Capitulo VI. Localizacion de BPYV, CYSDV y LIYV en sus vectores

CAPITULO VI

131



LOCALIZACION DE Beet pseudo-yellows virus, Cucurbit
yellow stunting disorder virus Y Lettuce infectious yellows

virus EN SUS INSECTOS VECTORES'

" Este trabajo forma parte de la publicaciéon ‘Subcellular localization of Cucurbit yellow stunting
disorder crinivirus (CYSDV) in plant and its vector Bemisia tabaci” Rodrigo, G., Livieratos, |I.,
Coutts, R., Medina, V. (en fase de redaccion)
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1. INTRODUCCION

El elevado grado de especificidad que muestran algunos virus por sus vectores, junto
con las diferencias que se observan en los lugares de retencion y acumulacion viral
implican la existencia de una asociacion muy estrecha en algunos casos (van del
Heuvel et al., 1999). En general, la transmision de modo semipersistente de virus se
asocia con una relaciéon temporal entre el virus y el vector, en la que el primero
permanece en los primeros tramos del canal alimentario del vector y es transmitido
mediante el proceso de regurgitacion que tiene lugar durante la alimentacion (Lopez-
Moya y Lopez-Abella, 1996).

Ammar (1991) sugiere que en el modo de transmisién semipersistente las particulas
virales no pasan de forma pasiva a través del canal alimentario, sino que existen
puntos de retencion especificos. Este autor recopila distintos estudios realizados en
pulgones y cicadélidos, en los que se muestra una asociacion de las particulas virales
con la capa de cuticula que recubre la faringe y con la que recubre el intestino anterior,
como ocurre en el caso del virus del enanismo clorotico del maiz (Maize chlorotic dwarf
virus) (Gén. Wiakavirus) transmitido por el cicadélido Graminella nigrifons (Forbes), en
el que ademas, las particulas virales también se localizan en el canal alimentario de la
maxila. Pero, no todos los virus transmitidos de modo semipersistente se asocian con
el inicio del canal alimentario, ya que las particulas virales del virus esférico del tungro
del arroz Rice tungro spherical virus) (Gén. Waikavirus) se han localizado en las

glandulas salivares de su vector Nephotettix virescens (Distant) (Medina et al., 1994).

Tanto T. vaporariorum como B. tabaci transmiten de modo semipersistente distintos
Crinivirus pero, ademas, esta Ultima especie también transmite de modo persistente
virus circulativos pertenecientes al género Begomovirus. Los estudios realizados por
Hunter et al. (1998) y Medina et al. (2001) muestran la presencia de algunos virus de
este género en la camara filtrante, intestino medio y glandulas salivares, existiendo un
recorrido por el cuerpo del vector semejante al descrito para algunos virus persitentes
en pulgones; por lo que parece probable pensar, que para que la transmision de
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Crinivirus sea semipersitente algun factor, viral o propio de B. tabaci, esté limitando o

impidiendo la entrada de estos virus en el interior del cuerpo del insecto.

Para acabar de definir las relaciones que establecen los virus inductores del amarilleo
de las cucurbitaceas con sus vectores, se plantea la localizacion de BPYV y CYSDV,
asi como la de LIYV, en sus respectivos vectores, y de este modo seleccionar y ajustar
un modelo para la transmision semipersistente por moscas blancas de entre los

propuestos en vectores homopteros.

2. OBJETIVOS

- Comparar dos procesos de inclusion de insectos utilizados en inmunolocalizacion

de proteinas

- Reconocer los lugares de transporte y/o circulacién de Crinivirus en sus insectos
vectores mediante deteccion directa de BPYV, CYSDV y LIYV

- Ajustar un modelo de transmision de Crinivirus por moscas blancas

3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Insectos

Se dispuso de ejemplares de T. vaporariorum y de B. tabaci alimentados durante 24 h
sobre plantas infectadas con BPYV, LIYV y CYSDV, y también con moscas
alimentadas durante los mismos periodos sobre plantas sanas. Los insectos con LIYV,
por las razones comentadas en otros capitulos, ya estaban de origen en fijador o

incluidas en resina.

3.2. Técnicas microscopicas

Todos los ejemplares de moscas blancas, tanto viruliferos como no viruliferos se

incluyeron en resina para su examen al MET, del mismo modo que el material vegetal
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(ver capitulo V, apartado 3.2.), eliminando alas y patas para conseguir una mejor
penetracion de fijador y resina, y en parafina para realizar ISH, tal y como describen
Jackson (1992). Para la realizacion de estas experiencias y para comparar con el
proceso de inclusion en frio tradicional, se dispuso, ademas, de ejemplares B. tabaci
con LIYV ya procesados en resina de acuerdo con un protocolo de inclusion rapido
descrito por Gilberson et al. (1997). En esta metodologia para acortar la duracion del
proceso, la inclusion se realiza en un microondas modificando las condiciones de
tiempo y temperatura. Las muestras se someten a una fijacion sencilla con 2,5% GA
en 100 mM tampodn fosfato soédico de Soérensen durante 2,5 min a 37°C, y a
continuacion se deshidratan durante 15 min a 45°C. La infiltracion se realiza durante 15
min a 50°C y la polimerizacién se completa en 15 min a 95°C en resina LR White de
grado medio con lo que el tiempo de inclusién dura menos de 1 h, a diferencia del

proceso explicado en el capitulo IV que puede llegar a durar hasta 4 dias.

Los blogues se seleccionaron y orientaron, y en las secciones, independientemente de
su finalidad, se realizaron observaciones preliminares al MO y al MET. El estudio se
llevd a cabo con cinco bloques de inclusién para cada especie de mosca blanca y

virus, observandose de 8-10 especimenes en cada estudio.

Los procesos de inmunomarcaje en las secciones ultrafinas se llevaron a cabo como
describe VandenBosch (1992) y con antisueros purificados contra la CP de CYSDV y
de LIYV previamente ensayados en el tejido vegetal (ver capitulo IV, apartado 3.2.5).
Estos antisueros, previamente cruzados con material vegetal sano, se cruzaron de
nuevo con extracto deshidratado y desecado de insectos no viruliferos, concretamente
del cicadélido Cicadulina mbila (Naude) (proporcionado por Marion S. Pinner‘?) para

eliminar en lo posible reacciones inespecificas con el tejido del insecto.

Las pruebas de ISH, se realizaron como describen Morel y Cavalier (2000) y
Rodriguez-Cerezo et al. (1999) (capitulo IV, apartados 3.2.5 y 6). Para estas pruebas
se emplearon las sondas de ARN marcadas con DIG e hidrolizadas de BPYV y de

CYSDV (ver capitulo |, apartado 3.2.2.2.1.1) ensayadas previamente en tejido vegetal.

2 Dept of Virus Research (actual Dept. of Disease and Stress) John Innes Center, U.K
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4. RESULTADOS

4.1. Observaciones preliminares

Al MET, en el caso de los insectos procesados de forma rapida, la preservacion del
tejido y el contraste de las membranas era relativamente mejor que en el caso de los
insectos procesados a baja temperatura. En estos ejemplares incluidos de forma
rapida, se detectd la presencia de un nimero elevado de organismos semejantes a

bacterias de pequefio tamafio (0,5-1 n).

En la observacion previa de secciones ultrafinas de insectos Vviruliferos, para la
realizacion posterior de pruebas de imunomarcaje o de ISH, no se observaron
particulas semejantes a virus en ninguno de los tramos del canal alimentario de estas

moscas blancas.

Los bloques de parafina presentaron repetidos problemas de inclusion, que en la
mayoria de los casos dificultaron la obtencion de secciones semifinas por la retraccion

de la muestra en el interior del bloque.

4.2. Localizacion de Beet pseudo-yellows virus en Trialeurodes vaporariorum

Las ISH realizadas con la sonda de ARN de polaridad negativa mostraron la presencia
de oro coloidal en todo el cuerpo del insecto que no permitieron diferenciar las posibles
sefiales de hibridacién especifica (no mostrado). La modificacion de las condiciones
durante la hibridacién, asi como la incubacién con ARNasa para eliminar los restos de
sonda no hibridada y el aumento del agente de bloqueo durante la inmunodeteccion,

tampoco permitieron localizar sefiales de hibridacion especifica.

4.3. Localizacion de Cucurbit yellow stunting disorder virus en Bemisia tabaci

CYSDV unicamente se localiz6 mediante inmunomarcaje en los insectos que se
habian alimentado sobre plantas infectadas con este virus. Este marcaje se localiz6 en

los tramos iniciales del canal alimentario, en la luz del intestino anterior (Fig. 41 B), y en
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algunos casos se observo estrechamente asociada a unas estructuras membranosas
(Fig. 42). Estas estructuras, definidas por algunos autores como cristalinas, también
se han observado en la luz intestinal del intestino medio ascendente de algunos
insectos no viruliferos (Fig. 40). En el resto de tramos del aparato digestivo, cAmara
filtrante, intestino medio ascendente y descendente, ileon e intestino posterior, y en el
sistema salivar, glandulas salivares primarias y accesorias y respectivos conductos

salivares, no se observd marcaje, asi como en el caso de los insectos no viruliferos.

En las experiencias de ISH con la sonda de polaridad negativa se observdé marcaje
inespecifico en todo el cuerpo del insecto, lo que no permitidé localizar las posibles
sefiales de hibridacién especifica. Estos resultados se observaron de nuevo después

de modificar las condiciones de hibridacion.

4.4. Localizacion de Lettuce infectious yellows virus en Bemisia tabaci

En las pruebas realizadas en las moscas blancas viruliferas, procesadas a baja
temperatura, el inmunomarcaje se localizé en el interior de la bomba cibarial y, en la
mayoria de los casos, asociado a material amorfo electrodenso que no estaba en
contacto directo con las paredes de esta bomba (Fig. 43). Si bien, en ocasiones este
material electrodenso no presentaba inmunomarcaje. En el resto de o6rganos y
estructuras de la cabeza y del térax se observé marcaje inespecifico en algunas areas
del tejido muscular del térax (no mostrado). En las glandulas salivares primarias o

accesorias no se observo inmunomarcaje.

En el abdomen, el inmunomarcaje se localizé en las células columnares de algunos
tramos del intestino medio (Fig. 44 B-C). El oro coloidal aparecio, generalmente,
asociado al citoplasma y al extremo apical celular, siendo menos frecuente en la luz
intestinal. Salvo en el tejido muscular, en el resto del aparato digestivo, intestino
anterior, cAmara filtrante e intestino posterior, y en los otros 6rganos y estructuras del
abdomen no se observé marcaje. En los insectos no viruliferos también se observo

marcaje en la musculatura.

En los insectos sometidos al proceso de inclusién rapido, tanto viruliferos como no

viruliferos no se observé inmunomarcaje.
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Figura 41. Inmunolocalizacion de Cucurbit yellow stunting disorder virus en al aparato digestivo
de Bemisia tabaci. A: seccién parasagital de B. tabaci observada al microscopio 6ptico. B:
detalle subcelular de A, el marcaje (flechas) se localiza en las células del intestino anterior
(Barras A: 50 m B: 2 m Tamafio de las particulas de oro coloidal 10 nm) .
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TrY

Figura 42. Inmunolocalizacion de Cucurbit yellow stunting disorder virus en al aparato digestivo
de Bemisia tabaci. El marcaje se localiza en unas estructuras laminares de la luz del intestino
anterior (Barra 980 nm; Tamafio de las particulas de oro coloidal 10 nm) .
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Figura 43. Inmunolocalizacion de Lettuce infectious yellows virus en el inicio del canal alimentario
de Bemisia tabaci. A: seccion de la bomba cibarial. B: detalle de A, marcaje cercano a la clpula
de la bomba. C: detalle de A, marcaje asociado a un material electrodenso D: inmunomarcaje la
pared de la bomba. E: detalle de D (Cp: Bomba cibarial; Cpr: mudsculos retractores de la bomba
cibarial. Barras A: 4 m; B: 1 m C: 400 nm; D: 600 nm; E: 250 nm.) .
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Figura 44. Inmunolocalizaciéon de Lettuce infectious yellows virus en el aparato digestivo de
Bemisia tabaci. A: seccién parasagital del abdomen observada al microscopio 6ptico. B: detalle
subcelular de A, el marcaje se localiza en las células del intestino medio. C detalle de B, marcaje
en el citoplasma celular (Barras A: 60 m B: 1,9 m C: 1,2 m Tamafio de las particulas de oro
coloidal 25 nm) .

143



5. DISCUSION

Tanto la CP de LIYV como de CYSDV se han localizado, mediante inmunomarcaje, en
los tramos iniciales del canal alimentario de sus insectos vectores coincidiendo con los
resultados y descripciones que se han realizado para otros virus transmitidos por
homépteros de forma semipersistente (Ammar, 1991; Lépez-Moya y LoOpez-Abella,
1996). No se ha observado la presencia de inmunomarcaje en otros Organos y
estructuras de B. tabaci descritas en relacion con la transmisién de virus circulativos.
Tampoco se observa inmunomarcaje en el hemocele del insecto, por lo que no parece

probable que estos virus salgan del aparato digestivo.

El inmunomarcaje de la CP de LIYV se ha localizado en la bomba cibarial y aparece en
ocasiones asociado a un material amorfo y electrodenso, que también ha sido descrito
por Ammar et al. (1994) y Murant et al. (1976) en virus transmitidos por pulgones, no
persistentes y semipersistentes. No se ha observado el material no denso a los
electrones que, en el Gltimo caso Murant et al. (1976) observan, también, de forma mas
externa y que, segun estos autores, podria proceder de las plantas infectadas con el
virus. La interpretaciébn de estos autores es que el material electrodenso actuaria
protegiendo a las particulas virales a lo largo del canal alimentario y el no denso tendria

una funcion de unién especifica a algunos tramos del mismo.

Murant et al. (1976) aunque no descartan la existencia de una asociacion especifica
entre el virus y el vector, también describen la asociacion de las particulas virales con
areas del canal alimentario que presentan protuberancias. Por lo que el virus quedaria
retenido en estas zonas para ser liberadas progresivamente mediante el proceso de

ingestion-regurgitacion.

La localizacion de LIYV-CP en el citoplasma y en el extremo apical de las células del
intestino medio podria indicar algin proceso de absorcion, tal y como describen Smith
(1968) y Martoja y Ballan-Dufracgais (1982), aunque, también podria ser atribuible a
alguna reaccién inespecifica del antisuero con algun producto de la digestion de origen

vegetal. Esta posibilidad se descarta, pues en los insectos no viruliferos no se observa.
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La CP de CYSDV unicamente se ha localizado en el intestino anterior, por lo que podria
interpretarse que las particulas se dirigen hacia tramos relativamente mas internos del
canal alimentario donde son retenidas, ya que Célix et al. (1996) y Wisler et al. (1998)
describen que su periodo de retencion es el mas largo de entre los Crinivirus, no
obstante el relativamente escaso numero de hallazgos no permite tal aseveracion.
Cabria pensar que el inmunomarcaje, asociado a las estructuras membranosas
presentes en la luz del intestino anterior, pudiera corresponderse con particulas
semejantes a virus, posiblemente asociadas al alimento, que hubiesen sido
parcialmente degradadas en parte durante procesos previos a la digestion (Ballan-
Dufracais, 1982), sin observarse un lugar claro de acumulacién, pero es muy dificil
inferir esta interpretacion sin datos adicionales. Otra posibilidad, es que la presencia de
la CP en la luz intestinal se deba a un proceso de absorcion/retencién por las células
epiteliales o bien que las particulas virales permanecen y se acumulan en el intestino y
son transmitidas durante el proceso de regurgitacion que se produce durante la
alimentacion Harris et al, 1996), hecho también dificil de probar con los estudios

realizados.

Las sefales de hibridacion observadas tanto en T. vaporariorum como B. tabaci se
podrian atribuir a un cambio en la reaccion del tejido como consecuencia del proceso
de fijacion y no a una reaccién inespecifica, como también se ha descrito en tejido
vegetal Aranda et al., 1996; Mas et al., 2000). Ya que al realizar tratamientos con

ARNasa no se observaron estas senales.

La ausencia de inmunomarcaje en los insectos incluidos mediante el método de
inclusion rapido en microondas podria atribuirse a la pérdida de la capacidad antigénica
de las muestras, como consecuencia de las altas temperaturas a las que son
sometidas durante el proceso de inclusion (45, 50 y 95°C) (del Brio y Riera, 1994).
Este hecho impidi6 establecer algun tipo de asociacién viral con los endosimbiontes

gue presentaban en su interior.

Los inmunomarcajes observados podrian indicar que en el interior del cuerpo de B.
tabaci se produce una cierta circulacion de estos virus en su canal alimentario, aunque

ésta no alcanza la descrita para virus persistentes.
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3. DISCUSION GENERAL
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Los resultados obtenidos en las prospecciones dirigidas a plantas con sintomas de
amarilleo en el sudeste espafiol han asociado esta sintomatologia con los dos
Closteroviridae estudiados (el virus del falso amarilleo de la remolacha, BPYV, y el
virus del amarilleo enanizante de las cucurbitaceas, CYSDV), que previamente ya
habian sido detectados y asociados con el amarilleo de las cucurbitaceas por
Berdiales et al. (1999) y Rubio et al. (1999). Al igual que estos dos autores, se ha
observado la predominancia de CYSDV sobre BPYV, atribuible a la mayor abundancia
de Bemisia tabaci sobre Trialeurodes vaporariorum, cuyas poblaciones ademas de
haberse reducido notablemente en los ultimos afos (Célix et al., 1996; Lacasa et al.,
1998) unicamente se localizan, segun Livieratos et al. (1999) en areas apartadas de la

principal zona de produccion de Almeria.

El relativo elevado numero de muestras, tanto del sudeste espafiol como de la zona
de Lleida, en los que no se detectd ninguno de estos Closteroviridae ni ninguno de los
otros virus ensayados, apoyan que la manifestacién de estos sintomas puede estar
ocasionada por otros agentes bidticos y/o abidticos (Wisler et al., 1998). Los
resultados obtenidos confirman lo ya indicado por estos ultimos autores junto con
Coffin y Coutts (1996) y Berdiales et al. (1999), que los sintomas de amarilleo en las
hojas adultas son bastante inespecificos como consecuencia de su estado fisiologico

o de la presencia de otros agentes fitopatégenos.

En la provincia de Lleida, el virus del mosaico del pepino (CMV), el virus del mosaico
de la sandia cepa 2 (WMV-2) y el virus del mosaico amarillo del calabacin (ZYMV) son
los virus mas abundantes, coincidiendo con el resto de areas de produccion
nacionales (Luis-Arteaga et al., 1998). Su presencia se ha detectado tanto en
infecciones simples como en distintas infecciones multiples, hecho este ultimo
frecuente en estos virus transmitidos por pulgones (Ullman et al., 1991; Grafton-
Cardwell et al., 1996; Luis-Arteaga et al., 1998; Yuki et al., 2000). Esta adquisicion y
transmision conjunta de virus ha sido descrita en los Potyvirus WMV-2, PRSV-W y
ZYMV (Lecoq et al., 1985; Yuki et al., 2000) y parece probable se esté produciendo
con los dos Potyvirus detectados en este estudio, WMV-2 y ZYMV. La predominancia

observada de CMV coincide con la determinada en otras areas de cultivo de melén al
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aire libre y se asocia con su amplio rango de hospedantes y por ser transmitido por

mas de 86 especies de pulgones (Luis-Arteaga, 1994).

Los resultados de los estudios citopatoléogicos y de localizacion, mediante
inmunomarcaje e hibridacion in situ, con BPYV y CYSDV muestran que estos dos
Closteroviridae se distribuyen y acumulan especificamente en las células del floema.
Del mismo modo, la infeccion por el virus del amarilleo infeccioso de le lechuga (LIYV)
también se localiza en este tejido coincidiendo con Hoefert et al. (1988), ya que
aunque se observaron vesiculas membranosas citoplasmaticas en algunas células del

protoxilema, el virus no se detectdé mediante inmunomarcaje en estas células.

Esta limitacion al tejido del floema de los Closteroviridae, con excepcién del virus del
amarilleo de la remolacha (BYV) y el virus del moteado necrético del clavel (Carnation
necrotic fleck virus) (Esau y Hoefert, 1971; Medina et al., 1998), es objeto un area de
continuo estudio. Las infecciones mixtas con virus sistémicos y algunos virus
restringidos al floema parecen indicar que, estos ultimos, pueden invadir otros tejidos
gracias a las modificaciones inducidas en los plasmodesmos por factores proteicos
probablemente codificados por el genoma del virus sistémico (Nelson y Van Bel,
1998). Pero, aunque por el momento los estudios realizados por Karyeija et al. (2000)
con Crinivirus (virus del enanismo clorético de la batata, SPCSV) y Potyvirus (virus del
jaspeado de la batata, SPFMV) contindan mostrando la limitaciéon y acumulacion de
SPCSV a este tejido, no se puede descartar la existencia de posibles mecanismos de
regulaciéon que actuen impidiendo la difusion de los Crinivirus fuera del floema. Esta
acumulacion en el tejido vascular también podria atribuirse a las diferencias
morfoldgicas y funcionales de los plasmodesmos de las células de la vaina del haz del
floema y del mesdfilo, y que limitan la difusion de otros virus (Thompson y Garcia-
Arenal, 1998). Este papel funcional de los plasmodesmos, derivado tanto de su
namero como de su morfologia, también se veria apoyado por la acumulacién de
BPYV en las células acompafantes en especies con pocos plasmodesmos (lechuga)
frente a su acumulacién en las células de la vaina del haz del floema de las especies

con un elevado numero de ellos (cucurbitaceas).

En las infecciones producidas por BPYV y CYSDV, y por el virus de la clorosis

infecciosa del tomate (TICV) y de la clorosis del tomate (ToCV), no se ha observado la
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presencia de los depdsitos coénicos de material electrodenso caracteristicos de la
infeccién de su miembro tipo, LIYV. Un rasgo comun de todas estas infecciones ha
sido la presencia de grandes masas de particulas virales y la proliferacién de vesiculas
tipo BYV. Dada la similitud que presentan las particulas virales de los Crinivirus
estudiados con la proteina P su identificacion en ocasiones se ha visto dificultada en
ausencia de inmunomarcaje. Si bien, la presencia de una membrana limitando las
inclusiones en banda de CYSDV ha permitido su identificaciéon sin necesidad de
realizar las pruebas comentadas. La existencia de una membrana limitando estas
inclusiones no se ha descrito para ningun otro virus perteneciente a la familia
Closteroviridae, desconociéndose tanto su origen como su funcién en el proceso de

infeccion.

De forma cuantitativa, las infecciones producidas por BPYV y CYSDV han inducido
una proliferacién de vesiculas tipo BYV mayor que las otras infecciones estudiadas
pero, este hecho no se puede emplear como criterio para definir la actividad, el
progreso o severidad de la infeccion al no haber partido de material vegetal en
condiciones comparables. En algunos Closteroviridae se ha confirmado que estas
vesiculas participan en la sintesis del ARN viral (Medina et al., 1998; Erokhina et al.,
2001) aunque su origen todavia se desconoce. En base a la clasificacion de
Lesemann (1991) las vesiculas tipo BYV serian evaginaciones del citoplasma que se
sintetizan de novo a partir del reticulo endoplasmatico, de un modo similar a las
vesiculas producidas por virus del mosaico de la judia de vara (Carette et al., 2000).
Mediante IGL e ISH no se ha observado ninguna relacion directa entre estas vesiculas
y el ARN viral o la CP de los virus estudiados aunque, CYSDV mediante ISH se ha
observado asociado a las membranas del reticulo endoplasmatico, por lo que se
podria especular sobre su posible participacion en la proliferacion de las mismas,

como ocurre en otros virus fitopatogenos (Buck, 1998).

Otras caracteristicas comunes a todas estas infecciones han sido la alteraciéon de las
mitocondrias y un gran deterioro de los cloroplastos. Estos dos efectos
ultraestructurales son muy frecuentes en las infecciones por virus fitopatégenos de
ARNmc (+) y son un indicativo del dafio producido al sistema metabdlico celular
(Lesemann, 1988). En lo referente a las mitocondrias, la alteracion mas frecuente ha

sido la hipertrofia, similar a la producida por Potyvirus, ya que a pesar del aumento de
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volumen, tanto las crestas como la matriz permanecian normales (Lesemann, 1988).
En las mitocondrias no se ha observado la presencia de vesiculas como las descritas
por Kim et al. (1989) en infecciones producidas por otros Closteroviridae. Los
cloroplastos, en la mayoria de los casos, presentaban las membranas y lamelas
desorganizadas, asi como depositos de almidon, cuerpos osmidfilos, y vesiculacion en
el caso de ToCV, que son también frecuentes en numerosas infecciones por virus

fitopatdogenos (Lesemann, 1989).

Por otro lado, la casi totalidad de alteraciones comentadas y para todos los virus
estudiados se observan en hojas jévenes asintomaticas, contrariamente a lo que
ocurre en la gran mayoria de alteraciones producidas por otros virus fitopatégenos
(Lesemann, 1989), mientras que en los tejidos sintomaticos la observacién ha sido
dificil o casi imposible debido a los procesos de avanzados de necrosis. Por lo que
podria especularse que la alteracion de este tejido vascular provoca la alteracion del
sistema de transporte de la planta, bloqueando la traslocacion y provocando la

aparicion de amarilleos internerviales.

En el estudio comparativo de la anatomia interna de T. vaporariorum con respecto a la
de B. tabaci, la unica diferencia encontrada en los canales alimentarios ha sido la
presencia de organismos semejantes a bacterias con distinta morfologia pero, que sin
embargo se muestra insuficiente para poder establecer una relacién directa con su
distinta eficiencia como vectores. La distinta capacidad de los pulgones como vectores
se ha atribuido a diferencias en su comportamiento y a la preferencia por otras
especies vegetales en su alimentacion, hecho que no parece aplicable a estos
aleurddidos (Ruiz et al., 1999).

En Crinivirus, los trabajos desarrollados por el equipo del Dr. Bryce W. Falk indican
que la CPd esta relacionada con el proceso de transmision por moscas blancas (Tian
et al., 1999), pudiendo las diferencias encontradas a nivel de secuencia y tamafio en
esta proteina estar relacionadas con la especificidad de estos virus por la especie de

mosca blanca (Livieratos et al., 2001).

En las observaciones realizadas en los insectos viruliferos no se ha observado la

presencia de particulas semejantes a virus, que como apuntan Ammar et al. (1994)
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podrian atribuirse al proceso de inclusion en resina que ocasiona el lavado de los virus
no persistentes y semipersistente alojados en los primeros tramos del canal
alimentario y que ademas de dificultar las observaciones también limita los posibles
resultados de los inmunomarcajes. Estos mismos autores también observan el
inmunomarcaje de virus transmitidos por pulgones de modo no persistente en el canal
alimentario de la maxila, mientras que los virus transmitidos de modo semipersitente
por pulgones y cicadélidos se localizan en el intestino anterior (Murant et al., 1976). El
inmunomarcaje de CYSDV se ha localizado en la luz intestinal de los primeros tramos
del aparato digestivo de B. tabaci, mientras que el de LIYV aparece en el tramo inicial
del canal alimentario asociado a un material electrodenso y en el intestino medio.
Ninguno de estos virus se ha observado en otras estructuras de B. tabaci involucradas
en la transmision de virus circulativos como la camara filtrante, las glandulas salivares
(Hunter et al., 1998; Medina et al., 2000) o los endosimbiontes (Morin et al., 1999) ni
se han observado vesiculas en las membranas y laminas basales de estos 6rganos
como los descritos en la transmision persistente por pulgones (Gildow y Gray, 1993).
Por lo que, al no localizar estos Crinivirus en otros 6rganos y estructuras, parece
probable que estos permanezcan en el canal alimentario de las moscas blancas para

ser transmitidos mediante un proceso de regurgitacion del alimento.

En base a los resultados obtenidos en este estudio y por comparacion con los
modelos de transmisién de virus por homopteros descritos en los ultimos afios y
recopilados por Hull (2002), la transmision semipersistente de Crinivirus por moscas
blancas se ajusta al modelo de ingestion-regurgitacion propuesto por Harris (1977).

Este modelo se recoge en la figura 45 y se describe a continuacion.

Las moscas blancas se alimentan preferentemente de las venas menores de las
plantas, existiendo una relacién entre el numero de venas y la capacidad de estos
insectos para alcanzarlas (Cohen et al. 1996; 1998). Las cucurbitaceas, debido al
elevado numero de venas que presentan por unidad de superficie, son uno de los
hospedantes preferentes de estos insectos (Cohen et al., 1996). Los Crinivirus
presentes en las venas menores del floema serian adquiridos, con el concurso de la
CPd (Tian et al., 1999), durante la alimentacion y entrarian en el cuerpo de la mosca

blanca a través del canal alimentario de la maxila.
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Como consecuencia de los procesos de ingestion-regurgitacion que realizan las

moscas blancas (Harris, 1996), el virus, con la participacién o no de algun factor viral o

del propio vector, debe unirse a alguna estructura del canal alimentario previa a la

camara filtrante, donde permanezca retenido por periodos de tiempo variables

dependiendo del virus y del vector. Ademas, con esta retencién en los tramos iniciales

del canal alimentario también se estaria evitando la degradacién de la particula viral

por el proceso de digestion.
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Figura 45. Modelo de transmision de Crinivirus de forma semipersistente por Bemisia tabaci.

El final de tal asociaciéon implicaria la vuelta del virus al canal alimentario de la mosca
blanca para ser transmitido mediante el proceso comentado. Por otro lado, aunque
estos virus pueden ser retenidos hasta seis u ocho dias por su vector, la eficiencia de
la transmision es considerablemente inferior frente a la que muestran tras dos dias de

adquisicion (Wisler et al., 1998).

Asi pues, BPYV y CYSDV presentes en las venas menores de las cucurbitaceas
serian adquiridos especificamente por sus insectos vectores, pasarian al interior del
cuerpo del insecto y se retendrian en los tramos iniciales del canal alimentario,
llegando hasta el intestino anterior, para ser transmitidas progresivamente mediante la

ingestion-regurgitacion que realizan estos aleurodidos.
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CONCLUSIONES

1. La RT-PCR es, de las técnicas ensayadas para la deteccion del virus del falso
amarilleo de la remolacha (BPYV) y el virus del amarilleo enanizante de las
cucurbitaceas (CSYDV), la que ofrece mayor fiabilidad, permitiendo ademas

discriminar entre ambos.

2. Los andlisis mediante RT-PCR en las muestras de melén y pepino con amarilleo
de los cultivos protegidos del sudeste espaiol, corroboran la predominancia de
CYSDV sobre BPYV.

3. El amarilleo observado en los cultivos de melén de la zona de Lleida no esta
asociado a virus pertenecientes a la familia Closteroviridae transmitidos por

moscas blancas.

4. El virus del mosaico del pepino (CMV), el virus del mosaico de la sandia-2 (WMV-
2) y el virus del mosaico del calabacin (ZYMV), transmitidos por pulgones, son los
unicos virus detectados en los cultivos al aire libre de la comarca de El Segria
(Lleida).

5. CMV se confirma como el virus mas con mayor presencia en los cultivos de melon

al aire libre.

6. Los principales cambios citopatolégicos inducidos por BPYV, CYSDV, el virus de la
clorosis infecciosa del tomate (TICV) y el virus de la clorosis del tomate (ToCV) son
la alteracion de las membranas de los cloroplastos, y la proliferacion de vesiculas
membranosas citoplasmaticas que forman las inclusiones caracteristicas de la

familia Closteroviridae.
7. Las alteraciones citopatoldgicas producidas por los Crinivirus estudiados se

observan con mas facilidad en las hojas jovenes asintomaticas que en las hojas

adultas con sintomas.
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10.

11.

12.

13.

14.

Los Crinivirus estudiados no inducen la formacion de los tipicos depdsitos conicos
electrodensos que aparecen en la cara interna del plasmalema de las células
acompanantes del floema infectadas por el miembro tipo del género, el virus del
amarilleo infeccioso de la lechuga (LIYV), sin embargo producen otros de

morfologia diversa y localizados siempre en su cara externa.

Las inclusiones en banda producidas por CYSDV difieren de las del resto de

Crinivirus estudiados en la presencia de membranas rodeandolas.

Los Crinivirus estudiados presentan tropismo celular ya que se localizan

Unicamente en las células del floema.

Tanto las pruebas de inmunolocalizacion de CYSDV y LIYV y como las de
hibridacion in situ de BPYV y CSYDV confirman su limitacion y acumulacion en el

floema.

La técnica de inclusion rapida en microondas para microscopia electrénica de
transmision es una alternativa valida para los estudios de anatomia de insectos a

escala celular.

Trialeurodes vaporariorum (Westwood) y Bemisia tabaci (Gennadius) no presentan
diferencias anatémicas ni morfolégicas aparentes en su canal alimentario que

permitan explicar su desigual capacidad como vectores de virus semipersistentes.

El modelo de ingestién-regurguitacion propuesto por Harris (1977) para virus
asociados a los tramos iniciales del canal alimentario de sus vectores, es el que
mas se ajusta a los resultados de localizacion obtenidos con CYSDV y LIYV en B.

tabaci.
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Fe de erratas

Pagina 31 a 51, encabezamiento del Capitulo |, donde pone Capitulo I. Digandstico y
propagaciéon de BPYV y CYSDV debe poner Capitulo I. Diagndstico y propagacion de
BPYVy CYSDV.

Pagina 78, donde pone en presencia de escamas de KOH debe poner en presencia
de escamas de NaOH

Pagina 115, donde pone anatomia intrerna debe poner anatomia interna.

Pagina 123, pie de la figura 35 donde pone Barra 65 u debe poner Barra 45 .

Pagina 124, pie de la Figura 36 donde pone A: localizacion de algunos érganos y
estructuras del canal alimentario, glandulas salivares (azul) y distintos tramos del
aparato digestivo (rojo) debe poner localizaciéon de algunos 6rganos y estructuras,
cerebro (azul), glandulas salivares (violeta), tramos del aparato digestivo (rojo), huevo
(amarillo), ovarios y ovariolos (verde), espermateca (morado)

Pagina 157, conclusion 1, donde pone el virus del amarilleo enanizante de las
cucurbitaceas (CSYDV) debe poner el virus del amarilleo enanizante de las
cucurbitaceas (CYSDV)

Pagina 157, conclusién 5, donde pone como el virus con mas mayor presencia, debe
poner el virus con mayor presencia.

Pagina 158, conclusién 11, donde pone BPYV y CSYDV debe poner BPYV y CYSDV.



