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Abstract

Aphid-borne viruses are responsible for major cucurbit diseases. Systematic monitoring
can reveal the occurrence and distribution of these viruses, facilitating the control of
diseases. During three seasons (2018-2020), the presence of aphid-borne viruses was
controlled in watermelon and squash plants in three cucurbit-producing areas (Castilla La-
Mancha, Alicante and Murcia) in Spain. Cucurbit aphid-borne yellows virus (CABYV) was
the most common virus found (29%) in the plants from both crops. Likewise, except for
squash samples from Castilla La-Mancha and Alicante, watermelon mosaic virus (WMYV)
was also found (23%) with a relatively high frequency. In addition, we observed more
exacerbation symptoms in watermelon plants that was often accompanied by a fruit
abortion. CABYV was the causative agent of this new disease; two infectious cDNA clones
(one from watermelon CABYV-LP63 and one from melon CABYV-MEC12.1) were
constructed to compare and characterize this disease. The phylogenetic study revealed
that both isolates were within the Mediterranean branch. Isolate LP63 shows two potential
recombination events compared to MEC12.1. LP63 isolate caused more severe symptoms
and showed higher RNA accumulation than MEC12.1 in five cucurbits plant species. These
results suggest that a novel CABYV variant that causes severe yellowing symptoms, may be
causing outbreaks in cucurbit crops.
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Resumen

Los virus transmitidos por pulgones son responsables de las principales enfermedades de
cucurbitaceas. El continuo seguimiento de estos cultivos puede ayudar a prevenir la
aparicion y distribucion de estos, facilitando el control de enfermedades. Durante tres
temporadas (2018-2020) se examind la presencia de virus transmitidos por pulgén en
plantas de sandia y calabaza en tres zonas productoras de cucurbitaceas en Espaiia. El virus
del amarilleo de las cucurbitaceas transmitido por pulgén (CABYV) fue mayoritario (29%)
en ambos cultivos, seguido del virus del mosaico de la sandia (WMV) (23%). Se observaron
unas plantas de sandia con sintomas mas graves acompanados de aborto en los frutos
revelando que CABYV era el agente causante de estos sintomas. Se construyeron dos clones
de ADNCc infecciosos (uno de sandia CABYV-LP63 y otro de melén CABYV-MEC12.1) para
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comparar y caracterizar esta nueva variante de CABYV. El estudio filogenético revel6 que
ambos aislados estaban dentro de la rama mediterranea. El aislado LP63 tiene dos eventos
potenciales de recombinacion en comparacion con MEC12.1. Ademas, esta nueva variante
causé sintomas mas graves y presentdé mayor acumulacién en cinco especies de
cucurbitaceas. Una nueva variante de CABYV causa sintomas de amarilleos mas graves
puede estar amenazando los cultivos de cucurbitaceas.

Palabras clave: cucurbitaceas; epidemiologia; enfermedad viral de plantas; WMV.

1. INTRODUCTION

Las cucurbiticeas se encuentran entre las hortalizas mas importantes de la cuenca
mediterranea. Sin embargo, la sostenibilidad de su produccién se ve amenazada por
enfermedades que incluyen al menos 28 especies de virus diferentes (1). La prevalencia de virus
afectando a las cucurbitaceas se estd viendo incrementada no solo debido a la falta de medidas de
control, sino también por el aumento de cultivos en sistemas de produccién ecoldgico que pueden
alterar la poblacion de insectos vectores de virus, como los pulgones. Por ello, existe la necesidad
de realizar un continuo seguimiento acerca de la presencia y distribucién de estas enfermedades
virales, asi como, de estudiar la estructura genética poblacional y epidemiologia de las mismas.

Entre estas enfermedades virales, el virus del amarilleo de las cucurbitaceas transmitido
por pulgén (cucurbit aphid-borne yellows virus; CABYV) es uno de los virus mas prevalentes (2).
CABYV se transmite principalmente por pulgones (Aphis gossypii Glover y Myzus persicae Sulzer)
de manera circulativa persistente y no propagativa. En Espafia se identific6 por primera vez en
2004 (3), y se ha ido extendiendo a los cultivos de cucurbiticeas, volviéndose mas prevalente en
los cultivos de melén y calabacin en el sureste de Espafia (4,5). Ademads, también se han descrito
potyvirus: virus del mosaico de la sandia (watermelon mosaic virus; WMV), el virus del mosaico
amarillo del calabacin (zucchini yellows mosaic virus; ZYMV) y el virus de la mancha anular de la
papaya (papaya ring spot virus; PRSV), asi como el virus del mosaico del pepino (cucumber mosaic
virus; CMV), entre otros, que afectan mayoritariamente a cucurbitaceas en Espafia (6). Las
infecciones virales multiples también se observan con alta frecuencia en especies de
cucurbitaceas, siendo CABYV y WMV los que se encuentran de manera mayoritaria (2,4,5).

La secuenciacion de diferentes aislados de CABYV revela que hay cuatro grupos
genéticamente relacionados: asiatico o chino (C), mediterraneo (N), taiwanés (TW), y
recombinantes (R) (7). Un andlisis mas detallado y centrado en la proteina de cubierta (CP) ha
mostrado que CABYV tiene una alta tasa de sustitucion de nucle6tidos (1x10-2
sustitucion/sitio/ano) (8), sugiriendo que las mutaciones son la principal fuente de diversidad
genética en este virus. Esta plasticidad genética podria favorecer la rapida evolucién y adaptacion
de los virus bajo nuevas condiciones agricolas y, por lo tanto, contribuir a la emergencia de nuevas
variantes de CABYV que desafien las estrategias de control establecidas. El objetivo de este trabajo
es examinar la presencia y distribucién de virus transmitidos por pulgén que causan
enfermedades en los cultivos de sandia y calabaza, presentado atencién a la emergencia de nuevas
enfermedades.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Coleccién de muestras v deteccién de virus

Un total de 292 muestras fueron recogidas durante 2018-2020 en zonas productoras de
sandia y calabaza de Murcia, Alicante y C. La-Mancha. El ARN total de las muestras fue extraido
con Tri-Reagent y mediante hibridacién molecular por dot-blot usando sondas especificas se
detectaron CABYV, WMV, ZYMV, CMV y PRSV.

2.2 Amplificaciéon del genoma completo y construccién de clon infectivo de CABYV
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Parala construccién de los clones, se amplifico mediante RT-PCR el genoma de una muestra
de sandia y otra de melén. Ambos se clonaron en pJL89 (In-Fusion cloning) y se transformd en
Escherichia coli.

2.3 Secuenciacién y estudio genético de CABYV

Mediante SANGER se secuenciaron los dos clones con 8 primers internos. El andlisis
filogenético se realizé con MEGA X y los eventos de recombinacion se detectaron con RDP4. Ambas
secuencias se depositaron en GenBank.

2.4 Agro-inoculacién de cucurbitaceas v estudio de acumulacién de CABYV

Se agroinfectaron 5 especies diferentes de cucurbiticeas tanto con LP63 con MEC12.1. Se
estudié la acumulaciéon de cada uno de los clones mediante RT-qPCR en cada una de las
cucurbiticeas y se procedié a su andlisis estadistico con JMP software v9 y Rstudio.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los cultivos de cucurbitaceas son importantes econémicamente, siendo Espafia uno de los
principales productores. Estos cultivos se ven continuamente amenazados por enfermedades
virales, principalmente transmitidas por pulgén. En este trabajo se analizaron un total de 292
muestras sintomaticas de sandia y calabaza recogidas durante 3 temporadas (2018-2020). En
general, CABYV fue el virus mayoritario (29%) tanto en sandia como en calabaza, seguido de WMV
(23%), mientras que en una baja proporcién se observaron ZYMV y PRSV (<3%) (Fig. 1). La alta
prevalencia de CABYV podria estar relacionada con la presencia de especies silvestres que actiian
como fuente de inoculo y/o reservorio para la diseminacién por pulgones (2). Ademas, se ha
observado que plantas infectadas con CABYV, influyen en el comportamiento de los pulgones
estimulando la atraccién de plantas infectadas y preferencia de los pulgones por plantas sanas (9).
Es bastante probable que la prevalencia de CABYV se deba a la falta de especies resistentes, junto
con la presencia de plantas silvestres cerca de campos de cultivo que se superponen, asi como el
papel de CABYV en la transmision de pulgones.

Durante los muestreos realizados se observaron unos sintomas mas intensos en plantas de
sandia. Mediante los postulados de Koch se confirmé que estos sintomas eran producidos por una
nueva variante de CABYV (LP63). En el analisis filogenético mostr6é que esta variante estaba
dentro del grupo mediterraneo (2), y que su secuencia nucleotidica compartia un 96% de
similitud con el aislado CABYV-MEC12.1. En particular, el ORF2 de LP63 muestra un elevado
nimero de mutaciones no-sinénimas, y su genoma presento dos posibles eventos de
recombinacion. Esto demanda continuas prospecciones para estudiar la variabilidad genética de
las poblaciones de CABYV.

La construccién de clones infectivos de CABYV (LP63 y MEC12.1) permiti6 evaluar la
expresion de sintomas y estimar la acumulacién de ARN viral en cinco especies de cucurbitaceas
(meldn, calabacin, sandia, pepino y calabaza). En general, se observé que LP63 produce una
sintomatologia de amarilleos mas acusada (Fig. 2), asi como abortos en los frutos de las plantas
de sandia infectadas. También se observé una mayor acumulacién de ARN viral en todas las
especies de plantas ensayadas. Es muy probable que esta nueva variante tenga una ventaja
competitiva en cultivos de cucurbitaceas, ampliando la presencia y distribuciéon de CABYV en estos
cultivos. Es por esto, que surge la necesidad de monitorizar la poblacién de CABYV e investigar en
profundidad la diversidad genética y dinamica evolutiva de las poblaciones virales.

4. CONCLUSIONES
- CABYV y WMV son los virus predominantes en cultivos de sandia y calabaza.

- Una nueva variante de CABYV ha sido detectada en sandia, y puede estar amenazando la
produccién de los cultivos de cucurbitaceas.
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Figura 1. Virus transmitidos por pulgén
detectados (CABYV, WMV, ZYMV, PRSV y

CMV) en sandia durante 2018-20120 en 3 Figura 2. Comparacion de sintomas
zonas de cultivo Castilla La-Mancha, Alicante producidos por los dos aislados CABYV
and Murcia). MEC 12.1 y CABYV LP63.
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