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RESUMEN

El virus Tomato Leaf Curl New Delhi (TOLCNDV) fue descrito por primera vez en 1995 en la India. Se
trata de un Begomovirus de genoma bipartido perteneciente a la familia Geminiviridae. En 2012 fue
detectado en Espaifa produciendo numerosas pérdidas en los cultivos de cucurbitaceas,
mayoritariamente en calabacin (Cucurbita pepo). El virus es transmitido por mosca blanca (Bemisia
tabaci) y hasta la fecha las estrategias de control de la enfermedad se han basado en el control del
vector. Por lo que el desarrollo de variedades resistentes en calabacin no sélo es deseable, si no
necesario. El etileno es una hormona con un importante papel en el desarrollo de las plantas. Esta
implicada en la determinacion del sexo, la maduracidn y senescencia de los frutos, la epinastia de las
hojas y en la germinacién de las semillas. Ademas, en procesos de desarrollo junto con otras hormonas,
el etileno participa en la respuesta frente a estreses bidticos, por lo que el uso de mutantes de la ruta
del etileno podria ser interesante para desarrollar materiales resistentes al virus TOLCNDV. El mutante
de percepcidén a etileno ein3, presenta una mutacidén semidominante de falta de sensibilidad causada
por un fallo en la transduccién de la senal de etileno. En este trabajo se ha estudiado cémo afecta dicha
mutacioén en la tolerancia frente a un estrés bidtico, en nuestro caso el virus TOLCNDV. Para ello se han
estudiado distintos pardmetros que pueden estar afectados por el virus o variar entre los diferentes
genotipos. Nuestros resultados indican que existe una diferencia en el vigor de plantas control, WTy
ein3, que en nuestras condiciones de cultivo es mayor en las plantas WT. Por otro lado, para comprobar
el nivel de tolerancia de la mutacion ein3 frente al virus, se ha estudiado la evolucidn de la severidad.
Posteriormente, a los 30 dias después de la inoculacién, se ha correlacionado la severidad frente al
crecimiento mostrado en cada grupo de plantas. Los resultados obtenidos muestran que existen
diferencias en la respuesta a la inoculaciéon en cada genotipo; mientras las plantas WT reducen su
crecimiento al ser inoculadas, en las plantas ein3 no se sucede asi. Por tanto, la respuesta al virus
ToLCNDV podria estar mediada por etileno, ya que el bloqueo de su percepcidn podria limitar los
cambios fisioldgicos debidos a la inoculacidn. Finalmente, en este Trabajo Fin de Grado estaba
planificado cuantificar la acumulacién viral mediante gPCR. Como resultado esperado, se deberia
haber obtenido una mayor carga viral en plantas WT.
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ABSTRACT
Tomato Leaf Curl New Delhi virus (TOLCNDV) was first described in 1995 in India. TOLCNDV is a

Begomovirus that possesses a bipartite genome of the family Geminiviridae. In 2012, it was detected
in Spain, it causes losses to a large number of cultivated plant species of the Cucurbitaceae family,
being one of the most affected crops zucchini squash (Cucurbita pepo). The virus is transmitted by
white flies (Bemisia tabaci) and to date, disease control strategies depends on vector control.
Therefore, the development of resistant varieties in zucchini is not only desirable, but necessary. One
of the strategies to deal with the TOLCNDV virus is based on obtaining resistant varieties. Ethylene is a
hormone with an important role in the development of plants. It is involved in determining sex,
maturation and senescence of the fruits, the epinastic curvatures of leaves and seed germination.
Furthermore, ethylene is essential for developmental processes and a crucial mediator of biotic stress
responses in plants, so the use of mutants of the ethylene pathway could be interesting to develop
resistant genotypes to ToLCNDV. The ethylene perception mutant, ein3, show a semi-dominant
mutation caused by a failure in the signal transduction ethylene. In this work, we have studied how
this mutation affects biotic stress tolerance, e.g TOLCNDV. Different parameters that may be affected
by the virus or vary between different genotypes have been studied. Our results indicate that there is
a difference in the vigour of control plants, WT and ein3, which in our conditions is higher in WT plants.
On the other hand, to check the tolerance level of the ein3 mutation against the virus, the evolution
of the severity has been studied. Later on, 30 days after inoculation, the severity was correlated with
the growth shown in each group of plants. The results showed differences in the response to
inoculation in each genotype. WT plants reduced their growth when they were inoculated, but ein3
plants did not show changes. Since blocking ethylene perception limits the physiological changes
related to inoculation, the response to TOLCNDV in C. pepo could be is mediated by ethylene. Finally,
in this work, it was planned to quantify viral accumulation using gPCR. As an expected result, a higher
viral load should have been obtained in WT plants.
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1. INTRODUCCION

El género Cucurbita se encuentra dentro del orden Cucurbitales, familia Cucurbitaceae y subfamilia
Cucurbitoideae (Tabla 1). La familia de las cucurbitaceas comprende unas 1000 especies agrupadas en
96 géneros (Renner and Hanno, 2016), siendo Cucurbita, Cucumis y Citrullus los mas importantes por
su valor econdmico. Cucurbita pepo incluye ocho grupos de cultivos comestibles entre los que se

encuentran las calabazas y el calabacin.

Tabla 1. Clasificacidén taxondmica del calabacin.

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Subclase Dilleniiidae
Orden Cucurbitales
Familia Cucurbitaceae
Subfamilia Cucurbitoideae
Tribu Cucurbiteae
Género Cucurbita
Especie Cucurbita pepo

Meéxico es considerado el centro de domesticacidon y diversificacion del género Cucurbita, el cual esta
compuesto por 20 taxones donde Cucurbita pepo subsp. pepo es el mejor estudiado por suimportancia
econdmica y por ser un cultivo que tiene una importante distribucion mundial en su cultivo
(Castellanos-Morales et al., 2019).

Cucurbita pepo es una de las especies mas cultivadas y polimadrficas de las cucurbitaceas, ademas de
ser la especie con mayor importancia econdmica con respecto el resto de las especies que componen
este género (Paris, 2001). La domesticacion de C. pepo se produjo en su lugar de origen y se cree que
al menos hubo dos procesos de domesticacion independientes, Norte de México y Sur de
Norteamérica, de manera aparecieron las dos subespecies conocidas: C. pepo subsp. pepo y C. pepo

subsp. ovifera (Carvajal Moreno, 2014).

A nivel mundial, los datos proporcionados por la FAO indican que el continente que mas produce este

cultivo es Asia, seguido de Europa y Africa, siendo Oceania el menor productor (Figura 1).
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Figura 1. Produccion mundial en toneladas desde 1998 hasta 2018. (Fuente: FAOSFAT, Anuario de
estadisticas 2018).

La produccidn europea es de 334 millones de toneladas, siendo los principales productores Espafia e
Italia. En Espafia, la superficie cultivada de calabacin se mantenia mas o menos estable afio tras afio
desde el 98 hasta el afio 2011. A partir de entonces se ha observado una tendencia de incremento de
la superficie cultivada, con ligeras variaciones (Figura 2 a). La produccidn sigue una progresion que se
correlaciona con la superficie que estaba dedicada para este cultivo cada afio y de nuevo en 2018 hay
un maximo de produccion (Figura 2 b).
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Figura 2. a) Representacion de superficie en hectareas b) Produccidn de calabacin en toneladas en Esparia desde el afio 1998
hasta 2018. (Fuente: FAO. Anuario 2018).

Los rendimientos del cultivo dependen de la fecha de siembra, del sistema de cultivo y de la duracidn
de la recoleccién. Segun el Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion (MAPA) los cultivos
protegidos desde septiembre a mayo tienen una capacidad productiva alta que puede alcanzar los

150.000kg/ha, variando estos datos poco en el caso del cultivo al aire libre.

El cultivo protegido del calabacin que consumimos actualmente ha ido aumentando en los ultimos
afios gracias al cultivo de hibridos mas productivos que se han obtenido a partir de variedades italianas
(Carvajal Moreno, 2014).
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1.1.3. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS Y DE CULTIVO
El calabacin es una planta anual de crecimiento indeterminado cuyo sistema radicular esta constituido
principalmente por una raiz principal axonomorfa que alcanza un gran desarrollo en relacién con las

raices secundarias (Lépez Gazquez, 2018).

Presenta un tallo herbaceo y grueso cuya altura y tamanio de los entrenudos depende de la variedad y
de las condiciones climaticas. Sus hojas son palmeadas con un limbo grande de margenes dentados,
haz glabro y envés aspero recubierto de pelos a lo largo de las nerviaciones que parte de la base de la
hoja y se dirigen a cada I6bulo. Es una planta monoica, donde coexisten flores masculinas y femeninas
en la misma planta. Son flores que presentan un caliz zigomorfo con cinco sépalos verdes vy
puntiagudos con una corola formada por cinco pétalos de color amarillo. La flor femenina se une al
tallo por un corto y grueso pedunculo de seccidn irregular pentagonal o hexagonal, mientras que en
las flores masculinas (de mayor tamafo) dicho pedinculo puede alcanzar una longitud de hasta 40
centimetros. El ovario es infero, tricarpelar, trilocular y alargado. Los estilos, en nimero de tres, estan
soldados en su base y son libres a la altura de su insercion con el estigma, este ultimo dividido en 2

partes. Las flores masculinas poseen tres estambres soldados (Figura 4) (Lépez Gazquez, 2018).

El fruto es un pepdnide carnoso, unilocular, sin cavidad central, de color variable, liso, estriado y
reticulado. Se recolecta cuando se encuentra a mitad de su desarrollo (Lopez Gazquez, 2018).

Figura 3. Diferencias morfoldgicas entre flor masculina y
femenina de calabacin. Fuente: Alfonso Manuel Ldépez
Gazquez (2018). Evaluacién fenotipica y molecular de
mutantes de insensibilidad a etileno en calabacin.
Universidad de Almeria. Almeria.
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Su cultivo requiere unos requerimientos edafoclimaticos entre los que se encuentran temperatura y
humedad. La temperatura dptima del cultivo depende del momento del desarrollo en el que estemos:
la temperatura éptima para la germinacién de las semillas estd entre los 20-25°C, el desarrollo
vegetativo requiere una temperatura entre los 25-30°C y la floracién tiene su éptimo a los 20°C por la
noche y los 25°C durante el dia. La humedad del suelo debe encontrarse cercana al 95% para que el

crecimiento no esté limitado y se pueda llevar a cabo el correcto desarrollo de los frutos.

Las enfermedades causadas por virus en plantas representan una carga significativa para la salud de la
plantay, estas tienen un gran impacto en los vegetales, cucurbitaceas y solandceas, que se cultivan en

invernaderos en la zona del Mediterraneo (Desbiez et al., 2020).

Los cultivos de cucurbitaceas se ven afectados por diversas enfermedades virales entre los que se
encuentran los Potyvirus (WMV, ZYMV, CYSDV y CVYV) y Begomovirus (TOLCNDV). El virus del mosaico
de la sandia (WMV) causa manchas de color verde oscuro junto a los nervios y deforma el limbo de Ia
hoja. El virus del mosaico amarillo del calabacin (ZYMV) produce deformaciones foliares y hace que los
frutos no sean comerciales al poseer decoloracién en la piel (Clarke et al., 2020). El virus del amarilleo
de las cucurbitaceas (CYSDV) produce amarillamiento internervial, fragilidad y engrosamiento de las
hojas mas viejas que conducen a una reduccion del vigor de la planta (Kalischuk et al., 2020). El virus
de las venas amarillas del pepino (CVYV) causa aclareo severo en las venas que va seguido de clorosis

generalizada y necrosis (Pujol et al., 2019).

La infeccién por cada uno de estos virus puede tener lugar a través de intercambios comerciales de
semillas, plantas o frutas; o bien ser propagadas por sus vectores bidticos (Desbiez et al., 2020). Esta
ultima forma de propagacion es la que tiene lugar en TOLCNDV, el cual es transmitido por mosca blanca
(Bemisia tabaci) haciendo que se dificulte el control de su propagacion debido a la rapida dispersion
que tiene a través de la mosca blanca y por la capacidad que tiene de adaptarse a todos los ambientes
(Simén et al., 2018)

Bemisia tabaci es un complejo global de especies que consta de 40 especies cripticas, siendo el vector
de al menos 100 especies de begomovirus que causan dafios severos en los cultivos (Khatun et al.,
2020).

El virus de Nueva Delhi (ToLCNDV) se detectd por primera vez en el norte de India en 1995, desde
donde se extendié al sur y sudeste de Asia. Fue en 2012 cuando se observé que el virus comenzaba a
afectar a las cucurbitdceas en diferentes paises del Mediterraneo, primero en Espafia y luego en Tunez,
Italia, Marruecos, Grecia y Argelia (Sdez et al., 2020). Actualmente, se ha detectado que el virus
también afecta a cultivos de cucurbitdaceas en Portugal y Estonia, de manera que esto pone de
manifiesto la rapida propagacion que tiene ToLCNDV por toda Europa (Séez et al., 2020). El cultivo

mas afectado en los paises europeos es el calabacin (Cucurbita pepo L. subsp. pepo). En este contexto
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de alto potencial y rapida propagacion, la Organizacién Mediterranea y Europea de Proteccion
Fitosanitaria (EPPO) ha afiadido a TOLCNDV a la lista de alertas de EPPO (EPPO 2017) (Saez et al., 2017).

El virus que llegd a Espafia no es exactamente igual que el encontrado en India, por lo que se sospecha
que el virus ha tenido que sufrir mutaciones (97% de identidad nucleotidica con los aislados en India).
La cepa espafiola se aislo por primera vez de plantas de calabacin cultivadas en Murcia y Almeria en
2012-2013. Aislados de diferentes regiones y huéspedes en Espafia han mostrado una uniformidad
genética que contrasta con la alta heterogeneidad de los aislados en otras partes del mundo.

Figura 4. Distribucion geografica TOLCNDV. Fuente: Phytoma, Espafia “EL virus de Nueva Delhi”
amplia su gama de hospedantes en los cultivos espafioles.

1.2.2. CARACTERISTICAS Y SINTOMATOLOGIA
El virus de Nueva Delhi (ToLCNDV) fue el primer begomovirus de genoma bipartido detectado en
Espafia y Europa. Se encuentra dentro del género Begomovirus, perteneciente a la familia

Geminiviridae y se caracteriza por estar formado por dos componentes de ssDNA (DNA-A y DNA-B).

Rojas et al., 2005 afirman que para que se produzca la infeccidn sistémica eficiente se necesitan estos
dos componentes, pero encapsidados de forma independiente. El DNA-A tiene 4 ORFs (MLA) que
codifican para proteinas que son requeridas para la replicacidn, transcripcion y encapsidacidn del virus.
Mientras que, el DNA-B presenta 2 ORFs (MLA) que codifican proteinas que estan relacionadas con el

movimiento viral y el desarrollo de los sintomas.

Los viriones estan formados por un par de icosaedros con 110 subunidades de proteinas de cubierta
cada uno de 29-30kD. Dentro de este tipo de virus encontramos 4 géneros (Mastrevirus, Curtovirus,
Topocuvirus y Begomovirus) dependiendo del insecto que actia como vector, de las plantas
hospedantes y de la estructura de su genoma (Glerere Pereira, 2013).

10
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Figura 5. Estructura begomovirus. Fuente: Nature Reviews. Microbiology. Hanley-Bowdoin et al., 2013

En el sur de Espafia, los brotes epidémicos de esta enfermedad han causado graves pérdidas
econdmicas en invernaderos, y en cultivos de calabacin y melén en campo abierto (Saez et al., 2017).
Estas pérdidas se deben al efecto sobre el crecimiento de las plantas, pero también, si la infeccidn es
tardia, a la pérdida de calidad en el fruto. En el género Cucurbita sus sintomas han sido evaluados en
numerosas especies, entre las que se encuentran las 3 de mayor importancia a nivel mundial, Cucurbita
maxima, Cucurbita moschata y Cucurbita pepo, causando sintomas variados (Saez et al., 2016). Los
sintomas caracteristicos de Cucurbita maxima son la descomposicidn de las hojas y el color amarillento
intenso, mientras que en Cucurbita moschata predominan sintomas de moteado foliar que evoluciona
a mosaico severo. En el cultivo de calabacin (Cucurbita pepo), el virus causa un retraso en el
crecimiento de las plantas, con entrenudos mas cortos, un rizado hacia arriba y hacia abajo en sus
hojas, amarilleo, clorosis, presentan un mosaico severo en hojas jovenes vy, el fruto presenta
rugosidades en la piel (Saez et al., 2020).

F Y
Figura 6. Planta de calabacin afectada por ToLCNDV con hojas enrolladas hacia el

envés, nervios arrugados y fruto con presencia de rugosidades. Fuente: Phytoma,
Espafia “EL virus de Nueva Delhi” amplia su gama de hospedantes en los cultivos
espanioles.

11



Mejora genética de la resistencia a TOLCNDV en Cucurbita pepo | Laura Alonso Lopez

Para combatir las infecciones causadas por virus en plantas se puede acudir a la variabilidad natural o
en su defecto a la variabilidad inducida. Las resistencias detectadas hasta el momento en cucurbitaceas

frente a TOLCNDV han sido detectadas y caracterizadas en fuentes de la variabilidad natural.

Sdez et al., 2017 encontraron una resistencia a TOLCNDV en meldn. Mediante qPCR y fenotipado de
distintas accesiones de la variabilidad natural de meldn se detectd y se selecciond un genotipo WM7
resistente a TOLCNDV, perteneciente a la subsp. agrestis que se empled para generar una poblacion
segregante, a partir de su cruce con una variedad sensible tipo piel de sapo. La evaluacién de la F2 y
BC indica que la resistencia es dominante. El andlisis de QTLs con marcadores moleculares permitid
detectar un QTL mayor en una region del cromosoma 11 ligada a la resistencia y dos regiones mas que
modifican el cardcter en los cromosomas 12 y 2 (Sdez et al., 2017). A partir de estos resultados se estan
seleccionando marcadores de interés para la mejora genética que faciliten la incorporacion de la

resistencia en variedades cultivadas.

Ademas del estudio de la resistencia a TOLCNDV realizado en meldn. Se ha detectado y caracterizado
otra resistencia a TOLCNDV en Cucurbita moschata. Mediante el cruzamiento de dos variedades, una
resistente con una variedad susceptible, se obtuvieron poblaciones segregantes que fueron
genotipadas mediante poliformismos de un solo nucledtido (SNP) (Sdez et al., 2020). La resistencia,
gue cosegrega con una regién del cromosoma 8, es una recesiva y reduce la expresién de los sintomas

y la acumulacién viraToLCNDV (Saez et al., 2020).

Los marcadores moleculares identificados, vinculados al locus de resistencia de ToLCNDV, son muy
valiosos para los programas de mejora de calabacin, permitiendo la seleccién. Para comprobar la
validez del QTL, la variedad resistente de C. moschata, se cruzd con la variedad susceptible MUCU16
de C. pepo y se analizé la sintenia entre las dos especies, encontrando que la regién candidata dentro
del genoma de C. moschata mantiene sintenia con una regién del cromosoma 17 de C.pepo. La regidn
candidata del cromosoma 8 de C. moschata también era sinténica de la regiéon candidata del
cromosoma 11 del meldn, previamente descrita como responsable de la resistencia a TOLCNDV (Séez
et al., 2017; 2020).

Los genes comunes en las regiones candidatas de ambas cucurbitdceas presentan polimorfismos de
alto o moderado impacto, entre accesiones resistentes y susceptibles de C. moschata y son
interesantes, no sélo para el estudio de la resistencia si no para su uso como marcadores moleculares

en programas de mejora para la resistencia a TOLCNDV en estas cucurbiticeas.
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Cuando no se encuentran resistencia entre las accesiones naturales de la especie, se puede generar
variabilidad artificial, para estudiar la resistencia y usarla como recurso para la mejora genética. Una
de las maneras mds eficaces para generar variabilidad inducida es provocar mutaciones mediante
Etilmetasulfonato (EMS). Las colecciones de mutantes EMS estan siendo fuente de caracteres de
interés para el estudio genético y para la mejora. Uno de los ejemplos mejor documentados es el de

los mutantes de falta de funcién mlo en Arabidopsis y su respuesta frente a oidio y otros patdgenos.

El oidio es una enfermedad causada por hongos que afecta a distintas especies de plantas cultivadas
en el mundo, originando enormes pérdidas econémicas. Se manifiesta mediante la formacion de
esporas y un micelio en la superficie de frutos y hojas que tiene un aspecto de “polvo” blanco (Peries,
2008). Esta enfermedad causada por hongos erisifdceos con un gran nimero de especies distintas (900
aprox) que afectan a diversas especies de plantas y arboles alrededor del mundo (Heluta et al., 2013).
La accion de los genes “Mildew Locus O” (MLO), condiciona la respuesta de la susceptibilidad que
tienen las plantas a dicha enfermedad (Consonni et al., 2006). De manera que esto ha hecho que surja
la necesidad de crear genotipos en los que se incluya una mutacién de pérdida de funcién para poder
conseguir especies que sean resistentes al oidio.

El genoma de Arabidopsis contiene quince genes MLO con homologia de secuencia significativa con
los genes MLO de cebada (Gruner et al.,, 2018). Entre los diferentes alelos de Arabidopsis MLO, la
pérdida de funcién del mutante EMS, mlo2, confiere resistencia parcial a especies de oidio. La
resistencia completa que restringe el desarrollo de hongos en la entrada de la célula huésped se
observa cuando los homdlogos estrechamente relacionados MLO6 y MLO12 estan interrumpidos
ademads de MLO2. Esto sugiere una redundancia parcial entre estos tres homdélogos de Arabidopsis en
la mediacidn de la susceptibilidad a los mildew, con un papel predominante para MLO2. El vinculo de
MLO con la susceptibilidad a los hongos pulvurulentos y el endurecimiento de la pared celular de las
plantas que son mutantes de pérdida de funcidon de MLO, sugieren roles negativos para las proteinas
MLO en la inmunidad de las plantas (Gruner et al., 2018).

Gruner et al., 2018 llevaron a cabo un experimento donde inoculaban plantas de Arabidopsis con
Pseudomonas syringae para ver la expresién de los genes MLO. En dicho estudio observaron que en
Arabidopsis, MLO2 posee un papel importante en la inmunidad de las plantas al actuar como
componente esencial de la resistencia sistémica adquirida (SAR) frente a estos patdgenos. La expresion
del gen MLO2, que es promovida por la seiial de acido salicilico (SA) se induce sistémicamente después
de una inoculacién foliar localizada con la bacteria P. syringae. En comparacion con las plantas tipo
salvaje (Col-0), varias plantas mutantes ml/o2 fueron incapaces de aumentar la SAR al ser inoculadas
con P. syringae, poniendo de manifiesto que la funcién de MLO2 es necesaria para que se establezca
SAR.
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Las mutaciones son alteraciones heredables y estables que pueden ocurrir de forma natural en la
naturaleza o bien pueden ser inducidas. Estas Ultimas son un recurso y una fuente de germoplasma
para programas de mejora vegetal (Cubero, 2003). Por tanto, las mutaciones, inducidas pueden ser

tan importantes para la mejora, como las detectadas entre la variabilidad natural.

En las cucurbitaceas hay al menos 5 colecciones de mutantes EMS, una en meldn (Dahmani-Mardas et
al., 2010), dos en pepino (Boualem et al., 2014; Chen et al., 2018) y dos en calabacin (Vicente-Ddlera
etal.,, 2014; Garcia et al., 2018). Las dos colecciones de calabacin han sido desarrolladas sobre el mismo
fondo genético MUCU16, pero han sido caracterizadas siguiendo una estrategia distinta, mientras que
Vicente-Délera et al., 2014 caracteriza la coleccidn analizando la tasa de mutacién en genes discretos,
Garcia et al., 2018 analizan la mutacion por medio de la resecuenciacién completa de dos familias
mutantes. En ambos casos obtienen similares tasas de mutacién comparables con las de otras
especies. La coleccién de Garcia et al., 2018 tiene una tasa de 1 mutacion cada 85 kb en la linea 1y de
una mutacién cada 167 kb en la linea dos. Vicente-Délera et al., 2014 indican una tasa de mutacién de
1/133 kb. En Arabidopsis la coleccién de Greene et al., 2003 tenia una tasa de mutacion 1/170 kb y
1/295 kb, mientras que en meldn la tasa observada es de 1/573 kb (Dahmani-Mardas et al., 2010). En
base a estos datos de ambas colecciones se consideran de interés para el estudio de nuevos mutantes.

La coleccion de Vicente-Dolera et al., 2014 de 950 lineas M2 fue generada al 1% y evaluada por TILLING.
Se detectaron 13 mutaciones con impacto en la proteina del total de 5 genes seleccionados. La
correlacidén genotipo/fenotipo se estudié en un gen que codifica para la enzima Peroxidasa, y se
observé un efecto en la pigmentacién de la planta, que era albina.

Garcia et al., 2018 desarrollaron una nueva plataforma de mutantes EMS de 3751 lineas, con
concentraciones menores (alrededor de 1000 lineas se obtuvieron con una concentracion del 0,2% y
el resto derivan de un tratamiento EMS 0,3%). Esta coleccién se ha evaluado por medio de una
estrategia de genética directa, realizando screenings fenotipicos de las plantas mutantes en semilla y
en fase adulta, mediante la insensibilidad a etileno. De esta forma, se han detectado cuatro mutantes
de insensibilidad a etileno. De estos cuatro, tres de ellos presentan herencia semidominante (eini,
ein2 y ein3) y uno de ellos tiene herencia dominante (E/N4). Dos de estos mutantes han sido
caracterizados hasta la fecha, el mutante ein2 corresponde a un cambio en el receptor de etileno
CpETR1ayla mutacion de ein3 a un cambio en el receptor CoETR2b. Ambas mutaciones causan cambio
de aminodcido en una posicidén conservada entre los receptores de etileno en otras especies de plantas
(Garcia et al., 2020). El fenotipo de las plantas mutantes observado, ademas de reducida sensibilidad
a etileno, estd asociado a cambios en el patrén de expresion sexual de las plantas, pasando de ser
monoicas en el tipo salvaje (WT), a presentar un retraso en la aparicién de la primera flor pistiladas y
conversion de las flores femeninas en bisexuales, mas extremo en ein2. Ademas, en condiciones de
campo las plantas mutantes presentan mas vigor, esto es, mayor altura de la planta y entrenudos mas
largos (Garcia et al., 2020).
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1.6. ETILENO EN RESISTENCIA A ESTRESES BIOTICOS

El etileno es una hormona que esta implicada en multiples procesos del desarrollo de las plantas, entre
ellos la maduracién de los frutos, considerandose la hormona de la maduracién, y la senescencia,
siendo considerada la hormona de la senescencia en plantas. En las cucurbitaceas juega un importante
papel en la determinacidn del sexo (Boualem et al., 2008; 2009; 2015; Martinez et al., 2014; Manzano
etal., 2016; Garcia et al., 2020). En C. pepo, este papel en la determinacién del sexo se ha visto asociado
a otras caracteristicas como el desarrollo partenocarpico de los frutos (Martinez et al., 2013; 2014) y
un mayor vigor de las plantas (Garcia et al., 2020). Hasta el momento, en la especie C. pepo no se ha
estudiado el papel del etileno frente a estreses bidticos y abidticos, pero este role ha sido analizado en
otras especies como Arabidopsis (Knoester et al., 1998; Takahashi et al., 2004) o tabaco (Liu et al.,
2004).

Esta hormona es sintetizada a partir de metionina dando lugar a SAM (S-adenosilmetionina). Este
compuesto, a través de la ACC sintasa forma ACC y este a su vez se transforma en etileno a través de
la enzima ACC oxidasa (Bapat et al., 2010).

Agomet ACC
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MethionINg — > S-adencsy! methionine Lr"_’hommocycloorooml-cuboxyl-c
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tranalor ase ‘ s
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ATP  ADP
Figura 7. Ruta de biosintesis de etileno. Fuente: V.A. Bapat et al., 2010

Una vez producido, el etileno debe ser percibido y la sefial transmitida hasta desencadenar una
respuesta. De manera que interrupcidn de la sefial aguas debajo de la produccién puede causar un
efecto en el fenotipo. Los primeros estudios con mutantes de etileno con alteracion en la ruta de
percepcién se detectaron por medio de la triple respuesta que se caracteriza por: geotropismo
transversal, inhibicidn de la elongacién de hipocotilo y raices y engrosamiento del hipocotilo. Esto
permitio identificar los genes que controlan los receptores de etileno en Arabidopsis thaliana y sus
respectivas mutaciones, siendo los receptores: ETHYLENE RECEPTORS 1Y 2 (ETR1, ETR2), ETHYLENE
INSENSITIVE 4 (EIN4) Y ETHYLENE RESPONSE SENSORS 1Y 2 (ERS1, ERS2) (Arora, 2005).

Ademas de los genes de percepcion se han identificado distintos factores de transcripciéon de la familia
Ethylene Response Factor (ETR) que responden a etileno. Se ha identificado un elemento sensible al
etileno, caja GCC (AGCCGCC), que se encuentra en la region promotora de los genes de defensa
inducidos por etileno. La caja GCC se encuentra en la regidén 5’ aguas arriba de la regidn inducible de

los genes de defensa inducidos por etileno (Ohme-Takagi et al., 2000).
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Distintas mutaciones en miembros de la ruta de percepcidn y respuesta han sido descritos asociados
a resistencias e incremento de susceptibilidad a distintos patégenos, indicando que el papel del etileno
puede ser protector o promotor de la enfermedad (Knoester et al., 1998; Takahashi et al., 2004). El
etileno, junto a el acido salicilico (SA) y el acido jasmdnico (JA) interviene en la respuesta a estreses
bidticos (patdgenos/insectos) (Bariy Jones et al., 2009; Glazebrook et al., 2005), y se ha observado que
esta interaccidn puede ser antagdnica, con el SA, o sinérgica con JA, cuya ruta converge con el etileno
los ERF (Lorenzo et al., 2003).

El etileno es fundamental en la respuesta de resistencia ante la infeccidon por hongos. Sin embargo, hay
diferentes respuestas en funcién del patégeno y el momento de aplicacidn. Asi, tiene un papel principal
en el crecimiento de hongos endofiticos como se observa en Atractylodes lancea. El hongo endofitico
Gilmaniella sp. induce la sintesis de etileno en A. lancea y provoca la acumulacion de sesquiterpenos
gue interactdan con otras hormonas vegetales como el dcido jasmdnico y el acido salicilico (Yuan et
al., 2019). Por el contrario, en el caso de las semillas de Arabidopsis thaliana, la inoculaciéon con ACC
1mM mejora la resistencia a P. syringae (Leendert van Loon et al., 2006). Aunque el etileno no se ha
citado como una hormona esencial en la resistencia contra virus, estudios en distintas especies indican
gue podria jugar un papel importante, tanto a nivel de percepcién y respuesta (Knoester et al., 1998;
Takahashi et al., 2004), como a nivel de sintesis, ya que la aplicaciéon de ACC es capaz de incrementar
la acumulacion de TMV en plantas de tabaco, incrementando la susceptibilidad y sugiriendo que el
etileno es necesario para la infeccion por el virus (Chen et al., 2013).
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2. OBJETIVOS

Este TFG ha sido elaborado con el objetivo general de comprobar si la mutacidn ein3, de insensibilidad
a etileno, tiene efecto en la tolerancia a estreses bidticos, como la infeccidn por el virus de Nueva Delhi.

Para poder comprobarlo, se han abordado unos objetivos especificos entre los que se encuentran:

1. Puesto que el virus de Nueva Delhi afecta al crecimiento de las plantas, estudiar el vigor entre
las plantas mutantes ein3 y WT no inoculadas (controles) en nuestras condiciones de estudio
y determinar las posibles diferencias en su crecimiento.

2. Evaluar el efecto de la mutacion ein3 frente al virus TOLCNDV, mediante la evaluacion de la
sintomatologia seglin una escala de sintomas visual en las plantas, tratadas y plantas control,
hasta 30 dias después de la inoculacién mecanica.

3. Estudiar el efecto de la inoculaciéon del virus TOLCNDV en el crecimiento de las plantas
mutantes ein3 y WT. Y analizar la correlacién entre parametros del crecimiento, como el
numero de hojas verdes (HV) y la severidad.

4. Determinacion mediante la técnica qPCR de la carga viral en plantas mutantes y WT
inoculadas, y comprobacién de la relacién entre severidad y carga viral.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. MATERIAL VEGETAL

El material vegetal usado en este trabajo procede de una coleccién de mutantes Etilmetanosulfonato
(EMS) de Cucurbita pepo desarrollada por el grupo de investigacién “Genética de Horticolas” de la
Universidad de Almeria. Esta coleccién de mutantes se generd sobre el fondo genético MUC-16 y esta

formada por 3.750 lineas mutantes en la generacion M2 (Figura 8).

La primera caracterizacién de esta coleccidn se realizé a través de una estrategia de genética directa
buscando mutantes insensibles a etileno. Plantulas de todas las familias de la coleccién de mutantes
fueron expuestas a concentraciones de etileno con el objetivo de observar la triple respuesta. La
ausencia de triple respuesta indicaba mutacidn. De esta manera se llegaron a identificar cuatro familias

con esta insensibilidad que se denominan einl, ein2, ein3 y EINA4.

Generacion MO

(10.000 semillas)

EMS (0'2-0'3%)

Generacion M1

(8.000 plantas)
Autopolinizacidn
/ N
Generacion M2

(3.750 familias)

Screening triple
respuesta etileno

/ N

Familias ein1,
ein2, ein3y EIN4

Figura 8. Proceso de obtencion de semillas insensibles a etileno mediante
EMS y autopolinizacion a partir de una generacion MO0 formada por 10.000
semillas. Fuente: elaboracién propia en base a Garcia et al., 2018.

En la actualidad se conoce la mutacién responsable del fenotipo ein3, localizada en la secuencia de un
gen que codifica para un receptor de membrana, CpETR2. Usando el marcador molecular disefiado a
tal efecto se pueden separar las plantas de la familia por su genotipo. En este TFG se emplea la semilla
del mutante de insensibilidad a etileno, de genotipo ein3 (ein3/ein3), y la semilla WT (wt/wt) para

estudiar el efecto de esta insensibilidad en respuesta a virus TOLCNDV.
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Las semillas fueron sembradas de manera manual en una bandeja de 96 alveolos donde se llevé a cabo
la germinaciéon y, posteriormente, fueron trasplantadas en maceteros de 10’5 x 9 centimetros con
mezcla de sustrato para semillero y fibra de coco (50%-50%). Para el sustrato de semillero no se conoce

su formulacion.

La germinacién y crecimiento de las plantas se llevé a cabo en una cdmara en condiciones controladas,
para favorecer el crecimiento de las plantas y ademas evitar la entrada de fitopatdgenos ajenos al
ensayo. Las condiciones dia/ noche con 14 y 10 horas, respectivamente, fueron las siguientes: la
temperatura oscilaba a lo largo del dia, durante el dia tenia una temperatura de 25°Cy por la noche la
temperatura decaia a los 19°C. La humedad también variaba a lo largo del dia, siendo 66% HR en el dia
y 60% HR a la noche.

Se hicieron dos réplicas temporales para aumentar el nimero de plantas evaluadas, siendo cada planta
una réplica. Cada una de las cuales estaba formada por semilla WT y semilla mutante, inoculadas con
virus y control. La primera réplica estaba formada por 12 semillas WT inoculadas, 12 WT control, 7 ein3
inoculadas y 7 ein3 control. En cambio, la segunda estaba formada por 8 semillas WT inoculadas, 8 WT
control, 10 ein3 inoculadas y 10 ein3 control. Finalmente, las dos réplicas fueron tratadas como una

sola de manera que se agruparon los cuatro tipos de plantas.

La inoculaciéon de las plantas se realizo al inicio de la tercera hora verdadera, se trataron la primera
hoja verdadera y un cotiledén segin el método de Ldpez et al., 2015. Se prepard un tampdn de
inoculacién, compuesto por 1g de Polivinilpirrolidona (PVP) 10 al 1%, 1g de polietilenglicol al 1%, 13uL
de 2-mercaptoetanol 10mM, 1g de carbdn activo al 1% y por ultimo 5mL de buffer fosfato, en un

volumen final de 100mL. Este tampdn se mantiene en frigorifico hasta su uso.

El indculo estaba congelado, se prepara mezclando en un mortero 1g de inoculo de ToLCNDV con 1mL
del tampdn previamente preparado y macerando. Una vez macerado se afnaden 3mL mas de tampdn
y mientras se logra la mezcla de las hojas de tejido infectado con el tampdn, para alcanzar una
proporcién 1:4 (p:v). Finalmente, con un bastoncillo, lo aplicamos sobre una de las hojas y uno de los
cotiledones, habiendo echado previamente carborundum favorecer la formacién de heridas que

permitan la introduccidon del virus.
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3.4.1. Evaluacién de la tolerancia a TOLCNDV
Se evaluaron parametros del crecimiento de las plantas y de los sintomas desarrollados durante el
ensayo a los 6, 14, 20 y 30 dias después de la inoculacion (dpi).

El crecimiento fue medido durante el ensayo vy al final de este, por medio de:

e Numero de hojas totales a 6, 14, 20 y 30 dpi.
e Peso fresco de la parte aérea y radicular a los 74 dias después de la inoculacidn.

e Numero de hojas senescentes a los 6, 14, 20 y 30 dpi.

Cada recogida de muestra suponia realizar un conteo del nimero total de hojas, nimero de hojas

senescentes, severidad y un andlisis de la evolucién de los sintomas esperados.

A los 30dpi, ademads de analizar lo anteriormente descrito, se realizé un estudio de la biomasa de la
parte aéreay parte radical para ver si habia diferencias entre WT y mutante e inoculadas y sin inocular.

Durante el ensayo se evaluaron los sintomas individuales desarrollados por cada planta segun una

escala de sintomas visuales establecida por Lépez et al (2015), recogida en la tabla 2.
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Tabla 2. Escala de severidades para la medida de sintomas en respuesta a TOLCNDV.

Puntuacion Descripcion llustracién

Severidad 0 Ausencia de sintomas

Severidad 1 Sintomas leves (suave
amarilleoy
abullonamiento ligero)

Severidad 2 Sintomas moderados
(mayor amarilleo,
arrugamientoy
aparicién de

mosaicismo).
Severidad 3 Sintomas severos (alto
mosaicismo, clorosis
elevada).
Severidad 4 Sintomas muy severos

(mosaicismo elevado,
clorosis, elevado
abullonamiento,

arrugamiento elevado).

3.5. RECOGIDA DE MUESTRA

Se recogieron muestras de cada planta individualizada de los dos genotipos, ein3 y WT, y tratamiento,
inoculadas con ToLCNDV y control. La recogida de muestra se planificd para poder cuantificar la
acumulacidn viral en el periodo del estudio. Los dias de evaluacién, 6dpi, 14dpi, 20dpi y 30dpi se

recogieron muestras de todas las plantas.
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De cada una de las plantas, se recogié muestra y se guardaron en tubos eppendorf de 2mL que se

almacenaron a -80°C hasta el uso de estas. El ADN fue extraido siguiendo este protocolo:

1.

10.

11.
12.

Afadir 750uL de tampdn CTAB, previamente calentado a 65 (afadir 1’5 uL B-mercaptoetanol
en el momento de usar)

Afadir 2 bolas de acero inoxidable y triturar en un procesador de tejido durante 10-20
segundos a 1250 strokes/min.

Incubar los tubos a 65 grados durante 40 minutos, agitar a mitad con vértex e invertir los tubos
2-3 veces durante la incubacién.

Spin y afiadir 750 pL de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) bajo la campana y usando
guantes. Agitar cuidadosamente.

Centrifugar durante 10 minutos a 13000 rpm a temperatura ambiente. Si la fase superior es
limpia continuar, si esta turbia recoger la fase superior y repetir el paso con cloroformo:
alcohol isoamilico.

Transferir la fase superior acuosa (sin tocar la interfase) a un tubo nuevo y afiadirle con cuidado
700pL a -20 grados y mezclar suavemente invirtiendo los tubos hasta que precipite el ADN.
Incubar a -20 grados desde 15 minutos hasta 24 horas.

Centrifugar los tubos a 13000rpm y temperatura ambiente durante 20 minutos.

Eliminar sobrenadante por inversién y afiadir 600uL de Tampdn de lavado. Agitar con vortex.
Centrifugar a 13000rpm y temperatura ambiente durante 10 minutos. Si el pellet esta sucio,
repetir los pasos 8 y 9.

Eliminar el sobrenadante y dejar secar el ADN invirtiendo los tubos sobre papel absorbente
durante 2-3 minutos y luego dejar al aire boca arriba durante 10 minutos.

Anadir 30uL de TE con 0’2uL de RNAsa a 10mg/mL.

Incubar a 37 grados en agitacion 30-60 minutos.

Para ver la integridad y calidad del ADN extraido se realizd una electroforesis en gel de agarosa al 1%
tampdén TBE 1X (Tris 90mM, acido bdérico 90mM, EDTA 1mM). Por otro lado, para medir la
concentracién de ADN, a partir de 2 uL del volumen total de la muestra se hizo una cuantificacion de

este en un espectrofotémetro (Nanodrop).
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3.7. MEDIDA DE LA ACUMULACION VIRAL DURANTE EL ENSAYO
Para ver la acumulacién viral se realizd una gPCR con el ADN extraido de cada planta. Las
amplificaciones se realizaron haciendo uso de dos cebadores para TolLA y dos cebadores para un gen

constitutivo (Figura 10).

Name Nucleotide sequence (5'->3") Position Amplicon Size (bp)
TolLAFW CATTATTGCACGAATTTCCG 128-148 110
ToLAREV ATCGTAGCCGACTGTGTCTG 218-238
cpEFIAFW GCTTGGGTGCTCGACAAACT 976-996 87

cpEF1AREV TCCACAGAGCAATGTCAATGG 1022-1043

Figura 9. Cebadores usados para realizar qPCR. Indicando su posicion y tamario del amplicon
que generan.

El mix de reaccion contenia 10 uL de iTag Universal SYBR Green supermix (2x) (BIORAD, Hercules, CA,
USA), 1 uM de cada primer, 2 pL de DNA. En un volumen total de 20 pL.

Las condiciones de gqPCR fueron incubacién a 95°C - 5 min, seguido de 45 ciclos de 95 °C - 5 s y por
ultimo 61°C - 30 s.

Para realizar la cuantificacion viral se hizo uso del método 2-AACt, donde AACt es la diferencia entre el

ACt de cada muestra y el ACt del gen constitutivo.

Este apartado forma parte del capitulo resultados esperados.

3.8. ANALISIS ESTADISTICO

Para determinar si habia diferencias significativas en los parametros evaluados a lo largo del ensayo,
vigor, severidad y biomasa aérea/radicular, se estudié la normalidad de los datos. En caso de
observarse normalidad se hizo un analisis de varianza ANOVA (p<0,05), en caso de existir diferencias
entre las medias, se procedid a una comparacidn de grupos mediante un test de minimas diferencias
de Fisher (LSD). En caso de ausencia de normalidad se empled un método no paramétrico para estudiar
las diferencias, la prueba de Kruskal-Wallis. El programa estadistico empleado fue StatGraphics

Centurium XVI.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

La evaluacién en campo del mutante ein3 indica que ciertos parametros del crecimiento pueden
cambiar respecto al tipo salvaje (WT). A la vez que uno de los sintomas de la infeccién por TOLCNDV es
la reduccidn del crecimiento. Por esta razdn, en primer lugar, se ha estudiado el vigor de las plantas
control, tanto WT como mutantes ein3, para ver si se observan diferencias. Como medida evalué el
numero de hojas totales (HT) que presentaban ambos tipos de plantas a distintos tiempos (6, 14, 20y
30 dias después del inicio del ensayo). El tiempo de inicio del ensayo se considera el momento de la
inoculacidon de las plantas tratadas, cuando estas tenian una hoja verdadera desarrollada (2-3 cm de
longitud de limbo). Ademas, se midié el peso fresco de la planta (parte aérea) y raiz al final del ensayo
(75 dias).

El andlisis del numero de hojas reveld que a 6 y 14 dias después del inicio del ensayo no existian
diferencias en el nimero de hojas totales producidas por las plantas WT y mutantes ein3. Sin embargo,
a partir de 20 y 30 dias después del inicio del ensayo, si se observaron diferencias, las plantas WT
superaron en nimero de hojas a las plantas ein3, indicando mayor vigor (Figura 10 a).

Ademas del nimero de hojas a lo largo del tiempo, se anoté el peso fresco al final del ensayo, también
como parametro relacionado con el vigor de las plantas. En la figura 10 b se presentan los resultados
de comparativas de peso fresco de parte aérea y radicular en plantas control WT y mutantes ein3. El
WT tiene mayor peso fresco de la parte aérea y de la parte radicular que el mutante.
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Figura 10. Parametros de crecimiento medidos en las plantas control de los genotipos WT y mutante ein3. a)
Ndmero de hojas totales en plantas mutantes y WT (tipo salvaje) a los 6, 14, 20 y 30 dias después del inicio del
ensayo. Se representa el promedio del nimero de hojas totales (HT) desarrolladas en ambos grupos de plantas
sin inocular (plantas control). b) Peso de las plantas control medido al final del ensayo (30 dpi). Se presentan los
resultados del peso de la parte aérea de la planta y de la parte radicular. El analisis estadistico ha sido realizado
entre WT y mutante para cada dia (a) o parte de la planta (b) usando el test LSD que permite agrupar las medias
por sus diferencias. Letras distintas simbolizan diferencias entre las medias.
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Al final del ensayo las plantas ein3 resultaron tener menos masa, tanto aérea como radicular. Estos
resultados son coherentes con el nimero de hojas observados al final del ensayo (20 y 30 dias) (Figura
10 a). Para ilustrar este resultado, en la figura 11 se muestran fotos del tamafio final de las plantas y
de la raiz. Como se observa, al final del ensayo las plantas mutantes presentaban menor nimero de
hojas y estas tenian mayor grado de amarilleamiento (figura 11 b). El volumen raices del mutante ein3
eran menor que el del WT, indicando un peor desarrollo del mutante (Figura 11 c).

Figura 11. Estado de desarrollo de las plantas al final del ensayo. Se observa las
diferencias en el desarrollo vegetativo y radicular alcanzado a 30 dias del comienzo del
ensayo. a) Planta control WT b) Planta control ein3. c) Comparacién del tamafio y
densidad radicular al final del ensayo de las plantas de genotipo WT (izquierda) y ein3
(derecha).
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Uno de los principales sintomas del virus TOLCNDV es la reduccidn del crecimiento. Este TFG pretende
estudiar el efecto de la mutacién ein3 sobre el desarrollo de sintomas en C. pepo. La mutacidn ein3 fue
detectada en una coleccién de mutantes EMS evaluada para su insensibilidad a etileno (Garcia et al.,
2018) y ha sido caracterizada e identificada como una mutacién en un receptor de etileno (ETR), ha
sido denominada etr2b por localizarse en el receptor de etileno CpETR2. Uno de los fenotipos
observados de esta mutacidn esta asociado a la ausencia de triple respuesta. Esto implica que ante un
tratamiento con etileno en oscuridad de las plantas mutantes, no se observa el acortamiento del
hipocétilo y la radicula y engrosamiento del hipocdtilo asociados a la triple respuesta (Garcia et al.,
2018; 2020). Entre las caracteristicas que alteran la mutacion se encuentran la determinacion sexual,
se observa un cambio de plantas monoicas a andromonoicas. Asociado con este cambio un retraso en
la apertura de las flores pistiladas y, por ultimo, mayor nimero de flores masculinas por planta (Garcia
et al., 2020). Ademas, se observan diferencias en algunos parametros relacionados con el vigor, como
cambios en la altura final de la planta y el tamafio de los entrenudos, pero no diferencias en el nUmero
de nudos (hojas) entre el WT y el mutante ein3 (Garcia et al., 2020).

Los resultados obtenidos en nuestras condiciones de ensayo indican que no hay diferencias entre las
plantas mutantes ein3 y WT hasta el final del ensayo (20 y 30 dias), cuando el nimero de hojas del WT
es superior al del mutante. Estos resultados son similares a los del peso fresco, y tanto el peso fresco
de la parte aérea, como el de la raiz era superior en las plantas WT. El peso de la parte aérea variaba
de 18,6 en las plantas WT a 14,8 en el mutante, y el peso de la raiz de 6,4 en el WT a 4,4 en el mutante
ein3. El ensayo fue realizado en camara de cultivo y las plantas eran crecidas en maceteros con espacio
limitado para el desarrollo de las raices, lo que puede explicar los resultados obtenidos al final del
ensayo. Las raices tienen varias funciones, como el anclaje, y son el medio para que la planta absorba
el agua y los nutrientes necesarios para su supervivencia y crecimiento, por lo que las raices tienen
impacto en el crecimiento y desarrollo general de la planta (McMichaels et al., 2010). La limitacidn del
desarrollo de la raiz puede explicar las diferencias observadas en el vigor. En condiciones de campo el
crecimiento de las plantas ein3 es mas acelerado que las del WT (Garcia et al., 2020), es de esperar un
desarrollo de la raiz mas acelerado, y la limitacidn espacial tenga efecto en el desarrollo aéreo de la
planta y el nimero de hojas producidas.
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El virus de Nueva Delhi produce una variedad de sintomas en el género Cucurbita, como el decaimiento
de las hojas, amarilleamiento, mosaico y rizado, y muy caracteristico en C. pepo un acortamiento de
los entrenudos y reduccién del crecimiento (Saez et al., 2016). Por esta razén se estudié el efecto del
virus por medio de una escala de severidad visual (Tabla 2), y una evaluacién de parametros del
crecimiento, peso fresco, nimero de hojas (nudos). Ademas, se planificd un estudio por qPCR de la
carga viral, que no pudo llevarse a cabo finalmente y que se incorpora en el capitulo de resultados
esperados.

La severidad de los sintomas debidos a la infecciéon por TOLCNDV se evalud tanto en plantas ein3 como
en plantas WT alos 14, 20y 30 dias después de la inoculacién (dpi). Para comprobar si habia diferencias
significativas entre cada grupo de plantas se hizo un analisis estadistico a los 14, 20 y 30 dpi
independientemente.

En la figura 12 se muestra la evolucidn de los sintomas en cada grupo de plantas y podemos ver que,
tanto las plantas WT como ein3 inoculadas mostraron sintomas mads severos que las plantas sin
inocular (control). Para simular el efecto de la formacién de heridas, a las plantulas control se les realizé
el mismo tratamiento que a las inoculadas, esto es, se aplicé carburundum de 600 mesh y se extendié
con un bastoncillo sumergido en el tampdn de inoculacién, pero sin carga viral.

Tanto las plantas mutantes, ein3, como las WT, inoculadas y control, incrementan progresivamente los
sintomas a lo largo del tiempo de evaluacién. Estos resultados, que incluyen la reduccién de
crecimiento y amarilleamiento (Tabla 2), pueden también ser debidos al crecimiento en maceta en la
camara de cultivo.

A los 14 dpi sélo las plantas inoculadas de los dos genotipos presentan sintomas por encima de 1,00
en la escala de severidad. En el tiempo 20 dpi, se diferencian el WT, control e inoculado, de las plantas
ein3, inoculadas y control, y este Ultimo grupo es el que presenta mayor indice de severidad. A los 30
dpi sélo las plantas inoculadas tienen una valoracidn de sintomas de severidad superior a 2,00

En la comparacion de la evaluacién de sintomas entre plantas WT y ein3 control a 30 dpi, no se
pudieron observar diferencias de severidad y la puntuacién no supero 1,70 (Figura 12). Las plantas
inoculadas WT y plantas inoculadas ein3 muestran una evolucién similar, con un incremento
progresivo de los sintomas, mayor entre los 20 y los 30 dpi. A los 30 dpi, se observa que el genotipo
ein3 tiene mayor indice de severidad (2,59) que las plantas WT que presentaron un valor medio de
2,10, por lo que, segun la valoracién visual de sintomas mostraban clorosis y mosaico, las plantas que
se vieron mas afectadas por la presencia del virus eran las mutantes ein3 (Figura 12).
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Figura 12. Evolucién de la severidad de los sintomas en plantas WT y ein3 a los 14, 20 y 30 dias después
de la inoculacidn mecanica con el virus TOLCNDV. En la figura se representa el promedio de la severidad
obtenida para las plantas WT y ein3 sin inocular e inoculadas y los errores estandar para las 73 plantas
analizadas. El analisis estadistico para cada uno de los dias realizado de forma independiente mostré
diferencias significativas a 14, 20 y 30 dpi con un p-valor<0,05.

Se hizo un conteo del nimero de hojas que presentaban las plantas a distintos tiempos (6, 14, 20y 30
dias después de la inoculacién mecanica con TOLCNDV). Los resultados, representados en la figura 13,
muestran el incremento progresivo del nimero de hojas a lo largo del ensayo, en plantas mutantes

ein3 y WT, tanto inoculadas como control.

En las plantas WT se observd, que el nimero de hojas pasé de las 5 hasta aproximadamente 13 hojas
(en plantas control) y hasta las 12 en plantas inoculadas en 24 dias (de T6 a T30). Mientras que en las
plantas ein3, tanto las plantas control, como las inoculadas, también aumentaron el numero de hojas.
En las plantas control se incrementé de 5 (6 dpi) a 10 (30 dpi) y en las inoculadas de 4,9 (6 dpi) a 10 en
30 dpi (Figura 13).

Si comparamos las plantas inoculadas WTy ein3, se observa que existen diferencias entre ellas, al igual
que en las plantas control. Confirmando, tal y como se indica en la seccién “estudio del vigor en el
mutante ein3 y en plantas WT”, que hay diferencias en el crecimiento de los dos genotipos. No
obstante, en ninguno de los dias en los que se midié el nimero de hojas de las plantas, se observa
diferencias entre plantas inoculadas y no inoculadas (control) de cada genotipo como consecuencia de
la inoculacion con ToLCNDV. A los 14 dias de ensayo se observd un incremento en el nimero de hojas
de las plantas WT inoculadas respecto a las plantas WT control, pero en el resto de los dias (6, 20 y 30)
las plantas WT inoculadas tienen, por término medio, un menor nimero de hojas (si bien no es un
cambio significativo). En ninguno de los dias analizados hay diferencias en el nimero de hojas entre
las plantas inoculadas y no inoculadas, lo que indica que las diferencias observadas entre plantas

inoculadas mutantes y WT son debidas al genotipo y no a la inoculaciéon. Al contrario de lo indicado en
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la escala visual de medida de la severidad, el crecimiento evaluado como el nimero de hojas, no

cambia en respuesta a la inoculacién con ToLCNDV.

[
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Figura 13. Representacion del nimero de hojas en plantas mutantes ein3 y WT a los 6, 14, 20 y 30 dias después
de la inoculacién mecdanica con ToLCNDV. En la figura se representa el promedio del nimero de hojas totales
presentes en plantas sin inocular e inoculadas para ambos grupos de plantas. Las letras indican diferencias
significativas entre los distintos grupos de plantas. Las comparaciones estadisticas estan hechas por dias y las
letras indican diferencias significativas entre los distintos grupos de plantas, p-valor<0,05 para cada analisis.

4.2.3. Efecto de la inoculacidon con ToLCNDV en el peso final de las partes aéreas y radiculares
de las plantas WT y mutantes ein3

El vigor de la planta puede ser estimado considerando distintos parametros. Ademas del nimero de
hojas totales, que no varia entre el mutante ein3 y el WT en condiciones de estudio en invernadero
(Garcia et al., 2018), aunque si en nuestras condiciones de estudio (Figura 11a), se comprobd el peso
de la planta considerando la parte aérea y radicular por separado. Estas diferencias en el peso aéreo y

radicular de las plantas se analizaron a los 75 dias después de la inoculacién mecanica con ToLCNDV.

Para verificar la posible existencia de diferencias estadisticamente significativas, se realizd un analisis
ANOVA donde se comparo el peso aéreo y radicular de forma independiente las plantas de los cuatro
tratamientos, plantas ein3 control e inoculadas y plantas WT, control e inoculadas. Este analisis reveld
que la inoculacién de ToLCNDV tiene efecto sobre las plantas WT, en el peso radicular (p-valor<0’05),
pero no hay diferencias entre las plantas ein3 inoculadas y control en ninguno de los dos parametros
(Figura 15).

Las diferencias observadas entre las plantas WT, control e inoculadas, se traducen en una variacién de
un gramo en el peso fresco (18,5 y 17,5 gramos respectivamente en la parte aérea), e igual se observa

para el peso radicular (6,4 en las plantas control y 5,2 en plantas inoculadas) (Figura 14).
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Figura 14. Comparacion del peso de la parte aérea (desarrollo vegetativo) y radicular para cada grupo de
plantas. Diferentes letras muestran las diferencias estadisticamente significativas entre el peso aéreo (un
p-valor = 0’000249) y radicular (p-valor = 5’47-107) de cada grupo de plantas de forma independiente.

El programa de desarrollo vegetativo de una planta, con dos partes en crecimiento, meristemo apical
y radicular, requiere de un balance raiz/parte aérea que maximiza la fotosintesis neta diaria para una
biomasa total dada (Ilwasa y Roughgarden, 1984). La proporcién de biomasa de raices y parte aérea
aumenta cuando la disponibilidad de nutrientes o agua en el suelo es baja, pero disminuye cuando la
luz es deficiente (Chapin, 1980). Es decir, puede variar en base a estimulos externos. La inoculacion
con el virus afecta al peso fresco de los 6rganos de la planta, en particular se reduce el peso fresco de
la raiz en las plantas WT. Ademas de analizar las diferencias en la produccién de biomasa de cada
genotipo y tratamiento, se estudié la relacidn entre el peso de la raiz y la parte aérea. El objetivo es
analizar si la inoculacién con ToLCNDV podia alterar este balance del que depende el correcto
desarrollo de la planta. El peso de la raiz equivale a un 35 % el peso de la parte aérea de la planta en
el WT, pero sélo el 30% en el genotipo ein3 (Tabla 3, controles). La inoculacidn con el virus de Nueva
Delhi (TOLCNDV) tiene impacto en esta relacion en las plantas WT, y la relaciéon se reduce un 4%. Por
el contrario, en el mutante ein3 no hay diferencias en la relacién entre el control y las plantas

inoculadas.

Tabla 3. Estudio de la relacion entre el peso fresco de la raiz/parte aérea.

WT Control 0,35+0,0370 b
Inoculadas 0,31+0,0368 a

ein3 Control 0,31+ 0,0358 ab
Inoculadas 0,31+0,0257 a

IDistintas letras indican diferencias significativas entre las medias (P<0,05).
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Estos resultados estan en la linea de los observados al medir el peso fresco, y confirman que la
inoculacidn con el virus de Nueva Delhi cambia el crecimiento de las raices y el balance raiz/parte aérea

solo de las plantas WT.

Ademas de estudiar el vigor, medido como el nimero de nudos producidos (o hojas totales), se anotd
el nimero de hojas verdes. Uno de los sintomas que provoca el virus de Nueva Delhi es el
amarilleamiento foliar, este pardmetro puede ser indicativo de la severidad de la enfermedad y es de
utilidad para contrastar los resultados obtenidos en la severidad medida con escala visual. Para ello
examinamos la correlacion entre la relacién entre hojas verdes y hojas totales (HV/HT) y la severidad
de sintomas mostrada por las plantas. Esta evaluacién se hizo a los 30 dias de la inoculacién con el
virus en ambos grupos de plantas (WT y ein3). En la figura 15 se muestran los resultados para los
cuatro grupos de plantas estudiados, (a) WT control, (b) WT inoculadas, (c) ein3 control y (d) ein3

inoculadas.

Los resultados muestran que en las plantas WT inoculadas con el virus existe correlacién negativa, esto
es conforme aumenta la severidad, disminuye la relacién HV/HT (R? = 0,46), demostrando que a
medida que aumentaba el valor de severidad disminuia el nimero de hojas fotosintéticas (Figura 15
b). Sin embargo, no se encuentra correlacidn en los controles, de las plantas WT (R? = 0,01) y ein3 (R?
=0,005) (Figural5 ay c), ni en las plantas ein3 inoculadas (R? = 0,01) (Figura 15 d). A pesar del mayor
indice de severidad en las plantas ein3 inoculadas observado a los 30 dias del inicio del ensayo (Figura
12), no hay correlacidn, para este grupo de plantas, con la relaciéon HV/HT, y lo mismo se observa para
las plantas control, WT y ein3. Por el contrario, si existe correlacidn entre la valoracidn de sintomas en
las plantas WT inoculadas y la relacion HV/HT. Estos resultados pueden deberse al tipo de valoracién
realizada con la escala visual, de mas complejidad, por englobar distintos pardmetros en la evaluacién
simultdneamente que pueden llevar a error. La evaluacidn considerando el numero de hojas verdes
respecto del total es mas sencilla y posiblemente mas acertada, ya que es coherente con los resultados
obtenidos de reduccién del peso fresco. La valoracién mediante escala visual es importante por ser
rapida y dar una visidén general, pero requiere de entrenamiento y debe apoyada por otros parametros
de evaluacién, como la medida de la acumulacién viral de ToLCNDV por qPCR.
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Figura 15. Correlacion entre la relacion HV/HT y severidad medidas 30 dias después de la inoculacion en cada grupo de
plantas. a) WT control b) WT inoculadas c) ein3 control d) ein3 inoculadas.

Los receptores de etileno, CpETR1ay CpETR2b, homdlogos a los receptores ETR1y ETR2 en Arabidopsis
thaliana, controlan la determinacién del sexo de las plantas de calabacin (C. pepo) y el vigor. Hasta la
fecha se han descrito dos mutaciones en estos genes, la mutacién etrla se localizé en el nucleétido
del primer exdn del gen CpETR1a, y la mutacidn etr2b se localizé en la posicién del nucleétido 1018 del
primer exdén del gen CpETR2b. Ambas mutaciones, que corresponden a los mutantes ein2 y ein3 de
C.pepo, respectivamente, confieren insensibilidad a etileno (Garcia et al., 2018; Garcia et al.,2020) En
este TFG se analiza el impacto de la mutaciéon etr2b que nosotros denominamos ein3 sobre la
tolerancia al virus TOLCNDV. El and

isis de la insensibilidad a etileno de los dos mutantes y sus dobles
mutantes indica que las plantas ein3 tienen un fenotipo de insensibilidad alto (63,7%, calculado en
base a su falta de respuesta durante la triple respuesta) (Garcia et al., 2020) y por tanto tienen una
respuesta a etileno alterada, por lo que pueden causar cambio de fenotipo en procesos del desarrollo
de las plantas afectados por etileno.

El ein3 presenta una mayor tasa de crecimiento y altura de las plantas en comparacién con las plantas
WT, y este aumento de crecimiento se debe principalmente a un aumento de la longitud de los
entrenudos (Garcia et al., 2020). Sin embargo, en nuestro caso se observa lo contrario. Los controles
ein3 muestran un crecimiento menor que los controles WT, lo que puede ser explicado en base a que

las plantas fueron crecidas en maceteros, con espacio para el desarrollo de las raices limitado, de
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manera que aunque al inicio del ensayo no hay diferencias entre WT y el mutante, el crecimiento se
ve afectado a lo largo del ensayo, ya que el papel principal de las raices es la absorcion de agua y
nutrientes. En nuestro caso, es al final del ensayo (a partir de los 20 dias) cuando las plantas WT son
mas vigorosas que las mutantes. Estos resultados contrastan con los de Garcia et al.,2020
probablemente por tratarse de un experimento en campo, de manera que esto pone de manifiesto
que los resultados que hemos obtenido se deben al lugar y condiciones donde han sido crecidas las

plantas.

En este TFG se aborda también el efecto del virus TOLCNDV sobre las plantulas. Lainoculacidn se realizé
cuando estas desarrollaron su tercera hoja, y se inocularon una hoja y un cotiledén. Al analizar los
resultados de la inoculacién, por medio de una escala visual de severidad, observamos que, pasados
30 dias de la inoculacidn, las plantas mutantes ein3/ein3 mostraban sintomas mas severos que las
plantas wt/wt, siendo dichos sintomas, menor crecimiento aéreo, amarilleamiento, rugosidades y
mosaicos mds acentuados. Durante los primeros dias de la inoculacidon no se observaron diferencias
entre las plantas inoculadas de ambos genotipos. Ademas de medir la severidad mediante una escala
visual, se realizaron otras medidas como el nimero de hojas totales (HT) que las plantas producian, el
numero de hojas verdes (HV) vy, al final del ensayo, medidas del peso fresco de la parte aérea de la
planta y de las raices. No se observa efecto de la inoculacién sobre el nimero de hojas totales, ni en
plantas WT, ni en plantas mutantes. Sin embargo, el peso fresco de las raices es menor en las plantas
WT inoculadas que en las plantas WT control, pero no hay diferencias debidas a la inoculacién en el
mutante. A pesar de observar variacion en el peso fresco de la parte aérea y raiz entre los otros
tratamientos, no hay diferencias significativas. Este resultado se refleja en la relacion peso fresco
raiz/peso fresco parte aérea, y mientras que el balance permanece constante entre las plantas
mutantes ein3, inoculadas y control, la relacién se reduce en las plantas WT debido a la inoculacidn.
Puesto que la severidad indicaba lo contrario, evaluamos la correlacion entre la relacién HV/HT y la
severidad, y encontramos que no hay correlacién entre la valoracién de la severidad y la relaciéon
HV/HT en las plantas inoculadas ein3. En base a estos resultados consideramos que los sintomas de la
medidos con la escala de severidad no son debidos a la inoculacién mecanica con ToLCNDV. La escala
de evaluacion de sintomas a ToLCNDV ha sido empleada con éxito en distintas especies de las
cucurbitaceas, entre ellas C. moschata, C. maxima y C. pepo, observando variedad de sindromes y un
incremento de los mismos con el paso del tiempo (Saez et al., 2016; Saez et al., 2020). Es posible, por
tanto, que los sintomas visuales observados en las plantas ein3 sean debidos a las condiciones de

crecimiento y no al propio desarrollo de la enfermedad.

Los virus son organismos biotrofos obligados y, por tanto, la primera linea de defensa establecida viene
dada por los genes R, y la ruta del acido salicilico (Penninckx et al., 1996; Widyasari et al., 2020). No
obstante, diferentes trabajos ponen de manifiesto el importante papel del etileno en la respuesta a
enfermedades viricas. El virus enano del arroz (RDV) desencadena la produccién de etileno al estimular
la actividad de la S-adenosil-L-metionina sintetasa (SAMS), incrementando la susceptibilidad al RDV.
La proteina del virus Pns11 es capaz de interactuar con OsSAMS1 y promover la produccién de etileno.
La sobreexpresion de OsSAMS1, o la aplicaciéon exdgena de etileno, incrementa la susceptibilidad a la

infeccién por el RDV. Por el contrario, los mutantes que bloquean la OsSAMS1 (knockout), asi como el
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mutante de la ruta de respuesta a etileno, Osein2, son mas resistentes a la infeccidon por RDV (Zhao et
al.,, 2017).

A nivel de percepcidn y respuesta también se han realizado trabajos, asi el silenciamiento del represor
constitutivo de la respuesta a etileno, CTR1, en Nicotiana benthamiana desencadena una rdpida
respuesta hipersensible (Liu et al., 2004). Mientras que la sobreexpresidon constitutiva de NtERF5
(ERF5-Oex) en tabaco se asocia a una mayor resistencia al virus del mosaico del tabaco (TMV). En las
plantas ERF5-Oex infectadas por el TMV, el ARN viral se acumula entre un 10 y 30% del nivel de tipo
silvestre, por lo que NtERF5 podria estar implicado en controlar la propagacion viral (Fischer y Droge-
Laser, 2004). Los Ethyelene Response Factors, ERF, son una de las familias de factores de transcripcién
con mayor importancia en plantas y su sobreexpresion se ha asociado a un incremento de la resistencia

a patdégenos bacterianos, fungicos y virales.

Los genes Ethylene Transcription Factor, ETR, también juegan un papel importante en la respuesta a
virus. Las plantas transgénicas de tabaco Tetr expresan el mutante etr1-1 de Arabidopsis, que confiere
insensibilidad a etileno. Estas plantas, Tetr, muestran sensibilidad a los hongos del suelo Fusariumy
Pythium, asi como a otros hongos necrdfagos como Botrytis cinerea, Cercospora nicotianae y la
infeccion bacteriana por Erwinia carotovora. En contraste no presentan susceptibilidad ante la
infeccidn por hongos biotrofos como Oidium neolycopersici, y tampoco frente al virus del mosaico del
tabaco (TMV). En Arabidopsis, los mutantes de insensibilidad a etileno etr1-1y ein2-1 también se han
evaluado frente a un amplio rango de patdgenos con similar respuesta, por lo que parecen susceptibles

a los patégenos necrdfagos, pero no biotrofos (Knoester et al., 1998; Takahashi et al., 2004).

Estos resultados en tabaco y Arabidopsis son coherentes con los observados en este TFG, para el
mutante de insensibilidad ein3, cuya mutacién se localiza en el receptor de etileno CpETR2b.
Considerando los parametros de crecimiento medidos (peso fresco de la parte aérea o de la raiz y
numero de hojas fotosintéticas), la inoculacidon de un patégeno biotrofo, el TOLCNDV, no afecta a las

plantas insensibles a etileno, pero si a las plantas WT.
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5. RESULTADOS ESPERADOS

Para completar este trabajo se planed realizar una qPCR que nos permitiera cuantificar la carga viral
en cada una de nuestras plantas. Para realizarla hicimos dos réplicas metodoldgicas de acumulacién
viral por cada planta, de manera que en el mismo ADN hicimos dos qPCR: una para cuantificar el virus
y otra para cuantificar el gen de referencia, mediante el método 2*-AACt. Para cada genotipo, mutante
ein3 y WT, y tratamiento, control e inoculadas, se esperaban analizar 73 plantas.

Al ser un virus de ADN, la extraccidon del mismo se llevd a cabo siguiendo el protocolo descrito en el
apartado “Materiales y métodos”. Una vez extraido el ADN, hicimos la qPCR de amplificacidn de un
fragmento del virus y de un gen de referencia del calabacin, normalizando la cantidad de ADN del virus
respecto a la amplificacion del gen de referencia. Para referenciar la expresién del virus al WT tenemos
que ver la expresion que tiene en los controles. Partimos del hecho de que como los controles no
deben tener acumulacion del virus, y por tanto no deberia haber amplificacidon del gen del virus en
estas muestras. En nuestro caso podriamos emplear de control las plantas WT y les asignariamos un
valor de 1, puesto que las plantas mutantes ein3, deberian tener menor acumulacidn viral, el nivel de
expresion del virus estaria por debajo de 1. Teniendo esto en cuenta, esperariamos que, en el caso de
los controles, tanto WT como ein3, no se observara acumulacién viral, confirmando que la inoculacion
estaba bien hecha. En base a los cambios de fenotipo observados a lo largo del ensayo en el
crecimiento de las plantas, debemos tener acumulacién viral en ein3 y WT, pero mas en el WT (Figura
16).

1,20
1,00
0,80
0,60
0,40
0,20

0,00
Control ein3 inoculado WT inoculado

Figura 16. Acumulacion viral simulada. Representacion de la expresidn del virus en las plantas WT
y ein3 inoculadas y control.
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6. CONCLUSIONES

PRIMERA. — En nuestras condiciones de estudio las plantas WT control presentan un mayor
crecimiento que las mutantes ein3 control. Este resultado puede ser debido a las condiciones de cultivo

en cdmara y con un espacio reducido para el desarrollo radicular.

SEGUNDA. — La severidad, medida segun una escala visual de sintomas, se ha incrementado a lo largo
del tiempo del ensayo v, al final del mismo, es mayor en las plantas inoculadas mutantes ein3 que en
el genotipo WT. Este resultado contrasta con otros parametros del crecimiento, por lo que seria

necesario corroborar con medidas como la acumulacion viral.

TERCERA. — Entre los pardmetros del crecimiento evaluados, no se observan cambios debidos a la
inoculacion por TOLCNDV en el numero de hojas totales al final del ensayo, ni el peso fresco de la parte
aérea. Sin embargo, el virus de Nueva Delhi afectd al crecimiento de las raices de las plantas WT, pero

no al crecimiento de las raices de los mutantes ein3.

CUARTA. — Existe correlacidn negativa entre la severidad y la relacién de hojas verdes/hojas totales en
las plantas WT inoculadas, pero no en entre las plantas WT control o entre las plantas ein3 control o
inoculadas. Por lo tanto, la medida de la relacién del nimero de hojas fotosintéticas respecto a las

totales puede ser un buen indice contrastante de la severidad medida por medio de una escala visual.

QUINTA. — Como se ha observado para otros virus, el etileno favorece los cambios fisiolégicos
asociados a la infeccidn. En este ensayo se observa una reduccién del tamafo de la raiz asociada a la
inoculacion con ToLCNDV en las plantas WT inoculadas, que no se observa en las plantas inoculadas

ein3 en relacién a su control.
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