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APRESENTACAO

A obra “Investigacion, tecnologia e innovacion en ciencias agricolas” aborda uma
apresentagéo de 23 capitulos em sua grande maioria internacional.

A disseminacéo de conhecimentos entre paises faz da pesquisa algo inédito para a
resolucéo de problemas.

Compreender a visdo de demais pesquisadores a nivel internacional e nacional traz
resultados das mais diversas aplicagbes a nivel de campo, com pesquisas que demostram
0 comportamento de pragas ou novas tecnologias que podem ser aplicaveis em diferentes
regides.

Nesta obra podemos relatar experiéncias na area agricola, envolvendo o uso de
novas técnicas de agricultura, bem como estudos sobre reflexos da pandemia no meio
rural.

Também apresenta ao leitor os relatos de pesquisa a nivel mundial, que traz sem
divida o que mais recente esta sendo descoberto e relatado, demonstrando ao mundo os
resultados inovadores que a pesquisa compartilha neste momento.

Espero assim, que seus conhecimentos vao além-fronteiras e se abram para novas
possibilidades através da leitura destes capitulos aqui apresentados.

Boas descobertas.

Leonardo Tullio
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RESUMEN: Durante los afos 2015 y 2016 se
observaron sintomas de enfermedades virales en
algunas localidades productoras de cucurbitaceas
en la Region Lagunera de Coahuila y Durango
en malezas, asi como en plantas de calabaza,
melon, pepino y sandia sembradas bajo
condiciones de cielo abierto y malla sombra. Con
la finalidad de detectar e identificar la presencia
de begomovirus en esa region, se colectaron
plantas de los cultivos mencionados asi como
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de malezas intercaladas y circundantes a los
predios visitados. Se realiz6 la extraccion de DNA
y se amplificd con oligonuclebtidos genéricos
degenerados para begomovirus mediante
la técnica de PCR punto final. Se analizaron
125 muestras de cucurbitdceas de interés
y 17 muestras de malezas. Los fragmentos
amplificados fueron secuenciados y analizados
mediante BLAST confirmando asi la presencia
del virus del arrugamiento de la hoja de las
cucurbitaceas (CLCrV) en meldn, sandia, pepino
y calabaza, el geminivirus de la sandia (WmGV)
en calabaza, el virus del mosaico dorado del chile
(PepGMV) en verdolaga y trompillo, y el virus del
enrollamiento de la hoja amarilla (TYLCV) en
malva.

PALABRAS CLAVE: Begomovirus,
oligonucleétidos degenerados, malezas,
cucurbitaceas.

ABSTRACT: In the 2015 and 2016 years,
symptoms of viral diseases were observed in
some production areas in Lagunera Region,
in weeds, pumpkin, cantaloupe, cucumber
and watermelon planted under open sky and
shade cloth. In order to identify the presence
of begomovirus in the states of Coahuila and
Durango, plants of above mentioned crops and
weeds were collected. The nucleic acid extraction
and PCR amplification was done with degenerate
oligonucleotides for begomovirus genius. One
hundred and twenty five samples of cucurbits
and 17 of weeds were analyzed. The amplified
fragments were sequenced and analyzed using
BLAST, confirming the presence of Cucurbit
Leaf Crumple Virus in cantaloupe, watermelon,
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cucumber and squash; watermelon geminivirus in pumpkin; pepper golden mosaic virus in
purslane and nightshade; and tomato yellow leaf curl virus in mauve.
KEYWORDS: Begomovirus, degenerate oligonucleotides, weeds, cucurbits.

INTRODUCCION

En la Regién Lagunera que comprende los estados de Coahuila y Durango,
se sembraron en el afio 2014 aproximadamente 7, 600 ha de especies de la familia
cucurbitacea entre las cuales sobresalen melén (Cucumis melo L.), calabaza (Cucurbita
pepo L.) y pepino (Cucumis sativus L.) (SIAP, 2014). Estos cultivos se ven afectados por
diversas enfermedades que son el principal factor limitante de la produccion causando
pérdidas econdémicas. La mayoria de las enfermedades transmitidas por virus, requieren de
un vector que los disemine en hospederos susceptibles ya que se les considera patdgenos
obligados (Garzon et al., 2007). El Comité Internacional de Taxonomia de Virus, ICTV (por
sus siglas en inglés) reportd la existencia de 288 especies del género begomovirus de
las cuales 8 son hospedadas en plantas cucurbitaceas (ICTV, 2015). Las enfermedades
causadas por este género de virus constituyen un serio obstaculo para los agroecosistemas
a nivel mundial, en los Gltimos afios estos virus han sido una seria amenaza para diversos
cultivos (Khan et al., 2012). El principal vector de los begomovirus es la mosquita blanca
Bemisia tabaci (Navas et al., 2011), un insecto que se alimenta del floema de las plantas
especialmente dicotiledoneas (Lugo et al., 2011).

Actualmente existen reportes de diferentes especies de begomovirus en México,
por ejemplo en los estados de Sonora en 1990 y en Sinaloa en 1992 se presento el virus
del enrollamiento foliar de la calabaza (squash leaf curl virus, SLCV), afectando a calabaza
(Morales, 2011), y el virus del arrugamiento de la hoja de las cucurbitaceas (Cucurbit Leaf
Crumple Virus, CuLCrV) en Coahuila, México (Brown et al., 2002), los sintomas que provoca
el virus CuLCrV en cucurbitaceas susceptibles son arrugamiento de las hojas, clorosis
y desordenes en el crecimiento, y el rango de cultivos hospederos es principalmente la
familia de las cucurbitdceas como la calabaza, melén, pepino, sandia pero también se ha
encontrado en frijol, Phaseolus vulgares (Hagen et al., 2008).

Si ala problematica anterior, agregamos que también se han encontrado como fuente
significativa de in6culo primario de diferentes agentes virales especies vegetales silvestres,
el problema se vuelve mas complicado de resolver. En Sinaloa se reportdé un grupo de
virus presentes en pepino espinoso (Cucumis dipsaseus), melon silvestre (Curcubita
foetedissima), pepino amargo (Momordica charantia) y tabaco silvestre (Nicotiana glauca)
(Félix et al., 2007) mientras que en el estado de Baja California Sur, Holguin et al. (2004)
encontraron como hospederos alternos del virus del mosaico dorado del chile (Pepper Golden
Mosaic Virus, PepGMYV) al toloache (Datura discolor) y la manzanita del Peru (Nicandra
physaloides). Wintermantel et al. (2009) detectaron un grupo de malezas hospederas
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del CYSDV, aun cuando este no pertenece al género begomovirus, se demuestra como
las malezas son un principal foco de propagacién de virus fitopatdbgenos, dentro de este
grupo se encontro la especie malva alcalina (Sida hederacea), Physalis wrightiiy Cucurbita
foetidissima conocida en México como calabacilla loca.

Las técnicas moleculares basadas en la amplificacion de regiones conservadas de
los componentes de los geminivirus, han permitido disefiar nuevos oligonucle6tidos que
sirven para utilizarse como método de diagnéstico en la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), que permiten la deteccion cualitativa y semicuantitativa de bajas concentraciones
de geminivirus, identificando todos los grupos de patégenos que pueden estar presentes,
incluso cuando las muestras procedan de material vegetal, por lo que el método ha permitido
la identificacion oportuna de este tipo de virus, asi como la identificacion de sus nuevas
variantes aumentando la comprension de su ecologia y epidemiologia (Martin et al., 2000;
Lugo et al., 2011).

La importancia de estos patégenos en México, y debido al papel que representan
las malezas como hospederos alternos participando en la propagacion del agente viral,
asi como la escasa informacién disponible llevaron al presente trabajo con el objetivo de
determinar la presencia de begomovirus en cultivos de la familia cucurbitacea y en malezas
intercaladas y circundantes tanto a cielo abierto como en casa sombra en la Region
Lagunera.

MATERIALES Y METODOS

Se recolect6 material vegetal de especies de cucurbitaceas en cultivos establecidos
a cielo abierto y malla sombra asi como malezas intercaladas y circundantes en varias
localidades de los estados de Coahuila y Durango, durante los ciclos agricolas de los
afios 2015 y 2016, y se analizaron las muestras en los laboratorios de Fitopatologia de la
Facultad de Agronomia de la Universidad Autbnoma de Nuevo Ledn y en Biociencia, S.A.,
éste ultimo localizado en la ciudad de Monterrey, N.L.
Muestreo

Durante los afios 2015 y 2016 se seleccionaron y se recolectaron plantas con
sintomas y sin sintomas de virosis consistentes en mosaicos, clorosis, decoloracion
intervenal, enrollamiento de hojas, deformacion de frutos y achaparramiento. El material
vegetal se identifico y fue depositado en bolsas de plastico para ser trasladadas al
laboratorio. Las colectas se realizaron en varias localidades de los municipios de Matamoros,
Coahuila; Tlahualilo y Lerdo en el estado de Durango (Cuadro 1). En total se analizaron
125 muestras de diferentes especies de la familia cucurbitacea, y 17 muestras de malezas
incluidas especies de las familias Solanaceae, Malvaceae, Cucurbitaceae, Amaranthaceae,
Asteraceae y Portulacaceae (Cuadro 2).

Investigacion, tecnologia e innovacién en ciencias agricolas 2 Capitulo 11 “



Numero de

muestras Especie Localidad Sistema de produccién
10 Calabaza Santa Ana del Pilar, Coahuila Cielo abierto
30 Melén Nueva Vista, Coahuila Cielo abierto
23 Pepino El Pilar, Coahuila Malla sombra
10 Sandia Tlahualilo, Durango Cielo abierto
10 Melon Tlahualilo, Durango Cielo abierto

Cuadro 1. Plantas Cucurbitaceas recolectadas en localidades de Coahuila y Durango en el afio 2015.

Familia Nombre cientifico Nombre comuin
Amaranthaceae Amaranthus palmeri S. Watson quelite
Asteraceae Ambrosia psilostachya DC. hierba amargosa
Asteraceae Xanthium strumarium L cadillo
Cucurbitaceae Cucurbita foetidisima H. B. K. calabacilla loca
Malvaceae Malva parviflora L malva
Malvaceae Sphaeralcea angustifolia Cav. D. Don hierba del negro
Portulacaceae Portulaca oleracea L. verdolaga
Solanaceae Solanum elaeagnifolium Cav. trompillo

Cuadro 2. Malezas recolectadas en localidades de Coahuila y Durango en el afio 2015.

Extraccion de DNA

La extraccién de DNA de las muestras se llevé a cabo de manera individual utilizando
el kit DNAzol ESM? (MRC, E.E.U.U.) siguiendo las instrucciones del fabricante con ligeras
modificaciones. Se colocaron de 100 a 200 mg de tejido fresco en un tubo de centrifuga de
1.5 ml. y se maceré el tejido con un pistilo. Se adicionaron 0.6 ml de DNAzol® ES mezclando
vigorosamente en vortex y se dejo reposando a temperatura ambiente durante 5 min. Se
adicionaron 0.6 ml de cloroformo y se volvié a mezclar en vortex. Se dejé reposar otros 5
min y se centrifuga a 12,000 X g durante 10 min.

Se transfirio el sobrenadante a un tubo nuevo y estéril mezclando por inversiéon con
0.75 volimenes de etanol frio. Se almacenaron los tubos a temperatura ambiente durante
5 min y se sedimentd el DNA precipitado en microcentrifuga a 5,000 X g por 4 min. Se
decant6 y se lavo la pastilla con 0.6 ml de una mezcla de DNAzol ES y etanol absoluto en
proporcion 1:0.75 volimenes. Se almacenaron las muestras durante 5 min a temperatura
ambiente y se centrifugd a 5,000 X g por 4 min. Se decant6 y se dejaron los tubos en
posicion invertida durante 5 min o hasta secarse.

Se resuspendié la pastilla en 25 pyL de amortiguador TE (10 mM Tris-HCI + 1 mM
EDTA) y se estimé la cantidad y calidad del DNA por espectrofotometria con un equipo Take
3"R (BioTec, E.E.U.U.). Se almacené el DNA en congelacion hasta su uso.
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Deteccion e identificacion de Begomovirus

La amplificacibn del DNA viral se realizd en volumenes de 25 pL en un
termociclador MiniCycler™ (MJ Research, E.E.U.U.) con los siguientes componentes
y concentraciones finales: 1 unidad de go-Tag DNA polimerasa (Promega, E.E.U.U.),
1X de amortiguador de PCR, 2.5 mM de MgCl,, 0.2 mM de una mezcla de los cuatro
dNTP’s, ademéas de 20 picomoles de los primers genéricos degenerados pRV324/CoPR
5"-GCCYATRTAYAGRAAGCCMAG-3"; 5'-GANGSATGHGTRCADGCCATATA-3" (Wyatt y
Brown, 1996; Zhang et al., 2008), y 2 uL del DNA. Las reacciones se efectuaron siguiendo
un programa con una temperatura inicial de 94°C durante 4 min, seguido por 35 ciclos de
94°C 60 seg, 50°C 45 seg, y 72°C 45 seg; con una temperatura de 72°C de extension final
por 6 min. La visualizacion de los productos amplificados se hizo mediante electroforesis en
geles de agarosa al 1% tefnidos con bromuro de etidio (20 yg/40 ml) después de una corrida
a 62 volts por 5 minutos seguido de 100 volts por 40 minutos. Los geles fueron observados
en un transiluminador de luz UV® (Labnet, E.E.U.U.) realizando una comparaciéon en la
talla de los fragmentos obtenidos con el marcador de peso molecular ladder-100° de
Axygen Biosciences, E.E.U.U. Los productos de amplificacién fueron enviados para su
secuenciacion a la compafia Macrogen (E.E.U.U.) y las secuencias obtenidas fueron
analizadas con el programa FintchTV y con el algoritmo BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) del National Center for Biotechnology Information (NCBI), para establecer la
identidad de las secuencias de las muestras positivas.

RESULTADOS

La extraccion de DNA utilizando el método del DNAzol ES fue exitosa en todas las
especies vegetales analizadas. La cuantificacion del DNA alcanz6 niveles significativos con
cantidades que oscilaron de 13 a 200 ng pyL' con una buena calidad al estar en el intervalo
entre 1.8-2.0 de la relacion de absorbancias a longitudes de onda 260/280 nm (datos no
mostrados).

Ciclo Agricola 2015

En la primera etapa se extrajo DNA de 24 muestras representativas, donde siete
fueron positivas a begomovirus en las que se encontraban mel6n, pepino y sandia, asi
como una especie de calabaza silvestre, obteniéndose fragmentos de aproximadamente
575 pb (Fig. 1). En una segunda etapa se trabajaron 59 muestras entre cucurbitaceas y
malezas, y se analizaron por PCR seis especies de malezas dando reaccién positiva la
calabaza silvestre, trompillo, malva y verdolaga (Fig. 2). De las especies colectadas de
malezas no hubo amplificacién para begomovirus en hierba amargosa, hierba del negro,
cadillo y quelite. Una vez secuenciados los productos de la amplificacién de los begomovirus
presentes en tejido vegetal y comparando las secuencias obtenidas con el GenBank se
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encontr6 una similitud del 98% con el virus del arrugamiento de la hoja de las cucurbitaceas
(CLCrV) correspondiendo al aislado de Arizona con clave de acceso AF256200.4 (www.
ncbi.nim.nih.gov).

También se encontraron los begomovirus del mosaico dorado del chile (PepGMV)
en verdolaga de la localidad El Pilar, Coahuila, y en trompillo de Tlahualilo, Durango, con
un 91-92% de similitud comparado con la accesion KJ634237.1; mientras que en malva se
detecto el virus del amarillamiento y enrollamiento de la hoja de tomate (TYLCV) mostrando
una similitud de 98% con la accesién KM506955.1 (Cuadro 3).

Ciclo Agricola 2016

Durante el ciclo agricola 2016, se analizaron 59 muestras de mel6n, pepino y sandia,
de las cuales 20 resultaron positivas: 10 muestras de melén y 8 de pepino colectadas
ambas en Matamoros, Coahuila; y 2 muestras de sandia de San Pedro, Coahuila (Fig. 3).
Después de secuenciar muestras representativas a cada cultivo, se encontré que todas
tenian una similitud del 97% con el virus del arrugamiento de la hoja de las cucurbitaceas
(CLCrV).

Figura 1. Amplificacion por PCR del DNA de begomovirus en cucurbitaceas usando los primers
pRV324/CoPR vy visualizados en un gel de agarosa al 1%. Carriles 1-2 calabaza, 3-4 calabaza silvestre,
5-6 melon, 7 marcador de peso molecular escalera-100 (Axygen®), 8 pepino asintomatico, 9-10 pepino
sintomatico, 11-12 sandia y 13 control positivo.

Figura 2. Amplificacion por PCR del DNA de begomovirus en malezas usando los primers pRV324/
CoPR y visualizado en un gel de agarosa al 1%. Carriles 1 trompillo, 2 verdolaga, 3 malva, 4 hierba
amargosa (colectadas en el Ej. El Pilar, Coah.), 5 trompillo, 6 hierba del negro (colectada en Tlahualilo,
Dgo.), 11 control positivo, M marcador de peso molecular escalera-100 (Axygen“®).
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Virus Hospedante Sitio de colecta

Melon Matamoros, Coahuila
Sandia Tlahualilo, Durango
CLCrv Pepino El Pilar, Coahuila
Calabacilla loca El Pilar, Coahuila
Trompillo Tlahualilo, Durango
PepGMV Verdolaga El Pilar, Coahuila
TYLCV Malva El Pilar, Coahuila

Cuadro 3. Begomovirus detectados en el ciclo agricola primavera-verano 2015 en especies de
cucurbitaceas y malezas de localidades productoras de la Region Lagunera.

Figura 3. Amplificacion por PCR del DNA de begomovirus en cucurbitaceas usando los primers prV324/

CoPR en un gel de agarosa al 1%. Carriles 1 melén Tlahualilo, Dgo., 2-6 melén Matamoros, Coah., 7-8

mel6n San Pedro, Coah., 9-10 sandia San Pedro, Coah., 11-12 calabaza San Pedro, Coah., 13 control
positivo , 14 marcador de peso molecular escalera-100 (Axygen“F).

DISCUSION

Varias muestras obtenidas a partir de tejido vegetal de cucurbitaceas y malezas
colectadas en zonas productoras de los estados de Durango y Coahuila, dieron positivas al
virus CLCrV. Estas muestras positivas fueron de sandia, melén, pepino, y calabacilla loca
(maleza) ubicada en areas circundantes a los cultivos de interés, lo anterior coincide con los
estudios realizados por Brown et al. (2002) en Arizona y Texas en E.E.U.U. y en Coahuila,
México quienes aislaron al virus de diferentes especies de cucurbitaceas incluidos los
ya mencionados en esta investigacion. Otros resultados similares fueron reportados por
Hagen et al. (2008) donde detectaron la presencia del begomovirus en melén, calabaza y
sandia en el Valle Imperial de California, E.E.U.U.

El papel de las malezas en la epidemiologia de las enfermedades causadas por
begomovirus es bien conocido porque es el puente para la transferencia de estos virus
mediante vectores a los cultivos provocando brotes todo el afo (Khan et al., 2012). En
este trabajo se logré identificar en las malezas de trompillo, verdolaga y malva tanto en
localidades del estado de Coahuila como en Durango lo cual apoya a Jones (2003) quién
reportd a la malva como reservorio de TYLCV, este Geminivirus es una amenaza a nivel
mundial para el tomate y otros cultivos agricolas (Khan et al., 2007).

La presencia de virus fue mayor en cultivos establecidos en siembras tardias, ya que
durante la colecta se observo el establecimiento de mosquita blanca, considerada principal
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vector de begomovirus (Verbeek et al., 2013), y es considera una plaga de gran impacto
econdmico que afecta a los cultivos agricolas en todo el mundo (Thompson, 2011).

Ademas del CLCrV, en el presente trabajo se identificaron a los virus PepGMV y
TYLCV, los cuales son comunes en la region pero tienen mayor ocurrencia en tomate.
También se encontr6 al virus WmGYV en plantas de calabaza, todos ellos asociados con
una alta poblacién de mosquita blanca en comparacién con la siembra temprana (datos
no mostrados), por lo que los resultados encontrados se relacionan con el establecimiento
del insecto. Los begomovirus son transmitidos por B. tabaci llegando a causar pérdidas
del rendimiento de 20 al 100% segun lo reportado por Brown y Bir (1992). B. tabaci es
considerada una de las 100 especies invasivas a nivel mundial por su capacidad de atacar a
mas de 900 plantas hospederas (McKenzie et al., 2012) por lo que se explica la distribucion
de los virus en diferentes localidades y especies de plantas.

CONCLUSIONES

Mediante la técnica de PCR punto final se detect6 la presencia de begomovirus en
muestras de plantas de la familia cucurbitacea y en malezas con y sin sintomas, en los
zonas productoras de la Regidén Lagunera durante los afios 2015 y 2016. Los begomovirus
identificados fueron el virus del arrugamiento de la hoja de las cucurbitaceas (CLCrV) en
melén, sandia, pepino y calabaza, el geminivirus de la sandia (WmGV) en calabaza, el virus
del mosaico dorado del chile (PepGMV) en verdolaga y trompillo, y el virus del enrollamiento
de la hoja amarilla (TYLCV) en malva.
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