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Iris yellow spot virus (IYSV): nuevo virus en el cultivo de la
cebolla en Espaiia
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INTRODUCCION

Recientemente ha sido detectada una nueva enfermedad en el cultivo de la cebolla
causada por la infeccién por un nuevo Tospovirus, el Iris yellow spot virus (IYSV). Las
plantas afectadas presentan manchas de coloracién verde-amarillenta o blanquecinas en
forma de huso en las hojas que evolucionan a una desecacién prematura, inicidndose
los dafios por los extremos y comenzando por las hojas més viejas. Asimismo, los bul-
bos presentan disminucién de calibre. La identificacién se ha llevado a cabo mediante
serologia (DAS-ELISA) de extractos de hojas de plantas con sfntomas utilizando anti-
sueros especificos contra IYSV. Los resultados obtenidos fueron verificados mediante
RT-PCR, utilizando unos cebadores especificos del gen de la nucleocdpsida del IYSV,
obteniéndose una banda de aproximadamente 790 pb. cuya identidad fue confirmada por
secuenciacion y comparacién de esta secuencia con la depositada en la base de datos del
Genbank (AB121026) encontrdndose un porcentaje de similitud del 97% entre ambas.
Segiin nuestros datos es la primera cita de este virus en nuestro pafs.
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taron en cultivos de cebolla de la provincia
de Albacete plantas que se desecaban de

En la provincia de Albacete, la introduc-
ci6n de nuevas técnicas de riego y la explo-
tacién de acuiferos subterrdneos han posibi-
litado que la superficie de regadio se haya
incrementado de forma importante en los
dltimos veinticinco afios. Los cultivos horti-
colas extensivos han mostrado una importan-
te expansion en la provincia, destacando el
cultivo de la cebolla (Allium cepa L.). La
provincia de Albacete es la mayor producto-
ra de este cultivo, con unas 4000 has culti-
vadas y 250.000 toneladas en el afio 2003.

Durante el verano del afio 2003 se detec-

forma prematura, inicidndose los dafios por
los extremos de las hojas y en las més adul-
tas; como consecuencia, las plantas queda-
ban con escasa superficie sintetizadora, y
con los bulbos apenas engrosados, de poco
calibre. En las zonas foliares que todavia no
se habian secado se observaban manchas
blanquecinas con forma de huso y manchas
con anillo.

La sintomatologia observada no se corres-
pondia con los aspectos sintomatol6gicos
observados en cebolla en afios anteriores,
donde se habia diagnosticado el virus del
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enanismo amarillo de la cebolla (Onion
yellow dwarf virus, OYDV) en la mayor
parte de las muestras analizadas y el virus
del Bronceado del tomate (Tomato spotted
wilt virus, TSWV), y del rayado amarillo del
puerro (Leek yellow stripe virus, LYSV) en
tan s6lo unas pocas muestras analizadas.

Los diagndsticos efectuados desestimaron,
as{ mismo, la asociacion de los sintomas des-
critos con algin tipo de plaga o enfermedad
causada por hongos, nematodos o bacterias.

En la bibliografia se describen dafios
similares en cebolla en otras zonas del
mundo asociados a la infeccién de un virus
perteneciente al grupo de los Tospovirus,
Familia Bunyaviridae, el Iris yellow spot
virus (IYSV).

En 1991 se describié en Estados Unidos
una nueva enfermedad en cebolla (HALL et
al., 1993) que més tarde se diagnosticé como
un aislado del IYSV. Este virus era el cau-
sante de una enfermedad potencialmente
devastadora y de amplia distribucidén en este
cultivo en la zona oeste de Estados Unidos
(GENT et al., 2004). Actualmente se conside-
ra endémico en Colorado, Washington,
Idaho, Oregén, Utah, California, Arizona,
Nevada y Nuevo México (EPPO, 2004). La
enfermedad en Israel, en 1997, era conocida
por los cultivadores de cebolla como “straw
bleaching”, debido a la decoloracién pajiza
que presentaban las hojas de las plantas
enfermas, citdndose incidencias entre el 50-
60% con importantes pérdidas en la produc-
cién de bulbos, siendo diagnosticado el
agente causal como Iris yellow spot virus
(GERA et al., 1998). En Brasil se describia
una enfermedad en este cultivo con el nom-
bre de “sapeca”, que provocaba una dismi-
nucién de la produccién de bulbos y semi-
llas, pudiendo alcanzar una incidencia del
100% (PozzER et al., 1994), pero fue algo
mads tarde cuando se asoci6 a la presencia del
IYSV (Pozzer et al., 1999). El virus fue
identificado de forma ocasional en Iris
hollandica Tub en Holanda (DERKS y LEM-
MERS, 1996) y en puerro (Allium porrum L.)
(GERA et al., 1998). La sintomatologia
observada en Iris fue asociada a la presencia

de un nuevo Tospovirus, el Iris yellow spot
virus (CORTES et al., 1998). También ha sido
detectado en los cultivos de puerro y cebolla
en Irdn (SHAHRAEEN y GHOTBI, 2003), Aus-
tralia (CouTTS et al., 2003) y Eslovenia
(EPPO, 2004).

Desde 1999, el IYSYV, esta incluido en la
lista de alerta de la Organizacién Europea y
Mediterranea para la Proteccién de las Plan-
tas (EPPO), al ser un peligro potencial para
los cultivos de iris y cebolla, dado que su
vector, Thrips tabaci (KRITZMAN et al.,
2001a; NAGATA et al., 1999) estd ampliamen-
te distribuido (EPPO, 2004) y la enfermedad
estd asociada con presencia en campo de ele-
vadas poblaciones del mismo (GERA et al.,
1997; KRITZMAN et al., 2001b). Estudios lle-
vados a cabo en Israel sefialan que un 45%
de los trips de la cebolla son portadores del
virus (KRITZMAN et al., 2001a), presentando
una eficiencia de entre el 33 y 50% en la
transmisiéon del virus (KRITZMAN et al.,
2001b). No ha sido demostrado que esta
virosis pueda ser transmitida por el trips de
las flores (Frankliniella occidentalis)
(KRITZMAN et al., 2001a). Asi como tampo-
co ha sido demostrada la transmisién a través
de la semilla (KRITZMAN et al., 2001b).

Los sintomas foliares descritos en la
bibliograffa para esta enfermedad incluyen
lesiones de color pajizo marrén claro y
secas, con forma de huso o de diamante en
cebolla (A. cepa), puerro (A. porrum) y
cebollino inglés (Allium fistulosum L). Algu-
nas lesiones tienen el centro verde, con bor-
des amarillentos o de color marrén claro;
otras lesiones aparecen como anillos concén-
tricos o alternando coloraciones de tejidos
verdes y amarillos o marrén claro (Scu-
WARTZ et al., 2003). Estas lesiones contribu-
yen a una temprana senescencia foliar (PEL-
TER, 2001), pudiendo también aparecer man-
chas en el escapo floral (SCHWARTZ et al.,
2003). La infeccién ha sido detectada en cul-
tivos de cebollas tiernas, asi como en culti-
vos de cebollas para semilla y bulbos
(Courrs, 2003). Las plantas infectadas pue-
den aparecer diseminadas o presentarse de
forma generalizada (SCHWARTZ et al., 2003).
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Los campos muy afectados presentan una
sintomatologia similar a la causada por la
podredumbre basal producida por Fusarium,
pero no se observa podredumbre de las rai-
ces ni del bulbo (PELTER, 2001).

En el cultivo de la cebolla la enfermedad
estd asociada a una reduccién general del
tamafio del bulbo (GENT et al., 2004). Su
incidencia a menudo alcanza porcentajes de
50 6 60%, produciendo elevadas pérdidas de
produccién de bulbos (KRITZMAN et al.,
2001a). Seguin OCKEY y THOMSON (1994),
plantas de cebolla infectadas son capaces de
producir bulbos de buena calidad en algunos
casos, aspecto aparentemente contradictorio
con lo expuesto anteriormente; estos autores,
sin embargo, indican que la infeccién hace
tremendamente susceptibles a las plantas a
condiciones adversas como sequia, exceso
de riego y temperaturas muy altas; bajo esas
situaciones desfavorables las porciones aére-
as de las plantas mueren y se paraliza el
engorde de los bulbos.

El presente trabajo recoge los estudios
realizados para establecer el posible agente
causal de la sintomatologia que durante el
verano del 2003 aparecio en los cultivos de
cebolla en la zona de Albacete.

MATERIAL Y METODOS

En Septiembre de ese afio se recogieron
tres plantas enteras de cebolla que presenta-
ban la sintomatologia descrita en las hojas
(Figs. 1 y 2). Dichas plantas fueron analiza-
das por técnica serolgica EL.I.S.A. (DAS-
ELISA) utilizindose extractos de hojas de
dichas plantas frente a los antisueros policlo-
nales del Onion yellow dwarf virus (OYDV),
Leek yellow stripe virus (LYSV), Cucumber
mosaic virus (CMV) (Biorad Phyto-Diag-
nostics, Marnes-La Coquette, France. Cata-
log n® 51237, 51228, 51219); Iris yellow
spot virus (IYSV) y Tomato spotted wilt
virus (TSWV) (Loewe Biochemica Sauer-
lach, Germany. Catalog. n®: 07508, 075011).
Se siguieron los protocolos indicados por las
propias casas comerciales, utilizando como
testigo negativo tejido de cebolla sana. Los

Figura 1. Plantas con manchas e inicio de
marchitamiento de hojas externas.

testigos positivos fueron suministrados asi
mismo por las propias casas comerciales.
Para confirmar los resultados obtenidos
por serologia se procedi6 a la extraccién del
ARN viral de las muestras de cebolla con
sintomas, asi como de las plantas sanas y del

Figura 2. Detalle de las manchas de color pajizo.
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testigo positivo del IYSV suministrado en
esta ocasién por DSMZ Plant Virus Collec-
tion (Braunschweig, Germany; Catalog. n°
PV-0528), utilizando el kit de extraccién
RNA Wiz (Ambion Catalog. n® 9736 ).

Con el ARN extraido se realizé una RT-
PCR en un solo paso, utilizando el enzima
SuperScript TM One-Step RT-PCR with Pla-
tinum Taq (Invitrogen Life Technologies,
Barcelona. Catalog. n® 10928-034), utilizando
los cebadores especificos IYSV-1S y IYSV-
1A, especificos del gen de la nucleocdpsida
del IYSV (Coutrts et al., 2003), la amplifica-
cién se realizé en un termociclador Gen Amp
PCR System 2400 (Perkin Elmer, Norwalk).
Los productos amplificados en la PCR fueron
separados por electroforesis en gel de agarosa
al 1,5% en TBE 0,5X durante 2 horas a 80V y
tefiidos posteriormente con bromuro de eti-
dio. El tamano del fragmento obtenido se
establecié mediante comparacion con un mar-
cador de pesos moleculares de ADN de 1-Kb
DNA (Invitrogen Life Technologies)

Para establecer si la banda obtenida se
correspondia con el IYSV, los productos
amplificados, de las diferentes muestras ana-
lizadas, fueron purificados utilizdndose el kit
de purificacién, High Pure Product Purifica-
tion (Roche Diagnostics, Mannheim, Ger-
many. Catalog. n® 1-732-676), segtin el pro-
tocolo marcado por la casa suministradora.
Los fragmentos una vez purificados fueron
secuenciados en un secuenciador automdtico
ABI-Prism y las secuencias obtenidas fueron
analizadas y comparadas con las secuencias
del IYSV que figuran en la base de datos del
NCBI Genbank.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvieron valores seroldgicos alta-
mente positivos frente al antisuero del IYSV,
siendo absolutamente negativos para los
otros virus ensayados.

Para confirmar los resultados obtenidos,
se procedid, como ya hemos descrito, a la
extraccion del ARN viral y mediante RT-
PCR se obtuvo un fragmento de 790 bp en
las extracciones procedentes de plantas de

cebolla con sintomas, no obteniéndose nin-
gun producto de amplificacién de las plantas
aparentemente sanas o del control (Fig. 3).
La secuenciacion de dicho fragmento pro-
porciond la secuencia nucleotidica que pre-
sentaba un 97% de similitud con la secuencia
contenida en el NCBI Genbank (Accesion
AB121026) que corresponde con la secuen-
cia del gen de la nucleocdpsida del IYSV.
Este resultado corrobora la deteccién del
IYSV en las muestras de cebolla analizadas.
Como ya hemos dicho anteriormente, este
virus esté incluido en la lista de alerta de la
EPPO y ésta es la primera cita de su presen-
cia en nuestro pais, aunque desconocemos su
extension. Se conoce muy poco sobre la epi-
demiologia de este virus. Segun se cita en la
bibliografia, tiene una lista de hospedantes
relativamente pequefa, estd limitado a la
familia de las Lilidceas, principalmente a
especies del género Allium, cebolla (A. cepa
L.), puerro (A. porrum L.), cebolla francesa
(A. schoenoprasum L.), cebollino inglés (A.
fistulosum ), ajo (A. sativum L.) y algunas
especies de flores similares al Iris (Iris
hollandica Tub), Lisianthus (Eustoma russe-
llianum ) (KRITZMAN et al., 2000) e Hippe-
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Figura 3. Detecci6n del IYSV por RT-PCR
Columnas 1-2 corresponden a extractos de cebollas
con sintomas, la columna 3 corresponde al control

positivo de IYSV (DSMZ PV-0528), la columna 4 es
de planta sana y la 5 el control. (M): 1Kb DNA ladder
(Invitrogen Life Technologies).
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astrum hybridum (KRITZMAN et al., 2001).
También ha sido encontrado en las plantas
silvestres Datura stramonium y Nicotiana
benthamiana (OCKEY y THOMSON, 1994).

Su vector transmisor, Thrips tabaci lo
hace especialmente peligroso, dado que es
una de las plagas mds abundantes y frecuen-
tes en el cultivo de la cebolla. En la provincia
donde se ha diagnosticado el virus, Albacete,
este insecto produce daifios directos significa-
tivos en el cultivo de la cebolla, y su control
conlleva tratamientos fitosanitarios repetidos
alo largo de toda la campafia. Por otra parte,
hay datos referentes a que el virus alcanza los
titulos mds altos en las hojas interiores de
esta planta, siendo precisamente el lugar pre-
ferido por este tisandptero. Se desconoce si
los ecotipos mediterrdneos de este insecto
serfan eficientes en la transmisién de este tos-
povirus, ya que en el caso del TSWV, otro
miembro de este grupo, no se han mostrado
capaces de dicha transmisién pero se desco-
noce cual seria la situacion para el nuevo
virus. Este punto deberia ser estudiado para
evaluar el potencial peligro de esta nueva
enfermedad, asi como la extension del virus
en los cultivos sensibles al mismo.

Dado el resultado obtenido y hasta alcan-
zar el conocimiento de la importancia que
puede haber adquirido en nuestras zonas de
cultivo de cebolla, convendria aplicar aquellas
medidas de control que han sido aconsejadas
en las zonas de cultivo de otros paises que nos
han precedido en la infeccién por este nuevo
miembro de los Tospovirus. El virus ha sido
detectado en plantas espontdneas de cebolla
que aparecen en los cultivos que se plantan a
continuacion de este cultivo (GENT et al.,
2004), de ahi la importancia de la limpieza y
destruccién de todos los restos del cultivo
anterior. En el programa IPM del estado de
Colorado también se incluyen como medidas
de control, la rotacién de cultivos y la selec-
cion de variedades de cebollas menos suscep-

ABSTRACT

tibles, llevar a cabo plantaciones con semillas
y plantas de transplante sanas, la actuacién
sobre las plantas silvestres de la parcela y de
los alrededores ya que se desconoce si pueden
existir otras plantas hospedadoras del virus
que puedan actuar de reservorios y el control
de los trips (SCHWARTZ et al., 2003).

Segiin GENT et al. (2004), estudios preli-
minares sugieren que el estrés de las plantas,
como temperatura y humedad extremas,
compactacion del suelo y patégenos del
suelo como raiz rosada, estdn asociados con
la enfermedad. Por tanto, es recomendable
mantener las plantas lo menos estresadas
posible.

CONCLUSION

De acuerdo con los resultados obtenidos
concluimos que la nueva enfermedad de la
cebolla es atribuible al Iris yellow spot virus
(IYSV), Tospovirus transmisible por Thrips
tabaci. Segtin nuestra informacion, es la pri-
mera cita de esta enfermedad en nuestro
pais. Las muestras analizadas corresponden
a la deteccién de algunas plantas con sinto-
mas, de momento no tenemos constancia de
su extensiéon pero esta enfermedad deberia
tenerse en cuenta y adoptar las medidas
necesarias dado el peligro potencial que
supone por lo extendido y abundante que
estd el vector de la enfermedad en el cultivo
de la cebolla.

AGRADECIMIENTOS

El presente estudio ha sido realizado en
colaboracion con el Grupo de Proteccién de
Cultivos del ITAP (Diputacién de Albacete) y
el Grupo de Virologia de la Universidad Poli-
técnica de Valencia dentro del Convenio que
tiene suscrito esta ultima con el M.APA.
como Laboratorio de Referencia de Virus,
Viroides y Fitoplasmas.

CORrDOBA SELLES C., L. MARTINEZ PRIEGO, R. M. MUNOZ GOMEZ, M. L. LERMA TOBA-
RRA, C. JORDA GUTIERREZ., 2005. Iris yellow spot virus (IYSV): A new virus disease in

the spanish onions. Bol. San. Veg. Plagas, 31: 425-430.



430 C.CORDOBA SELLES et al.

A new onion disease was detected recently, caused by a new Tospovirus, Iris Yellow
Spot Virus (IYSV). Diseased plants show both ringspots and whitish spindle-shaped
spots; plants also present early leaf senescence which begins in leave tops and older lea-
ves; likewise, bulbs are reduced in size. The identification was carried out by double anti-
body sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (DAS-ELISA) of leaf sap extracted
from symptomatic plants, using specific antisera against IYSV. The ELISA result was
verified with a one step reverse transcription-polymerase chain reaction assay (RT-PCR)
using primers specific to the nucleocapsid gene of IYSV. The identity of the PCR pro-
duct with an expected size of approximately 790 bp. was confirmed by sequencing and
comparison with the published IYSV sequence deposited in the Genbank database

(AB121026), where 97% similarity was found.

Key words: Diagnosis, Thrips tabaci, Allium cepa, Tospovirus RT-PCR, serology.
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