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Geminiviruses constitute a family of non-enveloped viruses which possess single
stranded (ss) circular DNA genomes and they are transmitted by different insects
such as leafhoppers and, specially, whiteflies like Bemisia tabaci (Hanley-
Bowdoin et al., 2013; Jeske, 2009; Navas-Castillo et al., 2011). Geminivirus
cause billions of dollars economic losses around the world, affecting different
crops such as pepper, cassava or tomato, in warm and tropical climates
Shepherd 2010, Legg y Fauquet 2004). This family of viruses includes nine
genera, classified by insect vector, genome organization, host range and
nucleotide similarity. Begomovirus is the most studied genera, viruses of this
family are transmitted by whiteflies and could be divided in monopartite (a
genome of one molecule) or bipartite (a genome of two molecules). Begomovirus
family includes some of the most widespread virus species, such as Tomato
yellow leaf curl virus (TYLCV) (Zerbini et al., Varsani et al., 2017). TYLCV has
colonized different crops in countries around the world, and is the main causal
agent of Tomato yellow leaf curl disease (TYLCD), one of the most devastating
plant diseases in tomato (Cohen & Antignus, 2011; Garcia-Arenal & Zerbini,
2019).

In the field, geminivirus infection is started when an insect, used by the virus as
vector, feeds on the phloem of a host plant. Then, the virions are transmitted and
infect the host; the ssDNA is uncoated and the CS strand is synthetised. In the
nucleus, the double strand (ds) DNA will be replicated by host polymerases by
two different mechanisms: rolling circle replication (RCR) and recombination-
dependent replication (RDR), allowing the synthesis of nhew ssDNA molecules
which will be encapsulated and transported to other host cells or the saliva glands
of a new vector insect (Hanley-Bowdoin et al., 2013; Jeske et al., 2001).

The dsDNA molecule also serves as template for the polymerase Il of the host,
allowing the transcription of viral genes Rep, C2, C3, C4, CP and V2 (Borah et
al, 2016). The protein Rep is the protein which initiates the replication (Fondong
et al, 2013), C2 has been associated with late viral gene expression and gene
silencing suppression (Trink et al, 2020; Guerrero et al., 2020), C4 is a small and
versatile protein with two cellular localizations (plasma membrane and
chloroplast) due to a myristoilation site in its N-terminal sequence (Rosas-Diaz et
al., 2018). C4 has been associated with symptoms development, gene silencing
suppression and DNA transport (Mei et al., 2018a; Rosas-Diaz et al., 2018; Luna
& Lozano-Duran, 2020). CP is the capside protein, which conforms the capsid of
the virions. CP has the ability of bind to DNA and it has an active role in virion
transport (Liu et al., 1997; Noris et al., 1998). V2 is the main gene silencing
suppressor protein of geminivirus (Luna et al., 2017, 2020) and is also related to
cell-to-cell and long distances DNA transport (Boulton et al., 1989, 1993;
Mullineaux et al., 1988; Watrtig et al., 1997). Finally, in bipartite begomovirus the



protein NSP is related to cellular trafficking, suppression of plant defence allowing
systemic infection (Fontes et al., 2004; Martins et al., 2020).

Recently, an increase number of studies have discovered that begomovirus
genomes could present small DNA molecules associated. These molecules are
divided into three types: alphasatellites, betasatellites and deltasatellites (Briddon
et al., 2003b; Briddon et al., 2004; Lozano et al., 2016). Alphasatelites depend of
its viral host for movement and insect transmission, but they encode their own
Rep protein, and for this reason alphasatellites have an autonomous replication
in plant cells (Mansoor et al., 1999; Saunders y Stanley, 1999). Betasatellites
encode for one protein (3C1) related to gene silencing suppression and symptom
development and it depends on helper begomovirues for movement and
replication (Zhou, 2013). Deltasatellites are small size non-coding DNA
molecules, which are completely dependent on their helper virus (Fiallo-Olivé et
al., 2016).

Due to the fact that geminiviruses are obligated parasites, they depend on the
molecular machinery of the host to replicate and transmit. The plants have
evolved to develop different strategies to defend against this virus; one of the
most important defence mechanisms is gene silencing, which block the
expression of viral genes (Bologna y Voinnet, 2014; Castel y Martienssen, 2013;
Wang et al. 2012). We can divide gene silencing in two types: transcriptional gene
silencing (TGS) and posttranscriptional gene silencing (PTGS) (Bologna &
Voinnet, 2014). But, in this “arm race”, geminivirus have created proteins with
gene silencing suppression activity, allowing the infection. For this reason,
begomovirus and their satellites posses proteins such as C2, C4, V2 and BC1
which supress PTGS and proteins such as Rep, C2, V2 and BC1 that also
supress TGS (Hanley-Bowdoin et al., 2013; Raja et al., 2010; Teixeira et al.,
2021).

In field conditions, plants develop responses to biotic stresses such as viral
infections, but they are also exposed to abiotic stresses. For this reason, plants
have developed a wide range of mechanisms to respond stresses, for example
drought, salinity or high temperatures.

In this way, the most known response to drought stress in plants is the abscisic
acid (ABA)-dependent response, which implies, throughout the synthesis,
activation and transport of ABA, stomata closing to limit the water loss caused by
transpiration, osmoprotectants accumulation and changes in plant physiology to
increase water accumulation and avoid transpiration (Hossain et al., 2016).

Salt stress is another abiotic stress, common in areas close to the seas and
oceans. In plants, there are two principal pathways involved in salt stress
response; the Salt Overly Sensitive (SOS) response and the ethylene mediated
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response. On the one hand, the effects of SOS response imply cellular ion
channels closing and the activation of different ion exchangers which expulse Na*
and CI ions to the apoplast and the vacuoles. On the other hand, the ethylene
mediated response triggers the osmoprotectants synthesis and the activation of
proteins which act as Reactive Oxygen Species (ROS) scavengers (Tao et al.,
2015; Kukreja et al., 2005; Cheng & Lin, 2013).

Heat stress is one of the most common abiotic stresses in field. Plants have
developed a complex network of interactors that are activated by an impulse of
Ca*?in the cell, triggering the activation of HEAT SHOCK PROTEINS (HSP), with
different functions such as conserving the protein native structure, stabilizing the
plasma membrane or activating physiological changes (Finka et al, 2012; Kotak
et al., 2007; Mittler et al., 2012; Wang et al., 2016; Ohama et al., 2017; Yoshida
etal., 2011).

Since plants respond to both, abiotic and biotic stresses in field, they are
subjected to the interactions among both stresses. It has been demonstrated that
there are difficulties to predict the outputs of these interactions due to the fact that
they are dependent on plant species, the pathogen, the type of abiotic stress and
the intensity of the abiotic stress. In fact, it has been reported that some viruses
improve their accumulation in abiotic stress conditions whereas other viruses can
benefit their hosts during abiotic stress episodes (Makarova et al., 2018;
Velazquez et al., 2010; Gharsallah et al, 2020, Moldakimova et al., 2012; Bergés
et al, 2018).

Due to the fact that there is a rising number of evidences which suggest that, in
a climate change context, there will be an increase in temperature, drought
episodes and salted soil areas, all these changes will certainly affect plant viruses
spread, transmission and infection (Prasch & Sonnewald, 2013; Aguilar et al.,
2017).

TYLCV is the only begomovirus which is ubiquitous and future changes in drought
episodes, soil salinity and temperature could change the interactions between
TYLCV and its hosts, including crops with high economical value such as tomato.
For this reason, it is a key feature to understand how abiotic stresses affect the
TYLCV- plant pathosystem.

The main goal of this thesis is to study the interactions between TYLCV and the
abiotic stresses of drought (chapter 1), salinity (chapter 2) and heat (chapter 3)
in two species of the Solanaceae family, Nicotiana benthamiana and tomato.

We started studying the interactions between TYLCV infection and drought
(chapter 1). Drought causes important decreases in crop yield, producing a
negative impact in plant physiology, growth and reproduction (Khan et al., 2018).
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For this reason, in a context of climate change, it is essential to study the
mechanisms that produce tolerance to dehydration stress in order to obtain crops
which can tolerate future drought episodes.

Plants have adopted a wide range of strategies to fight against the negative
effects of drought, including optimization of the root system to increase water
uptake, closing stomata, reducing transpiration, accumulating osmoprotectants,
or producing ABA (Fang & Xiong, 2015).

A growing number of studies suggest that viral infections can result in an
improved plant tolerance to abiotic stresses, therefore the identification of the
molecular mechanisms which cause these effects, could imply the development
of new strategies to generate stress-resistant crops (Xu et al., 2008; Westwood
et al., 2013; Aguilar et al., 2017).

In order to characterize the interaction between drought stress and geminivirus
infection in its natural host, Solanum lycopersicum (tomato), as well as in the
model plant of the Solanaceae family, N. benthamiana, we performed two
different experimental approaches. First, we determined the effect of drought
stress on the plant-virus interaction by applying a drought treatment in the early
stages of viral infection (5 days post-infection, dpi). Second, we studied the effect
that viral infection has on the plant-drought stress interaction by applying a
drought treatment in plants with an established infection (21 dpi).

With the aim of determining the effect of drought stress on the plant-virus
interaction, we used the following experimental method. 3-week-old N.
benthamiana and tomato plants (12 plants of each species) were agroinoculated
with an infective TYLCV clone (day 0) or with a binary vector without virus
(pGWB501) as negative control (mock). Half of these plants began to undergo a
drought treatment at 5 dpi that consisted in the suppression of irrigation for three
days to keep the substrate of all plants dry. Since 8 dpi, 5 ml of water were added
daily to each plant, both infected and mock. Thus, the mock plants received the
same water treatment as the infected plants, dividing at 5 dpi into a group of 6
plants under drought treatment and into a group of 6 plants under control
treatment. To characterize the infection in each group of plants, their
physiological status was evaluated by measuring: (i) the intensity of the drought
symptoms every two days and (ii) the amount of virus in the apical leaves at 14
and 21 dpi. For each experiment, three biological replicates were performed using
twenty-four plants in each of the replicates (six per condition).

In order to analyze the effect of the viral infection in drougth tolerance, a value
was assigned to each plant throughout the experiment according to the intensity
of the symptoms due to drought stress. Both mock and infected plants showed
intense drought stress phenotypes at 21 dpi: fallen leaves, lack of turgor in the
leaves, wilting and less growth than their respective controls, with conventional
water treatment. The analysis of the symptoms of drought stress did not show
significant differences in the appearance, nor in their intensity, between the plants
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infected with TYLCV and the mock plants. In the three replicates, all the plants
showed drought symptoms at 21 dpi; the intensity of the drought symptoms were
similar among the plants of the same replica. On the opposite, the plants under
control treatment (without drought stress) maintained the turgor of their leaves,
as well as an intense green color throughout the duration of the experiment,
showing the plants infected with TYLCV a smaller size than the mock plants
under control treatment.

In order to analyze the effect of drought stress on viral accumulation, the relative
amount of TYLCV was measured by gPCR, from apical tissue at 14 and 21 dpi.
The amount of viral DNA at 21 dpi was significantly lower in plants subjected to
drought stress than in those cultivated under control treatment.

After studying the effect of drought on TYLCYV infection in N. benthamiana, we
studied the effect of drought on TYLCV infection in tomato. Tomato plants
showed evident symptoms of drought stress at approximately 10 dpi that
increased until 21 dpi, showing both the mock group and the TYLCV-infected
plants fallen leaves, lack of turgor in the leaves, wilting and less growth than their
respective controls (without water stress). Like in N. benthamiana, the analysis
of drought stress symptoms did not show significant differences in the
appearance, nor in their intensity, between TYLCV-infected tomato plants and
mock plants. In the three replicates, all the plants showed symptoms of drought
stress at 21 dpi.

In the same way as in N. benthamiana plants, the amount of TYLCV DNA
detected at 21 dpi is significantly lower in tomato plants grown under drought
stress than in those grown under control treatment. In fact, there is a statistically
significant difference in viral accumulation at 21 dpi in two of the three biological
replicates performed. Our data suggest that, in tomato and N. benthamiana
plants, episodes of drought stress affect the plant-geminivirus interaction,
reducing the accumulation of viral DNA.

In order to study if TYLCV infection can affect drought stress response in tomato
and N. benthamiana, we agroinoculated tomato and N. benthamiana plants with
the TYLCV infective clone or the vector pGWB501. We subjected half of the
infected and uninfected plants (mock) of each species to a drought treatment at
21 dpi. Irrigation was interrupted for 3 days to remove any remaining moisture
from the substrate, after which, at 24 dpi, each plant was watered daily with 5 ml
of water. The other half of the plants, infected and uninfected, had abundant
irrigation and they represent the control group of the experiments. For each
experiment, three biological replicates were performed using twenty-four plants
in each of the replicates (six per condition).

Surprisingly, TYLCV-infected plants from both species, wilted more slowly after
the drought treatment and displayed milder drought-related symptoms,
suggesting that the presence of TYLCV promotes drought tolerance.
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In order to find out whether one of the virus-encoded proteins is enough to confer
the observed enhanced drought response, we subjected transgenic Arabidopsis
thaliana lines, which constitutively express the viral genes (C2, C3, C4, V2 and
CP) from a 35S promoter, to drought treatment and evaluated their performance.
Constitutive expression of Rep renders plants non-viable; hence, this protein was
not included in this study. Drought did not affect expression of the transgenes.
Among the viral proteins tested, only C4 had an impact on the tolerance of A.
thaliana to drought: 35S:C4 transgenic plants stayed green and turgid after water
deprivation, while transgenic plants expressing other viral proteins or control
plants wilted and eventually died.

C4 localizes both at the plasma membrane and in chloroplasts. Given this double
subcellular localization pattern, we wondered whether C4 is promoting drought
tolerance through its specific activity at one of these two locations. In order to
answer this question, we tested the drought tolerance of transgenic A. thaliana
plants expressing a mutated C4 version, C4g2a, Which accumulates exclusively
in chloroplasts. Despite showing transgene expression levels similar to those
observed in 35S:C4 plants, 35S:C4coa plants displayed sensitivity to drought
comparable to that of wildtype plants, indicating that chloroplastic C4 is not
enough to confer drought tolerance and suggesting that its plasma membrane
localization is required for this effect.

Transgenic expression of C4 in Arabidopsis has been recently shown to interfere
with xylem patterning in the root. With the purpose to determine whether the effect
of C4 on drought tolerance could be uncoupled from its impact on xylem
patterning, we evaluated the drought tolerance of SCR:C4 transgenic A. thaliana
plants, which express C4 under the endodermis-specific SCARECROW (SCR)
promoter. SCR:C4 plants do not show the same phenotype to those observed in
35S:C4 plants, but display similar xylem patterning defects. SCR:C4 plants did
not show enhanced drought response, which indicates that the effects of C4 on
xylem patterning and drought tolerance are independent. In fact, the results
suggested that drought stress tolerance induced by C4 requires the expression
of C4 outside of the SCR expression domain.

Since ABA is the main hormone regulating drought responses in plants, we
decided to assess the effect of C4 on ABA accumulation and responses by (i)
quantifying ABA accumulation in wild-type, 35S:C4 and 35S:C4g2a plants (ii)
measuring the expression of ABA-responsive genes in basal and drought
conditions in 35S:GFP and 35S:C4 plants and (iii) evaluating the ability of 35S:C4
and 35S:C4c2a plants to respond to exogenously applied ABA, compared with
the wild-type control. Interestingly, C4-expressing plants did not differ from wild-
type plants in any of the readouts measured. Taken together, our results indicate
that C4 does not significantly affect the ABA pathway and therefore must be
promoting drought tolerance in an ABA-independent manner.
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Although others studies suggest that virus could improve plant drought stress
crops (Xu et al., 2008; Westwood et al., 2013; Aguilar et al., 2017), the current
data suggest that this improvement is caused by an ABA-dependent manner,
suggesting that TYLCV modulates the response of the plant interacting with a
yet-unknown mechanism.

After having studied the interactions between TYLCV infection and drought
stress, we carried on studying the effects of TYLCV infection and salt stress
interactions in N. benthamiana and tomato (chapter 2).

Recent predictions indicate that global temperature and episodes of drought will
increase due to climate change. In this scenario, different studies indicate that
the salinity of soils will increase during the next decades, affecting the productivity
of many crops. Although there are numerous data about the responses of plants
to salt stress or viral infections separately, the information about the effect of salt
stress and infections, at the same time, is very limited. Moreover, these studies
show different results. For example, in N. benthamiana plants infected with
Eggplant mottled crinkle virus (EMCV), a drastic reduction in viral accumulation
has been observed (Moldakimova et al., 2012). On the other hand, pea plants cv.
BRS-Maratoa, resistant to Cowpea severe mosaic virus (CPSMV), show a higher
viral accumulation of CPSMV when they are subjected to salinity stress prior to
viral infection (24 hours). Furthermore, after 6 days of salinity treatment (dps), the
infected plants under salinity stress showed a lower dry weight of roots and
leaves than that observed in both uninfected plants under salinity treatment and
in infected plants under control conditions. However, when salinity stress is
applied simultaneously with infection, no further viral accumulation occurs. When
both stresses are applied simultaneously, a reduction in the dry weight of roots
and leaves is not observed at 6 dps, compared to uninfected plants and under
salinity treatment, although there is a decrease in weight compared to infected
plants under treatment control (Varela et al., 2019). There is a research carried
out by Gharsallah and collaborators in which they studied the interactions
between viral infections and salinity stress in plants resistant to the pathogen. In
this study they used two tomato cultivars: tomato plants cv. Mouna HF1, sensitive
both to salinity stress and to Tomato yellow leaf curl sardinia virus (TYLCSV),
and tomato plants cv. San Miguel, resistant to both salinity stress and TYLCSV.
When the authors quantified the amount of virus, it was observed that, regardless
of the cultivar, the plants under salinity stress treatment presented a greater
accumulation of viral DNA than the infected plants under control treatment
(Gharsallah et al., 2020).

In order to study the effect of saline stress on the infection of the TYLCV
geminivirus in the model plant N. benthamiana, we agroinoculated N.
benthamiana plants with TYLCV and in very early stages of the infection, the
plants were subjected to salt stress. 3-week-old N. benthamiana (12 plants) were
inoculated with a TYLCYV infective clone (day 0) or with a binary vector without
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virus (pGWB501) as a negative control (mock). Half of these plants started a
salinity treatment at 9 dpi (figure 2.1A). The salinity treatment consisted of
supplementation of the irrigation with NaCl. It was started by applying 50 ml of
water supplemented with NaCl at 0.8M, increasing the saline concentration twice
every two days until it stabilized at a NaCl concentration of 2M at 12 dpi, a
concentration that would remain until 21 dpi. Thus, the mock plants received the
same water treatment as the infected plants, dividing them at 9 dpi into a group
of 6 plants under salinity treatment (NaCl) and a group of 6 plants under control
treatment (H20, without salt stress). Control plants received the same volume of
water without NaCl as plants under salt stress. To characterize the infection in
each group of plants, their physiological state was evaluated by quantifying: (i)
the intensity of the salt stress symptoms every two days, (ii) the growth of the
plants, measuring the height of each plant from the neck of root to apex at 14 and
21 dpi, (iii) the amount of virus in the apical leaves at 14 and 21 dpi, and (iv) the
efficiency of photosystem Il (PSIl) at 14 and 21 dpi. For each experiment, three
biological replicates were performed using twenty-four plants in each of the
replicates.

No significant differences were observed in the severity of the symptoms of
salinity stress between the infected and the mock plants under treatment by
saline stress; both infected plants and mock plants showed symptoms of salt
stress with the same intensity at 21 dpi. While the control plants maintained the
turgor of their tissues and an intense green color, all the plants under saline stress
treatment (infected and mock) lost turgor.

Since salinity stress affects photosynthetic efficiency (Arif et al., 2020), a non-
destructive method that allows to quantify plant stress under salinity conditions is
the measurement of photosystem Il (PSlI) efficiency. Both, plants with mock-NaCl
and TYLCV-NaCl, showed a decrease in PSII efficiency at 21 dpi, compared to
the mock-control and TYLCV-control plants respectively. However, no significant
and consistent differences were detected between mock and infected plants.
Therefore, our data suggest that all plants under salt stress treatment were
homogenously stressed.

Growth analysis showed a differential effect of salt stress compared to the control
treatment; plants under saline stress showed less growth than control plants. The
effect of salt stress was similar in mock and infected plants; plants under salinity
stress presented a similar growth, regardless of whether they belong to the group
of infected or mock plants.

Finally, the viral load of the infected N. benthamiana plants was analyzed. The
amount of virus detected during the infection of N. benthamiana plants did not
show statistically significant changes between plants under salinity stress
treatment and control plants at 14 dpi. However, the amount viral DNA was
significantly lower in salt stress plant group than in control plants group at 21 dpi.
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To continue our research, we studied the effect of salt stress on the infection of
the TYLCV in tomato. We followed an approach similar to the one used in N.
benthamiana; we agroinoculate tomato plants with TYLCV, subjecting the plants
to salt stress in the early stages of infection. 3-week-old tomato plants (12 plants)
were agroinoculated with an infective TYLCYV clone (day 0) or with a binary vector
without virus (pGWB501) as a negative control (mock). Half of these plants began
to undergo a salinity treatment at 9 dpi. The salinity treatment consisted of the
supplementation of NaCl at irrigation, in the same way as it was done in N.
benthamiana. The salt stress treatment was started by applying 50 ml of water
supplemented with NaCl at 0.8M, increasing the saline concentration twice every
two days until it stabilized at a NaCl concentration of 2M at 12 dpi, a concentration
which would be maintained until 21 dpi. In this way, the mock plants received the
same water treatment as the infected plants, dividing at 9 dpi into a group of 6
plants under salinity treatment (NaCl) and in a group of 6 plants under control
treatment (H20, without stress saline). Control plants received the same volume
of water without NaCl as plants under salt stress. To characterize the infection in
each group of tomato plants, their physiological status was evaluated by
measuring: (i) the growth of the plants, for this the height of each plant from root
neck to apex at 14 and 21 dpi, (ii) the amount of virus in the apical leaves at 14
and 21 dpi and (iii) the efficiency of the PSII at 14 and 21 dpi.

No significant differences were observed in the severity of the salinity stress
phenotype between infected tomato plants and mock plants under saline stress
treatment; both infected and mock plants showed symptoms of salt stress with
the same intensity at 21 dpi. While the control plants (infected and mock)
maintained the turgor of their tissues and an intense green color at the end of the
experiment, all plants under salt stress treatment (infected and mock) lost turgor,
their leaves turned yellow and they lost the ability to stand upright.

To evaluate the stress of the plant, the efficiency of the PSIl was analyzed. We
observed a dramatic decrease in the efficiency of the PSII at 21 dpi in the mock-
NaCl and TYLCV-NacCl plants compared to the mock-control and TYLCV-control
plants. No consistent differences in PSII efficiency were observed between mock
plants and plants infected with TYLCV under saline stress treatment. This result
suggested that all tomato plants under salt stress treatment were exposed to a
similar salt stress intensity.

The growth data analysis showed that infected tomato plants under control
conditions, developed a greater growth than plants under salinity stress. The
effect of salt stress was similar in mock and TYLCV infected plants. The same as
in N. benthamiana plants, tomato plants under salinity stress showed lower
growth, regardless of whether they belong to the group of infected plants or mock
plants, confirming that salinity stress masked TYLCV growth inhibition.

15



Finally, the viral load of the infected tomato plants was analyzed. The effect of
salinity on viral load during tomato infection was similar to that observed in
infection in N. benthamiana, we observed a drastic decrease in viral accumulation
at 21 dpi in salt stressed tomato plants, in comparison with plants under control
treatment. These results suggested a negative effect of salinity stress on TYLCV
infection in tomato plants and N. benthamiana plants.

The experimental design followed to study the effect of TYLCV infection on the
response to saline stress in N. benthamiana is similar to previous experiments.
We agroinoculated N. benthamiana plants with TYLCV and, in late stages of
infection, the plants were subjected to salt stress. 3-week-old N. benthamiana
plants (12 plants) were agroinoculated with a TYLCYV infective clone (day 0) or
with a binary virus-free vector (pGWB501) as a negative control (mock). Half of
these plants started the salinity treatment at 15 dpi. The salinity treatment
consisted of the supplementation of NaCl in irrigation. The salinity stress
treatment was started by applying 50 ml of water supplemented with NaCl at
0.8M, gradually increasing the saline concentration to 1.6M (17 dpi) and 2M (20
dpi). From 21 dpi, the NaCl concentration was maintained at 2M until 28 dpi
(Figure 2.11B). Mock plants received the same water treatment as the infected
plants, dividing at 15 dpi into a group of 6 plants under salinity treatment (NaCl)
and in a group of 6 plants under control treatment (H20, without salt stress).
Control plants received the same volume of water without NaCl as plants under
salt stress. To characterize the response to salinity stress in each group of plants,
their physiological state was evaluated by measuring: (i) the growth of the plants,
measuring the height of each plant from the root neck to the apex at 21 and 28
dpi, (i) the amount of virus in the apical leaves at 21 and 28 dpi and (iii) the
efficiency of the PSII at 21 and 28 dpi.

Surprisingly, plants infected under salinity treatment developed less intense
salinity stress symptoms than mock plants. While the control plants (infected and
mock) maintained the turgor of their tissues and an intense green color at the end
of the experiment, the mock plants under salt stress treatment lost turgor, their
leaves turned yellow and they showed an intense curling of their leaves.
However, the infected plants under salinity treatment presented these symptoms
to a lesser extent, their leaves maintaining a greater turgor and a more intense
green color. These results were maintained in two of the three replicates,
suggesting that TYLCV infection conferred greater tolerance to salinity.

The growth analysis showed, in general, a differential effect of saline stress
compared to the control treatment; plants under saline stress showed less growth
than control plants. It should be noted that plants under salinity stress presented
a similar growth, regardless of whether they belong to the group of infected plants
or mock plants.
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Then, we decided to study the amount of virus in control and salt stressed plants.
All plants showed significant amounts of viral DNA and typical symptoms of
TYLCV infection. In all the three replicates and both at 21 dpi and 28 dpi there
was a tendency showing less virus in the salt treated plants than in the control
ones. This reduction in viral amount was statistically significant in R-I at 28 °C
and in R-1ll at 21 °C.

Finally, we observed the efficiency of PSIl. The same that in previous
experiments, salt stressed plants showed a decrease in PSII efficiency (mock
and infected) in comparison with control plants. These results suggested that, if
TYLCV infection confers salt stress tolerance, the effect of this tolerance is non-
related to PSII efficiency nor growth.

After studying the effect of TYLCV infection in salt stress response in N.
benthamiana, we decided to study his interaction in tomato. We performed a
similar approach to that used in N. benthamiana. We agroinoculate tomato plants
with TYLCV, subjecting the plants to salinity stress in late stages of infection. The
3-week-old tomato plants (12 plants) were agroinoculated with an infective
TYLCV clone (day 0) or with a binary vector without virus (pGWB501) as a
negative control (mock). Half of these plants started a salt stress treatment at 15
dpi (figure 2.16A). The salt stress treatment consisted of the supplementation of
the irrigation with NaCl. It was started by applying 50 ml of water supplemented
with NaCl at 0.8M, gradually increasing the saline concentration to 1.6M (17 dpi),
2M (20 dpi) and 4M (21 dpi), a concentration that would be maintained until 28
dpi. Mock plants received the same water treatment as the infected plants,
dividing at 9 dpi into a group of 6 plants under salinity treatment (NaCl) and in a
group of 6 plants under control treatment (H20, without stress saline). Control
plants received the same volume of water without NaCl the same as plants under
salt stress. To characterize the infection in each group of plants, their
physiological state was evaluated by measuring: (i) the growth of the plants,
measuring the height of each plant from the root neck to the apex at 21 and 28
dpi, (i) the amount of virus in the apical leaves at 21 and 28 dpi and (iii) the
efficiency of photosystem Il (PSII) at 21 and 28 dpi.

No significant differences were observed in the severity of the symptoms of salt
stress between the infected plants and the mock plants under treatment by saline
stress; both infected plants and mock plants, showed intense symptoms of
salinity stress at 28 dpi. While the control plants (infected and mock) maintained
the turgor of their tissues and an intense green color at the end of the experiment,
all the plants under salt stress treatment (infected and mock) lost turgor, their
leaves turned yellow and they lost the ability to stand upright, independent of they
were in the mock or infected plant group.

The growth analysis also showed a clear effect of salinity stress compared to the
control treatment. Salt stressed plants showed a decrease in growth compared
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with control plants. Both, mock and TYLCYV infected plants, presented an intense
decrease of growth or a complete inhibition of growth in comparison with their
respective plant groups control.

The effect of salinity on viral load during tomato infection is similar to that
observed in infection in N. benthamiana; all though we did not observe an effect
of salt treatment in viral accumulation at 21 dpi, a tendency was observed at 28
°C, with one of the replicates having a statistically significant reduction in tomato
plants under salt stress treatment compared to control plants.

Finally, the efficiency of the PSII of the plants was studied in order to evaluate
the degree of stress to which they were subjected. As in N. benthamiana, the
mock-NaCl and TYLCV-NaCl tomato plants showed a decrease in PSII compared
to the mock-control and TYLCV-control plants. Similarly, no statistically
significant differences were found in the efficiency of PSII between infected plants
and mock plants.

Taken together, our results indicate that, meanwhile in N. benthamiana, TYLCV
infection could improve plant salt stress tolerance, in tomato TYLCV do not confer
any improvement in plant salt stress response. Moreover, the effect of salt stress
is different depending on the stage of the infection; salt stress episodes cause an
strong inhibition of TYLCV accumulation at early stages of the infection (9 dpi),
with no effect or a milder effect on viral load in later stages (15 dpi) of the infection.

In order to complete an analysis of principal abiotic-biotic stresses interactions in
the TYLCV pathosystem during a context of climate change, we decide to study
the interactions between heat stress and TYLCV infection (chapter 3). As we
have mentioned before, current predictions suggest a future increase in global
temperature (IPCC, 2019); for this reason, it is of vital importance for global food
security to know the interactions between high temperature stress and viral
infections in crops. Previous studies indicate that high temperature stress could
cause changes in different viral species, modifying their ability to establish
infections and to spread the disease among crops (Anfoka et al., 2016; Chung et
al., 2016; Déader, et al., 2016; del Toro et al., 2019).

In fact, current studies have presented different results about how heat stress
impacts in virus infection by showing a diverse of effects depending of the virus
and the intensity and duration of the high temperature stress treatment (Aguilar
et al., 2015; Chung et al., 2016; Makarova et al., 2018; Zhou et al., 2016).

Although its main host is tomato, TYLCV infects other horticultural crops such as
pepper or cassava, and model plants such as N. benthamiana or A. thaliana.
Therefore, TYLCV is an excellent model to study how heat stress modulates
virus-plant interaction. The effect of temperature on TYLCV infection in tomato
has been the subject of a previous study carried out by Anfoka and collaborators
(Anfoka et al., 2016). In the study they compared the infection of two lines
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(susceptible and resistant to TYLCV) of plants infected with TYLCV by Bemisia
tabaci, grown under two temperature conditions: (1) 22—-25°C / 18-20°C, day /
night and (2) 40-45°C / 20-25°C, day / night. The results indicate that the plants
of the two lines (resistant and susceptible) grown at the higher temperature
accumulated a greater amount of virus.

With the aim of studying the effect of high temperature stress on TYLCYV infection
in tomato we used the following experimental method. As the optimal growth
temperature is higher than N. benthamiana, we carried out the experiments to
determine the effect of temperature on TYLCV infection at two temperatures,
24°C (control) and 35°C.

Seedlings of three-to-four-week grown at 24°C under long day conditions (16
hour of light/ 8 hours of darkness) were infiltrated in the axillary buds with a culture
of A tumefaciens containing an infective clone of TYLCV or the binary vector
without virus (pBINX', mock). Then, all the plants (sixty) were kept for three days
at 24°C, allowing the transfer of the A. tumefaciens T-DNA to be carried out in all
the plants at the same temperature. On the third day post-inoculation (dpi), each
group of plants agroinoculated with TYLCV or pBINX' (mock), were subdivided
into two groups: a group which was subjected to a heat stress treatment that was
applied increasing the temperature at a rate of 4°C per day until reaching 35°C
and other group that was kept at 24°C (control). To avoid differences due to
possible water stress, a controlled irrigation was carried out, in order to maintain
a homogeneous distribution of water in all the plants. The plants were kept under
these conditions for four weeks after infection.

To characterize the infection in each group of plants, growth was evaluated by
measuring: (i) the intensity of the symptoms every two days, (ii) the amount of
virus in the apical leaves at 14, 21 and 28 dpi and (iii) the height of each plant
from the root neck to the apex and the number of new leaves developed at 28 dpi
from the point of agroinfiltration. For each experiment, three biological replicates
were performed using approximately sixty plants in each of the replicates (fifteen
per condition).

Although no significant changes were detected in the development of symptoms,
the amount of virus that accumulates at 21 and 28 dpi was significantly higher in
tomato plants grown at 35°C than in plants cultivated at 24°C. Interestingly the
difference in virus DNA accumulation was not reflected in differences in intensity
and/or symptoms emergency shown by plants grown at both temperatures.

The analysis of the growth of the tomato plants and the number of new leaves
shows a differential behavior according to the temperature tested. Non-infected
mock plants grown at 24°C show a higher growth than plants cultivated at 35°C.
When the number of new leaves formed from the point of agroinfiltration is
analyzed, in mock plants an effect similar to that which occurs with stem growth
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is observed: at 35°C, there is a slight decrease in the number of new leaves
compared to the control at 24°C. In general, infected plants grown at 35°C show
lower stem growth than infected plants grown at 24°C. Moreover, TYLCYV infected
plants have a less growth than mock plants at the corresponding temperature.
Thus, virus accumulation in plants at 28 dpi correlates with a decrease in growth
at 35°C. In other words, there is a negative effect on the size of the plant caused
from the infection by TYLCV, which is additive to the effect of the temperature at
35°C. We also observed that the effect of the infection on the number of new
leaves is also negative.

Next, we decided to study the effect of temperature on the TYLCV infection in N.
benthamiana. In each replicate, sixty three-to-four week old plants grown at 21
°C under long day conditions (16 hours light/8 hours dark) were infiltrated into the
axillary buds with a culture of A. tumefaciens containing an infective clone of
TYLCV or the binary vector without virus (pBINX', mock). Then, all the plants
were kept for three days at 21°C so that the transfer of the A. tumefaciens T-DNA
was carried out in all the plants at the same temperature. At 3 dpi, each group of
plants agroinoculated with TYLCV or pBINX' (mock), were subdivided into two
groups, a group to which a heat stress treatment was applied increasing the
temperature at a rate of 4°C per day until reaching 28°C or 35°C and another
group that was kept at 21°C. To avoid differences due to possible water stress
that the plants subjected to high temperatures could suffer, a controlled irrigation
was carried out, in order to maintain a homogeneous distribution of water in all
the plants. The plants were kept under these conditions for four weeks after
infection.

To characterize the infection in each group of plants, growth was evaluated by
measuring: (i) the intensity of the symptoms every two days, (ii) the amount of
virus in the apical leaves at 14, 21 and 28 dpi and (iii) the height of each plant
from the root neck to the apex and the number of new leaves developed at 28 dpi
from the point of agroinfiltration. For each experiment, three biological replicates
were performed using approximately sixty plants in each of the replicates (fifteen
per condition). The results of each replica are displayed independently.

The analysis of the symptoms does not show significant differences in the
appearance, nor in their intensity, between the plants grown at 21°C and those
grown at 28°C. However, in plants grown at 35°C a significant reduction in the
intensity of the symptoms was detected. Although the symptoms appear at the
same time (10 dpi) in the two temperatures (21°C and 35°C), the symptoms
intensify in plants grown at 21°C until reaching the maximum values used in the
scale, while in plants cultivated at 35°C the increase in the intensity of the
symptoms is lower and does not reach the maximum level of symptom intensity
in any case.
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The amount of virus accumulated in infected plants shows a significant correlation
with the intensity of the symptoms. The temporal dynamics of virus accumulation
differ between 21°C and 28°C. At 21°C an increase in viral DNA accumulation is
detected during early steps of infection, reaching the maximum at the last point
analyzed (28 dpi). On the opposite, it is observed that in plants kept at 28°C, the
maximum accumulation of virus DNA occurs at 21 dpi instead of 28 dpi. Thus, at
21 dpi the viral load in plants grown at 28°C tends to be higher than in plants
grown at 21°C which indicates a positive effect of the increase in temperature on
the virus propagation capacity, similar to that observed in tomato plants. The
comparison in the amount of virus between plants grown at 21°C and 35°C
correlates with the difference observed in the intensity of symptoms: plants
infected and grown at 35°C have fewer symptoms and less quantity of virus than
plants infected and kept at 21°C.

The analysis of the growth of the plant and the number of new leaves shows a
differential behavior in the mock plants at the two temperatures tested, 28°C and
35°C. Uninfected plants grown at 28°C have a higher mean increase in height
than those grown at 21°C. Interestingly, uninfected plants grown at 35°C do not
show significant differences in stem growth with those cultivated at 21°C.
However, we do not observe this effect in infected plants. Infected plants at 28
°C, 35°C and 21 °C show a similar growth (we observed differences only in one
replicate)

When the results of the number of new leaves developed from the point of
agroinfiltration in mock plants are analyzed, an effect similar to that which occurs
with stem growth is observed: at 28°C, there is a significant increase in the
number of new leaves formed compared with the control at 21°C, and the plants
grown at 35°C. Interestingly, we observe a significative increase of new leaves in
infected plants at 28°C in comparison with infected plants at 21°C. Infected plants
at 35°C show a trend to develop more new leaves than infected plants at 21°C,
but this difference was significative only in one replicate.

These results suggest that the moderate increase (28°C) in temperature in N.
benthamiana causes a positive effect on the spread of the virus, similar to the
results obtained in tomato plants, but a greater temperature increase (35°C)
triggers the inhibition of the development of infection with no effect in the
phenotype of the plant.
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Introduccion general
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1. Geminivirus
1.1. Familia Geminiviridae: importancia agronémica y taxonomia

Los Geminivirus (familia Geminiviridae) constituyen una familia de virus sin
envoltura que poseen genomas de DNA monocatenarios (single-stranded,
ssDNA) de estructura circular que infectan cultivos de gran importancia
agroecon6mica, plantas ornamentales y semillas. Las infecciones por
geminivirus causan elevadas pérdidas anuales de millones de délares en todo el
mundo, y especialmente en zonas tropicales, subtropicales y areas templadas.
Estos patdgenos vegetales representan un serio problema para el cultivo de una
amplia variedad de cultivos como judia, mandioca, maiz, diversas cucurbitaceas,
pimiento y tomate (Figura 1) (Hanley-Bowdoin et al., 2013; Jeske, 2009; Navas-
Castillo et al., 2011), causando algunas de las enfermedades virales de mayor
importancia, como: la enfermedad del rizado amarillo del tomate (tomato yellow
leaf curl disease, TYLCD), una de las enfermedades virales mas ampliamente
diseminadas alrededor del mundo, Beet curly top disease, y Vean golden mosaic
disease, las cuales producen grandes pérdidas en el continente americano en
remolacha y habichuela, respectivamente, o Maize streak disease, Cassava
mosaic disease, y Cotton leaf curl disease, en areas de Africa y Asia (Shepherd
2010, Legg y Fauquet 2004, Briddon 2003a). De hecho, las mayores pérdidas
producidas por enfermedades causadas por geminivirus se dan en paises en
vias de desarrollo como Republica Dominicana, Cuba, Guatemala, Honduras,
Nicaragua, Costa Rica, Venezuela y Brasil, donde las pérdidas oscilan entre el
20% y el 100% de la produccion (Rybicki, 2015; Yadira et al., 2011). Ademas, en
India se estiman pérdidas de 300 millones de dolares por dafios en cosechas de
leguminosas debidas a epidemias de geminivirus (Varma & Malathi, 2003).

Figura 1. Sintomas de
enfermedades  causadas
por virus en plantas.
Sintomas inducidos por
Geminivirus en (A) tomate,
(Tomato yellow leaf curl
virus, TYLCV) (B) mandioca
(East african cassava
mosaic virus, EACMV), (C)
pimiento (Pepper huasteco
yellow vein virus, PHYVV),
y (D) habichuela (Bean
calico Mosaic, BCaMV). Las
imagenes fueron
amablemente cedidas por
Dr Jose T. Ascencio-lbafiez
(B) y Dr Jesus Mendez-
Lozano (C y D). La figura
esta tomada del libro de Wu
et al., 2021 (no publicado).
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En el area mediterranea tiene gran importancia agronémica la enfermedad
causada por el rizado amarillo del tomate (TYLCD). El primer brote de TYLCD
ocurrio en Israel en 1939, pero no fue hasta 1959, momento en el que una severa
epidemia destruy6 el 100% de los cultivos de tomate, cuando el complejo TYLCD
aparecié como una nueva amenaza para la produccion de alimentos (Cohen &
Antignus, 2011). En 1987 se aislo (Czosnek et al., 1987) y en 1991 se secuencio
el genoma (Navot et al., 1991) del principal agente causal de este complejo
patogénico; Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV), que es la Unica especie de
geminivirus que se encuentra de forma ubicua a nivel global (Garcia-Arenal &
Zerbini, 2019). La especie TYLCV presenta diversos aislados, sin embargo, el
de mayor importancia en el area mediterranea y en zonas templadas y
subtropicales es el aislado ISRAEL (IL), que es el aislado caracterizado en esta
tesis doctoral. Entre los sintomas provocados por TYLCV-IL se encuentra la
curvatura y amarilleamiento de hojas, reduccion del crecimiento y la biomasa,
aborto floral y un menor desarrollo y aparicion de frutos (Moriones & Navas-
Castillo, 2000) (figura 2).

Figura 2. Sintomas de TYLCV (A) En N. benthamiana TYLCV produce amarilleamiento de las
hojas, abarquillamiento y disminucion del tamafio de la hoja. Ademas, produce una reduccion en
el crecimiento de la planta y abortos florales. (B) En tomate, TYLCV produce un intenso
amarilleamiento de la hoja, un completo rizado y una drastica disminucién del tamafio de la hoja.
También reduce el crecimiento de la planta e inhibe la aparicion de flores. La fotografia A fue
realizada con una camara Nikon COOLPIX P250. La fotografia B ha sido modificada de Osei et
al., 2012.

Los geminivirus son transmitidos por varios tipos de insectos, como la mosca
blanca, los cicadélidos, los membracidos y los afidos (Zerbini et al., 2017, Varsani
et al., 2017) y su aparicion se ha asociado con un incremento en la
predominancia de sus insectos vectores, especialmente la mosca blanca
Bemisia tabaci (Navas-castillo et al. 2011, Chen et al., 2019). Puesto que los
geminivirus comparten la arquitectura de la capside, el tamafio y estructura del
genoma y una caracteristica region intergénica (Intergenic Region, IR) (descrita
en la siguiente seccion, 1.2), las distinciones a nivel de género se hacen en base
a la organizacion gendémica, similitud de secuencia, insecto vector y rango de
hospedador, distinguiendo el Comité Internacional de Taxonomia de Virus
(ICTV) nueve géneros: Begomovirus, Becurtovirus, Curtovirus, Grablovirus,
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Mastrevirus, Turncurtovirus, Topocuvirus, Capulavirus, y Eragrovirus (Zerbini et
al., Varsani et al.,, 2017) (Tabla 1). Todos los géneros presentan genomas
monopartitos excepto el género Begomovirus, cuyos miembros pueden poseer
tanto un genoma monopartito como bipartito (Tabla 1). El género Begomovirus,
con mas de 400 especies aceptadas actualmente (revisado en Zhao et al., 2019),
es el género de mayor tamafio, y el género mejor estudiado junto con los géneros
Curtovirus y Mastrevirus. La organizacion genomica de los tres géneros se
encuentra representada en la figura 3, mientras que una descripcion detallada
de los nueve géneros se puede encontrar en la bibliografia (Zerbini et al., Varsani
et al., 2017).

Tabla 1. Clasificacion de la familia Geminiviridae.

Género Genoma Vector Rango de Satélites NUmero Especie tipo
hospedador de
especies*
Becurtovirus Monopartito  Cicadélidos Dicotiledéneas No 3 Beet curly top Iran
virus
Begomovirus Mono- 0 Mosca blanca Dicotiledéneas  Si 424 Bean Golden
Bipartito (Bemisia (alfa, Dbeta, yellow Mosaic
tabaci) delta) virus
Capulavirus Monopartito  Afidos Dicotiledoneas No 4 Euphorbia caput-
medusae latent
virus
Curtovirus Monopartito  Cicadélidos Dicotiledoneas No 3 Beet curly top
virus
Eragrovirus Monopartito  ND Dicotiledbneas  No 1 Eragrostis curvula
streak virus
Grablovirus Monopartito ~ Membracidos  Dicotiledéneas No 3 Grapevine red
blotch virus
Mastrevirus Monopartito  Cicadélidos Mono- y Si (alfa, beta) 41 Maize streak virus
dicotileddneas
Topocuvirus Monopartito ~ Membracidos  Dicotiledéneas No 1 Tomato pseudo-
curly top virus
Turncurtovirus Monopartito  Cicadélidos Dicotiledoneas No 3 Turnip curly top

virus

ND. No identificado

* Virus Taxonomy 2019 (https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/ssdna-viruses/w/geminiviridae)

1.2. Estructuray organizacién del genoma de los geminivirus

Los geminivirus han sido extensamente caracterizados a nivel molecular, siendo
uno de los virus de plantas méas estudiados. Presentan el genoma mas reducido
de todos los virus conocidos con capacidad de replicacion independiente, siendo
de un tamafo de aproximadamente 3 kb, pero variando en torno al 2,5-5,2 kb
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(Zerbini et al., 2017). El genoma de los geminivirus consta de uno (monopartitos)
o dos (bipartitos) componentes de DNA, los cuales son encapsidados
individualmente en particulas gemelas icosaédricas incompletas o hemicapsides
(Noris et al., 1998), cada una formada 110 unidades de la proteina de la capside
(CP) que constituyen un total de 22 capsomeros pentagonales (Varsani et al.,
2017; Xu et al., 2019). El tamafio total de la cipside es de 18x30 nm y mediante
criomicroscopia electrénica se ha conseguido describir la estructura de la
capside con una precision de 3,3 A (Hesketh et al., 2018). En geminivirus
bipartitos, ambos componentes, nombrados como DNA-A y DNA-B, son
necesarios para la infeccion sistémica de la planta. Todos los geminivirus
presentan al menos una region intergénica (Intergenic Region, IR, o Large
Intergenic Region, LIR) de aproximadamente 300 pb, que contiene el origen de
replicacion junto a una estructura de bucle conservada que es necesaria para el
corte y unién del DNA viral durante la replicacion (Laufs et al.,, 1995). Los
miembros de algunos géneros, como los Mastrevirus, también contienen una
pequefa regién intergénica (Short Intergenic Region, SIR), que incluye sefiales
requeridas para el primer paso de la replicacién viral (Donson et al., 1984;
Saunders et al., 1992). La IR/LIR también incluye promotores de la RNA-
polimerasa Il que solapan con los marcos abiertos de lectura (Open Reading
Frames, ORFs) del virus, orientados bidireccionalmente en la hebra en el sentido
del virién (en colores amarillos, marrén y magenta en la figura 3) y en el sentido
complementario (en tonos azules, rojo y verde en la figura 3). Ademas, se han
descrito promotores y elementos reguladores fuera de la IR en algunos
geminivirus (revisado en Borah et al., 2016). Los geminivirus codifican entre
cuatro y ocho proteinas multifuncionales relacionadas con la replicacion viral, el
movimiento, la transmision y la patogénesis (Hanley-Bowdoin et al., 2013;
Fondong, 2013; Luna y Lozano-Duran 2020). Debido a su limitado tamafio, estos
virus necesitan utilizar obligatoriamente la maquinaria celular de su hospedador
para completar su ciclo de vida, por lo que las proteinas virales interactian con
un amplio rango de proteinas de la planta durante la infeccién, interfiriendo con
una plétora de rutas de sefalizacion y metabdlicas de la planta (Hanley-Bowdoin
et al., 2013; Aguilar et al., 2020). EI componente DNA-A de los virus bipartitos
codifica para proteinas asociadas con la replicacion del DNA viral, la
transcripcion, supresion del silenciamiento génico, encapsidacion y transmision
por el vector, denominadas Rep (Replication-associated protein), Ren
(Replication Enhancer protein), TrAP (Transcripcional Activator Protein), C4, y
CP (Coat Protein) (figura 3). Por otro lado, el componente DNA-B codifica tan
sé6lo para dos proteinas, MP (Movement Protein) y NSP (Nuclear Shuttle Protein),
las cuales estan relacionadas con el movimiento intercelular e intracelular del
virus, respectivamente. El genoma de los geminivirus monopartitos es homalogo
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al DNA-A de los geminivirus bipartitos, y dos de sus proteinas (CP y V2) estan
relacionadas con el movimiento viral (descritas en la seccion 1.5) (figura 3).

Begomovirus

IR/IL :
Bipartitos V1 Bipartitos
DNA-A BC1 DNA-B BvV1
Cc3

SIR

B Rep Ccp
B RepA [T V2
I REn Bl v3
T TrAP 0 mP
[ 1c4 N NSP

SIR

s

Figura 3. Organizacién genomica de los geminivirus. Se ha representado la organizacion
gendmica de los tres géneros de geminivirus mejor caracterizados: Begomovirus, Curtovirus, y
Mastrevirus. Los ORFs (C1, C2, C3, C4, V1, V2... etc.) se muestran segun un cédigo de colores
en base a sus productos génicos: Rep, la proteina asociada a la replicacién; REn, la proteina
potenciadora de la replicacion, TrAP, la proteina de activacion transcripcional; CP, la proteina de
la capside; NSP, la proteina de transporte al nicleo, MP, la proteina del movimiento. C4 y V2
son proteinas nombradas después del gen codificante. Los elementos en cis relacionados con la
replicacion del DNA estan indicados: IR, la region intergénica, LIR, la regién intergénica larga,
SIR, la region intergénica corta, y la estructura en forma de bucle, que se encuentra incluida en
el origen de replicacion.

1.3. Ciclo de vida de los geminivirus

1.3.1. El virus v la planta hospedadora

En el campo, la infeccion por geminivirus es iniciada cuando un insecto portador
de viriones se alimenta del floema de la planta hospedadora. El genoma viral
ssDNA es liberado al desensamblarse la cépside, siendo la cadena
complementaria polimerizada a partir de la cadena del viribn por DNA
polimerasas celulares desconocidas hasta la fecha y empaqueado por los
nulceosomas celulares formando un minicromosoma. A continuacion, el dsDNA
es replicado por el mecanismo de replicacion por circulo rodante (Rolling-Circle
Replication) para formar nuevas moléculas circulares de ssDNA que seran
encapsidadas por la proteina CP, formando los viriones (Morris-Krsinich et al.,
1985, Boulton et al., 1989). La molécula viral de dsDNA, también denominada
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Y,

“‘intermediario de replicacion”, sirve de molde para iniciar otro mecanismo de

replicacion
replication)

dependiente de recombinacion (RDR, recombination-dependent
(Jeske et al., 2001) a partir del cual también se generaran moléculas

circulares de ssDNA que pueden pasar de nuevo a dsDNA y ser replicadas de
nuevo por RCR o RDR. La proteina Rep es la Unica proteina viral esencial para
la replicacidbn ya que es responsable de la iniciacion y terminacién de la
replicacion por circulo rodante, cortando y ligando el DNA viral en una secuencia
conservada de la zona IR/LIR. Sin embargo, la replicacion viral es dependiente
de la maquinaria de replicacién de la planta ya que ninguna de las proteinas
virales tienen funcién de DNA polimerasas (Hanley-Bowdoin et al., 2013; Aguilar
et al., 2020) (figura 4) (se hablara mas detalladamente de este proceso en la
seccion 1.5.1). A partir del minicromosoma viral formado por el dsDNA, la RNA-

polimerasa

Il genera transcritos de ambas cadenas virales que permitiran la

expresion de las proteinas virales en el citoplasma (Borah et al., 2016) (figura 4).

Como la replicacion del DNA viral ocurre en el nacleo de células infectadas, la
subsecuente infeccion sistémica implica el transporte del DNA viral a través de
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Figura 4. El ciclo de vida de los geminivirus. La infeccién comienza en una célula vegetal cuando
una molécula de DNA monocatenario (SSDNA) es liberada desde el virion y copiada para generar
una molécula de DNA de doble cadena (dsDNA). El dsDNA es transcrito por la RNA-polimerasa
Il del hospedador, permitiendo la produccion de la proteina iniciadora de la replicacién (Rep).
Rep inicia la replicacion siendo su actividad potenciada por C3. La molécula de ssDNA hija es
convertida en dsDNA, ensamblandose en el nucleosoma viral (dsDNA). Rep inhibe su propia

transcripcion,

lo que conduce a la activacion de la expresion de la proteina iniciadora de la

transcripcion (TrAP), la cual activa la expresion tanto de la proteina de la capside (CP), como de
la proteina transportadora del nucleo (NSP). La molécula de ssDNA circular puede ser

encapsidada

por CP dando lugar a nuevos viriones, los cuales pueden ser adquiridos por la

mosca blanca durante su alimentacion. Ademas, NSP se puede unir al DNA viral, transportandolo
através de la envoltura nuclear, mientras que la proteina del movimiento (MP) dirige el transporte
a través de los plasmodesmos. Es conocido que el DNA viral se puede transportar tanto como

ssDNA como

dsDNA.
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dos barreras celulares: la envoltura nuclear y la pared celular (figura 4). Para el
transporte célula-célula del DNA viral (vDNA), se han sugerido dos mecanismos
que difieren en la composicion del complejo DNA-proteina translocado a las
células cercanas; el modelo de “carrera de relevos” (relay race) y el modelo de
“patinaje en pareja” (couple-skating). En el modelo de “carrera de relevos” la
proteina NSP participa en la translocacion del vDNA desde el nucleo al
citoplasma, siendo posteriormente reemplazada por MP, la cual dirige el
movimiento del vDNA de célula a célula a través del plasmodesmo (Noueiry et
al., 1994; Rojas et al.,, 1998, 2005). En el modelo de “patinaje en pareja”, la
proteina MP permite el transporte nucleocitoplasméatico del complejo vDNA-NSP
e induce su translocacion a la siguiente célula a través de la induccién de la
polimerizacion de tabulos originados desde el reticulo endoplasmatico (Pascal et
al., 1994; Sanderfoot y Lazarowitz, 1995; Sanderfoot et al., 1996; Carvalho et al.,
2008a,b; Zhang et al., 2001; Aberle et al., 2002; Hehnle et al., 2004; Frischmuth
et al., 2007).

Independientemente de la via de transporte célula-célula, el mecanismo tras el
gue se oculta el movimiento intracitoplasmatico retrogrado y anterogrado de los
complejos de vVDNA sigue sin determinar. Se ha demostrado que las proteinas
MPs de dos begomovirus interaccionan con synaptotagmina A (SYTA), una
proteina de la planta localizada en puntos de contacto entre la membrana
plasmatica y el reticulo endoplasmatico (ER) y necesaria para el transporte
célula-célula de las proteinas MPs codificadas por otros virus (Uchiyama et al.,
2014). Puesto que se ha demostrado que SYTA esta implicada en la via de
reciclaje de los endosomas (Lewis & Lazarowitz, 2010), estos descubrimientos
sugieren que las proteinas MPs pueden realizar el transporte intracitoplasmatico
desde las zonas de replicacion viral a los plasmodesmos mediante la via de
reciclaje del endosoma. Ademas, se ha descrito que la proteina MP altera el
ensamblaje y estabilidad de los microtubulos, lo cual podria conectar la red de
microtUbulos con el movimiento de esta proteina (y/o el virus) a través de los
plasmodesmos (Krapp et al., 2017). Finalmente, también se ha propuesto una
via no convencional de movimiento intra- e intercelular por cloroplastos y
estromulos basada en las interacciones de la proteina MP (Krenz et al., 2010,
2012).

La mayoria de geminivirus estan restringidos al tejido vascular. Aunque la causa
de este tropismo tisular podria ser debida a la constriccion del movimiento viral
a ciertos tipos celulares, no se pueden descartar otros mecanismos limitantes de
la propagacion viral como la transcripcion tejido especifica de los promotores
virales 0 la necesidad de factores especificos del hospedador durante la
infeccidn. La replicacién viral, expresion, y movimiento tanto en la célula como
en la planta hospedadora provocan multiples interacciones planta-virus a nivel
molecular y genético que se pueden visualizar como sintomas en las plantas
infectadas. La infeccion por geminivirus se correlaciona con malformaciones
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florales y foliares, induccion de un patrén de mosaico o punteado amarillo y, en
algunos casos, engrosamiento de las venas y enanismo. Estos sintomas reflejan
los dramaticos cambios en la expresion génica de la planta que conducen a
modificaciones de la homeostasis celular y el desarrollo. En el perfil
transcriptomico de las plantas infectadas se ha observado un amplio nimero de
genes y mMiRNAs relacionados con la defensa de la planta, sefializacion
hormonal, modificaciones postranscripcionales, replicacion del DNA, control del
ciclo celular, etc., expresados diferencialmente (Allie et al., 2014; Ascensio-
Ibafiez et al., 2008, Chen et al., 2013, Gongora-Castillo et al., 2012; Li et al.,
2018; Louis et al., 2015; Naqvi et al., 2011; Seo et al., 2018; Pierce et al., 2013;
Wu et al., 2019).

1.3.2. El virus v el insecto vector

La transmision mediada por vector de los geminivirus es un paso clave en su
propagacion. La mayoria de los mecanismos relacionados con la adquisicion y
transmision de estos virus han sido descubiertos estudiando la propagacion de
begomovirus por la mosca blanca B. tabaci (Czosnek et al., 2017; Fiallo-Olive et
al., 2019). Para la transmision persistente de estos virus, la retencidén por parte
de la mosca blanca parece ser mas importante que la absorcion por parte de la
planta (Czosnek et al., 2017; Guo et al., 2015, 2018; Pan et al., 2018, 2020). La
proteina CP es la Unica proteina estructural de los begomovirus que determina
la especificidad de la transmisién por mosca blanca (Harrison et al., 2002; Hofer
etal., 1997; Guo et al., 2018; Pan et al. 2020; Wei et al. 2014). Para conseguir la
transmision efectiva desde el insecto, los begomovirus circulan, desde el lumen
del intestino medio hasta la hemolinfa y, finalmente, entran en las glandulas
salivarias primarias, desde donde son inyectados en la planta durante la
alimentacion del insecto (Czosnek et al., 2017). Ademas, recientemente se ha
descrito que algunos begomovirus se replican en la mosca blanca (He et al.,
2020).

La interaccion de los geminivirus con sus insectos vectores ha recibido menos
atencion que las interacciones con su hospedador. Varios estudios,
especialmente con el begomovirus TYLCV, han demostrado que determinadas
proteinas de B. tabaci juegan un papel determinante en la transmision circulativa
del virus en su vector. De hecho, la presencia del virus en el insecto induce
cambios en las rutas de sefalizacion y defensa del mismo. La interaccion fisica
de TYLCV ha sido descrita, entre otras, con dos proteinas de choque térmico
(heat shock proteins, HSPs), GroEL, una chaperona codificada por una bacteria
endosimbionte y cyclophilina B (CypB) (Morin et al., 1999; Gottlieb et al., 2010;
Ghanim, 2014; Rosen et al., 2015; Kanakala y Ghanim, 2016, 2019). La inhibicion
de estas proteinas afecta a la persistencia, circulacién y transmision de los virus,
indicando que son requeridas para la adecuada propagacion del mismo
(Kanakala y Ghanim, 2016).
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Las interacciones triples entre la planta, el virus, y el insecto vector ejercen
importantes cambios en la epidemiologia de las enfermedades virales. Durante
los udltimos afos, diversos estudios han explorado las interacciones multiples
entre estos tres actores, enfocandose principalmente en el impacto que la
presencia del virus tiene en la interaccion planta-insecto, demostrando que los
geminivirus alteran el contenido nutricional del tejido foliar y la savia del floema
en beneficio de la mosca blanca. De hecho, el virus también tiene un impacto
indirecto en la actuacion de diferentes artropodos, suprimiendo las defensas
mediadas por jasmonatos (JA) (Zhang et al., 2012; Li et al., 2014).

1.4. Transcripcion de los genes virales

Los geminivirus han soportado una intensa presion selectiva sobre el tamafio de
su material genético (Gilbertson et al., 2003), dando lugar a un genoma muy
reducido. Por ello, presentan una serie de caracteristicas que les permite
maximizar la informacién contenida en su genoma, como el presentar proteinas
multifuncionales, ORFs solapados o un Unico promotor bidireccional (Eagle &
Hanley-Bowdoin, 1997).

El promotor de los geminivirus se encuentra en la zona de la IR, por lo que la
mayoria de los elementos reguladores de la transcripcion y la replicacion se
encuentran en una misma zona del genoma (Eagle & Hanley-Bowdoin, 1997),
aungque se ha observado que la transcripcion viral es independiente de la
replicacion (Hanley-bowdoin et al., 1999).

Al poseer un promotor bidireccional, los geminivirus presentan una division
espacial de sus genes dependiente de su periodo de expresion: los genes
presentes en la hebra complementaria (Rep, C2, C3 y C4) son de expresion
temprana mientras que los genes situados en la hebra del virion (CP y V2) son
de expresion tardia (Brough et al., 1992; Shimada-Beltran & Rivera-Bustamante,
2007). De hecho, el producto del gen C2, que se encuentra en el sentido
complementario, regula la transcripcion de los genes tardios (Borah et al., 2016;
Sunter & Bisaro, 1997) mientras que la regulacién de los genes tempranos se
realiza de forma independiente a C2.

Esta regulacién paralela induce no sélo una expresion temporal y ordenada a lo
largo de la infeccidn, sino también diferentes niveles de expresion. Sin embargo,
estos niveles de expresion varian entre diferentes especies, por ejemplo, en
Cotton leaf curl virus (CLCuV) y Mung bean yellow mosaic india virus (MYMIV)
la expresion del promotor en sentido Rep (sentido complementario) es mayor
gue en el sentido CP (sentido del virion) (Usharani et al., 2006; Xie et al., 2001),
mientras que en Chloris striate mosaic virus (CSMV) y en Mungbean yellow
mosaic virus (MYMV) es el promotor en sentido Rep el que presenta una menor
actividad en comparacién con el sentido CP (Shivaprasad et al., 2005; Zhan et
al., 1993).
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1.5. Proteinas virales

En esta seccion presentamos un resumen de las funciones e interactores de las
diferentes proteinas virales.

1.5.1. Ci/Rep

La proteina asociada a la replicacion (Rep), codificada por el ORF C1/AC1, esta
conservada tanto en secuencia, como posicion y funcion entre los diferentes
geminivirus (figura 3). Ademas, es la Unica proteina viral esencial para la
replicacion (Elmer et al., 1988; Rogers y Elmer, 1990). Los mastrevirus expresan
Rep desde un mRNA que sufre splicing, dando lugar el extremo 5" del ORF del
transcrito a RepA, por lo que ambas proteinas comparten 200 aminoacidos del
extremo N-terminal. Tanto Rep como RepA son necesarias para la replicacion
viral y comparten funciones e interactores del hospedador (Fondong et al., 2013).
Rep es una proteina oligomérica multifuncional que media el reconocimiento
virus especifico de su origen de replicacion, permitiendo la iniciacion y
terminacion de la sintesis de DNA durante la replicacion en circulo rodante (RCR)
mediante su capacidad de unirse al DNA 'y su actividad ATPasa, ligasa y helicasa
(Fontes et al., 1994a; Heyraud-Nitschke et al., 1995; Laufs et al., 1995; Orozco y
Hanley-Bowdoin, 1996).

Rep y lareplicacion viral.

El origen de replicacion de los geminivirus consiste en una regién de alrededor
de 200 nt localizada en la IR, la cual incluye un grupo de elementos de regulacién
en cis esenciales para la replicacion (Fontes et al., 1992; Lazarowitz et al., 1992)
(figura 5). Esta region contiene una estructura de bucle de aproximadamente 30
nucleodtidos que se encuentra conservada. La estructura de bucle esta formada
por una zona rica en repeticiones inversas GC y un lazo conformado por una
secuencia conservada (TAATAT|AC), donde la flecha indica el sitio de iniciacién

Sitio de
“ iniciacién (+1)

Motivo CA Caja-G
[ 4= TATA SN TATA =p
Rep = I Motivo AG cpP
Sitio de union de
Rep

Figura 5. El origen de replicacion geminiviral. Se representa el origen de replicacion de los
begomovirus. La estructura de bucle con la regién de 9 nt conservada es mostrada. El sitio de
iniciacion (+1) indica la posicion donde la RCR comienza. Los iterones se muestran con flechas
naranjas tanto en A como en B. El sitio de unién de Rep es indicado con una linea subyacente.
Otros elementos, como el motivo CA, el motivo AG, y la caja-G en begomovirus, asi como los
extremos 5 -aux y 3"-aux son mostrados. La figura ha sido modificada a partir de Wu et al. 2021.
(no publicado)
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de la replicacién (Harrison, 1985; Stenger et al., 1991; Lazarowitz et al., 1992).
Esta secuencia motivo conservada es cortada por Rep en la hebra del virion.

Ademas de la estructura de bucle, una serie de elementos iterados (iterones) son
componentes esenciales del origen de replicacion. Los iterones de begomovirus,
los cuales son el sitio de unién de Rep, estan localizados en la region upstream
de la estructura de bucle (Fontes et al., 1992; Fontes et al., 1994a, b). Estos
iterones son especificos de la especie viral, y muestran un patrén de
organizacion conservado, incluyendo su posicion relativa, orientacion y
espaciado. Las proteinas Rep presentan una alta especificidad con su origen de
replicacion respectivo, pero no respecto al origen de replicacion de genomas
heterdlogos, lo cual se correlaciona con la alta heterogeneidad de elementos de
union a Rep. El iter6n 5 -proximal del sitio de unién a Rep parece mejorar la
replicacion, mientras que el 3"-proximal es esencial para este proceso (Arguello-
Astorga et al., 1994a, b; Behjatnia et al., 1998; Orozco et al., 1998). Otros
motivos, denominados como caja TATA, caja G, y motivos CA y AG, pueden
también regular la replicacion del DNA viral (Eagle et al., 1997, Gutiérrez, 1999).

Puesto que los geminivirus no codifican proteinas con las actividades
enzimaticas necesarias para llevar a cabo la replicacion del DNA, los
componentes del replisoma viral, con la excepcion de Rep y REn, deben de
provenir de la célula infectada. Un aspecto clave de la replicacién de los
geminivirus, identificar las DNA polimerasas que median la replicacion de los
geminivirus, ha sido una incognita durante afios. La alta ratio de mutacién de los
geminivirus ha llevado a especular que las DNA polimerasas de menor fidelidad
deben de ser las implicadas en la sintesis del DNA viral; estas polimerasas son
expresadas ampliamente, por lo que estan disponibles durante la infeccién viral.
Sin embargo, las DNA polimerasas replicativas a y & han sido identificadas
recientemente como necesarias para la acumulacion de TYLCV y BCTV en N.
benthamiana (Wu et al., 2020). Ademas, se ha descrito que TYLCV posee la
capacidad de replicarse en su insecto vector, la mosca blanca Bemisia tabaci,
de forma dependiente de la DNA polimerasa-d (He et al., 2020), sugiriendo que
los mecanismos moleculares que permiten la replicacion del DNA geminiviral
podrian estar conservados en plantas y animales.

Modelo actual de replicacién de geminivirus

Los geminivirus replican su material genético a través de intermediarios de
dsDNA, y posteriormente, estas moléculas son introducidas en un ciclo de
replicacion por circulo rodante (RCR) y, eventualmente, en replicacion
dependiente de recombinacién (RDR) (figura 6). Por lo tanto, durante la invasion
de la célula vegetal, el ssSDNA debe de ser transformado en dsDNA, un proceso
denominado replicacion de hebra complementaria (CSR) y que debe de llevarse
a cabo sin la contribucion de proteinas virales, ya que aun no han podido ser
sintetizadas (figura 6). Se ha propuesto que la sintesis de la hebra
complementaria sea iniciada mediante la extension de un cebador de DNA o
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Figura 6. Tipos de replicacion de los geminivirus. Los geminivirus presentan 3 tipos de
replicacion: replicacion por hebra complementaria (CSR), replicacion dependiente de
recombinacién (RDR) y replicacién por circulo rodante (RCR). La CSR se produce al infectar el
virus la célula, donde, utilizando la maquinaria molecular del hospedador, replicara la hebra
complementaria de su molécula de ssDNA para formar una molécula de dsDNA. En la RDR, una
molécula de ssDNA invade una regién homéloga de una molécula de dsDNA. La maquinaria
celular se dirige a la molécula de ssDNA, utilizandola como hebra molde. Finalmente, la DNA
polimerasa del hospedador convierte la molécula de ssDNA resultante en una molécula de
dsDNA que serd circularizada por Rep. Por dltimo, en la RCR, Rep reconoce una secuencia que
se encuentra en la zona IR del genoma viral, iniciando el corte de la hebra del virion y dando
lugar a un extremo 3’-hidroxil libre, lo que permite a la DNA polimerasa |l del hospedador replicar
la hebra complementaria. Una vez finalizado el proceso, Rep une los extremos de la nueva
molécula de ssDNA; esta molécula puede ser encapsidada o reiniciar otro ciclo de replicacion.

RNA (Donson et al., 1984; Saunders et al., 1992). De acuerdo con resultados
recientes, la sintesis de la hebra complementaria debe requerir de la DNA
polimerasa a (Wu et al.,, 2020), aunque la participacion de DNA polimerasas
adicionales en este paso no debe de ser descartada.

Durante la RCR, lareplicacion de la hebra del virion es iniciada mediante la union
de Rep al DNA viral y su posterior corte en una secuencia nonanucleotidica
conservada en el origen de replicacion. Seguidamente a este corte, Rep se
mantiene unida al extremo 5" libre (Laufs et al., 1995), y la maquinaria de
replicacion del DNA necesita ser reclutada para ensamblar el replisoma viral e
iniciar la RCR. Aunque la composicién del replisoma viral sigue sin conocerse,
probablemente incluye interactores de Rep y REn, asi como otras proteinas de
la planta necesarias para la replicacién viral, como por ejemplo replication factor
C (RFC), proliferating cell nuclar antigen (PCNA), y replication factor A (RPA32)
(Luque et al., 2002; Castillo et al., 2003; Singh et al., 2007), asi como la DNA
polimerasa 9, la cual se ha demostrado que es esencial en este proceso (Wu et
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al., 2020). Por otro lado, aun se desconoce si la DNA polimerasa a o las DNA
polimerasas no replicativas también participan en el ensamblaje del replisoma
viral. Rep/REn podria reclutar la maquinaria celular de replicacion gracias a su
interaccion con RFC y PCNA. RPA podria unirse al ssDNA durante la replicacion
del proceso. Rep contiene un dominio helicasa y se ha demostrado que los
oligbmeros de Rep presentan actividad DNA helicasa (Choudhury et al., 2006;
Singh et al., 2008), pero la subunidad MCM2 de la DNA helicasa es requerida
por la replicacion de los geminivirus, por lo que parece que el complejo de la
DNA helicasa de la planta también es necesario para la replicacién del DNA viral
(Suyal et al.,, 2013). La finalizacién de la RCR ocurre cuando Rep corta la
secuencia de nonanucleétidos reparaday la liga con la hebra parental, liberando,
por lo tanto, una copia del genoma de ssDNA (Laufs et al., 1995). Esta copia
puede ser convertida en un intermediario de dsDNA, permitiendo su reentrada
en el ciclo de replicacién, o ser encapsidada o/y transportada (figura 6).

Ademas de la RCR, los geminivirus se pueden replicar mediante otro mecanismo
en el que también participa Rep que se denomina replicacién dependiente de
recombinacién (RDR). En este tipo de replicacion se inicia cuando diversos
fragmentos de ssDNA lineal se alinean junto a secuencias homologas del
genoma viral de dsDNA, permitiendo, mediante las DNA polimerasas de la
planta, la sintesis de moléculas de dsDNA lineal a partir de estos fragmentos de
ssDNA. Se pueden producir numerosas copias de cada una de estas moléculas
de dsDNA lineal heterogéneas, siendo cada una de ellas una potencial hebra
molde para la sintesis de DNA mediante Rep.

Rep y la reactivacién del ciclo celular.

Los geminivirus infectan células diferenciadas, donde la maquinaria de
replicacion del DNA no esta disponible. Diversas especies de geminivirus (como
TYLCV), presentan restringida su movilidad en la planta durante la infeccion,
detectdndose su DNA tan sélo en las células acompafiantes del floema, mientras
gue otras especies pueden infectar otros tipos celulares, incluyendo células del
mesofilo. Debido a que la disponibilidad de la maquinaria de replicacion del DNA
del hospedador es condicion sine qua non para la replicaciéon de los geminivirus,
estos virus deben reprogramar el ciclo celular para desencadenar la reentrada
en la fase S, creando de esta forma un ambiente celular adecuado para la
sintesis de DNA. Esta funcion es dada por la proteina Rep, o RepA en el caso
de los mastrevirus, aunque proteinas virales adicionales también pueden
contribuir (Caracruel et al., 2012, Mei et al., 2018b, Lai et al., 2009).

Se ha demostrado que algunas especies de geminivirus pueden desencadenar
la replicacion del DNA en las células a las que afectan sin inducir la proliferacién
celular. Estos datos sugieren que el patégeno puede alterar el endociclo sin
modificar la division mitética (Nagar et al., 2002; Bass et al., 2000). En cualquier
caso, algunas combinaciones geminivirus/hospedador resultan en hiperplasia y
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malformaciones (Briddon & Stanley; 2006; Latham et al., 1997), y la expresién
de ciertas proteinas de determinadas especies de geminivirus inducen la
formacion de callos, indicando que los geminivirus pueden potencialmente
estimular la proliferacion celular (Mills-Lujan et al., 2010; Gordon-Kamm et al.,
2002). Este efecto diferencial dependiente de la especie viral y/o las proteinas
sugiere gue los geminivirus han desarrollado diferentes estrategias para inducir
la disponibilidad de la maquinaria de replicacion del DNA y/o que la combinacion
de diferentes proteinas virales es requerida para el fino ajuste del ciclo celular.

Uno de los mayores reguladores del ciclo celular en eucariotas es la proteina del
retinoblastoma (Rb) (o retinoblastoma-related, RBR, en plantas)/E2F, la cual
actua equilibrando la proliferacién celular y la diferenciacion, regulando la
entrada en el endociclo mediante el control de la transicion desde la fase G1 a la
S (revisado por Desvoyes y Gutiérrez, 2020). Los factores de transcripcion E2F,
junto a la dimerizacion de sus proteinas compafieras DP, controlan
(generalmente mediante activacion) la expresion de genes relacionados con el
ciclo celular. RBR se une a E2Fs, secuestrandolos e impidiendo su funcion como
reguladores transcripcionales. Tras la reactivacion del ciclo celular, RBR es
fosforilada por CDK/cyclinas, una modificacion que impide su interaccion con
E2Fs, que son dimerizados con las proteinas DP y actian en sus genes diana
(revisado por Desvoyes y Gutiérrez, 2020). De forma similar a como se ha
observado en estudios previos en virus de DNA inductores de tumores en
mamiferos, los geminivirus alteran la via RBR/E2F para manipular el ciclo celular
y permitir la replicacion viral: las proteinas Rep y REn pueden interactuar
directamente con RBR, (Ach et al., 1997, Settlage et al., 2001, Arguello-Astorga
et al., 2004; Grafi et al. 1996, Horvath et al., 1998; Xie et al., 1996; et al., 1999).
En mastrevirus, se ha descrito que la proteina RepA de WDV, MSV y Bean yellow
dwarf virus (BYDV) presentan la habilidad de unirse a RBR, a través de un motivo
de union a RBR LXCXE candnico. En begomovirus, la proteina Rep de Tomato
Golden Mosaic virus (TGMV), Cabbage leaf curl virus (CaLCuV), y TYLCV
presentan la capacidad de unirse a RBR, al igual que la proteina AL3 de TGMV
(Ach et al., 1997a; Settlage et al., 2005; Arguello-Astorga et al., 2004), aunque
ninguna de estas proteinas presenta un motivo LXCXE, indicando la existencia
de una forma diferente de unién que debe permitir esta interaccion.

1.5.2. C3/REn

La proteina potenciadora de la replicacion (REn), codificada por el ORF C3/AC3,
estq ausente en algunos géneros, como Mastrevirus, pero esta presente en
Begomovirus y Curtovirus (figura 3) (Zerbini et al., 2017). Aunque REn no es
esencial para la replicacion viral, potencia la acumulaciéon de DNA viral. REn
también oligomeriza (Settlage et al., 2005) e interactia con Rep y con otros
interactores de Rep tales como PCNA (Castillo et al., 2003) y RBR (Settlage et
al., 2001).
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1.5.3. C2/TrAP

La proteina activadora de la transcripcion (TrAP) es expresada desde un
transcrito dicistronico que incluye los ORFs C2/AC2 y C3/AC3, conducidos por
un promotor monodireccional localizado en la secuencia de C1 (Shivaprasad et
al., 2005) (figura 3). TrAP fue inicialmente descrita como una proteina activadora
de la transcripcion y un factor de patogenicidad, pero numerosos trabajos han
descubierto nuevas funciones para esta proteina viral multifuncional (revisados
por Guerrero et al., 2020). TrAP de begomovirus, pero no de curtovirus, es un
activador transcripcional que regula la expresion de los genes virales tardios (CP
y NSP) de una forma virus-no especifica (Saunders y Stanley, 1995; Sunter et
al., 1994). Esta proteina no puede unirse a dsDNA, por lo que es dirigida a los
promotores de CP y NSP mediante su interaccion con diversos factores celulares
(Hartitz et al., 1999; Lacatus y Sunter, 2009). TrAP de begomovirus y curtovirus
compromete la actividad de numerosas SCF-ubiquitin E3 ligasas relacionadas
en la defensa de la planta y sefializacién hormonal (Lozano-Duran et al., 2011).
Ademés, TrAP puede suprimir el silenciamiento postranscripcional (PTGS)
mediante la activacion de la transcripcién de genes del hospedador que parecen
codificar a reguladores negativos del silenciamiento de RNAs (Trinks et al., 2005;
Chung et al., 2014) o mediante la inactivacion de ADK (Wang et al., 2003), y el
silenciamiento transcripcional (TGS) mediante interferencia en el ciclo del metilo
(Buchmann et al., 2009; Jackel et al., 2015; Castillo-Gonzalez et al., 2015).

1.54.C4

La proteina C4 esté incluida dentro de la region codificante de Rep pero en un
ORF diferente (figura 3). C4 es la menos conservada de todas las proteinas de
geminivirus, presenta funciones biolégicas divergentes tanto en geminivirus
monopartitos como bipartitos, y esta ausente en cuatro de los nueve géneros de
geminivirus (Luna y Lozano-Duran, 2020). Muchas proteinas C4 son
meristoiladas en un motivo N-terminal que esta altamente conservado; la
modificacion postraduccional irreversible del grupo miristoilo dota a la proteina
de un caracter hidrofébico que facilita su union a las membranas celulares.
Sorprendentemente, esta modificacion de C4, la cual necesita de la fosforilacién
por SKn (una proteina de la familia de las SHAGGY-like kinasas), parece ocurrir
en el ndcleo, y, por lo tanto, la proteina necesita ser enviada de vuelta al
citoplasma mediante su interaccion con una exportina-a a través de su dominio
C-terminal (Mei et al., 2018a, 2018b). Esta pequefia y verséatil proteina juega
diferentes papeles durante la infeccion. De forma similar a Rep, C4 puede
desregular el avance del ciclo celular, induciendo o estabilizando la fase S
mediante su interaccion con diferentes proteinas del hospedador que regulan las
cyclinas celulares (Mei et al., 2018b, Cheng et al., 2013). C4 también actia como
un supresor del silenciamiento génico, utilizando diferentes estrategias para
interferir en este mecanismo de defensa: interactuando con el receptor like
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kinases (RLK) BARELY ANY MERISTEM 1 y 2 (BAM1/2) en la membrana
plasmatica y regulando la dispersién célula-célula de la sefial de silenciamiento
génico (Carluccio et al., 2018, Rosas-Diaz et al., 2018); e interactuando con, e
inhibiendo, la S-adenosil metionina sintetasa (SAMS), una enzima central en el
ciclo del metilo (Ismayil et al. 2018). Inicialmente, C4 fue relacionada con el
movimiento en virus monopartitos (Rojas et al., 2001) y un reciente trabajo
sugiere que C4 coopera con CP y/o MP en el transporte del vDNA desde el
nucleo hasta el citoplasma y desde célula a célula (Mei et al., 2018a).

1.5.5. V1/CP

La proteina CP es expresada desde el ORF V1/AV1, un gen de expresion tardia
codificado en la hebra del virién (figura 3). CP presenta la funcién conservada de
ensamblar los viriones geminados, pero es divergente en términos de
especificidad de transmisiéon del insecto vector (Briddon et al., 1990). La parte
central de CP contiene secuencias relacionadas con la multimerizacion, la cual
es critica para el ensamblado de la capside viral y la transmision a través del
insecto vector (Hohnle et al., 2001; Kheyr-Pour et al., 2000; Liu et al., 2001; Noris
et al., 1998; Hallan y Gafni, 2001). CP se une tanto a sSsSDNA como dsDNA (Liu
et al., 1997), y, aunque no es esencial para la replicacion viral, la ausencia de
CP provoca una reduccion en los niveles de ssDNA viral. En mastrevirus y
begomovirus monopartitos, CP actia como la proteina de transporte nuclear
(NSP), facilitando la translocacion nucleocitoplasmatica del DNA viral a través de
los poros nucleares (Liu et al., 1999, 2001; Kunik et al., 1998; Rojas et al., 2001).
Esta funcion parece ser dependiente de su union a ssDNA a través de su dominio
N-terminal (Pitaksutheepong et al., 2007). CP contiene diferentes sefales de
localizacion nuclear (NLS), localizadas en los extremos N-, C-terminal y en la
region central de la proteina (Unseld et al., 2001), y una sefial de exportacion
nuclear rica en leucina (NES) en su region central que media el trafico
nucleocitoplasmatico (Ward y Lazarowitz, 1999). Ademas del transporte nuclear,
la interaccion de la proteina CP de begomovirus monopartitos y mastrevirus con
la proteina del movimiento (MP, en el ORF de V2) esta relacionada con el
movimiento célula a célula y la dispersion sistémica del DNA viral (Briddon et al.,
1989; Padidam et al.1996; Rigden et al., 1993, Liu et al., 2001, Poornima et al.,
2011). Aunque la proteina CP de los begomovirus bipartitos no es requerida para
la infeccion de la planta, mejora la dispersion célula a célula y/o sistémica de
diversos virus, lo cual sugiere que las proteinas CPs de begomovirus bipartitos
han mantenido su papel en el trafico viral durante la evolucion de sus ancestros
monopartitos (Ingham et al.,, 1995; Stanley y Townsend, 1985; Guevara-
Gonzalez et al., 1999; Pooma et al., 1996; Carvalho et al., 2008b; Gillette et al.,
1998).
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1.5.6. V2/MP

La proteina del movimiento (MP) es codificada por tres ORFs diferentes
dependiendo de la estructura del genoma viral y el género: V2 en los geminivirus
monopartitos, BC1 en los begomovirus bipartitos, y V3 en algunos géneros
similares a curtovirus (figura 3). La proteina V2 (MP) de geminivirus monopartitos
es codificada en la hebra del virion y su ORF precede al ORF de CP (figura 3).
El ORF de V2 no esta presente en begomovirus bipartitos, excepto aquellos del
“Viejo Mundo” (Europa y Asia), en los cuales es denominado como el ORF AV2.
V2 de mastrevirus y begomovirus monopartitos actia como proteina del
movimiento (MP), relacionada en el movimiento célula-célula y a larga distancia
del DNA viral (Boulton et al., 1989, 1993; Mullineaux et al., 1988; Wartig et al.,
1997). Ademas, V2 de begomovirus monopartitos y curtovirus es un supresor del
silenciamiento génico y un determinante de la patogenicidad que desencadena
la respuesta hipersensible (HR) en células infectadas (Wartig et al., 1997,
Chowda-Reddy et al., 2008; Sharma et al., 2010; Luna et al., 2017; Luna et al.,
2020; Zrachya et al., 2007). La proteina MP de begomovirus bipartitos esta
codificada en el ORF de BC1, localizado en la hebra complementaria del
componente B del genoma. Como ocurre con la proteina V2 de begomovirus
monopartitos, que interactla con CP (descrito anteriormente), la proteina MP de
geminivirus monopartitos también necesita de la interaccion cooperativa con la
correspondiente proteina NSP para permitir la dispersion sistémica del virus
(Noueiry et al., 1994; Ward et al., 1997).

1.5.7.V3

Recientemente se han descrito nuevos ORFs codificantes de pequefas
proteinas en el genoma de TYLCV (Gong et al., 2021). De entre estos ORFs se
ha caracterizado la proteina codificada en el ORF 6 (V3) que es una proteina de
menos de 10 kDa que se localiza principalmente en el cis-Golgi. En este mismo
trabajo se ha demostrado que V3 presenta actividad supresora del
silenciamiento génico a nivel transcripcional y postranscripcional, siendo
necesaria para el desarrollo de la infeccion (Gong et al., 2021). Puesto que se
ha descrito que el ORF de V3 esta conservado en numerosos geminivirus, es
probable que otras especies virales presenten esta proteina con funciones
similares.

1.5.8. BV1/NSP

La proteina NSP de begomovirus bipartitos esta codificada en el ORF BV1 que
se localiza en la hebra del virion del componente B del genoma (figura 3). De
forma consistente con su funcién en el transporte nucleocitoplasmatico de
moléculas de ssDNA viral, las proteinas NSPs de diferentes begomovirus
bipartitos interaccionan con ssDNA y dsDNA, probablemente en el nucleo de
células infectadas (Pascal et al., 1994; Rojas et al., 1998). La expresion
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transitoria de diferentes NSPs de begomovirus ha demostrado que esta proteina
es redireccionada desde el ndcleo a la periferia celular en presencia de MP
cuando ambas son coexpresadas (Sanderfoot y Lazarowitz, 1995; Sanderfoot et
al., 1996; Lazarowitz y Beachy, 1999; Zhang et al., 2001). MP y NSP son
necesarias para la infeccién sistémica y actian unidas para mediar en el trafico
de vDNA intra- e intercelular (Lazarowitz y Beachy, 1999; Gafni y Epel, 2002;
Sanderfoot et al., 1996, revisado por Martins et al., 2020) La interaccion de NSP
con diferentes proteinas celulares, como NIG (NSP-interacting GTPase), AtNSI
(interactor de NSP), una acetiltransferasa nuclear, y la histona H3, facilita la
funcion, adn en parte desconocida, de transporte nuclear de NSP (McGarry et
al., 2003;Carvalho et al., 2008a,b; Zhou et al., 2011). Ademas de su papel en el
trafico celular, NSP es un supresor de las defensas de la planta a través de su
interaccién con diversos miembros de la familia de receptores transmembrana
leucine-rich repeat receptor like kinases (LRR-RLK) como NIKs y BAK1
(brassinosteroid insensitive 1- associated kinase 1) (Fontes et al., 2004; Mariano
et al., 2004, Li et al., 2019).

1.6. Satélites asociados a geminivirus

Los begomovirus monopartitos, y, en determinadas ocasiones, algunos
bipartitos, pueden asociarse con componentes de ssDNA adicionales
denominados como “satélites”. El incremento en el uso de la técnica de
amplificacion por circulo rodante (RCA), un procedimiento que permite la
amplificacion de moléculas de ssDNA sin conocer previamente las secuencias
nucleotidicas utilizadas como molde (Inoue-Nagata et al., 2004; Haible et al.,
2006), ha incrementado en gran medida el nUmero de satélites identificados en
los dltimos afios. De hecho, el Comité Internacional para la Taxonomia de los
Virus (ICTV) ha creado una familia de satélites de ssDNA asociados a
begomovirus denominada Tolecusatellitidae (Briddon et al., 2016; Adams et al.,
2017), la cual incluye dos géneros de Betasatellites y Deltasatellites. En general,
existen tres tipos de satélites de DNA asociados con los begomovirus,
betasatélites (Briddon et al., 2003b), alfasatélites (Briddon et al.,, 2004), y
deltasatélites (Lozano et al., 2016). Todos ellos contienen una estructura de
bucle que permite su replicacion dependiente de Rep (figura 3). Los betasatélites
presentan alrededor de la mitad del tamafio del genoma de los begomovirus y
dependen de un begomovirus “helper” para su replicacion y movimiento en la
planta y a través de diferentes plantas. Los betasatélites codifican una Unica
proteina en la hebra complementaria, C1, la cual es un determinante de los
sintomas y un supresor del silenciamiento génico (Zhou, 2013). Los
deltasatélites son satélites no codificantes de alrededor de un cuarto del tamafio
del genoma de los begomovirus a los que se asocian. Dependen de un limitado
rango de begomovirus para su conservacion en la planta y pueden ser
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transmitidos por la mosca blanca B. tabaci (Fiallo-Olivé et al., 2016). Ademas,
aunque los deltasatélites no afectan a los sintomas inducidos por sus
begomovirus “helper”, pueden reducir la acumulacién viral. Los alfasatélites
también son dependientes de su begomovirus “helper” tanto para el movimiento
sistémico a través de la planta y como para su transmisién por insecto, pero
tienen la capacidad de replicarse de forma autbnoma en células vegetales debido
a que codifican para su propia proteina Rep (Mansoor et al., 1999; Saunders y
Stanley, 1999) (figura 3), la cual puede suprimir el silenciamiento génico (Nawaz-
Ul-Rehman et al., 2010). Los alfasatélites son frecuentemente asociados con
complejos de begomovirus/betasatélites.

1.7. Mecanismos de defensa frente a geminivirus

Los geminivirus, al ser parasitos obligados, han evolucionado para modular la
maquinaria molecular de las células vegetales a su favor, provocando diferentes
cambios fisiologicos que pueden repercutir de forma negativa en su hospedador.
Las plantas han desarrollado diferentes mecanismos para inhibir la replicacién y
el movimiento viral, disminuyendo la propagacion del virus y la severidad de los
sintomas asociados al mismo (Incarbone y Dunoyer, 2013). Entre estos
mecanismos encontramos el silenciamiento génico, la sefializacion mediada por
receptores inmunes, la defensa mediada por hormonas, la degradacién de
proteinas y la regulacién del metabolismo (Calil y Fontes, 2017). Aunque se ha
detectado que las proteinas C4 de diferentes geminivirus pueden bloquear
diversos receptores like kinases (RLK) (Macho y Lozano, 2019), asi como que
algunos geminivirus pueden inhibir la respuesta inmune de la planta mediada por
jasmonatos (Rosas Diaz et al., 2016), diversos estudios sugieren que el
silenciamiento génico mediado por pequefios RNA (sRNA, small RNA) es el
principal mecanismo implicado en la defensa frente a geminivirus (Hanley-
Bowdoin et al., 2013; Raja et al., 2010; Teixeira et al., 2021).

En el reino de las plantas, el silenciamiento génico mediado por RNA es un
importante mecanismo antiviral. Este silenciamiento se desencadena en
presencia de moléculas de RNA de doble hebra (dsRNA). Durante la infeccion
por geminivirus las moléculas de dsRNA pueden formarse debido a estructuras
secundarias en RNAs virales aberrantes, por solapamiento entre dos secuencias
de RNA de una hebra (ssRNA) o debido a la acumulacion de moléculas de
MRNA con una secuencia similar (Vanitharani et al., 2005). En los dos ultimos
casos, las polimerasas de RNA dependientes de RNA (RDRs) detectan las
moléculas de RNA alineadas y generan las moléculas de dsRNA. Una vez
formado el RNA de doble hebra, éste es reconocido por un grupo de proteinas
con actividad ribonucleasa denominadas Dicer-like (DLC). Las proteinas DCL
reconocen y procesan las moléculas de dsRNA formando pequefios RNA virales
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Figura 7. Principales rutas de silenciamiento génico. Laplanta usa el silenciamiento
transcripcional (TGS) y el silenciamiento postranscripcional (PTGS) para defenderse de
patégenos virales. En el TGS, las proteinas DCL2 y DCL3 cortan moléculas de dsRNA en
vsiRNAs de 22 nt y 24 nt respectivamente. Estos siRNA se cargan en el complejo de
silenciamiento transcripcional inducido por RNA (RITS) para inducir la metilacién del genoma
viral e inhibir su transcripcion y replicacion (1). En el PTGS, las moléculas DCL3 y DCL4 cortan
las moléculas de dsRNA virales, produciendo vsiRNA de 24 nty 21 nt respectivamente. Estos
siRNA se cargaran en el complejo formado por las proteinas AGO y marcaran las moléculas
virales de RNAm para su degradacion (2). Ademas, las moléculas de vsiRNA se transmiten célula
a célula, disparando la sefial de silenciamiento a nivel local (3).

primarios (VSiRNA, viral small interfering RNA) de entre 21 nt y 24 nt. En
Arabidopsis thaliana son tres las proteinas DCL con accién anti-viral: DCL4, la
cual produce vsiRNAs de 21 nt, DCL2 forma vsiRNAs de 22 nt, mientras que
DCL3 actua sobre dsRNA virales generando vsiRNAs de 24 nt (figura 7). Las
moléculas de vsiRNAs se asocian con diferentes complejos efectores que
contienen a las proteinas Argonauta (AGO), cuya interaccion con las moléculas
de RNA virales complementarias provoca el corte y degradacion de los RNAs
diana complementarios a los vsiRNA, en un proceso llamado silenciamiento
génico postranscripcional (PTGS) o la inhibicion de la transcripcion de los genes
virales en un proceso llamado silenciamiento génico transcripcional (TGS). En
este segundo proceso, la interaccion de los vsiRNA de 24 nt con el RNA
complementario durante su transcripcion, guian la metilacion del DNA y
modificaciones en la cromatina, que causan el TGS (figura 7) (revisado en
Bologna y Voinnet, 2014; Castel y Martienssen, 2013; Wang et al. 2012).

Todos los virus de planta examinados en la literatura cientifica codifican para al
menos una proteina que suprime el silenciamiento antiviral de su hospedador
mediante diferentes mecanismos (Csorba et al., 2015; Pumplin y Voinnet, 2013).
Los geminivirus deben enfrentarse tanto al TGS como al PTGS para conseguir
realizar infecciones exitosas (Hanley-Bowdoin et al., 2013; Pooggin, 2013).
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Desde la primera descripcion de la proteina C2 como un supresor del
silenciamiento génico (Voinnet et al., 1999), diferentes articulos han demostrado
que las proteinas de begomovirus y sus satélites, C2, C4, V2 y BC1 actuan como
supresores de PTGS mientras que C2, Rep, V2 y BC1 suprimen el también TGS
(Hanley-Bowdoin et al., 2013; Saeed et al., 2014; Rodriguez Negrete et al., 2013;
Luna et al., 2017; Prigigallo et al., 2018; Raja et al., 2008; Rosas Diaz et al.,
2018; Wang et al., 2019; Yang et al., 2011).

2 Estreses abioticos
2.1 Estrés por sequia

Actualmente, la sequia es uno de los principales agentes limitantes para la
agricultura; se ha estimado que en los diez afios comprendidos entre 2010 y
2020 la sequia ha producido pérdidas de 30000 millones de délares a nivel global
(Gupta et al., 2020). Ademas, debido al cambio climatico, se espera que el
namero de dias sin lluvia aumente en todo el mundo (Dewes et al, 2017; Yusa et
al., 2015), por lo que el problema se agudizara en un futuro.

Las plantas han desarrollado numerosas adaptaciones para poder hacer frente
a periodos de sequia mediante la expresion de genes especificos que provoquen
cambios a nivel bioquimico y fisiolégico. Mediante la regulacion de la expresion
génica y la actividad de las proteinas, las plantas pueden sobrevivir durante
tiempos prolongados de falta de agua (Yamaguchi-Shinozaki & Shinozaki, 2006).

Tradicionalmente se ha asociado la respuesta a sequia con el acido abscisico
(ABA), aunque también existen otras rutas de sefializacién que dan lugar a
respuestas por parte de la planta ante el estrés hidrico.

2.1.1 Respuesta a sequia dependiente de ABA

El ABA es la principal hormona que regula la respuesta de la planta al estrés por
sequia. Descubierto hace méas de 50 afios como un inhibidor del crecimiento en
algodon (Andicott & Lyon, 1965), actualmente conocemos que la produccién de
ABA desencadena una amplia gama de respuestas en la planta, estando
finamente regulada (Hossain et al., 2016).

Biosintesis de ABA

La sintesis de ABA empieza en el cloroplasto (figura 8), donde los carotenoides
son transformados en zeaxantina por las enzimas [(-caroteno hidroxilasa 1
(BCH1) y BCH2 (Finkelstein, 2013). La zeaxantina es transformada en
violaxantina mediante la enzima zeaxantina epoxidasa (ZEP), que esta
codificada en el gen ABA1 (Rock & Zeevaartt, 1991). A su vez, la violaxantina
puede ser transformada en 9-cis-violaxantina o en trans-neoxantina, estando

implicado el gen ABA4 en la sintesis de este ultimo, que es transformado en 9-
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Figura 8. Sintesis de ABA. La molécula precursora del ABA es el phytoeno, que es
sucesivamente transformado en B-caroteno, zeaxantina y violaxantina. La violaxantina puede ser
modificada en 9"-cis-neoxantina o 9"-cisviolaxantina, que son cortadas por NCED en xantoxina,
un paso clave en la sintesis del ABA. Finalmente, la xantoxina forma el aldehido abscisico, que
es modificado en ABA. Esta hormona puede ser degradada a &cido faseico o glicosilarse, siendo
almacenada en el reticulo endoplasmatico (RE) o en la vacuola. En respuesta a determinadas
sefiales, las enzimas BG1l y BG2 eliminaran su glicosilacion y la volveran activa. Figura
modificada de Finkelstein, 2013.

cis-neoxantina. Tanto la 9-cis-violaxantina como la 9-cis-neoxantina son sustrato
para la enzima 9-cis-epoxicarotenoide dioxygenasa (NCED) que las utiliza para
formar xantoxina (Finkelstein, 2013; Schwartz et al., 1997). La xantoxina es
transportada fuera del cloroplasto y, una vez en el citoplasma, sirve de sustrato
a la enzima dehidrogenasal/reductasa de cadena corta (SDR) (ABA2) que
catalizard una reaccion cuyo producto sera el aldehido abscisico. Finalmente,
una enzima de la familia de las acido abscisico oxidasa junto a una molécula de
molibdeno como cofactor (AAO+MoCo) (ABA3) usa el aldehido abscisico para
dar lugar a acido abscisico (ABA) (figura 8).

La actividad de la enzima NCED constituye el principal factor limitante en la ruta
de biosintesis del ABA. De hecho, en Arabidopsis thaliana existen 5 NCED
diferentes que se expresan en diversos tejidos en respuesta a diferentes sefiales,
siendo la expresion de NCED3 inducida por sequia (Ma et al., 2018).

El &cido abscisico puede oxidarse mediante la accién de la enzima CYP707As
dando lugar a acido faseico, que se catabolizara hasta acido dihidrofaseico (Saito
et al.,, 2004). El acido abscisico también puede conjugarse con azlcares
mediante una ABA glucosyl-transferasa dando lugar a ABA-Glc, que se dirige a
la vacuola, donde la enzima B-glucosidasa 2 (BG2) la volvera a convertir en acido
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abscisico, o a la membrana plasmética. En la membrana plasmatica, la molécula
de ABA-GIc seré redirigida al reticulo endoplasmético (ER), donde la enzima
BG1 eliminaréa la glucosa, activando y enviando al acido abscisico al citoplasma
(Kim et al., 2012; Lee et al., 2006; Lim et al., 2005; Ma et al., 2018).

El hecho de que el ABA pueda ser glucosilado para su almacenaje provee a la
planta de una mayor velocidad a la hora de responder al estrés por sequia. De
hecho, se ha descrito que la actividad de la enzima BG1 aumenta en condiciones
de estrés hidrico (Lee et al., 2006) mientras que la sequia induce la acumulacion
de la glucosidasa BG2 (Xu et al., 2012).

La biosintesis de ABA no sélo requiere de los diversos compartimentos celulares,
sino que también involucra diversos tejidos; sin embargo, aun no se comprenden
todos los aspectos de la regulacion de la sintesis de ABA. Por ejemplo, aunque
es conocido que es en las células guarda donde se encuentra la mayor
concentracion de ABA gracias a la alta expresion de AAO3 y NCEDS, el lugar
donde hay una mayor expresion de NCEDS3 es en las células del parénquima
vascular (Endo et al., 2008), mientras que los genes que codifican las enzimas
ZEP, ABA3, ABA2 y AAO3 se expresan en todos los tejidos. La presencia en
altas cantidades del importador de ABA ABCG40 en las células guarda y del
exportador ABCG25 en células provenientes de la vasculatura foliar podria
implicar que los flujos de ABA entre células podrian ejercer también una funcion
regulatoria aun por describir (Ma et al., 2018; Merilo et al., 2015; Zhang, 2014).
Recientemente se han descubierto dos receptores-kinasa en la membrana
plasmatica (Receptor-like kinases - RLKs), BARELY ANY MERISTEM1/3
(BAM1/3), que funcionan como receptores del péptido CLE25, induciendo una
mayor expresion de NCED3. El péptido CL25 se ha asociado con el movimiento
a larga distancia de la sefal de respuesta a estrés hidrico. La expresion de
CLE25 aumenta en las raices ante estrés por sequia, siendo transportado a
través de los tejidos vasculares a las hojas. Una vez CLE25 se encuentra en los
tejidos foliares, su interaccion con los receptores BAM1/3 modula la respuesta a
sequia. Entre los procesos inducidos por CLE25 se encuentra, ademas de
aumentar la expresion de genes de respuesta a sequia como NCEDS, el cierre
de estomas y la acumulacién de ABA en las hojas (Takahashi et al., 2018).

Se conoce que la relacion entre la expresiéon de NCED3, que codifica la enzima
limitante en la biosintesis de ABA inducida por sequia, y la expresion de
CYP707A3, que codifica la enzima limitante del catabolismo e inducida por la
rehidratacion, es el principal factor regulador de la sintesis de ABA. La expresion
de NCED3 es inducida por sequia en diversos cultivos (Chernys & Zeevaatrt,
2000; luchi et al., 2001; Qin & Zeevaart, 1999; Schwartz et al., 1997), llegando a
ser la velocidad de esta induccion entre 15 y 30 minutos después del estrés (Qin
& Zeevaart, 1999). También se ha observado que en A. thaliana, NCED3 es
regulado por diferentes factores de transcripcion inducidos por estrés osmaotico
0 estrés hidrico, como WRKY57, BDG1, ANAC2 o SVP (Frey et al., 2012; Jensen
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et al.,, 2013; Wang et al., 2018; Xu et al., 2012). El resto de enzimas de la
biosintesis de ABA son también sobreexpresadas durante el estrés por sequia,
a excepcion de SDR (luchi et al., 2001; Seo et al., 2000; Xiong et al., 2001; Xiong
et al.,, 2002; Xiong & Zhu, 2003). Hay estudios que muestran que el propio
producto de la ruta de biosintesis, la molécula de ABA, puede funcionar como
regulador positivo de las enzimas de su biosintesis, dando lugar a un circuito de
retroalimentacion positivo (Xiong et al., 2002).

Transduccion de |la sefal de ABA

Los principales receptores de ABA se encuentran en el citoplasma, siendo éstos
la familia de receptores PYRABACTIN RESISTANCE1l (PYR1)/PYR1-LIKE
(PYL)/REGULATORY COMPONENTS OF ABA RECEPTORS (RCAR) o
receptores PYR/PYL/RCAR (figura 9). La unién con la molécula de ABA permite
la estabilizacion de estos receptores con las PROTEIN PHOSPHATASES 2C
(PP2C) (Chan, 2012; Fujii et al., 2009; Ma et al., 2009; Santiago et al., 2009a;
Santiago et al., 2009b). Una vez la proteina PP2C se encuentra en el complejo
receptor-ligando, su actividad inhibitoria de la actividad de SNF1-RELATED
PROTEIN KINASES (SnRKs) es suprimida, permitiendo la actividad de estas
kinasas, que activan diversos sustratos como factores de transcripcion MYB o
WRKY, que finalmente activaran la transcripcion ABI4, ABI5, ABF4 y MYB2
(Umezawa et al., 2009; Vlad et al., 2010, 2009). Estos genes codifican factores
de transcripcién que transcribiran genes con secuencias de ABA-RESPONSIVE
ELEMENTS (ABRE) en su zona promotora. Esta secuencia nucleotidica
conservada suele estar acompafnada del coupling element (CE), formando el
ABA-responsive complex (ABRC) (Hobo et al., 1999) (figura 9).

Otra ruta de sefalizacion implica a la proteina MAGNESIUM-CHELATASE H
SUBUNIT (CHLH) (Shen et al., 2006; Tsuzuki et al., 2011; Wu et al., 2009), que
se encuentra en la membrana del cloroplasto. Una vez el ABA es sintetizado
inhibe a la proteina CPN20, la cual suprime la interaccién de CHLH con CHLH1
en el interior del cloroplasto. Una vez CHLH se une a CHLH1 se produce un
cambio conformacional en CHLH que provoca una fuerte afinidad por las
proteinas WRKY18, WRKY40 y WRKY60, que una vez unidas al complejo de
CHLH no pueden inhibir la transcripcion de los diversos genes cuya transcripcion
es activada por ABA (Zhan et al., 2013; Zhang et al., 2014) (figura 9).

El complejo ABA-PYR/RCAR-PP2C-SnRK, o complejo central de sefializacion
de ABA, también modula la activacion de los transportadores S-TYPE ANION
CHANNEL (SLAC1) (Geiger et al., 2010; Matschi et al., 2009) y KAT1 (Hubbard
et al., 2010) mediante su fosforilaciéon por la SnRK OST1, asi como la de
RESPIRATORY BURST OXIDASE PROTEIN F (RbohF), una NADPH oxidasa
en la membrana plasmatica que genera especies reactivas de oxigeno en el
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Figura 9. Transduccion de la sefial de ABA. La hormona es captada por la célula, uniéndose a
los receptores PYR/PYL/RCAR. Una vez unidos, el complejo atrae a la proteina PP2C, liberando
las SnRKs kinasas que activan a diversos factores de transcripcion que activaran la transcripcion
de genes relacionados con la respuesta a ABA como ABI4, ABI5, ABF4 o MYB2. En el
cloroplasto, ABA evita la inhibicion de CHL1 producida por CPN20, permitiendo que CHL1 se
una al receptor subunidad CHLH. Esta interaccion provoca un cambio conformacional en el
receptor, permitiendo que secuestre factores de transcripcion como WRKY, que inhiben la
respuesta a ABA.

apoplasto que funcionan como segundo mensajero de otras respuestas
(Sirichandra et al., 2009). En las células guarda, estas proteinas modulan el
cierre estomatico mediante la creacion de gradientes i6nicos. Las proteinas
SnRK, ademas, fosforilan numerosos ABA Response Binding Factors (ABFs)
(Kobayashi et al., 2005) que activan la transcripcién de genes que contengan la
secuencia ABRE.

2.1.2 Respuesta a sequia independiente de ABA

Aunque un gran numero de genes que responden a estrés son inducidos por
ABA, también se han encontrado genes inducidos por estrés por sequia que no
responden a esta hormona, indicando que existen al menos dos cascadas de
sefalizacion (Agarwal et al., 2011; Rao et al., 2016). Por ejemplo, se ha
observado que el gen RAD29A, cuya expresion es inducida por ABA, también
es transcrito en plantas mutantes deficientes en la sintesis de ABA (Yamaguchi-
shinozaki & Shinozaki, 1992). Un andlisis mas detallado del promotor de
RAD29A mostré que esta regulacion es modulada por la secuencia ACCGACA,
denominada dehydration-responsive element (DRE) (Yamaguchi-Shinozaki &
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Shinozaki, 1994). A estas secuencias se les unen factores de transcripcion como
DRE-BINDING PROTEIN 1/C-REPEAT BINDING FACTOR (DREB1/CBF) y
DREB2 (Liu et al., 1998; Stockinger et al., 1997). Mientras que la expresion de la
familia de proteinas DREBL es inducida en condiciones de bajas temperaturas
(Gilmour et al., 1998; Liu et al., 1998; Stockinger et al., 1997), las proteinas de la
familia DREBZ2 son inducidas por estrés por sequia, salinidad y alta temperatura
(Liu et al., 1998; Sakuma et al., 2006a; Shinwari et al., 1998), indicando un
solapamiento en la ruta de respuesta a estos estreses. Se ha observado que
DREB2A presenta un dominio que regula negativamente su actividad (negative
regulatory domain o NRD). Plantas transgénicas que sobreexpresan un mutante
de esta proteina sin el dominio NRD presentan inducidos numerosos genes
relacionados con la respuesta a alta temperatura, la salinidad y la sequia (Reis
etal., 2014; Sakuma et al., 2006a; Sakuma et al., 2006b). Aunque parecen existir
varias vias por las que se regula a DREB2A, la principal es mediante control
postraduccional, siendo degradada tras ser ubiquitinada en condiciones
normales y fosforilada en condiciones de estrés por alta temperatura (Mizoi et
al., 2019; Mizoi et al., 2012; Qin et al., 2008).

Aunque la via independiente de ABA mas estudiada implica a diversas proteinas
del grupo DREB2, se han observado otras proteinas relacionados con la
respuesta a sequia que no son inducidas por ABA (Yamaguchi-Shinozaki &
Shinozaki, 2006). Por ejemplo, se ha observado que la expresion de ERD1, una
proteasa reguladora de la respuesta al estrés por sequia, es inducida en plantas
transgénicas que sobreexpresan una proteina con homeodominios de dedos de
zinc (ZFHD1) y factores de transcripcion NAC (Yamaguchi-Shinozaki &
Shinozaki, 2006), indicando otra posible ruta de sefalizacion de respuestas
frente a estrés hidrico independiente de ABA.

2.2 Estrés por salinidad

La salinidad es uno de los estreses abiéticos mas dafinos para los cultivos,
afectando a alrededor de un 23% de la tierra cultivable (Tuteja, 2007). Las
predicciones actuales auguran la pérdida del 50% de la tierra cultivable en el
siglo XXI debido a un incremento de la salinidad en las mismas (Mahajan &
Tuteja, 2005). El estrés por salinidad produce cuantiosas pérdidas econémicas
y numerosos dafios en los cultivos. Algunos de los sintomas provocados por el
estrés salino son inhibicion del crecimiento, reduccion de la produccion y muerte
bajo estrés prolongado (Chinnusamy et al., 2006). Por todo ello el encontrar
mecanismos de tolerancia a la salinidad en plantas se ha convertido en un foco
de interés para la investigacion biotecnoldgica.

Las plantas responden a la salinidad en dos fases principales: una primera etapa
de reduccion del crecimiento, que puede durar dias, y que esta causada por el
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cierre estomatico y la inhibicion de la expansién celular, particularmente en el
tallo; y una segunda etapa, que puede abarcar semanas, y que se deriva de la
acumulacion de iones a niveles citotoxicos, con la consiguiente reduccion del
metabolismo (Munns & Termaat, 1986; Munns & Tester, 2008; Passioura &
Munns, 1984; Rajendran et al., 2009; Roy et al., 2014, revisado en Isayenkov &
Maathuis, 2019). Esta segunda fase resulta en senescencia prematura, y termina
causando la muerte de la planta. La tolerancia al estrés salino se pueden dividir
tres tipos de tolerancia a la salinidad (Munns & Tester, 2008): tolerancia al estrés
osmatico (producido al no poder absorber agua la planta y que suele dar lugar a
un mayor area de la hoja y un aumento de la conductancia estomatica);
tolerancia i6nica, que implica la exclusion de la sal de las hojas (siendo el
almacenamiento de sal en la raiz una de las principales respuestas frente a una
alta salinidad); y tolerancia a la acumulacion de Na* en los tejidos (lo cual implica
la compartimentalizaciéon de los iones para evitar la toxicidad asociada a su
acumulacion) (Rajendran et al., 2009; Roy et al., 2014)

2.2.1 Respuesta a estrés por salinidad: ruta Salt Overly Sensitive

La respuesta mas conocida a nivel de sefalizacion e interaccidon de proteinas es
la ruta Salt Overly Sensitive (SOS) (Zhu, 2016; Zhu et al., 1998) (figura 10).

Aunque el receptor de estrés salino de esta ruta es desconocido, se sabe que el
primer sefializador de la ruta es un incremento en la concentracion de calcio
citoplasmatico. Las moléculas de Ca?* se unen a la proteina meristoilada SOS3
aumentando su afinidad por la kinasa SOS2 (Halfter et al., 1999; Zhu et al.,
1998), a la que recluta a la membrana plasmatica y activa. La activacion de SOS2
hace que libere proteinas 14-3-3 con las que formaba un complejo y que la
mantenian inactiva, siguiendo la fosforilacion por parte del regulador negativo
PKS5 (Yang et al.,, 2019). Las proteinas 14-3-3 se unen entonces a PKS5,
suprimiendo su actividad kinasa y por tanto inhibidora de la ruta (Yang et al.,
2019). La proteina SOS2 activada fosforila a SOS1, un antiportador de Na*/H*
en la membrana plasmatica, lo que lleva a la extrusion del exceso de sodio del
citosol (Liu et al., 2000; Qiu et al., 2004; Quintero et al., 2011; Shi et al., 2002;
revisado en Ji et al., 2013; Zhu, 2016) (Figura 10).

El complejo Ca?*-SOS3/SOS2 también activa distintos transportadores de iones
de la vacuola como CATION EXCHANGER 1 (CAX1), la familia de
transportadores NHX o ATPasas de la vacuola (Batelli et al., 2007; Qiu et al.,
2004), que transportan los iones de sodio, calcio y protones hacia el interior
vacuolar (figura 10).

Se puede resumir el mecanismo de funcionamiento de la ruta SOS como una via
de sefializacién que disminuye la concentracion de Na* en el citoplasma de la
célula mediante la activacion o inhibicién de transportadores especificos y la
creacion de un gradiente de protones que facilite el antiporte de Na*.

50



Citoplasma D
EIN3 Nucleo \
L

Receptor? Q:)_ - ERF1 Genes de \
[

respuesta
a etileno y

005 3 \ 4 )

O
HKT1  Ca?* HY S e e

Proteina
14-3-3

Figura 10. Ruta SOS de respuesta a salinidad. Aunque no se conoce un receptor de estrés
salino, se ha demostrado que el estrés salino produce un aumento de iones Ca?* en el
citoplasma. Estos iones se unen al receptor SOS3, aumentando su afinidad por SOS2 y liberando
a la proteina 14-3-3. La proteina 14-3-3 se une e inhibe a PKS5, permitiendo la activacion de
ATPasas liberen iones H+ al apoplasto. El complejo Ca?*-S0S2-SOS3 fosforila a SOS1,
activandolo y permitiendo que mediante antiporte de H+ pueda expulsar Na* del citoplasma.
Ademas, el complejo Ca?*-S0OS2-SOS3 inhibe transportadores de i6n Na* y activa
transportadores de iones y ATPasas de la vacuola. Por Gltimo, mediante una cascada de kinasas,
activa a EIN3 mediante fosforilacion, permitiendo que factores de transcripcién como ERF1
expresen genes relacionados con la respuesta a estrés salino y etileno.

Los genes que codifican SOS1, SOS2 y SOS3 son inducidos en condiciones de
estrés salino por igual en todos los tejidos de la raiz. Sin embargo, SOS1
presenta una mayor expresion en células de la epidermis de la raiz, indicando
que posiblemente SOS1 pueda expulsar Na* al suelo (Shi et al, 2002). También
se han observado variaciones en la ruta SOS dependiendo del 6rgano en el que
sucede: mientras que en las raices es SOS3 la proteina implicada en la
activacion mediante calcio de SOS2, en tejidos aéreos es SCaBP8 la proteina
gue cumple esta funcion (Lin et al., 2009; Quan et al., 2007).

2.2.2 Respuesta a estrés por salinidad: via del etileno

Otra via menos estudiada y que ha acumulado un considerable interés es la via
de respuesta al estrés salino mediada por etileno (Cao et al., 2008) (figura 11).
Se sabe que ante diversos estreses como salinidad la planta acumula mas
etileno y su precursor 1-acido carboxilico (ACC) (Morgan & Drew, 1997), y la
aplicacién de etileno o ACC aumenta la tolerancia al estrés por salinidad (Cao et
al., 2006a). La biosintesis de etileno surge a partir S-AdoMet, el cual es
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Figura 11. Ruta del etileno de respuesta a estrés por salinidad. Una casacada de MAP-kinasas
activa a la enzima ACS sintasa, que cataliza la modificacion de S-AdoMet en ACC, el cual es
transformado en etileno gracias a la enzima ACO sintasa. El etileno se une a receptores
especificos como NTHK1, suprimiendo la actividad de CTR1 y permitiendo la defosforilacion de
EIN2, liberando su extremo C-terminal. El fragmento C-terminal de EIN2 es transportado al
nacleo, donde se marca para la degradacion a EBF1/EBF2, permitiendo la liberacion de EIN3 y
la activacion de factores de transcripcion de respuesta al etileno (ERFs). Los ERFs iniciaran la
transcripcion de genes relacionados con el equilibrio i6nico, la produccién de especies reactivas
de oxigeno y la respuesta a estrés por salinidad, y la inhibicién de la transcripcién de genes
relacionados con la germinacién. El extremo C-terminal de EIN2 también puede unirse al mMRNA
mensajero de EBF2, permitiendo su union al complejo UPF y su posterior degradacion.

transformado por la ACC sintasa en ACC, que sera oxidado por ACO sintasa en
etileno. La 1-aminociclopropano-1-acido carboxilico sintasa (ACS), la enzima
limitante del proceso de biosintesis, es diana de numerosas moléculas
mensajeras (figura 11). Hay 8 ACCs redundantes en la biosintesis de etileno
codificadas en el genoma de A. thaliana (ACS1-8). En condiciones de alta
salinidad, los genes que codifican ACS2, ACS6, ACS7, y ACS8 se inducen
(Archard et al., 2006; Shen et al., 2014; Wang et al., 2005).También se ha visto
que los transcritos de ACS1 se acumulan en condiciones de salinidad en células
de tabaco (Cao et al., 2006).Sin embargo, plantas de A. thaliana transgénicas
gque expresan constitutivamente el gen ACO1, una enzima ACC oxidasa que
regula la conversion de ACC a etileno, de trigo presentan una mayor sensibilidad
a salinidad (Chen et al., 2014), mientras que mutantes de A. thaliana en ACS7
dan lugar a plantas tolerantes a estrés salino y a otros estreses abioticos (Dong
et al., 2011). En base a estos resultados contradictorios algunos autores han
propuesto que los genes de biosintesis de etileno dan lugar a una mayor
tolerancia al estrés salino en los estadios tempranos de respuesta al estrés pero,
a largo plazo, estas respuestas pueden ser negativas para la planta al inhibir el
etileno el crecimiento y desarrollo de la planta (Tao et al., 2015).
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El etileno, una vez sintetizado, se une a receptores de etileno, como el receptor
de Nicotiana tabacum HISTIDINA KINASA 1 (NTHK1), inhibiéndolos. Esto
provoca la supresion de la proteina CONSTITUTIVE TRIPLE RESPONSE 1
(CTR1) que, en condiciones normales, fosforila y estabiliza a EIN2. Una vez
inhibido CTR1, EIN2 es desfosforilado y su extremo C-terminal escindido y
translocado al nucleo, donde estabilizara a los factores de transcripcion
EIN3/EILs (Qiao et al., 2012; Wen et al., 2012; Yidong & Shuqun, 2004), evitando
su ubiquitinacion por parte de complejos ubiquitin ligasas que contienen
EBF1/EBF2 y su posterior degradacion (Guo & Ecker, 2003). Este proceso esta
regulado también a nivel traduccional, produciendo el extremo C-carboxilo de
EIN2 la degradacion del mRNA de EBF2 (Li et al., 2015; Merchante et al., 2015)
(Figura 11). Finalmente, EIN3/EILs activan la expresion de genes de respuesta
a etileno (Dolgikh et al., 2019).Tratamientos de salinidad también promueven la
degradacion de EBF1/EBF2 y la actividad transcripcional de EIN3 (Peng et al.,
2014). De hecho, los mutantes ebfl-1 y ebfl-1 ebf2-1 presentan una acusada
tolerancia a la salinidad (Archard et al., 2006; Peng et al., 2014). Se ha descrito
como la salinidad reprime la expresion del receptor ETR1 (Zhao et al., 2004).
Ademas, mutantes de pérdida de funcion de receptores de etileno como
ETHYLENE RESPONSE (ETR1) dan lugar a plantas tolerantes a salinidad
mientras que el mutante de ganancia de funcion etrl-1 recupera el fenotipo de
sensibilidad a la salinidad (Cao et al., 2006; Peng et al., 2014; Wang et al., 2008;
Zhou et al., 2006). Al ser sobreexpresado el receptor NHKT1 también se da lugar
a un incremento en la sensibilidad a salinidad (Cao et al., 2006). Mutantes de
pérdida de funcion en EIN2 presentan una mayor sensibilidad a salinidad,
mientras que la sobreexpresion del extremo C-terminal de EIN2 suprime dicho
fenotipo en el mutante ein2-5 (Cao et al., 2006; Lei et al., 2011; Peng et al., 2014).
El mutante de pérdida de funcion ein3-1 también presenta una mayor
sensibilidad a salinidad, mientras que la sobreexpresion de EIN3 da lugar a un
fenotipo de tolerancia a sequia (Archard et al., 2006; Lei et al., 2011; Peng et al.,
2014).

Los genes activados en la respuesta a estrés salino mediada por etileno se
pueden dividir en tres tipos (Tao et al., 2015): captadores de especies reactivas
de oxigeno como la superoxido dismutasa (SOD) (Kukreja et al., 2005),
transportadores de iones como los de la familia HKTs (Jiang et al., 2013) y
enzimas sintetizadoras de osmolitos como P5CS (Cheng & Lin, 2013).

2.3 Estrés por alta temperatura

Se estima que en los ultimos 55 afios los periodos de sequiay altas temperaturas
han costado 237 billones de dolares de pérdidas a nivel global (Mehrabi &
Ramankutty, 2017). Puesto que numerosos estudios predicen un aumento en el
namero e intensidad de periodos de altas temperaturas y sequia en los proximos
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afilos como consecuencia del cambio climéatico y estos cambios provocaran
dafios devastadores en numerosos cultivos de importancia agroeconémica (Lesk
et al., 2016; Lobell et al., 2011), es esencial el mejorar nuestro conocimiento de
la respuesta ante estrés por alta temperatura en plantas.

2.3.1 Percepcidén de la temperatura en la planta

Actualmente no se conoce un termorreceptor candnico en plantas, aunque se
han identificado diversos citocromos y la histona H2A.Z como posibles
receptores térmicos (Jung et al., 2016; Kumar et al. , 2010; Legris et al., 2016).
Recientemente se ha identificado EARLY FLOWERING 3 (ELF3) como un
posible sensor de la temperatura en plantas (Alberti, 2020; Jung et al., 2020).
EFL3 presenta un dominio poliQ relacionado con la respuesta a estrés por alta
temperatura. Aquellas plantas que presentan un crecimiento acelerado a altas
temperaturas presentan alelos de ELF3 con un mayor tamafio del dominio poliQ.
Este dominio también se correlaciona con un comportamiento no soluble de la
proteinay, de hecho, se ha observado que ELF3 en plantas de A. thaliana a 37°C
forma agregados insolubles. Puesto que ELF3 es un inhibidor de la transcripcion
de numerosos genes de respuesta a alta temperatura, los autores sugieren que
la temperatura modula la solubilidad de ELF3, regulando la transcripcion de los
genes de respuesta a alta temperatura. Ademas, se ha observado como plantas
gue sobreexpresan ELF4, una proteina que interacciona con ELF3 cerca de su
dominio poliQ, presentan una supresion de su respuesta a estrés por alta
temperatura, sugiriendo que ELF4 también puede regular la respuesta a estrés
por alta temperatura mediante el control de la condensacion de ELF3 (Jung et
al., 2020).

PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR 4 (PIF4), una proteina implicada en
la sefalizacion de la respuesta a luz, parece ser la principal proteina reguladora
de la sefalizacion de la temperatura (Li et al., 2018). PIF4 es fosforilada por el
fitocromo B, provocando que PIF4 sea degradada por la ruta del proteasoma 26S
(Lorrain et al., 2008). Al aumentar la temperatura el fitocromo B pasa a su estado
inactivo, permitiendo la acumulacion de PIF4 (Jung et al.,, 2016). Las
temperaturas calidas inducen la unién de PIF4 a los promotores de diversos
genes que codifican para la biosintesis de auxinas, como YUCCA8 (YUCS8),
TRYPTOPHAN AMINOTRANSFERASES OF ARABIDOPSIS 1 (TAAl) y los
citocromos P450 y CYP79B2 (Franklin et al., 2011; Sun et al., 2012). Ademas,
también se ha observado que PIF4 también activa la expresiébn de genes
implicados en la biosintesis de brasinosteroides, permitiendo la elongacién
celular a altas temperaturas (Eunkyoo et al.,, 2012; Wei et al., 2017).
Determinadas proteinas relacionadas con la sefializacion de giberelinas, como
las proteinas DELLA, ejercen una actividad inhibitoria de PIF4, uniéndose a ella
e impidiendo su union al DNA (Li et al., 2018); algunos autores han sugerido que
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las proteinas DELLA son reguladores negativos de la termomorfogénesis (Koini
et al., 2009; Li et al., 2018).

2.3.2 Respuesta a estrés por alta temperatura

El estrés por alta temperatura provoca diversos efectos en la planta, que incluyen
una menor eficiencia fotosintética, apertura estomatica e inhibicion del
crecimiento y de la division celular (Ohama et al., 2017; Wahid et al., 2007).

Los principales inductores de la respuesta a estrés por altas temperatura son las
especies reactivas de oxigeno y los iones de calcio (Ca?*) (figura 12). Las
especies reactivas de oxigeno activan rapidamente a enzimas antioxidantes
como la ascorbato peroxidasa (APX) o la catalasa (CAT) que detoxifican estas
moléculas. Otras moléculas, como las peroxidasas RbohB y RbohD, también
provocan la acumulacion de NO, que servira de mensajero para otras respuestas
(Wang et al., 2014). Ademas, las especies reactivas de oxigeno llevan a la
metabolizacion de lipidos mediante su oxidacion y la formacion de Reactive
short-chain leaf volatiles (RSCVs). Los RSCVs al acumularse activan diferentes
genes relacionados con la respuesta a alta temperatura (Yamauchi et al., 2008;
Yamauchi et al., 2015).

Los iones Ca?* entran debido a la mayor fluidez de la membrana plasmatica a
altas temperaturas, penetrando en la célula a través de los canales CYCLIC
NUCLEOTIDE GATED CALCIUM CHANNELs (CNGCs) (Finka et al., 2012; Gao
etal., 2012; Saidi et al., 2009; Sangwan et al., 2002). Se cree que también existen
canales, como ANEXINNA 1 (ANN1), que ayudan a mantener una alta
concentracion citosélica de iones Ca?* después de la entrada de iones a través
de los canales CNGCs (Li et al., 2018; Wang et al., 2015). CALMODULIN3
(CaM3) es el receptor intracelular de Ca?* mas importante en plantas, resultando
su sobreexpresion en fenotipos resistentes a altas temperaturas (Liu et al., 2008;
Zhang et al., 2009). Existen indicios que hacen pensar que CaM3 podria
transducir la sefial mediante su interaccién con WRKY 39, activandolo y, con ello,
iniciando la transcripcién de genes de respuesta a estrés (Li et al., 2010; Mittler
et al., 2012; Park et al., 2005). Puesto que algunas kinasas que pueden estar
implicadas en la activacion de algunos HEAT SHOCK TRANSCRIPTION
FACTORS (Hsf), como miembros de la familia CALCIUM DEPENDENT
KINASES (CDPKSs), son activadas mediante iones Ca?*, se piensa que pueden
ser transductores de las sefiales de Ca?* (Sangwan et al., 2002). También se ha
observado que la kinasa CBK es capaz de unirse a CaM3 y a HEAT SHOCK
TRANSCRIPTION FACTOR A1S (HSfA1ls), fosforilando a este ultimo y siendo
un posible mensajero de la sefial de estrés (Liu et al., 2011; Liu et al., 2008).

Las principales proteinas que regulan la respuesta al estrés por alta temperatura
son las HEAT SHOCK PROTEINS (HSPs) y las enzimas antioxidantes. Las
HSPs son clasificadas en HSP100, HSP90, HSP70, HSP60 y SMALL HSP

(sHSPs). Las HSP presentan diversas funciones, e.g. aumentar la estabilidad de
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las estructuras de las proteinas, mantener la integridad de receptores celulares
o promover el correcto ensamblaje de complejos proteicos (Kotak et al., 2007;
Mittler et al., 2012; Wang et al., 2016). El principal factor de transcripcion en la
respuesta a estrés por alta temperatura es HsfAls, el cual regula numerosos
genes que codifican chaperonas y enzimas, y genes implicados en la respuesta
y la memoria a estrés por alta temperatura (Ohama et al., 2017; Yoshida et al.,
2011). En condiciones normales la proteina HsfAls est4 unida a HSP70 y
HSP90, las cuales la inhiben (Hahn et al., 2011; Yamada et al., 2007). Ante un
estrés por alta temperatura HSP70 y HSP90 dejan de interactuar con HsfAls al
aumentar la cantidad de proteinas desnaturalizadas, permitiendo que HsfAls se
dirja al nucleo donde transcribird diversos factores de transcripcion como
DREB2A, HsfA2, HsfA7a, HsfBs o MBF1C. Estos factores de transcripcion
amplificaran la sefial transcribiendo numerosos genes de respuesta a estrés por
alta temperatura (figura 12).

HsfAl es regulada principalmente a nivel postraduccional (Ohama et al., 2017).
De hecho, algunos autores han sugerido que las proteinas CDK1, CBK3 y PP7
pueden fosforilar a HsfAl para activarla (Liu et al., 2008, 2007; Ohama et al.,
2016; Reindl et al., 1997). Sin embargo, la cuestion ain se mantiene abierta ya
que existen indicios de que HsfAl puede estar regulada por sumoilacion. De
hecho, plantas que sobreexpresan los sistemas de sumoilacién presentan un
descenso en la acumulacion de HsfA2, un factor de transcripcidén cuya expresion
es activada por HsfAl. Ademas, se ha identificado mediante espectrometria de
masas como las proteinas HsfAld, HsfA2 y HsfBSb pueden ser ubiquitinadas
(Miller et al., 2010; Schuster, 2010).

Otros factores de transcripcion actuan de forma independiente de HsfAl, como
NACO019, que transcribe genes de respuesta a estrés por alta temperatura (Guan
et al., 2014) (figura 12).

HsfA4a es inducido por el estrés oxidativo, activandose al aumentar la cantidad
de especies reactivas de oxigeno en el ambiente celular, y transcribe el gen que
codifica la ascorbato peroxidasa 1 (APx1). HsfA5 inhibe a HsfA4a, formando
dimeros con él en condiciones normales (Ohama et al., 2017). Un dltimo factor
de transcripcion que actia independientemente de HsfAls es bZIP28 , que bajo
condiciones normales estd inactivo, unido a CHAPERON-BINDING
IMMUNOGLOBIN PROTEIN (BIP), pero ante una condicién de estrés por alta
temperatura es liberado y cortado por las proteasas SITE 1 PROTEASE (S1P) y
S2P, lo cual induce su relocalizacién al nucleo, donde transcribira diversos genes
de respuesta a estrés (Srivastava et al., 2014).
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Se ha observado que el factor de transcripcion DREB2A, implicado en la
respuesta a estrés por sequia independiente de ABA, también esta implicado en
la respuesta a estrés por alta temperatura, induciendo la expresiéon de HsfA3
(Sakuma et al., 2006a). El papel del silenciamiento transcripcional ante el estrés
por alta temperatura aun estd desvelandose. Se han publicado trabajos que
muestran que la hipermetilacién de la histona H2K4 sirve de memoria frente a
futuros estreses y la proteina HsfA2 esta asociada a la maodificacion
postraduccional de esta histona (Ding et al., 2012; Lamke et al., 2016). También
se sabe que a alta temperatura se desencadenan numerosos mecanismos de
silenciamiento transcripcional, entre los que se incluye la activacion de proteinas
como HIT4, DDM1 o MOM1, para evitar la proliferacion de los transposones
insertos en el genoma de la planta. Ademas, se ha observado que la via de
silenciamiento transcripcional por RADM modula la respuesta a estrés por alta
temperatura (Popova et al., 2013) .
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También es conocido el papel de varios miRNAs en la regulacion de la respuesta
a estrés por alta temperatura; por ejemplo, miR398 reduce la acumulacién de
transcritos codificantes de numerosas enzimas antioxidantes, permitiendo la
acumulacion de especies reactivas de oxigeno y, con ello, induce la activacion
de HsfAs (Guan et al., 2013). miR156 tiene un papel relevante en la memoria del
estrés por alta temperatura que depende de sus dianas, factores de transcripcion
de la familia SQUAMOSA-PROMOTER BINDING-LIKE (SPL) (Stief et al., 2014).

Aunque se ha comunicado que las temperaturas calidas inhiben la formacion de
los siRNAs provenientes de secuencias en sentido y antisentido, los siRNAs
provenientes de repeticiones invertidas no parecen verse afectados por la
temperatura (Zhong et al., 2013). También se ha observado una disminucién de
la proteina SGS3, pudiendo ser la causante de la menor biogénesis de siRNAs
observada en algunas especies vegetales a temperaturas calidas (He & Li, 2015;
Zhong et al.,, 2013). Ademas, los genes HEAT INDUCED TAS1 TARGET1
(HTT1) y HTT2 estan sobreexpresados en plantas que presentan
termotolerancia, estando regulados por TAS1-siRNAs que lo degradan en
condiciones normales. Estos genes también son inducidos por Hsfla, activando
la transcripcion numerosos genes Hsf e interaccionando y activando diversas
HSPs (Li et al., 2014).

Sin embargo, el efecto de la temperatura en el silenciamiento génico parece ser
dependiente de la especie estudiada. Por ejemplo, mientras en N. benthamiana
se ha demostrado que el estrés por alta temperatura aumenta la actividad de
silenciamiento génico (Chellappan et al.,, 2005; Veladzquez et al., 2010), en
plantas de tomate y algodon se ha observado el efecto contrario, siendo a baja
temperatura cuando se induce una mayor intensidad del silenciamiento génico
(Cai et al., 2007; Fu et al., 2006; Tuttle et al., 2008).

En N. benthamiana, condiciones de estrés por alta temperatura fomentan la
acumulacion de siRNAs, lo que provoca una mejora en los sistema de
silenciamiento de las plantas (Chellappan et al., 2005). Esta acumulacion puede
ser debida a una induccién de la transcripcion de RDR6 y DCL2 (Qu et al., 2005;
Zhang et al.,, 2012), permitiendo una mayor eficiencia de la maquinaria de
silenciamiento bajo estrés por alta temperatura.

También se han observado respuestas comunes entre la respuesta a estrés por
alta temperatura y el estrés por sequia al estar, en muchos casos,
correlacionados. De hecho, la induccion de DREBA2 genera termotolerancia
(Mizoi et al., 2019; Reis et al., 2014).

La produccion de ABA induce la expresion de varios genes de respuesta a altas
temperaturas, como HSFA6b, HSFA2c o HSP70 (Huang et al., 2016; Li et al.,
2014; Wang et al., 2017). De hecho, mutantes de A. thaliana para genes de la
biosintesis de ABA suelen presentar una mayor sensibilidad a las altas
temperaturas y mutantes en la proteinas de estrés por alta temperatura muestran
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hipersensibilidad a ABA (Larkindale et al., 2005; Larkindale & Knight, 2002;
Leonhardt et al., 2011). Otras relaciones entre las proteinas de respuesta a
estrés por alta temperatura y ABA la encontramos en la interaccion de sHSP22
y la proteina ABI1 en el control del transporte polar de auxinas (Li et al., 2017).

Ademas, el ABA coordina la acumulacién espacial de &cido salicilico (SA)
mediante la liberacion de iones de calcio y especies reactivas de oxigeno, que
provocan la apertura estomética. Se cree que este mecanismo sirve para dar
una respuesta rapida de sucesivo cierre y apertura de los estomas frente a un
incremento de la temperatura (Mittler & Blumwald, 2015; Zandalinas et al., 2016).

La hormona ABA también controla la farnesilacion de diversas proteinas, entre
las que se incluyen proteinas de respuesta a estrés por alta temperatura
(Barghetti et al., 2017; Cutler et al., 1996).

Finalmente, algunos autores también han teorizado sobre el posible impacto que
el ABA puede tener en la respuesta de la memoria de estrés a través de la
interaccién de diversas HSFs y proteinas implicadas en la sefializacion de la
respuesta de ABA con proteinas remodeladoras de la cromatina (Bulgakov et al.,
2019).

3. Interacciones entre estreses abiodticos y bidticos en planta
3.1 Enfermedades virales en plantas en los tiempos del cambio climatico

Actualmente, el Panel Internacional para el Cambio Ciméatico (IPCC) prevé un
incremento en la temperatura global, episodios de sequia y aumento de la
salinidad de los suelos (Shukla et al., 2019). Estos cambios se espera que
afecten no solo a los cultivos, sino también a las enfermedades virales que los
afectan, que veran alteraciones en la tasa de supervivencia del hospedador, el
rango de hospedador, y la severidad, incidencia y difusion de las enfermedades
(Eastburn et al., 2011; Elad & Pertot, 2014; Jones, 2016).

Los virus son parasitos intracelulares obligados; necesitan de la maquinaria
molecular del hospedador para replicarse. Por ello, alteran los mecanismos
moleculares de la planta para completar su propio ciclo de replicacion,
provocando efectos deletéreos en su hospedador.

En condiciones de campo, los patégenos vegetales y los estreses abidticos
interacttan de diferentes maneras. Se han llegado a documentar en la naturaleza
complejas interacciones entre virus, plantas y estreses abiéticos, que pueden dar
lugar a una mayor tolerancia a uno de los estreses (Roossinck, 2015; Roossinck
& Bazan, 2017), provocando la necesidad de un replanteamiento de los
conceptos de parasitismo, simbiosis y el valor ecolégico de los virus en la
naturaleza (Gonzalez et al., 2020; Rouhier & Jacquot, 2008). Estas interacciones
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pueden proveer tanto de resistencia como susceptibilidad a uno o ambos
estreses dependiendo de la especie vegetal, el patdgeno y la intensidad del
estrés (Aguilar et al., 2017). De hecho, investigaciones sobre el efecto de un
estrés y la suma de varios de ellos indican que no se puede predecir la respuesta
de la planta a varios estreses simultdneos en base a la respuesta que da por
separado a cada uno de ellos (Atkinson & Urwin, 2012).

El estudio de las interacciones entre virus y estreses abidticos ha generado
numerosos articulos que muestran las complejas interacciones que se producen
en diversos patosistemas, avanzando en el conocimiento de la ecologia viral y
las relaciones patdgeno-hospedador (Malmstrom et al., 2011; Tennant & Fermin,
2018). A continuacién, se discutirdn los articulos publicados en este campo,
profundizando en las interacciones entre la infeccion viral y la respuesta a estrés
térmico e hidrico y las interacciones entre patdgenos y respuesta a estrés salino.

3.1.1 Interacciones entre virus y estrés por sequia en planta

Algunos estudios sugieren que el efecto de la sequia puede inhibir la respuesta
defensiva de la planta (Goel et al., 2008; Mohr & Cahill, 2003), sugiriendo que el
estrés por sequia induciria una mayor acumulacion viral. Sin embargo, se ha
observado que durante el estrés por sequia plantas de A. thaliana infectadas con
Turnip mosaic virus (TuMV) no muestran un incremento en la acumulacion viral
(Prasch & Sonnewald, 2013). De hecho, la combinacién del estrés por sequia y
por alta temperatura, induce una menor severidad de los sintomas de TYLCV en
tomate (Wafa’a Odeh, 2018). Por otro lado, no se han observado interacciones
entre la respuesta al estrés por sequia y la infeccion por Peanut stunt virus (PSV)
en el hospedador Trifolium repens (McLaughlin & Windham, 1996). Tampoco se
han observado alteraciones en la carga viral de plantas de Zea mays infectadas
con Maize dwarf mosaic virus (MDMV) en condiciones de estrés por sequia
(Olson et al., 1990). El estrés por sequia tampoco afecta a Citrus tristeza virus
(CTV), manteniéndose una carga viral similar entre plantas de naranja dulce
(Citrus sinensis) sometidas a estrés hidrico y plantas en condiciones control.
Aunque se ha observado un cierto aumento de la cantidad de prolina, un
conocido aminoacido osmoprotectante, en plantas de naranja dulce infectadas,
no parecen existir diferencias significativas en la acumulacion de prolina entre
plantas infectadas con CTV y plantas control bajo estrés hidrico (Silva et al.,
2019).

Esta divergencia de resultados se debe a que distintos virus pueden dar lugar a
diferentes respuestas, dependiendo también del hospedador. Por ejemplo, se ha
mostrado que diferentes ecotipos de A. thaliana infectados con Cauliflower
Mosaic Virus (CaMV) y sometidos a estrés por sequia tienen diferentes
respuestas a ambos estreses. La carga viral y el porcentaje de transmision se
ven afectados en diferente intensidad en cada ecotipo, siendo estas diferencias
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posiblemente debidas a cambios en floracion, desarrollo, y velocidad de flujo del
floema (Bergeés et al., 2018).

Se conocen varios virus que inducen una mayor tolerancia a periodos de sequia.
Por ejemplo, plantas de N. benthamiana infectadas con Tobacco mosaic virus
(TMV) muestran una mayor tolerancia a estrés hidrico, al igual que plantas de
remolacha y Chenopodium amaranthicolor infectadas con Cucumber mosaic
Virus (CMV), plantas de arroz infectadas con Brome mosaic virus (BMV) y
plantas de N. benthamiana infectadas con Tobacco rattle virus (TRV) (Xu et al.,
2008). CMV también parece inducir una mayor tolerancia a estrés por sequia en
plantas de tomate. Se ha observado coémo plantas de tomate infectadas en
condiciones de sequia presentan una mayor acumulacion de agua en los tejidos
que plantas sin infectar (Hosseini et al., 2018). Recientemente, también se ha
demostrado como el virus asintomatico Rice tungro spherical virus (RTSV)
induce una mayor tolerancia a sequia en arroz (Encabo et al., 2020).

Sin embargo, también se han publicado estudios de campo en los que no se
observa una mayor tolerancia o sensibilidad a episodios de estrés hidrico en
plantas de remolacha azucarera infectadas con Beet cryptic virus (BCV) (Xie et
al., 1994), sugiriendo que la respuesta de la planta a la combinacién de estreses
abidticos no se puede predecir, dependiendo de numerosos factores como la
especie hospedadora, la especie viral, y la duracion e intensidad del estrés
abidtico (Aguilar et al., 2017).

La aparicion de estos efectos beneficiosos en situaciones de estrés ha sido
denominado mutualismo condicionado, presentando la capacidad de dar lugar a
importantes eventos evolutivos (Hily et al., 2016; Michalakis et al., 1992;
Roossinck, 2011).

Diversos estudios sugieren que no hay un mecanismo conservado por el que las
infecciones virales desencadenen una mayor tolerancia al estrés por sequia. Por
ejemplo, se ha observado que plantas de N. benthamiana infectadas con
Tailflower mild mottle virus aislado Cervantes presentan una mayor tolerancia a
estrés hidrico, correlacionandose con una mayor acumulacion de osmolitos
como la prolina, una mayor actividad de enzimas antioxidantes y una mayor
expresion de genes inductores de la respuesta a estrés por sequia (Dastogeer
et al., 2018). También se ha observado como plantas de tomate infectadas en
condiciones de sequia presentan una mayor concentracion de carotenoides y
clorofila-a en comparacién con plantas no infectadas, dando lugar a una mayor
acumulacion de agua en los tejidos de las plantas infectadas (Hosseini et al.,
2018).

Los virus también pueden alterar las respuestas fisiologicas al estrés por sequia.
Por ejemplo, vifiedos infectados con Grapevine leafroll-associated virus 3
(GLRaV-3) y expuestos a episodios de sequia muestran un incremento en su
conductancia estomética (gs), asimilacion de CO2 (AN) y acumulacion de
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diferentes aminoacidos como treonina, isoleucina y prolina (El Aou-ouad et al.,
2018). También se ha observado que GLRaV-3 induce cambios en la
conductancia hidraulica de la planta, provocando el cierre estomatico; sin
embargo, el efecto en la conductancia hidraulica es despreciable en condiciones
de sequia. Tampoco se ha observado que las plantas de vid presenten cambios
en la eficiencia del uso de agua entre plantas infectadas y no infectadas en
condiciones control y de sequia (El Aou-ouad et al., 2017). Ademas, algunos
estudios sugieren que MDMV podria mantener la turgencia de la hoja durante
cortos periodos de estrés hidrico, concediendo una mayor tolerancia al estrés
por sequia (Lindsay & Gudauskas, 1974; Olson et al., 1990). También se ha
observado que algunos virus, como Barley yellow dwarf virus (BYDV), provocan
un aumento en el potencial hidrico de las raices de plantas infectadas, dando
lugar a una mayor captacion de agua y una reduccion de los sintomas de estrés
hidrico durante periodos de sequia (Davis et al., 2015).

Por otro lado, se ha demostrado que el efecto de la tolerancia al estrés por sequia
producido por CMV al infectar A. thaliana es producido por la proteina viral 2b
(Westwood et al.,, 2013), mostrando que en determinadas condiciones una
proteina viral puede provocar la aparicion de una caracteristica beneficiosa para
el hospedador. La proteina 2b induce una mayor tolerancia a la sequia en A.
thaliana interfiriendo en la transduccion de la sefial mediada por ABA y
produciendo la inhibicién de genes de respuesta a estrés hidrico (Westwood et
al., 2013). Otros estudios indican que coinfecciones con PVX y Plum pox virus
(PPV) producen una mayor tolerancia a estrés hidrico en sus hospedadores
durante episodios de estrés por sequia, comparandolos con infecciones con solo
uno de los virus y plantas no infectadas (Aguilar et al., 2017). Se ha observado
en plantas infectadas con PPV y PVX una mayor produccion de rafinosa, serina
y treonina, mientras que la proteina P25 de PPV induce una mayor produccién
de putrescina, siendo todas ellas moléculas relacionadas con la respuesta a
estrés hidrico. De hecho, la expresion estable de la proteina P25 produce una
mayor concentracion de estomas ademas de incrementar dramaticamente la
sintesis de SA, inhibiendo la produccion de ABA. Recientemente, el mismo grupo
ha demostrado que la induccién de resistencia a sequia observada en plantas
infectadas con PPV y PVX, PPV, y PVX expresando la proteina P25 de PPV, es
suprimida en condiciones de estrés por alta temperatura y alta concentracion de
CO2 (30°C y 970 ppm de COz2) (Aguilar et al., 2020). Estos resultados ponen en
evidencia como la respuesta de la planta a los estreses abioticos y bibticos es
especifica de la combinacion de estreses a la que la planta es sometida.

3.1.2 Interacciones entre virus y estrés por alta temperatura en planta

Desde principios del siglo XX se ha descrito como determinados virus presentan
un detrimento en su acumulacidn en ambientes con altas temperaturas
(Kassanis, 1952). De hecho, actualmente, mediante la aplicacion de altas
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temperaturas a callos y apices vegetales, se ha conseguido la propagacion in
vitro de material vegetal libre de virus (Dahal et al., 1998; Lizarraga et al., 2017,
Wang et al., 2018, 2021), denominandose a este proceso termoterapia.

Sin embargo, la aplicacion de alta temperatura a plantas infectadas puede dar
lugar a diferentes resultados, dependiendo de la duracion e intensidad del
tratamiento (Dahal et al., 1998; Ma et al., 2016), asi como del virus y el
hospedador (Hily et al., 2016; Llamas-Llamas. et al, 1998). Por ejemplo, Tomato
spotted wilt virus (TSWV) presenta un aumento en su acumulacion en plantas de
N. tabacum y D. stramonium en condiciones de estrés térmico, mientras que en
plantas de P. ixocarpa infectadas con TSWV y sometidas a alta temperatura se
observa una disminucion de la carga viral (Llamas-Llamas et al., 1998). De
hecho, se ha observado que el estrés por alta temperatura tiene efectos dispares
en la replicacién y el movimiento viral (Ghandi et al., 2016; Kido et al., 2008; Ma
et al., 2016; Makarova et al., 2018; Singh et al., 2018; Zhao et al., 2016). Los
virus Melon necrotic spot virus (MNSV) en meldén, Cucumber mosaic virus (CMV)
en N. tabacum, Potato virus Y en patata, Groundnut bud necrosis virus (GBNV)
en judia, Barley yellow dwarf virus-PAV en trigo, o TYLCV en tomate, presentan
un aumento de la acumulacion viral al someter al hospedador a un tratamiento
de alta temperatura (Ghandi et al., 2016; Kido et al., 2008; Makarova et al., 2018;
Nancarrow et al., 2014; Singh et al., 2018; Zhao et al., 2016), mientras que Turnip
crinkled virus en A. thaliana, Potato virus X y Potatovirus Y en Nicotiana glutinosa
y N. benthamiana o Citrus psorosis virus (CPsV) en naranja presentan una menor
acumulacion cuando la infeccion se produce en condiciones de alta temperatura
(Del Toro et al., 2015; Ma et al., 2016; Velazquez et al., 2010; Zhang et al., 2012).
También se ha demostrado que plantas de banano infectadas con Banana streak
virus (BSV) a temperaturas de 30-35°C presentan una disminucion o la completa
desaparicién de los sintomas virales (Dahal et al., 1998), de forma similar a lo
observado en infecciones de African cassava mosaic virus (ACMV) y Sri Lankan
cassava Mosaic virus (SLCMV-LK) en plantas de N. benthamiana, observandose
la desaparicion de los sintomas virales cuando la infeccion se produce a 30°C
(Patil & Fauquet, 2015).

Ademas, los efectos del estrés abidtico pueden provocar distintos efectos en la
carga viral a lo largo del tiempo, documentandose casos en los que provoca una
rapida acumulacion viral seguida de un brusco descenso (Obrepalska-
Steplowska et al., 2015; Zhao et al., 2016), dificultando la interpretacién de los
resultados. De hecho, diversos estudios indican que, en determinados casos, la
acumulacion viral es dependiente de la intensidad del estrés abidtico, existiendo
un rango de temperatura Optima de infeccion mas alla del cual la acumulacion
viral disminuye (Chung et al., 2016; Gonzalez et al., 2020; Harrison, 1956;
Roossinck, 1991; Singh et al., 2018).

Existen diversos mecanismos que desencadenan la inhibicion de la acumulacion
viral en determinados patosistemas en condiciones de estrés por alta
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temperatura. Por ejemplo, en el momento en el que se descubrieron los
mecanismos por los que mas tarde se desarrollaria la termoterapia, se establecio
que la carga viral es el resultado de la sintesis de particulas virales por parte del
virus y su degradacion por parte del hospedador. Segun este modelo, las altas
temperaturas facilitarian la degradacion de las moléculas virales por parte del
hospedador (Johnstone, 1971). Sin embargo, este modelo no explica por qué
temperaturas que no llegan a alcanzar la temperatura de inactivacion del virus
provocan la préactica inhibicion de la replicacion viral. El consenso actual
establece que el fendbmeno de silenciamiento génico produce una disminucién
de la carga viral en plantas infectadas a altas temperatura (Ma et al., 2016;
Zhang, 2012; Zhao et al., 2016). El estrés térmico induce una rapida e intensa
respuesta de silenciamiento génico que se superpone al efecto de los supresores
del silenciamiento génico virales, promoviendo el silenciamiento de los genes del
virus y, por tanto, dificultando su ciclo replicativo y su acumulacién en el
hospedador (Chellappan et al., 2005; Zhang et al., 2012).

Hay indicios que sugieren que durante el estrés por alta temperatura la induccion
de la expresion de DCL2 y RDR6 provocan una acumulacién de siRNAs que
mejoran la eficiencia del silenciamiento génico de la planta, dando lugar a una
mejor defensa del hospedador ante patégenos virales (Chellappan et al., 2005;
Qu et al., 2005; Zhang et al., 2012). Sin embargo, resultados obtenidos con las
proteinas supresoras del silenciamiento 2b de CMV y HCPro de PVY en hojas
de N. benthamiana, muestran que no hay diferencia en su actividad supresora
del silenciamiento génico a partir de los 30°C (Del Toro et al., 2015), indicando
gue los mecanismos de silenciamiento génico no parecen verse afectados por la
temperatura en este patosistema.

Otro mecanismo utilizado por los virus en infecciones producidas durante estrés
térmico es la modulacion de la respuesta al estrés abiético mediante cambios en
la expresion génica. Por ejemplo, se ha observado que algunos virus también
pueden alterar el proteoma de sus hospedadores para mitigar los efectos de las
altas temperatura. La proteina CP de TYLCV pueden interactuar con la proteina
HSP90, inhibiendo su actividad y provocando una disminucién en la acumulacion
de la proteina HSFA2 (Gorovits & Czosnek, 2017; Gorovits et al., 2017), factor
de transcripcion de genes de respuesta a estrés por alta temperatura. Ademas,
se ha observado que tanto HSFA2 como HSP90 forman agregados junto a la
proteina CP y que la expresion de los genes codificantes para ambas proteinas
viene condicionada por la infeccion de TYLCV y la existencia de resistencia por
parte del cultivar de tomate infectado (Anfoka et al., 2016), sugiriendo un
mecanismo por el que el virus pueda provocar una mayor tolerancia a las altas
temperaturas. De hecho, este mismo estudio sugiere que las proteinas de
TYLCV pueden promover una mayor tolerancia al estrés por alta temperatura en
tomate (Anfoka et al., 2016). También se ha observado una mayor tolerancia al
estrés por alta temperatura en las células colindantes a los puntos necréticos
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producidos en hojas de Phaseolus vulgaris (judia) por TMV, TSWV, Tobacco
ringspot virus (TRSV) y Alfalfa Mosaic virus (AMV) (Yarwood, 1957).

Por otro lado, los resultados de un estudio reciente llevado a cabo por
Farahbakhsh y colaboradores sugieren que los cambios provocados por la
infeccibn de Wheat strake mosaic virus (WSMV) en la concentracion de
diferentes metabolitos en plantas de trigo podria explicar la disrupcién de la
resistencia viral observada en plantas resistentes a WSMV expuestas a alta
temperatura (32°C) (Farahbakhsh et al., 2019).

Ademas, se ha observado que los virus pueden alterar la sintesis de
aminoécidos, provocando la acumulacion de aminoacidos osmoprotectores,
proteinas de respuesta a estrés oxidativo y chaperonas (Obrepalska-Steplowska
et al., 2015; Gorovits et al., 2017), alterando la respuesta al estrés por alta
temperatura mediante el blogueo de sefiales de estrés mediadas por ROS, la
estabilizacion de la membrana plasmatica o el mantenimiento de la estructura de
las proteinas celulares. Esta regulacion puede afectar a la produccién de
hormonas relacionadas con la respuesta a estreses abioticos, como el ABA, o a
estreses bioticos, como el JA o el SA, induciendo cambios en la respuesta a
ambos tipos de estrés. De hecho, se ha observado que en plantas de A. thaliana
NahG, el tratamiento con ABA exdgeno promueve la disminucion de la
acumulacion del virus TCV (Yang et al., 2013), mientras que la disminucion de
Bamboo mosaic virus mediada por ABA se produce a través de la induccion de
AGO2yAGO3 (Alazem et al., 2017), y el SA inhibe el aumento de la acumulacién
viral de PVY observado en plantas de patata sometidas a 28°C (Makarova et al.,
2018).

3.1.3 Interacciones entre patégenos y estrés por salinidad en planta

Generalmente, se ha considerado que el estrés por salinidad inhibe la
acumulacion de patdgenos vegetales. Sin embargo, debido a la complejidad de
las respuestas, es dificil realizar generalizaciones. Por ejemplo, periodos cortos
de estrés salino predisponen a tomate a la infeccion por el patdégeno
Phytophthora capsici, provocando infecciones mas intensas, siendo este
fendmeno producido por una induccion de la sintesis de ABA, lo que provoca
una mayor atraccion de las raices a las zoosporas del patdogeno (DiLeo et al.,
2018; Pye et al., 2018; Triky-Dotan et al., 2005). También en bacterias como P.
syringae se ha observado que al aplicar el patdgeno junto al estrés salino se
produce un efecto aditivo, siendo mas pronunciado el impacto de ambos estreses
(Chojak-Kozniewska et al., 2018). En pepino también se ha observado que
Pseudoperospora cubensis tiene un efecto aditivo a la salinidad en la reduccion
del crecimiento y la actividad fotosintética y un aumento en la actividad de
diversas enzimas antioxidantes como la superéxido dismutasa (SOD), asi como
del malondialdehido, molécula resultante de la oxidacion lipidica (Nostar et al.,
2013). Estos efectos aditivos que se observan en algunas relaciones
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hospedador-patdgeno al ser sometidas a estrés salino pueden deberse a un
desequilibrio en la capacidad de la planta hospedadora de eliminar los
compuestos oxidados provocados por el estrés abiético de la salinidad y el estrés
bidtico de la infeccion (Chojak et al., 2012; Nostar et al., 2013).

También la infeccién de plantas de guisante del cultivar BRS-Maratoa por
Cowpea severe mosaic virus (CPSMV) tiene un efecto aditivo al interactuar con
el estrés salino, provocando una disminucion en clorofila total y carotenoides en
comparacion con plantas expuestas Unicamente a estrés salino. Ademas,
cuando la salinidad se produce 24 horas antes de la infeccion, la acumulacion
viral de CPSMV aumenta visiblemente, a pesar de ser un cultivar resistente a
este patdgeno. Esta mayor acumulacion viral viene acompafiada de una mayor
cantidad de H20:2 y enzimas relacionadas con el estrés oxidativo, asi como
compuestos fendlicos, indicando un mayor dafio en las plantas infectadas 24
horas después de la exposicion al estrés salino. Los resultados sugieren que el
cultivar BRS-Maratoa, resistente al virus, se vuelve sensible a CPSMV tras sufrir
episodios de estrés salino (Varela et al., 2019). El virus Tomato yellow leaf curl
sardinia virus (TYLCSV) también presenta un efecto aditivo al infectar plantas de
tomate en condiciones de estrés por salinidad. Se ha observado que plantas de
tomate del cultivar Mouna HF1, sensible a salinidad y TYLCSV, presenta una
mayor acumulacion viral al ser sometidas a periodos de estrés salino. Asimismo,
las plantas de tomate del cultivar San Miguel, resistente a salinidad y TYLCSV,
presentan una pérdida de resistencia a TYLCSV en condiciones de salinidad,
mostrando una mayor acumulacion viral (Gharsallah et al., 2020). Por otro lado,
se ha demostrado que Eggplant mottled crinkle virus presenta una menor
acumulacion viral en plantas de N. benthamiana bajo tratamiento de estrés por
salinidad (Moldakimova et al., 2012).

Aungue no se han encontrado numerosos estudios sobre el efecto de la infeccion
viral en la respuesta a estrés salino, existe una extensa literatura sobre el efecto
de organismos simbiontes y mutualistas en condiciones de estrés por salinidad.
Por ejemplo, rizobacterias como Pseudomonas putida y Novosphingobium sp. al
asociarse a Citrus macrophylla Wester promueven un aumento de SA que da
lugar a una atenuacion de los sintomas provocados por estrés salino (Vives-Peris
et al., 2018). De hecho, estudios en suelos salinos indican cambios en la
diversidad de hongos que interaccionan con las plantas, aumentando el nimero
de especies de géneros como Fusarium o Alternaria (Hammami et al., 2016).
Estudios en F. culmorum indican que la relacion simbiotica de este hongo con
mono y dicotileddneas da lugar a una mayor tolerancia a estrés salino en plantas
que habitan entornos costeros, mitigando el dafio producido por ROS (Rodriguez
et al., 2008).

Varios microorganismos, principalmente hongos, han mostrado su capacidad de
reducir el estrés salino en plantas o establecer relaciones mutualistas en
condiciones de estrés salino (Daliakopoulos et al., 2019; Gaind, 2016; Mastouri,
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et al., 2010; Qin et al., 2018; Rodriguez et al., 2008; Sanchez-Montesinos et al.,
2019). De hecho, actualmente se comercializan mezclas biolégicas que permiten
aliviar levemente los sintomas de estrés salino en cultivos de importancia
econdmica como el calabacin (Yildirim et al., 2006).

Se ha observado, por ejemplo, que los hongos endofiticos Phoma glomerata
LWL2 y Penicillium sp. LWL3 inducen una mayor resistencia a estrés salino al
infectar plantas de calabacin, manteniendo una relaciébn simbio6tica con su
hospedador (Waqas et al., 2012). Los hongos simbiontes endofiticos como P.
glomerata, Penicillium sp LWL3, T. harzianum o Serendipita indica, evitan la
toxicidad provocada por las altas concentraciones de iones Na* y CI- evitando su
acumulacion en raiz y alterando el balance redox para optimizar la respuesta al
estrés (Ahmad et al., 2015; Khan et al., 2012; Rawat et al., 2011; Waqas et al.,
2012; Yasmeen & Siddiqui, 2018) o aumentando la produccion de &cido
ascorbico y de aminoacidos osmoprotectantes como la prolina, manteniendo el
potencial hidrico de las raices (Baltruschat et al., 2008; Jogawat et al., 2013;
Khan et al., 2012; Rawat et al., 2011; Yasmeen & Siddiqui, 2018).

Por ultimo, también existen bacterias como A. piechaudii, P. putida, Bacillus
licheniformis RS656, Zhihengliuela alba RS111, y Brevibacterium lodinum RS1
que, mediante una disminucion de la sintesis de etileno, generan una mayor
resistencia a estrés salino en su hospedador (Cheng et al., 2007; Mayak et al.,
2004; Siddikee et al., 2011).
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El objetivo principal de la presente tesis es analizar la interaccion entre diferentes
tipos de estreses abibticos y el estrés bidticos producido por una infeccion viral
en el en el patosistema TYLCV-Solanaceae. Para abordar este objetivo se han
establecido los siguientes subobjetivos:

- Estudio de la interaccion entre la infeccion por TYLCV y el estrés por sequia en
N. benthamiana y tomate. Para ello, se ha estudiado tanto la influencia del estrés
hidrico en la infeccion por TYLCV como el efecto de la infeccion en la respuesta
del hospedador al estrés por sequia. Los experimentos realizados para la
consecucién de este objetivo se muestran en el capitulo 1 y en el anexo 1.

- Examen de la interaccion entre la infeccion por TYLCV y el estrés por salinidad
en N. benthamiana y tomate. Para llevar a cabo este objetivo se ha analizado el
efecto del estrés salino en la infeccion por TYLCV y el efecto de la infeccion en
la respuesta de la planta a estrés por salinidad. Los experimentos desarrollados
para alcanzar este objetivo se muestran en el capitulo 2.

- Andlisis de la interaccidn entre la infeccion por TYLCV y el estrés por alta
temperatura en N. benthamiana y tomate. Para realizar este objetivo se estudio
el efecto del estrés térmico en la infeccién por TYLCV. Los resultados de los
experimentos realizados para conseguir este objetivo se muestran en el capitulo
3.
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Capitulo 1

Interaccion entre el estrés hidrico y la infeccion por
geminivirus en solanéaceas.

El contenido de este capitulo ha sido parcialmente publicado en Plant
Biotechnology Journal (Corrales-Gutierrez M. et al. 2020. The C4 protein from
the geminivirus Tomato yellow leaf curl virus confers drought tolerance in
Arabidopsis through an ABA-independent mechanism. Plant Biotechnol J.
2019;1-3. doi: 10.1111/pbi.13280). ElI manuscrito original esta incluido en el

Anexo I.
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INTRODUCCION

Diversos estudios sefialan que el actual cambio climatico provocara un
continuado aumento de la concentracion de COz, la temperatura y la salinidad
en numerosas regiones costeras, asi como una disminucién en la disponibilidad
de agua dulce (Dasgupta et al., 2015; Rhein et al., 2013; Skliris et al., 2018).
Estos cambios tendran un gran impacto en la productividad de diversos cultivos,
lo cual, teniendo en cuenta el crecimiento de la poblacién, es un riesgo para la
seguridad alimentaria global (Shukla et al., 2019). Se prevé que la escasez de
agua, simultdnea al aumento de la temperatura, expondran a los cultivos a
intensos periodos de estrés por sequia.

Actualmente, la sequia causa importantes pérdidas en los campos de cultivo,
produciendo un impacto negativo en el crecimiento, la fisiologia y la reproduccion
de los mismos (Carr, 2017; Khan et al., 2018). Por ello, es esencial el estudio de
los mecanismos que producen tolerancia al estrés hidrico con el fin de obtener
cultivos de alto rendimiento que puedan tolerar futuras condiciones ambientales.

Las plantas han adoptado un amplio rango de estrategias para escapar de los
efectos negativos causados por la sequia entre los que se incluye la optimizacion
del sistema radicular de captacién de agua, el cierre de estomas para limitar la
pérdida de agua causada por la transpiracion, la acumulacion de moléculas
osmoprotectoras o la produccion de acido abscisico (ABA) (considerado
tradicionalmente como el principal regulador de la respuesta a estrés por sequia
en plantas) (Fang & Xiong, 2015; Fujita et al., 2011; Verslues et al., 2006). Este
intrincado escenario hace de la resistencia a sequia un rasgo de gran
complejidad, de naturaleza poligénica, con baja heredabilidad y fuertemente
influenciado por las interacciones genotipo-ambiente (Fang & Xiong, 2015).
Como consecuencia, la obtencién de variedades resistentes a la sequia por las
técnicas de mejora tradicional, incluso con estrategias de retrocruzamiento y
genotipado de alto rendimiento, consumen una gran cantidad de recursos y
requieren de una inversion prolongada en el tiempo sin que, hasta el momento,
hayan producido resultados notables (Hu & Xiong, 2014). Una aproximacion
complementaria a las técnicas de mejora genética tradicional es la
transformacién de cultivos mediante técnicas de ingenieria genética. Sin
embargo, las restricciones legales aplicadas a los organismos genéticamente
modificados (GMOs) en diversos paises, dificultan la aplicacion industrial de
estos procedimientos de mejora (Telem et al., 2013). Independientemente de la
aproximacion utilizada, en un escenario de calentamiento global y aumento
exponencial de la poblacion, es esencial el conocer las interacciones y redes
reguladoras de la respuesta al estrés por sequia en plantas, con el fin de generar
cultivos tolerantes al estrés por sequia (Fang & Xiong, 2015).

Por otro lado, cabe mencionar que las interacciones de las plantas con los
patégenos pueden modificar la respuesta de la planta a estreses abidticos,
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aumentando la complejidad de la respuesta a estrés por sequia en la naturaleza
(Aguilar et al., 2017; Prasch & Sonnewald, 2013). Diferentes trabajos han
descrito que las infecciones virales pueden inducir resistencia a sequia en su
hospedador a partir de diferentes mecanismos dependientes de la combinacion
virus-hospedador (Aguilar et al., 2017; Anfoka et al., 2016; Westwood et al.,
2013; Xu et al., 2008). Estos estudios sugieren que la identificacion de los
mecanismos moleculares tras este efecto viral podria desvelar nuevas
estrategias para la generacion de plantas resistentes al estrés.

Los datos publicados hasta la fecha sugieren que el mecanismo que induce
tolerancia a estrés por sequia difiere segun el sistema virus-hospedador. Por
ejemplo, se ha descrito que al infectar plantas de Arabidopsis thaliana, el virus
CMV (Cucumber mosaic virus) interfiere en la respuesta a sequia ABA-
dependiente mediante la proteina viral 2b (Westwood et al., 2013). Sin embargo,
otro estudio (Xu et al., 2008) ha detectado cambios en los niveles de &cido
salicilico (SA) seguidos a la infecciébn por CMV, asi como un aumento de
numerosas moléculas osmoprotectoras y antioxidantes en plantas de arroz
infectadas con Brome Mosaic virus (BMV) y plantas de remolacha infectadas por
CMV previa y posteriormente a periodos de estrés por sequia. Ademas, se ha
demostrado que tanto Tobacco Mosaic virus (TMV) como CMV inhiben el
desarrollo de estomas en plantas susceptibles a estos patdégenos ante
situaciones de estrés hidrico (Murray et al., 2016). Estos descubrimientos
sugieren que la infeccion viral genera una mayor tolerancia a sequia, aunque el
mecanismo molecular no esté conservado.

Los virus son parasitos intracelulares y necesitan que sus hospedadores les
provean de todos los elementos necesarios para su replicacion, propagacion y
supervivencia. Por ello, cualquier estrategia que permita aumentar la tolerancia
a un determinado estrés abibtico en su hospedador, como la sequia por ejemplo,
también favorecera al virus durante periodos de estrés ambiental (Westwood et
al., 2013). Bajo esta premisa, algunos autores han sugerido que en periodos de
estrés abiotico los virus podrian actuar como simbiontes mutualistas, induciendo
caracteristicas beneficiosas en sus hospedadores bajo condiciones de estrés
(Groen et al., 2016; Roossinck, 2011). Sin embargo, si la virulencia es demasiado
elevada, los efectos beneficiosos conferidos por la tolerancia al estrés abibtico
podrian ser excedidos por el coste que tiene la infeccion, como se sugiere en el
trabajo de Aguilar y colaboradores (2017). En este trabajo se muestra como la
tolerancia a sequia inducida por el virus podria compensar la disminucion en la
cantidad de progenie en plantas de Nicotiana benthamiana infectadas con Potato
virus X (PVX), pero no en aquellas plantas infectadas con Plum pox virus (PPV)
o con la combinacién PPV y PVX. Esto es debido a que plantas infectadas con
PPV o PPV y PVX, aunque presentan mayor tolerancia a la sequia, también
presentan una disminucion en el numero y tamafio de las semillas producidas en
comparacion con las plantas no infectadas (Aguilar et al., 2017).
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La combinacion de estrés abidtico-estrés bidtico en una misma planta puede
modificar la respuesta de la planta a ambos tipos de estrés y de esta forma
también se ha descrito que la respuesta de las plantas a estreses bidticos se
puede ver alterada por estreses abidticos tales como la sequia, el calor, el frioy
la salinidad (Aguilar et al., 2015; Chellappan et al., 2005; Varela et al., 2019; Wu
et al., 2019). A pesar de que algunos autores sugieren que la sequia tiene un
efecto supresor sobre la respuesta de defensa de las plantas a los patdégenos
(Goel et al., 2008; Mohr & Cabhill, 2003), se han observado efectos dispares sobre
la infeccion viral (Bergés et al., 2018). Esto es debido a que el efecto del estrés
por sequia en la infeccidn es variable segun el hospedador y la especie viral
utilizados (Aguilar et al., 2017; Berges et al., 2018).

Con el fin de caracterizar la interaccidon entre el estrés hidrico y la infeccion por
geminivirus en plantas de Solanum lycopersicum (tomate) cv. Moneymaker y N.
benthamiana, hemos realizado dos aproximaciones experimentales distintas. En
primer lugar, determinaremos el efecto que el estrés por sequia tiene sobre la
interacciéon planta-virus mediante la aplicacién de un tratamiento de sequia en
las primeras etapas de la infeccion viral (5 dias post-infeccién, dpi). En segundo
lugar, estudiaremos el efecto que la infeccidon viral tiene sobre la interaccion
planta-estrés hidrico, mediante la aplicacién de un tratamiento de sequia en
plantas con una infeccion establecida (21 dpi).

RESULTADOS

1.1 Efecto del estrés por sequia en la infeccion de TYLCV en N.
benthamianay tomate.

1.1.1 Disefio experimental.

Con el fin de estudiar el efecto que el estrés hidrico pudiera tener sobre la
infeccion del geminivirus TYLCV en tomate, asi como en N. benthamiana,
agroinoculamos plantas de N. benthamiana y de tomate con TYLCV y en
estadios muy tempranos de la infeccion se sometieron a estrés por sequia. Se
agroinocularon plantas de N. benthamiana y tomate de 3 semanas de edad (12
plantas de cada especie), con un clon infectivo de TYLCV (dia 0) o con un vector
binario sin virus (pGWB501) como control negativo (mock). La mitad de estas
plantas comenzaron a someterse a un tratamiento de sequia a los 5 dpi, para
gue todas las plantas presentaran condiciones similares durante la transmisién
del T-DNA que contiene el clon viral infectivo. El tratamiento de sequia consistia
en la supresion del riego durante tres dias para mantener seco el sustrato de
todas las plantas (figura 1.1.A). A partir de los 8 dpi se afiadieron diariamente 5
ml de agua a cada planta, tanto infectadas como mock (figura 1.1.B). Asi las
plantas mock recibieron el mismo tratamiento hidrico que las plantas infectadas,
dividiéndose a los 5 dpi en un grupo de 6 plantas bajo tratamiento de sequia (s)
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y en un grupo de 6 plantas bajo tratamiento control (c, sin estrés hidrico). Para
caracterizar la infeccién en cada grupo de plantas se evalué su estado fisioldgico
midiéndose: (i) la intensidad de los sintomas de sequia cada dos dias vy (ii) la
cantidad de virus en las hojas apicales a los 14 y 21 dpi. Para cada experimento
se realizaron tres réplicas bioldgicas (réplicas I, Il y 1), utilizando veinticuatro
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Figura 1.1 Disefio experimental. (A) Se sembraron semillas de N. benthamiana o tomate en
sustrato a 21°C y 24°C respectivamente y 16 h de luz/8 h de oscuridad. Cuando las plantas
tuvieron 3-4 hojas (3 semanas), se dividieron en dos grupos de 12 individuos que fueron
agroinoculados con el vector pGWB501 o con el clon infectivo de TYLCV. Las plantas se
mantuvieron 4 dias con el sustrato hiimedo para garantizar que la transferencia del T-DNA se
realizara en el mismo estado hidrico en todas las plantas. Pasado este periodo, cada grupo se
subdividié en dos grupos de 6 plantas; uno de ellos se someti6é a un tratamiento de sequia (s),
mientras que el otro grupo se mantuvo en condiciones control (c). (B) A los 5 dpi, se suprimio el
riego al grupo de plantas bajo tratamiento de sequia (sefialado en marron). A partir de los 8 dpi
las plantas bajo tratamiento de sequia fueron regadas diariamente con 5 ml de agua, mientras
que las plantas bajo condiciones control (sefialado en naranja) se mantuvieron hUmedas durante
todo el experimento. Se monitorizaron los sintomas de sequia cada dos dias. Ademas, se
recolectaron muestras para cuantificar la cantidad relativa de TYLCV a los 14 dpi y 21 dpi
(indicado con una hoja).
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plantas en cada una de las réplicas (seis por condicién). Los resultados de cada
réplica se muestran de manera independiente.

1.1.2 El estrés por sequia dificulta la acumulacidon de virus en plantas de N.
benthamiana.

A continuacion, se procedié a estudiar el efecto de la sequia en la infeccion por
TYLCV en N. benthamiana. Se asigné un valor a cada planta a lo largo del
experimento segun la intensidad de los sintomas debidos a estrés por sequia
(ver Tabla 7 Material y Métodos). Tanto las plantas mock como las infectadas
con TYLCV, mostraron marcados fenotipos de estrés por sequia a los 21 dpi (se
muestran imagenes representativas de la tercera réplica biologica (R-11), figura
1.2A): hojas caidas, falta de turgencia en las hojas, marchitamiento y un menor
crecimiento que sus respectivos controles, con tratamiento convencional de
agua. El analisis de los sintomas de estrés por sequia no muestra diferencias
significativas en la aparicion, ni en la intensidad de estos, entre las plantas
infectadas con TYLCV y las plantas mock (figura 1.2A). En las tres réplicas
realizadas, los sintomas por estrés hidrico aparecen al mismo tiempo (10 dpi) en
los dos grupos de plantas (infectadas y mock) (figura 1.2B). Los sintomas de
sequia se intensifican a partir de los 10 dpi, aunque tan solo en la réplica Il y en
la réplica Ill alcanzan su maximo nivel a los 15 y 20 dpi respectivamente. En las
tres réplicas todas las plantas mostraron sintomas de sequia a los 21 dpi, siendo
la intensidad de los sintomas de sequia similar entre las plantas de la misma
réplica. Por otro lado, las plantas bajo tratamiento control (sin estrés hidrico)
mantuvieron la turgencia de sus hojas, asi como un intenso color verde durante
toda la duracién del experimento, mostrando las plantas infectadas con TYLCV
un menor tamafo que las plantas mock bajo tratamiento control (figura 1.2A).

Seguidamente se procedié a analizar la carga viral. Para ello se recolectaron
hojas apicales de las plantas infectadas y plantas mock a los 14 y 21 dpi, se
realiz6 una extraccion DNA y se cuantifico el DNA viral mediante gPCR. Al
analizar los resultados, resulta llamativo que la intensidad de los sintomas de
estrés por sequia correlacione con una menor acumulacion viral. Aunque no se
detectan cambios significativos en el desarrollo de los sintomas de estrés por
sequia entre plantas infectadas y plantas mock (figura 1.2B), la cantidad de virus
que se acumula a los 21 dpi es significativamente menor en las plantas
sometidas a estrés hidrico que en las cultivadas bajo tratamiento control (figura
1.3A, eje Y en escala logaritmica). Esta misma tendencia ya se observa
ligeramente a 14 dpi, aunque la diferencia solamente es estadisticamente
significativa en una de las tres réplicas biolégicas realizadas (R-Il) (figura 1.3B,
eje Y en escala logaritmica).

De hecho, a 21 dpi existe una mayor acumulacion viral en las plantas control en
comparacion con las plantas sometidas a estrés hidrico en dos de las tres
réplicas biolégicas realizadas (figura 1.3B).
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Figura 1.2. Sintomas debido al estrés por sequia en plantas de N. benthamiana infectadas con
TYLCV. (A) Plantas de N. benthamiana agroinoculadas con un clon infectivo de TYLCV o
inoculadas con el plasmido pGWB501 (mock) bajo tratamiento de sequia (tras dos semanas de
tratamiento) o en condiciones control, a 21 dpi (barra de escala 10 cm). Se realizaron 3 réplicas
independientes; se muestra una réplica representativa (R-111) (B) Severidad del fenotipo de estrés
por sequia de las plantas de N. benthamiana en tres réplicas bioldgicas (R-1, R-Il, R-Ill) cada una
con 6 plantas para cada condicion (n = 6). 0 indica ausencia de fenotipo; 1 indica pérdida de
turgencia en las hojas basales; 2 indica completa pérdida de turgencia en las hojas basales; 3
indica pérdida de turgencia en hojas apicales y basales. Los puntos representan la media de 6

plantas; las barras de error indican la desviacién estandar (SD).
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Figura 1.3. Acumulacién de TYLCV en plantas de N. benthamiana mostradas en la figura 1.2.
De las 6 plantas infectadas en cada condicién (control, “c” y sequia “s”), se analiz6 la acumulacion
del DNA viral de 3 plantas por condicién (n = 3) a los 14 dpi (1-6) y otras 3 plantas por condiciéon
alos 21 dpi (7-12). La cantidad relativa de TYLCV se cuantifico mediante qPCR, utilizando el gen
25S rDNA (Mason et al., 2008) como normalizador. La cantidad relativa de virus para cada
planta/media se representa relativizada a la planta/media que presento el valor mas elevado, a
la cual se le otorgd el valor de 100%. Los resultados se muestran con el eje Y en escala
logaritmica Las barras representan el valor para plantas independientes (A) o la media de tres
plantas (B); los resultados se analizaron mediante una prueba t-Student; un asterisco indica una
diferencia significativa con p = 0,05. Las barras de error muestran la SD. Se realizaron 3 réplicas
biolégicas (R-1, R-1l, R-1ll), cada tratamiento presenta 6 plantas (humeradas del 1 al 12).

Nuestros datos sugieren que en N. benthamiana episodios de estrés por sequia,
independientemente de que puedan afectar a la interaccion virus-insecto,
afectan a la interaccion planta-geminivirus, disminuyendo la acumulacion de
DNA viral.
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1.1.3 El estrés por sequia dificulta la acumulacion de virus en plantas de
tomate.

Tras estudiar el efecto de la sequia en la infeccion de TYLCV de N. benthamiana,
se procedié a estudiar el efecto de la sequia en la infeccion por TYLCV en
tomate. Se asign6 un valor a cada planta a lo largo del experimento segun la
intensidad de los sintomas debidos a estrés por sequia que presentaran (ver
Tabla 8 Material y Métodos). Las plantas de tomate presentaron evidentes
sintomas de estrés por sequia aproximadamente a los 10 dpi (figura 1.4B),
mostrando tanto el grupo mock como el grupo de plantas infectadas con TYLCV
sometidas a estrés por sequia a 21 dpi: hojas caidas, falta de turgencia en las
hojas, marchitamiento y un menor crecimiento que sus respectivos controles (sin
estrés hidrico) (figura 1.4A). Al igual que en N. benthamiana, el andlisis de los
sintomas de estrés por sequia no muestra diferencias significativas en la
aparicion, ni en la intensidad de estos entre las plantas de tomate infectadas con
TYLCVy las plantas mock (figura 1.4B). Aunque en cada réplica los sintomas de
sequia aparecen a tiempos distintos, 12 dpi en la R-I, 7 dpi en la R-1l y 10 dpi en
la R-111, los sintomas entre los dos grupos de plantas (infectadas y mock) en cada
réplica aparecen simultdneamente y se mantienen en un grado de severidad
similar (figura 1.4B). Los sintomas de sequia se intensifican desde su aparicion,
y enla R-ll'y en la R-Ill alcanzan su méximo nivel a los 17 dpi. En las tres réplicas
todas las plantas mostraron sintomas de estrés por sequia a los 21 dpi, siendo
la intensidad de estos, similar entre las plantas de la misma réplica.

Con el fin de analizar el efecto del estrés hidrico sobre la acumulacion viral, se
midio la cantidad relativa de TYLCV mediante qPCR, a partir de tejido apical a
los 14 y 21 dpi. La cantidad de virus que se acumulé tanto a 14 dpi como a 21
dpi es significativamente menor en las plantas crecidas bajo estrés hidrico que
en las cultivadas bajo tratamiento control (figura 1.5A). Al analizar los cambios
en la carga viral a 14 y 21 dpi se observé que las plantas en condiciones control
mostraron un aumento en la cantidad de DNA viral a 21 dpi (R-I) o niveles de
acumulacion viral similares en los dos tiempos estudiados (R-Il y RIIl). Por el
contrario, las plantas bajo condiciones de estrés hidrico presentaron una carga
viral similar a 14 y 21 dpi, observandose un aumento en la carga viral a 21 dpi
tan solo en una réplica (R-1l). En cualquier caso, observamos una menor
acumulacion viral de TYLCV en plantas sometidas a estrés por sequia a los 14
dpi, siendo esta diferencia significativa en una réplica (R-Il) y a 21 dpi esta
diferencia es estadisticamente significativa en dos de las tres réplicas realizadas
(R-1, R-Il) (figura 1.5B). Mientras que los sintomas de estrés por sequia
presentan una evolucién similar en las tres réplicas bioldgicas realizadas (figura
1.4), la disminucién en la acumulacion de DNA viral debida al estrés hidrico se
repite en las réplicas R-l1 y R-1l, y se observa una tendencia similar en la réplica
R-111.

81



Control
21 dpi
R-1lI

Mock

TYLCV

Mock

TYLCV

5 TYLCV R-I TYLCV R-II TYLCV R-111
|O Mock | © Mock

14 11 |

Severidad de sintomas de sequia
[\V]
—
'_
1

3 5 7 10 12 14 17 1921 3 5 7 10 12 14 17 19 21 3 5 7 10 12 14 17 19 21
Tiempo (dpi) Tiempo (dpi) Tiempo (dpi)

Figura 1.4. Sintomas debido al estrés por sequia en plantas tomate infectadas con TYLCV. (A)
Plantas de tomate agroinoculadas con un clon infectivo de TYLCV o inoculadas con el plasmido
pGWB501 (mock) bajo tratamiento de sequia (tras dos semanas de tratamiento) o en condiciones
control, a 21 dpi (barra de escala 10 cm). Se realizaron 3 réplicas independientes; se muestra
una réplica representativa (R-111) (B) Severidad del fenotipo de estrés por sequia de las plantas
de N. benthamiana en tres réplicas bioldgicas (R-I, R-Il, R-1ll) cada una con 6 plantas para cada
condicién (n = 6). 0 indica ausencia de fenotipo; 1 indica pérdida de turgencia en las hojas
basales; 2 indica completa pérdida de turgencia en las hojas basales; 3 indica pérdida de
turgencia en hojas apicales y basales; 4 indica que la planta se encuentra completamente seca.
Los puntos representan la media de 6 plantas; las barras de error indican la SD.
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Figura 1.5. Acumulacion de TYLCV en plantas de tomate mostradas en la figura 1.4. De las 6
plantas infectadas en cada condicion (control, “c” y sequia “s”), se analizé la acumulacién del
DNA viral de 3 plantas por condicion (n = 3) a los 14 dpi (1-6) y otras 3 plantas por condicion a
los 21 dpi (7-12). La cantidad relativa de TYLCV se analiz6 mediante gPCR a, utilizando el gen
25S rDNA (Mason et al., 2008) como normalizador. La cantidad relativa de virus para cada
planta/media se representa relativizada a la planta/media que present6 el valor mas elevado, a
la cual se le otorg6 el valor de 100%. Las barras representan el valor para plantas independientes
(A) o la media de tres plantas (B); los resultados se analizaron mediante una prueba t-Student;
un asterisco indica una diferencia significativa con p = 0,05. Las barras de error muestran la SD.
Se realizaron 3 réplicas biolégicas (R-lI, R-Il, R-Ill), cada tratamiento presenta 6 plantas
(numeradas del 1 al 12).

Nuestros datos sugieren que, en tomate, episodios de estrés por sequia afectan
a la interaccion planta-geminivirus, disminuyendo la acumulacion de DNA viral.
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1.2 Efecto de la infeccion de TYLCV en larespuesta a estrés por sequia en
N. benthamianay tomate

1.2.1 Diseiio experimental.

Con el objetivo de estudiar si la infeccion por TYLCV puede afectar a la tolerancia
a sequia en tomate, asi como en N. benthamiana, agroinoculamos plantas de
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Figura 1.6. Disefio experimental. (A) Se sembraron semillas de N. benthamiana o tomate en
sustrato a 21°C y 24°C respectivamente y 16 h de luz/8 h de oscuridad. Cuando las plantas
tuvieron 3-4 hojas (3 semanas), se dividieron en dos grupos de 12 individuos que fueron
agroinoculados con el vector pGWB501 o con el clon infectivo de TYLCV. Las plantas se
mantuvieron 20 dias con el sustrato humedo para garantizar que la transferencia del T-DNA, asi
como el desarrollo de la infeccion, se realizara en el mismo estado hidrico en todas las plantas.
Pasado este periodo, cada grupo se subdividid en dos grupos de 6 plantas; uno de ellos se
sometié a un tratamiento de sequia (s), mientras que el otro grupo se mantuvo en condiciones
control (c). (B) A los 21 dpi, se suprimi6 el riego al grupo de plantas bajo tratamiento de sequia
(sefialado en gris oscuro). A partir de los 24 dpi las plantas bajo tratamiento de sequia fueron
regadas diariamente con 5 ml de agua, mientras que las plantas bajo condiciones control
(sefialado en gris claro) se mantuvieron himedas durante todo el experimento. Se monitorizaron
los sintomas de sequia cada dos dias. Ademas, se recolectaron muestras para cuantificar la
cantidad relativa de TYLCV a los 21 dpi y 28 dpi (indicado con una hoja).
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tomate y N. benthamiana con el clon infectivo de TYLCV o el vector pGWB501
(figura 1.6A). Sometimos a la mitad de las plantas infectadas y las no infectadas
(mock) de cada especie a un tratamiento de sequia a los 21 dpi, momento en el
que la infeccion ya se encuentra establecida (ver Material y Métodos, apartado
7.2.2). Se suprimio el riego durante 3 dias para eliminar cualquier resto de
humedad del sustrato, tras lo cual, a los 24 dpi, se reg6 diariamente a cada planta
con 5 ml de agua (s, estrés por sequia). La otra mitad de las plantas, infectadas
y no infectadas, tuvieron un riego abundante y representan el grupo control (c)
de los experimentos (figura 1.6B). Para cada experimento se realizaron tres
réplicas biolégicas (réplicas R-I, R-1l y R-lll) utilizando veinticuatro plantas en
cada una de las réplicas (seis por condicion). Los resultados de cada réplica se
muestran de manera independiente.

1.2.2 La infeccién por TYLCV favorece la tolerancia a estrés por sequia en
plantas de N. benthamiana

Seguidamente, se procedi6 a estudiar el efecto de la infeccion por TYLCV en la
respuesta al estrés por sequia en N. benthamiana. Se asigné un valor a cada
planta a lo largo del experimento segun la intensidad de los sintomas debidos
estrés por sequia (ver Tabla 7, Material y Métodos). Tanto las plantas mock como
las infectadas con TYLCV, mostraron intensos sintomas de estrés por sequia a
los 28 dpi (se muestran imagenes representativas de la tercera réplica bioldgica
(R-1II), figura 1.7A). Sin embargo, observamos que las plantas de N.
benthamiana infectadas con TYLCV mostraron un marchitamiento mas tardio
durante el tratamiento de sequia (figura 1.7A), asi como una menor intensidad
en los sintomas de estrés por sequia que las correspondientes plantas mock
(figura 1.7B), sugiriendo que la presencia de TYLCV induce una mayor
tolerancia al estrés por sequia. En las tres réplicas realizadas, leves sintomas
por estrés hidrico aparecen simultdneamente al finalizar el primer dia de
seguimiento (21 dpi) en los dos grupos de plantas (infectadas y mock), sin
embargo, las plantas infectadas tendieron a presentar una menor intensidad de
sintomas a lo largo del experimento (figura 1.7B). Asimismo, las plantas bajo
tratamiento control (sin estrés hidrico) no presentaron sintomas de estrés
relacionado con la escasez de agua, mostrando las plantas infectadas con
TYLCV una menor altura que las plantas mock bajo tratamiento control (figura
1.7A).

Se recolectaron muestras de las hojas apicales de plantas de N. benthamiana
infectadas, a los 21 dpi y 28 dpi para cuantificar la carga viral, observandose que
el 100% de las plantas agroinoculadas habian sido infectadas. Cabe mencionar
gue en las plantas de N. benthamiana infectadas y bajo tratamiento de sequia,
se observo una tendencia a presentar una menor carga viral tras 7 dias
sometidas a estés hidrico y 28 dpi (figura 1.8).
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Figura 1.7. Sintomas debido al estrés por sequia en plantas de N. benthamiana infectadas con
TYLCV. (A) Plantas de N. benthamiana agroinoculadas con un clon infectivo de TYLCV o
inoculadas con el plasmido pGWB501 (mock) y bajo tratamiento de sequia (tras una semana de
tratamiento) o en condiciones control, a 28 dpi (barra de escala 10 cm). Se realizaron 3 réplicas
independientes; se muestra una réplica representativa (R-IIl) (B) Severidad del fenotipo de estrés
por sequia de las plantas de N. benthamiana en tres réplicas biolégicas (R-I, R-Il, R-1ll), cada
una con 6 plantas para cada condicion (n = 6). 0 indica ausencia de fenotipo; 1 indica pérdida de
turgencia en las hojas basales; 2 indica completa pérdida de turgencia en las hojas basales; 3
indica pérdida de turgencia en hojas apicales y basales. Los puntos representan la media de 6
plantas; las barras de error indican la SD.
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Figura 1.8. Acumulacion de TYLCV en plantas de N. benthamiana mostradas en la figura 1.7.
De las 6 plantas infectadas en cada condicién (control, “c” y sequia “s”), se analiz6 la acumulacion
del DNA viral de 3 plantas por condicién (n = 3) a los 21 dpi (1-6) y otras 3 plantas por condicién
alos 28 dpi (7-12). La cantidad relativa de TYLCV se cuantifico mediante qPCR, utilizando el gen
25S rDNA (Mason et al., 2008) como normalizador. La cantidad relativa de virus para cada
planta/media se representa relativizada a la planta/media que presento el valor mas elevado, a
la cual se le otorgo6 el valor de 100%. Las barras representan el valor para plantas independientes
(A) o la media de tres plantas (B); los resultados se analizaron mediante una prueba t-Student;
un asterisco indica una diferencia significativa con p = 0,05. Las barras de error muestran la SD.
Se realizaron 3 réplicas biolégicas (R-I, R-ll, R-lll), cada tratamiento presenta 6 plantas
(numeradas del 1 al 12).
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1.2.3 La infeccién por TYLCV favorece la tolerancia a estrés por sequia en
plantas de tomate

Tras estudiar el efecto de la infeccién de TYLCV en la respuesta a estrés por
sequia en N. benthamiana procedimos a estudiar el efecto de la infeccién por
TYLCV en la respuesta al estrés por sequia en plantas de tomate. Se asign6 un
valor a cada planta a lo largo del experimento segun la intensidad de los
sintomas de estrés por sequia (ver Tabla 8, Material y Métodos). Al igual que en
N. benthamiana, tanto las plantas de tomate mock como las infectadas con
TYLCV, mostraron intensos sintomas de estrés hidrico a los 28 dpi (se muestran
imagenes representativas de la tercera réplica bioldgica (R-Ill), figura 1.9A).
Asimismo, y de forma similar a lo observado en N. benthamiana, observamos
que las plantas de tomate infectadas con TYLCV mostraron un marchitamiento
mas tardio tras el tratamiento de sequia (figura 1.9A), asi como una menor
intensidad en los sintomas de estrés por sequia que en las plantas mock (figura
1.9B). Estos datos sugieren que la presencia de TYLCV induce una mayor
tolerancia al estrés por sequia en ambas especies de solanaceas (N.
benthamiana y tomate). En las tres réplicas realizadas, leves sintomas por estrés
hidrico aparecen a la vez (21 dpi) en los dos grupos de plantas (infectadas y
mock), sin embargo, las plantas infectadas tendieron a presentar una menor
intensidad de sintomas durante todo el experimento en dos de las tres réplicas
(figura 1.9B). Asimismo, las plantas bajo tratamiento control (sin estrés hidrico)
no presentaron sintomas de estrés, mostrando las plantas infectadas con TYLCV
una menor altura que las plantas mock bajo tratamiento control (figura 1.9A).
Finalmente, se recolectaron muestras de las hojas apicales de plantas de tomate
infectadas, a los 21 dpiy 28 dpi para cuantificar la carga viral, observandose que
el 100% de las plantas agroinoculadas habian sido infectadas. Cabe mencionar
que, a diferencia de lo observado en N. benthamiana, no se observé en las
plantas de tomate infectadas bajo tratamiento de sequia practicamente ninguna
diferencia en la acumulacion viral de TYLCV en comparacion con las plantas
control (figura 1.10).

Los resultados obtenidos, en conjunto, sugieren que TYLCV induce una mayor
tolerancia al estrés por sequia en su hospedador al infectar N. benthamiana y
tomate.
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Figura 1.9. Sintomas debido al estrés por sequia en plantas tomate infectadas con TYLCV. (A)
Plantas de tomate agroinoculadas con un clon infectivo de TYLCV o inoculadas con el plasmido
pGWB501 (mock) y bajo tratamiento de sequia (tras una semana de tratamiento) o en
condiciones control, a 28 dpi (barra de escala 10 cm). Se realizaron 3 réplicas independientes;
se muestra una réplica representativa (R-11l) (B) Severidad del fenotipo de estrés por sequia de
las plantas de N. benthamiana en tres réplicas bioldgicas (R-I, R-1l, R-11l) cada una con 6 plantas
para cada condicion (n = 6). 0 indica ausencia de fenotipo; 1 indica pérdida de turgencia en las
hojas basales; 2 indica completa pérdida de turgencia en las hojas basales; 3 indica pérdida de
turgencia en hojas apicales y basales; 4 indica que la planta se encuentra completamente seca.
Los puntos representas la media de 6 plantas; las barras de error indican la SD.
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Figura 1.10. Acumulacién de TYLCV en plantas de tomate mostradas en la figura 1.9. De las 6
plantas infectadas en cada condicién (control, “c” y sequia “s”), se analizé la acumulacién del
DNA viral de 3 plantas por condicién (n = 3) a los 21 dpi (1-6) y otras 3 plantas por condicién a
los 28 dpi (7-12). La cantidad relativa de TYLCV se midié6 mediante qPCR, utilizando el gen 25S
rDNA (Mason et al., 2008) como normalizador. La cantidad relativa de virus para cada
planta/media se representa relativizada a la planta/media que presento el valor mas elevado, a
la cual se le otorgo6 el valor de 100%. Las barras representan el valor para plantas independientes
(A) o la media de tres plantas (B); los resultados se analizaron mediante una prueba t-Student;
un asterisco indica una diferencia significativa con p = 0,05. Las barras de error muestran la SD.
Se realizaron 3 réplicas biolégicas (R-I, R-ll, R-lll), cada tratamiento presenta 6 plantas
(numeradas del 1 al 12).
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1.3. Caracterizacion de la mayor tolerancia al estrés por sequia debida al
geminivirus TYLCV

1.3.1 La proteina C4 de TYLCV confiere tolerancia al estrés por sequia en Arabidopis
thaliana.

El genoma de TYLCYV codifica seis proteinas multifuncionales llamadas Rep, C2,
C3, C4, V2 y CP. Con el objetivo de determinar cuél de las proteinas virales
podria ser responsable de conferir una mayor tolerancia a sequia a las plantas
infectadas con TYLCV, sometimos a tratamiento de sequia a diferentes lineas
transgénicas de A. thaliana que expresaban bajo el promotor 35S cada uno de
los genes virales, C2 (TrAP), C3 (REn), C4, V1 (CP) y V2 (Material y Métodos,
apartado 7.2.3). La expresion constitutiva de Rep es deletérea para la planta
(datos no mostrados), por lo que esta proteina no fue incluida en nuestro andlisis.
Para comprobar la homogeneidad de la humedad del sustrato de las plantas en
cada tratamiento, se cuantific la temperatura, la conductividad eléctrica y la
capacidad de carga del sustrato. En la presente tesis se muestran tan solo los
resultados obtenidos al cuantificar la temperatura del sustrato mediante la
monitorizacion de la temperatura por medio de una camara de infrarrojos (IR)
modelo T640 como manera indirecta de estimar su humedad, con una
correlacion inversa entre la temperatura y la humedad: mayor temperatura, se
corresponde con falta de humedad y una menor temperatura del sustrato
indicaria mayor humedad (figura 1.12).

Ademas, se determind mediante RT-qPCR la expresion relativa de los
transgenes en condiciones control y bajo tratamiento de sequia, observandose
la expresion de los mismos, tanto en plantas con tratamiento de sequia como en
plantas control (figura 1.11B). De entre todas las proteinas virales evaluadas, tan
sélo la presencia de proteina C4 tuvo un efecto en la tolerancia a sequia de las
plantas de A. thaliana: las plantas transgénicas de C4 mantuvieron la turgencia
y un intenso color verde mientras que las plantas transgénicas que expresaron
otras proteinas virales, asi como las plantas control, se marchitaron y murieron
en condiciones de estrés por sequia (figura 1.11A).

Las imagenes de infrarrojo (IR) muestran que la temperatura del sustrato de
todas las plantas bajo tratamiento de sequia es homogénea (figura 1.12), por lo
que estos cambios no se deben a diferencias en la humedad de sus respectivos
sustratos.

Estos resultados indican que la presencia de la proteina viral C4 aumenta
dramaticamente la tolerancia a estrés por sequia en A. thaliana.
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Figura 1.11. Andlisis de tolerancia a sequia de plantas de A. thaliana que expresan cada una de
las proteinas de TYLCV. (A) Lineas independientes de plantas transgénicas de 6 semanas de
edad de A. thaliana, sometidas a estrés hidrico durante 31 dias, que expresan los genes de
TYLCV (C2 (lineas L8 y L16), C3 (lineas L8 y L17), C4 (lineas L5y L7), V2 (lineas L4y L15) y
CP (lineas L3 y L10); y plantas control (plantas WT y 35S:GFP). Cada barra representa una
pseudorréplica proveniente del material vegetal de las plantas de una misma maceta. Se
realizaron 3 réplicas del experimento con resultados similares; se muestran los resultados de una
réplica representativa (R-ll). (B) Expresion de los genes virales en las lineas transgénicas de A.
thaliana. Las barras representan la media de 3 réplicas técnicas. Las barras de error representan
la SD. Las muestras para cuantificar la expresion de los transgenes fueron recogidas de plantas
de 6 semanas de edad y tras 31 dias de estrés hidrico.
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Figura 1.12. Imégenes de infrarrojo (IR) de las plantas de A. thaliana de la figura 1.11. Las zonas
representadas de color amarillo indican una mayor temperatura (sequia o falta de humedad),
mientras que las zonas en colores oscuros representan una menor temperatura (mayor
humedad). Las imagenes fueron obtenidas de plantas de 6 semanas de edad.

Recientemente, se ha observado que la proteina C4 de TYLCV puede localizarse
tanto en la membrana plasmatica (PM) como en cloroplastos en N. benthamiana
y A. thaliana, siendo este comportamiento dependiente de la meristilacion de C4
(Rosas-Diaz et al., 2018). Dado este doble patrén de localizacion subcelular, nos
preguntamos si la capacidad de C4 de aumentar la tolerancia a sequia es
especifica de su actividad en una de estas dos localizaciones. Para resolver esta
cuestion, evaluamos la tolerancia a sequia de plantas transgénicas que expresan
una version mutada de C4, Cdcza, la cual se acumula exclusivamente en
cloroplastos, ya que la mutacion G2A produce una version no modificada por
meristilacion de C4, impidiendo su localizacion en la PM (Rosas-Diaz et al.,
2018). A pesar de mostrar una expresion similar a la observada en las plantas
35S:C4 (figura 1.13B), las lineas 35S:C4c2a mostraron una tolerancia a sequia
similar a las plantas WT (figura 1.13A), indicando que la acumulacion
cloroplastidica de C4 no es suficiente para conferir tolerancia a sequia y
sugiriendo que la localizacion en la PM es necesaria para producir este efecto.

1.3.2 El aumento en la tolerancia a sequia conferido por la expresion de C4 de
TYLCV es independiente de su efecto en la arquitectura xilemaética.

Recientemente se ha observado que la expresién transgénica de C4 en plantas
de A. thaliana interfiere con la arquitectura xilemética de raiz, posiblemente
mediante la inhibicion del movimiento célula a célula de miRNAs, un efecto que
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también requiere de su localizacién en la membrana plasmatica (PM) (Fan et al.,
2019). El xilema es el tejido que transporta el agua desde la raiz al cuerpo de la
planta, jugando un papel esencial en la respuesta a sequia, por lo que cambios
en la arquitectura xilematica podrian afectar a la tolerancia a estrés por sequia
en arroz y A. thaliana (Reusche et al., 2012; Zhang et al., 2018). Con el objetivo
de determinar si el efecto de la proteina C4 en la tolerancia a sequia esta
relacionado con su impacto en la arquitectura del xilema, evaluamos la tolerancia
a sequia de las plantas transgénicas de A. thaliana SCR:C4. En lugar de
expresar el gen viral C4 en todos los tejidos de la planta, las plantas SCR:C4 tan
sélo lo expresan en la endodermis. Debido a su expresion tejido especifica,

SCR:YFPR /)

SCR:C4f

10

Niveles relativos de transcritos de C4
(9]

0 . . O
L5 L7 L1 L7
WT 355:C4 35S:Cdgyn

Figura 1.13 Analisis de la tolerancia a
sequia desencadenada por C4 y su
relacion con la localizacion de C4 en
cloroplastos y membrana plasmatica y
su expresion en endodermis (A)
Plantas transgénicas de A. thaliana de
7 semanas de edad que expresan una
version WT de la proteina C4 de
TYLCV, un mutante no meristilable,
C4cza, bajo el control del promotor
35S, o la proteina WT C4 de TYLCV
bajo el promotor SCR tras suprimir el
riego durante 39 dias. Se realizaron 2
réplicas con resultados similares: se
muestran los resultados de una réplica
representativa (R-1). (B) Expresién de
los transgenes C4 y C4a2a. Las barras
representan la media de tres replicas
técnicas realizadas con material
vegetal proveniente de las plantulas
de una misma linea transgénica. Las
barras de error representan la SD. Las
muestras fueron recolectadas de
plantulas de 11 dias de edad.
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las plantas SCR:C4 no presentan el fenotipo caracteristico de las plantas
35S:C4, aunque conservan defectos xilematicos similares (Fan et al., 2019), por
lo que son un excelente modelo para estudiar si los cambios en la arquitectura
xilemética producidos por la proteina C4 se asocian con una mayor tolerancia a
sequia. Sin embargo, las plantas SCR:C4 no mostraron una mayor tolerancia a
sequia en comparacion con las plantas SCR:YFP o las plantas WT (figura
1.13A). Estos resultados muestran que el efecto de la proteina C4 en la
tolerancia a sequia es independiente de su efecto en la estructura del xilema 'y
gue se requiere de la expresion de C4 mas alla de los tejidos donde se expresa
el promotor SCR para inducir una mayor tolerancia a sequia.

Las imé&genes de infrarrojo (IR) muestran que la temperatura del sustrato de
todas las plantas bajo tratamiento de sequia es homogénea (figura 1.14), por lo
gue resultados observados en las plantas 35S:C4s2a Yy SCR:C4 no se deben a
diferencias en la humedad de sus respectivos sustratos.

Control Sequia

P
r' Jolls S |
Controles b lu

35S8:GFP  WT 35S:GFP WT
L5

C4G2A
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L7 19.21°C

SCR:YFP

SCR:C4

Figura 1.14 Iméagenes IR de las plantas de A. thaliana transgénicas mostradas en la figura 1.13.
Las zonas representadas de color amarillo indican una mayor temperatura (sequia o falta de
humedad), mientras que las zonas en colores oscuros representan una menor temperatura
(mayor humedad). Las imagenes fueron obtenidas de plantas de 7 semanas de edad.
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1.3.3 La presencia de C4 de TYLCV no afecta a la acumulacion de ABA ni a las
respuestas dependientes de ABA.

El ABA es la principal hormona reguladora de respuesta a sequia (Hossain et al.,
2016; Santiago et al., 2009; Verslues et al., 2006). Un aumento en la acumulacion
de ABA o en las respuestas dependientes de ABA puede dar lugar a un fenotipo
de tolerancia a sequia, por lo que decidimos estudiar el efecto de la proteina C4
en la acumulacion de ABA y sus respuestas mediante: (i) la cuantificacion de la
acumulacion de ABA en condiciones control y de estrés hidrico en plantas WT,
35S:C4 y 35S:C4c2a,; (i) el andlisis de la expresion de genes de respuesta a ABA
en condiciones control y de sequia en plantas 35S:GFP y 35S:C4; (iii) la
evaluacion de la respuesta de las plantas 35S:C4 y 35S:C4c2a al ABA exdgeno,
comparado con el control WT. Sorprendentemente, las plantas que expresan C4
no difieren en ninguna de las variables estudiadas.

En primer lugar, la proteina C4 no tiene un impacto significativo en la
acumulacion de ABA (figura 1.15A). Cabe destacar que las plantas WT bajo
estrés por sequia presentan un aumento significativo de la concentracién de ABA
en comparacion con las plantas control. Sin embargo, aunque en las plantas
35S:C4 y 35S:C4coa NO se observa un incremento tan pronunciado en la
acumulacion de ABA, sigue existiendo una mayor acumulacion de ABA en
plantas bajo estrés por sequia en comparacion con las plantas bajo tratamiento
control (figura 1.15A).

En segundo lugar, la proteina C4 no induce cambios en la expresion de genes
dependientes de ABA en condiciones control o de sequia (figura 1.15B).
Mediante RT-gPCR se cuantificd la expresion relativa de NCED3, el principal
regulador de la sintesis de ABA, RD29A, uno de los principales genes de
respuesta a ABA y P5CS1, principal regulador de la sintesis de prolina, un
aminoacido osmoprotectante que se ha relacionado con una mayor tolerancia a
sequia en planta (Silva et al., 2019). No se observa ninguna diferencia en la
expresion de los genes NCDE3, RD29A y P5CS1 entre plantas 35S:GFP y
plantas 35S:C4 en condiciones control o bajo condiciones de estrés hidrico
(figura 1.15B). Estos resultados confirman los datos obtenidos al estudiar la
acumulacion de ABA (figura 1.15A).

Por ultimo, se midi6 el efecto del ABA exdgeno en la tasa de germinacion de las
plantas 35S:C4 y 35S:C4g2a €n comparacion con las plantas WT (figura 1.15C).
En este experimento de inhibicion de la germinacién mediante la exposicion de
semillas a medio MS complementado con ABA exdgeno, se observa una intensa
inhibicion de la germinacion en las plantas bajo tratamiento de ABA (+ABA) en
comparacion con las plantas control (-ABA). Al igual que ocurria al medir la
concentracion de ABA (figura 1.15A), la sensibilidad a ABA de las plantas 35S:C4
y 35S:C4c2a NO €s tan intensa como en las plantas WT, aunque es similar. De
hecho, se observa una tendencia en las plantas 35S:C4, presentando
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Figura 1.15 Caracterizacion de la relacion entre ABA vy la tolerancia a sequia inducida por la
proteina C4 de TYLCV (A) Contenido de ABA en plantas transgénicas de A. thaliana de 4
semanas de edad expresando una version WT de C4 o una version mutante no meristilable,
C4c2a, bajo el control de un promotor 35S (35S:C4 (lineas L5y L7) y 35S:C4c2a (lineas L1y L7),
respectivamente) tras suprimir el riego durante 13 dias. Los valores representan la media de 3
plantas; la media se representa con una X, la mediana con un circulo y las barras de error
representan la SD. (B) Expresion de genes de respuesta a ABA (NCDE3, P5CS1 y RD29A) en
plantas de A. thaliana transgénicas 35S:C4 o control (35S:GFP) tras suprimir el riego durante 30
dias. Las medias fueron relativizadas a las de las plantas 35S:GFP en condiciones control; el
gen actina fue utilizado como normalizador (McKinney & Meagher, 1998). Las muestras
provienen de 5 plantas provenientes de la misma maceta; los resultados son la media de 3
réplicas técnicas. Las barras de error representan la SD. (C) Tasa de germinacion de semillas
35S:C4 and 35S:C4c2a germinando en presencia de ABA exégeno (0.3 uM) durante 6 dias; se
utilizaron como control plantas WT. La tasa de germinacién de cada linea de plantas se
representa relativizada a la tasa de germinacion del control (-ABA), al cual se le otorg6 el valor
de 100%. Se emplearon 24 semillas para cada genotipo. Se realizaron dos réplicas con
resultados similares; se muestran los resultados de una réplica.

una menor inhibicion de la germinacion por ABA que las plantas 35S:C4c2a figura
1.15C).

Estos resultados en conjunto, sugieren que la proteina C4 no induce cambios
draméticos en el metabolismo y sefializacion por ABA, sugiriendo que el aumento
en la tolerancia a sequia provocado por la proteina C4 se produce de forma
independiente a ABA.
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DISCUSION

Las previsiones actuales sugieren que en las proximas décadas se producira un
aumento de la temperatura, asi como en el numero de dias sin lluvia en la
mayoria de las regiones del planeta (Dewes et al, 2017; Yusa et al., 2015). Estos
cambios ambientales podrian tener la capacidad de modificar la respuesta de la
planta a estreses bibticos, por lo que afectaria a los patdgenos vegetales,
modificando su desarrollo, severidad y dispersiéon (Aguilar et al., 2017).

Actualmente hay consenso en el efecto inhibidor que produce en la acumulacion
viral el estrés por sequia (Goel et al., 2008; Mohr & Cabhill, 2003). Sin embargo,
se han documentado numerosos virus de RNA gue no parecen verse afectados
al sufrir su hospedador episodios de sequia durante la infeccion, como por
ejemplo, Peanut stunt virus (PSV) en trébol blanco, Maize dwarf mosaic virus
(MDMV) en maiz Citrus tristeza virus (CTV ) en naranjo (McLaughlin & Windham,
1996; Olson et al., 1990; Silva et al., 2019). Nuestros resultados sugieren que el
estrés por sequia también produce un efecto negativo en la carga viral del
geminivirus TYLCV. A pesar de que estudios previos sugerian este resultado
(Sanchez-Duran et al., 2011; Wafa’a Odeh, 2018), no se habia comprobado el
efecto en la acumulacion del DNA viral de TYLCV producido por el estrés por
sequia en uno de sus hospedadores naturales, como es tomate.

Puesto que una de las principales hormonas reguladoras de la respuesta a estrés
por sequia es el ABA, esta molécula podria ser la candidata mas razonable para
explicar la disminucion de la carga viral en plantas infectadas bajo condiciones
de estrés por sequia. De hecho, se ha observado que plantas de A. thaliana
infectadas bajo tratamiento de ABA muestran una menor acumulacion viral de
Turnip Crinkle Virus (TCV) (Yang et al., 2013) y crucifer-infecting Tobacco Mosaic
Virus (TMV-Cg) (Chen et al., 2013; Iriti & Faoro, 2008). Algunos autores han
sugerido que, al ser el ABA inductor de la deposicion de calosa en la pared
celular, puede alterar el tamafio de los plasmodesmos y, con ello, limitar el trafico
viral en la planta (Alazem & Lin, 2017; Iriti & Faoro, 2008). Futuros experimentos
podran determinar si tratamientos de ABA afectan negativamente a la
acumulacion viral de TYLCV en N. benthamiana y tomate, asi como cuantificar
los niveles de calosa en estas plantas y estudiar la acumulacién viral en tomates
mutantes para genes de la biosintesis de ABA.

Por otro lado, los estreses bidticos también pueden interferir en la respuesta de
la planta a los estreses abiéticos. De hecho, se ha demostrado que algunos virus
de RNA pueden modificar la respuesta a estreses abidticos como la sequia
(Aguilar et al., 2017; Westwood et al., 2013; Xu et al., 2008), por lo que las
infecciones virales pueden ser una interesante herramienta para descubrir
nuevos mecanismos de resistencia a estreses abioticos. En el contexto de
cambio climatico, es necesario impulsar la productividad agricola no sélo
mediante el desarrollo de cultivos de alto rendimiento, sino también mediante la
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obtencién de cultivos resistentes a diferentes estreses. Mientras que las técnicas
de mejora tradicional han producido valiosas soluciones en el pasado, en el
escenario actual es esencial explorar aproximaciones alternativas (Hu & Xiong,
2014), que podrian permitir reducir el intervalo de tiempo entre la identificacion
de una caracteristica beneficiosa y su implementacion en el campo. El estudio
de especies extremofilas ha sido sugerido como una fuente potencial para
descubrir nuevas fuentes de resistencia (Zhang et al., 2018b). De forma similar,
entender los mecanismos fisioldgicos y moleculares que pudiera haber en los
efectos beneficiosos de la infeccion viral en la tolerancia a estreses abidticos,
podria mostrar nuevas aproximaciones para generar tolerancia al estrés,
proporcionando estrategias para aumentar la velocidad de generacion de
variedades con una mayor resistencia a estreses abioticos.

En este capitulo, mostramos que la infeccién por el geminivirus TYLCV puede
mejorar la tolerancia al estrés por sequia tanto en tomate como en N.
benthamiana (figura 1.7 y figura 1.9), una habilidad que podria tener un impacto
positivo en la dispersion viral en condiciones ambientales adversas. Puesto que
TYLCV es un virus restringido al floema (Morilla et al., 2004), el efecto debe
provenir o bien de la reprogramacion directa de las células acompafiantes del
floema infectadas o de una sefial sistémica originada en ellas.

Nuestros resultados muestran que la proteina viral C4 es suficiente para conferir
tolerancia a sequia en plantas de A. thaliana (figura 1.11). C4, que presenta una
localizacion dual en la membrana plasmatica y en cloroplastos (Rosas-Diaz et
al., 2018), es esencial para la infeccion (Jupin et al., 1994; Rosas-Diaz et al.,
2018) y presenta diversas funciones: puede actuar como un débil supresor del
silenciamiento génico (Luna et al., 2012), impedir el movimiento intercelular de
pequefios RNAs (sRNAs) (Fan et al., 2019; Rosas-Diaz et al., 2018), e interferir
con la sefalizacion retrégrada cloroplasto a ndcleo para suprimir la defensa
dependiente de acido salicilico (SA) (Medina-Puche et al., 2020). Nuestros
resultados indican que la localizacion en membrana plasmatica es esencial para
promover la resistencia a sequia por parte de la proteina C4, que este efecto es
independiente de los defectos provocados en el xilema por la proteina viral y que
para desencadenarlo es insuficiente la expresion de C4 tan solo en los tejidos
bajo dominio del promotor SCR (endodermis y centro quiescente) (figura 1.13).
La localizacién en la membrana plasméatica es también un requisito para la
supresion mediada por C4 de la dispersion de la sefal de silenciamiento de
célula a célula, la cual ocurre mediante la interaccion e inhibicion por parte de C4
de los receptores receptor-like kinases (RLKs) BAM1 y BAM2. Una posible
hipotesis se basaria en la inhibicion de C4 de ambas RLKs que promuevan la
sensibilidad a sequia, de forma similar a como C4 parece inhibir el silenciamiento
génico mediado por BAM1/2 (Rosas-Diaz et al.,, 2018). Sin embargo,
recientemente, se ha demostrado que BAML1 es necesario para la deteccién de
CLE25, una pequefia hormona peptidica que transmite sefiales de déficit de
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agua desde las raices al 4pice, estimulando la biosintesis de ABA y el cierre
estoméatico en hojas (Takahashi et al., 2018). Es decir, BAM1 juega un papel
positivo en la respuesta a sequia, promoviendo una mayor tolerancia al estrés
hidrico. Aunque un potencial efecto de C4 en la detecciéon de CLE25 o en la
sefalizacion downstream mediada por BAM1 no puede ser descartado, esta idea
parece improbable, ya que implicaria que la proteina viral ejerce dos efectos
opuestos en las diferentes funciones de esta RLK. Ademds, nuestros datos
muestran que el efecto de C4 en la tolerancia a estrés parece ser independiente
de ABA: las plantas que expresan C4, que presentan una resistencia mejorada
a la privacién de agua, no acumulan significativamente altos niveles de ABA 'y no
muestran una mayor expresion de genes marcadores de ABA, sugiriendo que la
biosintesis y respuestas mediadas por ABA son similares a las observadas en
plantas WT (figura 1.16). Juntos, estos resultados apoyan la idea de que C4
confiere resistencia a sequia a través de un mecanismo independiente de BAM1
y ABA, aun por identificar.

Por otro lado, se ha observado que algunos virus pueden mejorar la tolerancia a
sequia a través de la induccion de la sefalizacion de acido salicilico (Aguilar et
al., 2017). El &cido salicilico es una de las principales hormonas relacionadas en
la defensa frente a patdgenos, aunque también actla positivamente en la
respuesta a estrés abibtico (Koo et al.,, 2020). Sin embargo, las plantas que
expresan C4 no muestran una mayor acumulacion de SA, ni un incremento en la
expresion de genes marcadores de SA (Medina-Puche et al., 2020), indicando
que los mecanismos tras el efecto de C4 de TYLCV en la tolerancia a sequia son
diferentes de los descritos para otros virus (Aguilar et al., 2017; Westwood et al.,
2013; Xu et al., 2008).

En resumen, nuestros resultados demuestran que la proteina C4 de TYLCV
incrementa la tolerancia a sequia de la planta mediante un mecanismo
independiente de ABA y SA, a través de un mecanismo que requiere de la
presencia de la proteina en la membrana plasmatica. Considerando el dramatico
incremento de supervivencia mediante la retencion de agua mediado por C4 y el
hecho de que este efecto es independiente de las rutas hormonales que
generalmente se han relacionado con el estrés por sequia, creemos que este
descubrimiento posee un gran potencial biotecnoldgico. Futuras investigaciones
se centraran en desvelar los mecanismos moleculares tras la mejora de la
tolerancia a sequia desencadenada por C4: la identificacion de la estrategia viral
que promueve la tolerancia a sequia podria abrir nuevas vias que explorar para
obtener cultivos tolerantes a sequia.
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Capitulo 2

Interaccion entre el estrés salino y la infeccion por geminivirus
en solanaceas.
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INTRODUCCION

Los datos actuales sugieren que el cambio climatico esta provocando un
aumento de la temperatura global, estimando los modelos predictivos mas
conservadores un aumento medio de las temperaturas de entre 1,5°C y 2°C
respecto a los niveles preindustriales durante las préximas décadas. Se espera
gue este aumento de la temperatura provoque cambios en los patrones globales
de precipitaciones, aumentando los periodos de sequia y su intensidad (Betts et
al., 2018). En estas condiciones, diversos estudios indican que amplias
extensiones de suelo destinado a uso agricola veran un incremento de su
concentracion de salinidad, afectando a la productividad de numerosos cultivos
y suponiendo, por ello, un grave riesgo para la agricultura (Hoang et al., 2016;
Reid et al., 2009).

Uno de los principales retos a los que se enfrenta la agricultura en este siglo son
las alteraciones que se estan produciendo como consecuencia del cambio
climéatico y la sobreexplotacion de los recursos: la salinizacion del suelo, el
aumento de la temperatura y las limitaciones de acceso al agua. Estos cambios
estan creando un nuevo escenario en la interaccion planta-estrés bioético, lo que
implica que estas interacciones sufriran un profundo impacto sobre el que existe
poca informacion. Aunque existen numerosos datos sobre las respuestas de las
plantas al estrés por salinidad y a enfermedades inducidas por diversos
patdgenos individualmente, la informacion sobre el efecto de la salinidad en las
infecciones es muy limitada, pudiendo conllevar, al igual que cualquier
interaccién entre estrés abidtico y estrés bidtico, la disminucién o el aumento de
la susceptibilidad de las plantas a un patdgeno/plaga o viceversa (Aguilar et al.,
2017; Prasch & Sonnewald, 2013). Ademas, debido a la poca diversidad genética
de las poblaciones vegetales cultivadas y a los intercambios de material biolégico
a nivel global, las enfermedades vegetales son comunes en cultivos de todo el
mundo, siendo por ello indispensable el conocer las interacciones entre el estrés
salino y los estreses bidticos para mantener la seguridad alimentaria a nivel
mundial (Strange & Scott, 2005).

La salinidad presenta dos efectos negativos en planta: en las primeras etapas de
la respuesta a estrés salino, se produce una inhibicion de la captacion de agua,
y en las fases finales, una acumulacion de iones CI" y Na* hasta niveles toxicos
para la célula vegetal (Gupta & Huang, 2014). La paulatina acumulacion de iones
ClI' y Na* altera los gradientes iénicos celulares, provocando la inhibicion de
diversos transportadores de iones, como HIGH-AFFINITY K* TRANSPORTER
(HKT) y Na*/H* ANTIPORTER (NHX), y bloqueando la captacién de iones K*y
Ca* (Parihar et al., 2015; Singh et al., 2015). Ademas, la acumulacion de iones
ClI' y Na* incrementa la produccion de compuestos de especies reactivas de
oxigeno (reactive oxygen species, ROS), provocando dafios debido a estrés
oxidativo en toda la planta a nivel celular y tisular (Ahanger et al., 2017; Hossain
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& Dietz, 2016; Nxele et al., 2017; Parihar et al., 2015; Singh et al., 2015). De
hecho, al alterar los gradientes idnicos e inducir la formacién de ROS, el estrés
por salinidad afecta especialmente a las rutas bioquimicas que se producen en
organulos celulares como las mitocondrias y cloroplastos (Ahanger et al., 2017),
provocando la inhibicién del crecimiento y una disminucion de la tasa de
fotosintesis (Parihar et al., 2015; Singh et al., 2015).

Los patégenos pueden aliviar el estrés por salinidad de su hospedador mediante
distintas estrategias; por ejemplo, alterando el equilibrio redox y promoviendo el
secuestro y expulsion de ROS (Varela et al., 2019), o alterando la expresion de
canales y transportadores de iones (Chen et al.,, 2014). En infecciones
bacterianas producidas en plantas en condiciones de estrés salino también se
altera la sintesis y degradaciéon de acido abscisico (ABA) y acido salicilico (SA),
lo cual modifica la respuesta de la planta al estrés abiético (Chojak-Kozniewska
et al., 2017). Determinadas bacterias como Klebsiella sp. o Kocuria rhizophila
pueden también modificar la respuesta al estrés por salinidad de la planta
degradando precursores del etileno (Afridi et al., 2019; Singh et al.,, 2015).
También se han documentado diferentes hongos endofiticos, como Serendipita
indica o Paecilomyces formosus LHL10, que promueven la expresion de
transportadores de iones y la sintesis de aminoacidos osmoprotectores como la
prolina (Khan et al., 2012; Lanza et al., 2019).

El estrés por salinidad también afecta a la respuesta de la planta frente a
estreses bidticos como las enfermedades provocadas por patégenos. De hecho,
las relaciones entre los patégenos y el estrés salino son complejas y pueden dar
lugar a diferentes respuestas. Por ejemplo, se ha observado una mayor
acumulacion de DNA de Phytophthora capsici en plantas de tomate cv. New
Yorker sometidas a estrés por salinidad (mediante riego con 10 ml de solucién
Hoagland suplementada con 200 mM de NacCl) y posteriormente inoculadas con
este hongo patégeno (DiLeo et al., 2018). Se han obtenido resultados similares
en plantas de tomate cv. Moneymaker infectadas con Oidium neolycopersici,
observandose una mayor biomasa del hongo patdgeno en plantas sometidas a
riego con agua suplementada con 50 mM de NaCl. Sin embargo, en el mismo
estudio también se observé una reduccion de la biomasa del hongo en
comparacion con el control en plantas en régimen de riego con agua
suplementada con 150 mM de NaCl (Kissoudis et al., 2016), indicando que el
efecto del estrés salino en la infeccion de O. neolycopersici en tomate es
dependiente de la concentracion de NaCl, induciendo bajas concentraciones de
NaCl la infeccion del hongo e inhibiéndola concentraciones superiores.
Asimismo, también se ha observado una menor severidad de sintomas
provocados por O. neolycopersici en plantas de tomate en condiciones de alta
salinidad (150 mM de NacCl) (Achuo et al., 2006). Por ultimo, también se ha
observado un aumento de los sintomas provocados por Pseudomonas syringae
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pv. lachrymans en tomate en condiciones de salinidad en comparacion con
plantas control (Chojak et al., 2012).

No existen muchos estudios que analicen las interacciones entre el estrés
abidtico por salinidad y el estrés bidtico por infeccidn viral. Ademas, los estudios
publicados hasta el momento muestran resultados dispares. Por ejemplo, en
plantas de N. benthamiana en condiciones de estrés por salinidad infectadas con
el virus Eggplant mottled crinkle virus (EMCV) se ha observado una drastica
reduccion de la acumulacion viral, sugiriendo que el estrés por salinidad tiene un
efecto negativo sobre la infeccion (Moldakimova et al., 2012). Por otro lado,
plantas de guisante cv. BRS-Maratoa, resistente a Cowpea severe mosaic virus
(CPSMV), muestran una mayor acumulacion viral al ser sometidas a estrés por
salinidad previamente a la inoculacién (24 horas). Ademas, tras 6 dias de
tratamiento de salinidad (dps), las plantas infectadas en condiciones de estrés,
mostraron un peso seco de raices y hojas menor al observado tanto en plantas
no infectadas en las mismas condiciones como en plantas infectadas en
condiciones control. Sin embargo, cuando se aplica el estrés de forma
simultanea a la infeccidn, no se produce una mayor acumulacion viral. Al aplicar
de forma simultanea ambos estreses tampoco se observa a los 6 dps una
disminucién del peso seco de raices y hojas en comparacién con plantas no
infectadas y bajo tratamiento de salinidad, aunque si se produce una disminucion
del peso en comparacion con plantas infectadas en condiciones control (Varela
et al., 2019). En el reciente estudio de Gharsallah y colaboradores (Gharsallah
et al., 2020) se sometié a estrés por salinidad a plantas de tomate cv. Mouna
HF1, sensible tanto a estrés por salinidad como a Tomato yellow leaf curl
Sardinia virus (TYLCSV), y a plantas de tomate cv. San Miguel, resistentes tanto
al estrés por salinidad como a TYLCSV. Al cuantificar la cantidad de virus se
observé que, independientemente del cultivar, las plantas en condiciones de
estrés por salinidad presentaban una mayor acumulacién de DNA viral que las
plantas infectadas en condiciones control.

El presente capitulo tiene como objetivo caracterizar la interaccion entre el estrés
salino y la infeccién por Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) en plantas de N.
benthamiana y tomate cv. Moneymaker. El capitulo se ha dividido en dos
secciones segun la aproximacion utlizada: en la primera seccién
determinaremos el efecto del estrés por salinidad sobre la infeccién de TYLCV
mediante la aplicacion de un tratamiento de salinidad en los primeros estadios
de la infeccion (9 dias post-infeccion, dpi). En la segunda seccién analizaremos
el efecto de la infeccion por TYLCV en la respuesta al estrés por salinidad
mediante la aplicacion de un tratamiento de salinidad en plantas con una
infeccién establecida (15 dpi).
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RESULTADOS

2.1 Efecto del estrés por salinidad en la infeccion de TYLCV en plantas de
N. benthamiana.

2.1.1 Disefo experimental.

Con el objetivo de estudiar el efecto del estrés salino sobre la infeccion del
geminivirus TYLCV en la planta modelo N. benthamiana, agroinoculamos plantas
de N. benthamiana con TYLCV vy, en estadios tempranos de la infeccion, las
plantas se sometieron a estrés por salinidad. Se agroinocularon 24 plantas de 3
semanas de edad, 12 plantas con un clon infectivo de TYLCV (dia 0) y 12 con
un vector binario sin virus (pGWB501) como control negativo (mock). La mitad
de las plantas de cada grupo se sometieron a un tratamiento de salinidad a los
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Figura 2.1. Disefio experimental. (A) Se establecieron semillas de N. benthamiana en sustrato a
24°C y 16 h de luz/8 h de oscuridad. Cuando las plantas tuvieron 2-3 hojas (3 semanas), se
dividieron en dos grupos de 12 individuos que fueron inoculados con el vector pPGWB501 o con
el clon infectivo de TYLCV. Las plantas se mantuvieron 8 dias en condiciones control para
garantizar la transferencia del T-DNA. Pasado este periodo, cada grupo se subdividio en dos
grupos de 6 plantas; uno de ellos se sometié a un tratamiento de salinidad (indicado en verde
oscuro), mientras que el otro grupo se mantuvo en condiciones control (indicado en verde claro).
(B) El tratamiento de salinidad se inicié a los 9 dpi, regandose las plantas con 50 ml de NaCl
disuelto en agua a una concentracion de 0.8 M, a 11 dpi se aumento la concentracion de NaCl a
1.6 M, y a 12 dpi se establecié una concentracién de NaCl de 2 M. A partir de los 12 dpi se regé
en dias alternos con 50 ml de agua con una concentracién de NaCl 2 M o con 50 ml de agua.
Las plantas control recibieron el mismo volumen de agua sin sal.
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9 dpi (figura 2.1A), permitiendo la insercion del T-DNA que contiene el clon viral
infectivo en las mismas condiciones en todas las plantas, asi como alcanzar la
concentracion salina final a los 12 dpi. El tratamiento de salinidad consistio en la
suplementacion del riego con NaCl. Se inici6 aplicando 50 ml de agua
suplementada con NaCl a 0.8 M, aumentando la concentracién salina el doble
cada dos dias hasta estabilizarla en una concentracion de NaCl de 2 M a los 12
dpi, concentracion que se mantendria hasta los 21 dpi (figura 2.1B). Se
selecciond una concentracion de NaCl de 2M ya que en ensayos previos, se
observo que a esta concentracién las plantas presentan sintomas de estrés por
salinidad, permitiendo el seguimiento de la intensidad de los sintomas de estrés
salino. Las plantas mock recibieron el mismo tratamiento que las plantas
infectadas, dividiéndose a los 9 dpi en un grupo de 6 plantas bajo tratamiento de
salinidad (NaCl) y en un grupo de 6 plantas bajo tratamiento control (sin estrés
salino). Las plantas control (infectadas y mock) recibieron el mismo volumen de
agua sin NaCl que las plantas bajo estrés salino.

Para caracterizar la infeccién en cada grupo de plantas se evalué su estado
fisiologico, analizandose: (i) la eficiencia del fotosistema Il (PSIl) a los 14 y 21
dpi, (ii) la intensidad de los sintomas de estrés salino y de la infeccion causada
por TYLCV, cada dos dias, (iii) el crecimiento de las plantas, midiéndose la altura
de cada planta desde el cuello de la raiz hasta el apice a los 0 y 21 dpi,
calculando su diferencia, y (iv) la acumulacion de virus en las hojas apicales a
los 14 y 21 dpi. Para cada experimento se realizaron tres réplicas biologicas
(réplicas R-1, R-1l y R-IIl) utilizando 24 plantas en cada una de las réplicas (seis
por condicion). Los resultados de cada réplica se muestran de manera
independiente.

Cabe afadir que durante la caracterizacion de los sintomas de TYLCV se
observo que, aunque las plantas infectadas y mantenidas en condiciones control
presentaron sintomas tipicos de la infeccion por TYLCV (rizado vy
amarilleamiento de hojas, asi como inhibicién del crecimiento) a partir de los 12
dpi, las plantas infectadas y bajo tratamiento de salinidad presentaros cambios
fenotipicos que dificultaron la monitorizacién de los sintomas de la infeccion.
Probablemente esto se deba a que el estrés por salinidad provoca una mayor
rigidez de la hoja. Ademas, las hojas de plantas provenientes de plantas bajo
tratamiento de salinidad presentan un color mas claro que las hojas provenientes
de plantas control, por lo que el amarilleamiento provocado por la infeccién de
TYLCV no era tan evidente, al combinarse con el cambio de color inducido por
el estrés salino. Esta interferencia provocada por los sintomas de estrés por
salinidad en los sintomas provocados por la infeccion de TYLCV, impidié que la
caracterizacion de los sintomas por TYLCV fuera precisa, por lo que no se
muestran graficamente los resultados de la monitorizacion de los sintomas
causados por la infeccion viral.
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2.1.2 El estrés salino dificulta la acumulaciéon de virus en plantas de N.
benthamiana.

Puesto que el estrés por salinidad afecta a la eficiencia fotosintética (Arif et al.,
2020), un método no destructivo que permite cuantificar el estrés de la planta en
condiciones de salinidad es la medicién de la eficiencia del fotosistema Il (PSII).
Con el objetivo de monitorizar la intensidad del estrés por salinidad aplicado en
cada réplica biolégica, se midio la eficiencia del PSIl en 2 hojas basales y en 2
hojas apicales, con el fin de analizar una zona cercana y otra distal a la raiz,
realizandose 3 réplicas técnicas por medicién. De esta forma, midiendo la
eficiencia del PSII, se determind de manera indirecta el nivel de estrés salino al
gue estaba sometida la planta, incluyendo zonas en las que no existieran tejidos
dafiados u hojas senescentes.

Las mediciones realizadas para cuantificar la eficiencia del PSII muestran como
a los 14 dpi (5 dias tras el inicio del tratamiento de estrés por salinidad), en
general, no disminuye la eficiencia del PSII (figura 2.2). Sin embargo, a los 21
dpi (tras 12 dias de tratamiento con NaCl) se observa una drastica disminucién
de la eficiencia del PSII en todas las plantas sometidas a estrés por salinidad.
Tanto las plantas infectadas con TYLCV como las plantas mock bajo estrés por
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Figura 2.2. Eficiencia del PSII en plantas de N. benthamiana bajo estrés salino inoculadas con
TYLCV o con el plasmido pGWB501 (mock) a 14 dpi y 21 dpi. Se analiz6 la eficiencia del PSII
en 2 hojas basales y 2 hojas apicales de cada planta, realizandose tres réplicas técnicas por
cada medicion. Las barras representan la media y las barras de error representan la desviacion
estandar (DS), con n=6. Un asterisco indica una diferencia estadisticamente significativa bajo un
a=0,01 segln una prueba de t-Student entre los dos grupos indicados mediante una linea
horizontal. R-1, R-Il, y R-Ill representan tres réplicas biolégicas independientes.
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salinidad (TYLCV-NaCl y mock-NaCl) presentaron una disminucion de la
eficiencia del PSIl en comparacion con las plantas TYLCV-control y mock-
control, respectivamente, que se puede observar de forma consistente a los 21
dpi (figura 2.2). No se observaron diferencias estadisticamente significativas en
la eficiencia del PSII entre plantas mock e infectadas en condiciones control de
forma reproducible. En ninguna réplica se observaron diferencias
estadisticamente significativas en la eficiencia del PSIl entre plantas mock-NaCl
y plantas TYLCV-NaCl ni a 14 (tras 5 dias de tratamiento de estrés por salinidad)
dpi ni a 21 dpi (tras 12 dias de tratamiento de estrés por salinidad) (figura 2.2).
Puesto que todas las plantas en condiciones de estrés por salinidad presentaron
valores de eficiencia del PSII similares, nuestros datos indican que, a partir de
los 14 dpi, las plantas de las tres réplicas bioldgicas estuvieron sometidas a
estrés salino de manera uniforme.

Con respecto a los sintomas o fenotipos debidos al estrés por salinidad, no se
observaron diferencias significativas en su severidad entre las plantas infectadas
y las plantas mock a los 21 dpi (figura 2.3). Las plantas control, cuyo riego se
realizaba sin suplementar con NaCl (infectadas y mock), mantuvieron la
turgencia de sus tejidos y un intenso color verde hasta finalizar el experimento al
contrario que las plantas bajo tratamiento de estrés salino (infectadas y mock)
gue perdieron turgencia, y cuyas hojas se rizaron y amarillearon. Estos
resultados se mantuvieron en las tres réplicas, mostrando que el tratamiento de
salinidad provoco un fenotipo visualmente apreciable en todas las plantas en
cada una de las réplicas realizadas (figura 2.3).

A continuacion, se procedié a analizar el efecto en el crecimiento de la planta
provocado por la combinacion del estrés biético, la infeccion por TYLCV, y el
estrés por salinidad. El andlisis del crecimiento de las plantas en condiciones
control muestra un menor incremento de altura en las plantas infectadas en
comparacion con las plantas mock. En todas las réplicas realizadas se observo
un menor crecimiento de las plantas infectadas con TYLCV en condiciones
control, con un crecimiento medio en las tres réplicas de 11.08 + 2.06 cm, en
comparacion con las plantas mock en condiciones control (14.18 + 2.89 cm),
siendo la diferencia estadisticamente significativa en dos de las tres réplicas (R-
'y R-Ill) (figura 2.4). Ademas, se observo un efecto diferencial del estrés salino
en el crecimiento en las plantas no infectadas: las plantas mock bajo estrés salino
presentan un menor crecimiento que las plantas control (figura 2.4), con un
incremento medio de altura de 10.5 + 3.79 cm frente a 14.18 + 2.89 cm,
respectivamente. El efecto del estrés salino es similar en las plantas infectadas
con TYLCV: las plantas infectadas crecidas bajo tratamiento salino presentan un
crecimiento de 8.3 + 1.42 cm, mientras que el crecimiento de plantas infectadas
bajo condiciones control es de 11.08 + 2.06 cm (figura 2.4).
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Figura 2.4. Crecimiento de plantas de N. benthamiana sometidas a estrés por salinidad (verde
oscuro, NaCl) y bajo condiciones control (verde claro) en plantas infectadas por TYLCV (TY) y
plantas sin infectar (mock, M). Se muestra la media de crecimiento de cada grupo a los 21 dpi
(diferencia de altura entre 0 dpi y 21 dpi). Las barras representan la media y las barras de error
representan la DS, con n=6. La media de cada par de tratamientos fue comparada mediante una
prueba t-Student con un a=0,01; se indica con un asterisco las diferencias estadisticamente
significativas. R-1, R-1l, y R-lll representan tres réplicas biolégicas independientes.

Cabe destacar que las plantas bajo estrés por salinidad presentan un crecimiento
similar independientemente de si pertenecen al grupo de plantas infectadas (8.3
+ 1.42 cm) o plantas mock (10.5 + 3.79 cm). Este patron se observé en dos de
las tres réplicas (a excepcion de la réplica R-1, donde se detectd una diferencia
estadisticamente significativa entre mock-NaCl y TYLCV-NaCl), lo cual sugiere
qgue los efectos provocados por el estrés por salinidad en el aspecto y en el
crecimiento de la planta enmascaran los provocados por el virus.

Para finalizar la caracterizacion del efecto que el estrés salino pudiera tener
sobre la infeccion por geminivirus en N. benthamiana, se cuantificé la cantidad
relativa de TYLCV mediante PCR a tiempo real (QPCR) en plantas infectadas.
Todas las plantas infectadas presentaron cantidades significativas de DNA viral
(la planta 2 de la R-1l presenté DNA de TYLCV, a diferencia de las plantas mock,
aunque en menor proporcion que el resto de plantas infectadas de la réplica R-
II). Asimismo, todas las plantas infectadas en condiciones control presentaron
sintomas caracteristicos de la infeccion por TYLCV, como rizado vy
amarilleamiento de las hojas, a los 14 y 21 dpi en las tres réplicas bioldgicas. La
cantidad relativa de virus detectada durante la infeccion de plantas de N.
benthamiana, no muestra cambios estadisticamente significativos entre plantas
bajo tratamiento de estrés por salinidad y plantas control a los 14 dpi (figura 2.5A,
eje Y en escala logaritmica). Sin embargo, la acumulacion viral a los 21 dpi es
significativamente menor en las plantas crecidas bajo tratamiento de estrés por
salinidad que en las cultivadas bajo tratamiento control (figura 2.5A). De hecho,
aunque existe variabilidad en la cantidad relativa de DNA viral entre plantas de
un mismo tratamiento, al hacer la media de cada tratamiento se observa que,

112

W NaCl



tanto a los 14 como a los 21 dpi, las plantas control tienden a presentar una
mayor acumulacion viral que las plantas bajo tratamiento de estrés por salinidad.
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Figura 2.5. Efecto de la salinidad en la acumulacion relativa de TYLCV en N. benthamiana a 14
dpiy a 21 dpi. De las 6 plantas infectadas en cada condicion (control, “c” y salinidad “NaCl”), se
analiz6 la acumulacion del DNA viral de 3 plantas por condiciéon (n = 3) a los 14 dpi (1-6) y otras
3 plantas por condicion a los 21 dpi (7-12). La cantidad relativa de TYLCV se analizé6 mediante
gPCR, utilizando el gen 25S rDNA (Mason et al., 2008) como normalizador. La cantidad relativa
de virus para cada planta/media se representa relativizada a la planta/media que presento el
valor de cantidad relativa de DNA viral méas elevado, a la cual se le otorgé el valor de 100%. Los
resultados se muestran con el eje Y en escala logaritmica. La planta 2 de la R-1l presentaba DNA
de TYLCV, sin embargo, en una cantidad inferior al resto de plantas, Ademas, posteriormente
desarroll6 sintomas de la infeccion por TYLCV, motivo por el que se mantuvo en el analisis. Las
barras representan el valor para plantas independientes (A) o la media de tres plantas (B); los
resultados se analizaron mediante una prueba t-Student; las barras de error muestran la SD con
n=3 (numeradas del 1 al 12). Un asterisco indica una diferencia estadisticamente significativa
bajo un a=0,05 segun una prueba de t-Student entre los dos grupos indicados mediante una linea
horizontal. R-1, R-Il, y R-Ill representan tres réplicas biolégicas independientes.
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Ademas, la cantidad relativa de TYLCV aumenta de 14 a 21 dpi en plantas
control, pero no lo hace de manera evidente en las plantas sometidas a estrés
salino (figura 2.5B, en escala logaritmica). Se obtuvieron resultados similares en
todas las réplicas realizadas, aunque la menor acumulacion viral observada en
las plantas bajo estrés por salinidad es estadisticamente significativa en dos de
las tres réplicas (R-1 y R-II).

Estos resultados se repiten en las tres réplicas bioldgicas, sugiriendo que el
estrés por salinidad, en estadios tempranos de la infeccion, produce una
inhibicién de la acumulacion de TYLCV en plantas de N. benthamiana.

2.2 Efecto del estrés por salinidad en la infeccion de TYLCV en plantas de
tomate.

2.2.1 Disefio experimental.

A continuacion, se analizé el efecto del estrés salino sobre la infeccion del
geminivirus TYLCV en uno de sus hospedadores naturales, tomate. Para ello
seguimos una aproximacion similar a la utilizada en N. benthamiana, ya que
agroinoculamos plantas de tomate con TYLCV, sometiéndolas a estrés por
salinidad en estadios tempranos de la infeccion (9 dpi). 24 plantas de tomate de
3 semanas de edad fueron agroinoculadas con un clon infectivo de TYLCV (dia
0, 12 plantas) o con un vector binario sin virus (pGWB501) como control negativo
(mock, 12 plantas). La mitad de estas plantas comenzaron a someterse a un
tratamiento de salinidad a los 9 dpi, mientras que la otra mitad se mantuvo en
condiciones control (figura 2.6A), permitiendo la insercion del T-DNA que
contiene el clon viral infectivo en las mismas condiciones en todas las plantas,
asi como alcanzar la concentracion salina final a los 12 dpi.

El tratamiento de salinidad consistio, al igual que en N. benthamiana, en la
suplementacion de NaCl al riego. Se comenzo el tratamiento de estrés por
salinidad aplicando 50 ml de agua suplementada con NaCl a 0.8 M, la
concentracion salina fue aumentada el doble cada dos dias hasta mantenerla en
una concentraciéon de NaCl a 2 M a los 12 dpi, concentracién que se prolongaria
hasta la finalizacion del experimento (21 dpi) (figura 2.6B). De esta forma, tanto
las plantas mock como las plantas infectadas recibieron el mismo tratamiento,
dividiéndose a los 9 dpi en un grupo de 6 plantas bajo tratamiento de salinidad
(NaCl) y en otro grupo de 6 plantas bajo tratamiento control (sin estrés salino).
Las plantas control recibieron el mismo volumen de agua sin NaCl que las
plantas bajo estrés salino.

Para caracterizar la infeccion en cada grupo de plantas de tomate se evalué su
estado fisiolégico caracterizandose: (i) la eficiencia del fotosistema Il (PSll) a los
14 y 21 dpi (ii) la intensidad de los sintomas de estrés salino y de la infeccion
causada por TYLCV, cada dos dias, (iii) el crecimiento de las plantas, midiéndose
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la altura de cada planta desde el cuello de la raiz hasta el apice a los 0y 21 dpi,
calculando su diferencia, y (iiv) la acumulacion de virus en las hojas apicales a
los 14 y 21 dpi. Para cada experimento se realizaron tres réplicas biolégicas (R-
I, R-1l y R-lll) utilizando 24 plantas en cada una de las réplicas (seis por
condicion). Los resultados de cada réplica se muestran de forma independiente.

Sin embargo, durante el analisis de los sintomas provocados por TYLCV se
detect6 un efecto similar al descrito en el apartado anterior en N. benthamiana.
Mientras que las plantas infectadas y en condiciones control desarrollaban
sintomas de TYLCV a partir de los 12 dpi (rizado y amarilleamiento de hojas,
malformaciones en los brotes e inhibicion del crecimiento), se observo una
interferencia de los sintomas debidos al estrés por salinidad en los sintomas
provocados por TYLCV en las plantas bajo estrés salino.
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Figura 2.6. Disefio experimental. (A) Se establecieron semillas de tomate en sustrato a 24°C y
16 h de luz/8 h de oscuridad. Cuando las plantas tuvieron 3-4 hojas (3 semanas), se dividieron
en dos grupos de 12 individuos que fueron inoculados con el vector pPGWB501 o con el clon
infectivo de TYLCV. Las plantas se mantuvieron 8 dias en condiciones control para garantizar la
transferencia del T-DNA. Pasado este periodo, cada grupo se subdividié en dos grupos de 6
plantas; uno de ellos se sometié a un tratamiento de salinidad (indicado en verde oscuro),
mientras que el otro grupo se mantuvo en condiciones control (indicado en verde claro). (B) El
tratamiento de salinidad se inici6 a los 9 dpi, regandose las plantas con 50 ml de NaCl disuelto
en agua a una concentracion de 0.8 M, a 11 dpi se aumenté la concentracion de NaCl a 1.6 M,
y a 12 dpi se establecié una concentracion de NaCl de 2 M. A partir de los 12 dpi se regé en dias
alternos con 50 ml de agua suplementada con NaCl a 2 M o con 50 ml de agua. Las plantas
control recibieron el mismo volumen de agua sin sal.

115



Probablemente esto se deba a que el estrés por salinidad provoca una mayor
rigidez de la hoja. El estrés por salinidad en tomate no sélo induce una mayor
rigidez en la hoja, que dificulta el rizado provocado por TYLCV, y cambios en la
coloracion, interfiriendo con el amarilleamiento tipico de plantas infectadas, sino
qgue también induce el debilitamiento y posterior abscisién de las hojas. Esta
interferencia provocada por los sintomas de estrés por salinidad en los sintomas
inducidos por la infeccion de TYLCV, impidi6 que la caracterizacién de los
sintomas por TYLCV fuera precisa en tomate, por lo que no se muestran
graficamente los resultados de la monitorizacion de los sintomas causados por
la infeccién viral.

2.2.2 El estrés salino dificulta la acumulacién de virus en plantas de tomate.

Con el objetivo de analizar la intensidad del estrés por salinidad al que se sometié
a cada réplica biolégica, se cuantifico la eficiencia del PSIl en 2 hojas basales y
en 2 hojas apicales.

Los datos obtenidos mediante la cuantificacion de la eficiencia del PSII muestran
como a 14 dpi (5 dias tras el inicio del tratamiento de estrés por salinidad), no
disminuye la eficiencia del PSII debido al estrés en ninguna de las tres réplicas
realizadas (figura 2.7). Por el contrario, a los 21 dpi (12 dias tras el inicio del
tratamiento con NaCl) detectamos una disminucion de la eficiencia del PSII en
todas las plantas sometidas a estrés por salinidad. De forma similar a lo
observado en N. benthamiana, en tomate se produjo una disminucion de la
eficiencia del PSII tanto en las plantas TYLCV-NaCl como en las plantas mock-
NaCl en comparacion con las plantas TYLCV-control y mock-control,
respectivamente (figura 2.7). Por otro lado, no se detectaron diferencias
estadisticamente significativas en la eficiencia del PSIlI entre plantas mock-
control y TYLCV-control a los 21 dpi. Asimismo, a 21 dpi tampoco se observaron
diferencias estadisticamente significativas en la eficiencia del PSII entre plantas
mock-NaCl y TYLCV-NaCl. Estos datos indican que, al igual que en N.
benthamiana, las plantas de tomate de las tres réplicas biologicas estuvieron
sometidas a estrés salino de forma similar a los 14 y 21 dpi, sugiriendo que todas
las plantas mantuvieron niveles de estrés salino similares durante el
experimento.

Por otro lado, se analiz6 el fenotipo de las plantas debido al estrés salino. No se
observaron diferencias significativas en la severidad del fenotipo de estrés por
salinidad entre las plantas de tomate mock y las plantas infectadas bajo
tratamiento por estrés salino; tanto las plantas mock como las plantas infectadas
mostraron sintomas de estrés salino con una intensidad similar a los 21 dpi
(figura 2.8). Mientras las plantas control (infectadas y mock) mantuvieron la
turgencia de sus tejidos y un intenso color verde al finalizar el experimento, todas
las plantas bajo tratamiento de estrés salino (infectadas y mock) presentaron una
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Figura 2.7 Eficiencia del PSIlI en plantas de tomate bajo estrés salino inoculadas con TYLCV o
con el plasmido pGWB501 (mock) a 14 dpiy 21 dpi. Se analizd la eficiencia del PSII en 2 hojas
basales y 2 hojas apicales de cada planta realizdndose tres réplicas técnicas por cada medicién.
Las barras representan la media y las barras de error representan la DS, con n=6. Un asterisco
indica una diferencia estadisticamente significativa bajo un a=0,01 segin una prueba de t-
Student entre los dos grupos indicados mediante una linea horizontal. R-I, R-ll, y R-lll
representan tres réplicas biolégicas independientes.

pérdida de turgencia que conllevé la pérdida de la capacidad de mantenerse
erguidas, asi como un amarilleamiento de sus hojas. Estos resultados son
consistentes, repitiéndose en las tres réplicas e indicando que el tratamiento de
salinidad provocé un fenotipo visualmente apreciable en todas las plantas de
tomate en las tres réplicas realizadas (figura 2.8).

Seguidamente se procedi6 a estudiar el efecto de la interaccion entre la infeccién
por TYLCV (estrés biotico), y el estrés por salinidad (estrés abiotico) en el
crecimiento de las plantas de tomate. En condiciones control, el crecimiento es
menor en las plantas infectadas en comparaciéon con las plantas mock. En las
tres réplicas realizadas se detecté una disminucion del crecimiento de las plantas
infectadas con TYLCV (8.12 + 2.60 cm) en comparacion con las plantas mock,
ambas en condiciones control (11.41 + 2.83 cm), siendo esta disminucion del
crecimiento estadisticamente significativo en dos de las tres réplicas realizadas
(R-1 'y R-II) (figura 2.9). Esta inhibicion del crecimiento de la planta ante la
infeccién por TYLCV es similar a la observada en N. benthamiana (ver seccién
2.1.2 del presente capitulo), y ha sido descrita previamente tanto en N.
benthamiana como en tomate (Czosnek, 2009; Diaz-Pendon et al., 2010; Prasad
et al., 2020). Por otro lado, las plantas mock crecidas bajo tratamiento de estrés
por salinidad tienen un crecimiento medio de 5.41 + 1.52 cm, mientras que el
crecimiento medio de las cultivadas bajo condiciones control es de 11.4 + 2.83
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cm, indicando que el estrés por salinidad afecta de forma negativa al crecimiento
de plantas de tomate. De forma similar, las plantas infectadas por TYLCV bajo
condiciones de estrés por salinidad, presentaron un crecimiento menor (5.17 +
1.76 cm) que las plantas infectadas bajo condiciones control (8.12 + 2.6 cm)
(figura 2.9). Estos datos indican que, al igual que en plantas de N. benthamiana,
las plantas de tomate bajo estrés por salinidad presentan un crecimiento menor,
independientemente de si pertenecen al grupo de plantas infectadas o plantas

mock.

Este patrén se observo en las tres réplicas biologicas, poniendo en evidencia el
dramético efecto que el estrés salino tiene en el crecimiento de la planta.

R-l Rl R-ll
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Figura 2.9. Crecimiento de plantas de tomate sometidas a estrés por salinidad (verde oscuro,
NacCl) y bajo condiciones control (verde claro) en plantas infectadas por TYLCV (TY) y plantas
sin infectar (mock, M). Se muestra la media de crecimiento de cada grupo a los 21 dpi (diferencia
de altura entre 0 dpi y 21 dpi). Las barras representan la media y las barras de error representan
la DS, con n=6. La media de cada par de tratamientos fue comparada mediante una prueba t-
Student con un a=0,01; se indica con un asterisco las diferencias estadisticamente significativas.

R-1, R-Il, y R-lll representan tres réplicas bioldgicas independientes.

Por ultimo, con el objetivo de caracterizar el efecto que el estrés por salinidad
pudiera tener en la infeccion por geminivirus en tomate, se analizé la cantidad
relativa de TYLCV mediante gPCR en plantas infectadas. Todas las plantas
presentaron cantidades significativas de DNA viral tanto a 14 como a 21 dpi
(figura 2.10). Asimismo, se observdé como todas las plantas infectadas con
TYLCV en condiciones control desarrollaban a los 14 y 21 dpi sintomas

producidos por TYLCV, como rizado de las hojas,
amarilleamiento de las hojas.

abortos florales y

En las plantas control, la acumulacién viral presenté valores similares a los 14 y
21 dpi (figura 2.10), demostrando que TYLCYV infectd con éxito todas las plantas
utilizadas en el grupo control y que en general, los niveles maximos de
acumulacion viral se alcanzaban en tomate a los 14 dpi (excepto R-I). Por el
contrario, en las plantas bajo tratamiento de salinidad, se registré una drastica
disminucién de la acumulacion viral a los 21 dpi (tras 12 dias de tratamiento de
estrés por salinidad) en comparacion con la carga viral observada en plantas
también sometidas a estrés salino a los 14 dpi (figura 2.10A). De hecho, la media
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Figura 2.10. Efecto de la salinidad en la acumulacion relativa de TYLCV en tomate a 14 dpiy a
21 dpi. De las 6 plantas infectadas en cada condicién (control, “c” y salinidad “NaCl”), se analizé
la acumulacion del DNA viral de 3 plantas por condicién (n = 3) a los 14 dpi (1-6) y otras 3 plantas
por condicién a los 21 dpi (7-12). La cantidad relativa de TYLCV se analizé mediante qPCR,
utilizando el gen 25S rDNA (Mason et al., 2008) como normalizador. La cantidad relativa de virus
para cada planta/media se representa relativizada a la planta/media que presenté el valor de
cantidad relativa de DNA viral el valor més elevado, a la cual se le otorg6 el valor de 100%. Las
barras representan el valor para plantas independientes (A) o la media de tres plantas (B); los
resultados se analizaron mediante una prueba t-Student; las barras de error muestran la SD con
n=3 (numeradas del 1 al 12). Un asterisco indica una diferencia estadisticamente significativa
bajo un a=0,05 segun una prueba de t-Student entre los dos grupos indicados mediante una linea
horizontal. R-1, R-Il, y R-Ill representan tres réplicas biolégicas independientes.

de los valores de carga viral de las plantas TYLCV-control a 21 dpi es mayor
respecto a la media de los valores de carga viral de las plantas TYLCV-NaCl en
las tres réplicas (figura 2.10B). En las tres réplicas biologicas realizadas se
observé el mismo efecto; ninguna planta bajo estrés salino presentd una carga
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viral que se aproximara a los valores obtenidos en las plantas control a 21 dpi
(figura 2.10A).

Estos resultados, en conjunto, muestran que el estrés salino interfiere
negativamente con la capacidad de infeccion de TYLCV en ambas especies de
solaniceas, tomate y N. benthamiana.

2.3 Efecto de lainfeccion por TYLCV en larespuesta a estrés salino en N.
benthamiana.

2.3.1 Disefio experimental

El disefio experimental seguido para estudiar el efecto de la infeccion de TYLCV
en la respuesta a estrés salino en N. benthamiana es similar al de experimentos
anteriores, pero sometiendo a las plantas a estrés salino en estadios avanzados
de la infeccion viral, cuando ésta ya se encuentra establecida. Para ello, se
agroinfiltraron plantas de N. benthamiana con TYLCV y a los 15 dpi, las plantas
se sometieron a estrés salino. Se agroinocularon 24 plantas de 3 semanas de
edad, 12 plantas con un clon infectivo de TYLCV (dia 0) o 12 plantas con un
vector binario sin virus (pGWB501) como control negativo (mock). La mitad de
las plantas de cada grupo, comenzaron a someterse a un tratamiento de
salinidad a los 15 dpi (figura 2.11A), alcanzandose asi la concentracion salina
final (2 M) en estadios tardios de la infeccion (20 dpi). El tratamiento de salinidad
consistia en la suplementacion del riego con NaCl que se inicio aplicando 50 ml
de agua suplementada con NaCl a 0.8 M, aumentando paulatinamente la
concentracion salina a 1.6M (17 dpi) y 2 M (20 dpi). A partir de los 21 dpi la
concentracion de NaCl se mantuvo en 2 M hasta los 28 dpi (figura 2.11B). Las
plantas mock recibieron el mismo tratamiento que las plantas infectadas,
dividiéndose a los 15 dpi en un grupo de 6 plantas bajo tratamiento de salinidad
(NaCl) y en un grupo de 6 plantas bajo tratamiento control (sin estrés salino). Las
plantas control recibieron el mismo volumen de agua sin NaCl que las plantas
bajo estrés salino.

Para caracterizar la respuesta a estrés por salinidad en cada grupo de plantas
se evalud su estado fisiolégico examinandose: (i) la acumulacioén viral en las
hojas apicales a los 21 y 28 dpi, (ii) el crecimiento de las plantas, midiéndose la
altura de cada planta desde el cuello de la raiz hasta el apice a los 21 y 28 dpi,
calculando su diferencia, (iii) la intensidad de los sintomas de estrés salino, y (iv)
la eficiencia del PSIl a los 21 y 28 dpi. Para cada experimento se realizaron tres
réplicas biologicas (réplicas R-I, R-11 y R-1ll), utilizando 24 plantas en cada una
de las réplicas (6 por condicion). Los resultados de cada réplica se muestran de
manera independiente.
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Figura 2.11. Disefio experimental. (A) Se establecieron semillas de N. benthamiana en sustrato
a 24°C y 16 h de luz/8 h de oscuridad. Cuando las plantas tuvieron 2-3 hojas (3 semanas), se
dividieron en dos grupos de 12 individuos que fueron inoculados con el vector pPGWB501 o con
el clon infectivo de TYLCV. Las plantas se mantuvieron 14 dias en condiciones control para
garantizar la infeccién por TYLCV. Pasado este periodo, cada grupo se subdividié en dos grupos
de 6 plantas; uno de ellos se sometié a un tratamiento de salinidad (indicado en azul oscuro),
mientras que el otro grupo se mantuvo en condiciones control (indicado en azul claro). (B) El
tratamiento de salinidad se inici6 a los 15 dpi, regandose las plantas con 50 ml de NaCl disuelto
en agua a una concentracion de 0.8 M, a 17 dpi se aumenté la concentraciéon de NaCl a 1.6 M,
y a 20 dpi se establecié una concentracion de NaCl de 2 M. A partir de los 20 dpi se reg6 en dias
alternos con 50 ml de agua a 2 M o con 50 ml de agua. Las plantas control recibieron el mismo
volumen de agua sin sal.

2.3.2 La infeccion por TYLCV confiere una tolerancia leve a la salinidad en N.
benthamiana.

Como paso previo a analizar el efecto de la infeccion de TYLCV en la respuesta
al estrés por salinidad, se analiz6 la carga viral relativa mediante PCR
cuantitativa (qPCR) de las plantas infectadas con el objetivo de comprobar que
todas las plantas utilizadas en los experimentos presentaban cantidades
significativas y similares de DNA viral. Para ello, se recogieron muestras
provenientes de las plantas infectadas bajo el tratamiento control (regadas con
agua), a los 21 y 28 dpi. Todas las plantas agroinoculadas, presentaron a los 21
dpi cantidades significativas de DNA viral que, en general, se vieron
incrementadas a los 28 dpi, demostrando que la infeccion con TYLCV se habia
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producido en el 100% de las plantas inoculadas en las tres réplicas bioldgicas
(figura 2.12, en escala logaritmica). Por otro lado, las plantas bajo estrés por
salinidad mostraban ciertas diferencias respecto a las plantas infectadas en
condiciones control (figura 2.12A). A los 21 dpi las plantas bajo condiciones
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Figura 2.12. Efecto de la salinidad en la acumulacion relativa de TYLCV en N. benthamiana a
21 dpiy a 28 dpi. De las 6 plantas infectadas en cada condicion (control, “c” y salinidad “NaCl”),
se analizo la acumulacion del DNA viral de 3 plantas por condicion (n = 3) a los 21 dpi (1-6) y
otras 3 plantas por condicion a los 28 dpi (7-12). La cantidad relativa de TYLCV se cuantificé
mediante gPCR, utilizando el gen 25S rDNA (Mason et al., 2008) como normalizador. La cantidad
relativa de virus para cada planta/media se representa relativizada a la planta/media que
presentd el valor de cantidad relativa de DNA viral mas elevado, a la cual se le otorg6 el valor de
100%. Los resultados se muestran con el eje Y en escala logaritmica Las barras representan el
valor para plantas independientes (A) o la media de tres plantas (B); los resultados se analizaron
mediante una prueba t-Student; las barras de error muestran la SD con n=3 (numeradas del 1 al
12). Un asterisco indica una diferencia estadisticamente significativa bajo un a=0,05 segln una
prueba de t-Student entre los dos grupos indicados mediante una linea horizontal. R-I, R-Il, y R-
Il representan tres réplicas bioldgicas independientes.
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control presentaban una mayor acumulacion de DNA de TYLCV en comparacién

con las plantas bajo estrés por salinidad, que solo result6 ser significativa en una

de las réplicas (R-1ll). Esta misma tendencia se observo a los 28 dpi, ya que
existia una ligera disminucion en la cantidad de TYLCV en plantas bajo estrés
salino cuando se comparaba con las condiciones control, pero esta reduccién
solo era estadisticamente significativa en una de las réplicas (R-1). Estos datos
sugieren que, si el estrés salino ocurre en plantas en las que la infeccion por
TYLCV ya se encuentra establecida, la presencia de DNA viral se mantiene tras
13 dias de estrés salino y la acumulacion viral se ve solo ligeramente afectada.
Podemos concluir que estas condiciones experimentales en las que el 100% de
las plantas estaban infectadas y con cantidades significativas de DNA viral, nos
permitian caracterizar el posible efecto de la presencia de TYLCV sobre el estrés

salino.

Posteriormente, con el objetivo de cuantificar uno de los fenotipos més evidentes
asociados a la infeccion por TYLCV, la inhibicion del crecimiento de las plantas,
se procedid a determinar la diferencia en altura de las plantas, desde el cuello
de la raiz hasta el apice a los 21 y 28 dpi, en las tres réplicas realizadas. El
analisis de los datos obtenidos para las plantas infectadas en el tratamiento
control a los 28 dpi refleja un menor crecimiento de las plantas infectadas (2.48

+ 0.42 cm) en comparacion con las plantas mock (6.08 + 0.84 cm), siendo la

diferencia estadisticamente significativa en todas las réplicas (figura 2.13). Por
otro lado, las plantas bajo estrés salino presentan un menor crecimiento que las
plantas control (figura 2.13). Las plantas mock crecidas bajo tratamiento de
estrés por salinidad tienen un incremento medio de altura de 0.62 + 0.38 cm,
mientras que el aumento medio de las cultivadas bajo condiciones control es de
6.08 + 0.84 cm. El efecto del estrés salino es similar en las plantas infectadas
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Figura 2.13. Crecimiento de plantas de N. benthamiana sometidas a estrés por salinidad (azul
oscuro, NaCl) y bajo condiciones control (azul claro) en plantas infectadas por TYLCV (TY) y
plantas sin infectar (mock, M). Se muestra la media de crecimiento de cada grupo a los 28 dpi
(diferencia de altura entre 21 dpiy 28 dpi). Las barras representan la media y las barras de error
representan la DS, con n=6. La media de cada par de tratamientos fue comparada mediante una
prueba t-Student con un a=0,01; se indica con un asterisco las diferencias estadisticamente
significativas. R-I, R-1I, y R-1ll representan tres réplicas biologicas independientes.
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con TYLCV; las plantas infectadas crecidas bajo tratamiento salino presentan un
crecimiento de 0.44 + 0.25 cm, mientras que el crecimiento de plantas infectadas
bajo condiciones control es de 2.49 + 0.42 cm. (figura 2.13). Cabe destacar que
las plantas sometidas a estrés por salinidad presentan un crecimiento similar
independientemente de si pertenecen al grupo de plantas infectadas (0.44 + 0.25
cm) o plantas mock (0.62 + 0.38 cm). Este patron se observo en las tres réplicas
biologicas, poniendo en evidencia el dramatico efecto negativo que el estrés
salino tiene sobre el crecimiento de la planta, que supera al decremento en
tamafo que induce la infeccion por TYLCV y sugiere que el estrés por salinidad
enmascara el efecto de la infeccion viral en el crecimiento de la planta.

A continuacion, con el objetivo de observar si la infeccién por TYLCV inducia una
mayor tolerancia a episodios de estrés por salinidad, se procedi6 a analizar los
sintomas originados por el estrés salino. Mientras las plantas control (infectadas
y mock), cuyo riego se realizaba sin suplementar con NaCl, mantuvieron la
turgencia de sus tejidos y un intenso color verde al finalizar el experimento, en
general, las plantas bajo tratamiento de estrés salino perdieron turgencia, sus
hojas se amarillearon y mostraron un intenso rizado de sus hojas (figura 2.14),
aunque se detectaron ciertas diferencias entre las plantas infectadas y no
infectadas. Todas las plantas mock sometidas a estrés salino de las tres réplicas,
presentaron una intensa pérdida de turgencia al igual que un rizado y un
amarilleamiento de sus hojas debido al estrés por salinidad (figura 2.14). A
diferencia de las plantas mock-NaCl, las plantas TYLCV-NaCl desarrollaron
sintomas de estrés por salinidad menos intensos que las plantas mock-NacCl,
manteniendo sus hojas una mayor turgencia y un color verde mas intenso. Esta
mayor tolerancia al estrés por salinidad era evidente en las réplicas | y Il (R-I, R-
II), aungque no se observaron diferencias manifiestas en la réplica lll (R-111) (figura
2.14). Estos resultados sugieren que la infeccion por TYLCV conferiria una
mayor tolerancia a la salinidad. Aunque, debido a que no todas las réplicas
mostraron el mismo efecto, no se descarto la posibilidad de que la tolerancia a
salinidad observada en las plantas infectadas por TYLCV no fuera realmente
significativa.

Por ultimo, se procedi6 a analizar la eficiencia del PSII con el objetivo de evaluar
el estrés de la planta producido por el tratamiento de salinidad y determinar de
manera cuantitativa si la infeccion por TYLCV induce una mayor tolerancia al
estrés por salinidad. Si la presencia de TYLCV provocara una disminucion del
estrés por salinidad (TYLCV-NaCl), las plantas infectadas bajo tratamiento de
estrés salino deberian presentar una menor disminucion de la eficiencia del PSII
en comparacion con las plantas mock bajo dicho estrés (mock-NaCl). Para
cuantificar esta variable en cada planta, se midi6 la eficiencia del PSIl en 2 hojas
basales y en 2 hojas apicales, con el fin de analizar una zona cercana y otra
distal a la raiz, realizdndose 3 réplicas técnicas por medicién. De esta forma se
pretendia estudiar el estrés que soportaba toda la planta, incluyendo zonas que
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no incluyeran hojas senescentes o tejidos dafados. No se observaron
diferencias estadisticamente significativas en la eficiencia del PSII entre plantas
mock-control y TYLCV-control a los 21 y 28 dpi en ninguna de las tres réplicas
realizadas, indicando que la infeccion por TYLCV per se no afecta la eficiencia
del PSII. Por otro lado, las mediciones realizadas para cuantificar la eficiencia
del PSII muestran como a 21 dpi (6 dias después de iniciar el tratamiento de
estrés por salinidad), se observan diferencias significativas en la eficiencia del
PSII en las plantas bajo estrés por salinidad en comparacion con las plantas
control, en general tanto en hojas basales como apicales (figura 2.15). Esta
disminucién de la eficiencia del PSIl se torna drastica en las plantas sometidas
a estrés salino durante 13 dias (28 dpi). Tanto las plantas TYLCV-NaCl como las
plantas mock-NaCl presentaron una disminucion de la eficiencia del PSIlI a los
28 dpi en comparacién con las plantas TYLCV-control y mock-control,
respectivamente (figura 2.15). Cabe mencionar que no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en la eficiencia del PSIl entre plantas mock-NaCl
y plantas TYLCV-NaCl ni a 21 ni a 28 dpi, indicando que la infeccion por TYLCV
no induce cambios en la eficiencia del PSII en condiciones de estrés por salinidad
(figura 2.15).
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Figura 2.15. Eficiencia del PSII en plantas de N. benthamiana bajo estrés salino inoculadas con
TYLCV o con el plasmido pGWB501 (mock) a 21 dpi y 28 dpi. Se analiz6 la eficiencia del PSII
en 2 hojas basales y 2 hojas apicales de cada planta, realizdndose tres réplicas técnicas por
cada medicion. Las barras representan la media y las barras de error representan la DS, con
n=6. Un asterisco indica una diferencia estadisticamente significativa bajo un a=0,01 segun una
prueba de t-Student entre los dos grupos indicados mediante una linea horizontal. R-1, R-Il, y R-
Il representan tres réplicas bioldgicas independientes.
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Nuestros resultados indican que las plantas infectadas por TYLCV presentan un
fenotipo asociado al estrés salino menos severo que el de las plantas mock, lo
cual sugeriria una posible tolerancia a este estrés abibtico inducida por la
presencia del geminivirus. Sin embargo, esta mayor tolerancia a estrés por
salinidad no parece correlacionarse con una disminucién del efecto de la
salinidad en la eficiencia del PSII. Por lo que no podemos descartar que TYLCV
no induzca una mayor tolerancia al estrés por salinidad en N. benthamiana o la
desencadene mediante un mecanismo no relacionado con la eficiencia del PSII.

2.4 Efecto de lainfeccion por TYLCV en larespuesta a estrés salino en
tomate.

2.4.1 Disefo experimental

El disefio experimental seguido para estudiar el efecto de la infeccion de TYLCV
en la respuesta a estrés salino en tomate es similar al realizado en N.
benthamiana (seccién 2.3.1. del presente capitulo), sometiéndose las plantas de
tomate a estrés salino en estadios avanzados de la infeccion viral.
Agroinoculamos plantas de tomate con TYLCV y a los 15 dpi las plantas se
sometieron a estrés por salinidad. Se agroinocularon 24 plantas de 3 semanas
de edad, 12 plantas con un clon infectivo de TYLCV (dia 0) o 12 plantas con un
vector binario sin virus (pGWB501) como control negativo (mock). La mitad de
las plantas de cada grupo, se sometieron a un tratamiento de salinidad a los 15
dpi (figura 2.16).

El tratamiento de salinidad consistia, al igual que en N. benthamiana, en la
suplementaciéon del riego con NaCl. El tratamiento de estrés salino se inici
aplicando 50 ml de agua suplementada con NaCl a 0.8 M, aumentando la
concentracion salina gradualmente a 1.6 M (17 dpi), 2 M (20 dpi) y 4 M (21 dpi).
Alos 21 dpi, se estabilizé la concentracion de NaCl en 4 M, manteniéndose hasta
los 28 dpi (figura 2.16B). De esta forma, se alcanzaria la concentracion salina
final en estadios tardios de la infeccion (20 dpi). Se decidid estabilizar la
concentracion final de NaCl en 4 M en tomate ya que ensayos previos, tan solo
se detectaban cambios visibles, susceptibles de ser monitorizados, a partir de
los 4 M de NaCl.

De esta forma, ambos grupos de plantas, mock e infectadas, recibieron el mismo
tratamiento, dividiéndose a los 15 dpi en dos grupos de 6 plantas; un grupo de
plantas bajo tratamiento de salinidad (NaCl) y otro grupo de plantas bajo
tratamiento control (sin estrés salino). Las plantas control recibieron el mismo
volumen de agua sin NaCl que las plantas bajo estrés salino.

Para caracterizar la respuesta a estrés por salinidad en cada grupo de plantas
se evalud su estado fisioldgico analizandose: (i) la cantidad de virus en las hojas
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apicales a los 21 y 28 dpi, (ii) la intensidad de los sintomas de estrés salino, (iii)
el crecimiento de las plantas, midiéndose la altura de cada planta desde el cuello
de la raiz hasta el apice a los 21 y 28 dpi, calculando su diferencia, y (iv) la
eficiencia del PSIl a los 21 y 28 dpi. Para cada experimento se realizaron tres
réplicas biologicas (réplicas R-I, R-1l 'y R-1ll), utilizando 24 plantas en cada una
de las réplicas (6 por condicién). Los resultados de cada réplica se muestran de
manera independiente.
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Figura 2.16. Disefio experimental. (A) Se establecieron semillas de tomate en sustrato a 24°C y
16 h de luz/8 h de oscuridad. Cuando las plantas tuvieron 3-4 hojas (3 semanas), se dividieron
en dos grupos de 12 individuos que fueron inoculados con el vector pPGWB501 o con el clon
infectivo de TYLCV. Las plantas se mantuvieron 14 dias en condiciones control para garantizar
la transferencia del T-DNA y la infeccion de TYLCV. Pasado este periodo, cada grupo se
subdividié en dos grupos de 6 plantas; uno de ellos se sometié a un tratamiento de salinidad
(indicado en azul oscuro), mientras que el otro grupo se mantuvo en condiciones control (indicado
en azul claro). (B) El tratamiento de salinidad se inici6 a los 15 dpi, regandose las plantas con
50 ml de NacCl disuelto en agua a una concentraciéon de 0.8 M, a 17 dpi se aumentd la
concentracion de NaCl a 1.6 M, a los 20 dpi se aumentd la concentracion de NaCla2 My, a 21
dpi, se establecié una concentracion de NaCl de 4 M. A partir de los 21 dpi se reg6 en dias
alternos con 50 ml de agua a 4M o con 50 ml de agua. Las plantas control recibieron el mismo
volumen de agua sin sal.
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2.4.2 La infeccién por TYLCV no confiere tolerancia a salinidad en tomate

Previamente a efectuar el andlisis del efecto de la infeccion por TYLCV en la
respuesta a estrés salino, se procedido a medir la cantidad relativa de TYLCV
mediante PCR cuantitativa (QPCR) de las plantas de tomate infectadas para
comprobar que todas las plantas utilizadas en los experimentos presentaban una
carga viral apreciable y similar. Por ello, se recogieron muestras provenientes de
las plantas infectadas a los 21 y 28 dpi. Todas las plantas control (regadas sélo
con agua) presentaron a los 21 dpi cantidades significativas de TYLCV. De
hecho, se observé un incremento de la cantidad de DNA viral a los 28 dpi (figura
2.17A). Puesto que todas las plantas mostraron cantidades de DNA de TYLCV,
los resultados demostraron que la infeccion con TYLCV se habia producido en
todas las plantas utilizadas en las tres réplicas bioldgicas. Sin embargo, las
plantas de tomate bajo estrés por salinidad mostraron, de forma similar a lo
observado en N. benthamiana, diferencias en la acumulacion viral a los 28 dpi
respecto a las plantas bajo condiciones control. A los 21 dpi las plantas bajo
condiciones control presentaban una carga viral similar a las plantas bajo estrés
salino, manteniéndose este resultado en las tres réplicas, indicando que el
desarrollo de la infeccién no se veia afectado tras 6 dias de estrés salino. Aunque
a los 21 dpi no se detectaron diferencias en la acumulacién viral entre plantas
control y plantas sometidas a estrés salino, a 28 dpi las plantas control
presentaban una mayor cantidad de DNA viral a la observada en las plantas bajo
estrés por salinidad. Aunque observamos la misma tendencia en las tres réplicas
realizadas, esta diferencia fue estadisticamente significativa tan s6lo en una de
las tres réplicas realizadas (R-11) (figura 2.17B). Estos resultados sugieren que,
si el estrés salino se inicia en plantas de tomate en las que la infeccién por
TYLCV se encuentra en estadios avanzados, no se observa un decremento de
la acumulacion viral hasta al menos 13 dias de presencia del estrés salino, no
detectandose en nuestros experimentos un efecto estadisticamente significativo
sobre la acumulacion viral tras 6 dias de estrés por salinidad.

En cualquier caso, podemos concluir que estas condiciones experimentales en
las que el 100% de las plantas de tomate estaban infectadas por TYLCV, y con
cantidades elevadas de TYLCV al menos a los 21 dpi (6 dias de tratamiento
salino) nos permitian caracterizar el posible efecto de la presencia de TYLCV
sobre el estrés por salinidad.

Puesto que uno de los sintomas mas evidentes causados por la infeccion por
TYLCV es la inhibicién del crecimiento, decidimos analizar el crecimiento de las
plantas de tomate. Con este objetivo, se cuantifico la diferencia de altura desde
el cuello de la raiz hasta el apice tanto a 21 dpi como a 28 dpi de todas las plantas
utilizadas en las tres réplicas. Aunque se observé menor crecimiento en las
plantas infectadas (1.89 + 0.92 cm) en comparacién con las plantas mock en
condiciones control (3.02 + 1.36 cm), no se observaron diferencias
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Figura 2.17. Efecto de la salinidad en la acumulacion relativa de TYLCV en tomate a 21 dpiy a
28 dpi. De las 6 plantas infectadas en cada condicién (control, “c” y salinidad “NaCl”), se analizé
la acumulaciéon del DNA viral de 3 plantas por condicién (n = 3) a los 21 dpi (1-6) y otras 3 plantas
por condicién a los 28 dpi (7-12). La cantidad relativa de TYLCV se analiz6 mediante gPCR,
utilizando el gen 25S rDNA (Mason et al., 2008) como normalizador. La cantidad relativa de virus
para cada planta/media se representa relativizada a la planta/media que presenté el valor de
cantidad relativa de DNA viral més elevado, a la cual se le otorgd el valor de 100%. Las barras
representan el valor para plantas independientes (A) o la media de tres plantas (B); los resultados
se analizaron mediante una prueba t-Student; las barras de error muestran la SD con n=3
(numeradas del 1 al 12). Un asterisco indica una diferencia estadisticamente significativa bajo un
a=0,05 segun una prueba de t-Student entre los dos grupos indicados mediante una linea
horizontal. R-I, R-Il, y R-lll representan tres réplicas bioldgicas independientes.

estadisticamente significativas en ninguna de las tres réplicas realizadas. Estos
datos sugieren que la infeccion por TYLCV no provocé una inhibicién del
crecimiento significativa durante el periodo en el que se desarrollaron estas
mediciones de crecimiento (7 dias). De hecho, al analizar el desarrollo de las
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Crecimiento (cm)

plantas de tomate, aunque se observaron diferencias en el crecimiento entre las
plantas bajo tratamiento control respecto a plantas bajo tratamiento de estrés por
salinidad (mock e infectadas), no se observaron diferencias significativas en el
crecimiento entre plantas mock y plantas infectadas bajo tratamiento de
salinidad; las plantas mock crecidas bajo tratamiento de estrés por salinidad
presentaban un cambio medio de altura de -0.79 + 2.15 cm, mientras que el
crecimiento medio de las plantas infectadas crecidas bajo tratamiento de
salinidad es de 0 + 0.73 cm (figura 2.18). Estos resultados se mantuvieron en las
tres réplicas bioldgicas, demostrando el efecto negativo que el estrés salino tiene
sobre el crecimiento de la planta de tomate, llegando incluso a superar la
inhibicion producida por la infeccion de TYLCV. Al igual que ocurre en N.
benthamiana, estos datos sugieren que estrés por salinidad enmascara el efecto
que la infeccion viral tiene sobre el crecimiento de la planta de tomate.

A continuacion, se procedié a estudiar si la infecciéon por TYLCV inducia una
mayor tolerancia a episodios de estrés por salinidad. Mientras las plantas control
(infectadas y mock) mantuvieron la turgencia de sus tejidos y un intenso color
verde al finalizar el experimento, todas las plantas bajo tratamiento de estrés
salino (infectadas y mock) perdieron turgencia, sus hojas se amarillearon y
perdieron la habilidad de mantenerse erguidas, independientemente de si
pertenecian al grupo de plantas mock o infectadas. No se observaron diferencias
significativas en la severidad de los sintomas debidos al estrés salino entre las
plantas infectadas y las plantas mock; tanto las plantas infectadas como las
plantas mock presentaron intensos sintomas de estrés por salinidad a los 28 dpi
(figura 2.19). Estos resultados se mantuvieron en las tres réplicas bioldgicas,
mostrando que el tratamiento de salinidad provoc6 un fenotipo de estrés en todas
las plantas de tomate en las tres réplicas realizadas, independientemente de si
pertenecian al grupo mock-NaCl o TYLCV-NaCl, y sugieren que TYLCV no
confiere de mayor tolerancia al estrés salino en tomate.
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Figura 2.18. Crecimiento de las plantas de tomate sometidas a estrés por salinidad (azul oscuro,
NacCl) y bajo condiciones control (azul claro) en plantas infectadas por TYLCV (TY) y plantas sin
infectar (mock, M). Se muestra la media de crecimiento de cada grupo a los 28 dpi (diferencia de
altura entre 21 dpi y 28 dpi). Las barras representan la media y las barras de error representan
la DS, con n=6. La media de cada par de tratamientos fue comparada mediante una prueba t-
Student con un a=0,01; se indica con un asterisco las diferencias estadisticamente significativas.
R-1, R-1l, y R-lll representan tres réplicas bioldgicas independientes.
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Hojas apicales

Hojas basales
Eficiencia del PSII (%)

Los datos fenotipicos descritos hasta el momento no sugerian que la infeccion
por TYLCV indujera una mayor tolerancia al estrés por salinidad en tomate, pero
con el fin de completar la caracterizacion de esta interaccion entre el estrés salino
y la infeccion por TYLCV, se procedio a estudiar la eficiencia del PSII en plantas
infectadas sometidas a estrés salino. Para comprobar si la infeccién por TYLCV
interferia con la respuesta a estrés por salinidad, se procedié a monitorizar la
eficiencia del PSII en 2 hojas basales y en 2 hojas apicales, con el fin de analizar
una zona cercana y otra distal a la raiz, realizandose 3 réplicas técnicas por
medicién. Las mediciones realizadas en tomate en plantas mock-control y
TYLCV-control muestran como a 21 y 28 dpi (6 y 13 dias después de iniciar el
tratamiento de estrés por salinidad respectivamente) no hay diferencias en la
eficiencia del PSII. Tanto en las hojas apicales como en las basales, la eficiencia
del PSII era similar independientemente de si las plantas pertenecian al grupo
mock-control o TYLCV-control (s6lo se observaron diferencias significativas
entre las plantas mock-control y TYLCV-control en la réplica | (R-1) a los 21 dpi),
sugiriendo que la infeccion por TYLCV por si misma no afecta a la eficiencia del
PSII. Por el contrario, a los 21 dpi si se observaron diferencias en la eficiencia
del PSII de las plantas bajo estrés salino en comparacién con las plantas control
(6 dias después de iniciar el tratamiento de salinidad), tanto en las hojas apicales
como basales (figura 2.20). Puesto que estas diferencias no se reproducen en
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Figura 2.20. Eficiencia del PSIl en plantas de tomate bajo estrés salino inoculadas con TYLCV
o con el plasmido pGWB501 (mock) a 21 dpi 'y 28 dpi. Se analizé la eficiencia del PSll en 2 hojas
basales y 2 hojas apicales de cada planta, (6 plantas por tratamiento) realizandose tres réplicas
técnicas por cada medicion. Las barras representan la media y las barras de error representan
la DS, con n=6. Un asterisco indica una diferencia estadisticamente significativa bajo un a=0,01
segln una prueba de t-Student entre los dos grupos indicados mediante una linea horizontal. R-
I, R-1l, y R-lll representan tres réplicas biolégicas independientes.
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las diferentes réplicas, es probable que no tengan un significado biolégico. Por
otro lado, se observo una drastica disminucion de la eficiencia del PSII tras 13
dias de tratamiento de salinidad (28 dpi) (figura 2.20), de forma similar a lo
observado en plantas de N. benthamiana (figura 2.15). Tanto las plantas mock-
NaCl como TYLCV-NaCl presentaron una fuerte disminucién de la eficiencia del
PSIl en comparacion, respectivamente, con las plantas mock- control y TYLCV-
control. Sin embargo, no se observaron cambios estadisticamente significativos
en la eficiencia del PSII en las plantas TYLCV-NaCl respecto a las plantas mock-
NaCl ni a 21 ni a 28 dpi (tras 6 y 13 dias de tratamiento de estrés por salinidad
respectivamente) (figura 2.20). Estos datos se correlacionan con el analisis
fenotipico de las plantas, indicando que la infeccion por TYLCV en tomate no
modifica la respuesta de su hospedador al estrés por salinidad, al menos la
respuesta asociada a los mecanismos relacionados con la inhibicién del
crecimiento y la disminucion de la eficiencia del PSII, y sugiere que la infeccion
por TYLCV no induce una mayor tolerancia al estrés por salinidad en tomate.

DISCUSION

Actualmente, no existen muchos estudios que analicen las interacciones entre el
estrés abiodtico por salinidad y el estrés bidtico por infeccion viral (ver anexo ).
En la bibliografia tan sélo se han encontrado tres estudios que sugieren
diferentes resultados. En el estudio realizado por Moldakimova y colaboradores
se demostré que en N. benthamiana, periodos de estrés salino inducian una
dramatica reduccion de la acumulacion viral de ECMV (Moldakimova et al.,
2012). Aunque en otras especies virales se han observado resultados diferentes,
por ejemplo, en plantas de tomate cv. Mouna HF1 y cv. San Miguel sometidas a
estrés por salinidad se ha detectado un drastico aumento de la carga viral
(Gharsallah et al., 2020). Ademas, dependiendo del momento en el que se inicia
el periodo de estrés por salinidad, el estrés abiético puede afectar de diferente
manera al virus. Por ejemplo, plantas de guisante cv. BRS-Maratoa infectadas
con CPSMV presentan una mayor acumulacion viral al iniciarse el periodo de
estrés por salinidad previamente a la infeccion, mientras que la acumulacion viral
no se ve afectada al iniciarse el tratamiento de estrés salino de forma simultanea
a la infeccion viral (Varela et al., 2019).

Una de las posibles razones por las que existen pocos estudios que analicen el
efecto del estrés por salinidad en la infeccion viral estriba en la dificultad que
entrafa la cuantificacion del estrés salino. Por ello, se han desarrollado diversos
procedimientos experimentales por los que se pueden estudiar los efectos de la
salinidad en planta (Verslues et al., 2006). Por ejemplo, un método habitual es
estudiar la germinacién y desarrollo de las plantas en medio MS suplementado
con NaCl. Otro método habitual en el estudio de la respuesta al estrés salino es
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analizar el desarrollo en plantas crecidas en maceta a las que se afade riego
con agua suplementada con NaCl (Verslues et al., 2006).

En el presente capitulo se han utilizado dos aproximaciones para estudiar, por
un lado, el efecto del estrés por salinidad en la infeccion por TYLCYV (iniciando el
tratamiento de salinidad a los 9 dpi), y, por otro, el efecto de la infeccion por
TYLCV en la respuesta a estrés por salinidad (iniciando el tratamiento de
salinidad a los 15 dpi). Puesto que para ambos objetivos necesitabamos aplicar
el estrés por salinidad en plantas ya desarrolladas, realizamos los ensayos de
estrés por salinidad en plantas crecidas en maceta. Para evitar la plasmolisis se
incrementd gradualmente cada dos dias la concentracion salina. Ademas, una
vez estabilizada la concentracién de NaCl, se mantuvo la irrigacion de las plantas
con la misma concentracion salina, con el objetivo de mantener la concentracion
de NacCl del sustrato estable a lo largo del experimento.

Ya que una de las mayores dificultades para estudiar el estrés por salinidad es
producir el estrés de forma uniforme en todas las plantas utilizadas, se procedio
a analizar la eficiencia del PSII de las plantas a las que se someti6 a estrés salino
a los 9 dpi. Los datos obtenidos mostraron que todas las plantas de N.
benthamiana y tomate sometidas a estrés por salinidad presentaron una
disminucién similar de la eficiencia del PSII, indicando que todas las plantas en
las tres réplicas realizadas estuvieron sometidas a estrés por salinidad de forma
uniforme. Ademas, el analisis del fenotipo de las plantas en condiciones de
estrés salino mostré que todas las plantas presentaban un aspecto similar,
correlacionandose la homogeneidad en los sintomas de estrés por salinidad con
niveles similares de eficiencia del PSIl en todas las plantas. La homogeneidad
tanto de la eficiencia del PSIl como de los sintomas de estrés por salinidad,
corroboran la reproducibilidad del método experimental utilizado.

Entre los sintomas provocados por el estrés salino observados se encuentran, al
iniciarse el estrés salino, un aumento de la rigidez y cambio de color en las hojas,
gue evolucionan hasta la caida de las mismas y una pérdida de turgencia que
puede llegar a comprometer la capacidad de la planta de mantenerse erguida.
La aparicibn de estos sintomas posiblemente interfiri6 con los sintomas
producidos por la infeccién de TYLCV, provocando una intensa inhibicién del
crecimiento tanto en las plantas mock como infectadas, asi como enmascarando
los sintomas de la infeccién viral. Este “enmascaramiento” probablemente sea
debido a la disminucion de agua en la planta provocada por el estrés salino
(Gupta & Huang, 2014), causando pérdida de rigidez del tallo, impidiendo el
rizado de sus hojas e inhibiendo la fotosintesis y el crecimiento.

De forma paralela a la caracterizacién fenotipica, las plantas de N. benthamiana
y tomate bajo estrés por salinidad presentaron una menor acumulacioén viral que
sus respectivos controles, indicando que el estrés por salinidad inhibe la
acumulacion de TYLCV en ambas especies. Actualmente, diversos autores han
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propuesto que la respuesta de la planta a una combinacion determinada de
estreses abidticos y biodticos es dependiente de la relacién entre hormonas
antagonistas como el ABA 'y el SA (Alazem & Lin, 2015; Fuijita et al., 2006; Ku et
al., 2018), por lo que es posible que el estrés salino, al inducir una mayor
concentracion de ABA (Achuo et al., 2006), inhiba las respuestas a la infeccion
viral, generalmente asociadas con el SA (Lefevere et al., 2020). También se ha
observado que el ABA esta relacionado con la activacion de respuestas tanto a
estreses abidticos como a infecciones virales (Alazem & Lin, 2017; Santiago et
al., 2009), por lo que su sintesis en condiciones de estrés por salinidad podria
inducir una mejor respuesta de la planta a la infeccién por TYLCV. Una ultima
hormona que puede ser la desencadenante de este fendmeno es el etileno. El
etileno es una hormona que esta relacionada con en el desarrollo de sintomas
en la infeccion por Cauliflower mosaic virus (CMV), asi como en la aparicion de
lesiones necréticas producidas por diversos virus (Alazem & Lin, 2015), siendo
la principal hormona reguladora de la respuesta al estrés por salinidad
(Riyazuddin et al., 2020). Por ello, un periodo de estrés por salinidad podria
modificar la respuesta de la planta a una infeccion viral, mediante la modulacion
de la respuesta del etileno. En cualquier caso, son necesarios mas estudios para
identificar el mecanismo que produce una disminucion de la acumulacion viral en
N. benthamiana y tomate durante episodios de salinidad en estadios tempranos
de la infeccion. Ademas, nuestros resultados difieren de los obtenidos en plantas
de tomate infectadas con TYLCSV (Gharsallah et al., 2020), observandose que
bajo condiciones de estrés salino se produce una mayor acumulacién de
TYLCSV. Sin embargo, la aproximacion experimental de este estudio se
diferencia de la utilizada en la presente tesis. Mientras en nuestros experimentos
aplicamos el estrés por salinidad a los 9 dpi, manteniendo un riego suplementado
con 2 M de NaCl a partir de los 12 dpi durante 9 dias, en el estudio llevado a
cabo con TYLCSV se aplica un tratamiento de salinidad mediante riego con
solucion de Hoagland suplementada con 150 mM de NaCl durante 4 semanas
(Gharsallah et al., 2020), por lo que sus resultados no son comparables a los
obtenidos en el presente capitulo. En cualquier caso, puesto que la intensidad
del estrés abidtico también condiciona la respuesta de la planta a una
combinacion de estreses abioticos y bidticos (Aguilar et al., 2017; Kissoudis et
al., 2016), no podemos descartar que tratamientos de estrés por salinidad a
menores concentraciones induzcan una respuesta diferente en la carga viral. De
hecho, en otros virus, como ECMV, se han observado resultados similares a los
gue hemos obtenidos, detectandose una menor acumulacion viral de ECMV en
plantas de N. benthamiana bajo condiciones de estrés salino (Moldakimova et
al., 2012).

Al aplicar el estrés por salinidad en estadios avanzados de la infeccion (15 dpi)
se detecto tan solo una leve disminucién en la carga viral. Este resultado podria
indicar que al aplicar estrés salino en una infeccion ya establecida (15 dpi) no se
produce una disminucién significativa de la acumulacién viral. Se observa la
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misma tendencia en todas las réplicas, pero debido al pequefio tamafio muestral
de estos ensayos (n= 3), no se puede descartar que estas diferencias fueran
estadisticamente significativas al aumentar el tamafio muestral, por lo que seria
necesario repetir el experimento en un mayor numero de plantas. Estos
resultados sugieren que el efecto del estrés por salinidad en la infeccién viral es
dependiente del momento en el que se inicia el periodo de estrés abiotico, siendo
similares a los resultados obtenidos al estudiar el efecto del estrés por salinidad
en la infecciobn de CPSM en guisante (Varela et al., 2019). Estos datos confirman
la dificultad de predecir la respuesta de la planta a una combinacion de estreses
abidticos y bidticos (Aguilar et al., 2017; Atkinson & Urwin, 2012; Prasch &
Sonnewald, 2013), al depender dicha respuesta de diversos factores como la
intensidad, duracion y momento de inicio del estrés abidtico.

Por otro lado, en N. benthamiana independientemente de cuando se inicie el
tratamiento de estrés salino (9 o 15 dpi), los sintomas de estrés por salinidad
interfieren con los sintomas de TYLCV, provocando una inhibicion del
crecimiento que enmascara la inhibicion del crecimiento inducida por TYLCV.

Al analizar el efecto de la infeccién por TYLCV en los sintomas producidos por
el estrés salino, se observé que las plantas infectadas con TYLCV presentaban
unos sintomas de estrés salino de menor severidad respecto a las plantas mock
sometidas a tratamiento de estrés por salinidad. A pesar de que se ha observado
que diversos hongos endofiticos como P. glomerata, T. harzianum o S. indica
inducen una mayor tolerancia al estrés por salinidad en sus hospedadores
(Ahmad et al., 2015; Khan et al., 2012; Rawat et al., 2011; Wagas et al., 2012;
Yasmeen & Siddiqui, 2018), aun no se ha identificado una especie viral que
promueva una mayor resistencia de su hospedador al estrés salino, por lo que
estos resultados eran especialmente relevantes.

Con el objetivo de corroborar si TYLCV induce una mayor resistencia al estrés
por salinidad, se cuantifico la eficiencia del PSII de las plantas bajo estrés salino.
Sin embargo, no se observaron diferencias estadisticamente significativas en la
eficiencia del PSII entre las plantas mock-NaCl y TYLCV-NaCl. Las plantas
sometidas a estrés por salinidad vieron reducida la eficiencia del PSII,
independientemente de si pertenecian al grupo de plantas mock-NaCl o TYLCV-
NaCl, respecto a las plantas control tras 13 dias de tratamiento de estrés salino
(28 dpi). Nuestros resultados, en conjunto, sugieren que TYLCV no induce una
mayor tolerancia al estrés por salinidad en N. benthamiana, aunque son
necesarios mas analisis para poder concluir si TYLCV realmente produce una
mejora en la respuesta a estrés por salinidad en N. benthamiana. Asimismo, en
el caso de que TYLCV induzca una mayor tolerancia al estrés por salinidad, esta
tolerancia se desencadenaria por mecanismos no relacionados con la eficiencia
del PSII. Ademas, no podemos descartar que TYLCV pueda conferir una mayor
tolerancia a salinidad en N. benthamiana bajo concentraciones de NacCl
diferentes a las estudiadas en el presente capitulo.
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Al analizar el efecto de la infeccion por TYLCV en la respuesta al estrés por
salinidad en tomate obtuvimos resultados similares a los observados en N.
benthamiana. Las plantas de tomate sometidas a estrés salino en los estadios
tardios de la infeccion no mostraron una disminucion significativa de la
acumulacion viral. Sin embargo, y al igual que en N. benthamiana, seria
necesario repetir los experimentos con un mayor numero de plantas para
resolver si la tendencia observada en las plantas bajo estrés salino de presentar
una menor acumulacion viral realmente tiene relevancia biologica. Por otra parte,
los sintomas de estrés salino también interfirieron en tomate con los sintomas de
la infeccién viral y la inhibicion en el crecimiento provocada por la salinidad
enmascaro la desencadenada por el virus. A diferencia de N. benthamiana, no
se observaron diferencias en los sintomas de estrés salino entre las plantas
mock-NaCly TYLCV-NaCl, correlacionandose estos resultados con un descenso
similar de la eficiencia del PSIlI tanto en plantas mock como infectadas bajo
tratamiento de estrés por salinidad.

Estos datos, en conjunto, sugieren que TYLCV no induce una mayor tolerancia
a salinidad en tomate, a diferencia de lo observado en los experimentos de estrés
por sequia (capitulo 1). Como se ha comentado anteriormente, las respuestas
de la planta a la combinacién de estreses abibticos dependen de diversos
factores, como el patégeno, el estrés abiotico y el hospedador (Aguilar et al.,
2017), por lo que no es extrafio que TYLCV confiera resistencia a sequia en N.
benthamiana y tomate, mientras que no produce ninguna modificacion aparente
de la respuesta a estrés salino en N. benthamiana y tomate. De hecho, debido a
la diversidad de respuestas y la complejidad del estrés por salinidad, no se puede
descartar que TYLCV pueda conferir resistencia a estrés salino en tomate y en
N. benthamiana bajo un tratamiento de estrés por salinidad de diferente
intensidad o/y duracién. Por ejemplo, en algunos patégenos, como Oidium
neolycopersici, se ha observado una mayor susceptibilidad al patégeno al
someter plantas de tomate a un tratamiento de estrés salino de intensidad leve
(50 mM) y una mayor resistencia al patégeno en un régimen de estrés salino
intenso (150 mM) (Kissoudis et al., 2016).

En resumen, nuestros resultados indican que el estrés por salinidad incide de
forma negativa en la acumulacion viral tanto en N. benthamiana como en tomate
al aplicarse al inicio de la infeccién (9 dpi). Ademas, la respuesta a salinidad
enmascara los efectos producidos por la infeccién por TYLCV tanto en N.
benthamiana como en tomate. Por ultimo, los datos obtenidos en el presente
capitulo sugieren que TYLCV no confiere una mayor tolerancia al estrés por
salinidad al infectar plantas de N. benthamiana y tomate.

139



140



Capitulo 3

Efecto del estrés térmico sobre la infeccion del geminivirus
TYLCV
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INTRODUCCION

El continuado incremento en las temperaturas puede crear nuevos escenarios
en cultivos agrondmicamente importantes, modificando el desarrollo e intensidad
de las enfermedades virales ya conocidas y provocando la aparicion de nuevas
enfermedades provocadas por virus emergentes. Numerosos trabajos han
determinado como las temperaturas elevadas, asi como otros estreses abioticos,
afectan a las infecciones en planta provocadas por diferentes virus de RNA y
DNA. En estos trabajos se han centrado principalmente en determinar los
cambios en la acumulacion viral y en la severidad de los sintomas ante valores
elevados de temperatura o de concentracién de CO2 (Anfoka et al., 2016; Chung
et al., 2016; Dader, et al., 2016; del Toro et al., 2019). Los resultados de estos
trabajos sugieren que ambos fendmenos, asociados al cambio climatico,
afectaran a los aislados y cepas de virus de forma diferente en su capacidad no
s6lo para infectar y potencialmente causar dafios en los cultivos, sino también
para establecer infecciones, dispersarse y, en ultima instancia, mantenerse en el
ambiente. Por ejemplo, se ha observado que condiciones ambientales de
temperaturas relativamente elevadas atenuan la severidad de los sintomas
sistémicos en numerosas infecciones de virus de RNA, estando generalmente
acompafiadas por una disminucion de la carga viral (Aguilar et al., 2015; Chung
et al., 2016; De Bokx & Piron, 1977; Del Toro et al., 2015; Del Toro et al., 2018;
Hull, 2002; Szittya et al., 2003). Este efecto negativo del estrés por alta
temperatura también se ha observado en especies de virus de RNA, como en
Turnip crinkle virus (TCV) al infectar plantas de Arabidopsis thaliana, Citrus
psorosis virus (CPsV) en naranja o Potato virus Y (PVY) en Nicotiana glutinosa,
donde el aumento de temperatura provoca una disminucion de la acumulacién
viral (Ma et al., 2016; Veladzquez et al., 2010; Zhang et al., 2012). Sin embargo,
en otras especies virales las altas temperaturas provocan un aumento de la
carga viral, como ocurre con el begomovirus Tomato yellow leaf curl virus
(TYLCV) en tomate, el potyvirus PVY en patata, el bromovirus Cucumber mosaic
virus (CMV) en N. tabacum o CMV cepa Fny en N. benthamiana (Anfoka et al.,
2016; Del Toro et al., 2015; Makarova et al., 2018; Zhao et al., 2016). Por otro
lado, diferentes cepas de una misma especie viral pueden reaccionar al estrés
por alta temperatura de forma diferente, especialmente considerando sintomas
y/o carga viral, como muestran diferentes cepas de CMV al infectar plantas de
meldn (Roossinck, 1991), indicando que los efectos de la temperatura no son
determinados exclusivamente por la especie viral. Sin embargo, al infectar con
diferentes cepas de PVY plantas de N. benthamiana, todas las cepas presentan
una disminucion de la carga viral independientemente de la cepa (Chung et al.,
2016; Del Toro et al., 2015). El hospedador también tiene un papel esencial en
la determinacion del efecto que las altas temperaturas pueden tener sobre la
infeccion de una determinada especie viral. De esta forma, se ha demostrado
que Tomato spotted wilt virus (TSWV) presenta una mayor acumulacion viral a
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altas temperaturas en N. tabacum, una menor acumulacién en Physalis ixocarpa,
mientras que al infectar Datura stramonium, el estrés por alta temperatura no
parece tener un efecto significativo en la carga viral de TSWV (Llamas-Llamas
et al., 1998). Por ultimo, el rango de temperaturas al que se encuentra sometida
la infeccion, también puede tener diferentes efectos sobre la infeccion viral en un
hospedador determinado. Plantas de Vigna unguiculata infectadas con
Groundnut bud necrosis virus (GBNV) presentan una menor severidad de
sintomas y una menor carga viral a temperaturas de entre 20°C y 15°C, mientras
que a 30°C no presentan cambios significativos en dichos parametros, en
comparacion con plantas infectadas a 25°C (Singh et al., 2018).

TYLCV es un begomovirus, presente en las regiones subtropicales y tropicales
del planeta donde se cultiva tomate (Navas-Castillo et al.,, 2011). Ademas de
tomate, se ha descrito que TYLCV infecta otros cultivos horticolas como el
pimiento y plantas modelo como N. benthamiana o A. thaliana. Por ello, TYLCV
es un excelente modelo para estudiar como el estrés térmico modula la
interaccion virus-planta. El efecto de la temperatura sobre la infeccion de TYLCV
en tomate ha sido objeto de un estudio previo llevado a cabo por Anfoka y
colaboradores (2016). Utilizando lineas susceptibles y resistentes a TYLCV,
estos investigadores analizaron el desarrollo de los sintomas y la acumulacion
de virus en plantas crecidas en invernaderos comerciales en Jordania. En el
estudio compararon la infeccion de plantas infectadas con TYLCV mediante
Bemisia tabaci, crecidas en dos condiciones de temperatura: (1) 22-25°C/18-
20°C, dia/noche y (2) 40-45°C/20-25°C, dia/noche. Los resultados indican que
las plantas de las dos lineas (resistente y susceptible) crecidas a la temperatura
mas elevada, acumulaban mayor cantidad de virus.

El objetivo de este capitulo de tesis es estudiar el efecto de la temperatura en la
interaccion TYLCV-tomate, en condiciones controladas, utilizando Ia
agroinfiltracion como método de infeccion y Solanum licopersicum, tomate, cv
Moneymaker, como hospedador de TYCLV. Esta aproximacion nos permitira
determinar, si el efecto de la temperatura sobre la acumulacién de TYLCV en
tomate, se debe a cambios en la interaccién de la planta-virus y no al efecto de
la temperatura en la interaccién planta-insecto. Ademas, estudiaremos el
impacto de la temperatura sobre la infeccion de TLYCV en una planta modelo de
la interaccion planta-patdgeno, realizando ensayos similares utilizando como
planta hospedadora N. benthamiana.

143



RESULTADOS
3.1 Efecto del estrés térmico en la infeccién de TYLCV en tomate.

3.1.1 Disefio experimental.

La figura 3.1 muestra el disefio experimental seguido para estudiar el efecto de
la temperatura en la infeccion de TYLCV en tomate. En cada réplica, sesenta
plantas de tres a cuatro semanas crecidas a 24°C en condiciones de dia largo
(16 horas de luz / 8 horas de oscuridad), se infiltraron en las yemas axilares con
un cultivo de Agrobacterium tumefaciens que contenia un clon infectivo de
TYLCV o el vector binario sin virus (pBINX", mock). A continuacion, todas las
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Figura 3.1. Disefio experimental. (A) Se establecieron semillas de tomate en sustrato a 24°C y
16 h de luz/8 h de oscuridad. Cuando las plantas tuvieron 3-4 hojas (3 semanas), se dividieron
en dos grupos de 30 individuos que fueron agroinoculados con el vector pBINX" o con el clon
infectivo de TYLCV. Las plantas se mantuvieron 3 dias a 24°C para garantizar que la
transferencia del T-DNA se realizara a la misma temperatura en todas las plantas. Pasado este
periodo, cada grupo se subdividié en dos grupos de 15 plantas; uno de ellos se someti6é a un
tratamiento de alta temperatura (35°C), mientras que el otro grupo se mantuvo en condiciones
control (24°C). (B) El grupo de plantas bajo tratamiento de alta temperatura (rojo) se sometio a
un aumento diario de la temperatura de 4°C hasta alcanzar los 35°C, mientras que las plantas
bajo tratamiento control se mantuvieron a 24°C (azul) durante todo el experimento. Se
monitorizaron los sintomas cada dos dias. Se midi¢ la altura y el nimero de hojas a 0 dpi, 14 dpi,
21 dpiy 28 dpi. Ademas, se recolectaron muestras para cuantificar la cantidad relativa de TYLCV
a los 14 dpi, 21 dpi y 28 dpi (indicado con una hoja). Las plantas de tomate fueron regadas
alternativamente cada dia con 75 ml de agua o 25 ml de fertilizante y 50 ml de agua.
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plantas se mantuvieron durante tres dias a 24°C para que la transferencia del T-
DNA de A. tumefaciens se realizara en todas las plantas a la misma temperatura.
Al tercer dia post-inculacion (dpi) cada grupo de plantas agroinoculadas con
TYLCV o pBINX" (mock), se subdividieron en dos grupos: un grupo al que se le
aplicé un tratamiento de estrés térmico aumentando la temperatura a razén de
4°C al dia hasta alcanzar los 35°C y otro grupo que se mantuvo a 24°C (control).
Para evitar diferencias debidas al posible estrés hidrico que pudieran sufrir las
plantas sometidas a altas temperaturas, se realizé un riego controlado, para asi
mantener una distribucion homogénea del agua en todas las plantas. Las plantas
se mantuvieron en estas condiciones durante cuatro semanas tras la infeccion.

Para caracterizar la infeccibn en cada grupo de plantas se evalud: (i) la
intensidad de los sintomas cada dos dias, (ii) la cantidad de virus en las hojas
apicales a los 14, 21y 28 dpi y (iii) la altura de cada planta desde el cuello de la
raiz hasta el apice y el numero de hojas nuevas desarrolladas desde los 0 dpi a
los 28 dpi. Para cada experimento se realizaron tres réplicas biolégicas (réplicas
RI, RIl y RIIl) utilizando aproximadamente sesenta plantas en cada una de las
réplicas (quince por condicion). Los resultados de cada réplica se muestran de
manera independiente.

3.1.2 El aumento de temperatura favorece la acumulacién de virus en plantas
de tomate.

Aunque no se detectaron cambios significativos en el desarrollo de los sintomas
(figura 3.2A) a diferentes temperaturas, la cantidad de virus que se acumula a
los 21 y 28 dpi es significativamente mayor en las plantas crecidas a 35°C que
las cultivadas a 24°C (figura 3.2B). Sin embargo, a los 14 dpi no hay diferencia
significativa en la cantidad de virus a ambas temperaturas (figura 3.2B). Estos
resultados tanto en los sintomas como en la acumulacion de virus se repiten en
las tres réplicas bioldgicas. Resulta llamativo que la diferencia en la acumulacion
de DNA del virus no se vea reflejada en la intensidad y/o en diferencias
temporales en los sintomas que muestran las plantas crecidas a las dos
temperaturas. Cuando se analiz6 en detalle el desarrollo temporal de los
sintomas, se observO que estos aparecen a los 12 dpi y su intensidad se
incrementa hasta aproximadamente los 18 dpi, sin que posteriormente se
produzca un aumento significativo de los mismos. Sorprendentemente, aunque
se observé que a 14 dpi la carga viral y la severidad de los sintomas era similar
en plantas mantenidas a 24°C y 35°C, a los 21 dpi las plantas en condiciones de
estrés térmico presentaron una mayor cantidad de DNA viral que las plantas en
condiciones control, a pesar de mostrar una intensidad de los sintomas similar.
Probablemente la carga viral observada en las plantas infectadas a 24°C es
suficiente para producir la méxima severidad posible de los sintomas, y las
acumulaciones virales superiores que se producen a 35°C, no conllevan a una

mayor intensidad de la sintomatologia.
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Figura 3.2. Andlisis del desarrollo de la infeccion (A) Severidad de los sintomas en plantas de
tomate infectadas con TYLCV y mantenidas a 21°C (control) y 35°C (alta temperatura). Los
valores representan la media. Las barras de error representan la desviacion estandar (SD). Se
realizaron 3 réplicas, cada tratamiento presenta al menos 9 plantas. O indica ausencia de
sintomas, 1 indica un leve amarilleamiento, 2 indica abarquillamiento moderado y superficie foliar
arrugada, 3 indica amarilleamiento, abarquillamiento y arrugamiento severo de la hoja y 4 indica
completo abarquillamiento y arrugamiento de la hoja, asi como reduccion de la superficie foliar
(B) Acumulacién relativa de TYLCV a 14 dpi, 21 dpi y 28 dpi. Se utilizé el gen ITS como
normalizador. Los resultados se analizaron mediante una prueba de t-Student; un asterisco
indica una diferencia significativa con p = 0,01. La barra horizontal en el interior de cada caja
representa la mediana y las barras verticales superior e inferior, el limite superior e inferior de la
distribucidn, respectivamente. El punto verde del interior de cada caja representa la media y las
barras verdes representan la SD. Los puntos rojos y azules representan el valor de cada muestra.
La cantidad relativa de virus para cada planta/media se representa relativizada a la planta/media
que presentod el valor mas elevado, a la cual se le otorgé el valor de 100%. Se realizaron 3
réplicas, cada tratamiento presenta al menos 5 plantas, se excluyeron del analisis aquellas
muestras que presentaron una desviacion estandar entre réplicas técnicas superior o igual a 1.

El analisis del crecimiento de la planta de tomate y del nUmero de hojas nuevas,
muestra un comportamiento diferencial segun la temperatura ensayada (figura
3.3A). Las plantas no infectadas mock crecidas a 35°C tienen un incremento
medio de altura de 17.63 + 3.58 cm, mientras que el aumento medio de las

146



Crecimiento (cm) N° de hojas nuevas

N° de hojas nuevas

Rl R-ll R-IIl
12
© 240G 35°C
10 © O Mock
g e e TviCV —b
[ ] e C o o]
6 | @ ° O e O I D
[ N _sse) lele] [ ] [ 1 _Jes) le} s}
4 | ac le e ee® O @ © e®C ©
[ sliece" Yo} ®»e I
2 ° [ Jes .
®Ce (1 Tele!
0 |||||.||I|||||||||I||‘|‘|‘||I|||| TrrrrrrrrrrrrT Trrrrrrrrrrrrrrorrr rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrorrT
0 10 20 30 0 10 20 30 0 10 20 30
Crecimiento (cm) Crecimiento (cm) Crecimiento (cm)
B R-l R-lI R-IIl
24°C =
30 { @ 200 X ] *
W 35°C - - *
J * *
20 *
10
0
M TY M TY M TY M TY M TY M TY
C
R-l R-lI R-IIl
10
W 24°C *
g {l 35°C
*
6 * *
o = .
] ﬁ
0
M TY M TY M TY M TY M TY M TY

Figura 3.3. Fenotipado de la infeccion de TYLCV en plantas de tomate sometidas a alta
temperatura (35°C) y bajo condiciones control (24°C). (A) Grafico de dispersion resultante de
enfrentar el crecimiento (eje X) y el nimero de hojas nuevas (eje Y) de cada planta. (B)
Crecimiento y (C) numero de hojas nuevas de las plantas de cada tratamiento. Las barras
representan la media y las barras de error representan la SD. Se analizé el crecimiento y el
namero de hojas nuevas de cada planta calculando la diferencia de altura y namero de hojas
entre 0 y 28 dpi. La media de cada par de tratamientos fue comparada mediante una prueba t-
Student con un a=0,01; se indica con un asterisco las diferencias estadisticamente significativas.
Se realizaron 3 réplicas bioldgicas, y cada tratamiento presenta al menos 10 plantas

cultivadas a 24°C es de 20.5 + 3.97 cm. (figura 3.3B). Cuando se analiz6 el
namero de hojas nuevas formadas a partir del punto de agroinfiltracién, en
plantas mock se observé un efecto similar al que ocurre con el crecimiento del
tallo: a 35°C, hay una leve disminucion en el nimero de hojas nuevas formadas
comparado con el control a 24°C (4.07 £+ 1.4 hojas a 35°C frente 4.37 + 1.58 hojas
a 24°C) (figura 3.3Ay 3.3C).
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Se detecta un fendbmeno similar cuando se observan las plantas infectadas con
TYLCV y se compara su comportamiento a distintas temperaturas. En general,
las plantas infectadas y crecidas a 35°C, presentaron un crecimiento del tallo
(incremento medio de 11.5 + 3.21 cm) menor al de las plantas infectadas
crecidas a 24°C (15.6 + 1.41 cm) siendo a su vez menor que el de las plantas
mock, crecidas a la correspondiente temperatura (figura 3.3B). De esta forma, la
acumulacion de virus en las plantas a los 28 dpi correlaciona con una
disminucioén del crecimiento del tallo a 35°C. Asi mientras que a 24°C las plantas
infectadas muestran un crecimiento menor (15.6 + 1.41 cm de media) que las
plantas no infectadas (20.5 + 3.97 cm), la reduccion en el crecimiento es todavia
mayor a 35°C (media de 11.5 + 3.21 cm para plantas infectadas frente a 17.63 +
3.58 cm para plantas no infectadas). Es decir, existe un efecto negativo en el
tamafio de la planta derivado de la infeccion por TYLCV, que es aditivo al efecto
de la temperatura a 35°C (figura 3.3A y 3.3B). Este efecto es estadisticamente
significativo en R-l y R-11l, observandose la misma tendencia en R-1l. De hecho,
el efecto de la infeccion sobre el nimero de hojas nuevas desarrolladas es
también negativo, siendo significativa la disminucién en el numero de hojas
desarrolladas de plantas de tomate infectadas a 35°C tanto respecto al mock a
35°C como respecto las plantas infectadas a 24°C en dos de las tres réplicas
realizadas (figura 3.3C). Estos datos correlacionan con la presencia de una
mayor cantidad de virus a 35°C (figura 3.2B) y ponen en evidencia las
limitaciones que supone en algunas circunstancias la evaluacion de sintomas
como medida de la infeccion (figura 3.2A). Nuestros datos confirman los
obtenidos por Anfoka y colaboradores en 2016 e indican que en tomate el
aumento de temperatura, independientemente de que pueda afectar a la
interaccion virus-insecto, afecta a la interaccion planta-virus, permitiendo una
mayor acumulacién de DNA viral que provoca un menor crecimiento de la planta.

3.2 Efecto de la temperatura en la infeccion de TYLCV en N. benthamiana

Para estudiar si el efecto positivo en la acumulacion de virus observado en
plantas de tomate a 35°C es especifico de esta especie o representa un efecto
general sobre la acumulacion de TYLCV en distintos hospedadores, llevamos a
cabo experimentos similares a los anteriormente descritos, utilizando la especie
modelo en la interaccion planta-patégeno, N. benthamiana.

3.2.1 Disefio experimental

Como la temperatura 6ptima de crecimiento de N. benthamiana es inferior a la
de tomate, realizamos los experimentos para determinar el efecto de la
temperatura en la infeccion por TYLCV a tres temperaturas, 21°C (control), 28°C
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(estrés térmico moderado) y 35°C. Debido a limitaciones experimentales los
ensayos se realizaron en dos experimentos independientes comparando
siempre las plantas cultivadas a 28°C o a 35°C, con plantas crecidas a 21°C.

La figura 3.4 muestra el disefio experimental seguido para estudiar el efecto de
la temperatura en la infeccién de TYLCV en N. benthamiana. Plantulas de tres a
cuatro semanas crecidas a 21°C en condiciones de dia largo (16 horas de luz /
8 horas de oscuridad) se infiltraron en las yemas axilares con un cultivo de A.
tumefaciens conteniendo un clon infectivo de TYLCV o el vector binario sin virus
(PBINX", mock). A continuacion, todas las plantas se mantuvieron durante tres
dias a 21°C para que la transferencia del T-DNA de A. tumefaciens se realizara
A ,
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Figura 3.4. Disefio experimental. (A) Se establecieron semillas de N. benthamiana en sustrato a
21°C y 16 h de luz/8 h de oscuridad. Cuando las plantas tuvieron 4 hojas (3 semanas), se
dividieron en dos grupos de 30 individuos que fueron inoculados con el vector pBINX" o con el
clon infectivo de TYLCV. Las plantas se mantuvieron 3 dias a 21°C para garantizar que la
transferencia del T-DNA se realizara a la misma temperatura en todas las plantas. Pasado este
periodo, cada grupo se subdividié en dos grupos de 15 plantas; uno de ellos se sometidé a un
tratamiento de temperatura moderada (28°C, indicado en naranja) o alta temperatura (35°C,
indicado en rojo), mientras que el otro grupo se mantuvo en condiciones control (21°C). (B) El
grupo de plantas bajo tratamiento de temperatura moderada (naranja) o alta temperatura (rojo)
se sometid a un aumento diario de la temperatura de 4°C hasta alcanzar los 28°C (temperatura
moderada) o 35°C (alta temperatura), mientras que las plantas bajo tratamiento control se
mantuvieron a 21°C (azul) durante todo el experimento. Se monitorizaron los sintomas cada dos
dias. Se midi6 la altura y el nimero de hojas a 0 dpi, 14 dpi, 21 dpi y 28 dpi. Ademas, se
recolectaron muestras para cuantificar la cantidad relativa de TYLCV a los 14 dpi, 21 dpiy 28 dpi
(indicado con una hoja). Las plantas de N. benthamiana fueron regadas alternativamente cada
dia con 50 ml de fertilizante y 50 ml de agua.
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en todas las plantas a la misma temperatura. A los 3 dpi, cada grupo de plantas
agroinoculadas con TYLCV o pBINX" (mock), se subdividieron en dos grupos, un
grupo al que se le aplico un tratamiento de estrés térmico aumentando la
temperatura a razén de 4°C al dia hasta alcanzar los 28°C o 35°C y otro grupo
gue se mantuvo a 21°C. Para evitar diferencias debidas al posible estrés hidrico
qgue pudieran sufrir las plantas sometidas a altas temperaturas, se realizé un
riego controlado, para asi mantener una distribucion homogénea del agua en
todas las plantas. Las plantas se mantuvieron en estas condiciones cuatro
semanas tras la infeccion.

Para caracterizar la infeccibn en cada grupo de plantas se evalud: (i) la
intensidad de los sintomas cada dos dias, (ii) la cantidad de virus en las hojas
apicales a los 14, 21y 28 dpi y (iii) la altura de cada planta desde el cuello de la
raiz hasta el apice y el numero de hojas nuevas desarrolladas desde los 0 dpi a
los 28 dpi. Para cada experimento se realizaron tres réplicas biolégicas (réplicas
RI, RIl y RIll) utilizando aproximadamente sesenta plantas en cada una de las
réplicas (quince por condicion). Los resultados de cada réplica se muestran de
manera independiente.

3.2.2 La alta temperatura en N. benthamiana, dificulta la infeccion por TYLCV.

El analisis de los sintomas no mostro diferencias significativas en la aparicion, ni
en la intensidad de los mismos entre las plantas cultivadas a 21°C y las crecidas
a 28°C (figura 3.5A). Sin embargo, en las plantas cultivadas a 35°C se detectd
una reduccion muy significativa en la intensidad de los sintomas (figura 3.5A).
Aunque los sintomas aparecieron al mismo tiempo (10 dpi) en las dos
temperaturas (21°C y 35°C), los sintomas se intensificaron en las plantas
crecidas a 21°C hasta alcanzar el maximo nivel a los 16 dpi, mientras que en las
plantas cultivadas a 35°C la intensidad de los sintomas es inferior y, aunque
también alcanzan su propio maximo en torno a los 16 dpi, no llegaron en ningdn
caso al nivel maximo de intensidad utilizado en la escala (ver Tabla 5 de Material
y Métodos).

La cantidad de virus acumulada en las plantas infectadas muestra una
correlacion con la intensidad de los sintomas. Aunque los niveles de virus en las
plantas cultivadas a 21°C y 28°C son similares a 28 dpi, la dinamica temporal de
acumulacion difiere. En general, a 21°C se detect6 un aumento en la
acumulacion del DNA viral durante la infeccion, alcanzandose el maximo en el
altimo punto analizado (28 dpi) (figura 3.5B). Por el contrario, se observo que en
las plantas mantenidas a 28°C, el maximo en la acumulacion de DNA del virus
se produce a los 21 dpi en lugar de a los 28 dpi. A 21 dpi, las plantas crecidas a
28°C presentan significativamente una mayor carga viral que las plantas crecidas
a 21°C (figura 3.5B), lo que sugiere un efecto positivo del aumento de la
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Figura 3.5. Andlisis del desarrollo de la infeccion (A) Severidad de los sintomas en plantas de
N. benthamiana infectadas con TYLCV y mantenidas a 21°C (control), 28°C (temperatura
moderada) y 35°C (alta temperatura). Los valores representan la media. Las barras de error
representan la SD. Se realizaron 3 réplicas, cada tratamiento presenta al menos 10 plantas. 0
indica ausencia de sintomas, 1 indica leve curvatura de la hoja, 2 indica abarquillamiento y
superficie foliar arrugada y 3 indica reduccion del tamafio y amarilleamiento de la hoja (B)
Acumulacién relativa de TYLCV a 14 dpi, 21 dpiy 28 dpi. Se utilizé el gen ITS como normalizador.
Los resultados se analizaron mediante una prueba t-Student; un asterisco indica una diferencia
significativa con p = 0,01. La barra horizontal en el interior de cada caja representa la mediana y
las barras verticales superior e inferior, el limite superior e inferior de la distribucion,
respectivamente. El punto verde del interior de cada caja representa la media y las barras verdes
representan la SD. Los puntos rojos y azules representan el valor de cada muestra. La cantidad
relativa de virus para cada planta/media se representa relativizada a la planta/media que
presenté el valor mas elevado, a la cual se le otorgd el valor de 100%. Se realizaron 3 réplicas,
cada tratamiento presenta al menos 7 plantas, se excluyeron del analisis aquellas muestras que
presentaron una desviacion estandar entre réplicas técnicas superior o igual a 1.

Cantidad relativa TYLCV (%)
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temperatura en la capacidad de propagacién del virus, similar al observado en
las plantas de tomate (figura 3.2B). La comparacién en la cantidad de virus entre
las plantas cultivadas a 21°C y 35°C correlaciona con la diferencia observada en
la intensidad de los sintomas: las plantas infectadas y crecidas a 35°C tienen
menos sintomas y menos cantidad de virus que las plantas infectadas y
mantenidas a 21°C (figuras 3.5A y 3.5B). La cantidad de virus detectada en las
plantas crecidas a 35°C, es similar a los 14 dpi, 21 dpi y 28 dpi, siendo a 21 dpi
y a 28 dpi significativamente menor que la acumulacion viral a 21°C, al contrario
de lo que ocurre en tomate (figuras 3.5B y 3.2B).

El analisis del crecimiento de la planta y del nimero de hojas nuevas, muestra
un comportamiento diferencial en las plantas mock a las dos temperaturas
ensayadas, 28°C y 35°C (figura 3.6A). Las plantas no infectadas crecidas a 28°C
tienen un incremento medio de altura de 21.4 + 3.51 cm, mientras que el aumento
medio de las cultivadas a 21°C es de 16.9 + 3.03 cm. Es decir, se detecta un
efecto positivo sobre el tamafio en las plantas mock cuando estas crecen a 28°C.
Por el contrario, las plantas no infectadas crecidas a 35°C, no mostraron
diferencias significativas en el crecimiento del tallo con las cultivadas a 21°C
(13.4+3.91 cmy 14.9 + 1.55 cm, respectivamente) (figura 3.6B).

Cuando se analizaron los resultados del numero de hojas nuevas formadas a
partir del punto de agroinfiltracion en plantas mock (figura 3.6C), se observo un
efecto similar al que ocurre con el crecimiento del tallo: a 28°C, hay un aumento
significativo en el numero de hojas nuevas formadas comparado con el control a
21°C, (21.1 + 2.3 hojas a 28°C frente 15.3 + 1.6 hojas a 21°C), mientras que esto
no se observa al comparar las plantas crecidas a 35°C y a 21°C, al menos en
dos de las tres réplicas biolégicas ensayadas.

El escenario es diferente cuando se observan las plantas infectadas con TYLCV
y se compara su comportamiento a distintas temperaturas. En general, las
plantas infectadas y crecidas tanto a 28°C como a 35°C, presentan un
crecimiento del tallo (incremento medio de 10.9 + 2.54 cm a 28°Cy 7.8 + 2.6 cm
a 35°C) similar al de las plantas infectadas crecidas a 21°C, 9.8 + 1.72 cm (control
de 28°C) y 7.6 = 1.58 cm (control 35°C) y siempre menor que el de las plantas
mock, crecidas a la correspondiente temperatura (figura 3.6B). De esta forma, la
acumulacion de virus en las plantas a los 28 dpi correlaciona con una
disminucién del crecimiento del tallo a todas las temperaturas. Es decir, existe
un efecto negativo en el tamafio de la planta derivado de la infeccion por TYLCV,
gue enmascara el efecto positivo que muestra el mantenimiento a 28°C en el
crecimiento de las plantas (figura 3.6A y 3.6B). Por el contrario, no se observé
un efecto estadisticamente significativo sobre el numero de hojas nuevas al
comparar el numero de hojas desarrolladas entre plantas infectadas y en
condiciones control (21°C) y plantas infectadas y en condiciones de estrés
térmico (35°C), siendo los valores muy similares entre los grupos de plantas
sometidas a las diferentes condiciones en dos de las tres réplicas (R-1 y R-111). Al

152



Rl Rl R-lI

30

21°C 28°C

25 41 © O Mock
[ ] @ TYLCV
20 1 :
15 | . o n il ® |5 o B~ @

O

0ORe R | Lo

1] 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25

N° de hojas nuevas

Crecimiento (cm) Crecimiento (cm) Crecimiento (cm)
25
210C 35°C o

20 4| © O Mack .
0 . C
o ® @ TYLCV & o ®
% 15 1 . ooEg oD
) © TeJie) .%O - -
2 10 52 o 9 e * &2
o o) [ ] ® U O L) D~ O
- b o o @  %e 30' g—) ° "g S
8 ] e . o3 ¢ o o
s, oy "

0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25

Crecimiento (cm) Crecimiento (cm) Crecimiento (cm)
B RI RII R
3 2
_— 1 —_ T %
[S % * Mock TYLCV
6 201 % o x _* 2
< = 2tcc O W
= ] 28°¢c [ W
E 10 °c O W
E i
O 9
— 20 - _k _
£ * * - *
S | = =
ie] *
£ *
9 10 A
E
(%) 4
e
(6]
MTY M TY M TY M TY M TY M TY
C RI RII RIII
30
* % —*—*L —_—— Mock TYLCV

@ 20 S x 217cc O MW
28 nc O m
53 3c O W
DZ e

-

-

20 1 r—

R VR VR ﬁ;mw M TY M TY
Figura 3.6. Fenotipado de la infeccion bajo estrés por alta temperatura (35°C), temperatura
moderada (28°C) y en condiciones control (21°C) en plantas de N. benthamiana. (A) Grafico de
dispersion resultante de enfrentar el crecimiento (eje X) y el nimero de hojas nuevas (eje Y) de
cada planta. (B) Crecimiento y (C) numero de hojas nuevas de las plantas de cada tratamiento,
asi como su SD. Las barras representan la media y las barras de error representan la SD. Se
analizé el crecimiento y el nimero de hojas nuevas de cada planta calculando la diferencia de
altura y nimero de hojas entre 0 y 28 dpi. La media de cada par de tratamientos fue comparada
mediante una prueba t-Student con un a=0,01; se indica con un asterisco las diferencias
estadisticamente significativas. Se realizaron 3 réplicas, cada tratamiento presenta al menos 10
plantas.

N° de hojas
nuevas
=]

,

153



comparar el niumero de hojas nuevas entre las plantas en condiciones control
mantenidas a 28°C, observamos que tanto las plantas mock, como las plantas
infectadas a 28°C presentan un mayor numero de hojas que sus respectivos
controles a 21°C. Estas diferencias son estadisticamente significativas, en las
tres réplicas al comparar mock 21°C con mock 28°C y en dos de las tres réplicas
realizadas al comparar (TYLCV 21°C con TYLCV 28°C). Ademas, la infeccién
por TYLCV inhibi6 el desarrollo de hojas nuevas tan sélo a 28°C, siendo esta
diferencia estadisticamente significativa en las tres réplicas.

Estos resultados sugieren que el aumento moderado (28°C) de la temperatura
en N. benthamiana produce un efecto positivo sobre la propagacion del virus,
similar al observado en las plantas de tomate, pero que un aumento mayor (35°C)
conlleva la inhibicion del desarrollo de la infeccion sin que se detecte un efecto
sobre el fenotipo de la planta.

DISCUSION

Aunque es conocido que la temperatura afecta a las infecciones virales desde
hace mas de un siglo (Kassanis, 1952), los estudios sisteméticos que muestran
las interacciones entre el estrés a alta temperatura y las infecciones virales son
limitados (Arroyo Mateos, 2015; Chung et al., 2016; Del Toro et al., 2015; Llamas-
Llamas, 1998; Makarova et al., 2018; Nancarrow et al., 2014; Veladzquez et al.,
2010). Desde principios del siglo XX se conoce el efecto de “heat masking”, por
el que las altas temperaturas enmascaran las infecciones virales, conllevando
una reduccion de la carga viral (Johnson, 1922). Este fendmeno ha provocado
gue se popularicen las técnicas de termoterapia para la reproduccién vegetativa
de plantas libres de virus (Grondeau et al., 1994). Sin embargo, la disminucion
de la carga viral ante un aumento de temperatura no es comun a todos los virus
(Arroyo Mateos, 2015; Prasch & Sonnewald, 2013; Zhang et al., 2012). De
hecho, la respuesta del virus a este estrés abibtico es dependiente tanto de la
especie viral, como del hospedador y de la intensidad del estrés (Aguilar et al.,
2017). Los resultados obtenidos en la presente tesis muestran que la infeccion
por el geminivirus TYLCV a alta temperatura se desarrolla de forma diferencial
en dos especies de la familia de las solanaceas, N. benthamiana y S.
lycopersicum. En N. benthamiana, TYLCV presenta una menor acumulacion viral
y produce sintomas mas leves a altas temperaturas (35°C) que en infecciones
realizadas a 21°C, mientras que plantas de tomate infectadas con TYLCV a 35°C
presentan la misma severidad de sintomas y una mayor acumulacién viral que
las infectadas y mantenidas a la temperatura control (24°C).

Uno de los principales mecanismos de defensa de las plantas frente a los virus,
tanto de RNA como de DNA, es el silenciamiento génico. Tal es la importancia
de este mecanismo de defensa, que los virus codifican proteinas que actuan

154



como supresores del silenciamiento génico tanto a nivel post-transcripcional
(PTGS) como transcripcional (TGS) (Csorba et al., 2015; Garcia-Ruiz, 2019;
Wang et al., 2019; Yousif & Koch, 2019). Durante la infeccion de N. benthamiana
se observo que las plantas infectadas a 35°C presentaban un silenciamiento
génico que se extendia con mayor rapidez que las plantas infectadas a 21°C
(datos no mostrados), sugiriendo que la menor acumulacién viral podria ser
causada por una mayor eficiencia del silenciamiento génico. Los pequefios
RNAs interferentes (SiRNAs, small interfering RNAs), son moléculas de RNA de
no mas de 25 nt que estan relacionadas con la defensa de la planta ante agentes
virales. Varios trabajos han descrito un aumento de los siRNAs frente al virus en
plantas infectadas sometidas a altas temperaturas, lo cual redunda en un efecto
negativo sobre la acumulacion viral y la infeccion. Por ejemplo, plantas de A.
thaliana infectadas a altas temperaturas con Cymbidium ringspot virus
(CymRSV) muestran una disminucion de la severidad de los sintomas virales
mientras que aumenta la acumulacion de los siRNA (Szittya et al., 2003). Por
otro lado, se ha observado un aumento de la actividad de DLC2, enzima
implicada en el procesamiento de RNA de doble cadena durante el
silenciamiento génico, en plantas de A. thaliana infectadas con Turnip crinkle
virus (TCV) a 26°C (zZhang et al., 2012). Por ello, una hipétesis plausible que
explicaria la menor acumulacién viral observada en las infecciones de N.
benthamiana a 35°C es que este fendmeno sea debido a un aumento de la
eficiencia de los mecanismos de silenciamiento génico.

El hecho de que en tomate la infeccion por TYLCV a alta temperatura presente
una mayor acumulacion viral, al contrario de lo que ocurre en N. benthamiana,
no es un resultado contradictorio, ya que el efecto de la temperatura sobre el
silenciamiento génico es diferente segun la especie vegetal. Por ejemplo, en N.
benthamiana se ha observado como las altas temperaturas incrementan la
actividad de silenciamiento génico (Chellappan et al., 2005; Szittya et al, 2003;
Velazquez et al., 2010), mientras que en algodon y tomate se ha observado como
las bajas temperaturas inducen una mayor intensidad de dicho fenémeno (Cai et
al., 2007; Fu et al., 2006; Tuttle et al., 2008). Asimismo, nuestros resultados
concuerdan con estudios previos realizados en invernadero con las lineas 967 y
GF967 de tomate, donde se muestra que las altas temperaturas favorecen una
mayor acumulacion viral en plantas de tomate infectadas con TYLCV (Anfoka et
al., 2016).

Ademas de en la acumulacion del DNA viral, también se observan diferencias
entre estas dos solanaceas con respecto a la sintomatologia de la infeccion por
TYLCV a alta temperatura. Mientras que en N. benthamiana la severidad de los
sintomas de la infeccion de TYLCV se ven reducidos a alta temperatura, en
tomate no se observa un aumento de la severidad de los sintomas o en su
velocidad de aparicién a 35°C, a pesar de que se detecta una mayor acumulacion
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viral. Por lo tanto, en N. benthamiana parece existir una relacion directamente
proporcional entre la acumulacion viral y la severidad de los sintomas, fenémeno
gue no se observa en tomate. El hecho de que, a los 14 dpi, cuando se esta
produciendo un aumento significativo en la intensidad de los sintomas, la
cantidad de virus acumulada sea similar en las plantas cultivadas a las dos
temperaturas, podria explicar la ausencia de diferencias significativas en los
sintomas entre las plantas de tomate a 24°C y a 35°C. La mayor acumulacion
viral detectada a los 21 dpi en las plantas de tomate crecidas a alta temperatura
(35°C) no se veria reflejada en una mayor intensidad de los sintomas porque
estos han alcanzado previamente su maximo valor (ver Tabla 6 Material y
Métodos). Alternativamente, no se puede descartar que en tomate la ausencia
de correlacion directa entre la acumulacion de virus y el desarrollo de los
sintomas se deba, al menos parcialmente, a un efecto directo de la temperatura
en el desarrollo de los mismos, estableciendo una correlacion diferente a cada
temperatura entre la cantidad de virus y la intensidad de los sintomas.

Por ultimo, cabe destacar los resultados obtenidos para la interaccion TYLCV-N.
benthamiana a 28°C. El hecho de que las plantas mock bajo el régimen de
temperatura de 28°C crezcan mas y posean un mayor numero de hojas que las
plantas crecidas a la temperatura control, 21°C, indica que esta especie vegetal
se desarrolla mejor a esta temperatura media. Aunque la cuantificacion de la
cantidad viral es poco homogénea en las tres réplicas bioldgicas realizadas a 21
y 28°C, la tendencia indica que habria mayor acumulacién viral en las plantas
infectadas crecidas a dicha temperatura que a 21°C. Esta temperatura media, en
principio favorable para el crecimiento y desarrollo, y por lo tanto para la divisién
celular de N. benthamiana, parece serlo también para la replicacion y/o
movimiento viral, lo que conlleva a una mayor acumulacion de TYLCV. Estos
datos son coherentes con los resultados obtenidos en otros patosistemas, en los
gue se observa gque existe un rango de temperatura en el que el virus mantiene
altas tasas de acumulacion viral, mientras que infecciones en temperaturas fuera
de rango, conllevan drasticas reducciones de la carga viral. Por ejemplo, en
Physalis floridana se ha observado que el rango de temperatura 6ptima para el
virus Potato leafroll virus (PLRV) se encuentra entre los 15°C y los 25°C,
presentando infecciones a temperaturas superiores e inferiores una disminucién
de la carga viral. Mientras que en plantas de Vigna unguiculata (guisante) el virus
Groundnut bud necrosis virus (GBNV) presenta una mayor acumulacion viral a
temperaturas de 30°C y 25°C, presentando una menor acumulacion viral a
temperaturas menores (Chung et al., 2016; Singh et al., 2018). Ademas, no
podemos descartar que a 28°C la induccién del silenciamiento génico en N.
benthamiana no llegue a los mismos niveles que a altas temperaturas (35°C)
(Chellappan et al, 2005; Szittya et al., 2003), favoreciéndose asi la acumulacién
de TYLCV a 28°C frente a 35°C en N. benthamiana.
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AuUn quedan cuestiones sin resolver. Por ejemplo, aunque los datos sugieren que
el mecanismo tras la disminucién en la carga viral a alta temperatura en N.
benthamiana es un incremento en la actividad de silenciamiento génico, son
necesarios experimentos que lo confirmen. Una futura linea de investigacion
podria centrarse en analizar la acumulacion de DNA viral a alta temperatura en
mutantes de N. benthamiana para genes implicados en el silenciamiento génico.
Este experimento se deberia repetir en mutantes de tomate para el
silenciamiento génico. También seria interesante comparar la cantidad de
siRNAs producidos frente a TYLCV en plantas de N. benthamiana y tomate
crecidas a temperatura control y a 35°C con el objetivo de comprobar si existe
una mayor induccion del silenciamiento génico a alta temperatura.
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Material y Métodos
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1. Microorganismos y medios de cultivo

La manipulacion de los microorganismos utilizados en esta tesis tales como
Escherichia coli o Agrobacterium tumefaciens ha sido realizada siguiendo la
metodologia general (Sambrook & Russell, 2001).

1.1 Escherichia coli

Los cultivos de E. coli cepa DH5a y TOP10 han sido utilizados indistintamente
para la amplificacién de plasmidos y su mantenimiento.

1.2 Agrobacterium tumefaciens

Se ha utilizado la cepa de A. tumefaciens GV3101:pMP90 para las infecciones
por geminivirus en tomate (Solanum lycopersicum) y Nicotiana benthamiana. Los
cultivos se mantuvieron a -80 °C, inoculandose en una placa de medio LB sdélido
con los antibiéticos de seleccidén adecuados y manteniéndose a una temperatura
de 28 °C durante 48 horas. Tras el periodo de incubacion, se inoculd la biomasa
cultivada en placa en un medio LB liquido con los correspondientes antibiéticos,
manteniéndose 12 horas en agitacién a 28°C.

1.3TYLCV

El clon de TYLCV usado en la presente tesis es TYLCV-Israel (NUmero de
acceso en Genbank: AJ489258) (2781 mer). Se utilizaron clones infectivos
insertados en plasmidos para su expresion en planta mediante el sistema de
transformacion de A. tumefaciens.

La manipulacion de acidos nucleicos ha seguido la metodologia general
(Sambrook& Russell, 2001). Los plasmidos utilizados quedan indicados en la
Tabla 1.

Tabla 1. Plasmidos utilizados en la presente tesis.

Ne Nombre del | Vector Fragmento | Uso Cepa Resistencia
Coleccidon | plasmido clonado
1489 pGWB501- pGWB501 TYLCV Infeccion | GV3101:: | Rif, Sp, Gm
TYLCV (1.22 mer) pMP90
3037 pGWB501 pGWB501 - Infeccion | GV3101:: | Rif, Sp, Gm
pMP90
2374 pBINX pBINX’ - Infeccién | LBA4404 | Rif, Kan
1778 pBIN-TYLCV | pBIN TYLCV Infeccion | LBA4404 | Rif, Kan
(2 mer)
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1.4 Medios de cultivo

Para el cultivo de E. coli se us6 el medio 2YT (3,5% de triptona, 0,5% de NaCl y
2% de extracto de levadura a pH=7; esterilizado mediante autoclave), los cultivos
se mantuvieron 12-20 horas a 37°C en agitacion (170-180 revoluciones por
minuto (rpm)) con los antibiéticos correspondientes.

Para el cultivo de A. tumefaciens se utilizé el medio de Luria y Bertani (LB) (10%
de bactotriptona, 10% de NaCl y 5% de extracto de levadura a pH=7; esterilizado
mediante autoclave) (Bertani, 1951), los cultivos se mantuvieron durante 12-20
horas en agitacion (170-180 rpm) a 28 °C con los antibioticos correspondientes.

La concentracion final de los antibiéticos en el medio utilizados en la presente
tesis viene indicada en la Tabla 2. Se usaron las mismas concentraciones para
E. coliy A. tumefaciens.

Concentracion
(pg/ml)
Tetraciclina (Tet) 10
Gentamicina (Gm) 10
Rifampicina (Rif) 50
Espectinomicina (Sp) 0 Tabla 2. Concentracion de los diferentes
Kanamicina (Kan) 50| antibiéticos usados en el cultivo bacteriano.

2. Material vegetal y condiciones de cultivo

Los experimentos realizados en N. benthamiana se llevaron a cabo en plantas
de 4 semanas de edad crecidas a 21-24°C y en condiciones luminicas de dia
largo (16 horas de luz y 8 horas de oscuridad). El sustrato en el que las plantas
crecian presentaba una proporcion 3:1 de sustrato comercial:vermiculita,
excepto en los experimentos de estrés por sequia y salinidad donde se utilizo la
proporcion a 1:2.

Los experimentos realizados en tomate (S. lycopersicum cv. Moneymaker) se
llevaron a cabo en plantas de entre 3 y 4 semanas de edad crecidas a 24°C en
condiciones luminicas de dia largo. El sustrato en el que las plantas de tomate
crecian presentaba sustrato comercial y vermiculita en proporcion 3:1, excepto
en los experimentos de estrés por sequia y salinidad donde se utilizé la
proporcion a 1:2.

Los experimentos realizados con A. thaliana fueron realizados en plantas con 3
semanas de edad crecidas a 21°C en condiciones de dia corto (8 horas de luz y
16 horas de oscuridad). El sustrato en el que las plantas crecian presentaba una
proporcion 5:3 de sustrato comercial y vermiculita.
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Para su cultivo y crecimiento, las semillas de A. thaliana fueron esterilizadas en
una solucién preparada a tal efecto (70% etanol y 0,1% de Tween20)
manteniéndose 15 minutos en agitacion. Tras la incubacion se elimin6 el
sobrenadante y se limpiaron las semillas con alcohol puro. Finalmente se
secaron en papel de filtro y se traspasaron a placas de medio Murashige and
Skoog (MS), donde fueron estratificadas durante dos dias en oscuridad a 4°C.

El cultivo y germinacion in vitro del material vegetal se ha realizado en medio MS
(Murashige & Skoog, 1962) (MS, Sigma®) suplementado con sacarosa (30 g/L).

2.1 Plantas transgénicas utilizadas en este trabajo

Para los ensayos de sequia se utilizaron las siguientes lineas transgénicas de A.
thaliana (Tabla 3).

Tabla 3. Plantas transgénicas usadas en la presente tesis.

Nombre Transgén Uso Resistencia | Especie Generada por
linea
transgénica
35S:GFP 35S:GFP Ensayo de | Hygromicina | A. thaliana Wang et al. 2019.
sequia.
35S:C2 35S:C2 Ensayo de | Hygromicina | A. thaliana Sin publicar. Subclonados
(L8 & L16) sequia. a partir de los clones de
entrada  descritos en
Wang et al., 2017.
35S:C3 35S:C3 Ensayo de | Hygromicina | A. thaliana Sin publicar. Subclonados
(L8 & L17) sequia. a partir de los clones de
entrada  descritos en
Wang et al., 2017.
35S:C4 35S:C4 Ensayo de | Hygromicina | A. thaliana Rosas-Diaz et al., 2018.
(L5 &L7) sequia.
Ensayo de
germinacio
n en ABA.
35S:CP 35S:CP Ensayo de | Hygromicina | A. thaliana Sin publicar. Subclonados
(L3 & L10) sequia. a partir de los clones de
entrada  descritos en
Wang et al., 2017.
35S:v2 35S:v2 Ensayo de | Hygromicina | A. thaliana Sin publicar. Subclonados
(L4 & L5) sequia. a partir de los clones de
entrada  descritos en
Wang et al., 2017.
35S:C4caa 35S:C4c2a | Ensayo de | Hygromicina | A. thaliana Rosas-Diaz et al., 2018.
(L1 &L7) sequia.
Ensayo de
germinacio
n en ABA.
SCR:YFP SCR:YFP Ensayo de | BASTA A. thaliana Donada amablemente por
sequia. Lucia Strader.
Michniewiczet al., 2015.
SCR:C4 SCR:C4 Ensayo de | BASTA A. thaliana Fan et al., 2019.
(L2 & L18) sequia.
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Para estudiar qué proteina de TYLCV provoca la tolerancia a sequia se utilizaron
las siguientes lineas: 35S:GFP, 35S:C2 L8, 35S:C2L16, 35S:C3 L8, 35S:C3L17,
35S:C4 L5, 35S:C4 L7, 35S:CP L3, 35S:CP L10, 35S:V2 L4, 35S:V2 L5. No se
usaron plantas que expresaran la proteina Rep debido a la toxicidad de esta
proteina en planta.

Para estudiar si la tolerancia a sequia desencadenada por expresar C4 dependia
del compartimento celular en el que se encuentra, se usaron las lineas
35S:C4c2a L1, 35S:Cdeon L7, que expresan C4dg2a, Una proteina C4 mutante en
el sitio de meristilacion y que tan solo se acumula en el cloroplasto. Para estudiar
si la proteina C4 provocaba la tolerancia a sequia debido a una reestructuracion
de la arquitectura de la raiz, se utilizaron las lineas SCR:C4 L2 y SCR:C4 L18

gue expresan C4 sélo en el endodermo, y SCR:YFP como control.

3. Oligonucledtidos

Para la realizacion de la presente tesis se
oligonucledtidos indicados en la Tabla 4.

Tabla 4. Oligonucledtidos utilizados en la presente tesis.

han utilizado los siguientes

Nombre Secuencia 5-3° Gen diana Aplicacién Referencia
25srRNA | ATAACCGCATC | 25srRNA de N. gPCR Mason et al,
(ITS) Fw AGGTCTCCA benthamiana/tomate. 2008.
25srRNA | CCGAAGTTACG | 25srRNA de N. gPCR Mason et al,
(ITS) Rv GATCCATTT benthamiana/tomate. 2008.
Up-Czos- | GCTCGTAGAGG | CP TYLCV-IL. gPCR Pakkianathan et
1614 GTGACGAAG al, 2015.

Low- TCTGCAATCCA | CP TYLCV-IL. gPCR Pakkianathan et

Czos- GGACCTACC al, 2015.

1724

P5CS1 At | TTGAAGGTCTTT | P5CS1 de A. gPCR Presente tesis.

Fw ACACAGGCCCT | thaliana. (cDNA)

P5CS1 At | TCGGAGCCCAT | P5CS1 de A. gPCR Presente tesis.

Rw AAACGAGCATC | thaliana. (cDNA)
T

NCED3 CACGATTTCGC | NCEDS3 de A. gPCR Takahashi et

Fw GATTACAGAGA | thaliana. (cDNA) al,, 2018.

NCED3 CCGGCAGCTTG | NCEDS3 de A. gPCR Takahashi et

Rw AAAACGA thaliana. (cDNA) al., 2018.

RD29A GCCGACGGGAT | RD29A de A. gPCR Fujii et al.,

Fw TTGACG thaliana. (cDNA) 2007.

RD29A GCCGGAAATTT | RD29A de A. gPCR Fujii et al.,

Rw ATCCTCTTCTGA | thaliana. (cDNA) 2007.

ACT2Fw | CTAAGCTCTCA | Actina de A. thaliana | gPCR McKinney and
AGATCAAAGGC Meagher, 1998
TTA

ACT2 Rw | ACTAAAACGCA | Actina de A. thaliana | gPCR McKinney and
AAACGAAAGCG Meagher, 1998
GTT
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4 Biologia Molecular
4.1 Extraccién de DNA plasmidico de E. coli

Se centrifugé 1,5 ml de cultivo saturado a 6000 rpm durante 5 minutos. Se
descarto el sobrenadante y se afladieron 4 pl de RNAasa (10 mg/ul) y 100 ml de
solucion | (50 mM de glucosa, 25 mM Tris-HCI (pH=8), 10 mM de EDTA). Se
resuspendieron las células y se afiadieron 100 pl de solucién Il (0,2 M de NaOH
y 1% de SDS). Se mezcld por inversién y se anadieron 120 ul de solucién Il (5M
acetato de potasio, 11,5% de &cido acético glacial) y se volvié a mezclar por
inversién. A continuacién, se centrifugaron los tubos a 13000 rpm durante 7
minutos y se recupero el sobrenadante en un tubo nuevo donde se afiadieron
200 pl de isopropanol, se mezcld y se incubd 10 minutos a temperatura ambiente.
Tras la incubacion se centrifugé a 13000 rpm durante 7 minutos, se descart6 el
sobrenadante y se limpio el precipitado de DNA con 1 ml de etanol al 70%. Tras
mezclarlo, se centrifugd 5 minutos a 13000 rpm, se eliminé el sobrenadante y se
dej6 secar. Una vez seco se afiadieron 20-50 pl de agua Milli-Q.

Para extraer DNA plasmidico de A. tumefaciens, el protocolo fue similar,
difiriendo del protocolo utilizado para E. coli en la cantidad de cultivo utilizada,
siendo 3 ml de cultivo de A. tumefaciens el material de partida.

4.2 Transformacion de A. tumefaciens mediante electroporacion

Se partié de 50 ml de un cultivo de A. tumefaciens saturado, que fue centrifugado
a 4000 rpm durante 10 minutos. Durante el periodo de centrifugacion se preparo
una solucién de sacarosa, disolviéndose 5 g de sacarosa en 50 ml de agua
MilliQ, que fue filtrada y se mantuvo a 4°C. Tras la centrifugacion, el precipitado
se lavo con 30 ml de la solucién de sacarosa filtrada y se volvié a centrifugar a
4000 rpm durante 7 minutos. Se repitio el lavado con 30 ml de soluciéon con
sacarosa Yy la centrifugacion a 4000 rpm durante 7 minutos. Una vez el cultivo ha
pasado por los sucesivos lavados, se puede mantener en hielo para su
transformacion o resuspender en una solucion a 30% de glicerol para su
conservacion a -80°C.

Para transformar el cultivo, se anadié 1 pl de DNA a 100 ul de cultivo de células
electrocompetentes, se transfirié el cultivo a una cubeta de electroporacion y la
introdujimos en la rejilla donde realizamos el choque eléctrico con los siguientes
valores:

Voltaje: 2,5 Kv
Capacitancia: 25 pF
Resistencia: 400 Q
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Finalmente afladimos 1 ml de LB y traspasamos el cultivo a tubos de 1,5 ml,
manteniéndolos en agitacion 2 horas a 28°C. Tras la incubacion se inocularon
en placas con los antibiéticos correspondientes 10 pl, 100 ul y un concentrado
del cultivo. Se mantuvo en incubacion durante 48 horas a 28°C y, posteriormente,
se identificaron las colonias positivas mediante PCR de diagndstico.

4.3 Extraccion de DNA gendmico de planta

Este protocolo se utilizo para la extracciéon de DNA gendmico de N. benthamiana,
tomate y A. thaliana. Se macer6 y homogeneiz6 el material de partida, una
cantidad total de 50-100 mg de tejido congelado a -80°C, en 500 ul de tampodn
de extraccion (2% Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB), 1.5 M de NaCl,
100 mM Tris pH 8, 100 mM EDTA pH 8). Después de homogeneizarlo se incub6
a 65°C durante 15 minutos. Tras la incubacion se dejé enfriar a temperatura
ambiente y se afiadieron 300 pl de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y se agito
la solucion. Se centrifugd a 13000 rpm durante 5 minutos y se recupero la fase
superior que fue transferida a un nuevo tubo donde se afnadieron 300 ul de
isopropanol. Tras volver a homogeneizarlo se volvié a centrifugar a 13000 rpm
durante 5 minutos. En este paso se precipitdé el DNA dando lugar a un precipitado
translicido. Se descartd el sobrenadante y se limpi6é el precipitado de sales,
lavandolo en 500 pl de etanol 70% frio. Se elimind el sobrenadante y se dejo
secar 10 minutos. Finalmente se afiadié agua Milli-Q. Para eliminar el RNA se
afiadieron 2 pl de RNAasa (10 mg/ul) y se incubo a 37°C durante 1 hora. Para la
extraccion de material genémico de los ensayos de sequia y de salinidad se
afnadié 300 pl de cloroformo en lugar de cloroformo alcohol isoamilico (24:1).

4.4 Cuantificacion relativa del DNA viral mediante gPCR

La acumulacién viral se cuantific6 mediante gPCR. Para la cuantificacién viral de
las muestras procedentes del ensayo de estrés por alta temperatura se utilizé el
SsoFastEvaGreenSupermix (Bio-rad, #1725200) mientras que para las muestras
procedentes del ensayo de estrés por sequia y por salinidad se utilizé el
HiefffMSYBR® Green Master Mix (YEASEN, #11201ES03).

La reaccion de gPCR utilizada para cuantificar la acumulacion viral en los
experimentos de alta temperatura presentaba un volumen final de 10 ul, estando
compuesta por: 5 pl de SsoFastEvaGreenSupermix (Bio-rad), 3 ul de agua
destilada, 1 pl de oligonucleétidos (10 pmoles) y 1 ul de DNA con una
concentracion de 10 ng/ul.El programa de PCR utilizado es el siguiente: 1 ciclo
de 3 minutos a 95°C, 40 ciclos de 15 segundos a 95°C, 30 segundos a 60°C y
30 segundos a 72°C.

La reacciéon de gPCR utilizada para cuantificar la acumulacién viral en los
experimentos de sequia y salinidad presentaba un volumen final de 50 l,
estando compuesta por: “HiefffMSYBR® Green MasterMix” (2x),1 ul de

165



oligonucledtidos (10 pmoles) (para identificar los oligonucle6tidos utilizados, ver
seccién 3) y 10 ng de DNA procedente de la muestra. El programa de PCR
utilizado es el siguiente: 1 ciclo de 3 minutos a 95°C, 40 ciclos de 10 segundos a
95°C y 30 segundos a 60°C y 1 ciclo final de 15 segundos a 95°C, 60 segundos
a 60°C y 15 segundos a 95°C.

4.5 Extraccion de RNA de plantas de A. thaliana

El RNA fue extraido de 100 mg de tejido proveniente de hojas de A. thaliana,
utilizandose el kit E.Z.N.A.®Plant RNA (Kit Omega BIO-TEK # R6827). Se afadi6
al tejido triturado 500 pl de tampon “RB”, con una concentracion de 2-
mercaptoetanol de 20 pl/ml. A continuacién, se paso la solucién a columnas
previamente introducidas en tubos de 2 ml. Se centrifug6é durante 5 minutos a
140009 a temperatura ambiente. Una vez limpio, el lisado se transfiri6 a tubos
de 1,5 ml, donde se afiadié 1 volumen de etanol al 70%. Se sometio la solucion
a vortex y se transfirio a unas columnas de unién al RNA (HiBind® RNA, BIO-
TEK) insertadas en tubos de 2 ml. Se centrifugé a 12000 g durante 1 minuto.
Posteriormente se descarto el sobrenadante, se limpid la columna con 500 ul de
tampdn de lavado | y se centrifugé a 10000 g durante 30 segundos. Se descarto
el sobrenadante y se insert6 la columna en un tubo de 1,5 ml, donde se volvio a
limpiar con 700 yl de tampon de lavado Il y se sometié a la muestra a una
centrifugacion a 10000 g durante 30 segundos. Se repitié el ultimo lavado con
500 pl de tampdn de lavado |l y se realizé una ultima centrifugacion a 10000 g
durante 30 segundos. Una vez descartado el sobrenadante se volvido a
centrifugar la muestra a 10000 g durante 2 minutos para eliminar cualquier traza
de etanol. Finalmente, el RNA se resuspendié en 30 ul de agua destilada libre
de RNAasas, inoculandose el agua en la membrana y centrifugando a 14000 g
durante 1 minuto. Una vez resuspendido, el RNA se cuantific6 mediante el
espectrofotometro Nanodrop ND-1000 (Labtech, Ringmer, East Sussex, UK), y
se observo su calidad en gel, cargando 1 pyl de RNA en un gel de agarosa al 1%.

4.6 RT-gPCR de plantas de A. thaliana

Se partié de 1000 ng de RNA proveniente de muestras de A. thaliana para digerir
con DNAasa | y retrotranscribirse en cDNA usando el kit iScript™ cDNA
Synthesis (Bio-Rad #1708890). Para realizar el tratamiento con DNAasa se
partio de 14 ul de RNA con una cantidad de RNA de 1000 ng, 1,5 ul del “iScrip
tDNAase buffer’ y 0,5 ul de “iScript DNAase”, presentando la reaccién un
volumen final de 16 pl. Para confirmar la digestion de los posibles restos de DNA
tras el tratamiento de DNAasa |, se realiz6 una PCR con oligonucleétidos
especificos para Actina.

Para la reaccion de retrotranscripcion, el volumen final de la reaccion era de 20
pl, constando de: 4 ul de “5x iScript Reaction Mix”, 1 ul de la enzima “iScript
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Reverse Transcriptase” y 15 pyl de RNA molde. Siguiendo las instrucciones del
fabricante, se someti6 a las muestras al siguiente protocolo de PCR: 5 minutos
a 25 °C, 20 minutos a 46 °C, 1 minuto a 95 °C y una temperatura final de
conservacion a 4 °C.

Las muestras de cDNA fueron analizadas mediante qPCR con el Hieff™ SYBR®
Green MasterMix (YEASEN, #11201ES03). Cada reaccion presentaba el tampon
HieffM SYBR® Green MasterMix a 1x, los oligonucledtidos (para identificar los
oligonucledtidos utilizados, ver seccién 3) a una concentracion de 0,2 uMy 1 pl
de la muestra de cDNA en un volumen final de 50 pl. Se utilizé el siguiente
programa de gPCR para cuantificar la acumulacion de transcritos de los genes
de interés: 1 ciclo de 3 minutos a 95°C, seguido de 40 ciclos de 10 segundos a
95°C, 30 segundos a 60°C y un ciclo final de 15 segundos a 95°C, 30 segundos
a 60°C y 15 segundos a 95°C.Se utilizaron los oligonucleétidos indicados en la
Tabla 4 para los distintos genes cuya expresion ha sido cuantificada.

5 Ensayos de infeccién con TYLCV
5.1 Ensayos de infeccion en N. benthamiana

Para los ensayos de infeccion en N. benthamiana con alta temperatura se
utilizaron, el clon infectivo pBINX"-TYLCV y el plasmido pBINX"(mock), mientras
que, para los experimentos de salinidad y sequia, se utilizaron el clon infectivo
pGWB501-TYLCVy el plasmido pGWB501 (indicado en la Tabla 3). Se
inocularon los clones en placas de LB solido, suplementadas con los antibiéticos
correspondientes. Se incubaron a 28°C durante 48 horas. Posteriormente se
recogié biomasa y se inoculdé en 5 ml de medio LB liquido suplementado con los
antibioticos correspondientes, manteniéndose 12 horas en agitacion a 28°C. A
continuacionse inocul6 1 ml del precultivo en 50 ml de medio LB liquido
suplementado con los mismos antibiéticos, manteniéndose en agitacién a 28°C
durante 12 horas. Finalmente, los cultivos se centrifugaron durante 5 minutos a
4000 g., se elimind el sobrenadante y se disolvio el precipitado en un volumen
de medio LB sin antibiéticos. Los cultivos se resuspendieron para obtener una
solucion de DOsgs = 1.

Las plantas infectadas tenian una edad de entre 3 y 4 semanas. Se inocul6
aproximadamente 1 ml de cultivo en dos yemas axilares basales de la planta
mediante inyeccion con aguja hipodérmica.

5.2 Ensayos de infeccion en tomate

Para los ensayos de infeccion en tomate con alta temperatura se utilizaron, el
clon infectivo pBINX"-TYLCV vy el plasmido pBINX" (mock), mientras que, para
los experimentos de salinidad y sequia, se utilizaron el clon infectivo pGWB501-
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TYLCVy el plasmido pGWB501. Se inocularon los clones en placas de LB solido,
suplementadas con los antibiéticos correspondientes. Se incubaron a 28°C
durante 48 horas. Posteriormente, se recogio biomasa y se inoculé en 5 ml de
medio LB liquido, suplementado con los antibidticos correspondientes,
manteniéndose 12 horas en agitacion a 28°C. A continuacion, se inoculé 1 ml del
precultivo en 50 ml de medio LB liquido suplementado con los mismos
antibiéticos, manteniéndose en agitacion a 28°C durante 12 horas. Finalmente,
los cultivos se centrifugaron durante 5 minutos a 4000 g., se elimin6 el
sobrenadante y se disolvio el pellet en un volumen de medio LB sin antibi6ticos.
Los cultivos se resuspendieron en el volumen adecuado para obtener una
solucion de DOeoo = 1.

Las plantas infectadas tenian una edad de entre 3 y 4 semanas. Se inoculo
aproximadamente 1 ml de cultivo en dos yemas axilares basales de la planta
mediante inyeccion con aguja hipodérmica.

5.3 Cuantificacién de sintomas

Para la evaluacion de la severidad de los sintomas debidos a la infeccion por
TYLCV nos basamos en los indices ya publicados para N. benthamiana y tomate
(Ogwok et al.,, 2010; Osei et al., 2012) mostrados en la tabla 5 y 6
respectivamente.

Tabla 5. indice de severidad de los sintomas producidos por TYLCV en N. benthamiana.

indice Descripcion

0 Ausencia de sintomas

1 Aparicion de una curvatura leve en la hoja

2 Abarquillamiento y arrugamiento de la superficie foliar
3 Reduccién del tamafo y amarilleamiento de la hoja

Tabla 6. indice de severidad de los sintomas producidos por TYLCV en tomate.

indice Descripcion

0 Ausencia de sintomas

1 Aparicién de un leve amarilleamiento

2 Moderado abarquillamiento y arrugamiento de la superficie foliar

3 Amarilleamiento, abarquillamiento y arrugamiento severo de la hoja

4 Completo abarquillamiento y arrugamiento de la superficie foliar. Reduccién del

tamafo de la hoja

168



7 Ensayos de estrés abidticos
7.1 Ensayos de estrés por alta temperatura

Se seleccionaron 60 plantas de entre 3 y 4 semanas de edad que presentaban
un namero de hojas y una altura similar. Estas plantas se dividieron en dos
grupos de 30 plantas que se inocularon con el clon infectivo pBINX"-TYLCV o
con el pladsmido pBINX"(mock). Tras la inoculacidon se mantuvieron las plantas a
dia largo y 21°C (N. benthamiana) o 24°C (S. lycopersicum) durante 3 dias para
favorecer la transferencia de T-DNA por parte de A. tumefaciens. Tras los 3 dias
se separaron las plantas en grupos de 15 plantas segun las que recibirian el
tratamiento por alta temperatura o las que seguirian el tratamiento control. La
temperatura se elevd 3 grados cada dia hasta alcanzar 28°C o 35°C
dependiendo del tratamiento.

Se regaron todas las plantas cada dia alternativamente con 50 ml (N.
benthamiana) o 75 ml (S. lycopersicum) de agua o con 25 ml de fertilizante y 25
ml de agua.

Las plantas se mantuvieron en este régimen durante 4 semanas, momento en el
gue se calculé su crecimiento y el nimero de hojas que habian desarrollado
durante el experimento. Se recogieron muestras de las hojas apicales a los 14
dpi, 21 dpi y 28 dpi.

7.2 Ensayos de estrés por sequia

Para estudiar las interacciones entre el estrés abibtico por sequia y el estrés
bidtico de la infeccién de TYLCV se decidio realizar tres ensayos de sequia
diferentes. En el primero se estudio el efecto de la sequia en la infeccion por
TYLCV en N. benthamiana y tomate, iniciandose el tratamiento a 5 dpi (seccién
7.2.1). En el segundo experimento, se estudi6 el efecto de la infeccion de TYLCV
en la respuesta al estrés por sequia en N. benthamiana y tomate, comenzando
la sequia a 21 dpi (seccion 7.2.2). Por ultimo, para observar el efecto de cada
proteina viral en la respuesta al estrés por sequia, se llevo a cabo un tercer
ensayo de estrés por sequia en A. thaliana transgénicas que expresaban cada
una de las 6 proteinas de TYLCV a excepcion de Rep (seccion 7.2.3). Para
evaluar el efecto de la sequia en N. benthamiana y tomate se utilizaron los
indices indicados en las tablas 7 y 8 respectivamente. A continuacién, se
describen detalladamente cémo se realizaron cada uno de estos ensayos.

Tabla 7. indice de severidad de los cambios producidos por la sequia en N. benthamiana.

indice Descripcién

0 Ausencia de sintomas

1 Aparicion de una curvatura leve en la hoja

2 Abarquillamiento y arrugamiento de la superficie foliar
3 Reduccién del tamafio y amarilleamiento de la hoja
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Tabla 8. indice de severidad de los cambios producidos por la sequia en tomate.

indice Descripcion

0 No presenta cambios debido a la sequia

1 Las hojas empiezan a perder agua, aparece una menor turgencia.

2 Las hojas basales estan completamente caidas. Las hojas apicales se mantienen
turgentes y erectas

3 La planta pierde la capacidad de mantenerse erecta.

4 Las hojas basales estan completamente secas, puede ir acompafiado de la

aparicién de tejidos dafiados. Las hojas apicales estan completamente caidas

7.2.1 Ensayos de estrés por sequia para estudiar el efecto de la sequia en la
infeccidn viral

Se seleccionaron 24 plantas (de N. benthamiana o de tomate) de entre 3y 4
semanas de edad que presentaran una altura y un numero de hojas similar.
Estas plantas se dividieron en 2 grupos de 12 plantas; un grupo fue inoculado
con el clon infectivo pGWB501-TYLCV, mientras que el otro grupo fue inoculado
con el plasmido pGWB501 (mock). Tras la infeccién, las plantas se mantuvieron
tres dias en sustrato humedo, y, posteriormente, cada grupo de plantas se
subdividié en 2 grupos de 6 plantas; un grupo que estaria bajo régimen de sequia
y otro grupo que se continuaria regando como control. El grupo con el tratamiento
de sequia se dejo de regar a los 5 dpi, regandose a partir de los 8 dpi con 5 ml
de agua. A partir de los 8 dpi, con el objetivo de permitir sobrevivir a las plantas,
se las reg6 cada dia con 5 ml de agua, mientras que el grupo control se mantuvo
con el sustrato saturado de humedad durante todo el experimento.

Las plantas se mantuvieron en régimen de sequia hasta los 21 dpi, momento en
el que se calcul6 el crecimiento y el nimero de hojas que habian desarrollado
durante el experimento. Se recogieron hojas apicales a los 14 dpi y a los 21 dpi
para posteriormente cuantificar la cantidad de DNA de TYLCV.

7.2.2 Ensayo de estrés por sequia para estudiar el efecto de la infeccién viral
en la respuesta al estrés por sequia

Se seleccionaron 24 plantas (de N. benthamiana o de tomate) de entre 3y 4
semanas de edad que presentaran un namero de hojas y una altura similar.
Estas plantas se subdividieron en 2 grupos de 12 plantas; un grupo fue
inoculado con el clon infectivo pGWB501-TYLCYV, inoculandose el otro grupo
con el plasmido pGWB501 (mock). Tras la infeccion se mantuvieron tres dias
en sustrato humedo, y, posteriormente, cada grupo de plantas se dividié en 2
grupos de 6 plantas; un grupo que se mantuvo bajo tratamiento de sequia y
otro grupo que se continué regando como control.

El grupo con el tratamiento de sequia se dejo de regar a los 21 dpi, regandose a
partir de los 24 dpi con 5 ml de agua para permitir sobrevivir a la planta, mientras

170



que el grupo control se mantuvo con el sustrato saturado de humedad durante
todo el experimento.

Las plantas se mantuvieron en régimen de sequia durante 1 semana, momento
en el que se calculd el crecimiento y el nimero de hojas que habian desarrollado
durante el experimento. Se recogieron muestras a los 21 dpi y a los 28 dpi para
posteriormente cuantificar la cantidad de DNA de TYLCV.

7.2.3 Ensayo de estrés por sequia en plantas de A. thaliana

Para los ensayos de sequia con plantas de A. thaliana, se esterilizaron semillas
(ver Tabla 3) que se germinaron en placas de MS tras pasar 2 dias de
estratificacion. Las plantas se mantuvieron en placa a dia corto durante una
semana, tras lo cual fueron trasplantadas a macetas con una relacion 5/3 de
sustrato/vermiculita. Se trasplantaron 5 plantas a cada maceta y se regd de
forma diaria con 3 ml de agua cada plantula durante la primera semana y con 2
ml durante la segunda semana. Al inicio de la tercera semana se dejaron de
regar las plantas que conformaban el grupo bajo estrés por sequiay a las plantas
control se las continu6 regando, llevando el sustrato a saturacion.

7.3 Ensayos de estrés por salinidad

Para estudiar las interacciones entre el estrés abiodtico por salinidad y el estrés
bidtico de la infeccion de TYLCV se decidi6 realizar dos ensayos de salinidad
diferentes. En el primero se estudi6 el efecto de la salinidad en la infeccion por
TYLCV en N. benthamiana y tomate, iniciandose el tratamiento a 9 dpi (seccién
7.3.1). A continuacién, en el segundo ensayo, se estudio el efecto de la infeccion
por TYLCV en la respuesta a estrés salino en N. benthamiana y tomate,
iniciandose el tratamiento a 15 dpi (seccién 7.3.2).

Para la cuantificacion de la eficiencia del Fotosistema Il (PSIl) se utilizd el
fluorbmetro de luz modulada por amplitud de pulso (PAM) FluorPen modelo
U100. El FluorPen U100 capta la fluorescencia basal emitida por el PSII
(denominada Fv). A continuacion, produce un corto pulso de luz saturado a 1ps.
Tras la excitacién electrénica, el PSIl emite su fluorescencia maxima
(denominada Fm). En la presente tesis, para cuantificar la eficiencia del PSII se
utilizo el coeficiente Fv/Fm, calculado por el dispositivo.

7.3.1 Ensayo de estrés por salinidad para estudiar el efecto de la salinidad en
el virus

Se seleccionaron 24 plantas de entre 3 y 4 semanas de edad que presentaran
un nimero de hojas y una altura similar. Estas plantas se subdividieron en 2
grupos de 12 plantas que se inocularon con el clon infectivo pGWB501-TYLCV
o con el plasmido pGWB501 (mock). Tras la infeccion se mantuvieron durante 9
dias en sustrato hiumedo tras lo cual cada grupo de plantas se subdividié en 2
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grupos de 6 plantas. El grupo con el tratamiento de salinidad fue regado a los 9
dpi con 50 ml de agua a 0,8 M de NaCl mientras el grupo control recibié el mismo
volumen de agua sin sal. Se fue incrementando la salinidad del agua con el que
las plantas eran regadas; a los 11 dpi se las regd con agua suplementada con
1,6 M de NaCl y a los 12 dpi con 2 M. A partir de los 12 dpi se regaron
alternativamente con 50 ml de agua suplementada con 2 M de sal y con 50 ml
de agua sin sal. Las plantas se mantuvieron en régimen de salinidad hasta los
21 dpi, momento en el que se calcul6 el crecimiento y el nimero de hojas que
habian desarrollado durante el experimento. Se recogieron muestras a los 14 dpi
y alos 21 dpi.

7.3.2 Ensayo de estrés por salinidad para estudiar el efecto del virus en la
respuesta al estrés por salinidad

Se seleccionaron 24 plantas de entre 3 y 4 semanas de edad que presentaran
un nimero de hojas y una altura similar. Estas plantas se subdividieron en 2
grupos de 12 plantas que se inocularon con el clon infectivo pGWB501-TYLCV
o con el plasmido pGWB501 (mock). Posteriormente, cada grupo de plantas se
subdividié en 2 grupos de 6 plantas. El grupo con el tratamiento de salinidad se
regd con 50 ml de agua suplementada con 0,8 M de NaCl a los 15 dpi.
Incrementamos la salinidad del agua con el que regamos las plantas
paulatinamente. A los 17 dpi las plantas fueron regadas con 50 ml de agua a 1,6
M, a los 20 dpi incrementamos la concentracién hasta 2 M. En el ensayo en
tomate se incremento a los 21 dpi hasta 4 M. A partir de los 21 dias las plantas
eran regadas alternativamente con 50 ml de agua suplementada con 2 M de
NaCl (en el caso de N. benthamiana) o 4 M (en el caso de tomate) y con 50 ml
de agua sin sal.

Las plantas se mantuvieron en régimen de salinidad durante 1 semana, momento
en el que se calculd el crecimiento y el nimero de hojas que habian desarrollado
durante el experimento. Se recogieron muestras a los 21 dpi y a los 28 dpi.

8. Ensayos de interaccion con ABA
8.1 Ensayo de germinacion en ABA

Se esterilizaron semillas de A. thaliana (ver Tabla 2) que se dispersaron en
placas de MS, en el caso del control, o de MS suplementado con 0,3 uM de ABA
en el caso de las plantas con tratamiento. Se utilizaron 24 semillas por linea y
tratamiento. Una vez inoculadas, se dejaron en oscuridad a 4 °C durante 2 dias,
tras lo cual las placas se pasaron a dia corto. Tras 6 dias se contabilizaron el
namero de semillas germinadas, aquellas que presentaban cotiledones y
aguellas que aun no los habian desarrollado.
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8.2 Cuantificaciéon de ABA

Se partié de 30 mg de material proveniente de plantas individuales de A. thaliana
tras 13 dias de tratamiento de sequia, el cual fue introducido en un tubo de 1,5
ml. A continuacion, se afiadié 0,5 ml de metanol que contenia 2 ng de ABA-ds.
Se agitd el tubo a 1000 rpm durante 1 hora a 10 °C. Posteriormente el tubo fue
centrifugado a 20000 rcf durante 10 minutos a 20 °C. 0,3 ml del sobrenadante
resultante fueron diluidos en agua en un vial de cromatografia liquida de alta
eficacia (HPLC) (ACQUITY UPLC BECH C18 1.7 um Van Guard TM, 2.1x 5 mm).
Finalmente 50 pl de la solucion fueron inyectados a través de una columna
(ACQUITY UPLC BECH C18 1.7 um 2.1x150 mm) en el espectrometro de masas
acoplado a cromatografia liquida (LC-MS) (Waters Liquid chromatography
ACQUITY UPLC I-class acoplado a AB SCIEX TripleTOF® 5600+). EI ABA-ds
fue usado como control interno. Los analisis de los resultados fueron realizados
con el software PeakView 1.2.
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. A continued drought treatment applied at the early stages of the infection,
leads to a decrease in TYLCV accumulation in both N. benthamiana and
tomato plants. A continued drought treatment applied to N. benthamiana
and tomato plants in which the TYLCV infection has already been
established, has no effect on viral accumulation; the established viral
infection alleviates the stress phenotypes caused by drought.

. The virus-encoded C4 protein is sufficient to confer drought resistance to
A. thaliana plants through a mechanism that relies on the presence of this
protein at the plasma membrane. This effect is uncoupled from its impact
on xylem patterning and it requires the expression of C4 outside of the
SCARECROW (SCR) expression domain.

. C4 does not significantly affect ABA accumulation, the expression of ABA-
related genes, or the plant response to exogenous ABA. Therefore, C4
seems to be promoting drought tolerance in an ABA-independent manner.

. A continued salt stress treatment applied at the early stages of the
infection, promotes a reduction in TYLCV accumulation in both N.
benthamiana and tomato plants. A continued salt stress treatment applied
to N. benthamiana and tomato plants which presented a stablished TYLCV
infection has no effect on viral accumulation; the stablished viral infection
does not modify the effect of salt on the PSII activity or on plant turgor.

. Heat stress treatment (35°C) during TYLCYV infection (3-28 dpi) promotes
TYLCV accumulation in tomato. TYLCV-infected tomato plants, under
heat stress conditions, show reduced growth and fewer new leaves than
mock-inoculated plants under heat treatment or TYLCV-infected plants
under control conditions, indicating that heat stress and TYLCYV infection
act additively.

. Stress by high temperature (35°C) during TYLCV infection (3-28 dpi)
inhibits TYLCV accumulation and mask TYLCV infection symptoms in N.
benthamiana. On the other hand, moderate temperature (28°C) during
TYLCV infection (3-28 dpi) promotes viral accumulation in N. benthamiana
compared to control temperature (21°C). Regardless of the effect of
temperature on TYLCV accumulation, TYLCV infection inhibits plant
growth to similar levels at all studied temperatures (21°C, 28°C or 35°C),
indicating that this effect of TYLCV on the plant is temperature-
independent within the studied temperature range.
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Drought causes important declines in crop vyield, negatively
impacting plant growth, physiology and reproduction. Plants
have adopted a wide range of strategies to confront the negative
effects of drought, including increasing water uptake by opti-
mizing the root system, closing stomata to limit the water loss
caused by transpiration, accumulating osmoprotectants, or pro-
ducing the hormone abscisic acid (ABA). This intricate scenario
makes drought resistance a highly complex trait, with polygenic
nature, low heritability, and vastly influenced by genotype-
environment interactions (Fang and Xiong, 2014).

A growing body of evidence indicates that viral infections can
result in improved plant tolerance to abiotic stresses (see, among
others: Aguilar et al., 2017; Anfoka et al., 2016; Westwood et al.,
2012; Xu et al, 2008), raising the tantalizing idea that the
identification of the molecular mechanisms underlying these viral
effects could unlock yet-unknown stress tolerance strategies and
pave the way for the generation of stress-resilient plants.
Geminiviruses are viruses with small circular, single-stranded
DNA genomes that infect a broad range of plants. The
geminivirus Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) is a main
causal agent of Tomato yellow leaf curl disease (TYLCD), one of
the most devastating viral diseases affecting tomato crops in
tropical and temperate areas worldwide. Interestingly, infection
by TYLCV has been shown to alleviate heat stress responses in
tomato (reviewed in Gorovits et al. 2019). Here, we show that
infection by TYLCV enhances drought tolerance in tomato and
Nicotiana benthamiana and that the virus-encoded protein C4 is
the viral determinant conferring drought tolerance in Arabidopsis
through an ABA-independent mechanism.

In order to determine whether the infection by TYLCV could
affect drought tolerance in its natural host, tomato, as well as in
the model Solanaceae species N. benthamiana, we agroinocu-
lated plants with a TYLCV infectious clone and subjected half of
the infected plants to drought treatment at 21 days post-

inoculation. Interestingly, TYLCV-infected plants from both
species wilted more slowly after the drought treatment and
displayed milder drought-related symptoms, suggesting that the
presence of TYLCV promotes drought tolerance (Figure 1a,b).

In order to find out whether one of the virus-encoded proteins
is sufficient to confer the observed enhanced drought tolerance,
we subjected transgenic Arabidopsis lines constitutively express-
ing the viral genes (C2, C3, C4, V2 and CP) from a 35S promoter
to drought treatment and evaluated their performance. Consti-
tutive expression of Rep renders plants non-viable; hence, this
protein was not included in this study. Drought did not affect
expression of the transgenes (data not shown). As shown in
Figure 1¢c, among the viral proteins tested, only C4 had an impact
on the tolerance of Arabidopsis to drought: 355:C4 transgenic
plants stayed green and turgid following water deprivation, while
transgenic plants expressing other viral proteins or control plants
wilted and eventually died.

C4 localizes both at the plasma membrane and in chloroplasts
(Rosas-Diaz et al., 2018). Given this double subcellular localization
pattern, we wondered whether C4 is promoting drought
tolerance through its specific activity at one of these two
locations. In order to answer this question, we tested the drought
tolerance of transgenic Arabidopsis plants expressing the mutated
C4 version, C4ga, Which accumulates exclusively in chloroplasts
(Rosas-Diaz et al. 2018). Despite showing transgene expression
levels similar to those observed in 355:C4 plants, 355:C4Goa
plants displayed sensitivity to drought comparable to that of wild-
type plants (Figure 1d), indicating that chloroplastic C4 is not
sufficient to confer drought tolerance and suggesting that its
plasma membrane localization is required for this effect.

Transgenic expression of C4 in Arabidopsis has been recently
shown to interfere with xylem patterning in the root (Fan et al.,
2019). With the purpose to determine whether the effect of C4
on drought tolerance could be uncoupled from its impact on
xylem patterning, we evaluated the drought tolerance of SCR:C4
transgenic Arabidopsis plants, which express C4 under the
endodermis-specific SCARECROW (SCR) promoter but display
xylem patterning defects similar to those observed in 355:C4
plants (Fan et al., 2019). As shown in Figure 1e, SCR:C4 plants did
not show enhanced drought tolerance, indicating that the effects
of C4 on xylem patterning and drought tolerance are indepen-
dent and that the latter requires expression of C4 outside of the
SCR expression domain.
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Tabla 1. Relacién de los principales articulos sobre interacciones entre estreses abiéticos y biéticos
en planta. Se muestran tanto el estrés o los estreses abioticos estudiados, el hospedador, incluyendo
el cultivar (cv.) cuando es mencionado, el patégeno o los patégenos virales utilizados y la referencia

bibliografica.

Estrés abiotico Planta Virus Referencia
Sequia Zea mays (Maiz duce) MDMV Linday &1(;;15dauskas,
Sequia Z. mays (Maiz duce) MDMV Nelms et al., 1980
Sequia Z. mays (Maiz duce) MDMV Olson et al., 1990
Sequia Beta vulgaris (remolacha BCV Xie et al.. 1994

azucarera)
. Trifolium repens (trébol McLaughlin &
Sequia blanco) PSV Windham, 1996
B. vulgaris (remolacha
azucarera), T. tabacum, N.
. benthamiana, CMmV, TMV, CMV
Sequia Chenopodium y BMV Xu et al., 2008
amaranthicolor y Oryza
sativa (arroz)
Sequia Arabidopsis thaliana CMV Westwood et al., 2013
. Nicotiana benthamiana y :
Sequia A thaliana PPV y PVX Aguilar et al., 2017
Sequia Vitis vinifera (vid) GLRaV-3 El Aou—zooula;d etal,
Sequia A. thaliana CMvV Berges et al., 2018
Sequia V. vinifera (vid) GLRaV-3 Fl Aououad etal,
Sequia Solanum lycopersicum CmMmvV Hosseini et al., 2018
(tomate)
Sequia Triticum aestivum L. (trigo) BYDV Davis et al., 2015
Sequia N. benthamiana TMMV Dastogeer et al., 2018
Sequia Citrus sinensis (naranjo) CTVv Silva et al., 2019
Sequia 0. sativa (arroz) RTSV Encabo et al., 2020
Salinidad S. menongena (berenjena) EMCV Moldaklzrgcl)\éa etal,
Salinidad Vigna qngwculata CPSMV Varela et al., 2019
(guisante)
S. lycopersicum cv.
Salinidad Mouna y cv. San Miguel TYLCSV Gharsallah et al., 2020
(tomate)
TSWV, TMV,
Alta temperatura N. glutinosa TNV, TBCVy Kassanis, 1952
CMV
Alta temperatura P. vulgaris (judia) RTNV Harrison, 1956
NP TMV, TRSV,
Alta temperatura P. vulgaris (judia) TSWV y AMV Yarwood, 1957
Alta temperatura Cucumis melo,cv. Iroquois CMV Roossinck, 1991
(meldn)
Alta temperatura Musa acuminata cv. Dwarf BSV Dahal et al., 1997

Cavendish (banano)
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Estrés abidtico Planta Virus Referencia
Datura stramonium, N. Llamas-Llamas et al.
Alta temperatura | tabacum cv. Whlte Burley TSWV 1998 '
y Physalis ixocarpa
Alta temperatura Ma(nr;]h;r: dsigtéla?)nta Q%%Vcé Ig/cl:é\:/ll\\/l/v Chellapan et al., 2005
Alta temperatura C. melo (melén) MNSV Kido et al., 2007
Alta temperatura Curvularia protuberata CThTV Marquez et al., 2007
Alta temperatura N. benthamiana TRSV Siddiqui et al., 2008
Alta temperatura | G152 pabaya cv. Pusa PRSV Mangrauthia et al.,
Alta temperatura C. sinensis (nharanjo) CPsV Veladzquez et al., 2010
Alta temperatura A. thaliana TCV Zhang et al., 2012
Alta temperatura | S. lycopersicum (tomate) CThTV Al-Hamdani et al., 2014
Alta temperatura N. benthamiana ToRSV Ghoshal et al., 2014
Alta temperatura N. benthamiana PPV y PVX Del Toro et al., 2015
Alta temperatura | S. lycopersicum (tomate) TYLCV Ghandi et al., 2015
Alta temperatura Nbglrl:ttr;r;?rsmiaar%aN. PVXy PVY Ma et al., 2015
Alta temperatura T. aestivum cv. Yitpi BYDV-PAV Nancarrow et al., 2015

Alta temperatura

N. benthamiana

PSV tanto en
coinfeccion con
stRNA como sin

Obrepalska et al., 2015

satRNA
Alta temperatura N. benthamiana PVYI;?_’RF\)/VA y Chung et al., 2016
Alta temperatura A. thaliana CMV Hily et al., 2016
Alta temperatura N. tabacum CMV Zhao et al., 2016
Alta temperatura | S. lycopersicum (tomate) TYL.(%/\’NI?/VY y Gorovits et al., 2017
Alta temperatura | V. unguiculata (guisante) GBNV Singh et al., 2017
Alta temperatura S. tuberosum cv. Chicago PVY Makarova et al., 2018
y cv. Gala (patata)

Alta tempefatura A thaliana TuMV Prasch & Sonnewald,

y sequia 2013
Alta temperatura . TYLCV, PVYy

y sequia S. lycopersicum (tomate) TSWV Wafah, 2018
Alta temperatura, A. thaliana TYLCSV Arroyo Mateos, 2015

salinidad y sequia
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