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Resumen

El virus de la hoja rizada del tomate de Nueva Delhi (TOLCNDV, Tomato Leaf Curl New
Delhi Virus) se detect6 en Espafia, a finales de 2012, causando importantes dafios en
cultivos de cucurbitaceas (principalmente, en calabacin, melén y pepino). Se trata de un
begomovirus (familia Geminiviridae) originario de la India, que es transmitido de manera
natural por la mosca blanca Bemisia tabaci. Como en todas las enfermedades de
etiologia viral, la mejor estrategia para controlar la enfermedad consiste en el desarrollo
de variedades resistentes que ayuden a frenar la infeccion de este patdégeno. Esto
requiere la identificacion de fuentes naturales de resistencia. Con ese fin, se ha cribado
una coleccion de entradas de pepino (Cucumis sativus) de diferentes origenes
geograficos, usando un protocolo de transmision mecénica puesto a punto en un trabajo
anterior. La respuesta al virus se evaluo visualmente a los 15 y 30 dias después de la
inoculacién (dpi) segun la escala de 0 (ausencia de sintomas) a 4 (sintomas muy
severos) y para determinar el contenido viral se empled la hibridacién de tejido
impregnado en membrana (Tissue printing) y la PCR semicuantitativa. Todas las
entradas evaluadas fueron altamente susceptibles y acumularon una elevada carga
viral, excepto algunas accesiones procedentes de la India que permanecieron
practicamente asintomaticas y con una carga viral muy baja 30 dpi. Estas entradas
pueden ser utilizadas como fuente de tolerancia a TOLCNDV en programas de mejora

genética de pepino que ayuden a reducir las pérdidas causadas por el virus.
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Abstract

Tomato Leaf Curl New Delhi Virus (ToOLCNDV) was detected in Spain at the end of 2012,
causing significant damage to cucurbit crops (mainly zucchini, melon and cucumber). It
is a Begomovirus (Geminiviridae family) which is native to India, it is transmitted naturally
by the whitefly Bemisia tabaci. As in all diseases of viral etiology, the best strategy to
control the disease consists of the development of resistant varieties, which help to stop
the infection of this pathogen. This requires the identification of natural sources of
resistance. With that purpose, a collection of cucumber (Cucumis sativus) entries from
different geographical origins were screened, using a mechanical transmission protocol
developed in previous work. The response to the virus was evaluated visually at 15 and
30 days post-inoculation (dpi) according to a scale that ranges from 0 (absence of
symptoms) to 4 (very severe symptoms). To determine the viral content, membrane
impregnated tissue hybridization (Tissue printing) and semicuantitative PCR were used.
All entries evaluated were highly susceptible and accumulated a high viral load, except
some accessions from India that remained virtually asymptomatic and with a very low
viral load 30 dpi. These inputs can be used as a source of TOLCNDV tolerance in

cucumber breeding programs, in order to help reduce the losses caused by the virus.

Key words

- Begomovirus
- Whitefly

- Cucumber

-  ToLCNDV

- Tolerance

- Molecular detection methods



Agradecimientos

Con este Trabajo Fin de Grado acaba una etapa que me ha hecho crecer tanto personal
como profesionalmente. Por eso quiero darle las gracias, en primer lugar, a mis tutores
Carmelo y Belén por haberme dado la oportunidad de llevar a cabo este proyecto en su
equipo. Gracias también a todos los compafieros del laboratorio, que me han apoyado

durante estos meses y he podido aprender de ellos.

Gracias especialmente a Cristina por haberme ayudado a lo largo de este proyecto, por
Su eterna paciencia conmigo y por ensefiarme, aconsejarme y guiarme en todo

momento.

A mis compafieros de la carrera por amenizarme el dia a dia en la universidad. Gracias
sobre todo a Cris, Adri y Kat por compartir conmigo una infinidad de momentos y

experiencias que me acompafaran siempre.

Y, por ultimo, gracias a mis amigos de siempre y a mi familia por apoyarme desde la
distancia. A mis padres por ser tan buenos referentes, por su confianza y por animarme

a conseguir mis metas.

Este trabajo se ha realizado en el marco de una linea de investigacion del grupo de
virologia del COMAYV financiada con el proyecto RTA2017-00061-C03-03 (INIA), del

Ministerio de Ciencia, Innovacion y Universidades, cofinanciado con recursos FEDER.



https://aplicat.upv.es/senia-app/index.jsf;jsessionid=E7F9BC3BBB46245AF2ABFFDAAECA281C

indice

1.

4.

INEFOAUCCION. ........eeaeneeieeeniiiiiieiiiiteiiiisieiiiiiessssasissssensssssssssssssssssnsssssssnsssssssnns 1
1.1. Importancia econdmica de las cucurbitaceas y el género Cucumis.......c.cceueeeeeiennnes 1
1.2. Problemas en el cultivo de cucurbitaceas: virosis en la cuenca del mediterraneo...3
1.3. Tomato Leaf Curl New Delhi Virus (TOLCNDV).....c.cccvereeenniciciininenmnenssesessneeennnsnssnes 3

1.3.1. Descripcion y clasificacion del VIrUS........c.ceeorieriiiiiiieniiieieee et 3

1.3.2.  Organizacion del genoma y replicacion del TOLCNDV ......ccceviviiiiieriiienienniienreeiee e 4

1.3.3. Mecanismo de transmision € iNFECCION ........eviveiiiiiiiiiee e 5

1.3.4.  Origen y distribucion actual de TOLCNDV ......c.ceiiuiiiiieriiiiiiieniie ettt e 7
1.4. Estrategias de control del TOLCNDV.......cccceeiiiimeiiiiiineiinieneiniiesiiieessiesssssesenes 9

1.4.1. Resistencia @ TOLCNDV €N CUCUIDITACEAS .....ccccviieieciiiieciiieeeciiee et et e et eeetae e e earee s 10
1.5. [DTE-Tods Lo T u [ofo e L= RV T o UL 11

1.5.1. Diagndstico por evaluacion visual de SINtOMaS ......ccceieiiiieeeciiee e 11

1.5.2. Deteccidn seroldgica por ensayo ELISA (Enzyme Linked Inmunosorbent Assay) ............... 12

1.5.3.  HibridacCion dOt BIOT........ccceuuieeeiee ettt ettt e et e e e e e e e tara e e e e e e e e naraeeens 12

1.5.4.  Hibridacion tiSSUE PriNting.........c.coocueeeiueiiiiiieiieiiieeee ettt s e 12

1.5.5. Deteccidn de acidos nucleicos por PCR (Polymerase Chain Reaction) ........ccccceeeevvveeveennee 12

ODBjJELIVOS .....ceeneieeriiieerinieiiiniiiiiieiiisinsiiseesistsesessnsisssasssssssessnsssssssossssssssnsssssasassns 14

Materiales Y MELOAOS ..........cccueeuueerreeniiirieniierieiiieeseeiiiiesseenisssssnsssssssnsssssssnns 15
3.1. Material vegetal: accesiones evaluadas de Cucumis sativus ............cceeeveneereenennnn. 15
3.2 Fuente de iNOCUIOD.......cccieuuiiiiiiicircicrrrre e e e seeserenasssssenesssssennsssssenenns 17
3.3. CUltiVOo de Plantas.....c.ceieeiiieeireeiitiiitenereneteeerenseernseressersnsessnsessnssessnssssnsessnnans 17
3.4. Método de inoculacion MEeCANICA.......ccveeuiiiiieiiiiiiiierrcie s reneee s senessssenenas 18
3.5. Evaluacion de sintomas por diagnostico visual .......c.cccvveeiiiriieiiiiieiiiineeeniinnenenn. 19
3.6. Deteccidn del DNA viral por inmunosupresion de tejido en membana o Tissue
PUINEING cuvvivnniiieniiiiiiieniiiitiiiiniireeisineiieessresssiesstrssssrssssresssrsssstesssssssssrssssssssssasssssnsssanssss 20

3.6.1. Hibridacion, 1avados y revelado.......cccccuviiieiieiiiiiie et 20
3.7. Extraccion y cuantificacion del DNA vegetal .......ccccuceeieeeniiirieeciereenceeneeeneeeeennnes 21
3.8. Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) .......ccieeeueiereeenccereennieenennneeenennneeenennnes 21
3.9. Electroforesis en geles de agarosa.........ccccceeeveeuciieeeniereeenieeneeaneeeeeneneeeseenseeenennnes 22
3.10. Reaccidn en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR) .....ccccceeveeeneiereennncenenan. 23
3.11.  Analisis de datos.......cceiieeiiiiimiiiiieierrres e reres e renee s s e n e e s e na s s s e enassssnenanas 23

L2 0=L YT ] s Lo [o X 3OO 25



5.
6.
7.

4.1. Respuesta de Cucumis Sativus a la transmision mecanica de TOLCNDV en la

coleccion nuclear del banco de germoplasma de COMAV ........cccoimreeeneiicinninnnnnennisennnnnn 25
4.1.1. Respuesta de las accesiones de C.sativus tipo “Corto” ......ccovviiiiieeeriieeeciieeeecreeeeeiree s 26
4.1.2. Respuesta de las accesiones de C. sativus tipo “largo”, “muy largo” y “francés” .............. 29

4.2, Respuesta de accesiones exéticas de Cucumis sativus a la transmision mecanica

AETOLCNDY ...ceuuriiiiiiiinernnnssisiiiiinesssssssssisiiimenssssssssissimsesssssssssssssssessssssssssssssesasasssssssssanns 32
4.2.1. Respuesta de las accesiones exdticas de C. sativus tipo “Corto .......cccceeveerieenieerieenneenns 32
4.2.2. Respuesta de las accesiones de C. sativus tipo “muy largo”, “medio” y CS6 .........cccceuuee 34

4.3, Confirmacién de la resistencia/tolerancia: Resultados de PCR cuantitativa para

[ 4 0L 4 = TR = =TT o T Y = e F= 13N 36

DUSCUSION auveueeeeeeeeeeenereeeeereerereesersrasesssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssnee 38

(000 Y1 Lol [V K Lo 1 1% 3P | / |

L2711 [T o T | { [+ TR X |



1. Introduccién

1.1. Importancia econOmica de las cucurbitaceas y el género
Cucumis.

La familia de las cucurbitaceas incluye cultivos de gran importancia, tales como el melén

y el pepino (género Cucumis) la sandia (género Citrullus) y las calabazas y los
calabacines (género Cucurbita). Estos pertenecen a las especies horticolas mas

cultivadas en todo el mundo, tanto en superficie de cultivo como en términos de

produccién (Tabla 1).

Tabla 1. Area cosechada (hectareas) y produccion (toneladas) de horticolas en 2017 (Datos de FAOSTAT
Data).

Ranking Cultive Area cosechada (ha) Ranking Cultive Produccioén (t)
1 Tomate 4.848.384 1 Tomate 182.301.395
2 Sandia 3.477.285 2 Sandia 118.413.465
3 Guisante 2.668.305 3 Pepino 83.753.861
4 Haba 2.463.966 4 Berenjena 52.309.119
& Pepino 2.271.260 5 Pimiento 36.092 631
6 Calabaza 2.078.450 6 elén 31.948.349
7 Pimiento 1.987.059 7 Calabaza 27.449 481
8 Berenjena 1.858.253 38 Judia verde 24221252
9 Judia verde 1.579.971 g Guisante 20 699 736
10 Melon 1.220 996 10 Haba 4.840.090

En los datos mas recientes proporcionados por la Organizacién de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) se muestra que en 2017 se cultivaron
2.271.260 hectéreas de pepinos y pepinillos y se obtuvo una produccion mundial de casi
84 millones de toneladas (Figura 1). El pais que lidera esta produccion es China
(64.824.643 toneladas). Otros grandes productores son Iran, Rusia, Turquia, EEUU,

México, Ucrania, Uzbekistan, Espafa y Japon (Figura 2).
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Figura 1. Produccion en toneladas de pepinos y pepinillos por paises en 2017. La escala de colores indica

de amarillo (valores mas bajos) a rojo (valores mas altos) las toneladas producidas (FAOSTAT Data).
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Figura 2. Produccion de pepinos y pepinillos por continente (izquierda) y pais (derecha) en 2017 (FAOSTAT
Data).

En cuanto a Espafia segun la FAO, el 2017 el pepino fue cultivado en una superficie de

7510 hectareas y obtuvo una produccion de 634824 toneladas con un rendimiento de

845.305 hg/ha.

Segun las estadisticas del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion (MAPA), en
Espafia en 2018 se tuvo una produccién de pepino de 641.870 toneladas, con 7.482
hectareas cultivadas. Esta se concentra mayoritariamente en Almeria, con una
superficie de 5.099 Ha y una produccién de 443.604 t de pepino. También en Granada,

Murcia y las Palmas esta extendido el cultivo de pepino.



1.2. Problemas en el cultivo de cucurbitaceas: virosis en la
cuenca del mediterraneo.

A pesar de que Espafia es uno de los paises con mayor produccion de cucurbitaceas,
son numerosos los factores bioticos y abioticos que pueden afectar a estos cultivos
debido a las practicas de cultivo intensivo y al cambio climatico. Los estreses abibticos
que mas perjudican a esta familia son las sequias y los suelos salinos, mientras que
entre los estreses bidticos destacan las plagas y las enfermedades causadas por virus

y las infecciones fungicas.

Las plagas que se dan mas frecuentemente son pulgones (Aphis gossypii), arafia roja
(Oligonychus mexicanus), mosca blanca (Bemisia tabaci), los hematodos y los trips
(Frankliniella occidentalis). Estos no solo causan dafio fisico en la planta, sino que
también transmiten virus. Destaca por ejemplo el oidio de las cucurbitaceas y el colapso

o fusariosis.

Las infecciones viricas son las que mas perjuicios causan en la familia de las
cucurbitaceas. Existen, en la cuenca del Mediterraneo, 28 virus conocidos. Destacan
por su gran extensién los de los géneros Potyvirus, Cucumovirus, Comovirus,

Carmovirus y Begomovirus.

Los begomovirus son transmitidos por la mosca blanca Bemisia tabaci. Pertenece a
este género el virus de la hoja rizada del tomate de Nueva Delhi (Tomato Leaf Curl New
Delhi Virus; ToLCNDV), que serd el virus objeto de estudio de este Trabajo Final de
Grado.

1.3. Tomato Leaf Curl New Delhi Virus (TOLCNDV)

1.3.1. Descripcién y clasificacion del virus

El género Begomovirus comprende mas de 320 especies de virus conocidas que
infectan a plantas dicotiledéneas y se transmiten por Bemisia tabaci (mosca blanca de
la batata, tabaco u hoja plateada). Segun la organizacion de su genoma, los
Begomovirus pueden ser clasificados en dos grupos: monopartitos, aquellos que
presenta una Unica molécula de DNA o bipartitos, los que presenta dos moléculas de
DNA. A este Ultimo pertenece TOLCNDV (Zaidi et al., 2017; Zerbini et al., 2017).

El virus de la hoja rizada del tomate de Nueva Delhi es un virus de DNA de cadena

sencilla. Su genoma se compone de dos hebras circulares, A y B, cuya longitud es 2,74



kb y 2,68 kb respectivamente. Este virus esta incluido en el grupo Il de la Clasificacion
de Baltimore y pertenece a la familia Geminiviridae y género Begomovirus (Juarez et al.,
2014).

El genoma del TOLCNDV es DNA monocatenoario (DNAss o DNA single strand), de
DNA circular con dos segmentos encapsidados en dos particulas icosaédricas
incompletas unidas por sus respectivas caras interiores. Su tamafio es de 18 x 30 nm?

y tienen 22 capsOmeros pentaméricos (Figura 3). (Silva et al., 2017; Zaidi et al., 2017).

Figura 3. Reconstruccion microscopica crio-electronica de un begomovirus. La barra representa 10 nm
(izquierda). Particulas purificadas de begomovirus tefiidas con acetato de uranilo. La barra representa 50
nm (derecha) (Zerbini et al., 2017).

1.3.2. Organizacion del genomay replicacion del ToLCNDV

El genoma completo del virus consta de 9 marcos de lectura abierta u ORFs. Siguiendo
la nomenclatura aceptada internacionalmente en la que las letras A o B indican al
componente genético al que pertenece cada ORF (DNA-A o DNA-B, respectivamente)
y las letras V y C indican si el ORF codifica una proteina que forma parte del virién (V)
o tiene una funcién complementaria (C), los distintos ORFs son nombrados: AV1, AV2,
AC1, AC2, AC3, AC4, BV1y BC2. Algunos genes pertenecientes al componente DNA-
A solapan entre si, no ocurriendo lo mismo en los genes incluidos en el DNA-B (Figura
4) (Zaidi et al., 2017).

ﬁu AV2

Rep DNA-A DNA-B

CP NSP

MP
TrAP
REn

Figura 4. Organizacion del genoma del Tomato leaf curl New Delhi virus (TOLCNDV). Componentes
gendmicos DNA-A y DNA-B con flechas que muestran sus respectivos genes (Hanley-Bowdoin et al., 2013).
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El DNA-A tiene la capacidad de replicarse de forma autbnoma y sus genes codifican
una serie de proteinas: la proteina CP o de cubierta (codificada por AV1), V2 o
precapsida (AV2), Rep o proteina de la replicacion (AC1), TrAp o proteina activadora de
la transcripcion (AC2), REn o proteina potenciadora de la replicacién (AC3) y C4 cuya
funcién es la de servir como silenciador de RNA (AC4). Por otra parte, los genes BV1y
BC2 del componente DNA-B codifican dos proteinas: NSP, una lanzadera nuclear y MP

involucrada en el movimiento del virus, respectivamente (Zaidi et al., 2017).

Las dos partes del genoma viral estdn separadas por una regiébn comln que se
encuentra entre ambos fragmentos de DNA circular. Este fragmento intergénico consta
de 200 nucledtidos y tiene un 85% de identidad entre el DNA-A y el DNA-B. La regién
comun tiene una estructura de horquilla altamente conservada entre todos los
geminivirus, con una secuencia de nueve nucleétidos caracteristica (TAATATT++AC)
que marca el origen de replicacion de la secuencia de DNA del virién (ori-V). Ademas,
en la region 5°de la horquilla hay una secuencia repetida de 5-7 nucleétidos de largo,
conocidas como iterones, requeridas para la unién de la proteina de replicacion del virus
(Rep). Por tanto, la funcion de la region comun es mantener la integridad del genoma
dividido y asegurar la replicacion de ambos componentes (Venkataravanappa et al.,
2015).

Algunos aislados de ToLCNDV tienen asociados 3 satélites de DNA circular de cadena
sencilla y de aproximadamente 1,3 kb. Estos satélites poseen solo un gen (BC1), que
codifica un determinante patogénico, una region poliA y una regién conservada en todos
los B satélites de 150 nucledtidos (Zaidi et al., 2017).

1.3.3. Mecanismo de transmision e infeccién

ElI TOLCNDV, al igual que la gran mayoria de los begomovirus, se transmite por la mosca
blanca del tabaco (Bemisia tabaci). El ciclo infectivo comienza cuando la mosca al
alimentarse de una planta infectada, succiona el virus. Este alcanza el intestino y
penetran en los tejidos de la mosca. Después de un periodo de latencia se produce una
circulacion efectiva del virus hasta acumularse en grandes cantidades en las glandulas
salivares del insecto, a partir de las cuales los viriones se inoculan directamente en los
tubos cribosos de la planta, durante los procesos de salivacion y alimentacion de plantas

sanas (Janssen et al., 2014).

El tiempo de latencia dura 17-20 horas y puede tener tiempos de persistencia de mas

de 20 dias, es decir, lo que dura la vida de la mosca blanca. La eficiencia de trasmisién

5



del TOLCNDV por un adulto de B. tabaci es muy elevada. En estudios realizados con
calabacines, encontraron porcentajes de infeccién del 95% con un soélo individuo de
mosca blanca por planta. En tomate, este porcentaje fue mas bajo (30% de infeccién

con 20 moscas) (Janssen et al., 2014).

La infeccion de los begomovirus comienza cuando una mosca blanca (vector) portadora
del virus se alimenta de la planta y transmite las particulas virales al citoplasma de sus
células. El viribn se desensambla y el genoma viral es transportado al ndcleo celular.
Para introducir el material genético viral en el nlcleo no es necesaria la ruptura de la
envoltura nuclear como la que tiene lugar en la mitosis, por lo que pueden infectar

células que no estan en division (Nagar et al., 1995).

Dentro de la célula vegetal, el DNAss sale del virion y pasa a ser bicatenario (DNAds o
DNA double strand). Esto ocurre aprovechando las DNA polimerasas del hospedador y
oligonucleétidos de RNA como cebadores. También la RNA polimerasa Il del
hospedador lleva a cabo la transcripcion. Se sintetiza Rep, una proteina que se unira al
interon (IRD), una region de Ori-V, y comenzara la replicacién del DNA viral mediante el
mecanismo de circulo rodante y recombinacion dependiente de replicacion. El recién
polimerizado DNA de cadena simple puede seguir replicAndose o ser encapsidado en
particulas virales por la proteina de cubierta (CP), empaquetandose en viriones para

propagar la infeccion.

Por otra via, el DNA viral se mueve desde el nlcleo a las células que lo rodean. Para
ello actlan las proteinas virales de movimiento: NSP lo transporta fuera de la envoltura
nuclear y MP a través de los plasmodesmos (Hanley-Bowdoin et al., 2013; Zaidi et al.,
2017; Rojas et al., 2001)
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Figura 5. Esquema del proceso de replicacion de geminivirus. (Hanley- Bowdoin et al., 2013).

Ademas de la transmisién natural previamente descrita, algunos aislados de ToLCNDV
pueden ser transmitidos de forma mecéanica. Un ejemplo seria el del aislado espafiol
ToLCNDV-ES, habiéndose confirmado la transmision mecanica en diferentes especies
de los géneros: Citrullus, Cucumis y Cucurbita. Esta capacidad de transmisiébn mecéanica
presenta una fuerte relevancia a la hora de hacer grandes cribados en busqueda de
fuentes de resistencia en programas de mejora, evitando las dificultades que presenta
el manejo de la mosca (Lépez et al., 2015). Sin embargo, el virus no puede ser
transmitido por contacto directo.

1.3.4. Origen y distribucién actual de ToLCNDV

En el afio 1995 el ToLCNDV fue detectado por primera vez en tomates cultivados
(Solanum lycopersicum) al norte de la india, como una variante del Tomato yellow leaf
curl virus causante de la enfermedad del rizado amarillo del tomate. Se extendié por
todo el pais y mas tarde también a paises al oeste como Pakistan, Bangladesh o Iran 'y
al este a Tailandia, Indonesia, Sri Lanka o Taiwan. Posteriormente este virus ha
ampliado sus hospedadores, no solo a otras especies de solanaceas como berenjena

(Solanum melargoena), patata (Solanum tuberosum), pimiento (Capsicum annuum) y
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chile (Capsicum frutescens) sino también a la familia de las cucurbitaceas. (Srivastava
et al., 1995, Moriones et al., 2017).

El TOLCNDV alcanzo los cultivos espafioles de Almeria y Murcia, tanto en campo abierto
como en invernadero en la cosecha de 2012-2013. Aparecieron sintomas tanto en
cultivos de cucurbitaceas (calabacines, melones y pepinos) como en tomate. (Juarez et
al, 2014; Ruiz et al., 2015). Los resultados de pruebas moleculares recientes indican
que los aislados espafioles del virus han evolucionado a una cepa propia, denominada
ToLCNDV-ES, cuya capacidad de infeccion resulta mayor en cucurbitaceas que en
tomate (Fortes et al., 2016). Las altas tasas de mutacion y de recombinacioén de los
begomovirus hacen que éstos tengan gran diversidad y, como resultado, gran
adaptacion a nuevos entornos. (Juarez et al., 2014). El virus se extendié por paises de
la cuenca del Mediterraneo como Tunez, Italia, Grecia y Marruecos en los Ultimos afios
(Mnari-Hattab et al., 2015; Panno et al., 2016; Sifres et al., 2018). El ToLCNDV fue
incluido por la organizacion europea y mediterrdnea de proteccion fitosanitaria (EPPO,
European and Mediterranean Plant Protection Organisation) en la lista de alertas

fitosanitarias en el afio 2015 para controlar y prevenir su dispersion (EPPO, 2019).

Actualmente, el TOLCNDV esta presente en India, Indonesia, Pakistan, Filipinas, Sri
Lanka, Taiwan, Tailandia, Eslovenia, Espafia, Estonia, Italia, Gracia, Marruecos y Tunez
(Figura 6) (EPPO Global Database 2019).

Figura 6. Distribucion global del TOLCNDV. Se muestran en amarillo los puntos en los que esta presente
(EPPO Global Database, 2019).

Ademas, el virus no sélo infecta cultivos de las solanaceas, sino que afecta a cultivos
de las cucurbiticeas. Concretamente, se han encontrado cepas infectando
cucurbitaceas como calabacin (Cucurbita pepo), calabazas (Cucurbita spp.), calabaza

china (Benincasa hispida), pepino (Cuccumis sativus), melén (Cucumis melo),



balsamina (Momordica charantia), sandia (Citrullus lanatus), calabaza del peregrino
(Lagenaria siceraria), esponja vegetal (Luffa cylindrica) y chayote (Sechium edule)
(Moriones et al 2017). Entre las especies de interés agronémico que puede infectar el

TolCNDYV se encuentran representantes de las siguientes familias:

- Familia Papaveraceae como Papaver somniferum (opio);

- Familia Malvaceae como Hibiscus cannabinus y Gossypium hirsutum (algodén)
- Familia Fabaceae como Glycine max (soja)

- Familia Asteraceae como Eclipta prostrata

- Familia Caricaceae como Carica papaya

- Familia Apocynaceae como Calotropis procera (manzano de Sodoma)

Ademas, el virus también se ha detectado es especies de plantas silvestres como:
Abelmoschus esculentus, Ageratum spp., Cyamopsis tetragonoloba, Daucus carota,
Jatropha spp., Benincasa hispida, Catharanthus roseus, Chenopodium album, Coccinia
grandis, Jasminum multiflorum, Sauropus androgynus y Trichosanthes cucumerina,
(Zaidi et al., 2017; Moriones et al., 2017; EPPO, Global Database, 2019).

1.4. Estrategias de control del TOLCNDV

Controlar las enfermedades vegetales producidas por virus supone una gran dificultad,
especialmente en el caso del TOLCNDV ya que su deteccion en Espafia es reciente, y
no existen medidas eficaces para su control, aunque si que se conocen muchas para
controlar los virus transmitidos por mosca blanca. La mejor estrategia consiste en llevar
a cabo un control integrado del vector B. tabaci que incluye medidas fitosanitarias,
estructurales e higiénicas. (Janssen et al., 2014). Sin embargo, los complejos factores
epidemioldgicos asociados con las enfermedades ocasionadas por los begomovirus, asi
como la dinAmica de la migracion de la mosca blanca, la rapida evolucién del virus y las
expansiones impredecibles en el rango de huéspedes, han hecho que sea muy dificil
desarrollar estrategias efectivas de manejo de este tipo de enfermedades a largo plazo
(Loebenstein y Katis 2014). La forma mas efectiva de lograrlo sera el desarrollo de

genotipos de plantas resistentes a este virus.

Las medidas fitosanitarias no pueden limitarse a tratamientos quimicos, ya que dan lugar
a resistencias en los vectores. Se tienen que utilizar numerosas trampas cromotrépicas
para capturar y hacer un seguimiento de la presencia de mosca blanca. Hay que
asegurar la hermeticidad de los invernaderos de cultivo, incluyendo mallas anti-insectos
en las ventanas para impedir la entrada del vector, asi como tener doble puerta de

entrada. Adicionalmente se puede colocar una manta térmica sobre los cultivos libres



del vector, y ha de garantizarse que el material vegetal utilizado esté sano y libre de
vector. Por otro lado, es importante mantener la higiene eliminando todos los restos del
cultivo anterior y de las malas hierbas, asi como la destruccion de plantas infectadas en

cuanto sean detectadas (Janssen y Ruiz, 2014).

Ademas de esto, hay que tener en cuenta que la mejor y principal herramienta para el
control frente a un virus es el desarrollo de cultivares resistentes. Estos ahorraran al
productor costes en medidas de control ya que la eficacia de las resistencias es mucho
mayor que el resto de medidas de control (Pic6 et al., 1996). La mayoria de los genes
de resistencia conocidos no inhiben completamente la replicacion viral, sino que
dificultan la acumulacion viral en diversos grados (Verlaan et al., 2013). Un enfoque
racional seria utilizar multiples genes para producir una resistencia duradera y de amplio
espectro, un proceso conocido como piramidalizacion (Zaidi et al., 2017). El primer paso
en un programa de mejora genética vegetal implica la busqueda de fuentes de
resistencia. En el caso de este estudio, la busqueda se realizara en pepino (Cucumis

sativus).

1.4.1. Resistenciaa ToLCNDV en cucurbitaceas

Puesto que el TOLCNDV fue detectada primero en tomate y otras solanaceas, en esta
familia las busquedas de resistencias estan mas avanzadas (Kushwaha et al., 2015).
En cuanto a la familia de las cucurbitaceas, la primera fuente de resistencia se identifico
en Luffa cylindrica. En el caso de meldn, se dispone ya de tolerancia en cinco accesiones
indias de la ssp. agrestis; tres de la variedad cultivada momordica y dos de tipo silvestre.
Las dos accesiones del tipo silvestre fueron completamente asintomaticas, mientras que
las tres accesiones restantes mostraron sintomas ligeros (L6pez et al., 2015). En todos
los casos la presencia del virus se confirmé mediante PCR, por lo que estas entradas
se consideran parcialmente resistentes o tolerantes al virus. La caracterizacion de la
resistencia de una de las dos entradas silvestres determiné que la resistencia estaba
controlada por tres regiones gendmicas, un locus principal en el cromosoma 11 y dos
regiones adicionales en los cromosomas 12 y 2. Para conferir la resistencia es necesario
el genotipo de tipo silvestre en homocigosis en la region del cromosoma 11 (Séez et al.,
2017).

En el caso del género Cucurbita, no se ha encontrado resistencia ni en calabacin (C.
pepo) ni en C. maxima, pero si se ha encontrado resistencia en cuatro accesiones de la
especie Cucurbita moschata procedentes de diferentes centros de diversificacion, una

de ellas también procedentes de la India. La especie C. moschata es parcialmente
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compatible con el calabacin (C. pepo), lo que facilitara la transferencia a este cultivo,
que es el gmas severamente afectado por el ToLCNDV. En cuanto a pepino,
actualmente no se ha descrito ninguna tolerancia por lo que es necesario buscar fuentes

de resistencia en pepino (C.sativus).

1.5. Diagnéstico del virus

1.5.1. Diagndstico por evaluacion visual de sintomas

Entre los sintomas que se pueden identificar visualmente y que nos indican que la planta
podria estar infectada por el virus destacan el rizado, filimorfismo apical y mosaico
amarillo en las hojas. También se puede observar acucharamiento de las hojas hacia el
haz o envés siguiendo el nervio principal, deformaciones en las hojas por fruncimiento
de los nervios, acortamiento de los entrenudos y reduccién del tamafio de la planta,
ralentizando o parando por completo su desarrollo en casos graves (Figura 7).

Sin embargo, dependiendo de factores ambientales y de la precocidad e intensidad de

la infeccidn los sintomas en pepino pueden variar.

Figura 7. Izquierda: ejemplos de plantas sintomaticas. Derecha: comparacién con sus respectivos
controles sanos.
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1.5.2. Deteccion seroldgica por ensayo ELISA (Enzyme Linked
Inmunosorbent Assay)
El Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzima es una técnica de inmunoensayo en la
gue un antigeno inmovilizado (proteina codificada por el virus, por ejemplo, la proteina
de la capsida viral), es detectado mediante un anticuerpo ligado a una enzima capaz de
generar un producto detectable por cambio de color, al leer su absorbancia en un
espectrémetro. Esta técnica tiene la ventaja de poder detectar un gran nimero de
muestras de forma sencilla, rapida y economica. Sin embargo, los anticuerpos
empleados para identificar la presencia del TOLCNDV pueden dar reacciones cruzadas

con las proteinas de cubierta de otros begomovirus (Figas et al., 2016).

1.5.3. Hibridacién dot blot

Para poder realizar esta técnica de hibridacion molecular, se deben de extraer primero
los &cidos nucleicos (DNA o RNA). Posteriormente, esos acidos nucleicos se han de
depositar en forma de gota (dot) en una membrana de nylon cargada positivamente y
comenzar la hibridacion con una sonda marcada de DNA o RNA y de polaridad
complementaria al acido nucleico que se desea reconocer. Se trata de un método
sensible y rapido, que no fue utilizado en este estudio por la dificultad que supone la
extraccion previa del DNA (Saeed et al., 2007). Su ventaja es la gran sensibilidad en la

hibridacion, que se traduce en una sefal mas clara y especifica.

1.5.4. Hibridacion tissue printing

Consiste en la hibridacién de un extracto crudo de tejido vegetal impregnado en una
membrana de nylon cargada positivamente e hibrida con sondas marcadas. Este

método fue utilizado en este trabajo por su sensibilidad y rapidez (Alfaro et al., 2016).

1.5.5. Deteccidén de acidos nucleicos por PCR (Polymerase Chain
Reaction)
La reaccién en cadena de la polimerasa (La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
est4 basada en la amplificacion del DNA del virus in vitro con la ayuda de una DNA
polimerasa, mediante ciclos cortos de desnaturalizacion y renaturalizacion. Para ello, se
necesita disefiar unos cebadores con la secuencia complementaria al fragmento del
DNA viral que se quiere amplificar, que funcionan como iniciadores de la replicacion.

Para la visualizacion del producto de PCR, se combina con electroforesis con fluoréforos
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o técnicas colorimétricas para ver los fragmentos amplificados en tiempo real (Pasic et
al., 2014). Esta es una de las herramientas mas empleada para diagnosticar el
ToLCNDV por su rapidez y alta sensibilidad. La principal desventaja es que se requiere
una rigurosa manipulacién de las muestras, ya que puede dar lugar a falsos positivos
por contaminacién de muestras o por uniones inespecificas de los cebadores, o a falsos
negativos por inhibicion de la DNA polimerasa por inhibidores presentes en la muestra
(LIacer et al., 1996; Islam et al., 2011).
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2. Objetivos

Las enfermedades producidas por virus de plantas ocasionan graves pérdidas
econdémicas en todo el mundo y son uno de los principales factores limitantes para la
produccién en la agricultura intensiva (Monci, 2004). El virus de la hoja rizada del tomate
de Nueva Delhi se ha convertido en un gran peligro para los cultivos de cucurbitaceas
(calabacin, melon y pepino), no solo en su lugar de origen, sino también en Espafia
desde que se detectd en 2012. La gran gama de hospedadores (ver 1.3), asi como la
eficiencia de su transmision por mosca blanca hacen de este virus uno de los patégenos
incluidos en la lista de alerta de la EPPO (European and Mediterranean Plant Protection

Organization).

Las estrategias de control que se estan utilizando son preventivas, centrandose
principalmente en reducir las poblaciones de su vector de propagacion la mosca blanca
B. tabaci y en eliminar las fuentes de inoculo. Estas resultan insuficientes y es por ello
gue se necesita buscar fuentes de resistencia/tolerancia en las diferentes especies de
la familia de las cucurbitdceas. Actualmente, se dispone de fuentes de resistencia en
diferentes accesiones de melén (Cucumis melo) y calabaza (Cucurbita moschata)
(Lépez et al., 2015; Séez et al., 2016) pero no en pepino (Cucumis sativus).

La gran diversidad dentro de la especie Cucumis sativus ofrece grandes posibilidades a
la hora de identificar variantes naturales que presenten resistencia a este virus. Por ello,
el objetivo general del presente TFG consistié en identificar fuentes de resistencia al

ToLCNDV en pepino, Para conseguirlo se propusieron los siguientes objetivos parciales:

1. Cribar las accesiones procedentes de la coleccion nuclear de pepino del banco
de germoplasma, asi como accesiones exéticas, empleando el método de
inoculacion mecanica, tomando como inéculo viral un aislado procedente de un

clon infeccioso de ToLCNDV.

2. Cuantificar la carga viral de aquellas accesiones identificadas como

resistentes/tolerantes.
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3. Materiales y métodos

3.1. Material vegetal: accesiones evaluadas de Cucumis sativus

Para la busqueda de fuentes de resistencia a TOLCNDYV se realizé un cribado de las 40
accesiones de la especie Cucumis Sativus procedente del banco de germoplasma del
COMAYV (Tabla 2). Las accesiones seleccionadas constituyen la coleccién nuclear de
semillas de dicho centro. La coleccion de germoplasma comprende un conjunto de
entradas conservadas cuyo acervo genético o gene pool incluye cultivares primitivos,
materiales de mejora y especies silvestres relacionadas con el cultivo (Treuren et al.,
2009). La coleccidn cribada en este trabajo es nuclear en tanto que esta constituida por
un grupo reducido de entradas, seleccionadas por representar el espectro genético de
la coleccion completa (Brown y Schoen, 1994). Esta coleccion fue construida por
Valcércel (2017) y contiene los subconjuntos de entradas que colectivamente
maximicen la variacion genotipica y fenotipica, minimizando su nimero. Ademas, fueron

evaluadas 24 accesiones exoticas, cuyas procedencias aparecen en la tabla 3.

También se evaluaron las accesiones CACL1 (Islas canarias, Tenerife) y AN-C-106
(Andalucia, Jaén). Estas fueron probadas con anterioridad para el Virus de las venas
amarillas del pepino (CVYV) y se encontré6 que AN-C-106 era resistente y CA-C 1
susceptible. Se cruzaron entre si y a partir de la poblacion F1 se generaron poblaciones
segregantes. Adicionalmente, se quiso evaluar su respuesta a ToLCNDV

adicionalmente. Sin embargo, ninguna de las dos resulté resistente.
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Tabla 2. Nomenclatura, Origen y clasificacion de las entradas de la coleccion nuclear de pepino del COMAV
seleccionadas para estudiar su respuesta a TOLCNDV.

N° accesion Cédigo Procedencia Fenotipo
BGV010301 360 Guadalajara
BGV011582 2735 Teruel
BGV000047 A-C-15 Zaragoza
BGV000479 AN-C-125  Coérdoba
BGV000408 AN-C-54 Cédiz Corto tipico
BGV015469 BGHZ4943 Céceres
BGV003714 CM-C-46/1 Cuenca
BGV011742 F4 Albacete
BGV004304 MU-C-50/1 Murcia
BGV011736 NCO068253  Avila
BGV002495 CA-C-23 Tenerife Corto pelos y espinas
BGV011734 NC068251  Valladolid
BGV010314 426 Guadalajara
BGV010636 2437 Soria
BGV000467 AN-C-113  Jaén
BGV000512 AN-C-158  Huelva Corto tubercular pronunciado
BGV000437 AN-C-83 Jaén
BGV014959 BGHZ2360 Huesca
BGV004026 E-C-56 Céceres
BGV008299 [VIA-044 Valencia
BGV000381 AN-C-27/1 Malaga
BGV004851 V-C-16 Castellon ~ Largo pelosy espinas
BGV004926 V-C-94/2 Valencia
BGV011724 2444 Teruel
BGV000372 AN-C-18 Granada
BGV001310 AS-C-1 Asturias
] Largo no tubercular
BGV015229 BGHZ4778 Vizcaya pronunciado
BGV002494 CA-C-22 Tenerife
BGV015700 C-C-49 Girona
BGV004936 V-C-104 Valencia
BGV011586 2457 Orense
BGV000416 AN-C-62 Cédiz
BGV014967 BGHZ2387 Guadalajara Largo tubercular pronunciado
BGV004309 MU-C-55 Murcia
BGV015696 NC094818 Alicante
BGV004305 MU-C-51 Murcia Muy Largo
BGV010290 NC019552 Granada Francés atipico
BGV014961 BGHZ2362 Castellén
BGV014969 BGHZ2389 Cantabria Francés
BGV011735 NC068252  Zaragoza
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Tabla 3. Nomenclatura, origen y clasificacion de las entradas de la especie Cucumis sativus seleccionadas
para estudiar su respuesta a TOLCNDV ("CGN Germplasm Search”, 2019).

N° accesion Cadigo Procedencia Fenotipo
CGN20512 CS7 P. Bajos
CGN20517 CS8 Turquia
CGN21691 CS11 R.D. Congo
CGN19748 CS12 India
CGN19817 CS13 India
CGN21585 CS15 India Corto
CGN22280 CS16 India
CGN22986 CS19 India
CGN23089 CS20 India
CGN23411 CS21 India
CGN23423 CS22 India
CGN23633 CS23 India
CGN20853 CS9 Japén
CGN21616 CS10 Iran _
. Medio
CGN19819 CS14 India
CGN22297 CS18 India
CGN22281 CS17 India
BGV015107 CS1 China
BGV015113 CS2 China
: Muy largo
BGV015115 CS3 China
BGV015116 CS4 China
BGV015118 CS5 China
CGN19655 CS6 EEUU -

3.2. Fuente deinéculo

En este trabajo se utiliz6 como fuente de indculo un clon infeccioso de ToLCNDV con
mas del 99% de identidad nucleotidica con el aislado espafiol KF749224 (DNA-A) y
KF749225 (DNA-B) (Juéarez et al., 2014). El clon se agroinfiltré en plantas MU-CU-16 de
C. pepo subsp. pepo (Zucchini) (Saez et al., 2016), y 15 dias después de la
agroinfiltracion las plantas con sintomas se emplearon como fuente de in6culo para la

inoculacion mecénica de las plantas a evaluar (LOopez et al., 2015).

3.3. Cultivo de plantas

Con el fin de realizar los ensayos de busqueda de resistencia a TOLCNDV se utilizaron
6 semillas de cada accesiéon (5 para ser inoculadas y una como control sin virus
inoculado). En primer lugar, se abrieron pequefios huecos en la parte superior de las
semillas mediante una leve presion lateral con pinzas para facilitar su germinacion. A

continuacién, se desinfectaron siendo sumergidas en una solucién de NaClO (lejia) al
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10% durante 5 minutos y, posteriormente, se realizaron dos lavados consecutivos con
agua destilada, durante 5 y 7 minutos respectivamente. Seguidamente se dispusieron
las semillas de cada accesion en una placa Petri de 9 cm de didmetro en las que
previamente se habia colocado una capa de unos 2 cm de algodén humedecido en agua
y dos discos de papel de filtro. Las semillas se pusieron entre los discos y se

humedecieron con agua.

Las placas se dejaron incubar 8h a 37° C en oscuridad, y después se aclimataron
durante un dia en cdmara, exponiéndolas a la luz y a temperatura ambiente para asi
propiciar la germinacién uniforme de las semillas. Una vez germinadas, se trasplantaron
a macetas de plastico rellenas de turba enriquecida (Humin-substrat, N-3) como
sustrato. Las macetas se colocaron en bandejas en una camara climatica bajo
condiciones controladas (fotoperiodo con 16 h de luz a 25° C y 8 h de oscuridad a 18°
C y humedad relativa del 70%). Se realizé un riego periddico de las plantas segun su
necesidad.

Las plantulas se dejaron crecer hasta un estado de 1-2 hojas verdaderas y se inocularon
mecanicamente. Se mantuvieron en las camaras en las mismas condiciones de

crecimiento hasta pasados 30 dias post-inoculacién (dpi).

3.4. Método de inoculacién mecanica

Para preparar el in6culo se utiliz6 1 g de tejido de hoja infectada de MU-CU-16
(Cucurbita pepo subesp. pepo, morfotipo Zucchini); y se trituré junto con tampén de
inoculacion (50 mM fosfato potasico pH 8,0, 1% polyvinylpyrrolidone-10, 1%
polietilenglycol-6000, 10 mM 2- mercaptoetanol y 1% carbon activo) en una proporcion
1:5 de hojas infectadas: tampon (w:v). Este proceso se realiz6 en hielo para que el virus

no perdiese infectividad.

De cada planta a evaluar, se inocularon un cotiledén y la primera hoja verdadera, los
cuales fueron previamente espolvoreados con carborundum, un abrasivo que facilita la
entrada del virus al interior de las células vegetales. La inoculacion se realiza frotando
un bastoncillo impregnado con el indculo en el cotileddn y la hoja mencionados. De las
6 plantas germinadas de cada accesion, se inoculaban 5y 1 se dej6 como control
negativo, para poder comparar los sintomas producidos por la infeccién del virus con

una planta sana que ha crecido en las mismas condiciones de cultivo en camara.

En algunas variedades exdticas, se germinaron e inocularon menos semillas ya que se

disponia de una pequefia cantidad y habia que preservar algunas para reproducirlas
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mas adelante. En otros casos se inocularon 5 plantas, pero no hubo seguimiento de su
control negativo sin inocular porque se utilizé para reproducir esa variedad en

invernaderos.

3.5. Evaluacion de sintomas por diagnostico visual

Se realiz6 una evaluacion visual de los sintomas de las plantas inoculadas a los 15y a
los 30 dias después de la inoculacion (dpi). Se us6 una escala numérica del 0 al 4 en
funcion de la severidad de los sintomas, (Lépez et al., 2015). Segln se muestra en la
Figura 8.

0. ausencia de sintomas

1. sintomas leves

2. sintomas moderados

3. sintomas severos

4. sintomas muy severos o planta muerta.

Figura 8. Escala de sintomas del ToICNDV: 0, ausencia de sintomas; 1, sintomas leves; 2, sintomas
moderados; 3, sintomas severos; y 4, sintomas muy severos o planta muerta. Las hojas que se muestran
corresponden a pepino a los 15 dpi.
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3.6. Deteccién del DNA viral por inmunosupresion de tejido en
membrana o Tissue printing

Esta técnica se basa en la hibridacion molecular de los acidos nucleicos procedentes de
tejido vegetal, que estan fijados sobre una membrana de nylon, con sondas marcadas
con moléculas radiactivas o fluorescentes. Para ello, el peciolo de una hoja joven de
cada planta se presion6 ordenadamente sobre una membrana de nylon cargada
positivamente (Roche). Posteriormente, se fijé con luz UV a 120 mJ/cm? por ambas
caras y se guardo en papel de filtro para su posterior hibridacion.

3.6.1. Hibridacion, lavados y revelado.

Las membranas se introdujeron en un tubo y todas las soluciones tanto de
prehibridacion e hibridacion como de lavado, al afadirse al tubo, se mantuvieron en
hornos de hibridacion, con rotacién horizontal para que el liquido mojara toda la
superficie.

Las membranas se prehibridaron durante 2 h a 68° C con 10 mL de solucién de
prehibridacién (Tabla 4). Pasado ese tiempo, se eliminé la solucion de prehibridacion y
se afiadié la misma solucién con la sonda de RNA (25 ng/ml) marcada con digoxigenina.
La solucién de hibridacién se mantuvo durante toda la noche (16 h) a 56° C en el horno
de hibridacién. Tras sacar la sonda, la membrana se lavé dos veces durante 5 min con
10 ml de buffer 2 x SSC/0,1% (w/v) SDS, a temperatura ambiente y otras dos veces con
10 ml de 0,5 x SSC/0,1%, 0.1% (w/v) SDS a 68° C durante 15 min.

A partir de aqui, los lavados y el revelado de la hibridacién se realizaron a temperatura
ambiente. La membrana se incub6 con 30 mL de Buffer TL (Buffer T1 (0,1 M &cido
maleico, 0,15 M NaCl a pH 7,5) y 0.3% (w/v) Tween 20) durante 5 min y posteriormente
se bloqueé con 30 mL de Buffer T2 (18 ml de buffer T1 y 2 ml del reactivo blocking de
Roche al 10%) durante 30 min. A continuacion, se incubo la membrana durante 30 min
con 30 mL de Buffer T2 conteniendo el anticuerpo antidigoxigenina (dilucién 1:10.000).
Seguidamente se hicieron 2 lavados de 15 min cada uno con Buffer TL, seguido de un
dltimo lavado en buffer T3 (0,1 M Tris-HCIl a pH 9,5 y 0,1 M NaCl) durante 5 min.
Finalmente, la membrana se incubd durante 5 min con buffer T3 conteniendo CSPD
(Chemiluminescence substrate) (dilucién 1:100) y a continuacion se coloc6 una pelicula
de revelado (Amerhans). El revelado de la pelicula se realiz6 automéaticamente en la

camara oscura del IBMCP.
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Tabla 4. Composicion de la solucién de prehibridacion.

Concentraciones [Compuestos
50% Formamida
5X SSC (NaCl 3M, citrato de sodio 0,3 M)
0.1% SLS 1:10
0.02% SDS (sodio dodecil sulfato)100 g/
2% Blocking reagent (Roche) 1:10

H20 estéril miliQ

3.7. Extraccion y cuantificacion del DNA vegetal

El DNA vegetal se extrajo con el método de CTAB (bromuro de cetiltrimetil amonio)
adaptado de Doyle y Doyle (1990). En un tubo Eppendorf de 2 mL al cual se le habia
introducido previamente una bola de acero de 2 mm de diametro, se afiadié 0.1 g de
tejido foliar de la hoja apical de cada planta (inoculadas y controles sin inocular). El tubo
se congelo rapidamente en nitroégeno liquido y, posteriormente se trituré con ayuda de

un homogeneizador Retsch (MM300) durante 1 min a 30 s-1.

A cada eppendorf con tejido triturado se le afiadieron 700 ul de tampon de extracciéon
(2% CTAB, 20 mM EDTA, 100 mM Tris pH 8,0, 1,42 M NaCl) con 1,4 pl de B-
mercaptoetanol y se incubd durante 30 min a 65°C. Después se afiadieron 700 pl de
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), se agitd en vortex y se centrifugé a 11.000 rpm
durante 10 min. EI DNA se precipité con 500 ul de isopropanol, manteniéndolo durante
10 minutos a -20°C. Seguidamente se lavé con etanol al 70% y el DNA se resuspendio
en 50 pl de agua ultra pura y se almacené temporalmente a 4°C para facilitar la

resuspension.

El DNA extraido se cuantificd con un espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (Nanodrop
Technologies). Se usaron alicuotas de 2 pl de cada muestra para obtener la
concentracion de DNA vy las relaciones de absorbancia 260/280 nm y 260/230 nm que
indican la calidad. Las muestras se diluyeron con agua ultra pura hasta alcanzar 50 ng/

Ml como concentracion final.

3.8. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccién en cadena de la polimerasa, (polymerase chain reaction, PCR) se realiz6
para amplificar una region de 504 pb del DNA-A del virus. Se utilizaron los cebadores:
ND-AlF (5-GGGTTGTGAAGGCCCTTGTAAGGTGC-3)) y ND-A1R (5-
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AGTACAGGCCATATACAACATTAATGC-3'). Lareaccion de amplificacion se realiz6 en
un volumen final de 15 pl, con los reactivos (Thermo Scientific) que se muestran en tabla
5.

Tabla 5. Reactivos y volimenes por cada muestra de PCR

Reactivo Volumen
DreamTaq Green Buffer 10X 15ul
dNTPs (10 mM) 0,6 pl
Cebador ND-A1F (10 mM) 0,6 pl
Cebador ND-A1R (10 mM) 0,6 pl
Dream Taq Polymerase(5 U/uL) 0,12 pl
H20 10,88 pl
DNA (50 ng/ul) 0,7 pl
Total 15 pl

La amplificacion se realizé en un termociclador con las siguientes condiciones: una
desnaturalizacion inicial del DNA de 3 min a 94° C, seguida de 30 ciclos de: 30 s a 94°
C,30sa60°Cy30sa72°Cyunaextension final de 5 mina 72° C.

3.9. Electroforesis en geles de agarosa

El DNA amplificado por PCR se visualiz6 mediante electroforesis en geles de agarosa
al 1% en tampén TAE (40 mM Tris pH 7,5, 20 mM acetato sédico, 1 mM EDTA). Se
cargaron 10 yl de cada producto de PCR en el gel, junto con el marcador de pesos
moleculares DNA GeneRuler™ 100 pb Ladder Plus (Fermentas). Se aplic6 una potencia
de 100 V durante 45 min aproximadamente. Para visualizar el DNA, los geles se
sumergieron durante 15 min en bromuro de etidio (10 mg/ml). Posteriormente, se
lavaron con agua destilada y se iluminaron con un transiluminador de luz UV para

visualizar y fotografiar los resultados.
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3.10. Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR)

Se realizdé un ensayo cuantitativo de reaccion en cadena de la polimerasa (QPCR) en
muestras seleccionadas para estimar el contenido viral en las accesiones mas
resistentes. Se analizaron tres réplicas técnicas por cada muestra a 30 dpi. Las
amplificaciones se realizaron con cebadores disefiados a partir del DNA-A: TOLCNDVF1
(5'-AATGCCGACTACACCAAGCAT-3', posiciones 1145-1169) y ToLCNDVR1 (5-
GGATCGAGCAGAGAGTGGCG-3', posiciones 1399-1418), amplificando un fragmento
de 274 pb (Séez et al., 2017).

La qPCR se realizé en un termociclador Roche Lightcycler 480. La mezcla de reaccién
contenia por 15 pl: 7,5 ul de FastStart Essential DNA Green Master 2x (ROCHE), 1,5 pl
de cada cebador, 1,5 ul de agua y 3 ul del DNA correspondiente. Las condiciones de la
amplificacién fueron: 5min a 95° C y 45 ciclosde 5sa95°Cy 30sa 72°C.

La acumulacion relativa de ToOLCNDV en las plantas se calculé mediante el método de
comparacion Ct (Cycle Threshold), utilizando como gen de referencia el gen CIACT que
codifica la B-actina de C. sativus. A partir de los cebadores CIACT-F 5'-
CCATGTATGTTGCCATCCAG-3' y CIACT-R 5-GGATAGCATGGGGTAGAGCA - 3,
se amplificé un fragmento de 221 pb de este gen, siguiendo los parametros de

amplificacién anteriormente descritos.

La acumulacion relativa del virus se calculé usando la formula 222t donde AACt es la
diferencia entre el ACt (ACtsample: CtroLcnov— Ctgen de referencia) de cada muestra y el ACt de

la muestra de calibrado. (Séaez et al., 2016).

3.11. Analisis de datos
Para cuantificar la acumulacion viral de los fragmentos de DNA amplificados segun las
bandas del gel de electroforesis, se siguié una escala de 0 a 3, siendo 0 ausencia de

banda y 3 una banda de méxima intensidad (figura 9).
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Figura 9. Izquierda: marcador de peso molecular DNA GeneRuler™ 100 pb Ladder Plus (Fermentas).
Derecha: Andlisis semicuantitativo de los fragmentos de DNA amplificados con los cebadores ND-A1F/R
del TOLCNDV (504 bp). M, marcador de peso molecular, Carriles 1 y 2, control negativo y positivo de la
PCR. Carril 3, carga viral 0. Carriles 4 y 9, carga viral 1, Carriles 5 y 6, carga viral 2. Carriles 7 y 8, carga
viral 3.

Se aplicd la misma escala para evaluar la carga viral a partir de las membranas de
hibridacion por tissue printing que fueron realizadas a los 15 y 30 dpi. La intensidad de
las manchas realizadas por impregnacion de tejido se cuantificé como se muestra en la

figura 10.

B a;ﬂ*

e

Figura 10. Resultados de hibridacién molecular por tissue printing con RNA-dig a 30 dpi de algunas
muestras de la coleccién nuclear de germoplasma de pepino del COMAV. Al y A5 tienen una puntuacion
de 3, A2 tiene una puntuacién de 2, B3 y B4 tienen una puntuacion de 1. El resto tienen una puntuacién de
0.
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4. Resultados

4.1. Respuestade Cucumis sativus ala transmision mecénica
de TOLCNDV en la coleccion nuclear del banco de
germoplasma de COMAV.

En este trabajo se han probado un total de 40 accesiones de diferentes procedencias
en Espafa. Partiendo del conocimiento que se tiene de la diversidad genética de la
especie, las accesiones probadas se seleccionaron de manera que representaban la

diversidad genética que la especie alberga en Espafia.

Por lo general, la mayoria de las accesiones resultaron susceptibles a la transmision
mecanica del TOLCNDV, mostrando sintomas severos y contenido viral elevado, tanto
a los 15 como a los 30 dpi. Los sintomas observados incluian mosaico que cubria las

hojas jovenes, hojas amarillentas y crecimiento ralentizado en algunos casos.

La respuesta a la inoculacion mecénica del TOLCNDV se ha clasificado atendiendo a la

longitud del fruto de cada accesion (Figura 11).

Figura 11. 1. A-C-15 “corto” 2. MU-C-51 “muy largo” 3. NC019552 “francés” 4. AN-C-18 “largo” (Valcércel,
2017).

La evaluacion simtomatologica de las plantas se realizé siguiendo la escala de 0 a 4
previamente descrita en el apartado 3.5. la cuantificacion de la carga viral por tissue
printing y por PCR se hizo siguiendo una escala de 0 a 3 segun se describe en el
apartado 3.10.
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4.1.1. Respuesta de las accesiones de C. sativus tipo “corto”

Dentro del grupo de entradas de C. sativus de tipo “corto”, la mayoria de las 20
accesiones evaluadas tanto de fenotipo Corto Tipico, Corto pelos y espinas y Corto
tubercular pronunciado mostraron, en promedio, sintomas moderados o severos a los

30 dpi, con una puntuacién media de 2,1 en un rango de 0 a 4 (Tabla 6).

Cuatro de las accesiones s6lo mostraron sintomas leves a los 15 dpi, con algunas
plantas asintoméaticas. En tres de los casos, las accesiones 2735, AN-C-113 y AN-C-
158 acabaron desarrollando sintomas moderados a los 30 dpi. En cambio, las
accesiones AN-C-125 y CA-C-23 sélo desarrollaron sintomas leves al finalizar el ensayo
(Figura 12).

-

Figura 12. Plantas altamente sintomaticas de las accesiones E-C-56 (izquierda), IVIA-044 (centro) y
NC068253 (derecha).
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Tabla 6. Media y rango de la puntuacién de sintomas en cinco plantas por genotipo inoculadas
mecanicamente con el clon infeccioso de TOLCNDV, a 15y 30 dpi de las accesiones tipo “corto”. Las celdas
coloreadas en verde indican las accesiones con una media <1, consideradas con respuesta resistente a

ToLCNDV, y en rojo las entradas con media >1, con comportamiento susceptible.

Fenotipo Caédigo Sintomas 15 dpi  Sintomas 30 dpi
360
2735
A-C-15
AN-C-125 1 (0-2)
AN-C-54
BGHZ4943
CM-C-46/1
F4
MU-C-50/1
NC068253

Corto tipico

Corto pelos  CA-C-23
y espinas NC068251

426
2437
AN-C-113

Corto AN-C-158
tubercular

pronunciado AN-C-83
BGHZ2360

E-C-56
IVIA-044

Para profundizar en la caracterizacion de la respuesta a TOLCNDV, se evalu6, mediante
hibridacion molecular por tissue printing, la carga viral de todas las plantas a 15y 30 dpi.
Para llevar a cabo una confirmacibn mas precisa, se determiné la acumulacién viral
mediante PCR semicuantitativa a 30 dpi de al menos una planta de genotipos
seleccionados. Los resultados obtenidos a partir de las dos técnicas se muestran en la
figura 13.

En la mayoria de accesiones la concentracion viral fue acorde con los sintomas
observados, aumentando o manteniéndose constante de los 15 a los 30 dpi. En muchos
casos, la acumulacion viral detectada por tissue printing a 30 dpi fue inferior a la
detectada mediante PCR. Estos resultados se deben a la mayor sensibilidad de la PCR
frente a hibridacion molecular (Sanchez-Navarro et al., 1998; 1999), que permite
amplificar el DNA viral, aunque la carga viral de partida sea baja.
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Figura 13. Media y error estandar de la acumulacion viral de las accesiones de C. sativus tipo “Corto. Las
dos primeras columnas corresponden a los resultados obtenidos a partir de hibridacién por tissue printing a
15 dpi (columnas de color azul) y 30 dpi (columnas de color naranja). La tercera columna (gris) corresponde
a los resultados obtenidos a partir de PCR semicuantitativa a 30 dpi.
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4.1.2. Respuesta de las accesiones de C. sativus tipo “largo”, “muy
largo” y “francés”
La mayoria de accesiones evaluadas tipo “largo”, tanto de fenotipo largo pelos y espinas,
largo tubercular no pronunciado y largo tubercular pronunciado han mostrado, en
promedio, sintomas moderados o severos a los 15 y 30 dpi, con una puntuacion media

de 1,92 a los 30 dpi, en un rango comprendido de 0 a 4 (Tabla 7) (Figura 14).

Figura 14. Plantas altamente sintométicas de las accesiones BGHZ4778 (izquierda), NC068252 (centro) y
NC094818 (derecha).

Las entradas AN-C-27/1, AN-C-18 y AS-C-1, que fueron asintomaticas o mostraron
sintomas leves a los 15 dpi, desarrollaron sintomas moderados y severos a los 30 dpi.
Las plantas de las accesiones 2457 y V-C-16 so6lo desarrollaron, en promedio, sintomas
leves durante todo el ensayo, aunque algunas de las plantas de estas accesiones si

desarrollaron sintomas moderados y severos a 30 dpi.

La unica accesion evaluada del tipo “muy largo” fue MU-C-51 y mostro alta
susceptibilidad. Las accesiones tipo “francés” fueron también todas susceptibles al
ToLCNDV, con una media de sintomas a 30 dpi de 2,8. NC068252 fue la entrada mas
susceptible (Figura 14).
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Tabla 7. Media y rango de la puntuacién de sintomas en cinco plantas por genotipo inoculadas
mecanicamente con el clon infeccioso de ToLCNDV, a 15 y 30 dpi de las accesiones tipos “largo”, “muy
largo” y “francés”. Las celdas coloreadas en verde indican las accesiones con una media <1, consideradas

con respuesta resistente a TOLCNDV, y en rojo las entradas con media >1, con comportamiento susceptible.

Fenotipo Codigo Sintomas 15dpi  Sintomas 30 dpi
AN-C27/1 | 06 (0-1) 24 (23)
;aerg;rf’:s"’s V-C-16 0 ©) 1 (0-2)
V-C-94/2
2444
AN-C-18
Largo no AS-C-1
tubercular  BGHZz4778
pronunciado  ~a_~ 5o
C-C-49
V-C-104
2457 0,6 (0-3) 0,6 (0-3)
Largo AN-C-62
tubercular  BGHZ2387
pronunciado \, ;. ~ &5
NC094818
Muy largo MU-C-51
ztrf’,‘)?éfs NC019552
BGHZz2362
Francés BGHZz2389
NC068252

De manera paralela a la sintomatologia, la acumulacion viral comenz6 siendo moderada
en muchos casos, incrementandose significativamente de 15 a 30 dpi, como se pudo
observar tras la hibridacion mediante tissue printing fundamentalmente en las entradas
més susceptibles (Figura 15). En todos los casos la acumulacién viral detectada por
PCR fue de moderada a muy elevada (Figura 15).

Destaca el caso de la accesion 2457, con promedio de sintomas y carga viral leves a 15
y a 30 dpi (Figura 15), pero acompafados de valores de error estandar elevados entre
las plantas evaluadas. Este error estandar de la media se genera al ser cuatro plantas
de la accesion asintométicas durante todo el ensayo, y una de ellas mostrar sintomas
muy intensos (3) a los 15 y 30 dpi. Con el fin de confirmar si este comportamiento se
debia a escapes en la inoculacion y no una accesion resistente, se incluyeron muestras
de esta accesion en un en ensayo de comprobacién por PCR cuantitativa (apartado
4.3.). CA-C 22 mostré un comportamiento anémalo por haber reducido sus sintomas y
carga viral entre 15 dpi y 30 dpi. Ese hecho podria estar relacionado con que las plantas
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de esta accesion no tuvieron un buen desarrollo en camara, lo que dificultaria el

desarrollo de sintomas mas severos.
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Figura 15. Media y error estdndar de la acumulacién viral de las accesiones de C. sativus tipos “largo”,
“muy largo” y “francés” Las dos primeras columnas corresponden a los resultados obtenidos a partir de
hibridacion por tissue printing a 15 dpi (columnas de color azul) y 30 dpi (columnas de color naranja). La
tercera columna (gris) corresponde a los resultados obtenidos a partir de PCR semicuantitativa a 30 dpi.

Las accesiones CAC1y AN-C-106, resistentes al virus de las venas amarillas del pepino
(CVYV), se comportaron también como altamente susceptibles al TOLCNDV y mostraron
elevada carga viral tanto por hibridacion molecular como por PCR (datos no mostrados).
Por tanto, a pesar de la diversidad de la coleccion nuclear evaluada, no se encontré
resistencia total o parcial, ni tolerancia utilizable comercialmente en estas variedades.
De todas formas, todas las entradas que a 30 dpi mostraron sintomas muy reducidos,
se evaluaran en un nuevo ensayo con el fin de confirmar su comportamiento frente a
ToLCNDV.
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4.2. Respuesta de accesiones exoticas de Cucumis sativus ala
transmisién mecanica de ToOLCNDV.
Las entradas seleccionadas procedian de su centro de origen, India, paises cercanos
como China o Irédn y de zonas de diversificacion secundaria. Los resultados de la
inoculacion mecénica a especies exéticas de C.sativus se han clasificado atendiendo a

la longitud del fruto de estas plantas (Figura 16).

Figura 16. 1. BGV015107 “muy largo” 2. CS18 “medio” 3. CS16 “corto” ("CGN Germplasm Search", 2019;
Valcércel, 2017).

4.2.1. Respuesta de las accesiones exoticas de C. sativus de tipo

“corto”

Al final del ensayo de inoculacion mecéanica en las variedades exéticas de tipo “corto”,
la incidencia de la enfermedad fue considerablemente menor que en las procedentes de
Espafia. Los sintomas fueron leves en los casos de las entradas procedentes de la India
CS16, CS19y CS20, y ausentes en CS22 y CS23, por lo que a priori podria tratarse de
entradas resistentes al TOLCNDV. El resto de plantas mostraron la sintomatologia
caracteristica de la enfermedad en esta especie, que incluye mosaico, amarillamiento y

decaimiento de las hojas (Figura 17).

Figura 17. Planta sintomatica CS12 (izquierda). Planta asintomatica CS23 (derecha).
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Tres de las accesiones (CS8, CS15y CS21) s6lo mostraron sintomas leves a los 15 dpi,

pero acabaron desarrollando sintomas moderados a los 30 dpi (Tabla 8).

Tabla 8. Media y rango de la puntuacion de sintomas en plantas inoculadas mecanicamente con el clon
infeccioso de TOLCNDV, a 15y 30 dpi de las accesiones tipo “corto”. Las celdas coloreadas en verde
indican las accesiones con una media <1, consideradas con respuesta resistente a TOLCNDV, y en rojo

las entradas con media >1, con comportamiento susceptible.

Fenotipo Cddigo | Sintomas 15 dpi Sintomas 30 dpi

Cs7
Cs8
Cs11
CS 12
Cs 13

Corto cs 15
Cs 16 1 (0-3) 1 (1)
Cs19 0,4 (0-1) 0,4 (0-1)
Cs 20 0,2 (0-1) 0 (0)
Cs21 0,6 (0-2)
Cs 22 0 (0) 0,3 (0-1)
Cs 23 0 (0) 0,7 (0-1)

La evaluacion de las variedades exoticas también se complementé mediante hibridacion
molecular por tissue printing a los 15y 30 dpiy se confirmé la acumulacion viral mediante
PCR semicuantitativa a 30 dpi de al menos una planta de cada genotipo. En el caso de
las accesiones resistentes, se incluyeron muestras de todas las plantas que habia
(Figura 18). En la mayoria de accesiones la concentracion viral fue acorde con los
sintomas observados, aumentando o manteniéndose constante de los 15 a los 30 dpi.
Destaca el caso de la entrada CS16, que, aunque sus sintomas fueron leves, su
promedio de carga viral mediante hibridacion molecular hace que no se pueda

considerar como resistente a TOLCNDV.

La acumulacién viral detectada por PCR fue moderada en los genotipos resistentes,
pese a haber mostrado una carga viral baja o nula por tissue printing. Esto se debe a
gue la PCR es una técnica mas sensible que la hibridacion molecular y detecta el DNA
viral, aunque el nimero de copias sea bajo. Los resultados de la PCR, que indican una
acumulacion viral de moderada a alta, tanto en las accesiones sintomaticas como las
asintomaticas, confirman que el virus es capaz de multiplicarse y difundirse por las
plantas de las accesiones resistentes de C. sativus, como sucede en las accesiones
resistentes de melon (Lopez et al., 2015) y calabaza (Séez et al., 2016; 2017)
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Las entradas CS19 y CS20 mostraron una gran tolerancia al TOLCNDV y la media de
su carga viral fue moderada, tanto por tissue printing, como por PCR (carga viral de 1
en CS19yde 1,8 en CS20). Estas dos accesiones junto con las entradas asintomaticas
CS22 y CS23 fueron consideradas como resistentes/tolerantes al virus, por lo que
posteriormente se analizaron mediante PCR cuantitativa para estimar la cantidad de

copias de DNA viral acumuladas en relacion con las entradas susceptibles.
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Figura 18. Media y error estandar de la acumulacion viral de las accesiones de C. sativus tipo “corto”. Las
dos primeras columnas corresponden a los resultados obtenidos a partir de hibridacién por tissue printing a
15 dpi (columnas de color azul) y 30 dpi (columnas de color naranja). La tercera columna (gris) corresponde
a los resultados obtenidos a partir de PCR semicuantitativa a 30 dpi.

4.2.2. Respuesta de las accesiones de C. sativus de los tipos “muy

largo”, “medio” y CS6

Las cinco accesiones exoticas de fenotipo “muy largo” eran genotipos procedentes de
China y todas mostraron alta susceptibilidad a ToOLCNDV, con sintomas y carga viral
moderada y severa tras la inoculacion con el virus (Tabla 10 y Figura 20). Destaca la
accesion CS 4 con el promedio de sintomas mas elevado a 30 dpi y carga viral muy alta
(Figura 19).
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Figura 19. Planta altamente sintomatica CS4 (izquierda). Planta asintomatica CS18 (derecha).

Tabla 10. Media y rango de la puntuacion de sintomas en plantas inoculadas mecanicamente con el clon
infeccioso de ToLCNDV, a 15y 30 dpi de las accesiones tipo “muy largo”, “medio” y CS6. Las celdas
coloreadas en verde indican las accesiones con una media <1, consideradas con respuesta resistente a

ToLCNDV, y en rojo las entradas con media >1, con comportamiento susceptible.

Fenotipo Cddigo | Sintomas 15 dpi Sintomas 30 dpi
Cs1
Cs2
CS3
Cs4
CS5
CSs9
CS10
Medio  CS14 0,5 (0-1) 1 (1-2)
Cs18 0,4 (0-1) 0,8 (0-2)
Cs17 0,8 (0-2)
Sin datos  CS6

Muy
largo

Dentro del grupo de las accesiones de longitud media, CS9, CS10 y CS14 mostraron
por lo general sintomas severos y elevada carga viral, mientras que el genotipo CS17
mostro sintomas y carga viral muy bajos a 15 dpi, aunque aumentaron ligeramente a los
30 dpi. Finalmente, el genotipo CS18 se comportdé como resistente ya que sus sintomas
fueron bajos a 15 y 30 dpi, aunque la carga viral por PCR fue bastante elevada (Figura
19).

Por lo general, la concentracion viral concuerda con los sintomas observados en la
mayoria de genotipos, siendo mas elevada cuanto mas susceptible es el genotipo.
Ademas, salvo algunas excepciones la acumulacion viral a 30 dpi fue mayor que a 15
dpi y la carga viral detectada por PCR fue también mayor que la detectada por tissue
printing a 30 dpi debido a alta sensibilidad de esta técnica.
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Figura 20. Media y error estandar de la acumulacion viral de las accesiones de C. sativus tipos “muy largo”
“‘medio” y CS6 (de la cual no se dispone de informacidon de su tipo). Las dos primeras columnas
corresponden a los resultados obtenidos a partir de hibridacién por tissue printing a 15 dpi (columnas de
color azul) y 30 dpi (columnas de color naranja). La tercera columna (gris) corresponde a los resultados

obtenidos a partir de PCR semicuantitativa a 30 dpi.

4.3. Confirmacién de laresistencia/tolerancia por PCR
cuantitativa

La seleccion de muestras se hizo en base a la resistencia de cada genotipo. Se evalu6
por PCR cuantitativa la acumulacion del TOLCNDV en las 5 plantas de la accesion CS18,
3de CS19, 5de CS20, 3de CS22y 3 de CS23, ya que en promedio mostraron sintomas
leves o0 muy leves y baja carga viral en los ensayos de hibridacion molecular por tissue
printing. Con el fin de comparar y comprobar su carga viral, también se incluyeron dos
plantas del genotipo 2457, una susceptible y otra asintomatica. Ademas, se introdujeron
tres plantas altamente susceptibles como controles positivos: BGHZ2360, F4 y CA-C-
22.

Como se puede observar en la figura 21 y anexo 1, las muestras seleccionadas como
resistentes mostraron una acumulacién viral relativa inferior a la de los controles
susceptibles BGHZ2360, F4, y CA-C-22, exceptuando la muestra CS19 5, cuya carga
viral sobrepasa a la de uno de los controles susceptibles.
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Por otra parte, en la accesidén 2457, tanto la planta sintomatica (1) como la asintomatica
(3), mostraron una carga viral comparable a la de los controles susceptibles, por lo que

fue descartada como posible fuente de resistencia a TOLCNDV.

En el caso de CS18, aunque ninguna de las 5 plantas super6 la carga viral de las
susceptibles, tres de ellas presentaron una carga viral superior a 1.000. Algo similar
sucedié en CS19. Ninguna de estas dos accesiones ha mostrado sintomas tras la
infeccion. No obstante, se observa una gran variacion de la acumulacion viral entre
plantas. Esto puede ser debido a que la resistencia en este genotipo de origen exético
no se encuentra fijada y el caracter de resistencia segrega entre plantas de la misma
accesion.

En las entradas CS20, CS22 y CS23 se han identificado los mejores valores de
resistencia, con un valor promedio de acumulacion viral relativa de 61,16; 5,86 y 15,67,
respectivamente. La entrada con menos copias de DNA viral, y por tanto, con la mayor
resistencia a TOLCNDV identificada en este trabajo fue CS22.

Controles
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Figura 21. Media y error estandar de la acumulacion viral de las accesiones de C. sativus seleccionadas

por ser asintomaticas o con sintomas leves y baja carga viral (izquierda). Media y error estandar de la
acumulacién viral de 3 de las accesiones de C. sativus altamente susceptibles (derecha). Resultados

obtenidos a partir de PCR cuantitativa relativa.
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5. Discusion

En este TFG se ha evaluado la resistencia a TOLCNDV de una colecciéon de entradas
de pepino. La mayoria de los genotipos fueron muy sensibles al virus tras la inoculacion
mecénica. La alta susceptibilidad observada a lo largo de la gran diversidad evaluada
de esta especie confirma que este virus representa una importante amenaza al cultivo
del pepino. De las 40 accesiones evaluadas de la coleccion nuclear del COMAV, 35
mostraron sintomas de moderados a severos y elevada carga viral a 30 dpi, solo cinco
accesiones (AN-C-125, CA-C-23, V-C-16, CA-C-22 y 2457) mostraron sintomas suaves,
lo que podria sugerir un cierto nivel de tolerancia. Curiosamente, de las 20 entradas
exéticas evaluadas, identificamos 5 genotipos, todos originarios de la India, que
mostraron sélo sintomas leves después de la inoculacion con ToLCNDV (CS18, CS19
y CS20) o que fueron totalmente asintomaticas (CS22 y CS23), por lo que pueden tener
un elevado nivel de resistencia. Esta resistencia podria estar relacionada con la
coevolucion del hospedador y el patdgeno en esta parte del mundo, como ha sucedido
ya con las resistencias encontradas anteriormente frente al TOLCNDV en accesiones
indias de melon (Lopez et al., 2015; Séez et al., 2017) y de calabaza (Saez et al., 2016)
y en el patosistema CGMMYV pepino (Crespo et al., 2018).

Diferentes cultivares pueden acumular diferentes cantidades de virus cuando se infectan
con TOLCNDV, y las plantas con carga viral restringida pueden ser consideradas como
fuentes potenciales de resistencia (Cech y Branisova 1976). En el caso de la coleccién
nuclear de pepino del COMAYV, de las 5 entradas que mostraron sintomas leves solo la
entrada 2457 fue analizada mediante qRT-PCR y la carga viral fue elevada, y
comparable a la del control susceptible BGHZ2360. Por el contrario, las 5 accesiones
silvestres de la India pueden ser potenciales fuentes de resistencia a TOLCNDV debido
a que, ademas de no desarrollar sintomas tras la inoculacién, permanecieron
practicamente libres de virus cuando se evaluaron mediante qRT-PCR, lo que
confirmaria su resistencia. Es importante destacar que los genotipos indios descritos
como tolerantes cruzan perfectamente con pepinos comerciales por lo que, tras la
caracterizacion de algunas de estas resistencias, podrian usarse para obtener

variedades de pepino resistentes.

Aungue no existe necesariamente una relacion directa entre sintomas y concentracion
viral (Crespo et al., 2018), la resistencia al TOLCNDV en pepino podria estar asociada
con diferencias en la concentracion de virus. De ahi que la evaluacion de la resistencia
deba incluir andlisis de sintomas y de carga viral (Cech y Branisova 1976). La baja

concentracion viral en el desarrollo de la infeccion indicaria que el mecanismo de
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resistencia al virus en estos genotipos puede estar relacionado con la prevencion de la
acumulacién viral, como limitacién de la replicacion o el movimiento (Lépez et al., 2015;
Saez et al.,, 2016; 2017). En el presente estudio hemos encontrado una relacion
significativa entre los sintomas y las concentraciones del virus. Por otra parte, algunas
plantas con sintomas muy leves mostraron cantidades significativas del virus, que
podrian aumentar la posibilidad de una mayor propagacion en los cultivos. En
solanaceas se ha observado que diferencias en la expresién de genes implicados en el
desencadenamiento de un silenciamiento postranscripcional, asi como la respuesta de
defensa del hospedante, determinaria el nivel de acumulacién del TOLCNDV vy el grado
de desarrollo de los sintomas (Kushwaha et al., 2015).

En este trabajo se ha puesto a punto también una RT-PCR en tiempo real para la
deteccidn rutinaria del TOLCNDV, que permite detectar bajas cantidades de ToLCNDV
lo puede ser de gran ayuda en la prevencion y control de la enfermedad causada por
este virus (Chen et al., 2008). La gRT-PCR desarrollada usa un control interno basado
en el gen de la actina para normalizar la cuantificacion de la secuencia viral (Saez et al.,
206, 2017), por lo que se podra utilizar en programas de mejora de pepino para estimar
las cantidades de TOLCNDYV en las plantas inoculados.
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6. Conclusiones

Las conclusiones que se pueden extraer de este trabajo son las siguientes:

1- La transmisién del TOLCNDV a las diferentes variedades de la especie Cucumis

sativus se ha realizado eficazmente mediante inoculacién mecanica.

2- A pesar de la gran diversidad fenotipica, todas las accesiones procedentes de la
coleccion nuclear de pepino del banco de germoplasma del COMAV han mostrado una
sintomatologia de moderada a severa, por lo que pueden ser consideradas como
susceptibles al TOLCNDV.

3- Las variedades de pepino de procedencia exoética han mostrado una respuesta
variable, pero se han identificado como fuentes de resistencia/tolerancia al TOLCNDV
las entradas precedentes de la India CS20, CS22 y CS23 puesto que fueron

asintomaticas o mostraron sintomas leves.

4- El virus es capaz de replicarse en las accesiones catalogadas como resistentes, pero

la acumulacion viral es muy inferior a la de las variedades susceptibles.

5- Las entradas asintoméaticas CS20, CS22 y CS23 seran utilizadas para generar
poblaciones segregantes en cruces con otras accesiones susceptibles de C. sativus,

gue permitan estudiar el control genético de la resistencia.
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Anexo 1

Tabla 1. Cycle threshold (Ct o ciclo umbral) obtenido mediante gPCR de cada planta

seleccionada. Se muestran tres repeticiones por cada planta y los valores para el

fragmento viral y el gen control. El valor Ct es inversamente proporcional a la cantidad

de ADN inicial.
Lugar Cadigo Ct New Lugar en Cédigo Ct
enplaca planta Delhi placa planta Actina
A2 C5181 27,15
H1 C5181 26,94
A2 C5181 26,96
B2 C5182 25,89
A5 C5182 25,64
B2 C5182 26,1
c2 C5183 26,64
BS C5183 26,29
C2 C3183 26,63
D2 C5184 279
c5 C5184 27,85
D2 C5184 28,05
E2 C5 185 25,78
D5 C5185 2571
E2 C3185 25,63
A3 C5192 27,49
A3 (5192 2746
ES C5192 27,56
B3 C5193 28,79
B3 5193 2883
F5 C5193 28,75
c3 C5195 28,74
C5195 15.62 c3 C5195 29
G5 C5195 28,9
D3 C5201 25,52
D3 (5201 2582
H5 C5201 25,19
E3 C5202 26,22
C5202 27.71 Ab Cs202 26,06
E3 5202 26,25
Ad C5203 25,19
5203 2517
B& C5203 25,2
B4 Cs204 27,12
B4  (S208 2736
CE C5204 27,27
4 C5205 25,49
¢ 5205 2546
] C5205 25,43
D4 C5221 26,72
D4 (5221 2656
E& 5221 26,51
E4 5222 27,07
B4 (522 2709
F& 5222 26,98
F4 5224 28,46
C5224 27.10 F4 Cs224 28,22
Gb C5224 28,18

s
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G2 5231 25,96
G2  cs281 259
B2 23-1 25,54
cz C523-2 29,19
D3 Cs32 292
G3 52312 29,04
G4 C5233 26,08
6 05233 2607
E3 23-3 26,15
F2 24571 26,1
2 571 2613
F2 2457-1 27,11
F3 24573 27,12
F3 24573 2705
G2 2457-3 27,46
F3 60-4 26,98
H2 604 265
H2 B0-4 26,45
H3 F41 26,54
H3 Fa1 2637
E2 Fa-1 26,83
Ha CAC 225 27,85
Ha  CAC225 2801
c3 CAC22-5 28,12




