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APRESENTACAO

As Ciéncias Agrarias sdo um campo de estudo multidisciplinar por exceléncia, e
um dos mais proficuos em termos de pesquisas e aprimoramento técnico. A demanda
mundial por alimentos e a crescente degradacdo ambiental impulsionam a busca
constante por solugdes sustentaveis de producédo e por medidas visando a preservacao
e recuperagao dos recursos naturais.

A obra Agrarias: Pesquisa e Inovacado nas Ciéncias que Alimentam o Mundo
compila pesquisas atuais e extremamente relevantes, apresentadas em linguagem
cientifica de facil entendimento. Na coletanea, o leitor encontrara textos que tratam dos
sistemas produtivos em seus diversos aspectos, além de estudos que exploram diferentes
perspectivas ou abordagens sobre a planta, o meio ambiente, o animal, o homem e a
sociedade no ambiente rural.

E uma obra que fornece dados, informacdes e resultados de pesquisas tanto para
pesquisadores e atuantes nas diversas areas das Ciéncias Agrarias, como para o leitor
que tenha a curiosidade de entender e expandir seus conhecimentos.

Este Volume IX traz 16 trabalhos de estudiosos de diversos paises, divididos em
dois eixos tematicos: Eficiéncia e tecnologia na producdo agricola e Meio ambiente e
produtividade agricola.

Desejo a todos uma proveitosa leitura!

Eduardo Eugénio Spers
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RESUMEN: La cafa de azlcar es uno de
los cultivos industriales mas importantes
a nivel mundial y es afectado por diversas
enfermedades virales, incluido el Sugarcane
yellow leaf virus (SCYLV). En México este virus
se ha detectado basado en sintomatologia
y °Brix; sin embargo, el diagndstico basado
en estos parametros no es concluyente. El
objetivo del estudio fue detectar la presencia
y distribucién del SCYLV en zonas caferas
del Occidente de México (Colima, Jalisco y
Nayarit) y determinar el origen filogenético de
un aislado de Colima. El trabajo se desarrollo
en el Campo Experimental Tecoman durante
2013-2014. Se aislo el RNA total a partir de
hojas colectadas y se realizaron las RT-PCR
con oligonucledtidos especificos para SCYLV.
En total se analizaron 233 muestras y la
incidencia de plantas portadoras del SCYLV
fue de 14.6%, afectando principalmente a los
hibridos CP 72-2086, Mex 69-290 y Atemex 96-
40. El andlisis BLAST mostré que la secuencia
parcial CP de Colmex-317 (512 pb) es homdloga
con secuencias de Brasil, China, India, Kenia
y USA y ademéas comparte porcentajes
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de identidad superiores a 99% con otras secuencias provenientes de varios paises. El
analisis filogenético de Colmex-317 con secuencias parciales y genomas completos del
SCYLV aislados de diversas partes del mundo reveld que el aislado mexicano pertenece al
genotipo de Brasil (BRA) y se agrupd con secuencias de Brasil, China, Kenia y Sudafrica.
Sin embargo, es necesario evaluar un mayor nimero de aislados y secuencias de mayor
longitud para determinar si el genotipo BRA es el Unico presente en México.

PALABRAS CLAVE: SCYLV. RNA. RT-PCR. Saccharum spp.

PRESENCE OF SUGARCANE YELLOW LEAF VIRUS IN SACCHARUM SPP. IN MEXICO
AND PHYLOGENY OF AN ISOLATE OF COLIMA

ABSTRACT: Sugarcane is one of the most important industrial crops worldwide and
is affected by different viral diseases, including Sugarcane yellow leaf virus (SCYLV). In
Mexico this virus has been detected based on symptomatology and °Brix; however, the
diagnosis based on these parameters is not conclusive. The objective of this work was
detect the presence and distribution of SCYLV in sugarcane crops of western Mexico
(Colima, Jalisco and Nayarit) and determine its phylogenetic origin of an isolate of Colima.
This work was developed in the Campo Experimental Tecoman during 2013-2014. The
total RNA was isolated from collected leaves and the presence of SCYLV was detected
by RT-PCR using a pair of specific primers. In total, 233 samples were analyzed and the
incidence of SCYLV in sugarcane plants was 14.6%, mainly affecting CP 72-2086, Mex 69-
290 and Atemex 96-40 hybrids. The BLAST analysis showed that the partial CP sequence
of Colmex-317 (512 bp) is homologous with sequences from Brazil, China, India, Kenya and
USA and also shares identity percentages over 99% with other sequences from several
countries. The phylogenetic analysis of Colmex-317 with partial sequences and complete
genomes of SCYLV isolated from different parts of the world revealed that the Mexican
isolate corresponds to the Brazil (BRA) genotype and formed a cluster with sequences
from Brazil, China, Kenya and South Africa. However, it is necessary to evaluate a larger
number of isolates and longer sequences to determine if the BRA genotype is the only
one present in Mexico.

KEYWORDS: SCYLV. RNA. RT-PCR. Saccharum spp.

1INTRODUCCION

Los virus ocasionan las enfermedades mas importantes en cana de azucar a nivel
mundial, causando grandes epidemias y pérdidas de enormes proporciones. Entre los
patdgenos virales de importancia econémica a nivel mundial para el cultivo de la cafa de
azUcar se encuentran el Sugarcane yellow leaf virus (SCYLV), agente causal del sindrome
de la hoja amarilla (YLS). EI SCYLV pertenece a la familia Luteoviridae, en la cual se ubican
aquellos virus que ocasionan sintomas de amarillamiento en las plantas hospederas que
infectan, incluida la cafa de aztcar (Rott et al., 2008). El sintoma caracteristico ocasionado
por el SCYLV en cana de azucar es un amarillamiento intenso en la nervadura central

de las hojas infectadas, el cual varia segun la variedad y factores ambientales (Lockhart
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y Cronjé, 2000). En variedades afectadas por SCYLV se han reportado pérdidas en
rendimiento de 40-50% (Vega et al., 1997), mientras que en plantas asintomaticas con
este mismo virus las mermas son de 10-30% (Lehrer y Komor, 2008; Lehrer et al., 2010).
Por lo anterior, este virus es considerado en los programas de mejoramiento genético
de varios paises caferos, principalmente Brasil, en los que la seleccion y eliminacion de
clones susceptibles seguido de pruebas de patogenicidad se han vuelto procedimientos
rutinarios (Gongalves et al., 2012).

ElI SCYLV fue detectado por primera vez en Hawaii en el ano de 1988 y en Brasil
en 1990 (Vega et al., 1997; Schenck et al., 2001). Este virus se ha reportado en las areas
productoras de cafa de azucar en varios paises. El SCYLV fue responsable de drasticas
pérdidas economicas en el sureste de Brasil a comienzos de 1990 y actualmente, es
el principal problema fitosanitario en los programas de mejoramiento genético de ese
pais (Goncalves et al.,, 2012). En México, los sintomas del YLS fueron observados por
primera vez en el ano de 1996 afectando a la variedad CP 72-2086 en la comunidad de
La Margarita, Oaxaca. Ese mismo afio se reportd su presencia en la misma variedad en
Chiapas, Colima y Veracruz. También se detectd en Sinaloa afectando a la variedad Mex
57-473 (Flores, 1997). Sin embargo, el diagnostico de la enfermedad realizado en México
se ha basado en sintomatologia tipica de la enfermedad asociada a YLS y °Brix del raquis
de la hoja. Lo anterior no es concluyente debido a que el amarillamiento es un sintoma
muy general de varias enfermedades y deficiencias de micro y macronutrientes, ademas
de que el patron de coloracion depende de variables como el genotipo y condiciones
ambientales (Lockhart y Cronjé, 2000). Por otra parte, los niveles del porcentaje de los
°Brix también se ven afectados (aumentando o disminuyendo) por accién de algunas
enfermedades (Vasconcelos et al., 2009; Tiwari et al., 2012), al igual que por elementos
quimicos como el potasio (K), el cual tiene una funcion clave en la sintesis de aztcares
y su translocacion en los tallos de cana de azucar, incrementando asi los niveles de Pol
y °Brix (Aucatoma et al., 2015). Por lo anterior, no resulta confiable emitir diagndsticos
basados en estos parametros. Los métodos de deteccion de SCYLV mas utilizados y
fiables estan basados en la técnica molecular de Reaccion en Cadena de la Polimerasa
con Transcriptasa Inversa (RT-PCR) y son los mas utilizados en la actualidad por los
programas de mejoramiento genético de la cana de azucar en varias partes del mundo
(Xie et al., 2009; Joomun y Dookun, 2010; Aday et al., 2014; Lin et al., 2015).

Con respecto al origen filogenético del SCYLYV, a la fecha se han determinado 10
grupos genéticos diferentes: BRA (Brasil), CHN1, CHN2, CHN3 (China), COL (Colombia),
CUB (Cuba), HAW (Hawai), IND (India), PER (Peru) y REU (Reunion) basados en el analisis

de la diversidad genética de su genoma utilizando secuencias parciales y genomas
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completos (Moonan y Mirkov, 2002; Abu Ahmad et al., 2006; ElSayed et al., 2011; Gao et
al., 2012; Wang et al., 2012; Chinnaraja et al., 2013; Lin et al., 2015). La diversidad genética
de las poblaciones del SCYLV sugieren la existencia de grandes variaciones entre los
aislados del virus, las cuales pueden afectar el grado de virulencia, transmision y gravedad
de los sintomas asociados con SCYLV. Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue
detectar la presenciay distribucion del SCYLV en zonas carieras del Occidente de México

(Colima, Jalisco y Nayarit) y determinar el origen filogenético de un aislado mexicano.

2 MATERIALES Y METODOS
21 MATERIAL VEGETAL

Se colectaron muestras foliares de diversas variedades de cana de azucar
sembradas comercialmente en los estados de Colima, Jalisco y Nayarit durante los afnos
2013-2014. Las plantas presentaron sintomatologia tipica de YLS o fueron asintomaticas.
Las muestras se envolvieron en bolsas plasticas y éstas en hieleras con refrigerantes
térmicos para trasladarlas al laboratorio de biotecnologia de plantas del Campo
Experimental Tecoman del INIFAP ubicado en el km 35 de la carretera Colima-Manzanillo

en Colima.

2.2 PURIFICACION, CUANTIFICACION Y DETERMINACION DE LA PUREZA E
INTEGRIDAD DEL RNA

Aproximadamente 200 mg de tejido foliar fueron pulverizados con nitrégeno
liquido hasta obtener un polvo fino que se depositd en tubos de 1.5 mL previamente
enfriados en N, liquido y se homogeneizaron con 500 uL de Tripure (Roche). Se siguieron
las recomendaciones del fabricante para la extraccion del RNA total. Finalmente, el RNA
obtenido fue resuspendido en agua libre de RNasa (0.01% DEPC) y almacenado a -70°C.
La cuantificacion se realizd con un espectrofotometro NanoDrop (Thermo Scientific)

utilizando 1 uL del RNA total extraido y se midieron las relaciones de A para

260/280y A230/280
determinar su pureza. La integridad del RNA fue corroborada mediante electroforesis en
gel de agarosa al 1% con buffer TAE 1X y tefiido con bromuro de etidio (BrEt) y visualizado

en un transiluminador con luz ultravioleta (UVP).

2.3 CONTROL POSITIVO Y DETECCION DEL SCYLV POR RT-PCR

La reaccion de transcripcion inversa (RT) del RNA total se realizo utilizando el kit

“Reverse Transcription System” (Promega) de acuerdo a las indicaciones del fabricante.

Agrarias: Pesquisa e Inovagéo nas Ciéncias que Alimentam o Mundo IX Capitulo 9 m



Los cDNA resultantes fueron utilizados como molde para la amplificacion por PCR con el
juego de oligonucleotidos SCYLV-F/SCYLV-R descritos por Xie et al. (2009). El volumen
final de la mezcla de reaccion fue de 25 pL, conteniendo 12.5 uL. de REDTaq® ReadyMixTM
(SIGMA-ALDRICH), 1 uM de cada oligonucleétido, 3 uL de cDNA y H,O grado molecular.
La mezcla de reaccion se incubo en un termociclador (Labnet) con el siguiente programa:
un ciclo de 50°C por 30 min 'y 94°C por 2 min; 35 ciclos de 94°C por 30 s, 56°C por 30 sy
72°C por 1min, seguido de una extension final a 72°C por 5 min. La electroforesis se realizo
en gel de agarosa al 1% con buffer TAE 1 X y fueron cargados 12.5 pL de los productos de
PCR; las muestras se corrieron con un voltaje de 120 V. Finalmente los geles se tifieron
con BrEt y se visualizaron en un transiluminador con luz UV (UVP) para el analisis de
los resultados. Con el objetivo de contar con un control positivo para la deteccion del
virus, el producto de PCR de 512 pb correspondiente a una muestra de una localidad
de Tecoman, Colima fue purificada a partir del gel de agarosa con el kit “QlAquick Gel
Extraction” (QIAGEN). El fragmento se clono con el sistema “pGEM-T Easy” (Promega) y
se transformé en células de E. coli JM109 (Promega), las cuales se hicieron competentes
previamente con CaCl, de acuerdo a Riley et al. (2008). La comprobacion del inserto
clonado en el vector se realizdo mediante PCR y analisis restrictivo. La extraccion de DNA
plasmidico de las colonias recombinantes que se utilizd como molde para la PCR se llevo
a cabo de acuerdo a Engebrecht et al. (2001), mientras que para la reaccion de digestion

se utilizaron las enzimas de restriccion EcoR | y Not |.

2.3 SECUENCIACION, EDICION Y ANALISIS DE LA SECUENCIA

El DNA plasmidico del fragmento clonado en E. coli fue secuenciado en un
secuenciador ABI PRISM 310 Genetic Analyzer en ambas direcciones por el método
de terminacion con el Big Dye (Applied Biosystems). La edicion y el ensamblado de
las secuencias “forward” y “reverse” se realizd con el programa CLC Main Workbench
7.0.3 (https://www.giagenbioinformatics.com/). Finalmente, se comparo la similitud de
las secuencias obtenidas contra las reportadas para SCYLV en la base de datos del
“National Center for Biotechnology information” (NCBI) empleando la herramienta “Basic
Local Alignment Searh Tool” (BLAST). La secuencia fue depositada en la base de datos
del NCBI.

2.4 ANALISIS FILOGENETICO

Los analisis bioinformaticos se realizaron con el software CLC Main Workbench
version 7.0.3. Se llevo a cabo el andlisis BLAST en NCBI con la secuencia del SCYLV
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denominada ColMex-317 (NCBI: KT334298.1). Se seleccionarony descargaron secuencias
completas con los mayores porcentajes de identidad con ColMex-317 y se emplearon
otras mas de la misma base de datos con distintos origenes geograficos (Cuadro 2).
Posteriormente fue utilizada la herramienta de alineamiento multiple de secuencias con
el algoritmo MUSCLE vy para la construccion del arbol filogenético se usé el método
de maxima verosimilitud y UPGMA (Edgar, 2004). Se realizé un modelo de prueba para
determinar el modelo de sustitucion de nucleodtidos mas adecuado para los datos y se
selecciono Kimura 80. El andlisis bootstrap consistié de 1,000 réplicas y se agregé como
grupo externo la region CP del PRSV (NCBI: AJ012650.1). Finalmente, el arbol filogenético

fue editado con el software TreeGraph 2.

3 RESULTADOS Y DISCUSION

El sintoma caracteristico de amarillamiento intenso en la nervadura central de
hojas de cafa de azucar, asociado con la presencia del SCYLYV, se encontrd en la mayor

parte de muestras positivas al virus (Figura 1).

Figura 1. Sintomas del sindrome de la hoja amarilla (YLS) en plantas de caiia de azticar. Se observa sintomatologia
caracteristica de amarillamiento intenso en nervaduras centrales asociados al SCYLV.

Sin embargo, algunas muestras con sintomas severos, similares a los mostrados
en la Figura 1, resultaron negativas a SCYLV por RT-PCR, coincidiendo con lo reportado
por Wang et al. (2012), quienes obtuvieron 129/634 muestras positivas al SCYLYV, de las
cuales 96 y 33 fueron de plantas sintomaticas y asintomaticas, respectivamente. Lo
anterior sugiere que la infeccion con el virus solamente tiene cierto grado de asociacion
con los sintomas de amarillamiento en campo, ya que dicho sintoma es muy general para
varias enfermedades de origen viral que afectan a plantas.

En cana de azucar, las deficiencias de micro y macronutrientes generan sintomas
de amarillamiento (McCray et al., 2006), y podrian ser similares a los causados por el

SCYLV. Ademas, el patron de coloracion también depende de variables como el genotipo y
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condiciones ambientales (Lockhart y Cronjé, 2000). Por otra parte, la deteccion temprana
del SCYLV en hibridos de Saccharum spp. es posible, mediante técnicas moleculares,
debido a que puede haber niveles detectables del virus en etapas asintomaticas
(Viswanathan et al., 2009). En este estudio los productos de RT-PCR sometidos a
electroforesis en gel de agarosa que mostraron la amplificacion de fragmentos de ~512
pb del SCYLV fueron considerados como positivos al virus (Figura 2).

Figura 2. Deteccion del Sugarcane yellow leaf virus (SCYLV) mediante RT-PCR en muestras de cafa de aztcar

procedentes de tres estados del Pacifico mexicano. C+: control positivo. C-: Control negativo. M: Marcador de
peso molecular 1 Kb plus (Invitrogen). Los nimeros corresponden a diferentes muestras positivas al virus.

C+ C- 37 60 ) 342 299

650 pb
500 pb

De las 233 muestras foliares analizadas, 34 fueron positivas al virus, lo que
representa una incidencia de 14.6%. El SCYLV se presentd en los tres estados del
Pacifico de México que abarco el presente estudio (Cuadro 1). En Colima, se detectd
afectando principalmente la variedad CP 72-2086 en el municipio de Tecoman, mientras
que, en Jalisco, el virus se detectd en Autlan, El Grullo, La Huerta, Cuautitlan y Zapotiltic,
afectando a las variedades Mex 79-431, Mex 69-290 y Colmex 95-27. Finalmente, en
Nayarit la zona de estudio comprendio los municipios de Jala, Santa Maria del Oro, Tepic
y Xalisco, donde el SCYLV se encontré afectando las variedades Mex 69-290 y CP 89-
2143. Este es el primer reporte basado en métodos moleculares para la deteccion del
SCYLV en cultivos de cafia de aziicar comerciales en México.

Cuadro 1. Relaciéon de muestras de cafa de azucar positivas al SCYLV mediante RT-PCR en la regién cafiera del
Occidente de México.

No. Muestra Estado Municipio Georeferencia Variedad
1 347 * * * Saccharum spp.
2 346 * * * Colmex 95-27
3 2 Colima Tecoman N 18°56’06.52” W 104°00’03.54” Saccharum spp.
4 37 Colima Tecoman N 18°48'33.23” W 103°50°37.89” Mex 69-290
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No. Muestra Estado Municipio Georeferencia Variedad

5 148 Colima  Tecoman N 18°52'36.24” W 103°52'1.49” CP 72-2086

6 336 Colima  Tecoman N 18°52'36.24” W 103°521.49” CP 72-2086

7 27 Colima Tecoman N 18°52'36.24” W 103°52'1.49” CP 72-2086

8 58 Colima Tecoman N 18°52'36.24” W 103°521.49” CP 72-2086

9 60 Colima  Tecoman N 18°52'36.24” W 103°52'1.49” CP 72-2086

10 318 Colima Tecoman N 18°58'27.53” W 103°51'17.04” CP 72-2086

1 325 Colima Tecoman N 18°568'27.53” W 103°51'17.04” CP 72-2086

12 380 Colima  Tecoman N 18°568'27.53” W 103°51'17.04” CP 72-2086

13 409 Colima Tecoman N 18°58'27.53” W 103°51'17.04” CP 72-2086

14 312 Colima  Tecoman * Saccharum spp.
15 317 Colima Tecoman N 18°58'27.53” W 103°51'17.04” CP 72-2086

16 376 Colima  qo0oman N 18°58.455' W 103°51.285 CP72-2086
7401 Colima  o0,m4an N 18°5747.88" W 103°50'15.24” Saccharum spp.
18 405 Colima  rocoman N 18°57'47.88" W 103°50'15.24” Saccharum spp.
19 123 Jalisco  Zapotiltic N 19°38'42.58” W 103°24'31” Atemex 9640
20 138 Jalisco  Zapotiltic N 19°3842.58” W 103°24'31” Atemex 9640
21 340  Jalisco LaHuerta N 19°3107.39” W 104°32'11.61” Atemex 96-40
22 342 Jalisco  Cuautitlan N 19°26'49.58” W 104°24'10.45” Saccharum spp.
23 344  Jalisco Cuautitlan N 19°26'54.74” W 104°23'40.70” Mex 79-431

24 349  Jalisco ElGrullo N 19°47°44.20” W 104°13'38.63” Atemex 96-40
25 248 Jalisco  Zapotiltic N 19°38'42.58” W 103°24'31” Atemex 9640
26 281 Jalisco * * Atemex 96-40
27 348  Jalisco  p 4jan * Mex 69-290

28 217 Nayarit Jala N 21°05°08.59 W 104°25'56.82” Mex 69-290

29 299  Nayarit gar‘gta Maria del  \ 51000038 W 104° 34'551” Mex 69-290

30 169 Nayarit  Xalisco N 21° 27°501” W 104° 53'11.4” Saccharum spp.
31 176 Nayarit Tepic N 21° 27'17.7” W 104° 49'09.2" Saccharum spp.
32 191 Nayarit gelzgta Marfa del N 21° 15'33.4" W 104° 29'54.3" Saccharum spp.
33 192 Nayarit g?gta Maria del N 21° 15'33.4” W 104° 29'54.3" Saccharum spp.
34 306 Nayarit * N

CP 89-2143

*Ausencia de informacion

En Cuba se determind la distribucion del SCYLV en diferentes provincias. Se

analizaron 525 muestras de 35 zonas (348 ha), el virus se detectd por inmunoimpresion

de tejidos y RT-PCR; en la mayoria de las zonas muestreadas fue alta la incidencia de

sintomas asociados a esta enfermedad (82.29%) (Aday et al. 2014). En China, Gao et

al. (2012), evaluaron la distribucion del virus en las principales provincias de ese pais

sembradas con cafa de azucar en 22 hibridos de Saccharum spp. que mostraron sintomas
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de YLS utilizando técnicas moleculares (RT-PCR, qRT-PCR) y seroldgicas (TBIA y DAC-
ELISA). De las 22 muestras analizadas 19 fueron positivas al virus por RT-PCR, TBIA
y/o DAC-ELISA, mientras que con la técnica de gRT-PCR todas las muestras resultaron
positivas, lo que demuestra la elevada sensibilidad de la gqRT-PCR en comparacion con
la RT-PCR y técnicas serologicas para detectar patdégenos. En otro estudio Wang et al.
(2012) analizaron muestras de cafa de azucar de la parte sur de China para detectar
presencia del SCYLV. Los productos esperados de 1.3 kb fueron amplificados en 129/634
(20.3%) individuos por RT-PCR y el virus estuvo presente en 6 provincias. Finalmente,
también en China, se analizaron 332 muestras foliares para detectar al virus por RT-PCRy
se observé una incidencia de 24 -38%, dependiendo del area geografica (Lin et al., 2015).
Estos trabajos evidencian que el SCYLV se ha detectado principalmente por técnicas
moleculares, no solamente en China y Cuba como se describio, sino en diversos paises
del mundo como Argentina, Brasil, India y Kenia (Scagliusi et al., 2009; Filippone et al.,
2010; Lin et al., 2015; Amata et al., 2016). La amplia distribucion del SCYLV en distintas
zonas canferas del planeta se puede deber a la forma de reproduccion de la cafna de
azucar por semilla estaca, donde el traslado de germoplasma entre las regiones caneras
de un pais a otro, en algunas ocasiones se da de manera descontrolada, transportando
la carga patogénica a otras regiones. También la presencia de afidos vectores constituye
otro importante factor para la dispersion de este virus (Figueredo et al., 2004).

En relacion con el origen filogenético del aislado mexicano, la secuencia
ColMex-317 fue depositada en la base de datos de NCBI con el registro KT334298. Se
determind que la secuencia de 512 pb corresponde a una region parcial del gen de la
proteina de la capside (CP) del SCYLV codificada por el ORF3. El andlisis BLAST indico
que la secuencia ColMex-317 de 512 pb es homdloga (100% de identidad) con secuencias
reportadas de Brasil, China, India, Kenia y USA, y comparte un elevado porcentaje de
identidad con otras secuencias de diversos origenes geograficos. Los resultados del
analisis filogenético realizado con el fragmento ColMex-317 y otras secuencias del SCYLV
(Cuadro 2) con las que comparte 96.29-100% de identidad se muestran en la Figura 3. Se
observa la formacion de cinco grupos, en los que se distinguen siete de los diez genotipos
reportados para SCYLV: HAW, PER, BRA, REU, COL, CHN1y CHN2 (Moonan y Mirkov,
2002; Abu Ahmad et al., 2006; ElSayed et al., 2011; Gao et al., 2012; Wang et al., 2012;
Chinnaraja et al., 2013; Lin et al., 2015). No se consideraron secuencias de Cuba, India
y CHNS. ElSayed et al. (2011) reportaron la formacion de tres grupos principales: BRA,
HAW-PER y REU utilizando diversos arboles filogenéticos construidos con fragmentos de

distintas longitudes y genomas completos.
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Cuadro 2. Secuencias parciales y completas de los ORF y genomas completos del SCYLV obtenidas de la base
de datos de NCBI y utilizadas en este estudio para el analisis filogenético. Se incluye la secuencia CP del PRSV

como grupo externo.

Tamaiio
Nombre del . Origen Acceso de ..
aislado Hibrido geografico NCBI fragmento Porcion del genoma
(pb)
Ausi VMC71-238  Australia AJ4912551 672 ORF.5’ ORF3y ORF4
parciales
BRA1 fg;c"a' um - prasi AJ5827721 5% ORF3y ORF4 parciales
BRA-YL1 SP71-6163 Brasil AMO0727501 5,612 Genoma completo
Braz SP77-5181  Brasil AJ4912571 672 ORFS, ORF3 y ORF4
parciales
chni CP93-1309  China GU3277351 5,803 Genoma completo
ORF1, ORF2 y ORF5
) g . parciales
CHN-FJ4 FNO02-3924 China JQ2662261 2,915 ORF3y ORF4
completos
ORF1, ORF2y ORF5
) ) . parciales
CHN-GD3 YT86-368 China JQ2662281 2,876 ORF3y ORF4
completos
CHN-GD-GZ10-1 CP93-1634  China HQ2453241 1,284 ORF3y ORF4
completos
CHN-GD-GZ10-3 CP93-1634  China HQ245326.1 1,284 ORF3y ORF4
completos
CHN-GD-zC1 ~ Saceharum g HQo4saogy 284 ORFSyORF4
spp. completos
CHN-GD-zJt-2 ~ Saceharum oo HQ24s3301 284 ORFSyOFR4
spp. completos
ColMex-317 CP72-2086 MeXico, KT3342981 512 ORF3 parcial
Colima
Haw1 H78-3606 USA, Hawai AJ4912611 672 ORF.S’ ORF3y ORF4
parciales
Haw2 H87-4094 USA, Hawai AJ4912621 672 ORF.5’ ORF3y ORF4
parciales
J55/487 f;;"har UM Kenia, Kilifi  KR608794.1 996 ORF3 completo
Kampala fg;Cha' UM Kenia, Kilifi ~KR6087931 996 ORF3 completo
Maur1 M1658-78 Mauricio AJ4912631 672 ORF.S’ ORF3y ORF4
parciales
Maur2 M2350-79 Mauricio AJ4912641 672 ORF.S’ ORF3y ORF4
parciales
PER-YL1a H50-7209 Peru AMO0727521 5,612 Genoma completo
PER-YL1b H50-7209 Peru AMO0727531 5,612 Genoma completo
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Tamaio

Nombre del Hibrido Origen Acceso de Porcion del genoma
aislado geografico NCBI fragmento 9
(pb)

Reun2 R85-1102 Reunién AJ4912661 672 ORF.S’ ORF3y ORF4
parciales

REU-YL1a R570 Reunién AMO727541 5,612 Genoma completo

SAT1 N30 Suddfrica  AJ4912671 672 ORFS, ORF3y ORF4
parciales
ORF1, ORF2 y ORF5

: E ) parciales

SCYLV-C4 CC84-75 Colombia AF3699291 2,832 ORF3 y ORF4
completos

ChT-11 NA México AJ0126501 924 Gen CP del PRSV

En otro estudio Chinnaraja et al. (2013) obtuvieron agrupaciones similares, ademas

de otros clusteres correspondientes a otros genotipos reportados para SCYLV. En este

estudio se obtuvo la misma tendencia de formacién de tres clusteres principales antes

mencionados, ademas de otros dos grupos donde se ubicaron el aislado de Colombia y

en otro grupo secuencias de origen chino (Figura 3).

Figura 3. Arbol filogenético basado en el método UPGMA y maxima verosimilitud utilizando secuencias
parciales y genomas completos del SCYLV. Se utilizd como grupo externo la secuencia CP del PRSV (Papaya
ringspot virus) y se realizd analisis bootstrap con 1000 réplicas. Con un asterisco se resalta el aislado mexicano de
este estudio. Genotipos HAW-PER: Hawai-Peru, BRA: Brasil, REU: Reunién, COL: Colombia y CHN: China.
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Las variaciones genéticas entre los alineamientos de las secuencias que
conformaron el arbol filogenético fueron de 0-18 nucledtidos, siendo las mas diversas
las secuencias de los genotipos CHN1y CHNZ2, las cuales compartieron con la secuencia
ColMex317 (KT334298.1) porcentajes de identidad de 96.29, 96.68 y 98.63% para CHN1
(HQ245326.1), CHN1 (GU327735.1) y CHN2 (HQ245324.1), respectivamente. El resto de
las secuencias tuvieron porcentajes de identidad elevados con ColMex317, superiores
al 99%. La secuencia de origen mexicano se agrupo con secuencias de Brasil, China,
Kenia y Sudafrica, por lo que probablemente su origen sea brasilefio debido a que todas
las secuencias de este grupo corresponden al genotipo BRA, sin embargo, es necesario
analizar un mayor numero de secuencias y de mayor longitud nucleotidica.

Varios autores han reportado un grupo exclusivo para cepas de Reunion
(genotipo REU) (Wang et al., 2012; Chinnaraja et al. 2013; Amata et al., 2016; EISayed et
al., 2018). En este estudio secuencias de Reunidon y Mauricio fueron agrupadas en un
cluster, donde los dos aislamientos REU que resultaron homdélogos entre si compartieron
99.41y 99.61% de identidad con dos secuencias de Mauricio: AJ491264.1y AJ4912631,
respectivamente. Sin embargo, dada la poca variabilidad genética y la cercania
geografica de estas dos islas (Reunion y Mauricio) podria tratarse del mismo genotipo
REU. La mayor cantidad de secuencias que considerd este trabajo correspondieron
al genotipo BRA del SCYLYV, que es el mas abundante segun se observa en reportes
previos (Wang et al., 2012; Chinnaraja et al. 2013; Amata et al., 2016).

En China el analisis filogenético de 141 secuencias procedentes de diversas
partes de ese pais y el mundo mostré que todos los aislados de SCYLV se agruparon en
8 genotipos, de estos, 107 aislados de China se clasificaron en tres genotipos (BRA, HAW,
CHNS), donde el genotipo BRA fue el mas prevaleciente y fue detectado en todas las
zonas muestreadas (102/107) (Lin et al., 2015). En Mauricio, Africa, se identificd al SCYLV
y se determinaron sus variantes genéticas. El genotipo REU se detectod en 10 variedades,
mientras que otras 4 presentaron la variante genética BRA-PER. Fue detectada una
infeccion mixta de los genotipos CUB y REU en la variedad Co6304, mientras que la
Q88 estuvo coinfectada por genotipos BRA-PER y REU (Joomun y Dookun, 2010).
En estos trabajos se utilizaron oligonucleétidos especificos para discriminar entre
variantes genéticas de los aislamientos del SCYLV; sin embargo, en este estudio no se
utilizaron estos iniciadores para ese fin. Por lo anterior, hace falta realizar estudios con
los oligonucledtidos utilizados en los trabajos descritos anteriormente para determinar
las variantes genéticas presentes en nuestro pais, tomando en cuenta aislamientos
provenientes de las regiones careras del sureste de México, que es en donde se concentra

la zona cafera mas importante. Los resultados de este estudio ayudan a comprender la
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distribucion de este virus en cultivos de cafna de azlcar y dan una primera aproximacion
del origen filogenético del SCYLV aislado de México.

4 CONCLUSIONES

En los estados de Colima, Jalisco y Nayarit se detecto la presencia del SCYLYV,
agente causal del sindrome de la hoja amarilla en las principales zonas careras de varios
municipios. Este virus se encuentra ampliamente distribuido en las zonas caferas del
Occidente de México, probablemente por la propagacion por semilla estaca infectada y
presencia de afidos vectores. El andlisis filogenético donde se incluyé el aislado mexicano
indico que el virus tiene un origen brasilefio y corresponde al genotipo BRA debido a que
se agrupo con tres aislados de ese pais, entre otros mas de diversos origenes geograficos.
En futuros trabajos sobre el SCYLV en México se deben utilizar regiones nucleotidicas
de mayor longitud o teniendo en cuenta que el genoma de este virus es relativamente
pequeio (5,800 nucledtidos aproximadamente) se pueden emplear genomas completos

para obtener mas informacion de su variabilidad genética.
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