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RESUMEN

Durante los aios 2008 y 2009 se muestrearon plantas de melon (Cu-
cumis melo L.), sandia (Citrullus lanatus Thumb), calabacita (Cucur-
bita pepo L.) y pepino (Cucumis sativus L.), asi como especimenes de
mosquita blanca (Bemisia tabaci Genn.) en diferentes localidades de
los Estados de Nuevo Leon, Coahuila y Durango. Después de extraer el
ARN, las muestras se analizaron con la técnica de RT-PCR, con oligo-
nucledtidos especificos que amplifican regiones conservadas que codi-
fican para las proteinas p22, de choque térmico y la capside del virus del
amarillamiento y enanismo de las cucurbiticeas (CYSDV). Se detectd el
virus CYSDV en plantas de meldn y sandia, asi como mosquita blanca
colectada en varias localidades. Se encontraron 26 muestras positivas
al virus CYSDV de 129 plantas de la familia Cucurbitaceae en los tres
estados estudiados de la region Norte-Centro de México. Los productos
de amplificacion fueron clonados y secuenciados, y se compararon con
las secuencias disponibles en el GenBank. Las secuencias obtenidas a
partir de las muestras positivas presentaron de 96 a 100 % de similitud
con secuencias de Estados Unidos, Espaiia y otros paises.
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SUMMARY

In 2008 and 2009, samples of melon (Cucumis melo L.), watermelon
(Citrullus lanatus Thumb), pumpkin (Cucurbita pepo L.), and cucum-
ber (Cucumis sativus L.) plants, as well as specimens of white fly (Be-
misia tabaci Genn.) from different regions in the states of Nuevo Ledn,
Coahuila and Durango, México, were collected. After RNA isolation,
the samples were analyzed by RT-PCR using specific primers to ampli-
fy p22, heat shock and capsid proteins, for the cucurbit yellows stunt
disorder virus (CYSDV). CYSDV virus was detected in melon, water-
melon and white fly collected in several regions. Twenty-six samples
turned out to be positive for the CYSDV virus out of 129 Cucurbitaceae
plants in the tree states studied of the North-Central of México. The
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PCR products were cloned and sequenced, and then compared with the
available sequences of the GenBank. Sequences obtained from the posi-
tive samples had 96 to 100 % of similarity with samples from the United
States, Spain and other countries.

Index words: Cucurbitaceae, RT-PCR, CYSDV, Crinivirus.

INTRODUCCION

La familia Cucurbitaceae comprende cultivos horticolas
importantes que se siembran en varios estados de la Repu-
blica Mexicana entre los cuales destacan Coahuila y Du-
rango. Entre las enfermedades que afectan a esta familia en
México, se encuentra la ocasionada por el virus del amari-
llamiento y enanismo de las cucurbitdceas (CYSDV), que
causa bajos rendimientos y mala calidad del fruto, lo que
ocasiona pérdidas en la produccién y reduccion del valor
econdmico por la apariencia de los frutos.

El CYSDV es un miembro del género Crinivirus de la
familia Closteroviridae. El genoma de este virus esta com-
puesto por una cadena de ARN bipartita encapsulada en
una particula de filamento largo y flexible. Este virus se lo-
caliza en el floema y fue identificado por primera vez en
Arabia Saudita; posteriormente fue reportado en ciudades
del Medio Oriente y del Mediterrdneo (Sinclair y Crosby,
2002). E1 CYSDV fue introducido a Texas, Arizona y Cali-
fornia en Estados Unidos, y también esta presente en Gua-
temala (Brown et al., 2007).

Durante el afio 2006 se presentd un problema de amari-
llamiento en algunas areas de Caborca y Hermosillo en el
Estado de Sonora, en los cultivos de meldn (Cucumis melo
L.) y sandia (Citrullus lanatus Thumb.), que mostraron clo-
rosis intervenal en las hojas mas desarrolladas y del nivel
medio de la planta, en las que se comprob¢ la presencia del
virus CYSDV (Brown et al., 2007).

La técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa en
tiempo real (RT-PCR, por sus siglas en inglés) ha sido de
utilidad para amplificar los genomas virales compuestos de
ARN, mediante el uso de oligonucledtidos especificos que
amplifican genes de varias proteinas, especialmente de la
capside (Sambrook y Russell, 2001). Debido a la observa-
cion recurrente de plantas de la familia Cucurbitaceae con
sintomas similares a los descritos, en zonas productoras de
la regién Norte-Centro de México, ademas de los pocos tra-
bajos reportados a la fecha, el objetivo del presente estudio
fue detectar al virus CYSDV mediante las técnicas de RT-
PCR punto final y tiempo real, asi como secuenciacién de
ADN en muestras vegetales y en especimenes de mosquita
blanca (Bemisia tabaci Genn.) colectadas en varias locali-
dades de los estados de Nuevo Le6n, Coahuila y Durango.
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MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Durante los afios 2008 y 2009, se hicieron varios mues-
treos de plantas de melon (C. melo L.) variedades ‘Canta-
loupe’ y ‘Gota de miel’, sandia (C. lanatus Thumb), calaba-
cita (Cucurbita pepo L.) y pepino (Cucumis sativus L.) en
zonas productoras en los municipios de Cadereyta Jiménez,
Salinas Victoria, Anahuac y Marin, en el Estado de Nuevo
Leén; en Matamoros, Viesca y Benito Judrez, en el Esta-
do de Coahuila; asi como en Mapimi, Estado de Durango.
Se colectaron 129 muestras vegetales en total, en diversas
etapas fenoldgicas de la planta, todas ellas de plantas que
presentaban los sintomas caracteristicos de la enfermedad,
tales como: malformacion, amarillamiento, enanismo, de-
formacion en frutos, etc. También se colectaron especime-
nes de mosquita blanca (B. tabaci Genn.) en Matamoros,
Coahuila. Todas las muestras fueron procesadas y analiza-
das en laboratorio para su posterior interpretacion.

Extraccion de ARN

La extraccion del acido ribonucleico de las muestras
vegetales de melon, sandia, calabacita y pepino, se hizo a
partir de dpices de las plantas, con el reactivo Trizol® (Invi-
trogen®). En los especimenes de mosquita blanca se utilizo
el kit de extraccién de ARN total SV de Promega®. Ambos
procesos se hicieron conforme a las indicaciones de los fa-
bricantes.

Reacciones de RT-PCR

Para las reacciones de RT-PCR se utiliz6 como control
positivo el ARN de una muestra enferma con el CYSDV
proporcionada por la empresa Biociencia, S.A. de C.V. Se
efectu6 un protocolo de RT-PCR con los oligonucleé6tidos
que se unen a los genes que codifican para la proteina 22
(p22) y se obtuvo un producto de 567 pares de bases (pb),
MA156 5-GAAGAATTCCAGGCAAGG-3 y MAI29
5-TCACATCATCAATCCAAAAG-3’; proteina de cho-
que térmico (HSP70) con un producto esperado de 456 pb
410L 5-TTGGGCATGTGACAT-3 y 410U 5-AGAGA-
CGGTAAGTAT-3’; y capside proteica del CYSDV (CP),
CYSDVf 5-ATGGCGAGTTCGAGTGAGAATAA-3 vy
CYSDVr 5-ATTACCACAGCCACCTGGTGCTA-3" que
amplifican un fragmento de 756 pb (Célix et al., 1996; Mar-
co et al., 2003).

La sintesis de ADN complementario (ADNc) se hizo a
partir del ARN total; para esto se agregé el oligonucleoti-
do complementario, los desoxinucledtidos trifosfatados
(ANTP's) y el ARN total (virus y planta). La mezcla se in-
cub6 a 65 °C durante 5 min y se dej6 15 min en hielo, des-
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pués se agregéd amortiguador 5 X, DTT 0.1 M y la enzima
M-MLV reverso transcriptasa; por ultimo se incub6 a 25 °C
por 10 min, 37 °C durante 50 min, y se inactivo a 70 °C por
15 min. La PCR se llevé a cabo con una mezcla de reaccién
en un volumen final de 25 pL, cuyos componentes fueron:
5 puL de amortiguador de reaccién 5 X, 2 uL de dNTP’s 10
mM, 1 pL de cada oligonucledtido a 25 pmoles (antisentido
y sentido), 0.2 pL de Taqg DNA polimerasaa 5 U uL 'y 15.8
L de agua libre de nucleasas. Las reacciones de PCR con
los oligonucleotidos 410 U/410 L se hicieron con el pro-
grama 92-46-72 °C durante 30-30-30 s y 35 ciclos, y en el
caso de los oligonucleétidos MA129/MA156 se siguid el
programa 92-58-72 °C durante 30-30-30 s por 35 ciclos. En
ambos casos se dio una extension final de 10 min a 72 °C.
Los productos de las reacciones de PCR fueron separados
por electroforesis en geles de agarosa a 1.5 %, y las bandas
se observaron en un transiluminador de luz ultravioleta
marca UVP® (California, USA).

La deteccion del CYSDV en mosquita blanca se hizo por
RT-PCR tiempo-real con los oligonucleétidos CYScplF
5-GCA CGG TGA CCA AAA GAA G-3’ y CYScplR 5-
GAA CAT TCC AAA ACT GCG G-3’ que se unen al gen
de la capside, y amplifican un fragmento de 205 pb (Kuo et
al., 2007). El reactivo utilizado para este ensayo fue SYBR
Green (Applied Biosystem®). El programa térmico que se
utiliz6 fue 95 °C por 10 min, 40 ciclos de 95 °C 1 min, 63
°C 1 min, y se hizo una curva de disociacién con las tem-
peraturas siguientes: 95 °C por 15 s, 60 °C por 30 s y 95 °C
por 15 s; las cantidades finales de ADNc utilizadas fueron
de 22.5y 225 ng.

Clonacion y secuenciacion de los productos de PCR

Los fragmentos amplificados por PCR fueron clonados
en el plasmido pCR TOPO-4 (Invitrogen®) y transforma-
dos con Escherichia coli cepa DH5a. La secuenciacidn se
hizo con un kit Big Dye Terminador v3.1 en un equipo ABI
PRISM 3100 (Applied Biosystem®). Los resultados fueron
comparados con las secuencias disponibles en el banco de
genes (GenBank) del Centro Nacional de Informacién Bio-
tecnolédgica (NCBI, por sus siglas en inglés) del Instituto
Nacional de Salud (NIH, por sus siglas en inglés) de Esta-
dos Unidos.

RESULTADOS Y DISCUSION
Ocurrencia del virus CYSDV en muestras vegetales

Todas las muestras colectadas en los municipios de Cade-
reyta Jiménez y Salinas Victoria en el Estado de Nuevo Leén
resultaron negativas al virus, lo cual se puede deber a la esca-
sa presencia de mosquita blanca (vector), ala aplicacion fre-
cuente de insecticidas, o porque atin no esta presente el virus
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en esta region; en cambio se obtuvo una muestra positiva en
meldn y dos en sandia de las plantas colectadas en Andhuac,
N.L. (Figura 1, Cuadro 1). Es importante destacar que el cul-
tivo de melon en esta localidad presentaba sintomas de ama-
rillamiento y presencia de plagas y enfermedades, y tanto en
melén como en sandia se observd abundante presencia de
mosquita blanca.

Las muestras colectadas en la region de Matamoros y
Viesca, Coahuila fueron en su mayoria positivas al CYSDV
(50 y 77 %, respectivamente), confirmadas mediante RT-
PCR con oligonucledtidos que amplifican el gen de la pro-
teina p22 (Figura 2). En la localidad de Mapimi, Durango
sdlo se colectaron dos muestras de melén cv. ‘Gota de miel’

756 pb »
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y ambas fueron positivas al virus (Cuadro 1).

En general, de las 129 muestras de calabacita, melon, san-
dia y pepino recolectadas en ocho localidades de igual nu-
mero de municipios de los Estados de Nuevo Ledn, Coahui-
la y Durango durante los ciclos agricolas verano-otofo del
afio 2008 y primavera-verano del 2009, 26 muestras fueron
positivas, lo que representa 20 % de las muestras analizadas
(Cuadro 1). Unicamente en las localidades de Cadereyta Ji-
ménez, Salinas Victoria y Marin, en Nuevo Le6n asi como
Benito Judrez, Coahuila, no se detectd el virus en las mues-
tras analizadas. Se detecto la presencia del virus en el ciclo
verano-otofio del 2008, pero no en ciclo primavera-verano
del 2009. Wintermantel et al. (2009) también observaron

<756 pb

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de RT-PCR de muestras de melon y sandia colectadas
en el Estado de Nuevo Leon. Carriles 1y 2 son muestras de meldn, y carril 3 es sandia, colectadas en Anahuac,
N.L. Carriles 4y 5 son controles positivos, carril 6 control negativo, y M marcador de peso molecular de 100 pb.

Cuadro 1. Incidencia del CYSDV en cucurbitdceas colectadas en varias localidades de México durante los

ciclos verano-otofio 2008 y primavera-verano 2009.

Estado Municipio Cultivo Muestras + / Total Muestras + (%)
Nuevo Leén  Cadereyta Jiménez Calabacita 0/14 0
Melén ‘Cantaloupe’ 0/15 0
Pepino 0/8 0
Salinas Victoria Mel6n ‘Cantaloupe’ 0/15 0
Andhuac Melén ‘Cantaloupe’ 3/12 25
Sandia 2/9 22
Marin Mel6n ‘Cantaloupe’ 0/9
Sandia 0/7
Coahuila Matamoros Melén ‘Cantaloupe’ 9/18 50
Viesca Melén ‘Cantaloupe’ 10/13 77
Benito Juarez Melén ‘Cantaloupe’ 0/7 0
Durango Mapimi Mel6n ‘Gota de Miel 2/2 100
Total 26/129 20
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Figura 2. Electroforesis en geles de agarosa de los productos de RT-PCR de muestras de melon de Matamoros y Viesca,
Coahuila. Carriles 1-12 son muestras de melon, carriles 13 y 15 son controles negativos, carril 14 es control positivo, M es

marcador de peso molecular de 100 pb.

una menor incidencia del virus CYSDV en el sur de Cali-
fornia en el ciclo de primavera, comparado con una mayor
incidencia en otofo. Una posible explicacion sobre la dife-
rencia en la ocurrencia del CYSDV entre los ciclos agricolas
pueda ser atribuida a la ocurrencia del vector, la mosquita
blanca, la cual a su vez esté influenciada por las condicio-
nes climdticas y por la aplicacién de insecticidas, principal-
mente. Lo anterior fue corroborado con las detecciones del
CYSDV en especimenes de mosquita blanca recolectados
en localidades con muestras vegetales positivas al virus.

Los primeros reportes de la enfermedad causada por el
virus CYSDV en México son recientes; en el afio 2006 se
reporto su incidencia en cultivos de meldn, calabaza y pe-
pino, y en la arvense “meloncillo coyote” (Apodanthera un-
dulata A. Gray) en Caborca, Hermosillo y Guaymas, Sono-
ra; y en el afio 2007 en Guaymas, Valle del Yaqui, y la costa
de Hermosillo, Sonora (Moreno-Bedoy y Figueroa-Lopez,
2008, Coms. Pers.!). Por lo anterior, los resultados del pre-
sente estudio representan el primer reporte de la incidencia
del CYSDV en cultivos de cucurbitaceas en los Estados de
Nuevo Ledn, Coahuila y Durango, lo que evidencia la dise-
minacion del virus.

Deteccién del CYSDV en mosquita blanca

La deteccion del CYSDV en mosquita blanca mediante
PCR en tiempo-real fue satisfactoria con el kit de SYBR
Green® de Applied Biosystem; las muestras en las que se
encontrd el virus fueron colectadas en la region de Mata-
moros, Coahuila.

Con la adicién de ambas cantidades de ADNc 22.5 ngy de
225 ng se logro la deteccion del virus mediante esta técnica.

'Moreno-Bedoy A, P Figueroa-Lopez (2008) Virus del amarillamiento
y enanismo de las cucurbiticeas (CYSDV) detectado en el sur de Sono-
ra, México. Memorias del XXXV Congreso de la Sociedad Mexicana de
Fitopatologia.
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Secuenciaciéon
Las secuencias de los fragmentos de ADN de las clonas
obtenidas en el presente trabajo mostraron de 96 a 100 %
de identidad comparadas con la secuencia de Arizona, E.E.
U.U. y Espaia, reportadas en el banco de genes del NCBI.

CONCLUSIONES

Como resultado del trabajo experimental de campo y la-
boratorio, asi como las comparaciones de secuencias con
programas de computo especializado, se concluye que los
oligonucledtidos utilizados para la amplificaciéon del ADN
que codifica para las proteinas HSP70, p22 y CP fueron
efectivos en la deteccion del virus del amarillamiento y
enanismo de las cucurbiticeas por RT-PCR. Mediante la
técnica RT-PCR punto final se determin la ocurrencia del
virus CYSDV en lotes comerciales de meldn ‘Cantaloupe’,
‘Gota de miel’ y sandia colectados en los estados de Nuevo
Leo6n, Coahuila y Durango, y mediante RT-PCR en espe-
cimenes de mosquita blanca con la tecnologia del SYBR
Green®. Se obtuvo un porcentaje de identidad de 96 a 100
% entre los fragmentos amplificados de muestras obtenidas
de los municipios de Andhuac, N.L., Matamoros y Vies-
ca, Coahuila, y Mapimi, Durango, con la cepa de Arizona,
E.E.U.U.
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