuvo un reducido rango de hospedantes
y los sintomas observados desaparecieron rdpida-
mente, por lo que fue dificil incrementar el virus
para realizar pruebas bioldgicas adicionales, como
pruebas de patogenicidad (postulados de Koch) o
para su purificacién o para su observacién con el
microscopio electrénico. No se realizaron pruebas
de transmisién por injerto, ya que las plantas (por-
tainjertos) producidas desde semillas en viveros co-
merciales, son injertadas con ramas de plantas con
sintomas de mosaico amarillo, que impidi6 garanti-
zar que las posibles plantas estuvieran libre de virus
para realizar estas pruebas. Por tanto, es necesario
considerar en futuras investigaciones otras plantas
indicadoras, que permitan una infeccién sistémica

N. benthamiana and N. debneyii). On the leaves of
chili and tomato plants inoculated with extracts
of peach leaves with symptoms, irregular whitish
spots were observed on the inoculated leaves. This
suggests that there is no systemic movement of the
virus. On the inoculated Gomphrena globosa leaves
small localized necrotic lesions were observed with
no systemic movement. In the rest of the indicator
plants there were no symptoms or damages. The
virus transmitted mechanically from yellow mottled
peach leaves had a small range of hosts and the
symptoms observed disappeared rapidly. For this
reason, it was difficult to increase the virus to conduct
additional biological assays, such as pathogenicity
tests (Koch postulates) or to purify it or observe it
with an electron microscope. Tests of transmission by
grafting were not conducted since the plants (root
stock) produced from seeds in commercial nurseries
are grafted with branches of plants with yellow
mottle symptoms; thus it is not possible to guarantee
that the resulting plants would be free of the virus.
Therefore, it is necessary to consider other indicator
plants that would permit systemic infection to obtain

purifications of the virus that infects peach in Mexico
(Salem et al., 2004).

Serological (DAS-ELISA) detection
of viral protein

Only Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV)
was detected by serology in 80 % of the collected
peach samples from all of the localities of the states of
Mexico, Morelos and Puebla. Detection of PNRSV
by DAS-ELISA was possible only when bark tissue
from young branches and from leaves was used.
When complete flowers and sepals or mature parts
of leaves and branches were used, the DAS-ELISA
results were negative. It was common to observe that
the macerates of floral structures were quite viscous;
this property may have affected serological detection
of the virus. Another option for detection of this
virus would be the use of pollen (Cole ez al., 1982),
seeds or seedlings, when they are available, in which
PNRSV has been shown to be present. Its presence
in these structures explains its dispersion and wide
geographic distribution (Mink and Aichele, 1984;
Yuyemoto ez al., 2003; Pallds ez al., 2012). Moreover,
it is likely that the differential distribution of the
virus in different plant tissues alters the concentration
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y obtener purificaciones del virus que infecta al du-
razno en México (Salem ez al., 2004).

Deteccién de proteina viral

por serologia (DAS-ELISA)

Solamente Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV)
fue detectado por serologia en el 80 % de las muestras
recolectadas de durazno de todas las localidades del
Estado de México, estados de Morelos y Puebla. La
deteccién de PNRSV por DAS-ELISA sélo fue posi-
ble cuando se usaron los tejidos de brotes jévenes de
corteza de ramas y hojas. Los resultados de DAS-ELI-
SA fueron negativos cuando se usaron flores, sépalos o
pétalos completos y partes maduras de hojas y ramas.
Fue comun observar que los macerados de estructu-
ras florales eran demasiado viscosos, lo cual probable-
mente afecté la deteccién serolédgica del virus. Una
alternativa para la deteccién de este virus seria usar
polen (Cole ez 4l., 1982), semillas o pldntulas, cuando
estén disponibles, en los cuales se ha mostrado que el
PNRSYV estd presente, lo que explica la dispersién y su
amplia distribucién geografica (Mink y Aichele, 1984;
Yuyemoto ez al., 2003; Pallds ez al., 2012). Ademds, es
probable que la distribucién diferencial del virus en
los tejidos de la planta, altere la concentracién de la
proteina de la cdpside en los tejidos utilizados, redu-
ciendo la eficiencia de las pruebas de deteccién sero-
légica. El PNRSV tiene diferente distribucién en la
planta segtin su estado fenolégico, correlacionado con
las condiciones ambientales (Dal Zotto et al., 1999;
Matic ez al., 2008), principalmente por las temperatu-
ras durante el afo, aspecto que se debe verificar en las
localidades del Estado de México, estados de Puebla
y Morelos, ya que las muestras usadas en el presente
estudio fueron recolectadas en agosto, en plena madu-
rez de frutos y previo a la cosecha.

Es necesario considerar que el 20 % de las mues-
tras negativas para la presencia del PNRSV, mostra-
ron moteado amarillo por lo cual es factible que el
material recolectado se encuentre infectado por virus
o viroides desconocidos, atiin no descritos en México,
comunes en durazno en otras regiones del mundo

(Brunt ez al., 1996).

Anilisis de ARN de doble cadena
(ARN-dc) de origen viral

El anilisis electroforético en geles de poliacri-

lamida de ARN-dc de origen viral obtenido por
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of the capsid protein in the tissue used and thereby
reduces the efficiency of the serological assays.
PNRSV is distributed differentially in the plant,
depending on the plant’s phenological stage, and
correlated with environmental conditions (Dal Zotto
et al., 1999; Matic ez al., 2008), mainly temperatures
that occur during the year. This aspect should be
confirmed in the localities in the Estado de Mexico,
states of Puebla and Morelos since the samples used
in our study were collected in August just before the
harvest when the fruits were fully ripe.

Moreover, 20 % of the samples that were negative
for PNRSV exhibited yellow mottle. It is therefore
possible that the materials collected are infected by
an unknown virus or viroid that has not yet been
described in Mexico but is common in peach in
other regions of the world (Brunt ez al., 1996).

Analysis of viral double chain RNA (ds-RNA)

The electrophoretic analysis in polyacrylamide
gels of viral ds-RNA obtained by cellulose
columns consistently showed the presence of three
bands of 3.6, 2.5 and 1.8 Kpb molecular weight
(Figure 2, tracks A and D), similar to the
electrophoretic patterns of PNRSV (Fulton, 1985).
This type of band was visible in some samples and
were very faint, or were not observed, in others
despite the clear symptoms of yellow mottle
(Figure 2, track C). In others, additional ds-RNA
bands were observed, indicating the possible presence
of other viruses mixed with PNRSV (Figure 2,
track B). The diagnosis by electrophoretic analysis of
RNA typevirus, such as PNRSV, allows confirmation,
with some degree of certainty, that the infections
are viral, a single virus or mixed viruses. However, a
low viral concentration in plant tissues significantly
reduces efficiency of the technique, which may thus
underestimate the incidence of a particular virus.
Additional diagnostic techniques should therefore be
considered (Valverde er al., 1999).

Non-radioactive molecular hybridization with
riboprobes marked with digoxigenin

In the analyzed samples hybridization marks
corresponding to PNRSV  were obtained. In
some samples the marks for PBNSV and PLMVd
were weak and non-conclusive (data not shown).
Considering the number of viruses that affect peach
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columnas de celulosa, mostré consistentemente la
presencia de tres bandas de 3.6, 2.5 y 1.8 Kpb de
peso molecular (Figura 2 carriles A y D), similares
a los patrones electroforéticos del PNRSV (Fulton,
1985). Este tipo de bandas fueron visibles en algunas
muestras y en otras fueron muy tenues o no se ob-
servaron a pesar de mostrar sintomas claros del mo-
teado amarillo (Figura 2 carril C). En otras se obser-
varon bandas de ARN-dc adicionales que indicaron
la posible presencia de otros virus en mezcla con
el PNRSV (Figura 2. carril B). El diagnéstico por
andlisis electroforético de virus del tipo ARN, como
el PNRSYV, permite confirmar con cierto grado de
certeza infecciones virales simples o en mezcla; aun-
que una concentracién viral baja en los tejidos de la
planta reduce significativamente la eficiencia de esta
técnica, subestimando la incidencia de un virus en
particular, por tanto es necesario considerar técnicas
adicionales de diagndstico al anilisis electroforético

de ARN-dc (Valverde et al., 1999).

Hibridacién molecular no radiactiva
con ribosondas marcadas con digoxigenina

En las muestras analizadas se obtuvieron marcas
de hibridacién correspondientes al PNRSV y en al-
gunas se detectaron marcas débiles y no concluyentes
para PBNSVaV y PLMVd (datos no mostrados). Al
considerar el nimero de virus que afectan al durazno
en el mundo es muy probable que en los materia-
les mexicanos existan otros virus o incluso viroides,
que no fue posible de confirmar con esta técnica. Sin
embargo, es necesario continuar con la deteccién de
virus en durazno en diferentes épocas del afo y con
un mayor nimero de muestras, y usando diferentes
tipos de tejidos o técnicas alternativas que permitan
una mejor deteccién.

Deteccién de virus por pruebas de transcripcién
inversa ligada a la reaccién en cadena de
la polimerasa (RT-PCR) punto final

La presencia del PNRSV por RT-PCR se de-
terminé en 90 % de las muestras recolectadas con
los sintomas de moteado amarillo, obteniendo un
producto de 455 pb (Figura 3, carriles C a F). En
algunas muestras se obtuvieron sefales tenues de los
productos de la RT-PCR o bien fueron negativas,
aun con sintomas de moteado amarillo (Figura 3,

worldwide, it is likely that in Mexican materials other
viruses, or even viroids, are present, a possibility that
cannot be confirmed with this technique. However,
it is necessary to continue virus detection in peach
at different times of the year with a larger number
of samples and using different types of tissue, or
alternative techniques that would enable better
detection.

Detection of viruses by reverse transcription
linked to polymerase chain reaction

(RT-PCR) final point

Presence of PNRSV by RT-PCR was determined
in 90 % of the collected samples with yellow mottle
symptoms, obtaining a product of 455 pb (Figure
3, tracks C to F). In some samples the RT-PCR
product signals were faint, or negative, even when
the yellow mottle symptoms were present (Figure 3,
tracks G and H, respectively). This indicates that the
PNRSV RNA concentration may have differed in
the collected samples (Sinchez-Navarro ez al., 1998;
Dal Zotto et al., 1999; Yuyemoto ez al., 2003).

A B C D x10° D

"

Figura 2. ARN-dc de origen viral obtenidos de plantas de du-
razno con sintomas de moteado y mosaico amarillo
(electroforesis en gel de poliacrilamida al 6 % 2:30
hrs; 80 V; tincién con nitrato de plata). Carriles A
y D) patrén electroforético de PNRSV. Carril B)
PNRSV en mezcla con virus no identificados. Ca-
rril C) ARN-dc de hojas de durazno con sintomas
virales, probablemente infectadas con virus en bajas
concentraciones.

Figure 2. Viral ds-RNA obtained from peach trees with yellow
mottle and mosaic symptoms (electrophoresis in
6 % polyacrylamide gels, 2:30 h; 80 V; dyed with
silver nitrate). Tracks A and D) electrophoretic
pattern of PNRSV. Track B) PNRSV mixed with
unidentified viruses. Track C) RNA from peach
leaves with viral symptoms, probably infected by
virus in low concentrations.
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carriles G y H, respectivamente), que indica que la
concentracién del ARN de PNRSV pudo ser dife-

rente entre las muestras recolectadas (Sdnchez-Na-
varro et al., 1998; Dal Zotto ez al., 1999; Yuyemoto
et al., 2003).

Secuenciacién nucleotidica directa de productos
de la RT-PCR de un fragmento de la proteina
de la cdpside de PNRSV

Secuencias parciales directas y sus niimeros de ac-
ceso se obtuvieron de los productos de la RT-PCR
de PNRSYV, el tnico virus detectado de muestras
procedentes de las localidades de Ocuituco (Nume-
ro de Acceso en el Genbank EF456764, EF456765,
EF456766) y Tétela del Volcdn (Nimero de Acceso
en el Genbank EF456767, EF456768, EF456769,
EF456770) del estado de Morelos; Domingo Are-
nas (Numero de Acceso en el Genbank DQ979004),
Tepetzala (Numero de Acceso en el Genbank
DQ979005), San Martin Texmelucan (Nimero de

Figura 3.Productos de la RT-PCR obtenidos con los oligo-
nucleétidos PNRSVF-C537 y PNRSVR-H83, que
amplifican una regién conservada del ORF de la
proteina de la cdpside del PNRSV (455 pb), infec-
tando muestras de plantas de durazno cultivadas
en Ocuituco y Tetela del Volcin, Morelos. Carril
A) marcador PM 1 Kb. Carril B) muestra negativa.
Carriles C a G) muestras positivas para PNRSV. Ca-
rril H) muestra negativa. I) testigo negativo (agua).
(Electroforesis en gel de agarosa al 1.0 %).

Figure 3. RI-PCR products obtained with PNRSVF-C537
and PNRSVR-H83 oligonucleotides that amplify
a preserved capsid protein ORF region (455 pb) of
PNRSYV infecting peach plants cultivated in Ocui-
tuco and Tetela del Volcdn, Morelos. Track A) PM
1 Kb marker. Track B) negative sample. Tracks C to
G) samples positive for PNRSV. Track H) negative
sample. I) negative control (water). (Electrophoresis
in 1.0 % agarose gel).
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Direct nucleotide sequencing of RT-PCR
products of a fragment of the PNRSV
capsid protein

Direct partial sequences and their access
numbers were obtained from the RT-PCR products
of PNRSYV, the only virus detected in samples from
the localities of Ocuituco (GenBank access number
EF456764, EF456765, EF456766) and Tétela
del Volcin (GenBank access number EF456767,
EF456768, EF456769, EF456770) in the state
of Morelos; Domingo Arenas (GenBank access
number DQ979004), Tepetzala (GenBank access
number DQ979005), San Martin Texmelucan
(GenBank access number EF456771) and San
Pedro Coronango (Las Dalias) in the state of
Puebla. Comparison of the sequences obtained
from the PNRSV isolates from peach cultivated
in these regions of Mexico with those available in
the GenBank confirmed the identity of this virus,
showing a 94 % to 100 % similarity to isolates of the
same virus present in other regions of the world, at
least to the compared CP region, showing a possible
common origin (Sdnchez and Pillas, 1997; Scott ez

al., 1998).

Characterization of the viral RNA-3
component of PNRSV by cloning
and nucleotide sequencing

The complete sequences of the RIT-PCR
product of 1800 pb were obtained. Sequenced in
both directions and reconstructed, the sequences
practically included the complete RNA-3 component
of the three isolates from the state of Puebla: Las
Dalias 5 (GenBank access number FJ546090), Las
Dalias 11 (GenBank access number FJ546091) and
Tepetlaxco 5 (GenBank access number FJ546092)
(Figure 4. Panel B; tracks B, C and D).

The RNA-3 component of the Mexican PNRSV
isolates, now reconstructed, of 1950
nucleotides (nt) and contains two OFRs separated by
an non-coding inter-gene region (RI) of 75 nt. The
OFR next to the 5’ end of nt 852 codes a polypeptide
of 283 amino acids (aa) that corresponds to the ORF
of the movement protein (MP). The ORF next to
the 3’ end of nt 681 codes a 226 aa polypeptide
corresponding to the capsid protein (CP) (Figure 4,
panel A).

consists
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Acceso en el Genbank EF456771) y San Pedro Co-
ronango (Las Dalias) del estado de Puebla. La com-
paracién de las secuencias obtenidas de los aislados
de PNRSV de durazno cultivado en estas regiones
de México, con las disponibles en el GenBank, con-
firmaron la identidad de este virus por mostrar una
similitud del 94 % al 100 % con aislados del mismo
virus presentes en otras regiones del mundo, al me-
nos con la regién de la CP comparada y mostrando
quizd un origen comun (Sinchez y Péllas, 1997; Scott

etal., 1998).

Caracterizacién del componente viral ARN-3
del PNRSYV por clonacién y secuenciacién
nucleotidica

Se obtuvieron las secuencias completas del pro-
ducto de la RT-PCR de 1800 pb, que secuenciado en
ambos sentidos y recostruido, practicamente incluye
el componente ARN-3 completo, de los tres aislados
provenientes del estado de Puebla: Las Dalias 5 (Na-
mero de Acceso en el Genbank F]546090), Las Da-
lias 11 (Nimero de Acceso en el Genbank FJ546091)
y Tepetlaxco 5 (Nimero de Acceso en el Genbank
FJ546092) todas del estado de Puebla (Figura 4. Pa-
nel B; carriles B, Cy D).

El componente ARN-3 del PNRSV de los ais-
lados Mexicanos, ya recostruidos, consiste de 1950
nucleotidos (nt) y contiene dos OFR’ separados por
una region intergenica (RI) de 75 nt no codificante.
El ORF préximo al extremo 5” de 852 nt, codifica un
polipeptido de 283 aminodcidos (aa) que correspon-
de al ORF de la proteina del movimiento (MP). El
ORF préximo al extremo 3’ de 681 nt, codifica un
polipeptido de 226 aa correspondiente a la proteina
de la cdpside (CP) (Figura 4. Panel A).

Las secuencias nucleotidicas (nt) del ARN-3 de
las muestras seleccionadas y sus productos de traduc-
cién (aa) fueron comparadas con secuencias similares
disponibles en la base de datos del NCBI/GenBank
(NCBI, 2012), senalando una identidad del 98 % y
100 %, respectivamente, con variantes del PNRSV.

El andlisis filogenético, utilizando todas las se-
cuencias de PNRSV disponibles en la base de datos
disponibles en el GenBank (NCBI, 2012), revel6 que
los tres aislados de PNRSV caracterizados se agrupa-
ron dentro de los grupos PV32-1 y PE5-III, previa-
mente descritos, para MP (Figura 5) y la CP (Figu-
ra 6), mostrando poca variabilidad y alta similitud,

The nucleotide sequences (nt) of RNA-3 of
selected samples and their translation products (aa)
were compared with similar sequences available in
the database of the NCBI/GenBank (NCBI, 2012);
98 % and 100 % identity, respectively, with variants
of PNRSV was found.

The phylogenetic analysis, using all of the PNRSV
sequences available in the database of the GenBank
(NCBI, 2012), revealed that the three characterized
PNRSV isolates were grouped in groups PV32-I and
PE5-III, previously described for MP (Figure 5) and
CP (Figure 6), showing little variability and high
similarity, indicating that the PNRSV and its isolates

VP970 RNA-3
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Figura 4.A) Mapa genémico del componente RNA-3 del
Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV) mostrando
la ubicacién de los genes de la proteina del movi-
miento (MP) y de la proteina de la cipside (CP) y la
localizacién de los oligonucleétidos usados para la
rt-PCR, clonacidén y secuenciacién de los aislados de
PNRSYV. B) Electroforesis en gel de agarosa al 1 % de
los productos amplificados de las diferentes regio-
nes del componente RNA-3 de aislados del PNRSV.
Carril A) marcador PM 1 kb. Carril B) Las Dalias,
aislado 5. Carril C) Las Dalias, aislado 11. Carril D)
Tepetlaxco, aislado 5.

Figure 4.A) Genome map of the RNA-3 component of
Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV) showing
the location of the movement protein (MP) and
capsid protein (CP) genes and the location of the
oligonucleotides used for the RT-PCR, cloning and
sequencing of PNRSV isolates. B) Electrophoresis
in 1 % agarose gel of the products amplified in
different regions of the RNA-3 component of
PNRSYV isolates. Track A) PM 1 kb marker. Track B)
Las Dalias, isolate 5. Track C) Las Dalias, isolate 11.
Track D) Tepetlaxco, isolate 5.
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indicando que el PNRSV vy sus aislados encontrados
en las regiones del Estado de México, estados de Pue-
bla y Morelos, podrian tener un origen geogréfico co-
mun (Sdnchez y Pallds, 1997; Scott ez al., 1998; Sala 'y

Paduch, 2013).
El Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV) perte-

nece al género llarvirus el cual junto a Alfamovirus,
Bromovirus, Cucumovirus y Oleavirus constituyen

found in the Estado de Mexico, states of Puebla and
Morelos, may have a common geographic origin
(Sdnchez and Pallds, 1997; Scott et al., 1998; Sala and

Paduch, 2013).
Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV) belongs to

the genus Ilarvirus, which, together with Alfamovirus,
Bromovirus, Cucumovirus and Oleavirus, constitute
the Bromoviridae family (Fulton, 1985; Brunt ez
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Figura 5. Dendrograma de las secuencias del ORF de la proteina del movimiento (MP) de tres aislados mexi-
canos de PNRSV (indicados con flecha), indica una alta similitud con secuencias del mismo virus

disponibles en el Genbank (NCBI) con las que se comparé.
Figure 5. Dendrogram of the ORF sequences of the movement protein (MP) of three Mexican PNRSV isolates

(indicated with arrows), revealing high similarity to sequences of the same virus available in the

GenBank (NCBI) with which they were compared.
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la familia Bromoviridae (Fulton, 1985; Brunt ez 4/,
1996; Pallds ez al., 2012) y es uno de los patégenos
mds frecuentes en frutales de hueso, que afecta se-
veramente el crecimiento, productividad y longevi-
dad de las plantas infectadas (Pusey y Yadava, 1991;
Hammond y Crosslin, 1998; Cui ez al., 2012).

El PNRSV es transmitido principalmente por in-
jerto de material infectado a sano, que contribuyen
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al., 1996; Pallds et al., 2012) and is one of the most
frequent pathogens of stone fruits, severely affecting
growth, productivity and longevity of the infected
plants (Pusey and Yadava, 1991; Hammond and
Crosslin, 1998; Cui et al., 2012).

PNRSV is transmitted mainly by grafting
infected material onto healthy plants, contributing
to its rapid propagation and worldwide distribution,

10230
it
1113570 FA7016
°s o rspignareeTz .
28 N 9“9622307|gblAAF89729.1 |A
0 522 4i[115607177|gb|ABJ16434.1|Prunu
18 g_”:15607183|§b[ABJ18437_11Prunu
12 ;'(2 13570013]9b|AAG59838.2[AF3326
14 11156071 7910105 1164
Y 9’174626476 35.1Pruny
v 65 iz 04 /gb,AAK69831 1P
s %6255, /gb/"‘AFawg ~unus
e a0 1904 2"
SUPPN- g 91452900,
. 02 /
0/, &L g Sz, K
1o L 14, 2 PO, 1P,
& o %625, ey, 69
2 9. g 64>, /04 7,
9 9772565, Yoy 83, ry,
125,72, 9 g s
SN\ oo, g o, MHeg, S, PV96-II
= Vg s 08, VCqp. 032 iy
< e & 7, /s
2 o7 55‘)9%5/ O
° O By g Yoy, 65 S8, Ry
0, %%, o "%, O3, B,
N o %y . a2y, Yog R0s g, s
=) 0% %o, %, e % '73),7/0)04,03
® ™ % % 0-
e 2
0023
=380 %9
an R e P
288235
2838%%
N2
L8558 %
£323%
253 <c%
cal B Y
58&R g
8 &= @
-
3% 33
2 23 5
S 9 2 ©
2 § 0o

Figura 6. Dendrograma de las secuencias del ORF de la proteina de la cdpside (CP) de tres aislados mexicanos
de PNRSYV (indicados con flecha), indica una alta similitud con secuencias del mismo virus disponi-
bles en el Genbank (NCBI) con las que se comparé.

Figure 6. Dendrogram of the ORF sequences of the capsid protein (CP) of three Mexican PNRSYV isolates
(indicated with arrows), indicating high similarity to the sequences of the same virus available in the
GenBank (NCBI) with which they were compared.
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a su rdpida propagacién y amplia distribucién mun-
dial, combinado con otros virus y viroides, en frutales
de hueso y otras especies de Rosaceae (Pallds er al.,
2012; Yuyemoto, ez al., 2003; Sinchez ez al., 2005).

La deteccién de PNRSV en drboles frutales es
problemdtica porque la concentracién del virus
fluctda entre estaciones y el virus estd distribuido
irregularmente en el drbol infectado (Scott ez al.,
1989; Matic et al., 2008). La deteccién del PNRSV
con los métodos usados en este estudio fue mds
consistente con muestras recolectadas en agosto, en
madurez de frutos y previo a la cosecha. Por tanto,
es necesario considerar la deteccién de este virus a
través del tiempo y determinar su efecto en la expre-
si6n de sintomas e incluso usar métodos alternativos
de deteccién (Rosner et al., 1997).

No se conoce el origen y la distribucién del
PNRSV en las plantas de durazno cultivadas en las
zonas productoras de durazno en México y los da-
fios que causa en el ciclo productivo de este frutal.
Es posible que otros virus o viroides, que son comu-
nes en otras partes del mundo, estén infectando al
durazno cultivado en México, por lo cual es necesa-
rio identificarlos.

CONCLUSIONES

La presencia del Prunus necrotic ringspot virus se
determiné parcialmente en plantas de durazno con
danos de moteado, mosaico y anillos irregulares ama-
rillentos, cultivadas en regiones del Estado de Mé-
xico, estados de Morelos y Puebla, utilizando trans-
misién mecdnica a hospedantes indicadoras, prueba
serolégica de DAS-ELISA, hibridacién Dot-blot,
andlisis electroforético de ARN-dc y por secuencia-
cién directa de productos de la RT-PCR de un frag-
mento de 455 pb muy conservado dentro del ORF
de la proteina de la cdpside (CP) del PNRSV, que
mostré una identidad de 94 % a 100 % con otros
aislados del PNRSV distribuidos ampliamente en el
mundo.

La identidad del PNRSV se confirmé también en
tres muestras por clonacién y secuenciacién nucleoti-
dica completa del componente ARN-3, que contiene
los ORF’s de la proteina del movimiento (MP) y de
la proteina de la cdpside (CP) y por comparacién con
secuencias similares disponibles en la base de datos
del Genebank. Las secuencias nucleotidicas (an) y las
correspondientes con sus productos de traduccién
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combined with other viruses and viroids in
stone fruits and other species of Rosaceae (Pallds
et al., 2012; Yuyemoto et al., 2003; Sdnchez ez
al., 2005).

Detecting PNRSV in fruit trees is problematic
because the virus concentration fluctuates over the
seasons, and is distributed irregularly in the infected
tree (Scott et al., 1989). Detection of PNRSV with
the methods used in this study was more consistent
in samples collected in August when fruits are
ripe and before harvest. Therefore, it is necessary
to consider detection of this virus over time to
determine its effect on expression of symptoms,
and even the use alternative methods of detection
(Rosner et al., 1997).

The origin and distribution of PNRSV in peach
trees cultivated in peach-producing regions of
Mexico, and the damage it causes during the fruit-
producing cycle, are unknown. It is possible that
other viruses or viroids, common in other parts of
the world, are infecting peach trees cultivated in
Mexico, and thus their identification is important.

CONCLUSIONS

The presence of Prunus necrotic ringspot virus
in peach-growing regions of the Estado de Mexico,
statesof Morelosand Pueblawas partially determined
in peach trees that exhibited yellow mottle, mosaic
and irregular rings using mechanical transmission
to indicator hosts, DAS-ELISA serological assay,
Dot-blot hybridization, electrophoretic analysis of
ds-RNA and direct sequencing of RT-PCR products
of a well-preserved 455 pb fragment in the ORF of
the capsid protein (CP) of PNRSV, which showed
94 % to 100 % identity with other PNRSV isolates
widely distributed around the world.

Identity of PNRSV was also confirmed in
three samples by cloning and complete nucleotide
sequencing of the RNA-3 component, which
contains the ORFs of the movement protein (MP)
and the capsid protein (CP), and by comparison
with similar sequences available in the database of
the GenBank. The nucleotide sequences (an) and
those corresponding to the translation products
(aa) of the RNA-3 of PNRSV of Mexico were
98 % and 100 %, respectively, identical to those
found in peach cultivated in other parts of the
world, indicating a probable common geographic
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(aa) del componente ARN-3 del PNRSV de México
fueron 98 % y 100 %, respectivamente, idénticas a las
encontradas en durazno cultivado en otras partes del
mundo, indicando un probable origen geografico co-
mun. El andlisis filogenético, utilizando todas las se-
cuencias de PNRSV disponibles en la base de datos,
revel6 que los tres aislados de PNRSV caracterizados
se agruparon dentro de los grupos PV32-1y PE5-III,

previamente descritos.
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