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Introduccion

Nuestro trabajo pretende poner a punto un protocolo
de infeccidn de cucurbitaceas con el virus CABYV
utilizando como vehiculo a la bacteria Agrobacterium
tumefaciens, capaz de llevar material genético al
interior de las células de |la planta. Hemos realizado
este estudio en distintas especies de plantas (melon,
pepino y alficoz), teniendo en cuenta varios factores .
La familia Cucurbitaceas (Cucurbitaceae) incluye
algunas especies tradicionalmente usadas en
alimentacion, como por ejemplo el melon (Cucumis
melo) y el pepino (Cucumis sativus), ampliamente
cultivadas en la region de Murcia, por lo que las
plagas que las afecten pueden tener repercusiones
economicas importantes.

El CABYV (Cucurbit Aphid-Borne Yellows Virus)

es un virus de ARN monocatenario positivo (el ARN
virico, de cadena sencilla, es al mismo tiempo ARN
mensajero). Ataca a cucurbitaceas; en 2003 se
encontro en el campo de Cartagena en cultivos de
pepino y meldn, y esa fue su primera deteccion en
Espana. Los sintomas que se observan en plantas
infectadas son el amarilleo de las hojas, necrosis en
hojas viejas y enanismo (Fig. 1).

El objetivo principal es estudiar cuales son las
condiciones mas adecuadas para conseguir que el
CABYV infecte a cucurbitaceas (melon, pepinoy
alficoz) mediante agroinfiltracion.

Fig.1. Sintomas del CABYV: amarilleo en las hojas de pepino

12 x pepino: MES, sinsupresor, oscundad

Tablal. Distribucion de
los tratamientos entre

12 x pepino: MES con supresor, Luz las plantas d.e melodn,
pepino vy alficoz que se

cultivaron.

MES y SIM son dos
tipos de medios de
cultivo.

Supresor: p19.

12 x pepino: SIM consupresor, Luz AS: acetosiringona

6 x pepino /meldn: SIM con supresor, Luz

12 x pepino : MES con supresor, oscuridad

12 x pepino : MES con supresor + 0.01% Tween
(detergente), oscuridad

12 x pepino: MES consupresor + AS adicional
en culfivo crecimiento, oscundad

+ - - LUZ
Luz/Osc N° de
infecci
ones
12 - Luz SIM + 5

6 x pepino/meldn: MES consupresor + AS, Luz

Oy

12 x alficoz: SIM con supresor, Luz

Trabajo realizado dentro
del proyecto IDIES 2016

Metodologia

1. Diseno experimental
Especies de plantas utilizadas:
- Meldn (Cucumis melo)
- Pepino (Cucumis sativus)
- Alficoz (Cucumis melo flexuosus)

Variables consideradas:

- Luz y oscuridad tras agroinflitracion

- Medios de incubacion: MES/ SIM

- Ausencia o presencia de proteina supresora de
silenciamiento (p19)

- Ausencia o presencia de Acetosiringona (AS) en el
cultivo de Agrobacterium

Se cultivaron 108 macetas de melon, pepino vy alficoz.
La distribucion de tratamientos entre las plantas se
presenta en la Tabla 1.

2. Etapas del proceso

- Plantacion de las semillas de melén, pepinoy
alficoz en 108 macetas.

- Infiltracién con Agrobacterium conteniendo el
material genético del virus (en realidad, cDNA). Se
realiza a los 7 dias. Previamente, se ha cultivado la
bacteria en las condiciones establecidas por los
tratamientos.

- Alos 20 dias, toma de muestras de material
vegetal (hojas), que se conserva en nitrogeno
liquido.

- Extraccion de ARN de las muestras.

- Electroforesis, separacion de macromoléculas
mediante campos eléctricos. Esto permite
confirmar la presencia e integridad del ARN.

- Transferencia a membrana e hibridacion. Para la
hibridacion se utiliza ARN complementario al ARN
virico y marcado con dioxigenina, que
posteriormente se unira a un anticuerpo marcado
gue se podra visualizar. Asi se detecta la presencia
de ARN viral y se puede concluir que la planta ha
sido infectada por CABYV o no.

Tabla 2. Resultados de la infeccion de plantas de pepino
por CABYV segun los tratamientos aplicados.

N edo |AS [Iween [p1F 1108 |l
112 MES + : + Osc 4

13-24  MES - u u Osc |
2536 MES - - - Osc 7
37-48  SIM - - + Osc 0
49-60 MES - : + Osc 2
61-72 MES - - t Luz (0
/378  SIM - - : vz 0
79-84  MES 0

Alficoz

10 Melon + Luz Mes + /
Rochet

10 Melon - Luz Sim + 9
Rochet

Tabla 3. Resultados de la infeccion de plantas de meldn
y alficoz por CABYV segun los tratamientos aplicados.
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Resultados y discusién

Las plantas de pepino fueron las que se cultivaron en
mayor numero. Solo una pequena parte de ellas
resultaron infectadas (14 de 84, 16.7 %).

En cambio, en meldn y alficoz se dio una proporcion
mucho mas alta de infecciones (5 de 12, 41.7 %, en
alficoz; 16 de 20, 80 %, en melon). Como
consecuencia de trabajos y observaciones previas, en
melon y alficoz se aplico menor variedad de
tratamientos que en pepino, y los que se utilizaron
resultaron ser efectivos.

| Encuanto a los factores que influyen en la infeccidn,

un factor determinante para el pepino ha sido |la
oscuridad, pues no se ha conseguido ninguna
infeccion en plantas mantenidas con luz tras la
infiltracion. Por contra, las plantas de meldn y alficoz
se han mantenido con luz y en ellas han ocurrido
numerosas infecciones. Llama la atencion que un
mismo factor pueda tener influencia tan distinta en
especies muy proximas.

El tipo de medio (MES o SIM) también ha resultado
ser determinante en las plantas de pepino, pues todas
las que se han infectado lo han hecho con MES. En
cambio, en el caso del meldn no ha influido
claramente, ya que ha habido infecciones tanto en
uno como en otro.

En cuanto a la proteina supresora del silenciamiento
génico, pl19, se espera que favorezca la infeccion al
bloguear mecanismos defensivos de la planta. Sin
embargo, la mayor frecuencia de infecciones en
pepino se ha dado en con ausencia de p19. En meldn
y alficoz se ha empleado en todos los casos.

Por ultimo, tampoco esta clara la influencia de la
acetosiringona, que se utiliza para activar a
Agrobacterium. Ha habido infecciones tanto con ella
como sin ella, sin que se observen diferencias claras.

Conclusiones

Para pepino:

- En general se han obtenido mejores resultados si
después de la agroinfiltracion se mantenian las
plantas durante 16 horas en oscuridad y con mayor
humedad (envueltas en bolsa de plastico negra)

- Adicionalmente a la oscuridad, las mejores
condiciones de infeccidon se obtienen en medio
MES.

Para meldon vy alficoz:

- Se han obtenido mayores niveles de infeccion en
melon que en pepino

- Los medios de incubacion SIM y MES (este ultimo
con adicion de acetosiringona) , han dado
resultados de infeccion similares en melon, a
diferencia de lo que ocurre en pepino.

En general:

- Las diferencias en cuanto a las condiciones
adecuadas de infeccion para ambas especies
sugieren que puede haber también diferencias
claras en los mecanismos de infeccion de la bacteria
o del virus, o de defensa de la planta.
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