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Contraste entre acumulacion
y transmision en infecciones

mixtasde WMV y CYSDV en
melon

Lasinfecciones mixtas de potyvirusy crinivirus son frecuentes en cucur-
bitaceas. A pesar de esto, se ignora en gran medida como puede afectar la
presencia de dos virus en una misma planta a aspectos tan importantes
como su capacidad patogénica y su relacion con insectos vectores. Para
abordar estos temas, se han generado infecciones mixtas del potyvirus
Watermelon mosaic virus(WMV) y el crinivirus Cucurbit yellow stunting
disorder virus (CYSDV) en plantas de meldn, cuantificando la carga de
cadavirusalolargodel tiempo, y se hanrealizado ensayos de transmision
del potyvirus por pulgones, y del crinivirus por moscas blancas. Nuestros
resultados muestran que los cambios de acumulacion de cada virus en
infecciones mixtas no se trasladaron directamente a las frecuencias de
transmisién por vectores: aunque la mayor acumulacion de CYSDV ocu-
rria en las primeras semanas de la infecciéon mixta, no aumento la efica-
cia de la transmision por mosca blanca hasta tiempos mas tardios. En el
caso de WMV, su menor acumulacion en las plantas doblemente infec-
tadas no afectd a su transmision por pulgones, algo que podria ser expli-
cado por los cambios observados en el comportamiento de los vectores.
Estos resultados apuntan a que las infecciones mixtas pueden jugar un
papel importante en la diseminacion de virus en cucurbitaceas.
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Figura 1. Sintomas de WMV en melén variedad Piel de Sapo (semillas Fitd), a los 36 dias después de la inoculacién (d.p.i.). Se muestra detalle de sintomas en hoja

(imagenes originales de los autores)

Figura 2. Sintomas de CYSDV en melén variedad Piel de Sapo (36 d.p.i.). Se muestra detalle del tipico sintoma de amarilleo (imagenes originales de los autores)

Antecedentes

Actualmente el melén es una de las
horticolas mas importantes después
del tomate, con China liderando la
produccién mundial, y Espafna la de
la Unién Europea, siendo las zonas
productoras mas importantes Anda-
lucia, Murcia, Castilla La Mancha y
Comunidad Valenciana. Debido a su
interés agronémico y a la disponibili-
dad de su genoma recientemente se-
cuenciado (Garcia-Mas y col., 2012),
el melén se considera un organismo
modelo para la investigacion en cu-
curbitaceas.

Las plantas estan continuamente
expuestas a factores adversos exter-
nos, tanto abiéticos como bidticos,
y a nuestro grupo le interesa saber
como los microorganismos patdge-
nos, en concreto los virus, actlan
causando enfermedades. La disper-
sion por vectores es la via natural
utilizada por los virus para pasar
de unas plantas a otras, siendo la
mayoria de los virus transmitidos
de esta manera (Roossinck, 2015).
Entre ellos, los pulgones y las mos-
cas blancas tienen la capacidad de

transmitir el mayor nimero de es-
pecies de virus conocidos. Los virus
con los que trabajamos son transmi-
tidos de forma no persistente, con
periodos muy cortos de adquisicién
y retenciéon, y semipersistente, con
periodos de adquisicion e inocula-
cion algo mas largos (Palacios y col.,
2002).

Los patosistemas planta - patégeno
- vector (Hull, 2013) son complejos
ya que sus componentes pueden
interaccionar entre si de diferentes
maneras: el patdbgeno depende del
vector para su transmisién y disper-
sion; el patégeno puede afectar di-
recta o indirectamente al vector; el
patégeno y el vector pueden com-
petir por la misma planta huésped,
y ademdas ambos pueden inducir
mecanismos de defensa (Belliure y
col., 2005). Existe controversia so-
bre los efectos finales de estas com-
plejas interacciones, debido a que
cada patosistema se puede compor-
tar de una manera especifica y no
generalizable.

Las infecciones mixtas de virus en
plantas son muy comunes en la
naturaleza (Syller, 2012) y éstas
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ocurren cuando dos o mas virus
invaden a un mismo huésped vy
son capaces de establecerse en él.
Cuando la infeccién por diferentes
virus tiene lugar simultaneamente,
se conoce como co-infeccion; si
la llegada tiene lugar en tiempos
distintos, se denomina super-in-
feccion (Saldafa y col., 2003). Las
interacciones ademas pueden ser
sinérgicas, cuando un virus aumen-
ta la virulencia o complementa al
otro para replicarse, moverse o ser
transmitido, viéndose el huésped
perjudicado de uno u otro modo; o
bien antagodnicas, cuando la aptitud
de un virus se ve disminuida por la
presencia de otro. En ocasiones se
producen interacciones complejas
virus-virus que pueden ser sinérgi-
cas y antagoénicas, segun sean los
efectos para cada uno de los parti-
cipantes (Mascia y Gallitelli, 2016).
En algunos casos, las infecciones
mixtas de virus en plantas dan lugar
a enfermedades definidas como
sindromes especificos que pueden
causar graves pérdidas econémicas
en los cultivos afectados.
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Virus, plantas e insectos em-
pleados en los procedimientos
experimentales

El potyvirus Watermelon mosaic vi-
rus (WMV) es un patdgeno de gran
importancia econémica en cucur-
bitdceas, especialmente en las re-
giones mediterraneas (Lecoq y col.,
1998). Se trata de un virus transmi-
tido de manera no persistente por
pulgones, capaz de infectar a nu-
merosas cosechas y malas hierbas.
El aislado empleado deriva de un
clon infectivo cedido por la Dra. C.
Desbiez del INRA-PACA, Avignon,
Francia (Desbiez y col., 2012). En la
Figura 1 pueden observarse sinto-
mas caracteristicos que produce este
virus en melén.

Por su parte, el crinivirus Cucur-
bit yellow stunting disorder virus
(CYSDV) es también una amenaza
para los cultivos de cucurbitaceas,
y su incidencia esta aumentando en
gran parte de la cuenca mediterra-
nea (Lecoq y Desbiez, 2012). Como
el resto de virus de la familia Clos-
teroviridae, se encuentra restringido
al floema y se transmite por mosca
blanca de manera semipersistente
(Navas-Castillo y col., 2014). El ais-
lado empleado fue proporcionado
por la Dra. M.L. Gémez-Guillamén
(IHSM, CSIC-UMA, ‘La Mayora’, Ma-
laga), causando un amarilleo muy
caracteristico (Figura 2).

Los pulgones de la especie Myzus
persicae proceden de una poblacién
clonal mantenida por los Dres. A.
Fereres y A. Moreno (ICA-CSIC Ma-
drid). Las colonias de moscas blan-
cas de la especie Bemisia tabaci de-
rivan de la coleccién del IHSM y de
la Dra. R. Gabarra (IRTA Cabrils), y
corresponden a los biotipos MED y
MEAM1 (antiguos Q y B). Para trans-
mitir WMV y CYSDV, se han respeta-
do los tiempos de adquisicion e ino-
culacion necesarios (Tabla 1). Para
las co-infecciones, primero se inocu-
|6 CYSDV, y al retirar las moscas se
inoculd WMV empleando pulgones.
Las plantas se mantuvieron bajo con-
diciones controladas en camaras de
crecimiento.

Se realizaron ensayos de transmi-
sion primaria (con vectores virulife-
ros) para WMV y CYSDV, emplean-
do pulgones y moscas blancas en
cada caso, y como fuentes de in6-
culo plantas en infeccién sencilla y

Figura 3. Disposicion de plantas en cada umbraculo, con 3 plantas indculo rodeadas por 20 plantas
receptoras (imagen original de los autores).

Tipo de Vector | Tiempo | Tiempo Tiempo Insectos
Virus
transmision | natural | ayuno | adquisicion | inoculacién | /planta
WMV Notsnetrems- Pulgén' | 3 horas | 10 minutos | 30 minutos 10
. . Mosca
CYSDbV Sent1|e-r|]°teer5|s- - 48 horas 48 horas 40
blanca?

' Los pulgones se manipularon con ayuda de un pincel, sometiéndolos a un periodo de ayuno de 3 horas

en viales cerrados previo a la adquisicion.

2 Las moscas blancas se recolectaron por aspiracién y se colocaron en cajas pinza sobre las hojas, o se
liberaron directamente en cajas confinadas junto a las plantas.

Tabla 1. Transmisién por vectores de WMV y CYSDV.

mixta. Para CYSDV se hicieron tam-
bién experimentos de transmisién
secundaria, liberando moscas no
viruliferas en umbréculos visitables
con plantas infectadas (solo con
CYSDV o co-infectadas con ambos
virus) rodeadas por plantas no in-
fectadas o previamente inoculadas
con WMV. La densidad de vectores
fue de 40 moscas por cada planta
receptora (Figura 3).

El diagndstico molecular se realizd
a partir de muestras de tejido con-
gelado y triturado en Tissue lyser
(QIAGEN), seguido de extraccion
con el reactivo comercial TRIzol
(Invitrogen). Se obtuvo el cDNA
correspondiente empleando el kit
comercial Reverse  Transcription
(Applied Byosistems™), y se am-
plificaron fragmentos especificos
mediante la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) con TaKaRa Ex
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Tag®. También se utilizé hibridacion
molecular ‘Tissue print’ para de-
tectar CYSDV en improntas sobre
membranas (Roche) de secciones
transversales de peciolos de hojas,
empleando una sonda especifica de
RNA marcada con digoxigenina y
deteccion por quimioluminescencia
(ChemiDoc-Bio-Rad).

Los titulos virales se determinaron
mediante qRT-PCR absoluta con
SYBRGreen (Roche) en cDNAs obte-
nidos de RNAs totales tratados con
DNasa (ThermoScientific), compa-
rando con rectas patrén derivadas
de transcritos especificos de cada
virus (Saunders, 2004).

Para registrar el comportamiento
alimenticio de M. persicae, se rea-
lizaron registros de EPG (electrical
penetration graph) de una hora de
duracion con pulgones adultos ap-
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Figura 4. Carga viral en infecciones sencillas y mixtas a lo largo del tiempo. En el eje de ordenadas se
representan media y error estandar de los valores cuantitativos para WMV (izquierda) y para CYSDV
(derecha), de grupos de plantas infectadas con WMV (linea azul), con CYSDV (linea rosa) y con ambos
(lineas negras). Los puntos temporales se indican en el eje de abscisas. Las comparaciones para cada virus
y tiempo se realizaron mediante U-Mann Whitney (distribucién no Gaussiana) o T-test no-paramétrico
(puntos con distribucion Gaussiana). Desde los 24 d.p.i., las diferencias de carga viral mostraron niveles
de significacion inferiores a 0.05 para WMV, y a 0.001 para CYSDV.

teros sobre cada tipo de planta. La
adquisicion y el analisis de los datos
se realizaron mediante el programa
informatico Stylet+ (EPG-Systems,
Wageningen, Holanda), y las varia-
bles fueron procesadas y calculadas
en hojas de calculo (Backus y col.,
2007; Sarria y col., 2009).

Resultados

Andlisis de la carga viral de
CYSDV y WMV en infecciones
sencillas y mixtas

El seguimiento de las plantas infec-
tadas durante 60 dias nos permitié
comparar la evoluciéon de las infec-
ciones sencillas y dobles. En el caso
de CYSDV, los datos muestran que
la carga viral aumenté significativa-
mente en presencia de WMV con
un pico de acumulacién a 24 d.p.i.,
resultando en un caso claro de siner-
gismo. Por el contrario, en el caso
de WMV la carga viral fue menor en
infecciones mixtas respecto a los va-
lores que se alcanzan en infecciones
sencillas (Figura 4).

Transmision en laboratorio

Los experimentos de transmision
bajo condiciones controladas se rea-
lizaron con plantas infectadas de 24
d.p.i. y de 52 d.p.i. como fuentes de
indculo. En el primer punto temporal
las diferencias eran muy marcadas, y
se corresponde con el pico de maxi-
ma acumulacion de CYSDV en in-
fecciones mixtas (Figura 5). En cada
Caso se ensayaron un numero total
de plantas receptoras por cada fuen-
te de in6éculo por encima de 100.

Como puede observarse en los pa-
neles superiores de la Figura 6, el
porcentaje de transmisién de CYSDV
fue ligeramente menor a partir de
plantas con infecciéon mixta a 24
d.p.i. a pesar de la mayor acumu-
lacion del virus que ya se ha men-
cionado en ese punto temporal. En
cambio, se observd una mayor tasa
de transmision cercana al 100% a
partir de plantas en infecciéon mixta
ab2d.p.i

En el caso de WMV (paneles inferio-
res de la Figura 6), la tasa de trans-
mision no varié significativamente

entre infecciones sencillas y mixtas,
a pesar de las diferencias observadas
en la acumulacion viral, por lo que
se decidi6 evaluar el comportamien-
to alimenticio de los pulgones sobre
los diferentes tipos de indculos.

Estudio del comportamiento
alimenticio de M. persicae

La posible influencia de la presen-
cia de CYSDV sobre la transmision
por pulgdn de WMV se analizd en
experimentos de EPG (Electrical Pe-
netration Graph), monitorizando el
comportamiento alimenticio de M.
persicae asociado a la transmision de
virus no persistentes. La compara-
cion se hizo entre plantas infectadas
con WMV, y plantas co-infectadas
con WMV+CYSDV, incluyendo como
controles plantas no inoculadas y
plantas infectadas Unicamente con
CYSDV. Se obtuvieron en paralelo
registros EPG durante al menos una
hora (Figura 7) para los cuatro tipos
de tratamientos.

En cada uno de los registros se iden-
tificaron ondas correspondientes a
periodos de no prueba (np), de pe-
netracion intercelular (C) y de prue-
ba intracelular (pd) con el programa
Stylet+, y los valores de estos para-
metros se compararon mediante U
Mann-Whitney. Se observé asi una
mayor duracion de las ondas pds
en las plantas infectadas con WMV
+CYSDV, tanto por insecto como por
evento. Puesto que este tipo de onda
esta asociada con la transmision de
virus no persistentes, se realizd un
analisis de la duracién de cada una
de las subfases dentro de las pruebas
pds. Como se muestra en la Figura
8, la duracion de la subfase deno-
minada -3, y que esta relacionada
con la adquisicion de virus no per-
sistentes (Collar y col., 1997), resulté
ser mayor en plantas infectadas con

Figura 5. Grupos de plantas infectadas con CYSDV, con WMV y con CYSDV+WMYV, a los 24 d.p.i. (imagen original de los autores)
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Figura 6. Frecuencias de transmision de CYSDV y WMV a 24 d.p.i. y a 52 d.p.i. Las comparaciones con
un T-test no paramétrico Unicamente mostraron diferencias significativas en la transmision de CYSDV a
tiempos largos para fuentes de indculo con infecciones sencillas o mixtas.

WMV+CYSDV. También se cuantificd
un mayor numero de pulsos durante
la fase correspondiente. Estos incre-
mentos de pardmetros relacionados
con la adquisicién del virus podrian
ayudar a explicar el mantenimiento
de la tasa de transmision de WMV, a
pesar de la disminucién de la carga
viral observada en el caso de infec-
ciones mixtas.

Transmision en semi-campo de
CYSDV

Las diferencias del modo de trans-
misién, no persistente en el caso de
WMV y semipersistente en CYSDV,
nos llevaron a plantear experimen-
tos diferentes para este Ultimo virus.
Dada la mayor duracion de los perio-
dos de adquisicion e inoculacion en
el caso de CYSDV, asi como la ma-
yor movilidad de las moscas blancas
comparadas con los pulgones, nos
propusimos realizar ensayos de pre-
ferencia y de transmision secundaria
en condiciones que denominamos

de semi-campo. Estos experimentos
se llevaron a cabo en umbréaculos
en el IHSM, CSIC-UMA ‘La Mayora’,
Méalaga, comparando como fuen-
tes de inoculo plantas infectadas
con CYSDV o con CYSDV+WMV,
y diferentes plantas potencialmen-
te receptoras, con y sin presencia
del virus heterdlogo WMV, bien en
umbraculos separados, o bien al-
ternando plantas no infectadas e
infectadas dentro del mismo umbra-
culo. Los resultados no mostraron
diferencias en cuanto a la fuente de
indculo (plantas en infeccion sencilla
0 mixta), y Unicamente se observd
una mayor tasa de transmision ha-
cia plantas receptoras previamente
infectadas con WMV.

Discusion y conclusiones

Las adecuadas condiciones climaticas
del sureste espanol lo hacen un lugar
muy apto para una actividad agrico-
la intensiva dedicada a la produccién

| 2018 |

de calidad de diferentes especies
horticolas, pero al mismo tiempo
pueden favorecer una alta inciden-
cia de diversas enfermedades, entre
las cuales hay que destacar aquellas
causadas por virus. La investigacion
sobre virosis de horticolas en nuestro
pais constituye un esfuerzo colectivo
muy notable, con numerosos grupos
de trabajo enfocados a buscar estra-
tegias de control que sean adecuadas
para mantener la productividad de
los cultivos, también en condiciones
de produccién intensiva.

Nuestro grupo de investigacién se
ha centrado recientemente en el es-
tudio de infecciones mixtas de virus
en plantas cultivadas, y este trabajo
en concreto se ocupa de la infeccion
mixta de WMV y CYSDV en melén.

Las comparaciones de la carga viral
entre infeccion sencilla o mixta en
plantas de meldn susceptibles a am-
bos virus mostraron en infecciones
mixtas un aumento de la acumula-
cion de CYSDV, mientras que la acu-
mulacion de WMV se vio ligeramen-
te reducida.

Los ensayos de transmision de WMV
y de CYSDV a distintos tiempos nos
permitieron observar un aumento
de la transmision de CYSDV en mo-
mentos avanzados de la infeccion
mixta, sugiriendo que la infeccion de
WMV con el crinivirus CYSDV podria
suponer un claro beneficio para la
dispersion de este Ultimo.

En el caso de WMV, la reduccion de
acumulacion viral en infeccién mixta
no afectd a las tasas de transmisién
observadas. Los ensayos de compor-
tamiento alimenticio de pulgones
empleando la técnica EPG nos ayu-
daron a explicar este resultado, al
identificar una mayor duracion de
una subfase dentro de las pruebas
intracelulares asociada a la actividad
de adquisicion de virus no persis-
tentes, que potencialmente podria
compensar la menor carga de virus.

Por otra parte, tanto en los experi-
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Figura 7. Ejemplo de registro EPG de 1 hora de duracién.
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Figura 8. Comparacion de la duracion de las subfases denominadas II-1, II-2 y II-3 de las pruebas intrace-
lulares (pd), y nimero de pulsos en insectos vectores alimentados en plantas infectadas con WMV o con

CYSDV+WMV.

mentos de transmisién en labora-
torio como en condiciones de se-
mi-campo, las tasas de transmision
de CYSDV fueron similares a partir
de plantas en infeccion sencilla y
mixta. No obstante, se observd que
la transmision a plantas receptoras
previamente infectadas con WMV
superaba a las no infectadas, lo que
podria contribuir a una mayor preva-

lencia de infecciones mixtas.

Para concluir, y poniendo en conjun-
to todos nuestros resultados, podria-
mos decir que las infecciones mixtas
de WMV+CYSDV pueden suponer
efectos beneficiosos desde la pers-
pectiva de ambos virus: en el caso
de CYSDV, la carga viral aumenta
considerablemente y parece que se
favorece su dispersiéon en momentos

tardios de la infeccién; mientras que
en el caso de WMV, a pesar de que
la carga viral disminuye ligeramente,
el efecto sobre el comportamiento
alimenticio de su vector natural pa-
rece compensar esa reduccién, por
lo que de nuevo se podria favorecer
la propagacion del virus como parte
de una estrategia para la manipula-
cion de sus vectores (Ingwell y col.,
2012).

Aunque nuestros resultados no
abordan todavia en detalle los meca-
nismos especificos que pueden me-
diar los efectos de cada virus en las
plantas, y a través de ellas sobre sus
vectores, si ofrecen una primera evi-
dencia cuantificable del papel ecolo-
gico que podrian tener las infeccio-
nes mixtas de virus, proporcionando
una base sobre la cual continuar
analizando su prevalencia, y siempre
en el contexto de la necesidad de es-
trategias eficaces de control de virus.
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