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Resumen

Sclerotium cepivorum Berk es un hongo imperfecto, causante de la enfermedad conocida como
“pudricion blanca del ajo”, impactando negativamente en los cultivares de ajo y cebolla, entre otros
de la familia Allium. El hongo es capaz de sobrevivir en el suelo por décadas formando estructuras
de resistencia y propagacion (esclerocios). Con la finalidad de lograr a mediano plazo un control
efectivo de la enfermedad, en el grupo de trabajo nos hemos enfocado a conocer més sobre la biologia
de este hongo, y hemos detectado que, en algunos de los aislados, esta presente material genético
extracromosomal (MGE) de diferente tamafio molecular. Con el objetivo de determinar la naturaleza
de este material, se emplearon diferentes enfoques bioguimicos y moleculares para purificar e
identificar el material extracromosomal. Se identifico que el MGE es RNA de doble cadena, por su
resistencia al tratamiento con DNasa | y RNasa A. Dicho material podria provenir de un micovirus

multipartita.
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" IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION OF EXTRACROMOSOMAL
MATERIAL OF Sclerotium cepivorum BERK (MCG2) STRAIN: CAUSAL AGENT
OF GARLIC WHITE ROT”

Abstract

Sclerotium cepivorum Berk is an imperfect fungus that causes the disease known as "white rot of

garlic," negatively impacting garlic and onion cultivars, among others of the Allium family. The
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fungus can survive in the soil for decades, forming resistance and propagation structures (sclerotia).

To effectively control the disease in the medium term, the working group has focused on learning

more about the biology of this fungus, and we have detected that in some isolates, extrachromosomal

genetic material (MGE) of different molecular sizes is present. Various biochemical and molecular

approaches were used to purify and identify the extrachromosomal material. The MGE was identified

as double-stranded RNA due to its resistance to DNase | and RNase A treatment. Such material could

come from a multipartite mycovirus.

Keywords: sclerotia; micovirus; Extracromosomal Genetic Material; dSRNA

1. Introduccidn

La “pudricion blanca” es una enfermedad
devastadora, con una distribucion mundial
y se puede presentar en donde haya
cultivos del género Allium (p. ej. ajo y
cebolla) (Crowe y col., 1993). Esta
enfermedad es causada por el hongo
Sclerotium cepivorum Berk y puede
generar grandes pérdidas economicas,
ademaés de dejar el suelo inutilizable para
resembrar plantas del género Allium en los
sitios donde se haya encontrado la
enfermedad por al menos un par de
décadas (Sammour y col., 2011), esto
debido a la formacion de esclerocios;
estructuras de resistencia y propagacion
compuestas de micelio compactado,
envuelto en varias capas de células
melanizadas (Gomez-Miranda y Leal,

1981). Se ha reportado que la severidad de

la enfermedad depende de la cantidad de
esclerocios presentes en el area de cultivo:
un esclerocio por kilogramo de suelo
puede provocar un 50% en la incidencia de
la enfermedad (Crowe y Hall, 1979).

Los esclerocios germinan al momento que
detectan exudados de la raiz del ajo,
especificamente  los  derivados de
disulfuros de di-alilo rompiendo el estado
de latencia y creciendo hasta la raiz de la
planta, provocando asi el inicio de la

infeccion (Coley-Smith y col., 1990).

Se ha reportado que un posible factor de
virulencia en los hongos que atacan
plantas es la presencia de micovirus (Xie y
col., 2006).

Por definicion, el Material Genético
Extracromosomal (MGE), es todo aquel
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material genético que se encuentra fuera
del nacleo de la célula eucaridtica y no
forma parte del material cromosomal
celular (Kuttler y Sabine, 2007), este
material puede ser plasmidico o viral.
Desde el descubrimiento de los plasmidos
en sistemas bacterianos, se han encontrado
una variedad muy extensa de material
extracromosomal en distintos tipos de
células (procariontes y eucariontes),
siendo este material de diferentes
caracteristicas fisicas y composicién
(DNA o0 RNA, de cadena sencilla o doble)
(Rush y Misra, 1985).

Este no es el unico tipo de MGE que puede
encontrarse en un hongo; Day y col., en
1977  describieron en el hongo
Cryphonectria parasitica (hongo
patdgeno de los olmos), que en dicho
hongo se albergaban moléculas de RNA de

doble cadena (dsRNA).

Chu y col. (2004) identificaron un
micovirus de RNA de doble cadena
(dsRNA) en 19 de 827 aislados de
Fusarium graminearum; Xie y col.,
(2006), reportaron la “debilitacion” de
algunas cepas de Sclerotinia sclerotiorum

para atacar a su planta hospedera, tal

debilidad fue asociada a la presencia de un

micovirus de dsRNA.

Es importante mencionar que el dsRNA
extracromosomal ha sido encontrado en
diferentes clases de hongos, desde
ascomicetos, hasta  basidiomicetos.
Ademas, algunos autores confirman que
este material genético pertenece a un virus
con genoma segmentado y aunque no se
considera patégeno para el hongo (Hansen
y col., 1985; Nuss, 1992; Buck, 1998), en
algunas ocasiones puede conferir algun
fenotipo  especifico respecto a la
interaccién con su huesped (McCabe y

col., 1999).

A la fecha, no existe un patrén fenotipico
para todos los virus que infectan hongos
para asumir que juegan un papel especifico
en la biologia de su hospedero (McCabe,
1999), por lo que aun falta investigar mas

con respecto a esta clase de virus.

Se ha podido detectar la presencia de estos
micovirus analizando el patrén
electroforético de los acidos nucleicos de
los hongos, la electroforesis de campos
pulsados (CHEF), se usa para resolver
fragmentos grandes de material genético o

cromosomas. En la figura 1 se describe el
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principio basico de la electroforesis de

campos pulsantes.

Respecto a S. cepivorum, existen cepas
gue poseen MGE (Luna-Martinez y Ponce
P, 2001), y hasta la fecha existe solo un
reporte donde este material
extracromosomal fue estudiado (Reyes-
Pérez y col., 2003). En este reporte
evaluaron solo la relacion del MGE con la
virulencia de S. cepivorum, concluyendo
que la presencia de este no afecta la
capacidad infectiva del hongo, sin
embargo, no se realizé ni la purificacion ni
caracterizacion de  este  material

extracromosomal.

Aislar los
segmentos
del MGE

Como las bandas observadas del MGE son
grandes, nos propusimos separarlas por
medio de este tipo de electroforesis para

caracterizarlas.

En este trabajo, se aislo y caracterizé parte
del MGE presente en la cepa MCG2 de S.
cepivorum Berk, con la finalidad de
conocer mas sobre la biologia de este
hongo, y tratar a mediano plazo,
determinar el papel de los micovirus en la
diferenciacion de esclerocio-micelio y
viceversa, asi como en la interaccion del

hongo con su planta huésped.

Factores que considerar:

e Pulsos eléctricos
¢ Geometria de las

Zecmacs lineas de fuerza

de los campos
eléctricos
alternantes

Diechntsoomcnd  Ewhobmasdooopplod  Anooebembos sy,
b E— | B afidlind

cacoae -1-1-1] ooooon

i N T

Figura 1. Electroforesis en campos pulsantes (CHEF)
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2. Materiales y Métodos

2.1. Cepay condiciones de cultivo

La cepa MCG2 de S. cepivorum Berk, se
propagd en placas de medio Papa-
Dextrosa-Agar (PDA; Difco ®) sobre
celofan, a 18 °C, por trasplante de micelio,
permitiendo crecimiento vegetativo por

cuatro dias.

2.2. Extraccion de acidos nucleicos

2.2.1 Método con fenol-cloroformo-

isoamilico

Para extraer los acidos nucleicos totales a
partir de micelio se utilizd el protocolo
descrito por Raeder y Broda (1985), el cual
se detalla a continuacion: Micelio de 4 dias
de crecimiento, se cosecho y fue molido
con nitrégeno liquido en un mortero hasta
obtener un polvo fino. El pulverizado (0.5
mL aprox.) fue transferido a microtubos
Eppendorf de 1.5 mL y se le agregaron 0.5
mL de regulador de extraccion TENS
(Tris-HCI 200 mM pH 8.5; EDTA 25 mM,;
NaCl 250 mM; SDS 0.5 %). Se
adicionaron 30 puL de RNasa pancreética
de bovino (10 mg/mL). Se mezclo
suavemente y se incub6 a 37 °C durante 1

h con agitacion en vortex. Se adiciond un

volumen equivalente de la mezcla fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) y
se agitd vigorosamente durante 10 min. Se
centrifugd a 11,750 x g durante 30 min a
4 °C. La fase acuosa fue transferida a un
tubo nuevo y se agregé un volumen
equivalente de cloroformo (saturado con
agua), se mezclo vigorosamente durante 3
min y se centrifugd 15 min a 11750 X g.
Se recuperd la fase acuosa y se le adicion6
un volumen equivalente de isopropanol
frio, mezclando por inversion y se incubo
30 min a -20 °C. Los &cidos nucleicos
precipitados  se  recuperaron  por
centrifugacion a 11,750 x g durante 3 min.
La pastilla obtenida se lavé dos veces con
500 pL de etanol al 70 % por agitacion; se
volvié a centrifugara 11,750 x g por 5 min.
Se descarto el sobrenadante y la pastilla se
resuspendio en el menor volumen posible
de TE (Tris-HCI 10 mM pH 8, EDTA 1

mM, pH 8.0) o agua desionizada estéril.

2.2.2 Extraccion de RNA con Trizol®
Aproximadamente 0.5 g de micelio
pulverizado fueron transferidos a un tubo
Eppendorf de 1.5 mL, se mezcl6 con 1 mL

de Trizol ® Reagent (Invitrogen) y se
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siguio el protocolo descrito por el

proveedor.

2.3 Purificacion de Material Genético
Extracromosomal (MGE) a partir de
geles de agarosa

2.3.1 Electroforesis horizontal estandar
Se emplearon geles de agarosa a diferentes
concentraciones (0.6%-1.2% p/v) en TAE
1X (Tris-acetato 40 mM, 1 mM EDTA, pH
8.2-8.4) conteniendo BrEt 0.5 pg/mL. El
gel se colocdé en una camara de
electroforesis horizontal que contenia
TAE 1X. Los &cidos nucleicos de cada una
de las muestras se mezclaron (2:1) con el
regulador de carga (Colorante Naranja G
0.025%, Glicerol 30%) y se colocaron en
los pozos del gel, la electroforesis de la
muestra se llevo al cabo a diferentes
voltajes (30-80 volts) y diferentes tiempos
(desde 90 min para moléculas de bajo peso
molecular hasta 16 h para moléculas de
alto peso molecular). Como marcador de
tamaiio molecular se utilizo el DNA del
fago lambda cortado con la enzima de
restriccion Pst 1. Al término de la
electroforesis los geles se observaron en
un trans-iluminador de luz ultravioleta y la
imagen se capturo en el equipo ChemiDoc
MS (BioRad™). Una vez identificadas las

bandas del MGE, éstas fueron cortadas del
gel con ayuda de un bisturi estéril, los
fragmentos del gel fueron depositados en
tubos Eppendorf de 1.5 mL. Los &cidos
nucleicos contenidos en los fragmentos de
agarosa fueron purificados con el Kit
Zymoclean ™ Gel DNA Recovery (Zymo
Research); cuyo protocolo se siguié de
acuerdo con el fabricante. La elusion de
los acidos nucleicos se realizd con agua
tratada con DEPC (Dietilpirocarbonato;
0.001% v/v final). Los acidos nucleicos
purificados se almacenaron a -70 °C hasta

su utilizacién.

2.3.2 Electroforesis de campo eléctrico
pulsante o campo eléctrico homogéneo
de contorno limitado (CHEF, contour
clamped homogeneous electric Field)

Se utilizaron geles de agarosa de baja
electro endo osmosis (EEO) al 1% en TBE
0.5X (Tris-borato 44.5 mM, 1 mM EDTA,
pH 8.2-8.4). el gel para rellenar los pozos
se prepar6 con agarosa (LMP), en
regulador TBE 0.5X. La muestra de RNA
total se mezcl6 con agarosa de bajo punto
de fusion (LMP) para tener una
concentracion final de 0.7 % y se coloco
en el pozo del gel de EEO, hasta llenarlo y

se dejo solidificar. El gel se colocé en el
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centro de la cémara de -electroforesis
(CHEF), se lleno con regulador TBE 0.5X
el cual se mantuvo a una temperatura
constante de 10 °C. Las condiciones de
cada electroforesis dependieron de la
muestra y se mencionan en los resultados.
Al finalizar la electroforesis, el gel se
retird de la cAmara y se tifié con BrEt (0.35
ug/mL). El gel se observo y se capturd su
imagen en el equipo ChemiDoc MS
(BioRad™). Posteriormente la banda de
agarosa con el material extracromosomal
se recuperd y purifico como se describio
anteriormente.

2.4 Analisis del

Extracromosomal

Material

2.4.1 Tratamiento con RNasa A
Las muestras de &cidos nucleicos totales se
trataron como se describe en Ausubel
(2003). Brevemente, la muestra se llevo a
un volumen final de 100 pL con agua
tratada con DEPC. Se adicionaron 10 pL
de RNasa pancredtica de bovino (10
mg/mL). Se mezcld6 suavemente y se
incubd a 37 °C durante 1h con agitacion.
Se adicion6 un volumen equivalente de la
mezcla fenol-cloroformo-alcohol
(25:24:1) y se agitd

vigorosamente durante 10 min. Se

isoamilico

centrifugo a 12,000 x g durante 30 min a

4 °C. La fase acuosa fue transferida a un
tubo estéril y se agregé un volumen
equivalente de cloroformo, se mezcld
vigorosamente durante 3 min y se
centrifugo durante 15 mina 12,000X g. La
fase acuosa se recuperd y se adicioné un
volumen equivalente de isopropanol frio,
se mezclo por inversion. Se dejé a -20 °C
durante 30 min. Transcurrido este tiempo
se centrifugd a 12,000X g durante 3 min,
el sobrenadante fue eliminado por
decantacion, y la pastilla se lavé dos veces
por centrifugacion a 12,000X g por 5 min,
con etanol al 70 % despegandola por
agitacion. Se descart6 el sobrenadante por
decantacion, se dejo secar la pastilla'y, por
ultimo, se resuspendié en TE pH 8.0 o

agua desionizada estéril tratada con DEPC.

2.4.2 Tratamiento con DNasa |
Las muestras de acidos nucleicos totales se
trataron como se describe en Ausubel,
2003, el cual se describe brevemente. En
un tubo Eppendorf se realizo la siguiente
mezcla de reaccion:l pg de muestra
(MGE); 5 uL de regulador 10X
(Fermentas™); 1 puL. de DNasa I (1 U)
(Fermentas™); Agua DEPC a 50 pL. La
mezcla se incubd durante 30 min a 37 °C.

Para detener la reaccion se adicionaron 50
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uL de fenol: cloroformo: isoamilico y se
agitd en el vortex durante 3 min. Se
centrifugé a 12,000 x g por 10 min. La
muestra se precipitdé con un volumen
equivalente de isopropanol frio durante 16
h. Posteriormente, la muestra se

resuspendio en 20 puL de agua DEPC.

3. Resultados

3.1 Extraccién del MGE de la cepa
MCG2

Se extrajeron los acidos nucleicos totales
de la cepa MCG2 como se describe en
materiales y métodos (M&M), en la figura
2 se observa el DNA total (de mayor
intensidad y mayor tamafio molecular) y
otras bandas (debajo del DNA total) de

alto tamafio molecular. En el panel A la
separacion fue en agarosa al 1%, se
observan tres bandas y en el panel B en
agarosa al 0.6%, en donde se observan al
menos 4 bandas.

La separacion electroforética del RNA
total extraido (descrito en M&M) se
muestra en la figura 3 en donde se puede
observar la separacion de los RNA
ribosomales del hongo (28S y 18S) y al
menos 3 bandas de RNA de tamafo
molecular alto (entre 5.07 y 14.05 kpb), las
cuales se indican en el recuadro blanco. Se
ha descrito en la literatura que muchos
micovirus tienen su genoma segmentado,
por tal razon, nos propusimos purificar las

tres bandas que se observaron en esta cepa.

A

DNA
Total
Material &=
Genético
Extracromosomal

Figura 2. Acidos nucleicos totales de Sclerotium cepivorum Berk.

A) Electroforesis horizontal en un gel de agarosa al 1%, a 75 Volts durante 30
min. Ambos carriles pertenecen a la misma cepa (MCG2) B) Electroforesis
horizontal en gel de agarosa al 0.6%, a 45 Volts durante 5 h. Acidos nucleicos
totales de la cepa MCG2, a los costados el marcador de tamafio (A-Pstl).
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Figura 3. RNA total de la cepa MCG2. Gel de agarosa al 1% tefiido con
BrEt como se describe en M&M. M: marcador de tamafo molecular (A-Pst-1)

Con el fin de que las bandas se separaran concentracion (Figura 4), se observan
mas y poderlas purificar de manera claramente tres bandas de tamafio
individual, el MGE se sometio a molecular entre 10Kpb y 13 Kpb.

electroforesis en un gel de agarosa a menor

RNA degradado

Figura 4. Material Genético Extracromosomal (MGE) del aislado MCG2. El MGE se
extrajo con Trizol y separado por electroforesis horizontal en un gel de agarosa al 0.6%, voltaje
80v durante 3 h y tefiido con BrEt como se describe en M&M. M: marcador de tamafio

molecular (A-Pst-1) .
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Como las bandas observadas del MGE son
de gran tamafio, se separaron por medio de
electroforesis en campos pulsantes para
caracterizarlas, para lo cual, se probaron
diferentes concentraciones de agarosa,
voltaje, pulsos asignados para el cambio en
la orientacion y tiempo de corrida, se
pudieron separar mas las tres bandas,
asignandoles letras de la A, B 'y C en
funcion del tamafio observado. En la figura
5 se observan las tres bandas del MGE de
la cepa MCG2, en diferentes condiciones
de la electroforesis en campos pulsantes.
En donde podemos observar que en las
condiciones de electroforesis del panel A

se separaron mejor las bandas de interés.

A

Posteriormente se purificaron las bandas y
se cuantificaron como se describe en
M&M.

Después de cuantificar el MGE obtenido
por la separacion en el CHEF vy la
extraccion de la agarosa, determinamos
que el rendimiento obtenido no resultaba
suficiente para los analisis quimicos que se
requerian. Por lo que las bandas del MGE
se separaron Yy purificaron utilizando
electroforesis horizontal en geles de

agarosa (Figura 6). Esta estrategia resulto

mas simple y se obtuvo un mayor
rendimiento del MGE.

Figura 5. Separacion de las bandas del MGE del aislado MCG2 por CHEF-.
A: Condiciones de la electroforesis: agarosa 1%, 155 volts, 16.5 h de separacion. B:
Condiciones de electroforesis: agarosa 1%, 175 volts, 16.5 h de separacién. M: marcador
de tamafio molecular (A-Pst-1)
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M RNAt

Figura 6. Separacion de las bandas de MGE del aislado MCG2 por
electroforesis horizontal en geles de agarosa. A, B, C representan las bandas del
MGE. M: marcador de tamafio molecular (A-Pst-1). Condiciones: gel de agarosa al

0.6%, 80Volts a diferentes tiempos de separacion.

3.1 Caracterizacion del MGE del

aislado MCG2
Ya teniendo aislado el MGE, se procedi6 a
la caracterizacion de éste. Se aislaron los
acidos nucleicos totales y se trataron con
DNasa I, como se describe en M&M, el
resultado se presenta en la figura 7A, en
donde se puede observar que después del
tratamiento con la enzima DNasa I, se
elimina la banda correspondiente a DNA
gendémico (recuadro rojo) y persisten las
bandas de alto peso molecular, sugiriendo
que se trata de RNA. Posterior a la
electroforesis, las bandas se cortaron y

purificaron con ayuda del Kit de

Zimoclean ™ Gel DNA Recovery, como
se describe en M&M.

El material recuperado de las bandas del
gel de electroforesis se tratd con RNasa A,
la cual degrada RNA de cadena sencilla en
las condiciones descritas en M&M, los
resultados se observan en la figura 7B.
Como el MGE no se degrada, se descarta
que se tratara de RNA de cadena sencilla.
La unica posibilidad que queda es que se
trate de RNA de doble cadena (dsRNA)

4. Discusion

La presencia de virus en hongos fue
identificada desde 1948 en una productora

de hongos en Pensilvania (Sinden y
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DNA
gendmico

MGE

MGE

Figura 7. Efecto de la DNasa | y RNasa A sobre el MGE del aislado MCG2. A. Carril 1:
Material genético total. Carril 2: después del tratamiento con DNasa I. B. Carril 1: Material
después del tratamiento con RNasa I. M: marcador de tamafio molecular (A-Pst-1). El tratamiento
del MGE con la DNasa | y RNasa | se realiz6 como se describe en M&M.

Hauser, 1950). Desde el primer reporte de
la presencia de virus infectando a Agaricus
bisporus (Holings, 1962), la presencia de
micovirus ha crecido enormemente, entre
los que se ha reportado la presencia de
Virus de RNA de doble cadena, RNA de
cadena sencilla y de DNA de cadena
sencilla (Buck,1998). La produccion de
toxina por cepas de Saccharomyces
cerevisiae llamadas cepas Killer, se debe a
la presencia de virus de dsRNA, no siendo
exclusiva de este hongo, ya que se han
detectado en otros hongos como
Hanseniospora uvarum, Ustilago maydis y
Zygosaccharomises bailii (Park y col.,
1996).

La mayoria de las veces los micovirus
permanecen como infecciones latentes en
las cuales no hay manifestacion de ningun
sintoma, algunos micovirus producen
hipovirulencia, como en el caso de
Cryphonectria parasitica, por lo que se ha
planteado su utilizacién en control
bioldgico (Nuss, 2005, Craven y col.,
1993), el problema es que no se conoce
ningun vector de transmision, se sabe que
se trasmiten por transferencia horizontal
como anastomosis entre el micelio de dos

cepas o durante la conidiacion.

El micovirus presente en S. cepivorum es
bastante estable por lo que hemos pensado

en su utilizacion como vector de
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transformacion para introducir diversos

genes en este hongo fitopatdgeno.

La gran mayoria de los micovirus al
parecer confieren efectos minimos a su
hongo hospedero, por lo que se les podria
dar un enfoque complementario como
vectores de transformacion. Desde este
punto de vista los micovirus no
necesariamente tendrian que conferir un
efecto perjudicial a su hospedero, aunque
requeririan de una estructura gendémica
susceptible a la incorporacion de genes no
virales. Como ejemplo el virus Flexivirus
potato X, ha sido usado con éxito como un
vector para la expresion de genes de una
gama de diferentes fuentes de plantas, asi
los micovirus de sSRNA pertenecientes a
la familia Flexiviridae, BVX, BCVF vy el
SsDRYV son posibles candidatos para ser
empleados como vectores. (Smolenska y
col., 1998; Hendy y col., 1999; Kopertekh
y col., 2004; Wagner y col., 2004).

Los vectores de virus pueden ser
desarrollados por la manipulacion de
genomas Vviricos para expresar secuencias
exogenas (Pearson y col., 2009). Por ello,
para la construccion de un vector se
requiere entender la regulacion de los

genesque permiten la expresion viral,

ademas de que algunos vectores son
considerados de gran valor como
productos comerciales. (Shivprasad y col.,
1999). Hoy en dia los fitopatélogos y
micologos tienen un gran interés en los
micovirus, debido a que podrian
representar a potenciales agentes de
control bioldgico. Ademas de que, a un
nivel aplicado, estos micovirus podrian
tener un uso potencial como vectores de
expresion de genes antifingicos de
procedencia no viral y ser especialmente
empleados como biocontroladores contra
fitopatdgenos o como herramientas para
responder cuestiones bésicas sobre la
biologia de los hongos (Rodriguez y col.,
2014). Su interés también radica en que
recientemente se han descrito virus de
hongos fitopatdgenos que muestran
secuencias idénticas con virus de plantas.
Los cuales incluyen a Sclerophthora
macrospora Virus B (SmVB) (Yokoi y col.,
1999) con Luteoviridae y Sobemoviridae,
Sclerophtora macrospora Virus A (SmVA)
(Yokoi y col., 2003) con Nodaviridae y
Tombusviridae, Botrytis cinerea virus F
(BCVF) (Howitt y col., 2001), Botrytis
virus X (BVX) (Howitt y col., 2006) y
Sclerotinia sclerotiorum y su debilitacion
asociada al RNA del virus (SsDRV) con
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Flexiviridae, entre otros (Xie y col., 2006).
Sin  embargo, los micovirus son
suficientemente distintos entre si y de sus
parientes mas cercanos (virus de plantas),
y por ello se les considera como un nuevo
género, a pesar de que varios de ellos
pertenecen a familias donde predominan
los virus de plantas. Por otro lado, esta
clara relacion filogenética eleva las
posibilidades de que al menos algunos
micovirus pudieran tener su origen como
virus de plantas, usando el hongo como
vector de transmision (Sabanadzovic y col.,
2009). Sin embargo, los micovirus son
distintos porque son capaces de replicarse
dentro del hospedero (Rochon y col.,
2004).

La asociacion entre virus de hongos
fitopatdgenos y sus hospederos son
similares a las asociaciones entre plantas y
hongos endofiticos, donde la mayoria de
ellos no causan sintomas en sus
hospederos (Herrero, 2011), de aqui su

posible coevolucion.

Analizando los datos de secuenciacion de
ultima generacion de genomas de
aproximadamente 70 genomas de hongos
fitopatdgenos, se han detectado més de 60

micovirus no descritos previamente

(Marzano y col., 2016), la deteccion por
metagendmica dependera de que la cepa
secuenciada contenga el virus, nuestro
grupo analizé mas de 40 aislados de S.
cepivorum de tres estados de la region del
bajio y el 57.4% de las muestras contienen
MGE no teniendo relacion con el origen
del aislado (Luna-Martinez, 2001).

Los resultados obtenidos nos indicaron
gue posiblemente el MGE de S. cepivorum
aislado MCG2, se trata de un micovirus de
RNA de cadena doble (dsRNA) y de
naturaleza mulipartita 0 segmentado, ya
gue se observan al menos tres bandas del
MGE. Se ha reportado segun los perfiles
de dsRNA que, los virus generalmente
constan de wuna banda (para virus
monopartitas), dos bandas (bipartita) o
mas bandas gendémicas (multipartita), de
longitud completa y varias otras bandas
que corresponden a las formas
subgendmicas replicativas de los virus de
RNA (Condit y Fraenkel-Conrat, 1979;
Osman y Buck, 1990). En Sclerotinia
sclerotiorum, hongo filogenéticamente
cercano a S. cepivorum se reportaron tres
segmentos de dsRNA, dos de tamafio
similar a 9.5 kbp y un tercero de 3.6 kbp.
(Xie et al., 2011). Ademas, varias familias
de virus presentes en diferentes especies
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del género Fusarium son la mayoria,
dsRNA con genomas segmentados (de uno
a cinco segmentos de RNA) y diferentes

tamanos en kpb (Li y col., 2019).
5. Conclusiones

Las técnicas de analisis nos permitieron
identificar que el MGE identificado de la
cepa MCG2 de S. cepivorum, consiste
principalmente en dsRNA. Mediante
extraccion de este material con Trizol®,
purificacion a partir de geles de agarosa en
electroforesis de campos pulsantes, vy
tratamiento con nucleasas fue la mejor
estrategia para obtener, purificar y conocer
la naturaleza del MGE. En el perfil
electroforético de dsRNA se observaron al
menos tres bandas de RNA, (entre 5.07 y
14.05 kpb), lo que nos permite sugerir que
el virus de dsRNA es tripartita, debido a la
presencia de tres bandas de RNA. Se ha
reportado en varios hongos fitopatdgenos
y no fitopatdogenos que la presencia de
dsRNA es debido virus presentes en
hongos. Se sabe que la mayoria de estos
micovirus son dsRNA, sin embargo,
también han incrementado los reportes de
micovirus con genomas de RNA de cadena
sencilla (ssSRNA), por lo que para nosotros
era importante identificar qué tipo de

molécula es el MGE presente en S.
cepivorum. Nuestro estudio abre las
posibilidades para identificar la presencia
de otros micovirus en los aislados de S.
cepivorum en México que puedan causar 0
no hipovirulencia, lo que nos podria
proporcionar informacion atil para el
desarrollo de estos virus para el control
bioldgico de hongos fitopatdgenos o para

el desarrollo de herramientas

biotecnoldgicas.
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