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PREFACIO

El presente trabajo de graduacién forma parte de un proyecto en conjunto con el
Laboratorio de Proteccion Vegetal del Centro de Estudios Agricolas y Alimentarios
(CEAA) de la Universidad del Valle de Guatemala. Este emplea técnicas moleculares como
extraccion de ARN y cuantificacion por RT-qPCR para desarrollar una técnica de deteccion
rapida y especifica de virus fitopatdgenos en cultivos de relevancia comercial en
Guatemala.

Esta investigacion es la culminacion de cinco afios de adquisicion de conocimientos
para mi desarrollo profesional, la cual me permitié poner en practica lo aprendido y
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desarrollo de la investigacion, su apoyo me gui6 a ser un mejor profesional. Gracias por
todas las experiencias y ensefianzas, por las risas y las historias compartidas en el
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RESUMEN

El Cucurbit yellow stunting disorder virus (CYSDV por sus siglas en inglés), o el virus
del trastorno del retraso del crecimiento amarillo de las cucurbitaceas, es un patégeno
transmitido por el vector Bemisia tabaci que afecta a cultivos de melon, sandia y pepino a
nivel mundial. Este es de rapida diseminacion, y al ser uno de los principales virus
patogenos de las cucurbitaceas, requiere de métodos de deteccion rapidos que permitan
identificar al virus y tomar medidas preventivas y de control para evitar pérdidas
comerciales y econdémicas. El presente estudio consistio en el desarrollo de una prueba de
diagndstico rapido mediante la reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real con
transcripcion reversa (RT-gPCR) de tipo TagMan® para identificar la presencia del
CYSDV en cultivos nacionales, y realizar el monitoreo de este. Se disefiaron y validaron
los cebadores y la sonda necesarios para detectar el gen asociado a la proteina de la capside
del virus, y se optimizd tanto la temperatura de anillamiento de la prueba, como la
concentracion de reactivos a emplear. Se establecio la prueba de deteccién del CYSDV,
cuya validacion presentd una eficiencia de entre 97.62 y 99.45%, asi como un limite de
cuantificacion de 4.27x10°ng. Del monitoreo del virus se demostrd que el 92.16% de las
muestras analizadas fueron positivas para el CYSDV, las cuales representan a los
departamentos productores de cucurbitas, en las regiones central, nororiente, suroriente y
suroccidente de Guatemala. Con la prueba establecida, es posible realizar monitoreos
constantes del virus en el pais para tomar medidas preventivas, con las cuales se minimicen
los efectos adversos del vector y se recupere la productividad agricola al reducir la pérdida
de cultivos afectados por el virus.



.  INTRODUCCION

En Guatemala, el sector agricola es de importancia en la economia nacional, ya que es
uno de los pilares de esta al generar empleos e ingresos por ventas a nivel local como por
exportaciones. Entre los cultivos de exportacion y consumo local frecuentes se encuentra
la familia de las cucurbitaceas. Estas abarcan cultivos como sandia, meldn, pepino,
calabaza, ayote, entre otros, los cuales forman parte de la dieta basica de los guatemaltecos.
A nivel de exportaciones de cucurbiticeas, Guatemala forma parte de las naciones lideres,
donde la sandia y el meldn son parte de los principales frutos de exportacion (MINECO,
2018).

Las cucurbitaceas al cultivarse son propensas a padecer enfermedades de diverso
origen, a causa de microorganismos patdégenos como lo son las bacterias, virus y hongos.
Estas infecciones causan la pérdida de nutrientes, una mala calidad del fruto, y la muerte
del cultivo, por lo que el efecto de estos patdgenos en las especies vegetales resulta en

pérdidas econdémicas importantes para los agricultores.

Entre las enfermedades que afectan a los cultivos de cucurbitaceas, se cuenta con el
Cucurbit yellow stunting disorder virus (CYSDV), el cual es un patdgeno que causa el
trastorno del retraso en el crecimiento y un amarillamiento de las cucurbitaceas, reportando
una sintomatologia casi indistinguible de otros virus del género Crinivirus. Este virus ha
sido reportado en Asia, Africa, Norteamérica y Europa, siendo el principal virus patogeno
de esta familia. EI CYSDV se transmite por el vector Bemisia tabaci conocido como mosca
blanca, el cual tiene una eficiencia de transmision elevada, lo que resulta en una
propagacion rapida del patégeno a multiples cultivos. Actualmente el método de control de
este virus consiste en la eliminacion de los cultivos infectados y la reduccién de las

poblaciones del vector mosca blanca.



En consideracion a lo mencionado, en el presente trabajo se propone emplear una
técnica de PCR de transcripcion reversa en tiempo real mediante el uso de sondas TagMan®
para la deteccion del virus CYSDV, como método de deteccion de fitopatdgenos en

cucurbitaceas en Guatemala, debido al impacto de estos cultivos a la economia nacional.



II. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

e Implementar una prueba de RT-qPCR que permita el monitoreo del virus

CYSDV que afectan a cucurbiticeas de interés comercial nacional.

2.2 Objetivos especificos
e Disefiar cebadores y sondas especificas que permitan la deteccion del virus.
e Optimizar la prueba de RT-qPCR para obtener la mejor sensibilidad y
especificidad en los resultados de amplificacion del virus.
e Aplicar la prueba implementada en el monitoreo de la presencia del CYSDV en

cultivos comerciales de Guatemala entre 2017 y 2022.



I1l1. JUSTIFICACION

El sector agricola tiene un rol de gran relevancia en la economia nacional, siendo uno
de sus principales pilares, al contribuir en la generacion de ingresos y empleos. Segun el
MAGA (2016), Guatemala cuenta con 7.3 millones de hectareas a disposicion de la
agricultura, correspondiente al 67.5% del territorio de la nacion, de las cuales el 12% es
utilizado para los cultivos anuales, entre los cuales se incluye a las hortalizas de consumo
local. Debido a las condiciones naturales, se presenta una amplia variedad de cultivos que
contribuyen a la economia, donde el sector agropecuario reportd una contribucion del
10.8% al PIB nacional en el afio 2020. Adicionalmente, los productos agricolas de
exportacion contribuyeron un 36.2% al PIB durante el mismo afio; de esto, el 2%

corresponde al cultivo de hortalizas y legumbres nacionales (Turcios, 2021).

Entre los cultivos para consumo local se presenta la familia de cucurbitaceas la cual
cuenta con especies que conforman parte de la dieta basica de la poblacion; de estas se
menciona al pepino, meldn, sandia, ayote y calabaza como cultivos de consumo local.
(MAGA, 2016). Con respecto a la presencia e importancia de estos en Latinoamérica, se
cuenta con una amplia diversidad, donde en el caso de México, se cuenta con 135 especies
siendo este el punto de mayor diversidad, con 64 especies endémicas de importancia
cultural y econdmica (Lira y Rodriguez, 2006), (Lira, 2021). Adicionalmente, se ha
reportado que esta familia de cultivos tiene una importancia en diversos sectores de la
poblacion a nivel mundial lo que ha hecho que se les dé la prioridad de estudios de

diversidad genética y sus aplicaciones (Delgado et al., 2014).

Referente a las cucurbitaceas en Guatemala, el meldn y la sandia destacan como
cultivos de exportacion, del cual la sandia reporto para el afio 2017 una exportacion a
Estados Unidos equivalente a US$25.3 millones, con un crecimiento del 15% respecto a
afios anteriores, colocando al pais como el segundo mayor proveedor en América Latina
(MINECO, 2018). En el caso del cultivo del meldn, la cosecha se concentra

mayoritariamente en Zacapa, seguido de Santa Rosa y Jutiapa, con una produccion de 13



mil quintales reportada para el 2016. De esto, las exportaciones equivalen a US$160
millones, siendo Guatemala el principal proveedor de melon (MINECO, 2018), (MAGA,
2016).

Los cultivos de cucurbiticeas pueden verse afectados por distintas razones, entre las
cuales esta la infeccion con virus fitopatdgenos, los cuales afectan el rendimiento de los
cultivos, teniendo un impacto en la economia por pérdidas de producto de exportacion. El
Cucurbit yellow stunting disorder virus (CYDSV) es un fitopatdgeno transmitido por el
vector mosca blanca, el cual se caracteriza por afectar la calidad de los cultivos de
cucurbitaceas, lo que resulta en una disminucion en el rendimiento de cultivo. De este, se
ha reportado su presencia en Medio Oriente, el Mediterraneo, Estados Unidos, y México,
donde ocasiona pérdidas economicas debido a la reduccion del valor econémico de los

cultivos principales por la apariencia de estos (Alvarez et al., 2012).

Con respecto a los reportes de este virus, Guatemala no se encuentra en el listado de
paises que evidenciaran la presencia del CYSDV, pero estudios internacionales enfocados
en otros virus de las cucurbitaceas han indicado que este se encuentra en paises de América
como Estados Unidos, México y Guatemala (Brown et al., 2007; Alvarez et al., 2012;
Jeyaprakash et al., 2015). Por este motivo, es de importancia implementar una prueba de
deteccidn, para determinar la presencia de este virus en cultivos de interés nacional, ya que
las cucurbitaceas como la sandia y el mel6n forman parte relevante de la economia agricola
del pais. Ademas, en los ultimos afios ha crecido el interés por implementar el desarrollo
de pruebas de deteccion individual de fitopatdgenos de relevancia, entre los cuales se
incluye al CYSDV (Kader et al., 2021).



IV. MARCO TEORICO

4.1 Cultivos de cucurbitaceas de interés comercial

4.1.1 Generalidades de los cultivos

La familia de plantas Cucurbitaceae, conocida como cucurbitaceas, conforma un
grupo de cultivos con mas de 180 géneros y 800 especies. Esta es una de las familias de
plantas mas diversa, caracterizdndose también por su cultivo en gran variedad de
condiciones ambientales en todo el mundo (Rolnik y Olas, 2020). Su uso general es para
fines culinarios, aunque también son de importancia por su uso ornamental y en
investigacion para aplicaciones médicas (Rolnik y Olas, 2020). En esta familia se
encuentran tres géneros de importancia comercial, Cucumis, que agrupa a los pepinos y
melones, Cucurbita, que agrupa calabazas, calabacines y zapallos, y Citrullus, donde se
agrupa a las sandias (Schaffer y Paris, 2003).

4.1.2 Condiciones de siembra

Las cucurbitaceas cuentan con requerimientos de cultivo similares entre especies,
pese a las diferencias morfoldgicas que se presentan entre las semillas de cada una. Estos
cultivos requieren luz solar y humedad para su crecimiento, por lo que se busca que la zona
sea calida y humeda con lluvias, aunque algunos cultivos soportan zonas aridas. En el caso
de la tierra de siembra, el suelo debe ser neutro o levemente alcalino, con un pH de 7.0, a
este se le puede adicionar materia organica si el terreno cuenta con arcilla, o bien se puede
adicionar compost si es una superficie pesada; como alternativa, también pueden cultivarse

en sitios arenosos (Singh y Bharati, 2016).

Las cucurbitaceas requieren de la fertilizacion del suelo de siembra para el
desarrollo adecuado del fruto, donde se necesita un alto contenido de potasio y fdsforo, y
un bajo contenido de nitrogeno. El requisito minimo de temperatura para su crecimiento es
de 15°C, siendo el rango éptimo entre 25 y 30°C. La semilla se siembra a 1-2 pulgadas de
profundidad del suelo, donde se adicionan de 4 a 5 semillas por area, dejando un espacio
de 4 a 8 pies de distancia entre cada sitio de siembra, segun el tipo de cucurbitacea a cultivar
(Lerner y Dana, 2001).



En el caso no se presente una temporada de lluvias, se debe de regar con agua cada
3 a 5 dias, intentando cubrir una pulgada de profundidad de suelo. Por ultimo, para la
vigilancia y prevencion de insectos y enfermedades, se utilizan fungicidas y pesticidas que
eviten la dispersion de enfermedades que afecten la calidad del cultivo. En el caso de los
fungicidas, se recomienda el uso de mezclas de estos en el sistema radicular; para el caso
de los pesticidas, se buscan preparados comerciales que no afecten al cultivo y que reduzcan
la presencia de vectores de enfermedades virales que afecten a las cucurbitaceas (Lerner y
Dana, 2001; Singh y Bharati, 2016).

4.1.3 Distribucion

La domesticacion de los cultivos de cucurbitaceas inicio hace miles de afios en Asia,
donde se fue ampliando a nivel mundial, hasta contar en la actualidad con mas de 300
especies para uso humano, de las cuales, poco méas de 30 especies se utilizan con fines
alimenticios; de estos, 10 cultivos son de importancia comercial mundial, mientras que el
resto son de cultivo y consumo local (Chomicki et al., 2019). La distribucién natural de las
cucurbitaceas son los trépicos, aunque se reporta también la presencia de algunos géneros
en regiones templadas, con una tolerancia a altas y bajas temperaturas, por lo que se
distribuyen en casi todas las regiones cultivables del mundo (Schaffer y Paris, 2003).
Actualmente, los principales productores de cucurbitaceas son Turquia, China, India y
Estados Unidos, estos, sequidos por Latinoamérica, Africa y el Sureste de Asia, debido a
que las regiones presentan variedades de especies de cucurbitaceas nativas (Lebeda et al.,
2007; Mariod et al., 2017).

Con respecto a la distribucion de las cucurbitaceas en Guatemala (Figura 1), el
melon y la sandia son los que destacan como cultivos de exportacion; de estos, la cosecha
de melon se da mayoritariamente en los departamentos de Zacapa, Santa Rosa y Jutiapa
(MAGA, 2016). Para el cultivo de sandia, se ha reportado la cosecha principalmente en los
departamentos de Escuintlay Zacapa, seguidos de El Progreso, Santa Rosa, Suchitepéquez
y Jutiapa (INE, 2004). En el caso del ayote y los calabacines, estos se encuentran en todo

el pais, pero su cultivo se centra en el altiplano de Guatemala (Orellana, 2012).



Figura 1. Principales departamentos productores de cucurbitaceas en Guatemala
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4.1.4 Exportacion e importancia economica

Los diez cultivos de importancia econdmica mundial se describen en el Cuadro 1.
Estos se cultivan con fines de distribucion local, y exportacion, debido a su fruto para
consumo humano, asi como por sus semillas y propiedades para aplicacion medicinal y de
investigacion (Chomicki et al., 2019).



Cuadro 1. Principales cultivos de cucurbitaceas domesticadas de importancia econémica

Especie
Cucurbita argyrosperma
Cucurbita maxima
Cucurbita pepo subsp. pepo
Cucurbita pepo subsp. tejana
Citrullus lanatus
Benincasa hispida
Cucumis melo
Cucumis sativus
Lagenaria siceraria

Momordica charantia

mundial

Nombre comudn
Calabaza de semilla de plata
Calabaza
Calabazas y calabacines
Calabaza de bellota
Sandia
Calabaza de cera
Mel6n
Pepino
Calabaza de botella

Calabaza amarga

Zona de origen
Meéxico
Sudamérica
México

Texas

Sudén

Sudeste de Asia
India y Australia
India

Africa

Africa

Adaptado de: Chomicki et al., 2019

En cuanto a la exportacion global, el pepino (Cucumis sativus) es el cultivo de
cucurbitaceas de mayor valor econémico, el cual ha reportado cifras de US$40.2 millardos
para el afio 2016, dato que ha ido en incremento; adicionalmente, se reporté en 2018 una
produccién global total de 75.2 millones de toneladas métricas, del cual el 75% de la
produccidn y exportacion es por parte de China, siguiéndole Iran, Turquia, Rusia 'y México.
Para la sandia (Citrullus lanatus), esta es la segunda especie de cucurbitaceas de
importancia econdmica, y el segundo cultivo de frutas de relevancia mundial seguido del
banano. Este reportd en 2018 una produccién global de 103.9 millones de toneladas
métricas, con ingresos de US$34 millardos; igualmente, su principal productor es China,
seguido de Iran, Turquia, India y Brasil. En el caso del melén (Cucumis melo), este es
considerado por la FAO como uno de los cultivos de frutas de importancia econdmica,
reportando una produccién de 27.3 millones de toneladas métricas para el afio 2018, con
ingresos de US$13.2 millardos; referente a su produccion, esta es mayoritaria en el
continente de Asia. Por ultimo, las calabazas (Cucurbita maxima), son uno de los cultivos

de cucurbitdceas de mayor distribucion global, por su resistencia a temperaturas y



enfermedades, siendo los paises de Sudamérica los principales productores y exportadores
(Ebert et al., 2021; FAOSTAT, 2018).

En cuanto a la situacion reportada para Guatemala, MINECO (2018) y MAGA
(2016) reportan cifras de ingresos por exportaciones de los ultimos afios para los cultivos
de sandia y melon. En el caso de la primera, se reporta una exportacion equivalente a
US$25.3 millones, siendo el segundo mayor proveedor en América Latina, contando con
un crecimiento constante respecto a afios previos. Por otro lado, para el meldn, se cuenta
con una produccién equivalente a 13 mil quintales, la cual reporta en exportaciones un total
de US$160 millones, donde se considera a Guatemala como el principal proveedor de

melon para Estados Unidos.

4.1.5 Beneficios de su consumo

El consumo de cucurbitas aporta fibra dietética, asi como son una buena fuente de
proteinas. Los beneficios se deben por el consumo del fruto, y por las propiedades
reportadas en las semillas de estas, las cuales aportan no solo proteinas y lipidos, sino
minerales, entre los cuales se menciona al hierro, zinc, fésforo, magnesio y cobre. La
composicién quimica de las cucurbitaceas consiste en fitoquimicos, los cuales cuentan con
compuestos de interés para el estudio por su valor nutritivo (Salehi, Capanoglu et al., 2019).
Se ha reportado la actividad multiple de los compuestos presentes en las cucurbitas, en
beneficio para la salud, como lo es la actividad cardiovascular, donde estos presentan
glucdsidos cardiacos y saponinas que se utilizan para el tratamiento de enfermedades
cardiacas; también, se cuenta con cucurbitacinas, que son compuestos esteroideos que
presentan efectos ateroscleréticos. Es de importancia mencionar que su consumo beneficia
a la salud por su actividad antioxidante, debido al contenido de carotenoides en el fruto, y

compuestos fenolicos en las semillas (Patel y Rauf, 2017; Salehi, Sharifi et al., 2019).

Se cuenta tambien con propiedades anticancerigenas y antiinflamatorias, donde las
saponinas y cucurbitacinas presentes en los cultivos reportan actividades anti mutagénicas
y antitumorales, a causa de la induccion de apoptosis en células cancerigenas; respecto a la

propiedad antiinflamatoria, las cucurbitacinas B y E inhiben mediadores de inflamacién,
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mientras que los polisacéaridos presentes modulan la inflamacion y respuesta inmune
(Rolnik y Olas, 2020). Otro beneficio encontrado se debe a los terpenoides presentes en las
cucurbitas, puesto gue estos cuentan con propiedades antifungicas y antimicrobianas, por
su efecto disruptor de membrana. Por ultimo, se ha reportado un beneficio de su consumo
para la diabetes, debido a compuestos como el &cido nicotinico, la trigonelina 'y el D-quiro-
inositol, que tiene actividad hipoglucémica, asi como reducen los marcadores oxidativos
(Patel y Rauf, 2017; Rolnik y Olas, 2020).

4.2 Enfermedades que afectan a los cultivos de cucurbiticeas

Los cultivos de cucurbitas son propensos a padecer diversas patologias, a causa de
microorganismos patdgenos como bacterias, virus, hongos y algunas especies de
nematodos. Las infecciones a causa de estos resultan en un déficit de nutrientes y en una
mala calidad del fruto, lo que reduce la produccion de las cucurbitas, causando pérdidas
econOdmicas importantes. Debido a sus condiciones de cultivo, son propensas a diversas
enfermedades, por lo que algunas de estas cuentan con un amplio rango de hospederos
vegetales. Adicional a lo anterior, las cucurbitas se ven afectadas por insectos, los cuales
son transmisores de virus fitopatdgenos. Para la identificacion y diagndstico general, se
revisa el fruto, las hojas, las raices y el tallo del cultivo para verificar la presencia de
sintomas caracteristicos del patdégeno, y se complementa con pruebas de diagndéstico de
laboratorio (Chand, 2021).

4.2.1 Hongos

Las cucurbitaceas son una buena fuente de nutrientes, lo que hace que sean
susceptibles a un amplio rango de patdgenos que afecten su cultivo. En el caso de los
hongos fitopatdgenos, existen diversos géneros identificados los cuales afectan al cultivo
ya sea por su presencia a través del suelo, o por su desarrollo en la semilla del cultivo.
Respecto a los hongos presentes en el suelo, estos tienen un efecto sobre la raiz y el tallo,
causando su marchitamiento y descomposicion, del cual se ha reportado los géneros
Phytophtora sp., Pythium sp., y Fusarium sp. (Ayala et al., 2020). En el caso de los hongos
presentes en semillas, estos afectan directamente la calidad y desarrollo del cultivo, lo que

resulta en una reduccién del rendimiento, asi como una pobre germinacién de la planta.
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Para las cucurbitaceas existe un amplio rango de hongos presentes en semillas, los cuales
dependen del cultivo, y pueden ser especificos de cucurbitas o de amplio rango afectando
mas cultivos (Amza, 2018; Shanti et al., 2021).

De los géneros de hongos causantes de enfermedades, se ha reportado la presencia
de Fusarium sp., Phytophthora sp., Acremonium sp. y Pythium sp., de los cuales la
infeccion a las cucurbitas resulta en pérdidas de hasta el 70% del rendimiento del cultivo
(Shanthi et al., 2021). Respecto a Fusarium sp. y Phytophthora sp., estos son los patégenos
que causan la mayor cantidad de muertes de cucurbitas en todo el mundo; en el caso del
género Phytophtora, todas las especies de cucurbitas son susceptibles a este, pero se
presenta una mayor susceptibilidad en cultivos de calabaza, y una leve tolerancia reportada
para melon y pepino (Chehri, Abbasi et al., 2010). En relacion al género Fusarium, estos
son responsables de la descomposicion no solo del fruto sino de raices, ademés que se ha
demostrado, son de dispersion rapida y agresiva, lo que permite que dafien al cultivo en su
totalidad (Chehri, Salleh et al., 2011).

4.2.2 Bacterias

Las afecciones por bacterias sobre los cultivos de cucurbitaceas tienen la
peculiaridad de ser especificas para ciertas especies bacterianas, reportando distintos tipos
de enfermedades y sintomas, que en general, afectan la produccion de cultivos de interés
comercial en todo el mundo (Tuttle, 2004). Los principales géneros bacterianos reportados
con efectos sobre las solanaceas y cucurbitaceas son Acidovorax sp., Clavibacter sp.,
Pectobacterium sp., Pseudomonas sp., y Ralstonia sp. (Catara y Bella, 2020). Se cuenta
con la enfermedad destructiva de cultivos denominada mancha bacteriana de la fruta, que
es una enfermedad causada por Acidovorax avenae subsp. citrulli, la cual se caracteriza por
afectar desde las semillas del cultivo, ademas de utilizar plantas adultas como reservorio
para su infeccion posterior a frutos, de los cuales, las cucurbitas son altamente susceptibles,

especialmente la sandia y el melon (Bahar et al., 2009).
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Otra enfermedad de importancia es el marchitamiento bacteriano, el cual es causado
por Erwinia tracheiphila, que afecta el xilema de la planta y causa su marchitamiento; de
esta hay pocos cultivos resistentes por lo que la mayoria de especies de importancia
comercial se ven afectadas, entre las cuales esta el melon, pepino y calabaza (Rojas et al.,
2015). Por ultimo, otra afeccion de interés es conocida como la mancha angular de las
cucurbitaceas, la cual se da por Pseudomonas syringae subsp. lachrymans, la cual tiene
distribucion mundial, afectando cultivos al presentarse en condiciones himedas, por lo que
se ha reportado epidemias con incidencias de la enfermedad en cucurbitaceas de al menos
del 80% de los cultivos (Newberry et al., 2016).

4.2.3 Virus

Las enfermedades virales son el factor limitante para la produccion de cucurbitaceas
a nivel mundial. Se ha reportado méas de 70 especies de virus que infectan a estos cultivos,
asociado a su crecimiento en una amplia variedad de ecosistemas agricolas;
adicionalmente, la diversidad de los virus que afectan a esta familia de plantas se asocia a
la diversidad genética y ecoldgica de los hospederos. Las cucurbitdceas pueden verse
afectadas por uno o mas virus, que en conjunto con su distribucion global dificultan el
establecer el impacto de cada uno. Los patdgenos de mayor incidencia se clasifican acorde
al vector transmisor, siendo el Cucumber mosaic virus (CMV), Papaya ringspot virus
(PRSV) y Cucurbit aphid-borne vyellows virus (CABYV) los que se presentan
mayoritariamente por &fidos, mientras que el Cucurbit yellow stunting disorder virus
(CYSDV), Squash vein yellowing virus (SqVYV), y Cucumber vein yellowing virus
(CVYV) los que principalmente se presentan por transmision por mosca blanca (Lecoq y
Katis, 2014).

4.2.3.1  Cucurbit Yellow Stunting Disorder Virus (CYSDV)
4.2.3.1.1 Estructura del virus y ciclo de replicacion

El virus del trastorno del retraso en el crecimiento del amarillo de las cucurbitaceas
(CYSDV por su nombre en inglés) es un patdgeno perteneciente al género Crinivirus, el
cual estd conformado por dos moléculas de ARN monocatenario de sentido positivo, las

cuales se recubren de la capside para formar el virion desnudo. Los ARN que conforman
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al virus se denominan ARN-1 y ARN-2; de estos, el primero presenta 5 marcos de lectura
abierta, los cuales codifican para mdltiples proteinas, entre las que se encuentra una
proteasa similar a la papaina, la ARN helicasa, una metiltransferasa y los dominios de la
ARN polimerasa dependiente de ARN. En el caso del ARN-2, esta contiene los marcos de
lectura abierta caracteristicos de la familia Closteroviridae, ademas de codificar para el
homdlogo de la proteina de choque térmico, y las proteinas de cubierta mayor y menor
(Martelli y Gallitelli, 2008; Rubio et al., 2013). La diversidad genética de los aislamientos
del virus ha sido estudiada con un enfoque sobre la proteina de choque térmico HSP70h y

los genes de la proteina de cubierta del ARN-2 (Marco et al., 2003).

Respecto al ciclo de replicacion del virus, este es altamente dependiente del vector;
no se ha descrito con precision la replicacién de CYSDV, pero se podria explicar de igual
manera que los demas virus de la familia Closteroviridae (Martelli y Gallitelli, 2008). El
vector transmite el virus al cultivo a travées de su saliva, donde se libera de la capside para
que el genoma viral se mantenga en el citoplasma. En este proceso se da el transporte al
ribosoma para ensamblar la polimerasa, la cual emplea una plantilla de ARN para generar
ARN monocatenario negativo, que va a utilizarse para la sintesis de ARN viral. El virién
se recubre de la capside y se libera para volver a ser captada por el vector (Aguilar et al.,
2003; Markham et al., 1994).

4.2.3.1.2 Transmision

El CYSDV es transmitido de forma semi persistente y exclusiva por el vector B.
tabaci conocido como mosca blanca; esto ya que el periodo de adquisicion e inoculacion
es de 18 a 24 horas, mientras que el de transmision es de 2 horas a 9 dias (CABI, 2022). De
manera especifica, las especies de mosca blanca denominadas MEAM1 y MED,
anteriormente conocidos como biotipos B y Q respectivamente, son los que presentan una
transmision eficiente superior a otros biotipos reportados. El virus es adquirido por el vector
a través de plantas infectadas, en periodos de adquisicion de duracion variada, lo que ha
demostrado una eficiencia de transmision elevada (Orfanidou et al., 2021; Wintermantel et
al., 2017).
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4.2.3.1.3 Cultivos afectados
Los hospederos naturales del CYSDV se restringen a cultivos de cucurbitaceas; de
estos, se reporta principalmente la presencia del virus en cultivos de sandia, pepino, melén

y calabacin (Jones, 2005).

4.2.3.1.4 Sintomatologia

La presencia de CYSDV en cucurbitaceas esta caracterizada por el amarillamiento
severo donde ocurre un moteado intervenal en hojas viejas; ademas, se presenta un moteado
clorético y un retraso en el crecimiento del cultivo (Figura 2A). En cultivos de pepino y
melon, luego del moteado de nervaduras, se da un amarillamiento completo en la lamina
de la hoja, seguido de una atrofia y enrollamiento de esta (Figura 2B). Reportes indican que
la sintomatologia del CYSDV es indistinguible de la causada por el virus pseudo amarilleo
de la remolacha (BPYV), y de otros virus del género Crinivirus (Martelli y Gallitelli, 2008;
Wintermantel et al., 2017).

Figura 2. Sintomatologia de CYSDV en cucurbiticeas

Fuente: Wintermantel et al., 2017

4.2.3.1.5 Distribucion

El CYSDV fue detectado inicialmente en Emiratos Arabes Unidos y Espafia, para
posteriormente obtener registros de este en distintas partes del mundo, como se presenta en
la Figura 3. Se ha reportado su presencia en paises de Asia, Africa, Norteamérica y Europa.
De estos, se clasifica el virus en dos grupos segln su aislamiento, el primero compuesto

por las cepas detectadas en Espafia, Libano, Jordania, Turquia, Estados Unidos y México,
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mientras que el otro grupo se compone de los aislamientos realizados en Arabia Saudi y
regiones cercanas (EPPO, 2022; Jones, 2005; Martelli y Gallitelli, 2008).

Figura 3. Distribucién mundial del CYSDV hasta julio de 2022

CABI, 2022. Cucurbit yellow stunting disorder virus. In: Invasive Species
Compendium. Wallingford, UK: CAB International. https://www.cabi.org/isc @ CABI Summary Data

Fuente: CABI, 2022

4.2.3.1.6 Métodos de deteccion

La deteccion de CYSDV se da mediante técnicas seroldgicas, moleculares y de
observacion; de esta Ultima, se realiza la evaluacion de sintomas, pero se da la limitante de
la similitud entre sintomas presentados por otros virus del género Crinivirus. Respecto a
las técnicas seroldgicas, se cuenta con antisuero para emplear la prueba de ELISA indirecta
y el Inmunoblot. En el caso de pruebas moleculares se realiza el Dot Blot con sondas
especificas para la deteccion de moléculas del virus, ademas, se realiza la deteccién en
tejido infectado a través de la prueba de RT-PCR (Boubourakas et al., 2006; Marco et al.,
2003).

4.2.3.1.7 Prevencion y control

El control de CYSDV esta enfocado al control del insecto vector, especificamente en
la reduccion de poblaciones de los portadores del virus y de las fuentes de infeccion.
Referente al control de B. tabaci, el control quimico por insecticidas tradicionales no ha

sido efectivo para prevenir la dispersion de la plaga, debido a resistencias propias de la
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mosca blanca, y por el amplio rango de hospederos. Se ha evaluado el uso de cultivos
genéticamente resistentes, los cuales han sido de éxito limitado (Marco et al., 2003; Martelli
y Gallitelli, 2008).

Otro método de controlar el vector ha sido mediante estrategias biologicas que emplean
el uso de antagonistas naturales. Los escarabajos mariquita Delphastus catalinae son el
predador mas utilizado para controlar poblaciones de mosca blanca en cultivos, aunque
para cucurbitas se emplea también el chinche Macrolophus pygmaeus. En el caso de los
hongos entomopatdgenos, se ha empleado a Beauveria bassiana, el cual reporta una
supresion de poblaciones del vector del 90%, empleandose para cultivos de melén, pepino
y calabazas. Otro antagonista de relevancia es el nematodo Steinernema feltiae, el cual se
ha utilizado para reducir las poblaciones del vector en cultivos de cucurbitaceas y
solanéceas (Abubakar et al., 2022).

En el caso del control de fuentes de infeccidn se busca eliminar cultivos infectados para
prevenir la diseminacion, se recomienda también a manera de prevencion la evaluacion de
semillas para utilizar las que sean libres de patdgenos, asi como la sanitizacion adecuada

tanto en el manejo de cultivos como en la eliminacion de infectados (Reddy, 2016).

4.3 Pruebas de susceptibilidad en hospederos

Para evaluar la susceptibilidad en hospederos, se suele seleccionar una bateria de
plantas de distintas especies para identificar los sintomas que desarrollan segun el virus de
estudio, lo que también se ha empleado para establecer resistencias naturales (Martin y
Pico, 2021). Esto se implementd debido a la pérdida de cultivos comerciales y del
rendimiento de estos a causa de microorganismos patdgenos que afectan a plantas de
consumo humano. La deteccion con respecto a qué virus infecta un grupo de plantas puede
ser complicada debido a la variabilidad de sintomas durante el transcurso de la infeccion y
la especie evaluada, por lo que se realiza una serie de evaluaciones sobre cultivos
representativos o de interés, en las cuales se evallUa la sintomatologia presentada, y se

confirma la presencia por herramientas moleculares o seroldgicas. De esto, debe
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considerarse la posibilidad de falsos negativos por diversidad de plantas, distribucion del
virus, y cepa empleada (Lacroix et al., 2016).

En el caso del CYSDV, se realiza la evaluacion de sintomatologia en cultivos de
solanaceas y cucurbitaceas representativas, con las pruebas de PCR y variaciones, en
conjunto con el ensayo de ELISA. Los cultivos de interés reportados para la evaluacion de
susceptibilidades y resistencias a virus que afectan cucurbitdceas son Cucumis melo,
Citrullus lanatus, Cucumis sativus, Cucurbita pepo, Cucurbita méaxima, y Cucurbita
moschata (Garcia y Palukaitis, 2008; Martin y Pico, 2021; Webster et al., 2017). En la
literatura disponible, no existe una descripcién detallada de los hospederos alternos para

CYSDV, ademas de la sandia, pepino, melon y calabacin (Jones, 2005).

Se realiza también el ensayo de inoculacion mecanica, el cual consiste en inocular
el virus en las plantas de manera mecanica, para diagnosticar el efecto y sintomas del virus
en la planta segun sea la reaccién de cada especie, de manera que se puede evaluar la
distribucion del virus (local o sistémico), asi como los hospederos especificos. Esta prueba
consiste en frotar con un preparado del virus, la superficie de las hojas del cultivo a evaluar,
de manera que se dé la ruptura de las células presentes en la superficie sin causar dafio.
Entre las consideraciones de este ensayo se encuentra el niUmero de pruebas y virus a
realizar por cultivo, ya que se debe de evitar la contaminacidn cruzada, por lo que se busca
inocular un virus por hoja; ademas, se recomienda colocar los cultivos a evaluar en zonas
oscuras para incrementar su sensibilidad. Los inconvenientes de la prueba se deben al dafio
excesivo de la hoja al realizar el dafio mecanico, o al estado del cultivo previo a la
evaluacion (Hull, 2009).

A manera de confirmacion de la presencia e identidad de virus fitopatdgenos, se

suele emplear pruebas moleculares y seroldgicas especificas para cada patdgeno de interés,

como lo es la prueba de PCR y el ensayo de ELISA, los cuales son los mas utilizados.
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4.4 PCR de transcripcion reversa en tiempo real

La técnica de PCR en tiempo real tiene un principio similar a la PCR tradicional,
amplificar una region del material genético de muestras bioldgicas, pero esta presenta la
diferencia en que se emplea el uso de una etiqueta de fluorescencia que permita determinar
el contenido de producto de amplificacion. La base de esto esta en que la sefial fluorescente
es directamente proporcional a la concentracion de material genético, por lo que el
marcador fluorescente se une al material genético de forma indirecta o directa por sondas
de hibridacién, de forma que sea posible calcular en contenido de material genético segln
la correlacion lineal entre el producto de PCR y la fluorescencia. Esto, se obtiene mediante
la lectura de fluorescencia respecto al numero de ciclos de la amplificacion, donde al
superar la linea base de fluorescencia inicial se da la deteccion por acumulacién del
producto de amplificacion, donde al ciclo de amplificacidén en que ocurre este proceso se
le denomina valor Ct. Para la deteccion, se cuenta con dos métodos: por colorantes, los
cuales se incorporan a la hebra de ADN, para emitir fluorescencia y detectarla durante la
amplificacion, y por sondas fluorescentes de la metodologia TagMan®, donde estas
conforman secuencias especificas con un indicador fluorescente y un apagador, donde al
adherirse la sonda al objetivo complementario, el apagador o extintor se separa,

permitiendo la emision de fluorescencia (Sigma-Aldrich, 2008; Wittwer et al., 2001).

Con respecto a la prueba de PCR de transcripcion reversa, esta tiene la finalidad de
realizar la amplificacion de copias de ADNCc, partiendo de una hebra de ARN. Este proceso
generalmente involucra dos pasos, uno de transcripcion reversa para generar el ADNc, y
otro de amplificacion tradicional. Esta técnica se utiliza para la deteccion de enfermedades
genéticas y virus, por lo que se puede acoplar a reacciones individuales, o a las
denominadas como multiplex las cuales tienen la finalidad de la deteccion de multiples

objetivos de ARN de distintos organismos en una sola reaccién (Hidalgo, 2009).
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4.5 Diseiio de cebadores y sondas para PCR de tiempo real

45.1 Disefio de cebadores

Para el ensayo de PCR, se requiere del disefio de pares de cebadores especificos, asi
como de una sonda por par a la cual se acople el indicador y el extintor para dar la
cuantificacion. El indicador posee una molécula que emite fluorescencia, la cual se emplea
para detectar la formacion del producto de amplificacion, por lo que requiere de un extintor,
el cual prevenga o reduzca la emision de fluorescencia, hasta el momento en que ocurra la
amplificacion por los cebadores (Mackay y Landt, 2007). Generalmente se realiza la
revision bibliografica de cebadores reportados, pero, para el disefio de nuevas pruebas, se
utilizan genomas de interés reportados en bases de datos genéticas; de esto, las secuencias
se alinean y se seleccionan las regiones conservadas de interés para disefio del cebador
(Buitrén y Morillo, 2017).

Es importante considerar que los cebadores deben de estar 6ptimamente disefiados,
por lo que se deben de tomar en cuenta consideraciones en su disefio. Se debe de buscar
una longitud de 18 a 30 bases para los cebadores, siendo 22 bases el valor 6ptimo para
establecer un balance entre la pureza, especificidad, temperatura de fusion; respecto a la
Gltima, se recomienda una temperatura de fusién de 62°C como Optima, la cual no debe de
diferir en 4°C entre ambos cebadores. En el caso del contenido de guanina y citosina, este
debe de ser del 35 al 65% para cada cebador, siendo 50% el valor ideal; ademas, se debe
de evitar contenidos de guanina o citosina de 3 0 mas bases seguidas, ya que puede causar

el deslizamiento de la polimerasa (Nolan et al., 2014; Pazdernik et al., 2020).

4.5.2 Disefio de sondas

Respecto a las sondas para la prueba de PCR, estas al igual que los cebadores,
precisan de la union especifica a segmentos del material genético, por lo que se realiza el
disefio de un tercer oligonucleétido, para ser el emisor de fluorescencia que permita la
cuantificacién (Nolan et al., 2014). EI emisor de fluorescencia y el extintor a seleccionar
son clave para el disefio, puesto que de su interaccion se da la emision o blogueo de la

fluorescencia (Figura 4). Esto se debe a que la proximidad entre ambos evita la deteccion
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de fluorescencia, y el paso de la polimerasa resulta en la emision de fluorescencia por

liberacion del marcador (Hawkins y Guest, 2017; Wittwer et al., 2001).

Figura 4. Procedimiento del PCR en tiempo real para la emision de la sefial fluorescente.
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Fuente: Adaptado de Hawkins y Guest, 2017

En el disefio de sondas, se busca la cercania de estas con los oligonucle6tidos que
actlan como cebadores, de manera que sea posible la liberacion del emisor de
fluorescencia. En cuanto a longitud, se recomienda que sea entre 20 y 30 bases, ya que en
este intervalo se obtienen valores de temperatura de fusion ideales sin alterar la distancia
entre el indicador fluorescente y el extintor; respecto a la temperatura de fusion, esta debe
ser superior en 6-8°C respecto a la de los cebadores, por lo que se establece un rango entre
66 y 70°C para una unién adecuada al objetivo. Respecto al contenido de guaninay citosina,
al igual que en el caso de los cebadores, se busca un rango de 35 a 65%, pero se recomienda
evitar la presencia de guaninas en el extremo 5 terminal de la secuencia para evitar
problemas de interaccion con el indicador de fluorescencia (Nolan et al., 2014; Pazdernik
et al., 2020).
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4.5.3 Seleccion del marcador fluorescente y el extintor

Cuando se realizan las pruebas de PCR en tiempo real, se debe seleccionar la
emision de fluorescencia de la sonda utilizada en la amplificacion, para poder facilitar el
aislamiento de una sefial para el analisis que permite cuantificar la concentracion de
material genético en cada ciclo. El fluor6foro o marcador fluorescente, va a depender del
instrumento que se utiliza para realizar la reaccion, debido a la compatibilidad de estos; de
igual forma, el extintor de fluorescencia debe de ser compatible con el fluoro6foro de manera
que pueda reducir la emision de fluorescencia previo a la amplificacién del objetivo
(Hawkins y Guest, 2017; Nolan et al., 2014). El Cuadro 2 detalla los fluor6foros

comUnmente seleccionados en pruebas de tiempo real.

Cuadro 2. Marcadores fluorescentes comdnmente utilizados, y su longitud de onda de

excitacion y emision

Fluordforo Excitacion (nm) Emision (nm)
Alexa 530 350 440
FAM/SYBR Green 492 516
HEX/JOE/VIC 535 955
Cy3 545 568
TAMRA 556 580
ROX/Texas Red 585 610

Fuente: Adaptado de Sigma-Aldrich, 2008

En cuanto a los extintores de fluorescencia, se busca la compatibilidad con los
marcadores fluorescentes acorde a la longitud de onda en que ambos acttan. EI Cuadro 3
presenta los extintores comdnmente utilizados. TAMRA es altamente utilizado como
fluoréforo y extintor, pero este, al contar con la capacidad de producir fluorescencia, genera
una pobre sefial cuando se utiliza como extintor, por lo que presenta complicaciones. Por
este motivo, se ha optado por el uso de extintores oscuros, como los Black Hole Quencher,
los cuales absorben la energia emitida por los fluoroforos, mientras emiten calor en lugar

de fluorescencia; con esto, es posible actuar sobre un amplio rango de longitud de onda, lo
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que hace a este tipo de extintores ideales para las pruebas (Hawkins y Guest, 2017; Nolan
etal., 2014).

Cuadro 3. Extintores comunmente utilizados y su rango de accion

Extintor Rango de accion
Black Hole Quencher — 1 480-580 nm
Black Hole Quencher — 2 550-650 nm
Black Hole Quencher — 3 620-730 nm

TAMRA 550-576 nm

DABCYL 453

Fuente: Adaptado de Sigma-Aldrich, 2008

45.4 Consideraciones de disefio

Es importante evaluar la especificidad y calidad de los cebadores y sondas, ya que
estos pueden presentar complicaciones tales como la auto complementariedad, que da la
union del cebador o sonda con si mismo formando un heterodimero, lo que da lugar también
a la formacion de estructuras secundarias como horquillas, de las cuales, la formacion de
estructuras conlleva a la emision de fluorescencia que resulta ser de interferencia en la
cuantificacién de la region blanco (Thorton y Basu, 2015). Otra complicacion presente es
la formacion de dimeros entre los deméas cebadores y sondas disefiadas, donde se da la
unién no especifica entre oligonucle6tidos, ya que la probabilidad de esto aumenta con el
numero de cebadores y sondas presentes. Por este motivo, se recomienda la busqueda de
regiones en la secuencia, que codifiquen especificamente para la especie de interés, y a
partir de ello realizar el disefio de cebadores y sondas, de manera que la region conservada
que se evalue corresponda con su respectivo oligonucle6tido. Esto Gltimo se relaciona con
otra complicacion presentada, y es la union no especifica de cebadores a la secuencia
blanco, lo que interfiere con la amplificacion y cuantificacion especifica de la prueba
(Bustin y Huggett, 2017; Rodriguez et al., 2015).
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455 Herramientas para evaluar la funcionalidad y especificidad

Para establecer la viabilidad de los cebadores y sondas en la prueba de qPCR, se
debe de evaluar la funcionalidad de estos, en la cual se reduzca la probabilidad de formacién
de dimeros, de estructuras secundarias, y la inespecificidad de hibridacion. Paraello, se han
empleado herramientas que permitan el disefio y verificacion de la especificidad y calidad
de cada oligonucle6tido disefiado. La herramienta Primer BLAST del National Center for
Biotechnology Information (NCBI), fue desarrollada para el disefio de cebadores a partir
de secuencias de interés, asi como para verificar la especificidad entre los cebadores
disefiados y la secuencia objetivo; esto, ubicando los cebadores en regiones de la plantilla
gue no comparten una gran similitud con otros organismos, por lo que se complementa con
otras herramientas de NCBI para identificar organismos y regiones de similitud (Ye et al.,
2012).

Se dispone también de herramientas para disefio de cebadores como lo es
PrimerQuest de IDT®, la cual permite el disefio para pruebas de PCR tiempo real, donde
el algoritmo genera los oligonucledtidos en base a la secuencia de interés, permitiendo
evaluar las consideraciones de disefio como longitud, contenido de guanina y citosina,
temperatura de fusion, y estabilidad. Con la herramienta, se puede evaluar también la
formacion de estructuras secundarias, y realizar pruebas in silico al configurar la
herramienta con los parametros de interés para la prueba de PCR (Harshitha y Arunaj, 2021;
Owczarzy et al., 2008). En complemento a PrimerQuest, se presenta también
OligoAnalyzer, la cual analiza las propiedades de cada secuencia de oligonucleétidos, asi
como permite el analisis individual y en conjunto de cebadores y sus posibles interacciones
ya en la reaccion, por lo que ha sido una herramienta ampliamente reportada para el analisis
in silico, debido al asesoramiento que brinda respecto a modificaciones o condiciones de

trabajo y reactivos en pruebas de tiempo real (Elkins, 2011; Pazdernik et al., 2020).
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5.1 Hipotesis

V. METODOLOGIA

Se espera que la prueba de RT-qgPCR a implementar permita la deteccidn

especifica y sensible del virus CYSDV en muestras de cucurbitaceas, segun el disefio y

seleccidn de cebadores y sonda, asi como la optimizacion de la concentracion de estos

y de la temperatura de anillamiento.

5.2 Flujo de trabajo de la metodologia a seguir
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5.3 Disefio de sondas y cebadores para el ensayo de RT-qPCR

Las regiones del genoma que se consideraron candidatas para el disefio de los
cebadores y la sonda para CYSDV fueron la proteina p22, el homdlogo a la proteina de
choque térmico HSP70 y la proteina de cépside. Para ello se inicid obteniendo
secuencias disponibles en la base de datos de NCBI para la proteina de la capside,
mientras que las secuencias para el homologo de HSP70 y de la proteina p22 fueron
obtenidas del Laboratorio de Proteccion Vegetal (LPV) del Centro de Estudios
Agricolas y Alimentarios (CEAA) de la Universidad del Valle de Guatemala (Campus
Central). De las secuencias seleccionadas, se gener6 un archivo de texto con los accesos
a las secuencias, y se descarg6 un archivo tipo fasta con las multiples secuencias del
virus, mediante el uso de la herramienta Batch Entrez de NCBI. Los accesos a las
secuencias de la region de la proteina de la capside se presentan en el Anexo 1. El
alineamiento de las secuencias fue realizado con el programa Multiple Alignment using
Fast Fourier Transform (MAFFT) en su version online, para generar un archivo de
multiples secuencias alineadas. Para la visualizacion de los alineamientos se utilizd de
la herramienta de visualizacion y edicion de secuencias AliView v1.26 de Larsson
(2014). Con esta, se visualizaron y seleccionaron las regiones mayoritariamente
conservadas de las regiones candidatas, para obtener los cebadores y la sonda con base

en las consideraciones generales de disefio establecidas por la literatura.

Una vez establecidos los cebadores y la sonda en las secuencias, estos se
validaron utilizando multiples herramientas. Para evaluar su especificidad a secuencias
de la base de datos y establecer el tamafio del producto se empled Primer-Blast de NCBI,
ademas, de la misma, se utiliz6 Blast para evaluar similitudes de los oligonucle6tidos
con secuencias disponibles en la base de datos, de diversas especies y de los virus de
interés. Se verificd la interaccion del cebador y/o sonda entre si y entre los demas para
prevenir la formacion de homo y heterodimeros, asi como se la formacion de estructuras
secundarias y hairpins; esto mediante la herramienta OligoAnalyzer de Integrated DNA
Technologies (IDT). Los cebadores y sondas seleccionados se analizaron en la
herramienta Multiple Primer Analyzer de ThermoFisher Scientific, con el fin de evaluar

la interaccion en conjunto, donde se buscé que el porcentaje de guaninas y citosinas sea
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del 50%, temperaturas de fusion que no difieran de 2°C entre cebadores y que difieran
en 6°C como minimo entre cebadores y sondas, y que la secuencia no presentara

especificidad con las del resto de oligonucledtidos en la prueba.

5.4 Colecta de material vegetal para la deteccion del CYSDV

Los cultivos de cucurbitas infectados se obtuvieron de LPV. Las muestras fueron
conservadas de hoja fueron conservadas en frio con gel de silice, mientras que las
muestras de fruto se almacenaron a -20°C en un congelador. La toma de muestras
sintomaéticas se obtuvo del pericarpio o fruto de las cucurbitaceas, especificamente de la
regién cercana al peciolo (corona), asi como de la parte del mesocarpio cercana a la
corteza del fruto, y de la hoja y flor del cultivo. De las muestras obtenidas para el afio
2022, se realizO una extraccion de ARN, seguido de una prueba de RT-PCR
convencional, para confirmar la presencia de CYSDV.

El material vegetal positivo para el virus se empled en la inoculacion mecanica
de este en plantas indicadoras conservadas en un invernadero con las adecuaciones para
supervisar el desarrollo de la planta. Para obtener las diferentes muestras para el analisis
por la prueba de RT-qPCR a disefiar, se seleccionaron los cultivos de cucurbitas con
sintomas caracteristicos del virus. Los cultivos positivos se utilizaron para la
optimizacion de la prueba. Para el monitoreo, se evalu6 la presencia del virus en
muestras de sandia y melén también pertenecientes a LPV, las cuales abarcaron el
periodo de afios entre 2017 y 2022.

5.5 Extraccion y cuantificacion de ARN

La extraccion de ARN para las muestras obtenidas se realizd con base al
protocolo establecido por Locali y asociados (2003), con modificaciones de LPV
(Anexo 2). Se trabajé en un espacio desinfectado con cloro 10%, etanol 70% y solucion
para eliminar RNAsa. Las extracciones se mantuvieron en hielo hasta su uso ya sea en
la prueba de RT-PCR convencional o en la prueba de RT-qgPCR. EI ARN obtenido, fue
cuantificado empleando el protocolo de cuantificacion de acidos nucleicos para el

espectrofotometro UV-Vis NanoDrop One de Thermo Fisher Scientific (Anexo 3).
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5.6 RT-PCR convencional

Se realizo la reaccion de RT-PCR convencional para confirmar la presencia del
virus en las muestras de ARN provenientes del material vegetal sintomatico. La
transcripcion reversa se realizo siguiendo el protocolo establecido por Promega (2018)
para el kit GoScript™ Reverse Transcription System (Anexo 4). Se prepar6 la mezcla
de reaccion acorde al numero de reacciones (Cuadro 4). Los tubos de reaccion se
incubaron en el termociclador siguiendo los tiempos y temperaturas indicados en el

Cuadro 5. Las muestras de ADNCc obtenidas se almacenaron en frio (4°C) hasta su uso.

Cuadro 4. Preparacion de mezcla de reaccidn para la transcripcion reversa de muestras

de ARN
Transcripcién reversa
Reactivo IX (ul) | X (ul)
Agua libre de nucleasas 3.875
Buffer GoScript™ 5X 4
MgCI2 (25mM) 2
dNTP’s (2.5mM) 4
Rnasin (40U/ul) 0.125
Transcriptasa reversa GoScript™ 1
Total 15ul

Fuente: Promega, 2018

Cuadro 5. Temperaturas de incubacion para la obtencién de ADNc por

transcripcion reversa

Temperatura (°C) | Tiempo (Min)
25 5
42 60
70 15

Fuente: Promega, 2018
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La amplificacion de CYSDV se realizé segun la receta de PCR y el programa de
amplificacion establecidos por Alvarez y asociados (2012). Se preparé la mezcla de
reaccion siguiendo la receta indicada en el Cuadro 6. Los tubos se colocaron en el
termociclador, donde se realizd la amplificacion siguiendo el programa indicado en el
Cuadro 7.

Cuadro 6. Preparacion de mezcla de reaccion para la amplificacion de muestras de ADNc
para la deteccion de CYSDV

Reactivo IX (ul) | X (ul)
Agua grado molecular 15.8
Buffer GoTag Green 5x 5
dNTP’s 1
Cebador CYSDV Forward MA156
5’-GAAGAATTCCAGGCAAGG-3’ .
Cebador CYSDV Reverse MA129 .
5’-TCACATCATCAATCCAAAAG-3’
Taq polimerasa 0.2
ADNCc 1
Total 25ul

Fuente; Alvarez et al., 2012

Cuadro 7. Programa de PCR para la amplificacion de muestras de ADNc para la
deteccion de CYSDV (Alvarez et al., 2012).

Programa de PCR para CYSDV
Paso Temperatura | Tiempo | Ciclos
Desnaturalizacion inicial 92°C 2 min 1
Desnaturalizacion de ADN 92°C 30s
Alineamiento de cebadores 53°C 30s 34
Extension de la polimerasa 72°C 30s
Extension final 72°C 10 in 1

Fuente; Alvarez et al., 2012
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5.7 Inoculacion mecanica de virus en plantas indicadoras

La inoculacion mecénica de los virus se realiz6 acorde al protocolo de
inoculacién establecido por LPV (2021). Para supervisar la evolucién de las plantas, se
verificaron los sintomas desarrollados respecto a los controles cada 3 a 5 dias (Anexo
5). Este procedimiento se realiz6 para obtener muestras vegetales positivas de CYSDV,
de forma que se obtuviera una mayor cantidad de virus disponible para realizar la

optimizacion de la prueba de RT-gPCR a implementar.

5.8 Optimizacion y validacion de RT-qPCR

La prueba de RT-qPCR se realiz6 acorde al protocolo de Promega (2018) para
el GoTag® Probe 1-Step RT-gPCR Protocol con modificaciones propias (Anexo 6). Se
preparo la mezcla de reaccion indicada en el Cuadro 8, manteniendo en frio los reactivos
y la mezcla de reaccién. Se configuré el programa de amplificacion para el
termociclador Applied Biosystems™ 7500 Real-Time PCR Systems (Cuadro 9). Al

finalizar la amplificacion, se recolectaron y visualizaron los resultados.

Cuadro 8. Preparacion de mezcla de reaccion para la amplificacién de muestras de
ARN por RT-gPCR

RT-gPCR Mudltiplex
Reactivo 1X (ul) X (ul)
GoTag® Probe qPCR Master Mix 10
GoScript™ RT Mix for 1-Step RT-gPCR 0.4
Cebador Forward 1
Cebador Reverse 1
Sonda 1
ARN 2-5
Agua libre de nucleasas X
Total 20ul

Fuente: Promega, 2018
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Cuadro 9. Programa de PCR para la amplificacion de muestras de ARN por RT-gqPCR

Programa de RT-gPCR Multiplex
Paso Temperatura | Tiempo | Ciclos
Transcripcion reversa (RT) 45°C 15 min 1
Inactivacion de la RT

Activacion de la GoTag® Polymerase R°C 2 min 1
Desnaturalizacion 95°C 15s 40
Alineamiento y extension 60°C 1 min

Fuente: Promega, 2018

El ensayo de RT-qPCR puede verse comprometido por diversos factores que
puedan alterar la reaccion; por este motivo, se realizaron pruebas de optimizacion con
modificaciones en la temperatura de alineamiento y extension, asi como de concentraciones
de los reactivos, de forma que fuese posible establecer las condiciones dptimas de trabajo

para obtener una mejor deteccion.

Para la validacion de la prueba, se siguio el protocolo de validacion y anélisis de
datos en pruebas de qPCR establecidas por Pazdernik y colaboradores (2020). Al finalizar
el ensayo de RT-gPCR, se obtuvo la curva de amplificacion linear y logaritmica para
establecer el nimero de ciclos de la amplificacidn para detectar el virus. También se obtuvo
también la curva estdndar, donde se prepar6 una serie de diluciones de la muestra, para
graficar la cantidad del producto de amplificacién respecto al ciclo de cuantificacion. Para
considerar el ensayo de gPCR como exitoso, se considera un rango de eficiencia de 90-

110%. Este valor de eficiencia es presentado por el equipo al realizar la curva estandar.

Se establecié también el limite de deteccion mediante la curva estandar para
determinar la concentracion mas baja a la que se detecta el 95% de muestras positivas en
el ensayo disefiado. Se obtuvo también el limite de cuantificacion para representar la

cantidad mas baja de muestra que se puede cuantificar de forma precisa.
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5.9 Monitoreo de CYSDYV en cucurbitas

Para evaluar la presencia del CYSDV en departamentos de Guatemala, se
seleccionaron cultivos de sandia y melon pertenecientes a LPV, previamente positivos
0 negativos para otros virus de cuclrbitas. Las muestras obtenidas representaron a
departamentos productores de cucurbitas, por lo que se evalud la presencia del virus en
el periodo de afios entre 2017 y 2022. A estas, se les realizd la prueba de RT-gPCR, ya
establecida y optimizada, para asi identificar los cuales cultivos se presenta el CYSDV,
asi como la fecha y departamento de proveniencia para lograr el monitoreo del virus
(Cuadro 10).

Cuadro 10. Departamentos de Guatemala evaluados en el monitoreo de CYSDV

Departamentos Muestras evaluadas

Zacapa 28

Santa Rosa

Jutiapa

Escuintla

Suchitepéquez

El Progreso

W| O | W O &

Desconocido
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VI. RESULTADOS

6.1 Diseiio de cebadores y sonda para la prueba de RT-qPCR

De las regiones candidatas para la obtencion de los cebadores y la sonda, se
obtuvo un total de 100 secuencias para la proteina de la capside, 89 secuencias para la
proteina p22, y 14 secuencias para la proteina de choque térmico HSP70. Del
alineamiento de estas, se selecciono la region de la proteina de la capside, donde se
observé una secuencia ampliamente conservada para esta region en las secuencias
analizadas, por lo que se utilizd esta para la seleccién de la sonda y los cebadores que se
presentan en el Cuadro 11. Dichos segmentos de la region seleccionada se identifican

en la Figura 6.

Cuadro 11. Cebadores y sonda disefiados para la deteccion y monitoreo de CYSDV

Cebador/Sonda Secuencia (5'-3")
CYSDV_Fw ATTGAAGGCAACAGGAAAGG
CYSDV_Rv GCCAAATCGTCTTCGGATAT
CYSDV_Pr JOE-ACCATCATCTTCAAGCGAAACATGG-BHQ1

La evaluacion de dichas secuencias demostr6 su especificidad al CYSDV, asi
como carece de la formacién de homo y heterodimeros, y no presenta la formacion de
estructuras secundarias y hairpins. Respecto al porcentaje de guaninas y citosinas este
fue de 45% para los cebadores y de 44% para la sonda, y en el caso de la temperatura de
fusion, esta fue de 58°C para el cebador forward, de 56.6°C para el cebador reverse, y
61.7°C para la sonda. De estos, se obtuvo un producto de amplificacion de 132 pares de

bases.
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Figura 6. Secuencia del gen de la proteina de capside de CYSDV obtenida de NCBI con
los cebadores y la sonda identificados.

>MF960769.1
CACGTGGAAGATGAGTCTGACAATGAAACAAAGGGTGTGGCAAAGAAAGAT
ATCGATGGTGATAACAAATCCACCTACAATCCTAGGGATCTGATCACCGCAG
ATCACATGGATCCAACGAAATTGAAAGACATCAAGGTCTTTTCAAATAGAGC
AGATGTGATGAGTGATCAAGATGAAGCAACCTTTGCTAAGTGCATGAAAGAT
TTTGCAACCATAGTTTTTGGAAAAGAACCTGACGAGAAAGAATTCTTAACCTT
TTACATAAGCTTGGTTCAATGTTGGTTAAACCAGAGCACGTCAATGAAGAAC
GCCAAACAGATGAATCTGACCAACACACTCATGCACGGTGACCAAAAGAAGA
CATGGAGGACGGCTGACTTTATCAATTATGTTAAGGGGAACCTTCCACACGTG
CCCAACCCGTTTCGACAATACGCCAGGGCTCATGAACATGAAATTGAGATAT
TGAAGGCAACAGGAAAGGTCACTGTTGACCATCATCTTCAAGCGAAACATGG
GGTATTACCGCAGTTTTGGAATGTTCCAGCAGATTATGTCAATGGTTCGTTAA
TGAACATATCCGAAGACGATTTGGCAGCCAATCTGTTGATGAAATGCCAGGC
TTTGAAAAGAAACGAGAAA

- Cebador CYSDV_Fw

- Cebador CYSDV_Rv

- Sonda CYSDV_Pr
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6.2 Optimizacion de RT-qPCR

La evaluacion inicial de la prueba se realizdé con los cultivos inoculados de
CYSDV, los cuales se presentan en la Figura 7. Estos se caracterizaron por presentar
sintomas como necrosis general, aclaramiento de venas, amarillamiento de bordes,
puntos necraticos, y por contar con posible dafio por insecto. Adicionalmente, los
controles sin inéculo del virus para el cultivo de meldn presentaron los sintomas

anteriormente mencionados.

Figura 7. Cultivos inoculados con CYSDV para la optimizaciéon de RT-gPCR
R

Descripcion: A) Cultivo de meldn variedad Edisto, inoculado con virus proveniente de
sandia. B) Cultivo de sandia variedad Mickey Lee, inoculado con virus proveniente de
sandia. C) Cultivo de sandia variedad Mickey Lee, inoculado con virus proveniente de

sandia. D) Cultivo de meldn variedad Edisto, sin indculo de virus.

Se evalu6 la concentracion de sonda y cebadores para la deteccion del virus, asi
como la temperatura de anillamiento y extension. Para esta, se modifico la temperatura a
62°C para aproximarla a un valor cercano a la temperatura de anillamiento de la sonda,
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mientras que se mantuvo una concentracion minima de 0.1uM de cebadores y sonda.
Adicionalmente, se trabajo la muestra en su concentracion original, y con diluciones 1:5y
1:10 para evaluar el rango de deteccion. La prueba inicial presento resultados positivos para
las tres concentraciones de muestra evaluadas, detectando el virus en todas las plantas
indicadoras, exceptuando en el control negativo de la prueba. Eso se observa de manera

gréafica en la Figura 8.

Figura 8. Curva de amplificacion de muestras vegetales con indculo de CYSDV para la

optimizacion de la prueba de RT-gPCR
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Se observo una variacion leve entre el valor Ct de la muestra y sus respectivas
diluciones, como se presenta en el Cuadro 12. Por lo tanto, se consider6 como 6ptimas las

condiciones utilizadas para la amplificacion del material genético del CYSDV.

Cuadro 12. Valores Ct similares para las muestras en la amplificacion para la

optimizacion de RT-gPCR

o Concentracion | Concentracion
Muestra | Dilucion Valor Ct
de cebador (uM) | de sonda (nM)
Original 0.1 0.1 15.17
Sandia 1:5 0.1 0.1 17.33
1:10 0.1 0.1 17.19
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De la optimizacion, se obtuvo las condiciones finales de trabajo, donde la
concentracion y cantidad Optima de reactivos se presenta en el Cuadro 13, siendo 0.1uM el
mejor valor de concentracion para trabajar con la sonda y los cebadores, mientras el
programa de RT-gPCR a utilizar (Cuadro 14), presenta el cambio en la temperatura de

anillamiento y extension, la cual fue de 62°C.

Cuadro 13. Mezcla de reaccion final para la amplificacion de muestras de ARN de
CYSDV por RT-gPCR

Reactivo 1X (ul)

GoTag® Probe gPCR Master Mix 10
GoScript™ RT Mix for 1-Step RT-gPCR 0.4
Cebador Forward (CYSDV_Fw) 0.1uM 0.2
Cebador Reverse (CYSDV _Rv) 0.1uM 0.2
Sonda (CYSDV_Pr) 0.1uM 0.2

ARN 2

Agua libre de nucleasas 7
Total 20ul

Adaptado de Promega (2018) con modificaciones propias.

Cuadro 14. Programa de RT-gPCR optimizado para la amplificacion de muestras de ARN

de CYSDV.
Paso Temperatura | Tiempo | Ciclos
Transcripcion Reversa (RT) 45°C 15min 1
Inactivacion de la RT 95°C omin 1

Activacion de la GoTaq® Polymerase

Desnaturalizacion 95°C 15s 40

Alineamiento y extension 62°C 1min
Adaptado de Promega (2018) con modificaciones propias.
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6.3 Validacion de RT-qPCR

Se realiz6 una curva estandar partiendo de una muestra de 427.7 ng/ul de
concentracion con una pureza de A260/280 de 2.05, y A260/230 de 1.83. De esta se
realizaron diluciones seriadas desde 1:10 hasta 1:100 (Figura 9). Para generar la curva,
se emplearon las condiciones optimizadas de RT-gPCR. Se obtuvo la ecuacion de la
recta, la cual fue y = 21.932 — 3.38x; esta present6 un R? de 0.996, y una eficiencia del
97.624% (Figura 10).

Figura 9. Primera curva de amplificacion estandar con diluciones seriadas
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Figura 10. Primera validacion de la prueba de deteccion de CYSDV
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Se realizd una segunda curva estandar para evaluar la deteccion ante una menor
concentracion. La muestra evaluada presentd una concentraciéon de 351.5 ng/ul con una
pureza de A260/280 de 1.98, y A260/230 de 1.84. De igual forma que en la curva anterior,
se realizaron diluciones seriadas desde 1:10 hasta 1:100 (Figura 11). Se obtuvo la ecuacion
de la recta, la cual fue y = 25.814 — 3.335x; esta presentd un R? de 0.991, y una eficiencia
del 99.457% (Figura 12).
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Figura 11. Segunda curva de amplificacion estandar con diluciones seriadas
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Respecto al limite de cuantificacion de la primera validacion, se obtuvo un valor de
4.27x10°ng, mientras que, para la segunda validacion, el limite fue de 3.51x10*ng. Por lo
tanto, las diluciones preparadas deben permitir que las muestras de ARN que se emplean
para la prueba puedan ser detectadas hasta 4.27x10°ng que fue el valor de cuantificacion

maés bajo.

6.4 Cuantificacion de ARN

La cuantificacion de ARN para las muestras evaluadas presentd concentraciones
variadas de este, como se presenta en el Cuadro 15. En promedio, el ARN extraido de
las muestras vegetales fue de 1319.07 ng/ul, por lo que se contaba con suficiente plantilla
para que los cebadores y la sonda sintetizados realizaran la amplificacién de este por la
prueba de RT-gPCR. De los valores de pureza, se obtuvo, al igual que con la
concentracion, valores variados para la absorbancia A260/280 y A260/230. Los datos

de cuantificacién individuales para las muestras analizadas se presentan en el Anexo 7.

Cuadro 15. Resumen estadistico de la cuantificacion de ARN de las muestras

evaluadas
Concentracion (ng/ul) | A260/280 | A260/230
Media 1319.07 1.83 1.53
Desviacion estandar +1935.95 +0.21 +0.36
Valor méax. 10656.20 2.13 2.16
Valor min. 25.60 0.99 0.51
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6.5 Monitoreo del CYSDV en Guatemala por RT-qPCR

El monitoreo fue efectuado en 51 muestras de sandia y meldn pertenecientes a
los departamentos de Zacapa, El Progreso, Jutiapa, Santa Rosa, Escuintla y
Suchitepéquez, las cuales fueron obtenidas entre 2017 y 2022. Como se presenta en la
Figura 13, las muestras trabajadas presentaron resultados positivos para el virus, con una
amplificacion adecuada, con valores Ct que van acorde a los resultados de optimizacion
de la prueba. Es importante mencionar que la mayoria de las muestras evaluadas,
presentaba una infeccion por SqQVYV, ademas de CYSDV, por lo que la prueba permitio

identificar de forma especifica el virus de interés.

Figuras 13. Curva de amplificacion de RT-gPCR para el monitoreo de CYSDV
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Se obtuvo resultados positivos para 47 de las 51 muestras evaluadas, lo que
representa un 92.16% del total de muestras. Las cuatro muestras negativas corresponden
a El Progreso, Jutiapa, Zacapa y un sitio desconocido. Se identifico el CYSDV en los
cultivos de todos los afios trabajados, por lo que se establece que acorde a las muestras,
el virus se presenta de forma constante en Guatemala desde el afio 2017 hasta la fecha.

Todos los departamentos que fueron evaluados (El Progreso, Zacapa, Jutiapa, Santa
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Rosa, Escuintla y Suchitepéquez) se presentan afectados por el virus como se evidencia
en la Figura 14. Cabe resaltar que estos representan a las regiones central, nororiente,

suroriente y suroccidente del pais.

Figura 14. Departamentos de Guatemala con cultivos positivos para CYSDV
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VII. ANALISIS DE RESULTADOS

El trabajo fue realizado con el fin de implementar una prueba de RT-gPCR que
permita la deteccidn del virus CYSDV que afectan a cucurbiticeas de interés comercial
nacional. Por ello se realizé el disefio de cebadores y sonda, se optimizd y valido la prueba

de RT-gPCR, para finalmente evaluar la presencia del virus en Guatemala.

Para el disefio de los cebadores y la sonda, se contaba con tres regiones candidatas.
De estas se selecciono finalmente la region de la proteina de la capside ya que presento la
mayor similitud entre secuencias de distintos aislamientos de CYSDV, lo que permitio
seleccionar los cebadores y la sonda de manera que tengan coincidencia con la mayoria de
las secuencias. En el caso de las secuencias de la proteina p22, se observd una mayor
diversidad en los aislamientos del pais, pero se presentd también la formacion de dimeros
y otras estructuras secundarias. Para el homélogo de la HSP70 ocurrié el caso que la
diversidad de secuencias no permitid la seleccion de un sitio especifico en la secuencia para
disefar los cebadores y la sonda. La similitud de secuencia observada para la proteina de
la cépside se debe a que los aislamientos del grupo occidental de CYSDV presentan una
variacion genética baja respecto al gen codificante para la proteina de la capside, la cual se
mantiene pese a la distancia geogréafica y la separacion temporal, lo que se asocia a la

expansion del virus en todo el mundo y el modo de transmision (Rubio et al., 2001).

Por ello, los cebadores y la sonda seleccionados fueron altamente especificos para
el CYSDV, ya que la region seleccionada se caracteriza por una estabilidad genética tanto
espacial como temporal. En el caso de las otras regiones candidatas, estas se evaluaron
debido a estudios previos que utilizan dichas regiones para la deteccion del CYSDV (Lee
etal., 2011; Alvarez et al., 2012; Abrahamian et al., 2013). Se selecciond el homoélogo a la
proteina de choque térmico HPS70 ya que los virus de la familia Closteroviridae son
caracterizados por la presencia de este gen (Livieratos, Avgelis y Coutts, 1999). Respecto
a la proteina p22, su seleccion fue debido a que los Crinivirus presentan entre 0 y 3 marcos
de lectura abiertos en la region del ARNL1, por lo que esta proteina es codificada en uno de
los marcos de CYSDV (Kataya et al., 2009).
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De la extraccion de ARN de tejido vegetal, tanto para la optimizacion de la prueba
molecular, como para el monitoreo, se obtuvo una concentracion media de 1319.07 ng/ul,
con valores de absorbancia medios de 1.85 para la lectura A260/280, y de 1.63 para la
lectura A260/230. De la concentracion, la media obtenida evidencia que esta es suficiente
para el analisis, considerando que la recomendacion del sistema de RT-gPCR usado es de
emplear al menos 100ng de ARN puro (Promega, 2018). Es importante resaltar que este
material genético no es Unicamente del virus CYSDV, sino que se presenta el ARN tanto

viral como vegetal.

De los valores de pureza obtenidos, se observa que la lectura para A260/280 es
inferior a 2.0, lo que indica que se presento contaminantes en las muestras con estos valores.
Esto podria asociarse a la presencia de fenoles u otros reactivos empleados en la extraccion
de ARN (Thermo Fisher Scientific, 2011). Este dato podria presentar una excepcion, puesto
que se ha sugerido que, para el ARN, la lectura A260/280 puede considerarse como
aceptable a partir de lecturas de 1.5 0 1.8 (Viljoen, Nel y Crowther, 2005; Fleige y Pfaffl,
2006). Para las lecturas de A260/230, se considera un rango de 1.8 a 2.2 para considerar
como puro el aislamiento de material genético; en este caso, las muestras fuera del rango
indican la presencia de contaminantes. Al ser una muestra vegetal, esta puede presentar
problemas en dicha lectura debido a carbohidratos remanentes que suelen afectar la pureza;
otro elemento que podria afectar son residuos de fenoles utilizados en la extraccion del
ARN (Thermo Fisher Scientific, 2011).

Respecto a la optimizacion de la prueba de RT-qPCR, la concentracion de la sonda
y los cebadores fue efectiva para la amplificacién del material genético del virus, ya que se
obtuvo un valor de Ct bajo y una buena sefial de fluorescencia al emplear la concentracion
de 0.1uM, lo que el aumento de este conllevaria la acumulacion de productos no especificos
o0 posiblemente de dimeros. Al estar cerca del limite de concentracion sugerida para estos
(0.05uM), se evidencia que la concentracion obtenida es baja, pero no corre el riesgo de
presentar una baja sefial fluorescente, asi como evidencia que el material genético presente

en las muestras es abundante (Sigma-Aldrich, 2008; Rodriguez et al., 2015). Para la
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temperatura de anillamiento y extension, el programa sugiere un valor de 60°C para las
pruebas de tiempo real. Al ser la temperatura estimada para la sonda de 61°C se optd por
evaluar la amplificacion utilizando un valor de 62°C para el paso de anillamiento y
extension, debido a las variaciones entre la temperatura tedrica y la experimental. De esto,
se obtuvo también valores bajos de Ct por lo que dicha temperatura es ideal para trabajar
con los cebadores y la sonda disefiados. De igual forma, se evidencio6 que los valores de Ct
se mantienen bajos en diluciones de la muestra, por lo que se da por optimizada la prueba,
ya que dichos valores fueron los mas bajos ante la temperatura y concentracion empelada
(Rodriguez et al., 2015; Zhao et al., 2021).

Para la validacion de la prueba, las curvas estandar generadas permitieron establecer
parametros que actuaran como soporte para indicar que los resultados deteccién del genoma
viral por la RT-gPCR disefiada son validos, tales como la eficiencia, especificidad, y el
limite de cuantificacion. Se obtuvo un porcentaje de eficiencia de reaccion en un rango de
97.624 a 99.457%, lo cual indica que, el nimero de moléculas amplificadas por ciclo, entra
en el rango de la literatura que establece que se duplican los productos en cada ciclo; este
rango es de 90-110% (Kralik y Ricchi, 2017; Pazdernik et al., 2020). Bajo dicha premisa,
la prueba presenta una eficiencia adecuada, la cual se acerca al 100% ideal, pero se toma
en consideracion la secuencia de las sondas y cebadores, las condiciones de la reaccién, y

las posibles impurezas en las muestras analizadas.

Es importante mencionar que en la prueba no se detectd la presencia de inhibidores
que afectaran la amplificacion, asi como no se presentan errores de pipeteo, ya que el
coeficiente de determinacion R? fue superior a 0.98 (0.996 para la primera validacion y
0.992 para la segunda), por lo que la evaluacion de la eficiencia de reaccion por la curva
estandar evidencid también la ausencia de elementos que causen interferencia (Kralik y
Ricchi, 2017). Esto se da soporte a la especificidad de la prueba y disefio de
oligonucledtidos, ya que se identificd de forma correcta las muestras positivas para el virus,
de igual forma, el diagnostico fue sensible para la deteccion especifica de CYSDV en

cultivos que presentaron una coinfeccion por el Squash vein yellowing virus (SqVYV), otro
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virus que afecta a cucurbitas, lo que indica que la prueba se dirige a una Unica secuencia

para realizar la amplificacion (Rodriguez et al., 2015; Kralik y Ricchi, 2017).

Respecto al limite de cuantificacion, para la primera validacion se presento el valor
de 4.27x10°ng, mientras que, para la segunda, el limite obtenido fue de 3.51x10*ng, lo que
indica que dicho rango establece la cantidad méas baja a la cual se detect6 el CYSDV con
una precision aceptable, considerando las condiciones establecidas para la prueba
(Forootan et al., 2017; Pazdernik et al., 2020). Por ello se debe procurar trabajar con
muestras cuya concentracion de ARN no sea menor de dichos valores para obtener
resultados confiables, resaltando nuevamente que el material genético con el que se trabaja

no es Unicamente del CYSDV, sino también de la muestra vegetal.

Referente al monitoreo del CYSDV en Guatemala, del total analizado, se obtuvo
que el 92.16% de las muestras fueron positivas para el CYSDV. Esto indica que el virus se
presenta al menos desde el afio 2017 en todos los departamentos muestreados. Acorde al
MAGA (2016), los principales departamentos productores de melones y otras cucurbitas
son Zacapa, Santa Rosa, Jutiapa, Suchitepéquez, Escuintla y El Progreso; respecto a los
cultivos evaluados, estos pertenecian a todos los departamentos productores mencionados.
La presencia del CYSDV en Guatemala fue mencionada en el 2007 como parte de un
estudio realizado en Estados Unidos y México, donde se report6 del surgimiento del virus
en Arizona y Sonora, por lo que se toma este dato como el registro de mayor antigiedad
del fitopatdgeno en el pais, pese a que la informacion especifica para Guatemala no haya
sido publicada (Brown et al., 2007; Alvarez et al., 2012).

Las muestras identificadas como positivas para el CYSDV por la prueba empleada
fueron previamente descritas como positivas para el virus SqQVYV; esto concuerda con lo
indicado en el primer reporte del virus SqQVYV en Guatemala, estudio realizado en Estados
Unidos, en el cual se informé de la presencia de sintomas caracteristicos al CYSDV en
Zacapa, que resulto en la presencia de coinfecciones entre los dos virus mencionados en

cucurbitas de Guatemala (Jeyaprakash et al., 2015).
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En cuanto a la descripcion previa del CYSDV en América, los estudios de Estados
Unidos y México mencionan que el vector de transmision de este ha sido identificado como
el biotipo B o0 especie MEAML de B. tabaci, por lo tanto, se recomienda realizar el
monitoreo del vector, asi como del virus, para identificar si se trata de dicho biotipo, ya que
se asocia a una transmision eficiente del virus (Moreno et al., 2009; Kaur et al., 2019;
Wintermantel et al., 2019). De igual forma, se requiere de la secuenciacion del virus
obtenido en Guatemala para evaluar similitudes entre los asilamientos obtenidos en México
y Estados Unidos, de manera que pueda corroborarse si la variacion genética de la
subpoblacion del virus en América es baja, puesto que se ha descrito a tal como uniforme
y de baja diversidad genética por la rapida expansion que ha tenido tanto el CYSDV como
su vector (Rubio et al., 2001; Moreno et al., 2009).

Finalmente, con la evidencia de la presencia del CYSDV en los departamentos
productores de cucurbitas es importante emplear métodos de prevencion de la diseminacién
del virus, asi como de control del vector transmisor. Para ello, se propone emplear el uso
de antagonistas biologicos que reduzcan las poblaciones de B. tabaci, para impedir la
diseminacion del virus. De igual forma, se sugiere eliminar las fuentes donde B. tabaci
pueda reproducirse, para prevenir el desarrollo de esta. Como enfoque de estudio a futuro,
se puede evaluar la resistencia natural y/o la resistencia inducida por modificaciones
genéticas de manera que se recupere la productividad agricola al reducir la pérdida de
cultivos afectados por el virus (Marco et al., 2003; Castle, Palumbo y Prabhaker, 2009;
Castle et al., 2016).
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VII1.CONCLUSIONES

Se establecio la prueba de deteccion del Cucurbit Yellow Stunting Disorder Virus
en el fruto y hoja de las cucurbitas, con la cual fue posible detectar la presencia del
virus en muestras comerciales, a partir del disefio de oligonucleétidos especificos
para la proteina de la capside del virus.

Se establecio gque la concentracion final de los reactivos debe de ser de 0.1uM tanto
para los cebadores como para la sonda. En el caso de las condiciones de
amplificacion, se establecié una temperatura de anillamiento y extension 6ptima de
62°C.

Se valido la reaccion utilizando los cultivos de cucurbitas con indculo del virus. De
la reaccion se obtuvo un rango de eficiencia de 97.624 - 99.457% para la deteccidn
de CYSDV.

Se determind el limite de cuantificacion para la prueba mediante la curva estandar
de validacion, siendo este de 4.27x10°ng, que establece la cantidad es la mas baja
a la cual se detecto el CYSDV.

Se obtuvo una alta especificidad al virus con la prueba de RT-qPCR, con la cual,
fue posible realizar el monitoreo.

De las muestras trabajadas, el 92.16% de estas fueron positivas para el CYSDV, las
cuales representan a los departamentos productores de cucurbitas entre 2017 y
2022.

Los resultados obtenidos del monitoreo demostraron que el virus esta establecido
en plantaciones del pais, por lo que se precisa del monitoreo constante del CYSDV,
asi como el control poblacional del vector para reducir las pérdidas comerciales y

econdmicas.
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IX. RECOMENDACIONES

Secuenciar el material genético extraido para evaluar la diversidad genética del
CYSDV en América.

Evaluar la especificidad de deteccion del CYSDV al utilizar muestras positivas para
multiples enfermedades que afectan a las cucurbitas.

Incorporar la prueba a un ensayo de RT-qgPCR multiplex donde se pueda detectar
de forma simultanea a los virus més representativos que afectan a las cucurbitas.
Determinar los hospederos vegetales susceptibles al CYSDV.

Emplear la prueba para realizar el monitoreo constante del virus en el pais para
tomar medidas preventivas.

Una vez establecidos los cultivos infectados, se sugiere emplear agentes bioldgicos
antagonistas para reducir las poblaciones del vector, de manera que se pueda

prevenir su desarrollo y la propagacion del CYSDV.
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MF960767.1
MF960766.1
MF960768.1
MF960769.1
MF960770.1
EU596528.1
EU596529.1
MN807937.1
MNB807938.1
MNB807939.1
AYT730779.1
KX768875.1
AY584064.1
AY584063.1
AY584062.1
AY584061.1
AY584060.1
AY584059.1
AY584058.1
AY584057.1
AY584056.1
AY584055.1
AY584054.1
AY584053.1
AY584052.1
AY584051.1
AY584050.1
AY584049.1

XI.

AY584048.1
AY584047.1
AY584046.1
AY584045.1
AY584044.1
AY584043.1
AY584042.1
AY584041.1
AY584040.1
AY584039.1
AY584038.1
AY584037.1
AY584036.1
AY584035.1
AY584034.1
AY584033.1
AY204220.1
EF210559.1
EF210558.1
DQY03111.1
DQ903110.1
DQ903109.1
DQ903108.1
DQY03107.1
DQ903106.1
DQ903105.1
AF312824.1
AF312823.1
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ANEXOS

Anexo 1. Cddigos de acceso a las secuencias de la proteina de la capside de CYSDV

AF312822.1
AF312821.1
AF312820.1
AF312819.1
AF312818.1
AF312817.1
AF312816.1
AF312815.1
AF312814.1
AF312813.1
AF312812.1
AF312811.1
AF312810.1
AF312809.1
AF312808.1
AF312807.1
AF312806.1
AF312805.1
AF312804.1
AF312803.1
AF312802.1
AF312801.1
AF312800.1
AF312799.1
AF312798.1
AF312797.1
AF312796.1
AF312795.1



KC470000.1 KC469994.1 JF340435.1
KC469999.1 KC469993.1 AJ243000.1
KC469998.1 KC469992.1 LT992905.1
KC469997.1 KC469991.1 LT992904.1
KC469996.1 KC469990.1
KC469995.1 EF538681.1

Anexo 2. Protocolo de extraccion de ARN de Locali y asociados (2003) con modificaciones
propias de LPV-CEAA de la UVG Campus Central
1. Materiales, Reactivos y Equipos
1.1. Materiales
1.1.1. Palillos de madera
1.1.2. Tubos de 1.5 ml
1.1.3. Gradillas plésticas
1.1.4. Puntas con filtro de 10, 100, 200 y 1000 pl
1.1.5. Micropipetas p10, p100 y p1000
1.2. Reactivos
1.2.1. Buffer de lavado
1.2.2. Buffer de extraccion
1.2.3. Agua Ultrapura
1.2.4. Fenol
1.2.5. Cloroformo:alcohol isoamilico (24:1)
1.2.6. Isopropanol
1.2.7. Acetato de amonio (7.5M)
1.2.8. Etanol (70%)
1.2.9. Cloro (10%)
1.2.10. Solucion de RNAsa
1.3. Equipos
1.3.1. Incubadora Shake'N"Bake Hybridization Oven Model 136400 Boekel
Scientific
1.3.2. Centrifuga Legend Micro 21 Thermo Scientific
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1.3.3. Congelador
2. Procedimiento

2.1.1. Se desinfecta el area de trabajo con cloro y etanol, y se aplica la solucion de
RNAsa a los materiales y sitio de trabajo.

2.1.2. Se programa la incubadora a 55°C mientras se incuban los tubos de 1.5ml
con la porcion de fruto muestreada a -20°C durante 20 minutos.

2.1.3. Los tubos se colocan en hielo y se macera el tejido vegetal con palillos de
madera.

2.1.4. Se agregan 500 pul de buffer de lavado y se centrifuga la muestra a 13,000
rpm por 5 minutos.

2.1.5. El sobrenadante obtenido se decanta y se adicionan 600 pl de buffer de
extraccion; la mezcla se incuba por 30 minutos a 55°C con agitacion constante.

2.1.6. Tras la incubacion, se enfrian los tubos por 5 minutos a temperatura
ambiente, y se les agregan 200 pul de fenol y 200 pl de cloroformo:alcohol
isoamilico (24:1).

2.1.7. Los tubos se mezclan y centrifugan a 13,000 rpm por 8 minutos, para luego
realizar la separacion de fases, donde la fase acuosa resultante se transfiere a
un tubo de 1.5ml nuevo.

2.1.8. En los tubos nuevos, se les adiciona una soluciéon de isopropanol frio,
equivalente a 1 volumen de la fase transferida, ademas, se adiciona una
solucién de acetato de amonio 7.5M equivalente a 1/10 de volumen de la fase
transferida.

2.1.9. Lamezcla se incuba en frio a -20°C durante al menos 20 minutos. Este paso
puede durar hasta 1 semana.

2.1.10. Las muestras se centrifugan a 13,000 rpm por 12 minutos y se decanta el
sobrenadante.

2.1.11. Se realiza un lavado con 100 pl de etanol al 70% con centrifugacion a 13,000
rpm durante 8 minutos.

2.1.12.El precipitado obtenido se seca al aire por al menos 30 minutos, y se re

suspende en 20 pl de agua ultrapura.
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2.1.13.El ARN obtenido se mantiene en frio para realizar la prueba de RT-PCR
convencional, o bien para su uso en la prueba de RT-qPCR; caso contrario, se
congela a -20°C.

Anexo 3. Protocolo de cuantificacion de ARN para el espectrofotometro UV/Vis
NanoDrop One de Thermo Fisher Scientific (2021).
1. Materiales, Reactivos y Equipos

1.1. Materiales

1.1.1. Hielera

1.1.2. Puntas de 10ul

1.1.3. Micropipeta p10

1.2. Reactivos
1.2.1. Agua destilada
1.3. Equipos
1.3.1. Espectrofotometro UV/Vis NanoDrop One de Thermo Fisher Scientific
2. Procedimiento

2.1.1. Se conecta y enciende el espectrofotometro, se limpia con cuidado el
detector del pedestal y brazo, y se selecciona el &cido nucleico a cuantificar en
la pantalla de inicio.

2.1.2. Con una micropipeta, se toman 2ul de agua destilada, y se colocan en el
lector del pedestal para que sea registrado como el blanco; se baja el brazo a
manera que cubra la gota agregara, y se espera mientras el equipo realiza la
lectura.

2.1.3. Unavez se cuenta con el registro del blanco, se levanta el brazo, y se limpian
las partes que entraron en contacto con la muestra.

2.1.4. Se cargan 2ul de la muestra de ARN extraido, la cual se debe de mantener
en frio en una hielera, y se repite el proceso de lectura y limpieza del equipo
hasta finalizar la cuantificacion de las muestras.

2.1.5. Al finalizar las lecturas, se selecciona la opcién de finalizar experimento, se

limpia nuevamente el equipo, y se apaga.
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Anexo 4. Protocolo de transcripcion reversa para el kit GoScript™ Reverse Transcription

System de Promega (2018)

1. Materiales, Reactivos y Equipos

1.1. Materiales

1.1.1.
1.1.2.
1.1.3.
1.14.
1.15.
1.16.

Gradillas plésticas

Tubos de 1.5y 0.5 mi

Hielera

Puntas con filtro de 10, 200 y 1000 pl
Puntas de 10, 200 y 1000 ul
Micropipetas p10, p100 y p1000

1.2. Reactivos

1.2.1.
1.2.2.
1.2.3.
1.2.4.
1.2.5.
1.2.6.
1.2.7.
1.2.8.

Master Mix GoScript™ Reverse Transcription System
Buffer GoTag Green 5x

GoTaq Polimerase™

Cebadores forward y reverse especificos de CYSDV
Cebador random (Oligo-dT)

Etanol (70%)

Cloro (10%)

Solucion de RNAsa

1.3. Equipos

1.3.1.
1.3.2.
1.3.3.
1.3.4.

Campana de extraccién con luz UV
Campana de flujo laminar
Centrifuga Galaxy Mini VWR International

Termociclador Programmable Thermal Controller PTC-100 MJ Research

Inc.

2. Procedimiento

2.1.1.

Se trabaja en un espacio previamente desinfectado con cloro 10%, etanol

70%, solucién de RNAsa, e irradiado con luz UV.

2.1.2.

En la campana de extraccion, se prepara una mezcla de 4pul de ARN de

extraccion, junto con 1ul del cebador random (Oligo-dT), la cual se centrifuga

por 10 segundos.
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2.1.3. La muestra se incuba a 70°C por 5 minutos en el termociclador, y se
almacena en hielo hasta su uso.

2.1.4. Se prepara la mezcla de reaccion acorde al nimero de reacciones (Cuadro
5).

2.1.5. De la mezcla de reaccion se agregan 15ul a cada tubo en el hielo con la
reaccion preparada.

2.1.6. Los tubos de reaccion se incuban en el termociclador siguiendo los tiempos
y temperaturas que se indican en el Cuadro 6. Las muestras de ADNc

obtenidas se almacenan en frio hasta su uso.

Anexo 5. Protocolo de inoculacién mecanica de virus en plantas indicadoras (LPV, 2021).
1. Materiales, Reactivos y Equipos
1.1. Materiales
1.1.1. Muestra positiva de virus
1.1.2. Bateria de plantas indicadoras
1.1.3. Mortero y pistilo
1.1.4. Hielera
1.1.5. Carborundum
1.1.6. Recipientes plasticos
1.1.7. Pisetas de agua
1.1.8. Guantes de latex
1.2. Reactivos
1.2.1. Buffer de fosfatos 0.02M pH 7.0
1.2.2. Agua ultrapura
1.3. Equipos
1.3.1. N/A
2. Procedimiento
2.1.1. De las muestras que sean positivas para el virus de interés, se toma 1g de
tejido infectado, al cual se le adiciona 5 ml de buffer de fosfatos dentro del

mortero.
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2.1.2. Lamuestraen solucion permanece en reposo durante 10 minutos, para luego
ser macerada con el pistilo. Al terminar de macerar, se coloca el mortero en
una hielera hasta su uso.

2.1.3. Al ingresar al invernadero destinado para la inoculacién, se coloca
carborundum en la superficie de las hojas a inocular.

2.1.4. Con el pistilo sumergido en la solucidn, se realizan frotes firmes en la hoja
para generar una lesion superficial del tejido. Al finalizar, la planta se deja
reposar por 5 minutos.

2.1.5. El proceso se replica para las plantas utilizadas como control negativo, pero
en lugar de la solucion macerada, se realiza el dafio tisular con un pistilo
sumergido Unicamente en buffer de fosfatos.

2.1.6. Luego del reposo, se lava las hojas de la planta usando una piseta con agua,
y se coloca cada planta inoculada y cada planta control a una distancia minima

de 15 cm para evitar la contaminacion.

Anexo 6. Protocolo de RT-qPCR para el kit GoTag® Probe 1-Step RT-gPCR de Promega
(2018)
1. Materiales, Reactivos y Equipos
1.1. Materiales
1.1.1. Tubos estériles
1.1.2. Bloque frio
1.1.3. Gradillas estériles
1.1.4. Micropipetas p10, p100 y p1000
1.1.5. Puntas de 10, 200 y 1000 pl
1.1.6. Puntas con filtro de 10, 200 y 1000 ul
1.2. Reactivos
1.2.1. GoTag® Probe gPCR Master Mix
1.2.2. GoScriptTM RT Mix for 1-Step RT-qPCR
1.2.3. Cebador forward y reverse CYSDV
1.2.4. Sonda CYSDV
1.2.5. Agua libre de nucleasas
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1.2.6. Cloro (10%)
1.2.7. Etanol (70%)
1.2.8. Solucion de RNAsa

1.3. Equipos

1.3.1. Termociclador Applied Biosystems™ 7500 Real-Time PCR Systems
1.3.2. Equipo de computo para colecta de datos

1.3.3. Campana de extraccién con luz UV

1.3.4. Campana de flujo laminar

1.3.5. Centrifuga Galaxy Mini VWR International

Procedimiento

2.1.1. Se trabaja en campanas de flujo laminar y de extraccién previamente
desinfectadas con cloro 10%, etanol 70%, solucion de RNAsa, e irradiadas con
luz UV.

2.1.2. Se preparan los cebadores y las sondas a usar, para obtener una
concentracion de 0.1uM para los cebadores y las sonda.

2.1.3. En tubos estériles se prepara la mezcla de reaccion indicada en el (Cuadro
8), manteniendo en frio los reactivos y centrifugando cada uno previo a su uso.

2.1.4. Se preparan diluciones del ARN en un factor 1:10 en la campana de
extraccion.

2.1.5. Se combinan los componentes de la reaccion con el ARN extraido en tubos
estériles en el bloque frio, centrifugando los tubos al finalizar.

2.1.6. Se configura el programa de corrida para el termociclador de tiempo real
indicado en el Cuadro 9.

2.1.7. La placa con las muestras es transferida en otro bloque frio hacia el
termociclador para realizar la corrida, donde se colecta y visualiza los

resultados al finalizar la amplificacion.
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Anexo 7. Cuantificacion de ARN vy lecturas de pureza para las muestras vegetales

trabajadas
Muestra CO“EfQ;JSC'O” A260/280 | A260/230 | Resultado
2017-1 539.1 1.93 1.79 Positivo
2017-2 239.4 1.83 163 Positivo
2017-3 490.3 2.03 1.77 Positivo
2017-4 656.7 2.06 2.05 Positivo
2017-5 517.8 1.93 1.87 Positivo
2017-6 826.5 1.72 1.05 Positivo
2017-7 353.9 1.98 1.90 Positivo
2017-8 537.9 1.95 1.70 Positivo
2017-9 1008.5 2.05 1.90 Positivo
2018-1 491.0 1.81 162 Negativo
2018-2 513.7 1.72 1.41 Positivo
2018-3 605.1 173 1.48 Positivo
2018-4 1379.4 1.76 1.39 Positivo
20185 689.7 1.69 1.45 Positivo
2018-6 861.9 1.75 1.43 Positivo
2018-7 682.9 1.86 1.69 Positivo
2018-8 3515 1.98 1.84 Positivo
2018-9 635.1 1.80 1.27 Positivo
2018-10 563.4 171 163 Positivo
2019-1 1081.9 167 114 Positivo
2019-2 478.9 1.93 1.60 Positivo
2019-3 1665.3 1.39 0.84 Positivo
2019-4 475.9 1.70 1.19 Positivo
2019-5 7927.3 1.85 163 Positivo
2019-6 10656.2 0.99 0.51 Negativo
2019-7 245.5 1.76 1.40 Positivo
2019-8 920.0 1.93 1.77 Positivo
2019-9 372.6 1.92 167 Positivo
2019-10 593.5 1.94 1.80 Positivo
2019-11 1067.7 2.12 2.16 Positivo
2019-12 1511.3 1.74 1.16 Positivo
2019-13 1112.1 1.84 1.48 Positivo
2020-1 1770.6 1.62 1.01 Positivo
2020-2 6380.3 1.81 1.72 Positivo
2020-3 789.0 1.74 1.21 Negativo
2020-4 558.6 1.97 153 Positivo
2020-5 577.0 2.01 1.71 Positivo
2020-6 677.6 1.94 1.49 Positivo
2020-7 4203.1 1.27 0.70 Positivo
2020-8 690.8 1.75 0.82 Positivo
2021-1 696.5 1.98 1.74 Positivo
2021-2 1747.2 2.02 1.97 Negativo
2021-3 600.7 1.99 1.82 Positivo
2021-4 643.3 2.08 1.59 Positivo
20215 671.7 1.97 1.73 Positivo
2021-6 1314.1 171 1.02 Positivo
2021-7 1453.3 1.77 1.65 Positivo
2022-1 427.7 2.05 1.83 Positivo
2022-2 256 157 1.7 Positivo
2022-3 17736 211 211 Positivo
2022-4 2220.2 213 1.94 Positivo
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