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Proélogo

Los virus emergentes estdn reconocidos como una amenaza no solo para la salud
humana, sino también para actividades como la agricultura, ganaderia e incluso para las
especies en peligro de extincion. Los virus tienen una historia de millones de afios, pero
aun asi sabemos poco acerca de ellos. Principalmente estamos al tanto de las
enfermedades que causan, pero queda un campo de investigacibn enorme para
entender la compleja interaccion virus-huésped y poder predecir la emergencia viral,
entendida ésta como la aparicion de nuevos virus o de nuevas variantes de virus
conocidos con propiedades distintas. Asimismo, una perspectiva interesante y necesaria
para estudiar los virus es a través de donde prosperan, a través de su huésped. La
diversidad genética del huésped para la susceptibilidad a la infecciébn asume un papel
clave en la aparicién, propagacion y prevalencia de las enfermedades infecciosas.
También hay que destacar que la diversidad bioldgica de los virus es mas grande que la
de cualquier otro tipo de patdgeno conocido, lo que constituye posiblemente una de las
causas mas importantes de la existencia de los virus en todos los ambientes celulares.
En particular, los virus de ARN son los que presentan una mayor diversidad genética a
nivel poblacional. Esta caracteristica, junto con tiempos de generacién cortos y grandes
tamafios poblacionales, ha convertido a estos patdgenos en excelentes modelos para
estudiar la evolucién. Ademas, los experimentos con virus de ARN de plantas permiten
estudiar varios aspectos de la compleja interaccion virus-huésped en condiciones muy
cercanas a las naturales, donde se dispone de mdltiples organismos completos como
huéspedes potenciales y aun asi estando sujeto a minimas consideraciones éticas y de
bioseguridad, tan limitantes en estudios con virus animales.

Los resultados de este trabajo se dividen en cuatro capitulos. La primera parte del
trabajo presentara la dependencia de la susceptibilidad a la infeccion por el aislado del
Virus del grabado del tabaco At-17b (TEV-At17b) en diferentes ecotipos de Arabidopsis
thaliana. En la segunda parte, se presentaran los resultados de la evolucion experimental
de TEV en cinco ecotipos genéticamente heterogéneos de A. thaliana. En el tercer
capitulo se caracterizaran las mutaciones virales putativamente adaptativas resultantes
de la evolucion experimental. Por ultimo, el cuarto capitulo se centrara en el andlisis de
las interacciones que pueden producirse durante la adaptacién del virus a un nuevo
huésped y definir el destino de la evolucion. En general, este trabajo aborda la cuestion
de cdmo puede condicionar la heterogeneidad genética del huésped el destino evolutivo

del virus.







Resumen

Resumen

La variabilidad genética en las poblaciones de huéspedes para la susceptibilidad al
patégeno es esencial para la propagacion de un virus emergente. Los modelos
matematicos predicen que la tasa de difusién del patégeno se frena a medida que
aumenta la frecuencia y la diversidad de alelos de resistencia en la poblacion
huésped'*®**. Sin embargo, las pruebas experimentales de esta hipétesis son escasas.
Por ese motivo, este trabajo aborda la cuestién de cuanta heterogeneidad genética del
huésped es necesaria para el cambio del destino evolutivo del virus. El modelo de
patosistema experimental utilizado en este trabajo estda compuesto por el Virus del
grabado del tabaco (TEV), aislado Atl7b (TEV-Atl7b), previamente adaptado por
Agudelo-Romero et al. (2008)° al ecotipo Ler-0 de A. thaliana, y por diferentes ecotipos
de esta planta.

En la primera parte de la Tesis, aplicando el método de hibridacién de micromatrices
de ARN, se caracteriz6 el transcriptoma de seis ecotipos de A. thaliana (Di-2, Ei-2, Ler-0
Oy-0, St-0 y Wt-1) tras ser infectados con el aislado TEV-Atl7b. El resultado de la
infeccidén se caracterizé fenotipicamente y también se determind el patron de expresion
de genes alterados por la infeccion, asi como las diferencias entre los distintos ecotipos.
La respuesta era heterogénea, si bien los ecotipos se pudieron agrupar en dos grupos
segun su perfil transcriptomico.

El propésito de la segunda parte del proyecto era explorar el efecto de la variabilidad
genética intraespecifica del huésped en la dindmica de adaptacion del virus. Con este
fin, se realiz6 por triplicado un experimento de evolucion con TEV-Atl7b en cinco
ecotipos diferentes de A. thaliana (Di-2, Ei-2, Ler-0, St-0 y Wt-1). Después de la fase de
evolucion, se inocularon todos los ecotipos con todos los linajes virales evolucionados en
un experimento de infeccién cruzada y se evaluaron la infectividad, la eficacia y la
virulencia de cada combinacion virus-ecotipo. Los resultados obtenidos se utilizaron para
construir una red de infecciones. Las poblaciones de TEV, evolucionadas en cada uno
de los cinco ecotipos de A. thaliana, aumentaron su eficacia, virulencia e infectividad en
cada huésped de una manera compatible con un modelo gen-a-gen de interacciones
parasito-huésped: los ecotipos dificiles de infectar fueron infectados por linajes
generalistas, mientras que los ecotipos mas susceptibles fueron infectados por cualquier
linaje evolucionado.

A continuacion se caracterizaron los genomas completos de los virus evolucionados y
se encontraron siete casos de mutaciones convergentes. En esta parte del proyecto,
para obtener un mejor conocimiento de la base molecular de la interaccion gen-a-gen, se

generaron todas estas mutaciones de forma individual, asi como combinaciones



especificas, y se probaron sus efectos en plantas de los cinco ecotipos. Ademas, se
evaluo la topografia del paisaje adaptativo subyacente.

Usando el método de micromatrices de ARN, en el Ultimo capitulo de la Tesis se
identific6 la respuesta transcriptomica de cada ecotipo a la infeccibn del virus
evolucionado en simpatria. Los ecotipos del huésped se clasificaron en grupos de
acuerdo a las similitudes en sus perfiles de expresion génica. Se evaluaron las
categorias funcionales de los genes afectados por la infecciobn y se determinaron las
intersecciones y diferencias entre los ecotipos. A continuacion, se caracterizd la
respuesta transcriptomica del huésped ancestral Ler-0 a la infeccién con cada uno de los
linajes evolucionados, cada uno adaptado a un ecotipo local diferente. Los cambios en
las interacciones virus-huésped a nivel de expresién génica en Ler-0 eran homogéneos,
pero mostraban cierta heterogeneidad en las categorias funcionales enriquecidas. Por
ultimo, se analiz6 la respuesta transcriptomica inducida por la cepa viral mas
especializada y la mas generalista en los cinco ecotipos. Se encontr6 que el virus
especialista inducia una respuesta mas fuerte y mas heterogénea en todos los ecotipos,
mientras que el virus generalista alteraba la expresion génica de manera similar en todos
los ecotipos del huésped. Por tanto, la estrategia adaptativa de un virus especialista
parecia ser especifica para su ecotipo simpatrico, pagando un coste de eficacia en su
interaccion con los huéspedes alopétricos. Por el contrario, la estrategia adaptativa del

virus generalista consistia en la alteracion de vias comunes para todos los ecotipos.



| Introduccioén

| Introduccion

1.1 Diversidad estructural y genética en virus

Los virus son unidades infecciosas obligatoriamente parasiticas Unicamente capaces de
replicar utilizando la maquinaria celular de un organismo y desarrollando la mayor parte
de su ciclo vital dentro de la célula huésped. Los genomas virales carecen de una
maquinaria propia para biosintesis de proteinas, ni tampoco codifican procesos
metabdlicos de produccion de energia.

Existen patdgenos virales para todo tipo de organismos, bacterias, arqueas, y células de
hongos, plantas y animales. No es habitual que un mismo virus infecte huéspedes en
diferentes reinos bioldgicos, siendo la excepcion algunos virus de plantas que replican en
los insectos vectores mientras que son transmitidos a otras plantas®*®.

En su composicibn mas sencilla, las particulas virales, o viriones, son material
genético con una envoltura proteica que protege el material genético y puede servir
también de vehiculo de transmision. La envoltura proteica, también llamada capsida,
puede tener diferente complejidad. En algunos virus, se compone de unidades
multiméricas de un solo polipéptido, mientras que en otros las capsidas estan
compuestas por complejos heteroméricos. Las proteinas de capsida pueden formar
subunidades discretas o componentes estructurales morfolégicamente distinguibles,
denominadas capsomeros.

La composicién y estructura de los genomas virales presenta una enorme
variabilidad®. El material genético que lleva un virus puede ser ADN o ARN,
monocatenario o bicatenario, lineal, circular o segmentado. Los genomas virales de
cadena simple pueden ser de polaridad positiva (es decir, de la misma polaridad que el
ARN mensajero (ARNm)), de polaridad negativa, o de ambas polaridades (una mezcla
de las dos; ambisentidos)®.

La gran mayoria de los virus conocidos actualmente presentan ARN como material
genético. Debido a su enorme dispersion, los virus de ARN son considerados los
patégenos mas importantes, tanto en animales como en plantas. El tipo de genoma que
lleva un virus es determinante para sus procesos de expresion de genes y para la
replicacion del genoma. Esta Introduccion se va a centrar en los virus de ARN
monocatenario de polaridad positiva, dado que es la estructura correspondiente a
nuestro modelo experimental.

Existen tres 6rdenes y 33 familias distintas conocidas de virus de ARN monocatenario de
polaridad positiva, sin tener en cuenta las familias y especies todavia no clasificadas. Lo
gue todos tienen en comdn es que usan su genoma como ARNmM para sintetizar una o

varias proteinas, que en el caso de tener la forma de poliproteinas seran procesadas por



proteasas virales o celulares en componentes Unicos. Este tipo de virus codifican en su
genoma para una polimerasa de ARN dependiente de ARN, enzima implicada en la
sintesis de las cadenas negativas que aparecen como productos intermediarios y en la
transcripcion de éstas que da lugar a nuevas moléculas de ARN genémico®.

1.1.1 Potyvirus y estructura de la capsida

Los potyvirus pertenecen al género Potyvirus, que segun el Comité Internacional de
Taxonomia de Virus (ICTV), consta de 146 especies conocidas y representa el género
mas grande dentro de la familia Potyviridae. El género Potyvirus es también el segundo
méas extenso de virus de plantas. Muchos potyvirus son importantes patdgenos de
cultivos agricolas, ya que infectan una amplia gama de especies de plantas mono- y
dicotiledoneas y se han encontrado en todas las partes del mundo. Las infecciones por
potyvirus son dificiles de controlar debido a su escasa persistencia, pero eficaz
transmisién a través de mas de 25 especies de &fidos*®'#2° Ademaés, algunos de las
especies también se transmiten por semillas®?.

Una de las caracteristicas fenotipicas distintivas de los potyvirus es la induccién de
formacion de cuerpos de inclusiéon'®®??3%° Estas estructuras a menudo tienen forma de
molinillos con aspas o de espirales que se forman en el citoplasma de las células durante
del ciclo de infeccion, pero muchos potyvirus también inducen cuerpos de inclusién
citoplasmaticos amorfos y algunos forman inclusiones nucleares®®.

Los potyvirus constituyen un grupo de virus de plantas caracterizados por presentar
habitualmente particulas sin envoltura filamentosas y flexibles, cuyo tamafio varia entre
680-900 nm de largo y entre 11-15 nm de ancho®. Cann propone que la flexibilidad es
probablemente un atributo importante, porque la capacidad de plegamiento reduce la
probabilidad de rotura o dafio del virion®.

El virion esta formado por unas 2000 unidades de proteina que rodean una molécula de
ARN de aproximadamente 10 kb de tamafio. Fraenkel-Conrat et al.®® demostraron en
1957 que se podian formar espontdneamente particulas virales a partir de subunidades
purificadas de proteina de cubierta y de ARN sin ninguna influencia adicional, lo cual se
explicaria asumiendo que la particula estuviera en un estado de minima energia libre, y
por lo tanto, constituyera una estructura favorecida a partir de los componentes®®®°. Esta

estabilidad es una caracteristica importante de la particula viral en los potyvirus.

1.1.2 Tamafo y organizacion del genoma de Potyvirus

El genoma viral, compuesto por ARN, esta caracterizado por su tamafio extremadamente
pequefio. En todos los virus de ARN conocidos su rango de tamafio oscila entre las 2,3

kb que presentan miembros de la familia Narnaviridae hasta las 30 kb de los miembros
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de la familia Coronaviridae, si bien el tamafio medio oscila alrededor de 10 kb"®, mientras
gue los genomas de virus de ADN pueden ser hasta 1000 veces mas grandes. Varios
factores se han sugerido como limitantes para el tamafio del genoma. Las cadenas
largas de ARN son fragiles, lo que explicaria el menor tamafio de los virus que poseen
este tipo de genoma®. En el caso particular de los virus de ARN de plantas también
existe la hipotesis de que los plasmodesmos, a través de los cuales el virus se mueve de
célula a célula, pueden limitar el tamafio del genoma®?*®. Ademas, un genoma pequefio
se replica mas rapido que un genoma largo, lo que tiene importantes repercusiones en el
tamafio poblacional del virus. Ademas, el tamafio del genoma viral puede estar
condicionado por el hecho de que los virus de ARN presentan una replicacion
intrinsecamente propensa a errores. En este sentido, genomas de mayor tamafio
presentarian mayor carga mutacional, donde la mayoria de las mutaciones tendrian un
caracter deletéreo, lo cual supondria un impacto potencialmente negativo en la evolucion
del virus®. En comparacioén, los virus de ADN bicatenario se replican con mayor
fidelidad y tienen tasas de mutacion mucho mas bajas, lo que les habria permitido
alcanzar mayores tamafios gendémicos. Sin embargo, existe al menos una excepcion
dentro de los virus de ARN, que viene del mundo de los virus de animales y tiene el
genoma mas grande conocido (26-32 kb); es el caso de los nidovirales. Estos virus
tienen un conjunto de enzimas vinculadas a su replicasa y que se encuentran implicadas
en mecanismos de reparacion, lo que sugiere que estos virus son capaces de reducir la
tasa de mutacion y asi evitar el mayor inconveniente que supone presentar genomas de
mayor tamafio'®*®®. En cualquier caso, a pesar del desafio que le supone al virus la
reduccion de su tamafio genémico, los virus han conseguido maximizar su capacidad
genética mediante la codificacion de genes de forma solapada. El ARN gendémico de los
potyvirus contiene una sola pauta abierta de lectura (ORF) que codifica para una
poliproteina, la cual es procesada proteoliticamente mediante proteasas codificadas por
el propio virus (Figura 1). La region N-terminal de la proteina codifica las proteinas virales
maduras P1 y HC-Pro, y es variable entre distintos potyvirus y otros miembros de la
familia Potyviridae. Las regiones centrales y C-terminales de la poliproteina tienen una
arquitectura conservada y codifican las proteinas virales maduras P3, 6K1, Cl, 6K2, VPg,
NlaPro, Nlb y CP. El procesamiento de la poliproteina precursora de las proteinas
individuales se produce por medio de las proteasas virales NlaPro, HC-Pro y P1?, como
indican las flechas en la Figura 1. Ademas de la ORF larga, en los potyvirus existe una
ORF corta, que codifica para la proteina P3N-PIPO, solapada dentro de la region que
codifica P3, pero que se traduce en una pauta de lectura +2 en relacion a P3. La
expresion de P3N-PIPO parece tener lugar como un producto de fusion de la parte N-
terminal de P3 (ca. 25 kDa) con un motivo altamente conservado en el extremo 5' de

PIPO. Esta fusidon parece surgir a través del desplazamiento de la pauta de lectura



ribosomal o por deslizamiento trascripcional*. La longitud de PIPO es bastante variable
entre las diferentes especies de potyvirus, variando entre 60 y 115 aminoacidos*

Los extremos 5' terminal y 3' terminal del genoma de potyvirus estan flanqueados por
regiones no codificantes. Dentro del extremo 5' no codificante existe una estructura
secundaria de ARN que funciona como sitio interno de entrada del ribosoma (IRES)*
Ademas el genoma de los potyvirus esta asociado con la proteina VPg en el extremo 5'
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termina y con una cola de poliadenina de tamafio variable en el extremo 3'

terminal**®2%°,

N7 v vy |V v

VPg — P1 HC-ProI P3 ¥ <« Nib CP }—PoliA

6K2

’ \
P3N+PIPO VPg Nia-Pro

Figura 1. Esquema de la organizacion gendmica de TEV, como representante del género Potyvirus.
Los cuadros representan proteinas maduras individuales que se obtienen tras el procesado de la
poliproteina por las proteinasas virales NlaPro, P1 y HC-Pro, tal y como indican las flechas. Las
cajas inferiores a la pauta de lectura grande muestran la pauta de lectura alternativa que da lugar
a la proteina P3N-PIPO. (Figura adaptada de Revers et al.”").

Las proteinas de los potyvirus son multifuncionales. Una de las proteinas con mas
funciones conocidas es HC-Pro, que ademas de ser la proteinasa encargada de la auto-
escision del extremo N-terminal®, también esté involucrada en un nimero de procesos
infecciosos tales como la transmision por &fidos'®, movimientos de célula a célula®®’ y a
larga distancia®'®, supresion del silenciamiento génico* y desarrollo de sintomas®®’. La
proteina de la cubierta de los potyvirus (CP) también estd implicada en multitud de
interacciones con factores virales, con el huésped y con el vector de transmision®

La Tabla 1 resume las funciones descritas para cada una de las proteinas virales, si
bien las funciones mas relevantes se describiran con detalle en los siguientes apartados

de esta Introduccion.
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Tabla 1. Funciones de las proteinas de potyvirus.

Proteina Funciones

P1 » Serina proteinasa
= Factor accesorio para la amplificacién del virus
= Adaptacion al huésped

HC-Pro = (Cisteina proteinasa
= Factor ayudante para la transmision por afidos
=  Supresién del silenciamiento del ARN
= Aumento de cantidad de particulas virales

P3 »  Amplificacién del virus
= Adaptacion al huésped

P3N-PIPO * Movimiento célula a célula del virus

6K1 = Posible modulacién de la actividad de P3

Cl = Helicasa del ARN
= Replicacion del ARN
= Formacion de estructuras de molinillo con aspas
=  Movimiento del virus célula a célula

6K2 = Proliferacién de vesiculas de membrana
® Transporte hacia la membrana
VPg * Proteina ligada al extremo 5’ del genoma viral

= Cebador de replicacion viral
=  Traduccion del ARN
=  Movimiento del virus

NlaPro = (Cisteina proteinasa
= ADNasa
NIb = Polimerasa de ARN dependiente de molde de
ARN (replicasa viral)
CP =  Proteccion del ARN genédmico

=  Movimiento del virus
=  Transmisién por afidos

1.1.3 Ciclo de vida de Potyvirus

1.1.3.1 Transmision viral

Al contrario de los animales, las plantas no disponen de receptores en la superficie de la
célula que permitan la entrada del virus, ni tienen una membrana celular descubierta que
permita la fusion de los virus para lograr la inclusién en la célula huésped. Un desafio
especial a la hora de la transmision para un virus de plantas es la gruesa y sélida pared
celular vegetal. Este seria el motivo por el cual los virus de plantas han evolucionado
hacia el uso de vectores de transmision, que perforan para ellos la pared celular y
ademas les sirven de vehiculo. Los vectores mas comunes son artrépodos, pero

nematodos, hongos e incluso bacterias también pueden transmitir virus®*’. En el caso de



los potyvirus, sus vectores son artrépodos que durante la alimentacion de la planta
infectada adquirieren de forma pasiva el virus y lo transfieren a una planta sana, su
proxima fuente de alimentacion. La transmisién es un proceso especifico para cada
virus, es decir, un virus en particular puede ser transmitido por una sola especie o un
género particular de vector y no por otros. Ademas, la interaccién entre un virus y su
vector especifico es muy variable: algunos virus tan solo se enganchan en las partes
bucales del vector, mientras que otros llegan a multiplicarse en las células de sus

vectores®®14°

. Hay unas pocas excepciones, como el caso de los tobamovirus, cuyo
modo de transmision consiste en el contacto mecanico pasivo de planta a planta o por
semillas, sin implicar ningln vector en especial. A pesar de que algunos potyvirus se
transmiten por el polen o por las semillas, éste no es el caso de TEV, que sirve de

modelo en este trabajo.

1.1.3.2 Multiplicacion viral

El primer paso de la replicacién viral es la entrada del viridbn en una célula del huésped.
Una vez el virion penetra en el interior, enseguida puede empezar la traduccion del ARN
en la poliproteina. Tras el procesado de la poliproteina en proteinas maduras, se inicia el
proceso de multiplicacién: primero NIb genera la cadena negativa a partir del ARN
genomico y después estos anti-genomas se usan como molde para que Nlb sintetice la
cadena positiva, la que a su vez puede utilizarse como ARNm, implicarse en nuevos
pasos de replicacion o bien ser encapsidada formando nuevos viriones.

En cuanto a la localizacién de la multiplicacion viral, muchos trabajos demuestran que,
al igual que en el caso de los virus animales®®!****" |os potyvirus también se replican en
vesiculas producidas por remodelaciéon de endomembranas de la célula huésped®®.
Estudios con varios potyvirus confirman que la proteina 6K2, que contiene un dominio
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hidréfobo central””, se asocia con VPg y NlaPro en las membranas derivadas del

reticulo endoplasmatico*****°

e induce la formacién de vesiculas citoplasmaticas que se
distribuyen por todo el sistema de membrana del reticulo endoplasmatico (RE) cortical y
perinuclear'”®. Estas vesiculas constituyen los sitios de replicacion viral®®. Las vesiculas
se forman acumulando la proteina 6K2 en los sitios de salida del RE (ERES) de manera
COPI y COPII dependiente, lo que sugiere que la biogénesis de vesiculas depende del
transporte retrogrado y anterdgrado entre el reticulo endoplasmatico y el aparato de
Golgi®®®. La colocalizacion de 6K2 con los cuerpos de Golgi** apoya esta teoria. De esta
manera, las vesiculas inducidas por 6K2 se mueven por el citoplasma usando los
microfilamentos de actina sin que los microtibulos estén implicados en el proceso®%?,
dirigiéndose a los cloroplastos, donde se fusionan con la membrana e inducen
invaginaciones en la misma®'. La presencia de ARN y de intermediarios replicativos de

96,108,160

ARN en estas vesiculas asociadas a cloroplastos indica que son sitios de
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replicacién viral, mientras que el RE es el sitio donde los potyvirus inician la traduccion
del genoma y donde se forman las vesiculas 6K2°°*. Se ha demostrado también que los
cloroplastos asociados a las vesiculas inducidas por 6K2 estan presentes en una larga
estructura globular perinuclear, que contiene RE compacto, aparato de Golgi y
coaptameros COPII'®, Para resumir las conclusiones de estos estudios, la replicacion
parece tener lugar en cloroplastos incluidos dentro de la estructura globular perinuclear y
después las vesiculas 6K2 brotan de los ERES y se mueven hacia la membrana
plasmatica y plasmodesmos para la transmision del virus a las células vecinas'®. Sin
embargo, no se descarta las posibilidad de que la replicacién también tenga lugar en la
estructura perinuclear fuera de los cloroplastos o en los cloroplastos fuera de la
estructura perinuclear.

No sélo las proteinas 6K2, VPg y NlaPro estan implicadas de forma esencial en la
multiplicacién de los potyvirus, sino que otras proteinas virales también lo estan. Se ha
demostrado que las proteinas 6K2, Nla, NlaPro y NIb también se localizan en las

17,53,56,73,161

vesiculas replicativas La replicasa NIb, forma el nlcleo del complejo

replicativo™'®. Ademas, la helicasa Cl, y las proteinas VPg y Nla estan ligadas al extremo

b82,17l

5" del ARN viral interactuando con NI , mientras que la proteina 6K2 sirve como

anclaje a la membrana®®?!8. Las proteinas P3 y 6K1 también son imprescindibles en la
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replicacién vira , aunque su papel no estd muy bien determinado. La proteina P3

se encuentra asociada tanto con RE como con las vesiculas replicativas®®®

, 'y al igual
que 6K1, interacciona con varias proteinas virales®®. La proteina HC-Pro tiene la funcién
de silenciamiento de la actividad supresora de ARN de la planta. De esta forma, HC-Pro
protege los intermediarios replicativos y las hebras gendmicas de ARN viral cuando no

llevan céapsida®’*%.

Sin embargo, hay indicios que provienen de los estudios de
interacciones de HC-Pro con otras proteinas virales y de planta que demuestran que HC-
Pro puede estar involucrada de forma directa en la multiplicacién de potyvirus®. P1 no es
esencial para la multiplicaciéon de potyvirus, pero actiia como un factor accesorio para la
amplificacion del genoma®”®. CP y P3N-PIPO no parecen desempefiar un papel en este
proceso™®, a pesar de lo cual se ha demostrado en TEV que para completar el proceso
de multiplicacion es necesaria la traduccion hasta el codén 138 de CP y la colocacion de
un elemento de ARN que actlia en cis entre los codones 211 y 246°.

Aparte de los factores virales y celulares involucrados en la replicacion del ARN, en
las vesiculas replicativas también estan presentes los factores celulares necesarios para
la biosintesis e incluso para el procesamiento de proteinas, lo que indica que la
traduccion del ARN viral y su replicacion pueden estar acoplados®****?°, Por otro lado,
es posible que los factores de traduccién de plantas incluidos en vesiculas, aparte de su
papel en la traduccién del ARN viral, estén directamente involucrados en la sintesis del

ARN gendmico viral, ya que algunos de ellos interactdan con la replicasa viral Nlb.



Uno de los factores celulares que interacciona con proteinas virales y participa de
forma directa en la multiplicacion del virus es el factor de iniciacion de la traduccién
elF4E y sus isoformas. Este factor celular interacciona con VPg****** y con 6K2, VPg y
NlaPro'’. Varios estudios in vitro demostraron que la polimerasa viral Nlb interacciona
con la proteina de union a poli(A) 2 (PABP2, otro factor de traduccion), con la proteina de
choque térmico 70 (Hsc/HSP70-3, una chaperona celular) y con el factor de elongacion
de traduccion eEF1A'""*?¥_ Las plantas de Nicotiana benthamiana y de A. thaliana que
presentan niveles alterados de expresion de HSP70-15 han sido menos susceptibles a la
infeccion con varios potyvirus, debido a la inhibicion de la traduccion del ARN viral**"**,
Experimentos in vitro también demostraron que tanto VPg, NlaPro como NIb
interaccionan con la proteina PABP8, que se encuentra en A. thaliana; ademas, VPg y
NlaPro interaccionan también con PABP4’3. En estudios con mutantes se confirmé que
PABP es un factor importante para la acumulacién del virus.

Huang et al.'*’ demostraron que una proteina parecida a la ARN helicasa de
melocotonero y de Arabidopsis (AtRH8), que esta relacionada con elF4A, interacciona
con la proteina VPg del virus de la sharka (PPV) en vesiculas 6K2. Los mutantes que no
expresaban esta proteina eran resistentes por completo a la infeccion con PPV y TuMV,
demostrando que esta ARN helicasa tiene un papel crucial en la multiplicacion de
potyvirus'*’. Recientemente, se demostré en TuMV que las proteinas de la familia
SNARE Syp 71 y la proteina similar a SNARE Vap27-1 son reclutadas a las estructuras
tubulares inducidas por 6K2%3, donde la proteina 6K2 interacciona con Vap27-1 e induce
su unién a Syp71, posiblemente sirviendo de enlazador entre 6K2 y Syp71°.

Algunos factores relevantes para la infecciéon con potyvirus, como DBP1%*, DIP2*' y
elF4E'"* no parecen estar directamente involucrados en la replicacion, pero si tener
un papel importante en la regulacion de la interaccién del virus con el huésped.

Para la regulacién de procesos de traduccion y replicacion que parecen estar ligados
funcionalmente y localmente, se propusieron varios factores implicados. Andlisis
transcriptomicos revelaron que la expresion de las proteinas ribosomales RPS2, RPS6,

y que
estas proteinas son requeridas para la traducciébn de potyvirus. También parece

RPL7, RPL13 y RPL19 esta afectada durante las infecciones con potyvirus®’ 2%

importante la proteina P1, que se une especificamente a la subunidad ribosomal 60S y
parece estimular la traduccion de las proteinas virales'®. Al contrario, la expresion de la

co-chaperona CPIP (proteina que interactia con CP)'*

, asociada a la chaperona
HSC70, induce la degradacion de CP y asi mejora la traduccion viral a costa de la
replicacion. También se describié por Khan et al.**® que la proteina viral VPg mejora la
eficiencia de la traduccion del ARN e inhibe la transcripcion del ARN destinado a ser
encapsidado. Sin embargo, el caso de regulacién por la proteina VPg es mas complejo y

requiere varios factores celulares adicionales a los nombrados arriba. La mejora de la



| Introduccién

traduccion mediada por VPg es dependiente de la presencia de los IRES y de las
interacciones o bien VPg/elF4F o VPg/elF(iso)4F™°. Se ha descrito que la proteina VPg
esta unida covalentemente al extremo 5 del ARN viral, imitando la estructura presente
en el extremo 5’ del ARN mensajero celular e interactuando con varios factores celulares
implicados en la traducciéon®®. Sin embargo, la mejora de la traducciéon promovida por
VPg no parece requerir la union covalente al ARN viral, sino que esta unién Unicamente
seria necesaria para la ronda inicial de traduccion de ARN®!. Otra posibilidad que
encuentra apoyo en varios estudios, en los que se demostro la interaccién de VPg con la

b82,269

replicasa viral NI , €s que la proteina VPg covalentemente unida esté implicada en

la sintesis de ARN y no en su traduccién, ejerciendo de cebador™*"**%,

1.1.3.3 Movimiento de Potyvirus

En el transporte del virus se distingue entre el transporte de célula a célula y el
transporte a larga distancia. Para una propagacion eficaz del virus en la planta, las
particulas virales amplificadas en las vesiculas de membrana primero tienen que
moverse por plasmodesmos que representan la unidn directa de los citoplasmas
celulares. Después de cruzar las células del mesdfilo, el haz vascular de las hojas, las
células vasculares del parénquima y las células acompafantes, el virién finalmente entra
en el tubo criboso. Una vez dentro, es cuando se inicia el transporte a larga distancia. A
partir de aqui, los viriones son transportados por la savia del floema a lugares distantes,
donde saldran del haz vascular para iniciar nuevos sitios de infeccion y difundir de forma
sistémica en toda la planta.

La movilidad no esta restringida Unicamente a los viriones, sino que también esta
presente en los complejos replicativos, los cuales se mueven a lo largo de

53,56,103,172,252
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microfilamentos de actina con la participaciéon de la miosina Xl- y luego

pasan entre distintas células a través del haz vascular’®*%.

Las proteinas virales claves de movimiento son CP y CI*®®*% Rojas et al.?”’
demostraron que también HC-Pro puede estar implicada en el movimiento intracelular,
aumentando el limite de tamafio de particulas que pueden pasar por los plasmodesmos.
Del mismo modo, también se vio implicada la proteina VPg, que parece unirse a HC-

Pro*®

Esta hipotesis encontré apoyo en varias pruebas de interacciones de las
proteinas tanto in vitro®*® como en levaduras™’ y plantas®®.

Mas recientemente, también se descubrio el papel crucial de la proteina P3N-PIPO en
el movimiento del virus. Esta proteina interactia de forma directa con polimeros de Cly
los dirige hacia los plasmodesmos utilizando la ruta secretoria. El complejo CI/P3N-PIPO,
formado en las membranas del reticulo endoplasmatico de la estructura perinuclear
inducida por el virus, se desplaza hacia los plasmodesmos a través del sistema secretor

y se ancla a ellos gracias a la interaccién del dominio PIPO con PCaP1%®. PCaP1le es



una proteina de planta de unién catidnica e hidréfila que estd anclada a la membrana
plasmatica a través de la miristoilacion de un residuo de glicina’’*. A continuacién, mas
moléculas de Cl se unen al complejo CI/P3N-PIPO/PCaP1 por auto-interaccion y se
forman estructuras cénicas. La proteina CP se desplaza, en conjunciéon con moléculas
recién sintetizadas de ARN viral liberadas de las vesiculas de replicacion, a lo largo de
microfilamentos de actina hacia el plasmodesmo mientras se forman viriones 0 nuevos
complejos replicativos, uniéndose a estructuras conicas de Cl para moverse a través de
los plasmodesmos a la célula vecina.

Ademas de PCaP1, otros dos factores del huésped que podrian tener un papel en el
movimiento de célula a célula han sido identificados. Los dos interactian con VPg. El
primero es PVIP, que es parte de una pequefia familia de proteinas que contiene un
dominio de regulacién de expresién génica a través de modificacion de histonas*. En
Arabidopsis, los genes PVIP2 y PVIP1 actian como reguladores centrales en el
desarrollo mediado por auxina®®. Sin embargo, los factores celulares PVIP se localizan
en el ndcleo, y por lo tanto, es mas probable que la interaccion VPg/PVIP regule el
transporte modificando la expresidn de otros genes sin estar directamente involucrada en
el transporte viral. El segundo factor que esta putativamente implicado en el transporte,
aungue su papel aun estd por dilucidar, es la proteina celular elF4E y su isoforma
elF(iso)4E. Su interaccidon con VPg estd bien caracterizada para la multiplicacién del
virus y hay indicios de que, al menos en TEV, esta proteina estd implicada en el
transporte de complejos replicativos del virus de célula a célula®®.

El mecanismo de transporte vascular o de larga distancia es poco conocido. El
movimiento a larga distancia implica varios pasos: (i) la entrada del virus en las células
del floema (ii) la entrada en el haz vascular (iii) el transporte a lo largo del haz vascular y
(iv) la salida del haz vascular uniéndose al transporte de los hidratos de carbono. Cada
uno de estos pasos puede representar un cuello de botella para la propagacion del virus,
ya que el virus tiene que traspasar varias barreras para llegar a su destino. Se ha
demostrado que el tamafio de la poblacién viral que invade la parte de la planta hasta
entonces no infectada depende de la concentracién de virus en la savia oly de las
barreras que impone el huésped*™.

No se sabe si el movimiento del virus a larga distancia se produce en forma de
viriones o como complejo replicativo, ni tampoco se conocen factores celulares
especificamente involucrados en el proceso, pero algunos factores necesarios para la
propagacion sistémica han sido caracterizados, asi como los factores que la delimitan®.
Las proteinas virales con alguna implicacion en el movimiento a larga distancia son CP,
VPg y 6K2. A pesar de la poca informacion disponible de factores celulares que
promueven la propagacion del virus, se han caracterizado varios factores de restriccion

del transporte a larga distancia. Los mas descritos son los genes de restriccion de
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movimiento de TEV (RTM) identificados en A. thaliana'*®. Se han descrito cinco genes
dominantes de esta clase, denominados RTM1, RTM2, RTM3, RTM4 y RTM5. Todos

50,155,258 H
I , Si

ellos estan involucrados en la resistencia de la planta frente a la infeccion vira
bien Gnicamente se han caracterizado en profundidad los tres primeros. La presencia de
alelos dominantes en los tres loci caracterizados es necesaria para el bloqueo del
movimiento sistémico de TEV, mientras que mutaciones recesivas homocigotas en
cualquiera de los tres loci permite una infeccion sistémica***?*®, El papel de los otros
dos loci RTM4 y RTM5 aun no ha sido comprobado experimentalmente.

RTM1 codifica una proteina lectina jacalina con similitud de secuencia a varias
proteinas de unién a mirosinasa que participan en la respuesta de defensa®. RTM2
codifica una proteina cuya regién N-terminal es similar a pequefas proteinas de choque
térmico de plantas, mientras que la regibn C-terminal tiene un dominio

transmembrana®®

. A su vez, RTM3 codifica una proteina con una homologia al dominio
meprina y TRAF (MATH) en su regién N-terminal y un dominio de hélice superenrollado
en su extremo C-terminal®™. RTM4 y RTM5 solo han sido caracterizados
genéticamente®, pero aun no han sido clonados para realizar ensayos que apoyen su
papel en la resistencia de la planta. Las proteinas RTM1 y RTM3 forman un complejo
multimérico®. La interaccion directa de este complejo con CP no se pudo demostrar,
pero una mutaciéon en CP aumenta la susceptibilidad de la planta®®.

Los mecanismos por los cuales estas proteinas restringen el movimiento de TEV a
larga distancia aun no estan claros. Se han propuesto varias hipétesis: (i) las particulas
del virus o los complejos replicativos podrian ser secuestrados por el complejo RTM en el
proceso de movimiento cuando estdn en el haz vascular, (i) el complejo RTM podria
reducir la accesibilidad del virus a factores o estructuras celulares requeridos para el
movimiento a larga distancia o (iii) el complejo RTM podria activar una respuesta
inmunoldgica en la planta como consecuencia de la infeccién por el virus que provocara

restriccion del movimiento.

1.1.4 Caracteristicas particulares de TEV

TEV pertenece al género Potyvirus de la familia Potyviridae y a la superfamilia de los
picornavirus. Su material genético consiste en ARN de polaridad positiva. El virus es
transmisible de forma no persistente por mas de 10 especies de pulgén*?, entre otros
Myzus persicae, Macrosiphum euphorbiae y Aphis fabae'®. Su gama de huéspedes
consta de mas de 120 especies en 19 familias diferentes de plantas, entre los cuales sus
huéspedes principales pertenecen a la familia de las Solanaceae. Los sintomas
sistémicos tipicos inducidos por TEV en sus huéspedes primarios son nervaduras mas
claras, grabado necrético en las hojas, tallo corto y malformaciones de las hojas®*, pero

la gravedad y extension de los sintomas dependen de la cepa de virus, asi como de las



especies de huéspedes infectados. La Figura 2 muestra sintomas de infeccién con TEV
en tres huéspedes diferentes pertenecientes a la familia Solanaceae (Nicotiana tabacum,
N. benthamiana y Capsicum annuum).

La existencia de TEV en el campo es muy comun en América del Norte y del Sur. Se
han detectado casos en Canadé, Estados Unidos (inclusive Hawai), México, Puerto Rico
y Venezuela.

Figura 2. Sintomas en diferentes plantas huéspedes de TEV. (A) N. tabacum (B) C. annuum y (C)
N. benthamiana

Lo que se sabe de la replicacion de TEV es comun a otros potyvirus y ha sido descrito en
detalle anteriormente en el apartado 1.1.3.2. Como otros potyvirus, también TEV se
ensambla espontaneamente formando una nucleocapsida filamentosa y flexible con una
longitud de alrededor de 800 nm y una anchura de aproximadamente 13 nm. La capa
proteica, formada por varios monémeros de la proteina CP y polimeros de la proteina Cl,

también es parte de la particula viral*>****%,

1.1.5 Mecanismos de resistencia del huésped frente al virus

Los mecanismos moleculares por los cuales un virus puede dar lugar a progenie
infecciosa dentro de una célula dada del huésped, donde el virus utiliza el metabolismo
celular en su propio beneficio, a menudo implican un dafio a la célula y, ocasionalmente,



| Introduccién

incluso la muerte del organismo. En el contexto de la adaptacion viral a su huésped, se
esta promoviendo una coevolucion de virus y células, en la cual el huésped, tanto animal
como vegetal, ha desarrollado mecanismos de defensa que ayudan a mantener el
equilibrio en las interacciones virus-patogeno.

Existen dos modelos generales de defensa del huésped. El primero esta
especialmente adaptado para la resistencia en plantas. En este modelo, un genotipo de
parasito puede infectar a todos los genotipos de huésped y un genotipo del huésped es
universalmente susceptible®®. La resistencia ocurre cuando los agentes patégenos
producen ciertas proteinas conocidas como factores de avirulencia (Avr). Estos factores
de avirulencia son Unicos para cada patdgeno. Los productos de los genes Avr son
identificados en la célula huésped por factores que son productos de genes de
resistencia (R). Los genes R de la planta tienen que coincidir con los genes Avr del
parasito para que la planta sea inmune al parasito intracelular’*. En el caso de que no
exista esta coincidencia, el patégeno puede colonizar el huésped y evitar su respuesta
inmunitaria. Una respuesta tipica de resistencia inducida en plantas es la reaccién de
hipersensibilidad (HR), que consiste en la muerte celular localizada y la consecuente
detencion de la propagacion viral en el tejido vegetal. Flor fue el primero en demostrar
gue la herencia de ambos, de la resistencia del huésped y la capacidad del parasito para
causar la enfermedad, esta controlada por sus correspondientes parejas de genes, lo
que acufi6 como modelo de interaccion gen-a-gen®. El segundo modelo de resistencia
es el de alelos coincidentes (MA). Este modelo es mas conocido por los zodlogos de
invertebrados y esta basado en el modelo de respuesta inmunitaria al reconocimiento de
lo propio y de lo extrafio. La infeccién no es posible a menos que el parasito posea todos
los alelos que coinciden con los del huésped®. En definitiva, los dos modelos
representan los extremos opuestos del mismo continuo, es decir, se requiere una
correspondencia genética exacta entre el patdgeno y el huésped para determinar el
destino de la infeccion.

Los genes R de numerosos huéspedes han sido descrito para muchos virus de
plantas®’. Sin embargo, no se ha descubierto todavia ningin gen especifico de
resistencia en los huéspedes naturales de TEV, si bien esta muy bien documentado que
la defensa antiviral estd mediada por silenciamiento de ARN®!. Estos mecanismos estan
basados en el reconocimiento especifico de secuencias por pequefias moléculas de
ARN y operan para que los eucariotas puedan protegerse de los patégenos. Ademas de
ser un componente crucial del sistema inmune innato contra los patdgenos bacterianos y

virales!’®182

, el silenciamiento por ARN en plantas es uno de los mecanismos mas
importantes de regulacion de genes. Muchos virus producen, en alguna fase de su ciclo
de infeccion, intermediarios de ARN de doble cadena que inducen el silenciamiento de

ARN. ElI ARN de doble cadena es reconocido y digerido por la enzima Dicer, que posee



dominios de ARNasa de tipo Ill capaces de cortar los ARNs de doble cadena para formar
moléculas pequefias de 21-24 nucledtidos de longitud. Estas pequefias moléculas de
ARN se denominan ARNSs de interferencia o sSiARN. En la siguiente etapa, el siARN se
une a un complejo con actividad nucleasa para formar el complejo RISC (complejo de
silenciamiento inducido por ARN). La actividad helicasa de RISC separa las dos hebras
del siARN, una de las cuales permanece unida al complejo y sirve como molde para
reconocer otras hebras de ARN a degradar. El nlcleo del complejo RISC esta formado
por proteinas pertenecientes a la familia argonauta (AGO), que promueven la
degradacion de ARNs virales, limitando consecuentemente la acumulacion vy
propagacion del virus dentro del organismo huésped®®*#’.

Los virus han desarrollado estrategias para suprimir los efectos defensivos de
silenciamiento de ARN en un huésped. Por ejemplo, la proteina HC-Pro interfiere en la
propagacién de la sefial de silenciamiento a través de la planta®’. Ademas, los virus
interaccionan con funciones celulares reguladas por pequefios ARNs enddgenos,
redirigiendo estas funciones de varias maneras*®#*,

En el caso particular de A. thaliana, empleada como modelo experimental en esta
Tesis, cabe destacar que sus ecotipos varian en la susceptibilidad a la infeccién por
TEV™®. Algunos ecotipos permiten el movimiento a larga distancia desde la hoja de
roseta, en la que el virus se inocula, a los tejidos de la inflorescencia no inoculada. Por el
contrario, otros ecotipos soportan la replicacién en las hojas inoculadas, pero no
permiten el movimiento sistémico™®. Los determinantes genéticos de la susceptibilidad
de A. thaliana a la infeccién viral han sido estudiados a fondo®. En concreto, el sistema
de resistencia de A. thaliana mejor descrito, aun sin una completa comprension de sus
mecanismos, es el complejo multigénico RTM. Este complejo esta compuesto por los loci
RTM, como se ha descrito en detalle en la seccién 1.1.3.3 de esta Introduccién. La
susceptibilidad de ciertos ecotipos a TEV es debida a mutaciones en cualquiera de los
tres loci RTM*®,

1.2 Herramientas de la evolucion viral

El estudio de los virus de ARN presenta un enorme interés desde el punto de vista de la
patologia, pero al mismo tiempo, la capacidad evolutiva de los virus de ARN los convierte
en un sistema idoneo para los estudios de evolucion. Un virus de ARN de cadena
positiva, una vez entra en el citoplasma del huésped, puede apropiarse de la maquinaria
de la célula para iniciar la biosintesis de sus proteinas y la replicacion, sin tener la
necesidad de transportar su genoma al nucleo de la célula huésped, y por tanto, sin
correr el riesgo de ser degradado en el proceso por los mecanismos de defensa de la
planta. Estos agentes infecciosos son unicos en su capacidad de almacenar la

informacion genética de forma eficiente y productiva en una o varias moléculas de ARN.
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Ademads, los virus de ARN tienen caracteristicas distintivas que subyacen especialmente
en este tipo de genoma y les permiten ser capaces de generar gran variabilidad
genética, saltar las fronteras de las especies y propagarse en nuevos huéspedes. Estas
caracteristicas son los mecanismos béasicos del cambio evolutivo: altas tasas de
mutacion y recombinacion, grandes tamafios poblacionales y cortos tiempos de

generacion®®>681%,

1.2.1 Mutaciones adaptativas

Las altas tasas de mutacion de los virus de ARN dependen en gran parte de la
polimerasa de ARN, que es muy propensa a errores. Por poner un ejemplo, la estima de
la tasa de mutacién de TEV es de 1,2 - 3 x10® sustituciones por nucleétido y por
generacion, una tasa representativa para la mayoria de los virus de ARN?'##>241 Ep
promedio, cada nueva secuencia contiene una mutacion respecto a su ancestro.
Ademas, la tasa de mutacion viral también es dependiente del huésped en el que tiene
lugar la replicacion'®. La elevada capacidad de generacién de mutantes de los virus de
ARN y su amplia extensién entre diferentes huéspedes es especialmente importante
para la supervivencia de virus cuyo huésped a menudo son plantas anuales. De hecho,
la mayoria de los virus de plantas tienen este tipo de genoma.

Las mutaciones se pueden calificar cominmente en relaciébn a la eficacia como
neutrales, beneficiosas o deletéreas. Las mutaciones neutrales se acumulan por deriva
genética a velocidad constante y este proceso depende sélo del tamafio de la poblacion
y de la tasa de mutacion®®. Por otra parte, la fijacién de mutaciones beneficiosas y la
eliminacion de mutaciones deletéreas dependen de la seleccién, y por lo tanto, del medio

d*??18 En |a

ambiente, ademas del tamafio de la poblacién y de su heterogeneida
mayoria de los casos, la transferencia del virus entre diferentes tipos de huéspedes no
lleva directamente a una infeccién epidémica, sino que resulta en una infeccién puntual y
limitada. Cuando el salto se produce a un huésped parcialmente accesible, que permite
la replicacion del virus de forma minimamente eficiente, la adaptacion del virus al nuevo
huésped va a estar probablemente determinada en gran medida por procesos epistaticos

y pIeiotrc’)picos77,80,97,140.

La pleiotropia es un fendmeno en el cual genes Unicos
contribuyen a varias caracteristicas fenotipicas y, en consecuencia, una mutaciéon en un
gen pleiotropico puede tener un efecto sobre algunos o todos los rasgos de forma
simultdnea. En la evolucion se habla de pleiotropia antagonista cuando la selecciéon de
un rasgo favorece la eficacia, mientras que la seleccion de otro rasgo codificado por el
mismo alelo tiene el efecto contrario.

El efecto de las mutaciones sobre la eficacia serad dependiente del contexto genético y
ambiental donde se producen las mutaciones. Bajo condiciones de epistasia, el efecto de

mutaciones dobles y mdltiples no es la suma de las mutaciones Unicas (efectos aditivos),



sino que en estos casos existe una interaccion significativa entre las mutaciones, que
puede ser antagonista (efecto menor a la asuncién de aditividad) o sinergista (efecto
mayor a la asuncion de aditividad).

La seleccion que interviene sobre la evolucion puede ser positiva 0 negativa. La
seleccion positiva favorece la presencia de mutaciones adaptativas, mientras que la
seleccion negativa elimina o tiende a la eliminacion de las mutaciones deletéreas. La
frecuencia de una mutacion dada en la poblacién viral también puede estar determinada
por la deriva genética, que resulta de los cambios en el tamafio de la poblacion que
pueden conducir a la fijacién estocéstica de mutaciones, independientemente de su valor
selectivo. El principal resultado de la deriva genética es una nueva composicion aleatoria
de los genomas en una poblacion®®.

Si el virus no es capaz de replicar en el huésped nuevo, su proliferacion va a
depender de la preexistencia de mutantes virales que sean capaces de iniciar la
replicacion y recuperar la eficacia de la poblacién viral. Este conjunto de mutantes, que
forman un grupo de virus con genomas estrechamente relacionados y que compiten en
un entorno altamente mutagénico, ha sido definido clasicamente con el término de
cuasiespecies®. Uno de los aspectos clave de esta definicion es que la unidad de
seleccibn no es el virus individual, sino el conjunto de genotipos

interconectados®946:167:213

Este enjambre de genotipos constituye una reserva de
posibilidades evolutivas, exploradas previamente por el virus, y que pueden ser utilizadas
de nuevo si un cambio ambiental lo requiere™®. La capacidad de tener diferentes
variantes presentes en la poblacion incrementa la probabilidad de que al menos una
variante sea eficaz en las condiciones ambientales impuestas por el nuevo huésped. La
propiedad de los virus de mantener diferentes variantes de mutantes relacionados en la
poblacion sin que afecten a su fenotipo se denomina robustez mutacional o plasticidad
fenotipica. La robustez mutacional es considerada una caracteristica esencial en la
capacidad adaptativa de los virus, porque les permite hacer frente a las variaciones

frecuentes en su entorno’®.

1.2.2 Tiempo de generacion

Los tiempos de generacion en virus de ARN estan determinados por el tamafio pequefio
de su genoma y por la velocidad de la replicasa. Un genoma pequefio se replica mas
rapido que un genoma grande y una polimerasa de baja fidelidad, como es el caso de la
polimerasa del ARN dependiente de ARN, es més rapida que las polimerasas del ARN
dependientes de ADN. Evidentemente, estas propiedades tienen importantes
repercusiones en la tasa de mutacion y en los tamafios poblacionales de virus. La baja
fidelidad de la polimerasa de ARN debe de ser un rasgo adaptativo y resultado de un

compromiso con la velocidad de replicacion’ .
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1.2.3 Tamario de la poblacién viral

Otro factor relevante en la evolucion es el tamafio de la poblacién. En virologia, este
pardmetro se refiere a la poblacién de individuos altamente relacionados que constituye
la progenie de un genotipo inicial. Cuando las condiciones ambientales imponen
tamarnos poblacionales bajos, las mutaciones presentes en los genomas se transmiten a
la mayoria de los virus de la progenie, lo que resulta en una mayor fijacién de
mutaciones en la secuencia consenso. La reduccién en el tamafio de la poblacion implica
gue los procesos de competencia y seleccion de los genotipos mejor adaptados tienen
lugar entre un numero reducido de genomas. Ademas, estas condiciones favorecen la
accion de la deriva, y dado que la mayoria de las mutaciones tienen efectos deletéreos
sobre la eficacia, el resultado de las reducciones repetidas en el tamafio poblacional es
por lo general una disminucién en la eficacia de la poblacion. Por el contrario, grandes
tamafios poblaciones permiten la competencia entre un gran nimero de genomas,
aumentando la probabilidad de fijacion de mutaciones ventajosas, lo que resulta en el

aumento de eficacia®®®.

1.2.5 Arquitectura de genomas

La arquitectura de los genomas virales de ARN es otra de sus caracteristicas
sustanciales. En el pequefio genoma de los potyvirus existen pautas de lectura
solapantes®. Los mecanismos que permiten la superposicion de genes incluyen el
desplazamiento de la pauta de lectura ribosomal, el uso de codones de inicio no AUG y
el corte y empalme del ARN?!. Las proteinas creadas por solapamiento de genes suelen
ser proteinas accesorias que juegan un papel en la patogenicidad viral o en la

196

propagacion Estas superposiciones permiten al virus la compresion del genoma,

aumentando el repertorio de proteinas del virus sin aumentar la longitud del

genorna'15,44,221

1.2.6 Estructuras secundarias de ARN

Las estructuras secundarias de ARN presentan un papel fundamental en muchos
procesos celulares diferentes, incluyendo transcripcion, traduccion, localizacién, corte y
empalme del ARN, transporte, estabilidad y actividad catalitica. Los virus necesitan
interactuar con la maquinaria de sintesis del huésped para completar su ciclo de
replicacion. En este contexto, los genomas virales contienen estructuras secundarias de
ARN cruciales para las diversas etapas del ciclo de vida viral y la evasion de las
defensas del huésped. Estas estructuras de ARN incluyen IRES?® sefiales de
empaquetamiento y de corte y empalme de ARN, pseudonudos, estructuras secundarias
parecidas a ARN de transferencia, motivos de pauta de lectura ribosomal y elementos

reguladores cis®.



Teniendo en cuenta las estructuras secundarias del ARN, la seleccion de mutaciones
sindénimas ya no puede considerarse como neutra'*#®. Los cambios sinénimos podrian
dar lugar a una progenie no viable debido a potenciales cambios conformacionales
dentro de las estructuras secundarias de ARN y que pueden influir en la patogénesis del

virus, y en definitiva, en su viabilidad*’**.

1.2.7 Factores ambientales

A pesar de que las caracteristicas gendémicas de los virus de ARN son determinantes en
su evolucion, hay que destacar que los virus emergentes son la consecuencia de la
compleja interaccion de las dinamicas genéticas del patdgeno y del huésped’’*®’, donde
numerosos factores a menudo desconocidos son requisitos previos para el salto del virus
al nuevo huésped. Algunos de estos factores pueden ser cambios en el medio ambiente
y la posterior seleccion de los genotipos con mayor eficacia en las nuevas
condiciones®®’?**, En general, un aumento en la disponibilidad de posibles huéspedes,
tanto en el tiempo como en el espacio, facilita enormemente la evolucién y propagaciéon
de patdégenos. La disponibilidad de gran cantidad de huéspedes, altamente relacionados
filogenéticamente y presentes durante todo el afio, aumenta la probabilidad de la
emergencia de un virus®**%!"2% gin embargo, también es posible que el salto a un
huésped poco relacionado con el original no impida al virus una replicacion eficaz, de tal
manera que el virus pueda llegar a provocar una epidemia en la poblacién una vez el

virus consiga la extension local en la nueva generacion de huéspedes *’.

1.2.8 Generalistas y especialistas en la evolucion viral

La adaptacién viral a un nuevo huésped es un complejo proceso de cambio de
interacciones entre el huésped y el patégeno. El huésped constituye el entorno de
evolucion del parasito intracelular. Este es un entorno complejo y muy variable en el
espacio y en el tiempo. La heterogeneidad del huésped es un factor determinante en la
adaptacion del virus y representa un factor de seleccion. Los virus varian en su rango de
huéspedes y pueden clasificarse en base a este criterio en (i) especialistas, aquellos que
infectan so6lo una o unas pocas especies relacionadas de huéspedes y (ii) generalistas,
gue son aquellos que muestran una amplia gama de huéspedes donde son capaces de
replicar’’. Uno de los objetivos més recurrentes en los estudios de evolucién es el de
determinar por qué algunos virus muestran fuertes tropismos de células y tejidos, siendo
capaces de replicarse Unicamente en tipos celulares muy limitados, mientras que otros
evolucionan para poder infectar y replicarse en varios tipos de células diferentes.

La especializacion sobre un solo huésped podria permitir a los virus una reduccion de
la competencia interespecifica y asi conseguir altos valores de eficacia en este huésped.

Sin embargo, si llegado el caso estos genotipos altamente especializados tuvieran que
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cambiar de huésped, el coste en la eficacia que tendrian que pagar podria ser muy alto®.
Por otro lado, las ventajas del generalismo son mas evidentes: un virus generalista seria
capaz de beneficiarse de varios huéspedes, potenciando asi su eficacia. A pesar de ello,
se han descrito pocos casos de virus generalistas, lo que puede significar que el
generalismo conlleva un coste potencialmente alto como consecuencia de la incapacidad
para utilizar los recursos de un huésped dado de forma 6ptima®®. Debido a esto, cabe
pensar que la evolucién tiende a favorecer estrategias especialistas, mas si tenemos en
cuenta que la evolucién actia mas rapidamente en nichos estrechos?®%?%,

A nivel molecular, nos encontramos con dos fendbmenos que afectan al grado de
adaptacion a un huésped. El mas directo y sencillo es la pleiotropia antagonista, definida
como la situacién en la que las mutaciones que son favorecidas por la seleccién por ser
beneficiosas en un huésped resultan perjudiciales en otro®. El segundo mecanismo es el
relativo a la acumulaciéon de mutaciones neutrales o casi neutrales por efecto de la deriva
en un huésped dado, pero que resultan claramente deletéreas en uno alternativo®?’.
Ambos mecanismos implican diferencias en los efectos de eficacia de mutaciones en los
distintos huéspedes, pero no se trata de fendmenos equivalentes. Mientras que la
seleccién natural es la Unica razén para el primer mecanismo, la deriva genética lo es
para el segundo.

Como se ha comentado anteriormente, la existencia de variacion genética en las
poblaciones es esencial para la propagacién de un virus emergente. De hecho, la
homogeneidad en la poblacibn de huéspedes resulta por lo general en la

especializacién™ y conduce a la adaptacion local del virus®®®.

1.2.9 Eficacia viral

La eficacia viral es un concepto complejo que originalmente se definié como la capacidad
de un virus para producir una progenie infecciosa en un entorno dado®. Mas
ampliamente, tal y como se ha utilizado también en este trabajo, esta definicion se usa
para referirse a la eficacia replicativa®. La eficacia replicativa representa los efectos
combinados de todas las demas propiedades fenotipicas necesarias para la
supervivencia y reproduccion de un determinado genotipo en un determinado

ambiente®*

e incluye multiples componentes en el caso de virus de plantas, tales como
la entrada celular, replicacion, traduccion, ensamblaje, encapsidacion, liberacién del
virion de la célula huésped y capacidad de movimiento a corta y larga distancia, asi
como la resistencia a respuestas antivirales e incluso las tasas de transmision. La
mayoria de estos componentes de la eficacia implica la interaccion con factores celulares

del huésped’.



La eficacia viral replicativa no es un valor constante, sino que depende del entorno y
de las perturbaciones externas que pueden modificar completamente el valor cuantitativo
de la eficacia de un genotipo o de una poblaciéon entera’**®. Como se ha descrito
anteriormente, una poblacién viral es un enjambre dinamico y heterogéneo de genomas

relacionados.

1.3 La evolucién experimental

Las alteraciones mas comunes para los virus que conllevan consecuencias evolutivas
son las perturbaciones ambientales, los cambios en el tamafio de la poblacion y la
disponibilidad de huéspedes. En condiciones de laboratorio, estos factores se pueden
aplicar de forma controlada a la evoluciéon de las poblaciones virales. Al finalizar un
experimento de evolucién, se pueden determinar las caracteristicas de los virus
resultantes de la adaptacion a determinadas condiciones, como por ejemplo la eficacia
viral y las variantes moleculares adquiridas por los distintos linajes virales.

Cuando se pretende optimizar la eficacia en un nuevo huésped, se llevan a cabo
pases seriados con un gran namero de particulas virales de partida en cada pase. Los
pases iniciados a partir de tamafios poblacionales grandes pueden implicar que muchas
particulas virales infecten cada célula individual. Cuando esto sucede, los procesos de
seleccidn incluyen la interferencia y la competencia entre los genotipos virales dentro o
fuera de la célula. La interferencia extracelular tiene mas importancia para los virus de
animales, que tienen que competir por los receptores celulares para poder iniciar la
infeccion. En plantas no hay receptores especificos para la entrada del virus, y ademas,
en condiciones experimentales tampoco existen interacciones selectivas con el vector de
transmision, ya que se emplea la inoculacién mecéanica. Por tanto, las interferencias
extracelulares se limitarian a la seleccién de los genomas mas estables fuera del
huésped.

La interferencia intracelular de los genomas virales es causada por la competencia
por las vias implicadas en la maquinaria de biosintesis. Debido a la heterogeneidad de la
poblacion viral, se presentaran genotipos con distintos grados de viabilidad en su
interaccion con el huésped e incluso una fraccion de la poblacion seré inevitablemente
defectiva. En muchos casos, los virus defectivos pueden replicar con éxito dentro de la
célula si existen formas capaces de suministrar las proteinas intactas y complementar las
funciones ausentes en estos genotipos potencialmente inviables. Por lo general, la
cantidad de genomas defectivos mantiene un equilibrio con la cantidad de genomas
totalmente viables. Sin embargo, hay situaciones en las que este equilibrio se rompe,
como por ejemplo cuando hay un aumento suficientemente grande en la tasa de
mutacion'®. En esta situacion, la cantidad de genomas defectivos puede exceder en

gran medida a la de genomas capaces de codificar las proteinas correctas y provocar lo
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gue se conoce como catastrofe de error, conducente en Ultimo término a la extincién de
la poblacion viral*®,

En condiciones experimentales, sélo unas pocas particulas virales consiguen entrar
en la célula e iniciar una infeccion. Esta parte de la poblacién se denomina poblacion
efectiva. Dado que la poblacién efectiva suele ser considerablemente menor que la
poblacién potencialmente infecciosa, es habitual la observacion de fenédmenos de cuello
de botella. Estas condiciones suelen conducir a una baja heterogeneidad inicial en la
poblacion viral, donde solo los genotipos efectivos pueden sobrevivir, ya que las
particulas defectivas aisladas no se veran favorecidas por procesos de complementacion

a nivel intracelular y seran eliminadas necesariamente?’.

1.4 Arabidopsis thaliana

A. thaliana es una planta anual, rara vez bianual, con un ciclo de vida inferior a cinco
meses. Es una planta herbacea, que alcanza alturas de hasta 30 centimetros, donde las
hojas basales forman una roseta y su tallo es redondo. Esta planta presenta flores
hermafroditas blancas, de dos a cuatro milimetros de didmetro, principalmente en el
periodo de abril a mayo. La planta también tiene silicuas con frutos, que pueden ser de
10 a 20 milimetros de largo.

En 1907, F. Laibach descubrié el nimero de cromosomas de A. thaliana (2n = 10) y
destaco el potencial de esta planta para la experimentacion genética, entre otras razones
por la brevedad de su ciclo vital. En 1996, mas de doscientos cientificos crearon el
proyecto de investigacion AGI (Iniciativa del Genoma de Arabidopsis). Cuatro afios mas
tarde, se presentd el primer mapa genético de la planta, con 25498 genes identificados
que codifican 11000 familias de proteinas®>°>23.23§,

A. thaliana tiene muchas ventajas como planta modelo para la identificacion de
factores del huésped implicados en la infeccién viral. Una de ellas es la variabilidad
genética, que se refleja en la existencia de diferentes ecotipos. Ecotipo es un término
utilizado principalmente en botanica para designar una variante genotipica de una
especie que se asocia con un tipo particular de habitat™. A pesar de no ser el huésped
natural de TEV, las plantas de Arabidopsis disponen de un sistema de resistencia
especifico de TEV, denominado RTM (descrito en la seccion 1.1.3.3), que es en parte
responsable de la heterogeneidad en la susceptibilidad de los ecotipos de A. thaliana a la

infeccion por TEV.

1.5 Micromatrices de ARN

Los virus de plantas son parasitos intracelulares obligados, que alteran normalmente la
fisiologia del huésped, desviando el uso normal de metabolitos y dirigiéndolo hacia la

produccion de componentes especificos del virus. Para ello, los componentes virales,



tanto proteinas como el acido nucleico, deben establecer mdltiples y complejas
interacciones entre ellos y con un gran ndmero de factores del huésped'®***’. Como
respuesta a la infeccién viral, las células tratan de compensar los efectos causados por
el virus regulando positiva o negativamente la expresion de algunos genes. Una forma
de acceder a estudiar estas complejas interacciones entre el huésped y el patégeno es
identificar el cambio en los patrones de expresion de genes en el huésped como
consecuencia directa o indirecta de la infeccién viral. La llegada de las tecnologias de
micromatrices de alto rendimiento ha hecho posible el estudio exhaustivo de las redes de

expresion génica?°%2°6.2°9.262,
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Objetivos

En esta Tesis Doctoral se plantearon los siguientes objetivos:

1. Caracterizar el transcriptoma de siete ecotipos de A. thaliana (Col-0, Di-2, Ei-2,
Ler-0, Oy-0, St-0 y Wt-1) tras ser infectados con el aislado TEV-At17b.

2. Evolucionar experimentalmente el aislado del virus TEV-At17b en siete ecotipos
diferentes de A. thaliana.

3. Caracterizar el fenotipo de infeccion con los virus evolucionados en los diferentes
ecotipos.

4. Caracterizar los genomas de los linajes virales evolucionados en cada ecotipo.

5. Identificar la respuesta transcriptémica de cada ecotipo a la infeccién del virus
evolucionado en simpatria.

6. Explorar el efecto de la variabilidad genética intraespecifica del huésped en la
dindmica de adaptacion del virus.

7. Analizar la respuesta transcriptémica inducida por la cepa viral evolucionada
como mas especializada y como mas generalista en todos los ecotipos.
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Il Materiales y métodos

2.1 Evolucion experimental

2.1.1 Vector plasmidico

Relevante para experimentos 3.1 -3.3

A lo largo de la presente Tesis Doctoral se ha utilizado el plasmido pMTEV?, que
contiene el ADN complementario de TEV (nimero de acceso en GenBank DQ986288) y
donde se han introducido diversas mutaciones puntuales en funcién de las necesidades

de cada experimento.

2.1.2 Poblacion viral ancestral

Relevante para experimentos 3.1y 3.2

En un experimento anterior realizado en nuestro laboratorio, se llevé a cabo una
dindmica de adaptacion del TEV al nuevo huésped A. thaliana ecotipo Ler-0°. Una planta
infectada procedente del ultimo pase de evolucién de este experimento (pase 16) habia
sido homogeneizada en nitrdgeno liquido con mortero y alicuotada convenientemente.
Este material infeccioso fue utilizado como punto de partida en el primer experimento de
esta Tesis (ver apartado 3.1) y para el inicio de la evolucion experimental (ver apartado
3.2).

El material infeccioso procedente del experimento anterior® fue amplificado con objeto
de obtener el suficiente material para poder iniciar el primer experimento de esta Tesis.
Para ello, se siguio el siguiente procedimiento:

1. Se resuspendié una alicuota de tejido infeccioso en tampén C (50 mM de &cido

bérico, pH = 8,0, EDTA 5 mM; proporcién 100 pL de tampdn C/100 mg de tejido).

2. Tras centrifugacion corta, que sedimentd el material sélido, se pas6 el
sobrenadante, que contenia los viriones, a otro tubo. A dicho tubo se le afiadié un
10% de carborundum (100 mg/mL) para facilitar la entrada de los viriones durante
el proceso de inoculacibn mecénica.

3. Se inocularon 50 plantas de A. thaliana ecotipo Ler-0 de 21 dias de edad (4 uL de
in6culo/hoja, 2 hojas/planta), para lo cual se frotaban las hojas con una varilla de
vidrio ligeramente curvada.

4. Las plantas fueron mantenidas en un invernadero BSL-2 con ciclos de 16:8 horas
de luz:oscuridad y 24:20 °C de temperatura dia:noche hasta la recogida de
muestras a los 21 dias después de la infeccion (dpi).

5. Las plantas que presentaron sintomas fueron recogidas. Las hojas inoculadas y la

raiz fueron eliminadas y el resto fue homogeneizado con mortero en nitrdgeno



liquido. El tejido infeccioso obtenido fue alicuotado y almacenado a -80 °C hasta su
uso.

La secuencia consenso completa del nuevo aislado fue obtenida y analizada como se
describe abajo en el apartado de secuenciacién (2.2.5). Esta secuencia era idéntica a la
descrita anteriormente para TEV-At17° con la Gnica diferencia de una mutacién adicional
no sindnima (G6816A; M2224l) en el gen NlaPro. Debido a esta diferencia, el aislado
obtenido se denominara en adelante TEV-At17b.

2.1.3 Pases seriados en ecotipos de A. thaliana

Relevante para experimento 3.2

A partir de la poblacién ancestral (obtenida como se ha descrito en el anterior apartado
11.2.1.2) se procedié a inocular cada uno de los siete ecotipos de A. thaliana (Col-0, Di-2,
Ei-2, Ler-0, Oy-0, St-0 y WT-1). Para ello, se resuspendieron 2,5 g de material infeccioso
en 5 mL de tampon C, afladiendo a continuacion un 10 % de carborundum (100 mg/mL).
Se inoculé un total de 50 plantas de 21 dias de edad para cada uno de los siete ecotipos.
Tal y como se describié en el apartado anterior 2.1.2, se inocularon dos hojas de cada
planta (4 pL/hoja) por frotamiento con varilla de vidrio. Las plantas se mantuvieron en las
condiciones descritas anteriormente. La infeccion de las plantas se confirmaba a partir
de los 14 dpi mediante comprobacion visual de los sintomas o bien utilizando la técnica
de RT-PCR, como se describe en el apartado 2.2.3. Las plantas con infeccién
confirmada se recogieron 21 dpi, se pulverizaron individualmente en mortero con
nitrégeno liquido y se almacenaron a -80 °C. A partir de este primer pase, se eligieron al
azar tres plantas infectadas (es decir 3 réplicas experimentales) de cada ecotipo para
preparar nuevas mezclas infecciosas con las que continuar el siguiente pase de
evolucién. Para cada uno de los tres linajes/réplicas de cada ecotipo se inoculaban al
menos diez plantas para tener mayor certeza de que alguna resultara infectada. Sin
embargo, los pases se hacian a partir de una Unica planta infectada por linaje, es decir,
sin juntar varias plantas para la infeccién del siguiente pase. Esta planta era elegida al
azar y la infeccién confirmada por visualizacién de sintomas o por RT-PCR. De esta
manera, la evolucion experimental se continué durante 15 pases. Al término de dicha
evolucion, se escogieron al azar cinco plantas infectadas de cada linaje, las cuales
fueron homogeneizadas conjuntamente y almacenadas a -80 °C. Los pases seriados en

Col-0 y Oy-0 no han sido posibles por la baja susceptibilidad de estos ecotipos al virus.

2.2 Analisis fenotipico de los linajes virales evolucionados

2.2.1 Infeccién cruzada.

Relevante para experimento 3.2
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Las 15 cepas virales evolucionadas (3 réplicas biolégicas x 5 ecotipos) se inocularon en
su ecotipo de huésped local, asi como en los cuatro ecotipos alternativos (Figura 3).
Para este fin, las muestras de tejido infeccioso resultantes de la evolucién experimental
fueron cuantificadas y diluidas a la misma concentracion, la mas alta posible, para todos
los linajes. A continuacion, se inoculé una hoja de cada planta de A. thaliana de 21 dias
de edad. Para cada combinacion ecotipo-linaje se inocularon al menos diez plantas. Las
plantas control se inocularon so6lo con tampén C y se mantuvieron en las mismas

condiciones que las plantas inoculadas con viriones.

Evolucionado

Inoculado

Wt-1 St-0 Di-2

Figura 3. Disefio experimental de infeccidn cruzada. Cada una de las tres réplicas bioldgicas
obtenidas para cada ecotipo tras la evolucidn experimental se utilizé para infectar cada uno de
los cinco ecotipos implicados en el experimento.

La infeccion sistémica de las distintas combinaciones se comprobé mediante la
observacion de sintomas o por RT-PCR, tras lo cual se cosecharon todas las plantas
infectadas, enteras pero sin raiz. Se pesaron tanto las plantas control, inoculadas sélo
con tampoén, como las plantas infectadas. De cada combinacion virus-huésped, se

trituraron un minimo de tres plantas con ayuda de un mortero y se guardaron a -80 °C.

2.2.2 Extraccion de ARN para deteccion de infeccidn

Relevante para experimentos 3.1 -3.4

En aquellos casos donde los sintomas no eran visibles en las plantas inoculadas, la
infeccion necesitaba ser confirmada mediante RT-PCR. Para ello, a los 14 dpi se
arrancaba una hoja de cada planta y se introducia en un tubo de 1 mL que contenia una
bolita de acero. A continuacion, los tubos se sumergian en nitrégeno liquido para que el

tejido de planta se congelara, tras lo cual el tejido congelado se homogeneizaba



mecanicamente mediante agitacién a una frecuencia de 3 Hz durante 20 segundos en un
molino mezclador MM400 (Retsch). El tejido homogeneizado se resuspendia en un
volumen igual de tampdén TCES (0,2 M Tris, pH = 8,0, 0,2 M NaCl, 50 mM EDTA, 2%
SDS). A partir de este momento, se seguian los pasos descritos a continuacion:

1. Se afiadia a la mezcla de tejido resuspendido en tampon TCES un volumen igual
de fenol saturado.

2. Tras agitacion vigorosa, se centrifugaba durante 5 minutos a 14500 rpm.

3. Se transferia la fase acuosa a un tubo nuevo y se afadia LiCl 7,5 M y EDTA 50
mM en proporcién 1:0,5 (fase acuosa: LiCl + EDTA). El proceso de precipitacion de
los &cidos nucleicos se prolongaba durante dos horas en hielo.

4. Se centrifugaba durante 10 minutos a velocidad maxima, tras lo cual se eliminaba
el sobrenadante con micropipeta.

5. Se realizaba un lavado con etanol 70% frio (14500 rpm, 10 minutos).

6. Se eliminaba el sobrenadante y se secaba el precipitado al aire, tras lo cual se
resuspendia en 100 uL de agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) 0,1%.

7. Se cuantificaba la concentracién en las muestras usando un espectrofotbmetro ND-
1000 NanoDrop (Thermo Scientific).

2.2.3 Deteccién de ARN de TEV en plantas inoculadas

Relevante para experimentos 3.1 - 3.4

Como se comentd anteriormente, en aquellos casos donde los sintomas no eran visibles
en las plantas inoculadas, la infeccidon necesitaba ser confirmada mediante RT-PCR.
Para ello, una vez obtenido el ARN total de las plantas problema (protocolo descrito en el
apartado 2.2.2), éste era utilizado para la potencial deteccién de la presencia de virus.
En concreto, se utilizé el kit OneStep RT-PCR (Takara) con un volumen de reaccion de
10 uL por muestra, donde se afiadian 100 ng de ARN total, siguiendo las instrucciones
del fabricante. El cebador directo, PC90-95F 5-GCTGTATTGAAAGTGCGAC-3' vy el
cebador inverso PC86-91R 5-AGGCCCAACTCTCCGAAAG-3' amplifican 334
nucledtidos de una region conservada del gen NIb*. El perfil de amplificacion fue el
siguiente: 5 min a 42 °C, 10 s a 95 °C, seguidos por 40 ciclos de 5sa 95 °Cy 20 s a
60 °C. Los productos de PCR fueron visualizados en un gel de electroforesis de 1% de

agarosa.

2.2.4 Cuantificacion de la acumulacion viral

Relevante para experimentos 3.1 - 3.3
La cuantificacion se llevé a cabo mediante PCR a tiempo real aplicando el protocolo y los
reactivos del kit OneStep SYBR® PrimeScript™ RT-PCR Kit Il (Perfect Real Time). Este
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kit permite realizar las reacciones de retrotranscripcion y PCR en un solo paso. Los
cebadores para la PCR cuantitativa fueron disefiados usando PRIMEREXPRESS v.2
(Applied  Biosystems). La pareja de cebadores TEV7DACP689F 5'-
TTGGTCTTGATGGCAACGTG-3'y TEV7D A739R 5-TGTGCCGTTCAGTGTCTTCCT-3’
amplifica un fragmento de 30 nucledtidos en el gen de la proteina CP. La mezcla de
reaccion fue preparada segun las instrucciones del manual del kit. La concentraciéon de
todas las muestras fue ajustada a 50 ng/uL y se pusieron 2 puL de muestra por reaccion.
Las amplificaciones fueron realizadas usando un Applied Biosystems® 7500 Real-Time
PCR System, de acuerdo con el siguiente perfil : 5 min a 42 °C , 10 s a 95 °C y 40 ciclos
de 5sa95°C vy 34 s a60 °C. Todas las muestras se cuantificaron por triplicado. Los
resultados de la cuantificacion fueron examinados usando el programa SDS7500 v.2.2.2
(Applied Biosystems). La carga viral fue determinada en pg de ARN viral en 100 ng de
ARN total de planta. La cuantificacion absoluta del ARN viral se llevé a cabo usando una
curva patron de ARN de TEV con concentracion conocida preparada a partir de seis
puntos de dilucion seriada. Para obtener el ARN de TEV, el plasmido pMTEV fue
transcrito in vitro (ver apartado 2.2.5) y el ARN cuantificado con un espectrofotometro
ND-1000 NanoDrop (Thermo Scientific). Para igualar los efectos inhibitorios que
pudieran provenir de la planta, asi como para tener la misma cinética de amplificacion en
muestras y en la curva estandar'®®, el ARN de TEV para la curva patrén fue diluido en
ARN de planta sana. Este ARN fue extraido de una planta crecida en las mismas
condiciones que las plantas a partir de las cuales se extrajeron las muestras a

cuantificar.

2.2.5 Preparacidon de muestras para la secuenciacion del genoma viral

Relevante para experimentos 3.1y 3.2

El ARN total de las plantas infectadas ha sido extraido usando el kit Invitrap® Spin
Universal RNA Mini Kit (Stratec) segun protocolo del manual del kit. La secuencia
completa del genoma viral podia obtenerse mediante la amplificacion de tres fragmentos
de PCR de tamafio parecido (Tabla 2). En primer lugar, se obtenia el ADN
complementario (ADNc) usando la transcriptasa inversa del virus M-MuLV (Thermo
Scientific) y un cebador especifico para cada uno de los tres fragmentos a amplificar en
la PCR. A continuacion, el ADNc se us6 para amplificacion por PCR con la polimerasa
Phusion (Thermo Scientific) de los tres fragmentos que comprendian el genoma
completo del virus. La secuenciacion se llevo a cabo por la empresa GenoScreen (Lille,
Francia) usando el método Sanger. En total, se utilizaron 16 cebadores (Tabla 2) para
obtener la secuencia consenso del genoma completo, cuyo analisis se realiz6 mediante

el programa Lasergene (DNAStar Inc. Madison WI).



Tabla 2. Cebadores empleados para la retrotranscripcion (*), PCR (**) y secuenciacion (***) del

genoma completo del virus.

Fragmento | Cebador Secuencia Localizacion

1 PC40-45seqr(*, **) ATCCAACAGCACCTCTCAC 3876-3894
PC2-10seqf (**, ***) GCAATCAAGCATTCTACTTC 46-66
PC11-18seqf (***) CAATTGTTCGCAAGTGTGC 762-781
PC19-26seqf (***) ACACGTACTGGCTGTCAGCG 1454-1474
PC27-34seqf (***) GGACTTCACCAAGTTTATAAGG 2144-2166
PC35-44seqf (***) GGCTATGCTGTGACCTCTG 2853-2872
PC45-48seqf (***) TTGACGCTGAGCGGAGTGATGG 3541-3563

2 PC67-77seqr (*, **) AATGCTTCCAGAATATGCC 6700-6681
PC45-48seqf (**) TTGACGCTGAGCGGAGTGATGG 3541-3563
PC49-53seqf (***) CCCGTGAAACTCAAGATAG 4281-4300
PC40-45seqr (***) ATCCAACAGCACCTCTCAC 3875-3894
PC54-63seqf (***) TTAAGCTACACACTTGTGAGAC 4972-4994
PC64-72seqf (***) CAATGAACCAGTCTATTTCC 5669-5689
PC73-80seqf (***) TCATTACAAACAAGCACTTG 6376-6396

3 PC97-101seqr (*, **) CGCACTACATAGGAGAATTAG 9471-9492
PC73-80segf (**, ***) | TCATTACAAACAAGCACTTG 6376-6396
PC81-89seqf (***) CACAAAGCATGTGGTTAAAG 7058-7078
PC90-95seqf (***) GCTGTATTGAAAGTGCGAC 7767-7786
PC96-97seqf (***) TACGATATTCCAACGACTG 8481-8500
PC98-101seqf (***) AGTACGAAACAGTGGAACTAG 9179-9200

2.2.5 Transcripcion in vitro

Relevante para experimento 3.3

Previamente a la transcripcion in vitro, los plasmidos han sido linearizados con la enzima

de restriccion Bglll, segun el protocolo recomendado por el fabricante de la enzima.

Los plasmidos

linearizados

fueron

purificados

usando el

método

fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:25:1), como se describe a continuacion:

1. Se afiadi6 un volumen de fenol (pH = 4,2): cloroformo:alcohol isoamilico por

volumen de soluciéon de ADN y se mezcl6 vigorosamente usando un agitador

2. La mezcla se centrifugd a 14500 rpm durante 5 minutos, lo que dio lugar a la
formacion de dos fases, transfiriéndose la fase acuosa (fase superior) a un tubo

nuevo y desechandose el resto.
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3. Se afiadié un volumen de acetato sodico por cada diez volumenes de fase acuosa,
un volumen de glicégeno por cada 100 volimenes de fase acuosa y dos
volimenes de etanol absoluto refrigerado por volumen de fase acuosa, tras lo cual
se dejo precipitar durante 15 minutos en hielo.

4. A continuacion, se centrifug6 a velocidad méaxima durante 5 minutos y se eliminé el
sobrenadante con una micropipeta.

5. Se afiadi6 1 mL de etanol 70% refrigerado y se centrifugd durante 5 minutos a
14500 rpm.

6. Se quitd el sobrenadante con una micropipeta. Los tubos se secaron al aire y el
precipitado se resuspendié en agua tratada con DEPC 0,1%.

La transcripcion in vitro fue efectuada usando el kit MMESSAGE mMACHINE® SP6
(Ambion®) segun protocolo del manual del kit. EIl ARN resultante de la reaccion se
precipitd usando LiCl del kit nTMESSAGE mMACHINE® SP6 segun las recomendaciones

del manual.

2.2.6 Clonacion por mutagénesis dirigida

Relevante para experimento 3.3

Como paso previo, sobre el plasmido correspondiente al genotipo TEV-Atl7, con
excepciéon de la mutacién C6666U, que no pudo ser afiadida por problemas técnicos, fue
introducida la mutacién adicional G6816A detectada en el aislado inicial de la evolucion
experimental. En adelante, este plasmido serd conocido como pMTEV-At17b. De esta
forma, se conseguia reproducir en gran medida el fondo genético correspondiente a la
poblacién inicial utilizada en nuestros experimentos.

A continuacion, partiendo de este fondo genético, tratamos de reproducir las distintas
combinaciones de mutaciones convergentes observadas en los distintos linajes del
experimento de adaptacion (Tabla 3), lo cual se llevé a cabo mediante mutagénesis
dirigida utilizando como molde el plasmido pMTEV-Atl7b. Los cebadores para la
mutagénesis han sido disefiados usando el programa PRIMEREXPRESS v.2 (Applied
Biosystems) (Tabla 3). La mezcla de PCR se prepard en un volumen de 20 uL donde se
afadia 4 uL de Tampon HF 5%, 200 uM de dNTPs, 0,2 uM de cada uno de los dos
cebadores directo e inverso, 5% de DMSO, 0,02 U/ul de polimerasa Phusion
(Finnzymes) y 100 ng de plasmido molde. El perfil del termociclador para la PCR de
mutagénesis consistié en 30 s de desnaturalizacion a 98 °C, seguidos por 30 ciclos de 10
sa98°C,30sa60°Cy3mina 72 °C, terminando con 10 min de elongacién a 72 °C. A
continuacion, los productos de PCR de mutagénesis se incubaron con la enzima de
restriccion Dpnl (Fermentas) durante 3 h a 37 °C con el fin de digerir el molde de ADN
metilado. La transformacién se realiz6 utilizando células electrocompetentes de

Escherichia coli DH5a a las que se afadieron 2 uL de producto de PCR digerido con



Dpnl, tras lo cual se sembraron en placas de LB agar suplementado con 50 ug/mL de

ampicilina. Las colonias de bacterias se inocularon en 5 mL de medio liquido LB

suplementado con 100 pg/mL de ampicilina y se incubaron durante 16 h a 37 °C

agitando a 250 rpm. La extracciéon de ADN plasmidico se realizé utilizando el kit Wizard®

Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega) siguiendo el manual del usuario.

La incorporacion de la mutacion se confirmé por secuenciacion.

Tabla 3. Cebadores de mutagénesis dirigida utilizados para reproducir las mutaciones
convergentes detectadas en los distintos linajes tras el experimento de adaptacion. El nucleétido
correspondiente al cambio que se pretende introducir estd subrayado en la secuencia del

cebador.
Nucleétido Aminodcido Proteina Cebador directo Cebador inverso

G6816A M2224l Nla-Pro  5°- 5'-
GCGTGCCGAAAAACTTC  CCTGATTTGTCAACAATTICTA
ATAGAATTGTTGACAAA  TGAAGTTTTTCGGCACGC-3’
TCAGG-3’

C795U G217G P1 5' 5
CGTCACATGTATGGTGA  CACCCTTTTCCTCTCACCATA
GAGGAAAAGGGTG 3' CATGTGACG 3'

G1272U sindbnima Hc-Pro 5 5'
GTTGAGGGTGAGTCTGG GTGACACTGTCTCCAGACTCA
AGACAGTGTCAC 3' CCCTCAAC 3!

C2116U sindnima Hc-Pro 5 5'
CATTTTCTTTGCTCTATTA CCTTGACATTCACTAATAGAG
GTGAATGTCAAGG 3' CAAAGAAAATG 3'

G3639A sinénima Cl 5' 5'
CATCTACATGCAGAGTTT GGTTGTAACGTAATCATCTAA
AGATGATTACGTTACAA  ACTCTGCATGTAGATG 3'
cc3'

G6420A sinénima Nla-Pro 5 5'
GAAGAAATAATGGAACA CATGTAGTGATTGGACCAAT
CTATTGGTCCAATCACTA AGTGTTCCATTATTTCTTC 3'
CATG 3'

C8636U $2831L CP 5' 5'
CTGGAACTTCAGGAACA GCATTTATTCGTGGAACTAA
TTCTTAGTTCCACGAATA GAATGTTCCTGAAGTTCCAG
AATGC 3' 3

A9240G sinénima CP 5' 5'
GTACTGCAGAGGAGGAC CCGTTCAGTGTCCTCCTCTGC

ACTGAACGG 3'

AGTAC 3'

2.2.7 Inoculacion de plantas de cinco ecotipos de A. thaliana con los

clones mutantes derivados de TEV-At17b.

Relevante para experimento 3.3
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A. thaliana no se infecta facilmente con ARN desnhudo, como si pasa con otros
huéspedes, como por ejemplo N. benthamiana. Por esa razon, todos los clones
obtenidos por mutagénesis dirigida fueron transcritos in vitro a ARN como esta descrito
arriba (2.2.5) y los productos de transcripcion se utilizaron como inéculo para plantas de
N. benthamiana. Las hojas de N. benthamiana que mostraron sintomas de infeccion se
recogieron a los 10 dpi, se homogeneizaron y se cuantific6 su carga viral. El tejido
infeccioso de todos los genotipos de virus se resuspendié en tampon C (50 mM de acido
bérico, pH = 8,0, EDTA 5 mM) y se diluyé a la misma concentracion para todos los
genotipos. Después de una corta centrifugacion que permiti6 sedimentar los trozos de
tejido de planta, se cogieron 10 pL del sobrenadante para inocular hojas de A. thaliana.
Para mejorar la entrada del virus a las células, se aplic6 carborundum al 10%. Las hojas
se frotaron finalmente con una varilla de vidrio. Las plantas que se usaron para la
infeccién tenian 21 dias después de la siembra y se recogieron para valorar sus
caracteristicas de infeccién a los 21 dpi. La inoculacién de ecotipos se realiz6 en tres
blogues temporales manteniendo condiciones constantes de crecimiento de plantas y las

condiciones del in6culo.

2.2.8 Medicién de infectividad, virulencia, eficacia y epistasia

2.2.8.1 Medicion de infectividad

Relevante para experimentos 3.1 - 3.3

Para comparar la infectividad, virulencia y eficacia de los linajes evolucionados en todos
los ecotipos de A. thaliana, los cinco ecotipos fueron inoculados con cada una de las 15
poblaciones virales evolucionadas en un experimento de infeccién cruzada (ver apartado
2.2.1). La infeccion se verific6 mediante RT-PCR vy la infectividad, |, se determin6 como
el porcentaje de plantas infectadas del total de plantas inoculadas.

2.2.8.2 Medicion de virulencia

Relevante para experimentos 3.2 y 3.3
La parte aérea de las plantas infectadas y control se pes6 con una precision de 10 mg a

los 21 dpi. La virulencia, V, se definié como la reduccién en el peso debido a la infeccion

y se calcula como V =1—P/P , donde P es el peso de una planta infectada y P es el

peso promedio de las plantas no infectadas del mismo ecotipo.

2.2.8.3 Medicion de eficacia relativa

Relevante para experimentos 3.2 y 3.3



La tasa de crecimiento malthusiano por dia de un solo bloque de muestras (Experimento
3.2) se calculé como m = %log(Ct/Co), donde C; es el numero de genomas de TEV/100

ng de ARN total cuantificado a t dpi. La eficacia relativa se calcul6 como Wy = exp(my —
Mrev-an7on), donde my Yy Mreyv.auzp SON las tasas de crecimiento malthusiano del aislado
viral x y del aislado ancestral TEV-Atl7b, respectivamente, evaluados en el mismo

huésped h.

2.2.8.4 Medicion de epistasia

Relevante para experimento 3.3

La epistasia entre pares de mutaciones x e y (Experimento 3.3) se evalué como &, , =
WoosWxy,n — WxonWoy,n, donde Woon, Wiyn, Wxon, Y Woyn sON, respectivamente, la
eficacia del aislado ancestral TEV-At17b, del doble mutante y de cada mutante simple**,
todos evaluados en el huésped con ecotipo h. En aquellos casos en los que la epistasia
resultd ser significativa, se procedi6 ademas a determinar su tipo: magnitud, signo o
sefal de reciprocidad. Para ello, hemos empleado las condiciones de desigualdad

desarrollados por Poelwijk et al.'*?

2.2.9 Analisis estadisticos

Relevante para experimento 3.2
Los datos de eficacia relativa fueron analizados utilizando GLM (distribucién normal y
funcion de enlace identidad). EI modelo tiene cuatro factores aleatorios, el huésped local
(LH), el linaje evolutivo del virus (L), el huésped alternativo de prueba (TH) y la réplica
experimental biolégica (R, es decir, una planta individual del huésped de prueba
inoculada con el virus de un linaje evolucionado en un determinado huésped local). LH y
TH son factores ortogonales, L se anida dentro de LH (representado como L (LH)) y R se
anida dentro de la interaccion TH x L (LH). La ecuacién del modelo es:
Wijm = 1 + LH; + L(LH); + THi + (LHxTH)i + (THXL(LH))jjc + R(THXL(LH))jjpa + Eiam,
1)
donde p es el gran valor medio y &jum €s el error asociado con la medida individual m.
Los datos de infectividad fueron analizados mediante regresion logistica binaria GLM
(respuesta binomial y funcioén de enlace logit):
log[li/(1 = li)] = p + LH; + L(LH);; + THy + (LHXTH)y + (THXL(LH))ix + &ijw,
2
donde ¢ es el error asociado con la medida individual |.
Los datos de virulencia fueron analizados mediante GLM (distribucién normal y
funcion de enlace de identidad):
Vi = M + LH; + L(LH);; + THy + (LHXTH); + (THXL(LH))ii + &ijw- (3)
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La magnitud de los diferentes efectos incluidos en los modelos fue evaluada usando
el estadistico de eta-cuadrado parcial (nf,), gue representa la proporciéon de la

variabilidad total atribuible a un factor dado. Por convencién, los efectos son

considerados pequefios para valores 77;2) < 0.05, medios para valores 0.05 < 77;2; <015y
grandes para valores 775 =0.15.

La importancia relativa de la divergencia genética frente al paralelismo fenotipico
durante la evolucion experimental viene dada por la proporcion I, = o (W)/|AW| **,

donde a; (W) es la desviacion estandar genética de la eficacia entre linajes y |W| el
valor absoluto del cambio promedio de la eficacia comparando con el ancestro comun.
I, proporciona una medida de la diferencia genética promedio entre los linajes relativa al
cambio evolutivo promedio desde el estado ancestral. Bajo la hipétesis nula de que todo
cambio fenotipico esta asociado a un cambio genético, I, = 1.

Todos los andlisis estadisticos se realizaron con IBM SPSS Statistics v. 21.

2.2.10 Estadisticas de lared de infeccion

Relevante para experimento 3.2

Una red de infeccibn se considera bipartita cuando contiene dos agentes que
interaccionan, en este caso aislados del virus y ecotipos de plantas. Esta red puede
representarse como una matriz booleana de tamafio mxn con entradas asignadas a 1
cuando hay una infeccion del par (aislado de virus, ecotipo planta), o a 0 cuando ocurre
lo contrario. Aqui m es el nimero de aislados virales y n es el nUmero de ecotipos
distintos. La matriz de eficacias W se transformo6 primero en una matriz booleana que
indica si un aislado viral dado actta significativamente mejor (1) o peor (0) que el
ancestral TEV-At17b en un genotipo del huésped dado.

El anidamiento de la matriz de infeccion se calcul6 utilizando el algoritmo de célculo
de temperatura de anidamiento implementado en BINMATNEST?®. La temperatura T de
una matriz de interaccion se estima reordenando el orden de las filas de ecotipos y el
orden de las columnas de virus de tal manera que muchas de las interacciones ocurran
en la porcidn superior izquierda de la matriz. T cuantifica el grado en que una matriz esta
perfectamente anidada (T = 0) o si la matriz carece de cualquier orden y los elementos
se distribuyen al azar (T = 100).

Las redes bipartitas se pueden descomponer en componentes inconexos de tal
manera que no se observen infecciones cruzadas entre los componentes. La
modularidad de las redes de infeccion bipartitas se computé utilizando el algoritmo
estandar de maddulos bipartitos recursivamente inducidos™, que utiliza una busqueda
heuristica local para maximizar la modularidad bipartita Q. Q representa con qué

frecuencia un ordenamiento particular de virus y ecotipos en modulos se corresponde a



interacciones que estan primariamente dentro de un médulo (Q = 1 o modular), fuera de
los modulos (Q = -1 o antimodular) o en algun punto intermedio (-1 < Q <1).

La significacién estadistica de T y Q se evalué usando el modelo nulo general
propuesto por Bascompte et al.*®. En este modelo, la probabilidad de que cada celda de
la matriz esté ocupada es el promedio de las probabilidades de ocupacion de su fila y
columna. Biolégicamente, esto significa que la probabilidad de obtener una interaccion
es proporcional al nivel de generalizacion (grado) tanto del aislado de virus como del
ecotipo de la planta.

2.3 Andlisis transcriptémico de plantas infectadas con TEV

2.3.1 Eleccion de muestras para hibridacion de micromatrices

Relevante para experimento 3.1y 3.4

Los experimentos de hibridacion de micromatrices estan divididos en dos grandes
blogues. El primer bloque de plantas se corresponde con las muestras obtenidas en el
primer pase de la evolucién experimental (Experimento 3.1), de donde se utilizaron seis
ecotipos de A. thaliana (Di-2, Ei-2, Ler-0, Oy-0, St-0 y Wt-1) inoculados con el linaje
ancestral TEV-Atl7b (Figura 4A). Para este primer bloque, se procesaron 5 réplicas de
cada ecotipo infectado y controles negativos de planta no infectada (datos analizados en
apartado 3.1 de esta Tesis).

En el segundo bloque del experimento, se utilizaron plantas procedentes del
experimento de infeccion cruzada. Del total de combinaciones analizadas, se opt6 por
los ecotipos de huéspedes infectados con el virus localmente adaptado, por todos los
linajes evolucionados del virus en el ecotipo original Ler-0 y ademas se analizé el
transcriptoma de las plantas donde se habia obtenido el linaje mas especialista (St-0/3) y
el mas generalista (Ler-0/1). La Figura 4B muestra el esquema de las muestras elegidas
para este segundo bloque (Experimento 3.4). En este caso, se procesaron tres réplicas
biolégicas de cada categoria de muestra y tres réplicas de planta no infectada por cada

ecotipo.
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Ecotipo de huésped

Linaje viral (ancestral) Ler-0 | St-0 | Di-2 | Wt-1 | Ei-2
TEV-Atl7b 5 5 5 5 5

Ecotipo de huésped

Linaje viral (evolucionado) |Ler-0|St-0|Di-2 |Wt-1| Ei-2
Ler-0/1 3 3 3 3 3
Ler-0/2 3
Ler-0/3 3
St-0/1
St-0/2
St-0/3
Di-2/1
Di-2/2
Di-2/3
Wt-1/1
Wt-1/2
Wt-1/3
Ei-2/1
Ei-2/2
Ei-2/3

Wl W wl w

W W Wl W W W W W w w w

Figura 4. Disefio experimental. A y B, Representacion de muestras usadas para caracterizaciéon
transcriptdmica con micromatrices de ARN. (A) Muestras de plantas infectadas con el virus
ancestral TEV-At17b. (B) Muestras inoculadas con virus evolucionados. Los nimeros en la tabla
representan el nimero de plantas individualmente analizadas para cada categoria. Los nimeros
sombreados son combinaciones de virus que infectan su huésped local.



2.3.2 Extraccion de ARN para el ensayo de micromatrices

Relevante para experimento 3.1y 3.4

El ARN que se usO para los ensayos de micromatrices de transcriptémica habia sido
extraido usando kits comerciales. Para el primer bloque de ensayo (Experimento 3.1) se
uso el kit RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) y para el segundo bloque (Experimento 3.4) se
us6 Invitrap® Spin Universal RNA Mini kit (Stratec), comprobando con un Agilent 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies) que no habia variacién en la integridad de ARN
obtenido entre los kits. En ambos casos, se usaron los protocolos de los kits siguiendo

las instrucciones de los fabricantes.

2.3.3 Etiquetado de ARN e hibridacion de micromatrices

Relevante para experimento 3.1 y 3.4

Para este proyecto se utilizaron plantas individuales como réplicas biologicas. EI ARN
total fue extraido del tejido homogeneizado de las plantas control o infectadas como se
ha descrito en el apartado de extraccién de acidos nucleicos. La integridad del ARN se
verificd con un Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies). Las muestras de ARN
para este analisis se prepararon utilizando el kit Agilent RNA 6000 Nano (Agilent
Technologies) siguiendo las instrucciones del fabricante, tras lo cual se cuantificaron por
espectrofotdmetro ND-1000 NanoDrop (Thermo Scientific). A continuacion, se utilizaron
500 ng de ARN para la amplificacién y el etiquetado de la reaccién utilizando el kit Quick
Amp Labeling Kit One-Color (Agilent Technologies) y siguiendo las instrucciones del
fabricante. Todas las muestras fueron amplificadas y marcadas con Cy3 vy
posteriormente verificadas en un Bioanalyzer 2100 como se describié previamente.
Como control positivo de amplificacion, etiquetado e hibridacion, se afadieron a las
muestras una serie de ARNs sintéticos del kit RNA Spike-In Kit, One-Color (Agilent
Technologies). La solucion de ARNs sintéticos habia sido diluida siguiendo el protocolo
del fabricante. EI ARN marcado se utilizé para hibridaciéon con un cristal de micromatrices
de sondas de A. thaliana Col-0 (Agilent Technologies) siguiendo el protocolo de
hibridacion estandar del Gene Expression Hybridization Kit (Agilent Technologies).
Después de la hibridaciéon y el lavado, los cristales se escanearon a 532 nm con un
escaner GenePix 4000B (Axon Molecular Devices), usando 10 um de resolucion y el
100% de la potencia del laser. Los voltajes del tubo fotomultiplicador se ajustaron para
igualar la intensidad de la sefial global para cada canal, asi como para aumentar la
relacion sefial - ruido y reducir el nimero de puntos de sefial de fluorescencia saturada.
Las intensidades de cada uno de los puntos fueron cuantificadas usando el programa
GenePix Pro 4.1 (Axon Molecular Devices).

Los datos crudos de micromatrices fueron depositadas en el NCBI GEO con numeros de
acceso GSE37269 (Experimento 3.1) y GSE66020 (Experimento 3.4).
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2.3.4 Analisis de datos de Micromatrices

2.3.4.1 Primer bloque de muestras

Relevante para experimento 3.1
Los datos de micromatrices fueron normalizados simultaneamente con el programa

Babelomics v. 4.2 (http://babelomics.bioinfo.cipf.es). Las mediciones de todas las

micromatrices fueron normalizadas a una Unica distribucion final en la que las sefiales de
las diferentes muestras estaban calibradas unas respecto a las otras. Los niveles de
expresion de todas las sondas que coincidian con un gen dado fueron promediados, lo
gue reflejaba la expresion del gen. Los puntos de chequeo disefiados como control de
calidad del ensayo, la sefial de fondo y las estimaciones de hibridacion cruzada fueron
eliminados en el proceso de normalizacion de los datos.

Los datos normalizados fueron utilizados en un analisis de expresion diferencial de
genes para cada ecotipo de A. thaliana, para lo cual se utiliz6 la herramienta LIMMA de
Babelomics. A continuacién, se realizaron los andlisis de ontologia de genes (GO)
alterados por la infeccién utilizando la herramienta FatiGO de Babelomics. La lista de
genes significativamente sobre-expresados o suprimidos fue comparada con la lista del
genoma completo.

Para el analisis del solapamiento en las listas de genes con expresion alterada entre
los ecotipos, se calcularon las matrices de similitud entre listas de genes para todas las
comparaciones en parejas de ecotipos. El elemento (i, j) de esta matriz se calculé de
acuerdo con S = 2n;/(n; + n;), donde n; y n; son los genes encontrados en los ecotipos iy
j, mientras n; es el numero de genes compartidos entre estos dos ecotipos. A
continuacion, esta matriz de similitud se utilizé para construir un dendograma usando el
método Neighbor-Joining con el programa PHYLIP V. 3.69

(http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html). Estos analisis se realizaron por

separado para genes reprimidos y sobre-expresados.

2.3.4.2 Segundo bloque de muestras

Relevante para experimento 3.4
Los datos del segundo blogue de muestras se normalizaron junto con el primer bloque
de muestras, pero diferenciando estadisticamente que se trata de dos bloques de
ensayos. La normalizacidbn conjunta es necesaria para poder realizar analisis
comparando los dos bloques.

La sefial de las muestras se estandarizé usando la normalizacion de cuantiles®. La
expresion génica diferencial se llevd a cabo usando el paquete Limma®® de
BIOCONDUCTOR. Los ajustes de los p-valores para el sistema de multiples pruebas se

realizaron de acuerdo con la metodologia de Benjamini y Hochberg?®.


http://babelomics.bioinfo.cipf.es/
http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html

Dado que muchos términos funcionales se prueban simultaneamente, los resultados
de la prueba se corrigen para mdultiples ensayos para obtener un p-valor ajustado. El
andlisis de conjuntos de genes devuelve los p-valores ajustados segun el método de

tasas de falso descubrimiento (FDR)**?®

. Las anotaciones GO para los genes de
micromatrices se tomaron de I|la base de datos de ENSEMBL 73

(http://mwww.ensembl.org).



http://www.ensembl.org/
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3.1 Heterogeneidad en el perfil de interacciones virus-huésped.

Los virus de plantas interactian con su huésped a nivel molecular y normalmente alteran
su fisiologia de tal manera que desvian el uso habitual de metabolitos dirigiéndolo hacia
la produccion de componentes especificos del virus. La consecuencia de esta interaccion
puede ser tanto que las plantas controlen la propagacion de la infeccion viral como que
el virus supere las defensas y establezca una infeccion productiva. El efecto es muy
variable incluso para un determinado par planta-virus, ya que depende de los genotipos
de ambos, asi como de factores ambientales. Centrandonos sobre todo en el aspecto
genético de dichas interacciones, el presente capitulo trata de evaluar cémo las
variabilidades genéticas entre huéspedes genéticamente heterogéneos, pero
pertenecientes a la misma especie (i.e. A. thaliana), pueden condicionar la
susceptibilidad a la infeccibn con TEV-Atl7b. Con este objetivo, los ecotipos de A.
thaliana Col-0, Di-2, Ei-2, Ler-0, Oy-0, St-0 y Wt-1, heterogéneos en la combinacién
alélica de loci RTM (ver apartado 1.1.3 y la Tabla 4), fueron elegidos como huéspedes e
inoculados con la cepa TEV-Atl7b. Las plantas infectadas fueron recogidas a los 21 dpi
y en cada ecotipo se determiné la acumulacion del virus, la infectividad y la gravedad de
los sintomas. Finalmente se estudié como estos elementos fenotipicos se reflejan en el

transcriptoma de la planta.

Tabla 4. Lista de ecotipos de A. thaliana, origen geogréfico y combinacién alélica de loci RTM.
Tabla extraida de Lali¢ et al. (2010)**8, con modificaciones.

Ecotipo Origen Genotipo
Di-2 Francia RTM1/RTM1 RTM2/RTM2 RTM3/RTM3
Ei-2 Alemania rtm1/rtm1 RTM2/RTM2 RTM3/RTM3
Ler-0 Alemania rtm1/rtm1 RTM2/RTM2 RTM3/RTM3
St-0 Suecia RTM1/RTM1 RTM2/RTM2 rtm3/rtm3

Wt-1 Alemania RTM1/RTM1 RTM2/RTM2 RTM3/RTM3
Col-0 EEUU rtmi1/rtm1 RTM2/RTM2 RTM3/RTM3
Oy-0 Noruega RTM1/RTM1 RTM2/RTM2 rtm3/rtm3




3.1.1 Estima de sintomas de infeccion, carga viral e infectividad de
TEV- Atl7b

Los sintomas inducidos por TEV-At17b fueron muy variados entre los distintos ecotipos,
extendiéndose desde leves (Col-0 y Oy-0) a moderados (St-0, Di-2) y muy graves (Ei-2,
Ler-0 y Wt-1) (Figura 5). Los sintomas visibles de la infeccion han consistido por lo
general en el retraso del crecimiento, el grabado de nervaduras pronunciadas y la

malformacion de la hoja®.
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Figura 5. Sintomas inducidos por la infeccién con TEV-At17b en diferentes ecotipos de A.
thaliana a los 21 dpi. En cada foto, se muestra a la izquierda la planta sana y a la derecha la
planta infectada del correspondiente ecotipo.

Del mismo modo que los sintomas, la infectividad de TEV-Atl7b también fue

heterogénea entre los distintos ecotipos (Figura 6A).
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Figura 6. Andlisis fenotipico de infeccidon viral en diferentes ecotipos de A. thaliana. (A)
Infectividad de TEV-At17b en cada ecotipo. Las barras de error representan el intervalo de
confianza (95%). (B) Carga viral de TEV-At17b en cada ecotipo, representado como el nimero de
moléculas de ARN viral en 100 ng de ARN total. Las barras de error representan el error estandar
de la media.

En todos los ecotipos, la infectividad de TEV-At17b ha sido significativamente mayor
gue cero, siendo la méas baja en Col-0 y la mas alta en Ei-2 y Wt-1. La variacion de
infectividad es significativa entre los ecotipos (* = 226,815, 6 g.l., P < 0,001), que se
pueden clasificar en dos grupos (prueba de Tukey post hoc, P < 0,058). El primer grupo
esta formado por los ecotipos Col-0 y Oy-0, con infectividades < 35,71%, mientras el
segundo grupo esta formado por los cinco ecotipos restantes, que presentan
infectividades = 96,43%.

La Figura 6B muestra la carga viral de los ecotipos a 21 dpi. Dado que los datos no

apoyan la homocedasticidad de las varianzas entre grupos (prueba de Levene, Fgs; =
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6,456, P < 0,001 ), para evaluar las diferencias entre los grupos se opt6 por utilizar la
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. Esta prueba encontr6 una diferencia altamente
significativa (y = 44,113, 6 g.l., P < 0,001) debida a la existencia de dos grupos que no
se solapaban (prueba de Tukey, P > 0,171). El primer grupo estaba formado por Col-0 y
Oy-0, ecotipos en los que TEV-At1l7b ha mostrado la acumulacion mas baja (carga viral
media = 7,26x10° genomas/100 ng de ARN total). El segundo grupo estaba constituido
por los cinco ecotipos donde el virus ha llegado a acumulaciones superiores (carga viral
media = 4,74x10" genomas/100 ng ARN total, 65 veces mayor que en el primer grupo).

A consecuencia de la baja infectividad y acumulacién de TEV-At17b en Col-0, no ha
sido posible recoger el material vegetal infectado necesario para su caracterizacion
transcriptomica. Por lo tanto, en las siguientes secciones so6lo se utilizaron los seis

ecotipos restantes.

3.1.2 Comparacion de los patrones de expresion genética entre los

ecotipos infectados

Después de evaluar las diferencias fenotipicas debidas a la infeccion viral a través de los
distintos ecotipos de A. thaliana, el siguiente objetivo consisti6 en explorar si estas
diferencias de acumulacién, infectividad y gravedad de sintomas tenian una correlacion a
nivel transcriptomico. Para este fin, utilizamos el ensayo de hibridacion de ARN marcado
de plantas con micromatrices de ARN de un color, donde se representan casi todos los
genes de A. thaliana Col-0. Para cada ecotipo, se analizé el ARN de cinco plantas
independientes infectadas con TEV-At17b, salvo para Oy-0, donde sdélo se utilizaron tres.
Como controles negativos, se utilizaron cuatro réplicas de plantas de cada ecotipo

inoculadas Unicamente con tampén.

3.1.3 Determinacion de genes con expresion significativamente

alterada

Después de la normalizacion y el andlisis estadistico de los datos de micromatrices, se
pudieron identificar los genes con expresion alterada entre plantas infectadas con TEV-
Atl7b y plantas control. La Tabla 5 muestra, para los distintos ecotipos, el nimero de
genes cuya expresion estaba significativamente alterada (sobre-expresados y

reprimidos) por la infeccion viral.



Tabla 5. Genes diferencialmente expresados en los distintos ecotipos como respuesta a la
infeccién con TEV-At17b.

Ecotipo Genes sobre-expresados Genes reprimidos
Di-2 2662 2733

Ei-2 2070 1971

Ler-0 3406 3405

Oy-0 24 16

St-0 3135 2972

Wt-1 3666 3518

Todos los ecotipos, excepto Oy-0, muestran un gran namero de genes diferencialmente
expresados en respuesta a la infeccibn con TEV-Atl7b, donde el valor minimo lo
presenta Ei-2 (4041 genes) y el maximo Wt-1 (7184 genes). En el caso particular de Oy-
0, solo 40 genes habian alterado significativamente su expresion. Globalmente, se ha
observado una correlacion positiva entre el nimero de genes alterados y la carga viral (rs
= 0,943, 4 g.l., P = 0,005). Esta correlacién sigue siendo significativa incluso después de
la eliminacién de los datos de Oy-0 (rs = 0,900, 3 g.l., P = 0,037), lo que descarta la
posibilidad de que la correlacion observada fuera debida en su totalidad a la gran
diferencia que existe entre la acumulacion en Oy-0 y en el resto de los ecotipos.

3.1.4 Diferencias y similitudes entre ecotipos en patrones de
expresion

Para comparar el efecto de la infecciébn de TEV-Atl7b entre los distintos ecotipos, se
compararon las listas de genes alterados, calculando el indice de similitud entre pares de
listas (Tabla 6). Los genes regulados positiva 0 negativamente se observaron por

separado.
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Tabla 6. Hemimatrices de proporciones de similitudes entre pares de ecotipos. (A) Genes sobre-
expresados. (B) Genes reprimidos.

A

Di-2 Ei-2 Ler-0 Oy-0 St-0 Wt-1
Di-2 1.0000 0.2303 0.4542 0.0104 0.3288 0.2765
Ei-2 1.0000 0.2765 0.0096 0.2501 0.2273
Ler-0 1.0000 0.0105 0.3397 0.2045
Oy-0 1.0000 0.0108 0.0043
St-0 1.0000 0.2232
Wt-1 1.0000

B

Di-2 Ei-2 Ler-0 Oy-0 St-0 Wt-1
Di-2 1.0000 0.1747 0.4263 0.0058 0.3222 0.2898
Ei-2 1.0000 0.2236 0.0020 0.1416 0.2463
Ler-0 1.0000 0.0035 0.2531 0.2328
Oy-0 1.0000 0.0074 0.0057
St-0 1.0000 0.2403
Wt-1 1.0000

Las matrices de similitudes se utilizaron para construir dendogramas mediante el
método de union de vecinos, segln la similitud en las respuestas de las parejas de
ecotipos a la infeccién por TEV-Atl7b. La Figura 7 muestra los dendogramas basados en

listas de genes sobre-expresados (A) y reprimidos (B).
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Figura 7. Dendogramas representativos de la similitud en la respuesta transcriptomica de los
distintos ecotipos a la infeccion con TEV-Atl7b (método Neighbor-joining). (A) Genes sobre-
expresados. (B) Genes reprimidos.




Los dendogramas muestran dos grupos diferenciados, tanto para genes sobre-
expresados como reprimidos. Un grupo esté formado por los ecotipos Di-2, Ler-0 y St-0,
al que en adelante nos referiremos como Grupo 1. Del mismo modo, los ecotipos Ei-2,
Oy-0 y Wt-1 forman el que llamaremos Grupo 2. La agrupacion de ecotipos no se
correlaciona ni con sintomas ni con carga viral o infectividad. El Grupo 1 esta formado
por ecotipos que presentan diversidad en la gravedad de sintomas (moderados para St-0
y Di-2 y graves para Ler-0), al igual que ocurre con los miembros del Grupo 2 (sintomas
leves para Oy-0 y graves para Ei-2 y WT-1).

En cuanto a la carga viral, todos los miembros del Grupo 2 muestran una alta
acumulacién (Figura 7B), mientras que los miembros del Grupo 2 presentan mas
variabilidad: Ei-2 y Oy-0 tenian valores de acumulacion intermedios, mientras Wt-1
presentd la mayor acumulacién observada.

Respecto al numero de genes alterados a nivel de grupos (Tabla 7), el Grupo 1 tiene
688 genes sobre-expressados y 521 genes reprimidos comunes. Por el contrario, el
Grupo 2 comparte muy pocos genes, debido a que la lista de genes alterados en Oy-0 es
muy corta (Tabla 5). De hecho, al obviar Oy-0 del andlisis, se ve que Ei-2 y Wt-1 en el
Grupo 2 todavia comparten 652 genes sobre-expresados y 676 genes reprimidos (Tabla
7). A nivel global, los seis ecotipos s6lo comparten cinco genes sobre-expresados
(At1g21520, At3g50090, At5g03350,  At5g40990, At5g61890) y uno reprimido
(At5915240). Este resultado esta obviamente condicionado por el bajo niumero de genes
alterados en Oy-0, ya que al eliminar este ecotipo del analisis se obtiene 157 genes
comunes sobre-expresados y 58 genes reprimidos entre el resto de ecotipos. Sin
embargo, no hay enriquecimiento significativo de categorias funcionales entre estos

genes, posiblemente debido al relativamente bajo nimero de genes.
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Tabla 7. Numero de genes comunes sobre-expresados y reprimidos para grupos de ecotipos.

Grupo de ecotipos Numero de genes comunes
Sobre-expresados Ler-0 St-2 Di-2 688
Ei-2 Wt-1 Oy-0 5
Ei-2 Wt-1 652
Ler-0 St-2 Di-2 Ei-2 Wt-1 Oy-0 5
Ler-0 St-2 Di-2 Ei-2 Wt-1 157
Reprimidos Ler-0 St-2 Di-2 521
Ei-2 Wt-1 Oy-0 1
Ei-2 Wt-1 676
Ler-0 St-2 Di-2 Ei-2 Wt-1 Oy-0 1
Ler-0 St-2 Di-2 Ei-2 Wt-1 58

Analicemos ahora las funciones proteicas de los genes alterados comunes entre los
seis ecotipos. El gen At1g21520 codifica para una proteina de funcién desconocida que
se localiza en el reticulo endoplasmatico y se asocia con la respuesta al estrés
oxidativo'. El gen At3g50090 codifica una exonucleasa con dominios de ribonucleasa
similar a H y ribonucleasa T/DNA polimerasa Ill y se ha descrito en asociacion con la
degradacion de miARNs'®. El gen At5g03350 codifica para una lectina implicada en la
union de hidratos de carbono que se localiza en el apoplasto, en la pared celular y en
cloroplastos®. El gen At5g40990 codifica para la proteina GDSL lipasa 1 (GLIP1), que
esta involucrada en la resistencia de plantas. GLIP1 es un componente importante de las
dos respuestas de resistencia local y sistémica a través de la via dependiente de
etileno™*. El gen At5g61890 codifica para un miembro de la subfamilia del factor de
respuesta de etileno B-4 de la familia del factor de transcripcion ERF/AP2. Este factor
esta implicado en las respuestas de defensa bidticas''®. Por dltimo, el gen reprimido
comun At5g15240 codifica un transportador de aminoacidos transmembrana que puede

estar implicado en el estrés osmético®.

3.1.5 Analisis funcional de genes alterados

A continuacion, se exploraron los procesos bioldgicos afectados por la infeccion de TEV-
Atl7b en cada ecotipo. Se compararon las categorias funcionales enriquecidas dentro
del conjunto de genes significativamente alterados en su expresion con las categorias
funcionales distribuidas por el genoma completo. Se seleccionaron las categorias
funcionales que estan mas representadas o enriquecidas en la lista con genes afectados

gue en el genoma completo. En lugar de describir ecotipos individuales, como en la



seccion anterior, se exploraron los aspectos comunes y las diferencias entre los grupos
de ecotipos 1 y 2. Para aumentar la sensibilidad del andlisis FatiGO e identificar
enriquecimientos significativos en los procesos bioldgicos, excluimos el ecotipo Oy-0 del
analisis.

La Figura 8 muestra procesos bioldgicos significativamente enriquecidos en genes
sobre-expresados y reprimidos. Centrdndonos en primer lugar en los procesos biolégicos
enriquecidos para los genes sobre-expresados (Figura 8A), se encontr6 que ambos
grupos de ecotipos compartieron 11 categorias funcionales, incluyendo cinco
relacionadas con estrés oxidativo y seis con las respuestas de defensa a las infecciones.
No es sorprendente que se haya detectado en todos los ecotipos un importante
enriguecimiento en los genes implicados en respuestas mediadas por el 4cido salicilico.

Si nos fijamos ahora en las diferencias, observamos dieciséis procesos
significativamente enriquecidos en el Grupo 1, pero no en el Grupo 2. Por el contrario, se
encontrd cinco categorias significativamente enriquecidas en el Grupo 2, pero no en el
Grupo 1 (Figura 8A). En concreto, el Grupo 2 presentd un enriguecimiento en los
procesos catabolicos de la pared celular, procesos metabdlicos de auxina, respuesta al
etileno y a estimulos xenobiéticos. En cambio, en el Grupo 1 los procesos de defensa
eran relativamente mas importantes: la sefalizacion mediada por acido salicilico se
potencié aun mas que en el Grupo 2, asi como la via de SAR, la respuesta inmune
innata y la activacion de los genes de apoptosis. Algunas respuestas adicionales a estrés
abiotico también se activaron en el Grupo 1. La activacion de las respuestas de defensa
adicionales en el grupo 1 se correlaciona con mayor acumulacion de TEV-At17b en estos

ecotipos.
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Figura 8. Categorias funcionales significativas identificadas para el grupo 1 (Ler-0 St-2 y Di-2,
barras oscuras) y grupo 2 (Ei-2 y Wt-2, barras claras). La longitud de la barra representa el
porcentaje de enriquecimiento de cada proceso bioldgico para genes sobre-expresados (A) y
para genes reprimidos (B).

En cuanto a los procesos biolégicos enriquecidos entre los genes reprimidos (Figura
8B), se encontré un numero reducido de categorias significativamente enriquecidas en
ambos ecotipos: transporte de péptidos, metabolismo de lipidos, metabolismo de
glucano celular, respuesta a estrés osmoético y respuesta al estimulo hormonal. Diez
procesos bioldgicos fueron enriquecidos entre los genes sobre-expresados en el Grupo
1. Estos genes estan implicados en la salinidad hiperosmética y respuesta a estrés
hidrico, procesos implicados en polisacaridos, como por ejemplo celulosa y glucano,
metabolismo de los acidos carboxilicos y respuesta a estimulo de acido abscisico, una

fitohormona con importantes funciones dentro de la fisiologia de la planta que participa
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en procesos del desarrollo y crecimiento, asi como en la respuesta adaptativa a estrés
tanto de tipo biético como abiodtico. Del mismo modo, veintiséis categorias fueron
significativamente enriquecidas para los genes regulados en el Grupo 2. Estas
categorias incluyen evitacion de sombra y respuesta a la intensidad de la luz roja,
regulacion de la utilizacion del nitrégeno, catabolismo de la lignina y organizacion de la
pared celular, varios procesos del metabolismo secundario (por ejemplo,
fenilpropanoides, compuestos aromaticos, malato y acidos grasos) y varias vias de

sefializacion mediadas por el &cido jasmonico, auxinas y etileno.

3.1.6 Discusion

En este primer capitulo se propuso valorar como la variabilidad genética del huésped
afecta a la susceptibilidad al virus TEV-Atl7b. Los resultados confirmaron que la
adaptacion previa del virus ancestral TEV a A. thaliana ecotipo Ler-0° no era especifica
de ecotipo. Ha sido posible infectar con éxito otros ecotipos y los efectos que el virus ha
producido en estos ecotipos, tanto fenotipicos como transcriptémicos, han sido
heterogéneos. Los ecotipos se pudieron clasificar en dos grupos en base a las
diferencias en susceptibilidad y carga viral. Los ecotipos Col-0 y Oy-0 han mostrado
menor susceptibilidad y carga viral, mientras que los otros cinco ecotipos eran altamente
susceptibles a la infeccion y presentaban altos niveles de acumulacién viral. La carga
viral ademas esta correlacionada significativamente con el nimero de genes alterados
por la infeccion, lo que apoya la hipétesis de que cuanto mas replicacion, y por lo tanto
mas acumulacién viral, mas perturbacion sobre el metabolismo celular y por lo tanto mas
genes alterados en sus niveles de expresion.

Los dendogramas basados en similitudes de genes alterados entre los ecotipos, tanto
sobre-expresados como reprimidos, tienen topologias casi idénticas y apoyan la
existencia de dos respuestas claramente diferenciadas a la infeccion por TEV-At17b. El
primer grupo esta formado por los ecotipos Di-2, Ler-0 y St-0. Curiosamente, Ler-0 y St-0
fueron susceptibles a la cepa ancestral de TEV por sus alelos recesivos presentes en los
loci RTM. El complejo multigénico RTM es uno de los sistemas de resistencia de TEV,
que incluye loci RTM1 (Atlg05760), RTM2  (At5g04890) y RTM3
(At3g58350)*4431°>2552%8 | 5 presencia de alelos dominantes en los tres loci es necesaria
para el bloqueo del movimiento sistémico de TEV, mientras que las mutaciones
recesivas homocigotas en cualquiera de los tres loci tienden a resultar en una infeccion
sistémica’**®. Por tanto, es comprensible pensar que los alelos RTM marcan gran
diferencia en el tipo de respuesta de los grupos de ecotipos a la infeccion con TEV-
Atl7b.



Hemos encontrado que algunas categorias de genes implicados en la respuesta a la
infeccibn por TEV-Atl7b eran especificos de ecotipo, mientras que otras fueron
compartidas por diferentes ecotipos. Un conjunto basico de seis genes fue alterado en
todos los ecotipos. Curiosamente, cuatro de estos genes estaban involucrados en las
respuestas al estrés y uno en el metabolismo de miARNs. Dos de los genes relacionados
con el estrés estaban involucrados en la resistencia sistémica dependiente de etileno, lo
que puede indicar la relevancia de esta via en la respuesta a las infecciones virales. Los
dos grupos de ecotipos de A. thaliana difieren significativamente en la forma en que
perciben y responden a la infeccién con TEV-At17b. Por un lado, los miembros del Grupo
1 tienden a sobre-expresar los genes de defensa y reprimir aquellos implicados en la
produccién de componentes de la pared celular. Por otro lado, los miembros del Grupo 2
tienden a sobre-expresar los genes implicados en el estrés abidtico y la construccion de
la pared celular, mientras se presenta una tendencia a reprimir los genes implicados en
el metabolismo secundario y algunas vias reguladas por hormonas. La alteracién positiva
de la expresion de genes implicados en la construccion celular en miembros del Grupo 2
(i.e., Ei-2 y Wt-1) podria ser un reflejo de sintomas de infeccion fuertes y alta
acumulacién del virus en estos ecotipos.

Los huéspedes han desarrollado una variedad de mecanismos para compensar el
impacto de la infeccién viral. Por ejemplo, la teoria de la evoluciébn de caracteres de
historia de vida postula que los organismos tienen que distribuir recursos limitados como
la energia, los alimentos y el tiempo entre varios procesos vitales, como son el
crecimiento, la salud y la reproduccién. Cualquier inversion en uno de los procesos
reduce los recursos disponibles para otros procesos. La modificacion de rasgos de en la
historia de la vida y la reasignacion de recursos puede permitir que las plantas sean mas

tolerantes a la infeccion®**%%2%

. Para los ecotipos donde la infecciébn es méas grave,
produciéndose mas acumulacion de virus, el conjunto de genes sobre-expresados tiende
a estar involucrado en las defensas, desviando recursos desde la construccion de
nuevos tejidos. Por el contrario, ecotipos mas tolerantes, donde el virus se acumula en
menor medida pero provoca sintomas graves, tienden a sobre-expresar los genes
implicados en el estrés abidtico y genes implicados en la construccién de nuevos tejidos.
Por lo general, las plantas donde estan activados los genes de defensa presentan
escasez en los recursos para el mantenimiento de las vias vitales de la planta a medida
que se alteran diversos procesos metabdlicos.

Se ha demostrado que las respuestas tempranas de A. thaliana a la infeccién viral,
como son los cambios en la expresion de genes relacionados con la defensa, la
sefalizacion celular, metabolismo primario y secundario, la transcripcion y los
12,119,256. Por

transportadores, ya estan presentes pocas horas después de la inoculacién

otra parte, también se ha visto que diferentes células y tejidos pueden responder de
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266 y por lo tanto se podria perder la respuesta

forma ligeramente diferente a la infeccidn
especifica mezclando diferentes tejidos para el andlisis. En cualquier caso, el tiempo de
recogida de las plantas se definié a los 21 dpi por tres razones: (i) los sintomas en este
punto de tiempo tan avanzado de la infeccion acumulan efectos de las alteraciones que
tienen lugar en diferentes momentos y se esperaria encontrar informacion mas extendida
(i) un trabajo anterior® permiti6 detectar diferencias significativas entre cepas de TEV en
este punto temporal y (iii) este periodo incluye el efecto del movimiento sistémico y no
solo el movimiento de célula a célula.

Los resultados obtenidos en el presente capitulo nos llevan a pensar que la
interaccion del aislado TEV-Atl7b con los diferentes ecotipos es heterogénea, lo cual
explica las diferencias observadas en susceptibilidad, acumulacién viral y gravedad de
los sintomas. Esta heterogeneidad en el perfil fenotipico tiene su reflejo a nivel
transcriptomico en diferentes ecotipos de huésped activando/suprimiendo la expresiéon

de diferentes conjuntos de genes.
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3.2 Evolucién experimental de TEV en huéspedes genéticamente
heterogéneos

En el primer capitulo se observé una respuesta heterogénea de diferentes ecotipos de
huéspedes de la misma especie a la infeccién con el aislado TEV-Atl7b previamente
adaptado al ecotipo Ler-0. En el presente capitulo, vamos a tratar de evaluar en qué
medida las diferencias genéticas entre los huéspedes de la misma especie condicionan
el destino evolutivo de un virus de ARN de plantas. Con este fin, se realizO un
experimento de evolucion del aislado TEV-Atl7b en cinco ecotipos genéticamente
heterogéneos de A. thaliana (tres réplicas experimentales por ecotipo). La evolucion
experimental consistié en pases seriados del virus en los ecotipos Di-2, Ei-2, Ler-0, St-0
y Wt-1.

Como ya hemos comentado, los ecotipos de A. thaliana varian en susceptibilidad al
TEV™®; algunos permiten el movimiento a larga distancia desde la hoja inoculada a las
hojas no inoculadas, mientras que otros permiten la replicacién en las hojas inoculadas,
pero no el movimiento sistémico™®. La susceptibilidad depende del sistema multigénico
RTM, que estd compuesto de los loci RTM1, RTM2 y RTM3%2435152155255.258 | o
presencia de alelos dominantes en los tres loci es necesaria para la resistencia, mientras
gue mutaciones recesivas homocigotas en cualquiera de los tres loci permiten la
infeccion sistémica®®*. La evolucién experimental fue también iniciada en los ecotipos
Oy-0 y Col-0, pero los niveles marcadamente bajos de infectividad impidieron finalmente
llevar a cabo la evolucién en estos ecotipos.

Después de 15 pases de 21 dias de evolucion experimental, se encontré que los virus
evolucionados mostraban un aumento de eficacia, infectividad y virulencia en los
ecotipos donde habian sido evolucionados. La secuenciacion del genoma de los linajes
evolucionados permitié identificar una serie de mutaciones potencialmente adaptativas.
En este sentido, cabe destacar la deteccion de algunas mutaciones convergentes en
varios linajes de la evolucién experimental. A continuacién, se trat6 de comprobar la
especificidad de la adaptacion del virus, para lo cual se infectaron con las 15 poblaciones
de virus evolucionado cada uno de los cinco ecotipos. El resultado de esta infeccion
cruzada fue caracterizado fenotipicamente en términos de infectividad, virulencia y
eficacia relativa al linaje viral adaptado a cada huésped. En el primer capitulo de este
trabajo, se comparoé el efecto de la infeccion de TEV-Atl7b en el transcriptoma de los
ecotipos (Tabla 3), lo que permiti6 observar que los ecotipos diferian en la forma de
percibir y responder a la infeccion. En el presente capitulo, se pretendia explorar si la
evolucion de TEV-At17b en cada ecotipo de A. thaliana daria lugar a la especializacion o,

por el contrario, los nuevos virus evolucionados conservarian la capacidad de infectar
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todos los ecotipos, tal y como ocurria en el caso del virus ancestral TEV-Atl7b. En
particular, se evalué la potencial aparicion de una interaccion significativa entre el
genotipo del huésped y la poblacion viral evolucionada. Asimismo, se aplicaron andlisis
de red para evaluar el anidamiento y la modularidad de la matriz de infeccion.
Finalmente, se estudiaron las mutaciones convergentes de los linajes virales resultantes
de la evolucion experimental, su significado a nivel molecular y su potencial papel en la

adaptacion al nuevo huésped.

3.2.1 Medida de la adaptacion a cada huésped local.

En primer lugar, hemos tratado de determinar si cada linaje viral evolucionado ha
incrementado la eficacia en su correspondiente ecotipo local de huésped en
comparacion con el linaje ancestral TEV-Atl7b. La medida de la eficacia (W) viene
definida como acumulacion viral, tal y como se describe en los apartados 2.2.8 y 2.2.9.
De este modo, se cuantific6 W para todos los linajes evolucionados en los distintos

ecotipos (Tabla 8).



Tabla 8. Eficacia relativa de cada combinacidn virus-huésped. Las celdas sombreadas indican los
valores de W para un linaje dado obtenidos en el mismo ecotipo donde se evolucioné. Los
valores son el promedio de varias réplicas bioldgicas (entre 5 y nueve) y los errores corresponden
a £1 SEM. Los asteriscos indican valores significativamente diferentes a los obtenidos para la
cepa ancestral TEV-At17b (prueba t para una Unica muestra, P < 0,05; niveles de significacion

corregidos por el método FDR).

Huésped de prueba

Hospe- Linaje Di-2 Ei-2 Ler-0 St-0 Wt-1

dador

local _ _ _

Di-2 1 0.990+0.000 0.98410.002 0.998+0.021 1.044+0.015 1.061+0.036
2 0.995+0.012 0.988+0.004"  1.002+0.000 1.024+0.028 1.021+0.004"
3 1.009+0.004" 0.987+0.015 1.000+0.021 1.04140.010" 1.054+0.027

Ei-2 1 1.018+0.002" 1.006+0.004 0.954+0.024 1.024+0.015 0.953+0.032
2 1.001+0.014 1.004+0.003 0.991+0.005 1.02740.009" 1.015+0.011
3 1.006+0.002" 0.984+0.011 0.992+0.006 1.031+0.008" 1.003+0.008

Ler-0 1 1.003£0.004 0.980+0.007 0.953+0.021 1.08410.038 1.02940.014
2 1.001+0.005 1.012+0.004" 1.00410.024 1.013+0.010 1.014+0.008
3 0.986+0.004" 0.987+0.051 1.034+0.037 1.028+0.009" 0.978+0.040

St-0 1 0.981+0.005 0.975+0.016 0.980+0.028 1.02740.013°  0.995+0.001"
2 0.998+0.003 0.996+0.008 0.982+0.026 1.05740.003°  1.021+0.004"
3 0.992+0.008 0.995+0.007 0.994+0.011 1.136+0.006 0.991+0.005

Wit-1 1 1.01340.004" 0.967+0.037 0.997+0.009 0.991+0.036 1.011+0.004"
2 0.994+0.005 0.999+0.023 0.950+0.014" 1.02340.010 1.011+0.003"
3 0.995+0.002" 0.993+0.004 1.004+0.028 1.085:0.019°  1.022+0.005

Los resultados fueron muy variables entre ecotipos (prueba de Friedman, ;* = 43,320,
1 g.l.,, P <0,001). Ninguno de los linajes evolucionados en Ei-2 o Ler-0 mostr6 aumento
significativos en W (prueba t para una Unica muestra, 1 cola, P = 0,058), mientras que
unicamente el linaje 3 del ecotipo Di-2 mostr6é un 0,85% de aumento significativo (prueba
t de una muestra, 1 cola, P = 0,002). Por el contrario, todos los linajes evolucionados en
St-0 (2,74%, 5,65% y 13,62%, respectivamente, prueba t de una muestra, 1 cola P <
0,031) y en Wt-1 (1,13%, 1,13% y 2,24%, respectivamente; prueba t de una muestra, 1

cola P < 0,005) mostraron claros incrementos significativos.
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A continuacion, se tratdé de explorar si los cambios observados en W reflejaban
sucesos concretos de mutacion y seleccion o si podian ser explicados por evolucion
fenotipica paralela sin una clara base genética.

La relacion entre la divergencia genética y el paralelismo fenotipico durante la
evolucion experimental viene dada por la proporcion I, = o, (W)/|AW|**, donde o¢ (W)
es la desviacion genética estandar de W entre linajes y |AW| el valor absoluto del cambio
promedio de W comparando con el ancestro comun. Iy, proporciona una medida de la
diferencia genética promedio entre los linajes relativa al cambio de eficacia promedio
desde el estado ancestral. Bajo la hipétesis nula de que todo cambio fenotipico esta
asociado a un cambio genético, Iy,= 1.

Tal y como observamos en la Tabla 8, los linajes evolucionados en Di-2, Ei-2 y Ler-0
muestran muy diversos resultados, mientras que los linajes evolucionados en St-0 y Wt-1
presentan tendencias crecientes similares en su eficacia relativa.

La Tabla 9 muestra las estimaciones de maxima verosimilitud de o; (W), [AW] e I,
para cada huésped local. I, > 1 para los linajes evolucionados en Di-2, Ei-2 y Ler-0, lo
gue indica la evolucion fenotipica en paralelo, o dicho de otro modo, las diferencias entre
los linajes independientes son pequefias en relacion con la variacion media de la eficacia
de la cepa ancestral TEV-At17b. Sin embargo, no se pudo rechazar la hip6tesis nula de
una contribucion igual de paralelismo y divergencia (z < 1,277, P = 0,101) debido a la
gran varianza asociada a las estimaciones de |y (Tabla 8). Por el contrario, I, < 1 para
St-0 y Wt-1, (z 2 2,196, P < 0,014), lo que indica que la contribucion de las diferencias
genéticas entre los linajes era mas importante que los cambios promedios en la eficacia
relativa.

La infectividad | mostré una respuesta mas débil a la evoluciéon en los distintos
ecotipos que la observada para W. Un menor numero de linajes mostraron una variacion
significativa, teniendo también una tendencia variable en signo. Por un lado, el linaje St-
0/1 redujo su | en un 83,34% (GLM,; ;/ = 9,515, 1 g.l.,, P = 0,002). Por otro lado, los
linajes Di-2/1 (118,55%), Di-2/3 (122,61%), Wt-1/2 (55,55%), y Wt-1/3 (113,88%) (GLMs;
7/ 23,552, 1g.l., P <0,030) mostraron un aumento significativo en .

Los resultados de estos andlisis apuntan a que la respuesta evolutiva de TEV-At17b
depende del genotipo del huésped. Los linajes evolucionados en St-0 y Wt-1 aumentaron
la eficacia en sus huéspedes locales como consecuencia de potenciales cambios
genéticos durante la evolucion. Por el contrario, la respuesta adaptativa viral en el
ecotipo Di-2 fue mas débil, e incluso nula para Ei-2 y Ler-0, donde ademas se mostr6 un

fuerte paralelismo fenotipico.



Tabla 9. Divergencia contra paralelismo en eficacia relativa para los linajes evolucionados
independientemente en los cinco ecotipos de A. thaliana.

Huésped |AW| Var|AW| o (W) Var(og (W)) Iy (+1 SEM)
local
Di-2 2,533x107 9,402x10~° 1,198x107* 2,913x107 4,321456,183
Ei-2 2,300x1073 1,502x10™*  4,657x10°° 7,016x107° 2,967+7,121
Ler-0 3,067x10° 1,675x10°  3,105x10™* 9,338x107’ 5,746180,002
St-0 6,957x107° 3,173x10° 2,054x107 2,951x10°° 0,65210,076
Wit-1 1,390%x107* 4,107x107° 1,106x107° 4,923x107%° 0,239+0,058

3.2.2 La especificidad de la adaptacion

A continuacion se explord si la adaptacion de TEV-Atl7b a los distintos ecotipos que
diferian en su susceptibilidad a la infeccién supondria un coste de eficacia en el huésped
ancestral Ler-0. Para ello, se utilizaron pruebas t emparejadas para comparar la eficacia
de los linajes en su nuevo huésped con las obtenidas en Ler-0. Los linajes evolucionados
en Di-2, Ei-2 y Wt-1 no mostraron diferencias significativas entre los dos huéspedes, es
decir, los linajes virales evolucionados en estos ecotipos no tuvieron un coste de eficacia
en Ler-0 (t; = 2,058, 1 cola P = 0,075). Por el contrario, los linajes evolucionados en St-0
mostraron un coste significativo de eficacia en Ler-0 del 8,93% (t; = 3,129, 1 cola P =
0,028).

Posteriormente, se estudié la posibilidad de que la adaptacién del virus a un nuevo
ecotipo estuviera asociada con la eficacia en un ecotipo alternativo. Para ello, se
compararon los valores de eficacia de los linajes evolucionados en sus nuevos
huéspedes locales con los valores estimados en cada uno de los tres nuevos huéspedes
alternativos. Los resultados variaban ampliamente entre los huéspedes locales (Tabla 8).
En promedio, los aislados evolucionados en Di-2 presentaban mayor eficacia en St-0 y
Wt-1 (t3 = 3,656, 1 cola P < 0,034) que la poblacién ancestral, pero no en Ei-2. Las
poblaciones virales evolucionados en Ei-2 eran mas eficaces que el ancestro en St-0 y
Di-2 (t3 = 3,346, 1 cola P = 0,039), pero sin cambio de eficacia en Wt-1. Los linajes
evolucionados en Wt-1 y St-0 eran en promedio igualmente eficientes en todos los
huéspedes alternativos. La Tabla 10 muestra los resultados del analisis GLM descrito por

la ecuacion (1), definida en la seccion de Materiales y Métodos.
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Figura 9. (A) Eficacia relativa promedio
en el huésped local (eje X) y en
huéspedes alternativos (eje Y). (B)
Infectividad promedio en el huésped
local (eje X) y en huéspedes alternativos
(eje Y). (€C) Virulencia promedio en el
huésped local (eje X) y en huéspedes
alternativos (eje Y).

Cado punto representa el promedio de
los linajes evolucionados. En concreto,
para cada huésped local se disponia de
las tres estimas de los linajes
evolucionados, mientras que para los
huéspedes alternativos se promediaron
12 estimas (todas salvo las de los linajes
evolucionados en un huésped local
dado). Las barras de error representan
11 SEM. Los intervalos de error para la
infectividad de Ei-2 en huéspedes
alternativos, y para St-0 en el huésped
local y en alternativos, superan el
intervalo [0, 1].



Tabla 10. Analisis GLM de la varianza respecto a las tres caracteristicas medidas para todos los
linajes evolucionados en los cuatro nuevos huéspedes (Di-2, Ei-2, St-0 y Wt-1).

Eficacia relativa Infectividad Virulencia
Fuente de xz de 2 lz de 2 xz de 2
. f. P . P £ P
variacion  Wald d Tp Wald d Tp Wald d TTp
Interseccion 366741
1 <0,001 1 0 1 1,000 0,95 6743,1 1 <0,001 1

u 75,7
Huésped

555,6 4 <0,001 0,32 17,6 4 0,002 0,08 19,1 4 0,001 0,14
local LH
Linaje L(LH) 2667,07 10 <0,001 0,18 81,8 10 <0,001 0,67 89,8 10 <0,001 0,38
Huésped

14629,1
alternativo 4 <0,001 0,76 61,6 4 <0,001 0,55 12,8 4 0,012 0,14

2
TH
LHxTH 4655,74 16 <0,001 0,28 39,4 16 0,001 0,38 82,5 16 <0,001 0,36
THxL(LH) 12124,3 40 <0,001 0,19 86,9 39 <0,001 1 149,9 40 <0,001 0,16
Replica
bioldgica 53712,9 295 <0,001 0,98
R(THxL(LH))

Tanto huésped local como huésped alternativo tienen claros efectos altamente
significativos en W (r;,z, > 0,15 en todos los casos). Cabe destacar que la interaccién entre
los huéspedes locales y alternativos (LH x TH) también tiene un efecto claro y altamente
significativo, lo que sugiere que las restricciones selectivas impuestas por un huésped
local dado afectan al rendimiento posterior en los huéspedes seleccionados. De acuerdo
con esto, los linajes también son heterogéneos en la respuesta a su huésped local
(L(LH)), asi como en su rendimiento a través de los huéspedes (TH x L(LH)).

En resumen, se puede decir que todos los linajes han evolucionado hacia un caracter
generalista, ya que la adaptacién a un ecotipo dado siempre se asocia a un aumento de
eficacia en al menos uno de los huéspedes alternativos. Sin embargo, no todos los
ecotipos han seleccionado poblaciones virales igualmente generalistas. Existe una
correlacion negativa significativa entre la eficacia en huéspedes locales y alternativos (rs
= -0,900, 3 g.l., 1 cola P = 0,019). Los huéspedes mas permisivos, como St-0, han
seleccionado virus mas especializados, mientras que los huéspedes menos permisivos,

como es el caso de Ei-2, han seleccionado virus méas generalistas.

3.2.3 Evolucién de infectividad y virulencia

El andlisis de los datos de infectividad (I) muestra unos resultados similares a los
obtenidos con las estimas de eficacia. Los datos se ajustaron a un modelo de regresion

logistica dado por la ecuacion (2), definida en la seccién de Materiales y Métodos.
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Se detectd un efecto muy significativo para LH (aunque de tamafio medio, n% < 0.15),

asi como para TH y la interacciébn de ambos (en estos dos casos, de gran efecto, Tabla
10), sugiriendo que las restricciones selectivas impuestas por el huésped local afectan
posteriormente a la infectividad en los huéspedes alternativos. En general, los linajes
evolucionados en St-0 muestran los valores més altos de infectividad en sus huéspedes
locales, mientras que los linajes evolucionados en Ei-2 muestran el porcentaje mas bajo
de infectividad en su ecotipo local (Figura 9B). Respecto a los ecotipos alternativos, en
promedio, los niveles mas altos de infectividad se encontraron en Ei-2 y los mas bajos en
Ler-0.

Los datos de virulencia (V) se ajustaron a la ecuaciéon (3), que viene definida en la
seccion de Materiales y Métodos. Se detect6 un efecto altamente significativo para LH,
TH, asi como para su interacciéon (el tamafo de los efectos de LH y TH era medio, pero
grande para la interaccién, Tabla 10), lo que sugiere que la virulencia de los linajes
evolucionados depende, tanto del ecotipo de huésped local en el que un linaje ha
evolucionado, como del ecotipo huésped en el que se mide la virulencia. Los linajes
evolucionados en Di-2 y St-0 son los menos virulentos en sus ecotipos locales, mientras
gue los linajes evolucionados en Ei-2 son los mas virulentos (Figura 9C). Los linajes
evolucionados en St-0, Ler-0, Wt-1, y Di-2 muestran sintomas mas fuertes en huéspedes
alternativos que en su huésped local, mientras que los linajes evolucionados en el
ecotipo Ei-2 tienden a inducir mas tolerancia a la infeccion en los linajes que no han sido
seleccionados en la evolucion experimental (Figura 9C). Por lo tanto, de la Figura 9C se
puede concluir que los linajes mas virulentos en su huésped local son menos virulentos

en sus huéspedes alternativos.

3.2.4 Analisis de redes de infeccion

La matriz de infecciébn mostrada en la Figura 10A tiene una temperatura T = 13,3, un
valor que es significativamente inferior al esperado segun el modelo nulo (E(T) =
29,343+8,487, P = 0,019), es decir, la matriz de infeccion se anida significativamente. La
modularidad de la red bipartita mostrada en la Figura 10B era baja (0,192) y no
significativamente diferente de lo esperado segun el modelo nulo (E(Q) = 0,222 + 0,049,
P =0,202).
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Figura 10. (A) Representacion de la matriz de interacciones de los ecotipos del huésped con los
linajes de virus evolucionados. Las filas representan los 15 linajes virales y las columnas
representan los cinco ecotipos de huésped. Las celdas blancas representan combinaciones en las
cuales la eficacia del virus evolucionado es significativamente mayor que la del virus ancestral
TEV-At17b. (B) Representacidn bipartita de la matriz de infeccion.

La primera fila de la matriz corresponde al linaje Ler-0/2 (Figura 10A). Este es el Gnico
linaje cuya eficacia aumenté a través de todos los ecotipos de huéspedes en
comparacion con el virus ancestral, aunque este linaje no tuvo cambios adaptativos fijos.
El resto de linajes del virus evolucionado presentaron eficacias mas bajas que el aislado
ancestral en al menos un ecotipo del huésped. En un extremo, Di-2/3 y Ei-2/2 son peores
que la cepa ancestral sélo en Ei-2. En el otro extremo, St-0/1, St-0/3 y Wt-1/2 son peores
que el ancestral en todos los ecotipos menos uno. La primera columna en la matriz de
infeccién (Figura 5A) corresponde al ecotipo St-0, que era el mas susceptible, ya que era
infectado con éxito por trece linajes virales evolucionados. Por otro lado, el ecotipo mas
resistente era Ei-2, que fue infectado con éxito sélo por dos de los linajes virales.

Por lo tanto, estos resultados nos llevan a la conclusién de que durante el experimento
de evolucién la matriz de interaccion virus-huésped no evolucioné hacia la modularidad,

sino hacia un anidamiento significativo, tal y como predice el modelo gen a gen.

3.2.5 Evolucién gendmica

Todos las secuencias consenso de los linajes evolucionados, excepto el linaje Ler-0/2,
mostraron al menos una mutacion. En total, se observaron 79 mutaciones
independientes que ocurrian en 62 sitios diferentes, con un rango de dos a ocho

mutaciones por linaje (Figura 11).
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Figura 11. Esquema las mutaciones detectadas durante la evolucidn experimental en 14 linajes
(el linaje Ler-0/2 no presentd ninguna mutacién). En la parte superior se representa el genoma
completo de TEV con la posicion de sus 11 genes. Las lineas inferiores representan los genomas
individuales de los linajes obtenidos tras el experimento de evolucién. Los circulos vacios
representan mutaciones sindnimas y los circulos rellenos mutaciones no sindnimas. Las
mutaciones convergentes estan definidas por lineas verticales e indicadas en la zona superior de
los linajes.

Del total de mutaciones, 43 eran mutaciones sinbénimas y 36 no sindnimas.
Veinticuatro mutaciones no eran Unicas y de los 62 sitios polimérficos identificados, siete
se presentaron en multiples linajes independientes. Tres de estas mutaciones no Unicas
eran exclusivas de linajes Ei-2 (C2116U, G3639A y G6420A). La mutacion C795U era
compartida por dos linajes St-0. La mutacion G1272U era compartida por los linajes Di-2
y St-0. La mutacion A9240G era comun a los linajes Ler-0/1, St-0/1 y Wt-1/2. Estas seis
mutaciones convergentes eran sinGnimas. Las mutaciones no sinénimas C2912A
(A923D en el cistrén P3 y L923I en el cistron solapante P3N-PIPO) eran compartidas por
los linajes Di-2/1 y St-0/1. La mutacion no sinénima C8636U (S2831L en el cistrén CP)
era compartida por todos los linajes evolucionados en Di-2, Ler-0 y por Wt-1/3. Ademas,
los linajes Ei-2/2 (C8624U) y Ei-2/3 (U8623C) presentaban sustituciones en nucleétidos
contiguos que afectaban al mismo coddn en el cistrén CP, pero que daban lugar a

diferentes sustituciones de aminoacidos (S2827L y S2827P).



Las mutaciones convergentes se reflejan en el patrén de agrupamiento que se
muestra en un arbol filogenético de maxima verosimilitud, donde grupos mas diversos se
alternan con grupos definidos por un huésped comun (Figura 12).
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Figura 12. Arbol filogenético de méaxima verosimilitud obtenido para las secuencias genémicas de
los linajes evolucionados. Se empled un modelo de sustitucion de Kimura 2-parametros. La
secuencia ancestral TEV-At17b se incluyd para fines de enraizamiento. Los nimeros en los nodos
corresponden a los valores de apoyo Bootstrap. Los clisteres de aislados evolucionados en un
huésped comun se resaltan con colores diferentes.

Las mutaciones sinénimas y no sinébnimas se distribuyen de manera uniforme entre las
mutaciones comunes y Unicas (prueba exacta de Fisher, P = 0,260). Tratando cada linaje
como una observacién y cada ecotipo de huésped como una subpoblacion, la diversidad
nucleotidica promedio dentro de huésped es 7#is = 0,167 + 0,008 (+ 1 SD, 1000
pseudomuestras generadas mediante bootstrap). Por otra parte, la diversidad
nucleotidica para toda la muestra, sin tener en cuenta la estructuracion por ecotipos, es
it = 0,187 + 0,014. Por lo tanto, la estimacién de la diversidad nucleotidica entre

huéspedes es st = 0,019 + 0,010. Consecuentemente, la estimacion de la proporcién de
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la diversidad nucleotidica entre huésped, conocida como el coeficiente de diferenciacion
nucleotidica'’’, es 8sr = 8sr/fir = 0,103%0,043, un valor significativamente mayor que
cero (z = 2,395, 1 cola P = 0,004). Por lo tanto, esto sugiere que esta pequefia pero
significativa diferenciacion genética ha sido generada entre los virus que se replican en
diferentes ecotipos del huésped.

Para evaluar si la seleccion jugaba un papel en la diferenciacion genética entre los
ecotipos del huésped, se realizd una prueba D?**. El propdsito de esta prueba es
distinguir entre una secuencia de aminoacidos que evoluciona al azar y una cuya
evolucion no es aleatoria. Las mutaciones al azar son aquellas que no tienen ningun
efecto en la supervivencia de un organismo. Si una poblacién presenta un tamafio
constante con una tasa de mutacidén constante, la poblacion alcanzara un equilibrio de
las frecuencias génicas. Este equilibrio tiene propiedades importantes, incluyendo el
namero de sitios segregantes o polimaérficos y el nimero de nucleétidos diferentes entre
pares de secuencias. El propésito de la prueba de Tajima es identificar secuencias que
no encajan en el modelo de la Teoria neutral en el equilibrio entre mutacién y deriva
genética. En este caso, la prueba D mostré diferencias significativas (D = -2,172, P =

0,015), por lo que se rechazé la hipétesis de neutralidad de mutaciones.

3.2.6 Asociacién entre diversidad molecular y variacion genética para
la eficacia.

Para testar la evolucion adaptativa, observamos la correlaciéon entre la diversidad
genética de los virus evolucionados dentro de cada huésped local y la varianza genética
de la eficacia a;(W) entre los linajes paralelos. Si la diversidad genética fuera neutral,
no se esperaria una correlaciébn entre estos dos rasgos. Por el contrario, si las
diferencias genéticas entre los linajes se tradujeran en diferencias en W, entonces
esperariamos una correlacion positiva significativa. Para realizar esta prueba, primero se
calcul6 la diversidad genética promedio entre los linajes dentro de cada huésped local
(Figura 13A).
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Figura 13. (A) Diversidad genética promedio del virus dentro de cado ecotipo de huésped. (B)
Asociacion entre la diversidad genética promedio y el componente genético de la varianza para la
eficacia relativa (datos de la tabla 8). Los ejes en ambos paneles estan en escala logaritmica. Las
barras de error representan +1 SEM.

Se encontré que la diversidad genética mas baja la tenian los linajes de ecotipo Ei-2 y la
mas alta los linajes de ecotipo St-0. La Figura 13B muestra la asociaciéon entre la
diversidad genética y la varianza genética de la eficacia (o;(W)). No se observé una
correlacion positiva significativa para todo el conjunto de datos (rs= 0,400, 3 g.l.,, 1 cola P
= 0,253). Sin embargo, al eliminar del analisis los datos correspondientes al ecotipo Wt-
1, la correlacion se vuelve significativa (rs = 1,000, 2 g.l., 1 cola P < 0,001). Este
resultado sugeria que, con la excepcion de los linajes evolucionados en Wt-1, las
diferencias gendmicas entre los linajes evolucionados en un huésped local dado explican
buena parte de las diferencias genéticas en la eficacia relativa entre linajes. Por lo tanto,
esto nos lleva a la conclusiébn de que algunas de las mutaciones observadas son

beneficiosas y explican las diferencias en la eficacia entre los linajes en su ecotipo local.

3.2.7 Seleccidn para la eficiencia traduccional

Una posible explicacién para la convergencia en sitios sindbnimos es que la seleccién
para la eficiencia de la traduccion daria lugar a la sustitucién de codones poco utilizados
por los sinénimos de los cuales la célula huésped tiene una gran reserva de ARNL.

La Tabla 11 incluye los codones ancestrales y mutados, asi como la frecuencia de uso (f)
para A. thaliana. Para cada una de las 62 mutaciones, se calcul6 el cambio relativo en el

uso entre los codones evolucionados y ancestrales C = feyoucionadoffancestral — 1-
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Tabla 11. Lista completa de las mutaciones en los 15 linajes evolucionados independientemente.

Cambio Cambio de codén Cambio de
Virus nucleotidico (indice de uso de codonesl) aminoacido Proteina
Di-2/1 A175G AAC(20.9)/GAC(17.2) N11D P1
G1272U UCG(9.3)/UCU(25.2) sinénimo HC-Pro
G2451A AUG(24.5)/AUA(12.6) M769I P3
C2545U CUG(9.8)/UUG(20.9) sinénimo P3
C2912A GCU(28.3)/GAU(36.6) A923D (P3), P3N-PIPO
L923I (PIPO)
U3077C UUG(20.9)/UCG(9.3) L978S P3
G8388A GCG(9.0)/GCA(17.5) sinénimo NIb
C8636U UCA(18.3)/UUA(12.7) S2831L cp
Di-2/2 U231C CAU(13.8)/CAC(8.7) sindnimo P1
G1272U UCG(9.3)/UCU(25.2) sinénimo HC-Pro
C4707U CAC(8.7)/CAU(13.8) sinénimo Cl
U5289C CAU(13.8)/CAC(8.7) sinénimo Cl
G7178A AGA(19.0)/AAA(30.8) R4345K Nlb
A8667G AAA(30.8)/AAG(32.7) sinénimo cp
C8636U UCA(18.3)/UUA(12.7) S2831L CP
Di-2/3 G1272U UCG(9.3)/UCU(25.2) sindnimo HC-Pro
C8636U UCA(18.3)/UUA(12.7) S2831L cp
Ei-2/1 C1425U CUC(16.1)/CUU(24.1) sinénimo HC-Pro
C2116U CUA(9.9)/UUA(12.7) sinénimo HC-Pro
G3639A UUG(20.9)/UUA(12.7) sinénimo Cl
U6324C AAU(22.3)/AAC(20.9) sinénimo NlaPro
G6420A CUG(9.8)/CUA(9.9) sinénimo NlaPro
Ei-2/2 u342c CCU(18.7)/CCC(5.3) sinénimo P1
U579C GCU(28.3)/GCC(10.3) sinénimo P1
C2116U CUA(9.9)/UUA(12.7) sinénimo HC-Pro
G3639A UUG(20.9)/UUA(12.7) sinénimo Cl
G6420A CUG(9.8)/CUA(9.9) sindnimo NlaPro
C8624U UCA(18.3)/UUA(12.7) S2827L cp
Ei-2/3 G3456U AAG(32.7)/AAU(22.3) K1104N P3
U8623C UCA(18.3)/CCA(16.1) S2827P cp
Ler-0/1 C2050U CUC(16.1)/UUC(20.7) L636F HC-Pro
G2511A AAG(32.7)/AAA(30.8) sinénimo P3
U3339C AAU(22.3)/AAC(20.9) sindnimo P3
G3738A AAG(32.7)/AAA(30.8) sinénimo Cl
C7059U GUC(12.8)/GUU(27.2) sinénimo NIb
C8636U UCA(18.3)/UUA(12.7) S2831L cp



Ler-0/2
Ler-0/3

St-0/1

St-0/2

St-0/3

Wt-1/1

Wt-1/2

A9240G

A322U
G936A
C7602U
C8331U
C8636U
G8779A
U8985A
G738A
C795U
A1139C
C2912A

C7621U
U8669C
G8821A
A9240G
G1272U
C3922U
C4601U
C5811U
C8587G
G8815A
C795U
A2024G
U6718C
C8727U
A8924C
A269G
G1272U
A1822C
A5539G
G6492A
G1789A
A2522C
A3670U
C8594U
C8630U

GAA(34.3)/GAG(32.2)

sin mutaciones

AUU(21.5)/UUU(21.8)
UCG(9.3)/UCA(18.3)
UUC(20.7)/UUU(21.8)
UUC(20.7)/UUU(21.8)
UCA(18.3)/UUA(12.7)
GCC(10.3)/ACC(10.3)
AUU(21.5)/AUA(12.6)
AGG(11.0)/AGA(19.0)
GGC(9.2)/GGU(22.2)
GAG(32.2)/GCG(9.0)
GCU(9.0)/GAU(36.6)

CUC(16.1)/UUC(20.7)
CUU(24.1)/CCU(18.7)
GAA(34.3)/AAA(30.8)
GAA(34.3)/GAG(32.2)
UCG(9.3)/UCU(25.2)
CAU(13.8)/UAU(14.6)
ACU(17.5)/AUU(21.5)
AAC(20.9)/AAU(22.3)
CAG(15.2)/GAG(32.2)
GUG(17.4)/AUG(24.5)
GGC(9.2)/GGU(22.2)
GAU(36.6)/GGU(22.2)
UUA(12.7)/CUA(9.9)
UAC(13.7)/UAU(14.6)
GAG(32.2)/GCG(9.0)
GAA(34.3)/GGA(24.2)
UCG(9.3)/UCU(25.2)
AUG(24.5)/CUG(9.8)
AGC(11.3)/GGC(9.2)
GGG(10.2)/GGA(24.2)
GGU(22.2)/AGU(14.0)
GAG(32.2)/GCG(9.0)
AUG(24.5)/UUG(20.9)
UCA(18.3)/UUA(12.7)
ACA(15.7)/AUA(12.6)

sinébnimo

I60F
sinénimo
sinébnimo
sinébnimo

S2831L
A2879T
sinébnimo
sinénimo
sinénimo
E332A
A923D (P3),
L9231 (PIPO)
L2493F
L2842P
E2893K
sinénimo
sinébnimo
H1260Y
T14861
sinénimo
Q2815E
V2891M
sinénimo
D627G
sinénimo
sinénimo
E2927A
E42G
sinénimo
M560L
S1799G
sinénimo
G549S
E793A
M1176L
S2817L
T2829

Ccp

P1
P1
Nlb
Nlb
cp
cp
cp
P1
P1
HC-Pro
P3N-PIPO

NIb
CP
cp
cp
HC-Pro
C
C
VPg
CP
cp
P1
HC-Pro
NlaPro
cp
CP
P1
HC-Pro
HC-Pro
6K2
NlaPro
HC-Pro
P3
C
cp
cp
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A9144G AGA(19.0)/AGG(11.0) sinénimo cp
A9240G GAA(34.3)/GAG(32.2) sinénimo cp
Wt-1/3 G3585A AAG(32.7)/AAA(30.8) sinénimo 6K1
C6306U ACC(10.3)/ACU(17.5) sinénimo NlaPro
G6348A UCG(9.3)/UCA(18.3) sinébnimo NlaPro
C8636U UCA(18.3)/UUA(12.7) S$2831L CcpP

! tomado de base de datos http://www.kazusa.or.jp/codon; expresado como frecuencia por mil.

Los valores de C > 0 significan que la mutacion transforma un codén en uno mas
utilizado, mientras que valores C < 0 implican que las mutaciones van a un codén mas
raro. Si la hipotesis de selecciébn a nivel traduccional fuera cierta, entonces cabria
esperar que el valor de C para mutaciones convergentes sinénimas fuera positivo y
significativamente mayor que el valor observado para todos los demas tipos de
mutaciones.

En este caso, para mutaciones convergentes sinénimas C = 0,494 + 0,351 (+1SEM),
mientras para el resto de las mutaciones € = —0,009 + 0,066, cuyas diferencias eran
significativas (prueba t para dos muestras, tso = 2,185, 1 cola P = 0,016). Por lo tanto, las
mutaciones convergentes sinébnimas que se fijaron durante la evolucién habrian dado
lugar a codones que eran ~50% mas utilizados por la maquinaria de traducciéon de A.

thaliana que los codones ancestrales.

3.2.8 Discusioén

3.2.8.1 Expansion de gama de huéspedes: especialistas y generalistas

La evolucién de la gama de huéspedes de los virus de ARN ha recibido considerable
atencion debido a su implicacion en las enfermedades infecciosas emergentes. Los virus
de plantas tienen gamas de huéspedes muy variables: algunos son especialistas que
infectan s6lo una o pocas especies afines, mientras que otros son generalistas que
infectan una amplia gama de huéspedes de diferentes grupos taxonémicos. La mayoria
de los estudios previos sobre la evolucion de la gama de huéspedes de virus de plantas
exploraron el efecto sobre rasgos de eficacia de los virus que evolucionan en una Unica

(>01942,201.248267 5 entre dos especies de huéspedes alternativos™. De

especie huéspe
este modo ha podido confirmarse con frecuencia la accién de la pleiotropia antagonista,
es decir, la situaciéon en la que los virus evolucionados se desenvuelven peor en el
huésped original que sus antepasados. En consecuencia, la pleiotropia antagonista limita
el rango de adaptacién y promueve la evolucion de la especializacion ecoldgica'®. Otra
observacion, extensible a virus animales evolucionados en cultivos celulares, es que la

alternancia frecuente entre distintas especies de huésped resulta en la evolucion de virus



generalistas con aumento de eficacia en todos los huéspedes alternativos y sin aparente
coste de eficacia®. Sin embargo, el efecto de las diferencias genéticas dentro de cada
especie en la evolucion de los virus de ARN de plantas ha recibido poca atencion. Esto
es particularmente sorprendente, dada la importancia de la diversidad genética del
huésped en la aparicién, propagacion y prevalencia de las enfermedades infecciosas,
algo que uUnicamente ha sido tratado en un trabajo que proviene del campo de la
agronomia®’®. Con este trabajo, se ha dado un paso mas al analizar el efecto de las
diferencias genéticas entre los ecotipos de A. thaliana en la evolucion de un virus
emergente. Las diferencias genéticas entre los ecotipos crean nuevos desafios para el
virus. St-0 y Wt-1 son los ecotipos en los que linajes evolucionados a nivel local
muestran un mayor aumento de la eficacia, por lo que no es sorprendente que la
contribucién de la divergencia genética frente al paralelismo sea particularmente
pronunciada en estos dos ecotipos. Una observacion inesperada es que la magnitud de
las mejoras de eficacia en los huéspedes locales no era dependiente de la constitucién
genética de los loci RTM. Dado que sélo los ecotipos que llevan alelos rtm eran
susceptibles a la infeccién con la cepa ancestral de TEV, se esperaria mas margen de
mejora en la eficacia para los ecotipos Di-2 y Wt-1, algo que no ha sucedido. Una posible
explicacién estaria en que, durante la adaptacion a Ler-0, TEV-Atl7b adquiriera la
capacidad de infectar sistémicamente Ler-0, superando la resistencia mediada por RTM
de tal manera que las diferencias en estos tres loci ya no representaran un desafio.

Como se describe en el primer capitulo de esta Tesis, los ecotipos de A. thaliana se
clasificaron en dos grupos en funcién de su respuesta transcriptémica a la infeccién con
la cepa ancestral TEV-At17b. La incorporacién de estos dos grupos como un factor en
los modelos lineales no resulté en mejoras en la capacidad explicativa (por ejemplo, para
los datos de W, BIC = -7137,105 para el modelo aqui presentado y BIC = -4101,527 para
el modelo que incorpora un factor adicional). Por lo tanto, el resultado de los
experimentos de evolucion no parece verse afectado por las diferencias en los sintomas
o en los perfiles de transcripcién de los ecotipos. De hecho, las diferencias de eficacia
observadas entre distintos linajes pueden representar adaptacibn a una, 0 mas
probablemente, a varias de las pequefas diferencias entre los componentes genéticos o
bioquimicos de los ecotipos.

El andlisis de la matriz de infeccion permite concluir que la adaptacion a Di-2 y Ei-2 se
produce sin ningln coste de eficacia respecto al ecotipo original Ler-0, mientras que los
pases seriados en St-0 y Wt-1 suponen un coste significativo. Esto sugiere que los
mecanismos de adaptacion en Di-2 y Ei-2 son més similares a los de Ler-0 y pueden ser
més diferentes que los de St-0 y Wt-1. Cuando se estimo la eficacia de los linajes
evolucionados en los cinco ecotipos, se encontré que los linajes evolucionados en Di-2

mostraron mayor eficacia para todos los huéspedes que el resto de los linajes. En este
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sentido, los linajes evolucionados en Di-2 pueden ser considerados como los mas
generalistas, mientras que los linajes evolucionados en St-0 son los mas especializados.
Por lo general, se asume que un generalista no puede evolucionar en presencia de
compensaciones de eficacia a través de los huéspedes y por lo tanto un especialista en
un huésped dado siempre podria superar al generalista en la competencia por el mismo
huésped. Como consecuencia, no cabria esperar un linaje Unico que tuviera la eficacia

mas alta en todos los ecotipos. Sin embargo, Remold'®®

presenté un modelo
fundamentado en la pleiotropia epistética para explicar la evolucion de los especialistas y
generalistas sin coste. La pleiotropia epistética se produce cuando los fondos genéticos
virales difieren en cdmo el efecto de un alelo depende del huésped. Bajo pleiotropia
epistatica, las poblaciones virales pueden lograr la especializacién o la generalizacion sin
coste, dependiendo del huésped en el que evolucionan, a pesar de la existencia de
compensaciones. De acuerdo con estas expectativas, se observo que ningun linaje viral
fue superior en los cinco ecotipos y que algunos aislados pagaron un coste de eficacia,
mientras que otros no lo hicieron.

Los datos anteriores han demostrado que la huella de la epistasia reciproca esta
omnipresente en el genoma de TEV** y que la epistasia depende de la especie del
huésped en el que se evalta*®. Esto significa que los linajes especializados no serian
capaces de evolucionar hacia generalistas sin un coste, es decir, sin tener que cruzar un
valle de eficacia.

Ningun linaje viral evolucionado era superior al resto de linajes en todos los ecotipos
del huésped. Del mismo modo, no se observé un Unico ecotipo de huésped superior a
todos los demés en resistencia al conjunto de linajes virales (Figura 10A). Bajo tales
condiciones, podria ocurrir que los ecotipos de huéspedes y las frecuencias génicas de
los virus fueran criticas para la evolucion de las poblaciones naturales. Dicho de otro
modo, la seleccion favoreceria aquellos genotipos virales capaces de infectar a los
ecotipos de huéspedes mas susceptibles, como es el caso de St-0, donde se permitiria
mayor replicacién y acumulacion viral. No obstante, estos ecotipos serian posteriormente
desfavorecidos. Por lo tanto, en este sistema puede surgir la seleccion dependiente de
frecuencia.

Debemos esperar modularidad en redes de infeccibn cuando los huéspedes y
patdgenos preferentemente se infectan de forma cruzada dentro de un grupo®*. Por el
contrario, debemos esperar anidamiento si existen jerarquias en resistencia entre los
huéspedes y en la capacidad de infeccion entre los virus®*. Nuestro trabajo demostr6
gue la red de infeccion (Figura 10B) no era modular, sino significativamente anidada. La
falta de modularidad se puede considerar un indicio de que los ecotipos no son similares
en su respuesta a la infeccion de ciertos linajes virales, por lo que cada ecotipo responde

de una manera particular. EI modelo de interaccion gen a gen entre TEV y A. thaliana



predice la aparicion de anidamiento. Este mecanismo implica que existan mutaciones
que incrementen la eficacia en el nuevo huésped local, pero que no paguen un coste de
eficacia en Ler-0. Por lo tanto, el conjunto de huéspedes que un linaje puede infectar
serian subconjuntos de uno en otro.

Bajo la visiébn de un mecanismo de alelos coincidentes, la adquisicion de la capacidad
de infectar un ecotipo dado podria hacer que el virus perdiera por completo la capacidad
de infectar Ler-0. Como ya se comentd anteriormente, sin embargo, existe un coste para
los linajes que han experimentado el mayor aumento de la eficacia en su huésped local
(St-0 y Wt-1), pero no para los linajes que muestran aumentos menores de la eficacia en
sus huéspedes locales (Di-2 y Ei-2). Por lo tanto, nuestros datos no coinciden por
completo con ninguno de estos dos modelos extremos, sino que podrian ser explicados
mediante algin mecanismo intermedio por el cual los linajes de TEV desarrollaran la
capacidad de infectar a nuevos huéspedes y perdieran su infectividad en el ecotipo

original s6lo bajo ciertas condiciones.

3.2.8.2 Equilibrio entre eficacia, virulencia e infectividad

Los linajes evolucionados en Di-2 alcanzaron la eficacia mas alta en todos los ecotipos
de huéspedes, pero ese aumento de eficacia no estaba acompafiado por aumento en
infectividad ni en virulencia. Por el contrario, los linajes evolucionados en Ei-2 tenian
mayor eficacia en su huésped local comparando con todos los demas ecotipos, siendo
los menos infecciosos pero los méas virulentos. Los linajes evolucionados en St-0 fueron
los mas infecciosos, pero al mismo tiempo menos virulentos, en su huésped local. De
hecho, existe una correlacion negativa significativa entre virulencia e infectividad
promedio (rs = -0,900, 3 g.I, P = 0,037). Desde la perspectiva de la permisividad a la
infeccion para los linajes evolucionados en otros ecotipos, en promedio, la infectividad
mas alta se observd para Ei-2. Este genotipo también desarroll6 los sintomas mas
débiles.

Dado que la virulencia no representa ninguna ventaja clara para el parasito, la
explicacién por la que la mayoria de los pardasitos inducen sintomas en sus huéspedes
es una cuestion pertinente. Una suposicion comun es que la virulencia es una

consecuencia inevitable de la replicacion del parasito'*?

y por lo tanto debe existir una
asociacion positiva entre virulencia y acumulacién. Tal asociacion se ha observado
anteriormente en pimientos infectados por TEV® y en nabos infectados por el virus del
mosaico de la coliflor (CaMV)™. En el presente trabajo, no se vio esta asociacién. Del
mismo modo, tampoco se habia encontrado esta asociacion para genotipos de TEV
evaluados en su huésped natural y que diferian en mutaciones puntuales®. Esta
aparente contradiccién sugiere que la asociacion positiva puede ser dependiente del

patosistema. Dos razones podrian explicar la falta de correlacion positiva. En primer
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lugar, las estimaciones de virulencia son demasiado ruidosas para obtener inferencias
estadisticas fiables. En este sentido, la mayor parte de la variacion fenotipica observada
(71,9%) no se explica por las diferencias genéticas entre los aislados, sino que se
atribuye al ruido. En segundo lugar, no existe una correlacion y muchos otros factores
gue influyeran en la progresion de la infeccién viral explicarian la virulencia. En particular,
la virulencia no dependeria de la replicacién en el huésped si la extension del dafio no
fuera proporcional a la cantidad de particulas virales, como es el caso de una respuesta

hipersensible®®

, Si la expresion de la via de resistencia sistémica adquirida fuera
costosa'™® o si la asignacion de recursos a la defensa perjudicara el crecimiento
vegetativo o el esfuerzo reproductivo®.

Una explicacion adaptativa de la evoluciébn de la virulencia es la hipétesis de
equilibrio, que propone que la virulencia debe correlacionar positivamente con la
transmision®®. Dependiendo de la forma de la funcién de virulencia-transmision, la
hipétesis de equilibrio predice que la virulencia puede evolucionar a niveles maximos o
bien llegar a un 6ptimo intermedio. Lo Ultimo se produce cuando los costes de la
virulencia no estan compensados por los beneficios de un aumento adicional en la
transmisiéon®®. En un ejemplo de virus de plantas, se encontré para CaMV una correlacion
positiva entre la transmision y la virulencia’. En contraste, en nuestro experimento hubo
una correlacion negativa significativa entre virulencia e infectividad. Durante nuestro
experimento de transmision artificial, los linajes fueron transmitidos mecanicamente
independientemente de su virulencia, lo que podria haber atenuado el compromiso y dar

lugar a la evolucion independiente de virulencia e infectividad.

3.2.8.3 Bases moleculares de adaptacion

La caracterizacion de las secuencias consenso del genoma completo de los linajes
evolucionados revelé algunas caracteristicas interesantes. En primer lugar, los aislados
de TEV evolucionados contenian un ndmero variable de sustituciones nucleotidicas,
incluyendo cambios sinbnimos y no sinénimos. En segundo lugar, se generé una
diferenciacion genética significativa entre los linajes durante el experimento de evolucion.
Se evaluo si esta divergencia era debida a la accion de la seleccion natural y se encontro
un valor significativo y negativo de la D de Tajima. Valores negativos para D son
compatibles con tres explicaciones: (i) la segregacion de mutaciones levemente
deletéreas, (i) la seleccion purificadora, que es la eliminacion selectiva de alelos
perjudiciales y (iii) una rapida expansion de la poblacion. En una poblaciéon que se
expande, las nuevas mutaciones pueden ser segregadas y se pueden observar como
individuales. En nuestro caso, hemos observado 55 mutaciones individuales que han

aumentado el nUmero de sitios segregantes y han provocado valores de D < 0.



Tenemos otras evidencias que apoyan la evolucion adaptativa a nivel gendmico.
Primero, se observaron cambios especificos y significativos de eficacia relativa en
ecotipos de huéspedes. En segundo lugar, se observdé una correlacion positiva
significativa entre la diversidad genética y la varianza de la eficacia relativa og(W). Esta
asociacion positiva entre la diversidad genética y las diferencias de eficacia entre los
linajes se explica por el valor adaptativo de algunas de las mutaciones. En tercer lugar,
observamos una serie de mutaciones convergentes, muchas de las cuales parecen ser
dependientes del ecotipo del huésped. En cuarto lugar, se observé una diferenciacion
gendmica significativa de las poblaciones virales que evolucionaron en los diferentes
ecotipos del huésped.

Mientras que la evolucidon convergente en sitios no sinénimos se explica como
consecuencia de presiones selectivas idénticas y por la existencia de vias adaptativas
limitadas, la convergencia molecular en sitios sinénimos es méas problemética de
explicar. La evolucion convergente en sitios sinGnimos ha sido observada a menudo en
trabajos de evolucién experimental con virus de ARN2028°5179199.261 " 5qi como en el
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desarrollo de resistencias a medicamentos antivirales , pero estas observaciones
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aln son escasas para virus de plantas (e.g., Lafforgue et al.”). Ademas, estudios que

analizan los paisajes de mutacién de virus de ARN han demostrado efectos significativos

de eficacia asociados a mutaciones sinénimas®3354214

, lo que apoya la idea de que
asumir neutralidad en sustituciones sinébnimas no es necesariamente valido, al menos
para los genomas de ARN.

Tres explicaciones mutuamente no excluyentes se presentan para explicar la
evolucién convergente en sitios sindnimos: (i) la necesidad de preservar las estructuras
secundarias de ARN reguladoras, (ii) la prevencion de la formacion de estructuras largas
de ARN de doble cadena, lo que podria ser un objeto de silenciamiento de ARN vy (iii) la
seleccién de la eficiencia de traduccién, que consistiria en promover la sustitucién de
codones raros por sinénimos para los que la célula huésped dispusiera de una mayor
cantidad de ARNt. Sin descartar las hipotesis (i) y (ii), nuestros resultados sugieren que
la seleccion para la eficiencia de la traduccién podria explicar en gran parte las
mutaciones sinénimas convergentes.

La mayoria de los experimentos con virus de plantas que analizan la evolucion de
virus generalistas y especialistas se basan en diferentes especies de huésped. En
nuestro estudio, hemos analizado el efecto que puede tener la variabilidad genética
intraespecifica respecto a la susceptibilidad en la adaptacion viral. Algunos ecotipos de
plantas seleccionaron virus mas generalistas, mientras que otros ecotipos seleccionaron
virus mas especializados. Los huéspedes permisivos seleccionaron virus mas
especialistas, mientras que los huéspedes mas restrictivos seleccionaron virus mas

generalistas. Ningun linaje viral evolucionado era superior a todos los demas en todos
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los ecotipos y ningln ecotipo era resistente frente a todos los linajes evolucionados.
Estas condiciones generan un anidamiento de la matriz de infeccion, donde se crean las
condiciones para que la seleccion dependiente de frecuencia pueda operar a largo plazo.
A pesar de la similitud entre los huéspedes y el tiempo de evolucién relativamente
corto, los linajes independientes han acumulado variaciones genéticas y han divergido
unos de otros. La caracterizaciébn gendémica de los linajes evolucionados ha mostrado
casos de mutaciones convergentes dependientes del huésped, incluyendo algunos
cambios sinbnimos que pueden contribuir a la mejora de la eficiencia en la traduccion.
Por dltimo, la eficacia relativa de las cepas evolucionadas es independiente de la
virulencia y la infectividad. Por el contrario, virulencia e infectividad estan vinculadas, de
tal manera que los virus mas virulentos se transmiten peor que los moderados. Este
compromiso y la falta de correlacion entre virulencia y eficacia relativa, tienen

importantes implicaciones para la evolucién de la virulencia en este patosistema.
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3.3 Evaluacion de efectos de las mutaciones convergentes
fijadas durante la adaptacion del virus a diferentes ecotipos
de huésped

La variacion genética en las poblaciones de huéspedes en relacion a la susceptibilidad a
la infeccion es un factor esencial para la propagacién de un virus emergente. Los
modelos predicen que la tasa de difusion se ralentiza al aumentar la frecuencia y la
diversidad de alelos de resistencia en la poblacion huésped. Este trabajo tiene por objeto
proporcionar pruebas empiricas sobre este campo.

En el capitulo anterior, se ha descrito que las poblaciones de TEV evolucionados en
cinco ecotipos de A. thaliana que difieren en su susceptibilidad a la infeccion,
aumentaron su eficacia, virulencia e infectividad dentro del huésped de una manera
compatible con un modelo gen a gen para las interacciones parasito-huésped: los
ecotipos dificiles de infectar fueron infectados por virus generalistas, mientras que los
ecotipos faciles de infectar lo fueron por cualquier genotipo del virus. También se
caracterizaron los genomas completos de los virus evolucionados y encontramos siete
casos de mutaciones convergentes en varios linajes (Tabla 11). En este capitulo, se
exploran las bases moleculares de la adaptacion y diversificacién de TEV en ecotipos de
A. thaliana. Con este propésito, se clonaron varios genotipos de TEV que llevan las
mutaciones putativamente adaptativas encontradas al final del experimento de evolucion.
En total se clonaron 14 genotipos: siete mutaciones individuales, seis mutantes dobles, y
un triple mutante. Algunas de estas combinaciones aparecieron en los linajes al final del
experimento de evolucion (G1272U/C8636U, G1271U/A9240G, C8638U/A9240G, y
C2116U/G3639A/G6420A, Tabla 11), mientras que otras no (C2116U/G3639A,
C2116U/G6420A y G3639A/G6420A, Tabla 11), aunque podrian tener una existencia
transitoria previa al punto temporal que ha sido caracterizado. Estas combinaciones no
observadas han sido clonadas para explorar la topografia local del paisaje adaptativo de
eficacia.

Para cada genotipo viral, hemos evaluado la eficacia dentro de huésped, tanto en el

huésped local (simpatrico) como en los cuatro huéspedes alternativos (alopatricos).
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Tabla 12. Lista de genotipos clonados de TEV. Todas las mutaciones se introdujeron
partiendo del fondo genético del TEV-At17b.

Mutacion Cistron Linajes en los cuales
afectado ha sido encontrada la mutacién

G1272U HC-Pro Di-2/1, Di-2/3, St-0/2, Wt-1/1
C8636U cP Di-2/1, Di-2/2, Di-2/3, Ler-0/1, Ler-0/3,

Wt-1/3
A9240G cP Ler-0/1, St-0/2, Wt-1/2
G1272U/C8636U HC-Pro/CP Di-2/1, Di-2/2, Di-2/3
G1272U/A9240G HC-Pro/CP St-0/2
C8636U/A9240G Ccp/cP Ler-0/1
C2116U HC-Pro -
G3639A cl -
G6420A NlaPro -
C2116U/G3639A HC-Pro/CI -
C2116U/G6420A HC-Pro/NlaPro -
G3639A/G6420A Cl/NlaPro -

C2116U/G3639A/G6420A HC-Pro/Cl/NlaPro Ei-2/1, Ei-2/2, Ei-2/3
C795U P1 St-0/1, St-0/3

3.3.1 Exploracion de datos de eficacia dentro del huésped

La Tabla 13 muestra los valores de eficacia dentro de huésped estimados para cada
genotipo en cada ecotipo de huésped alternativo. Para nueve genotipos mutantes, se
han observado diferencias significativas en la eficacia dentro del huésped (prueba de
Kruskal-Wallis, P < 0,046). Sin embargo, la prueba de probabilidad combinada de Fisher
muestra que en general existen diferencias entre los ecotipos de huéspedes para todo el
conjunto de datos (* = 107,167, 28 g.l., P < 0,001).

En primer lugar, se exploraron con mas detalle los cinco genotipos cuyos valores de
eficacia son igualmente altos en todos los ecotipos de huéspedes. La mutacion G1272U
fue originalmente observada en varios linajes evolucionados de Di-2, St-0 y Wt-1, por lo
tanto es probable que tuviera un efecto de eficacia independiente del huésped. Sin
embargo, en todos los casos el efecto era pequefio y no significativo en comparacion con
el rendimiento del genotipo ancestral TEV-Atl7b en cada huésped (prueba de Mann-
Whitney, P > 0,05 en todos los casos). Esta prueba es consistente con la observacion

anterior de que St-0 y Wt-1 habian sido huéspedes mas permisivos que durante la



evolucién experimental seleccionaron virus mas especializados. El doble mutante
G1272U/A9240G, detectado en el linaje St-0/2, tuvo un efecto deletéreo significativo en
todos los ecotipos excepto en el huésped alopéatrico Wt-1. Este genotipo alcanzé una alta
frecuencia en el linaje St-0/2, bien porque estaba vinculado a otras mutaciones
beneficiosas o porque se fij6 a través de un proceso de cuello de botella. Los otros tres
genotipos con efectos homogéneos en los huéspedes fueron C2116U, C2116U/G6420A
y G3639A/G6420A. Ninguno de estos genotipos se observé en linajes evolucionados,
pero fueron creados con el propdsito de analizar la epistasia entre estas tres mutaciones
en el genotipo triple mutante C2116U/G3639A/G6420A observado en todos los linajes de
Ei-2.
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Tabla 13. Eficacia relativa dentro de huésped de cado genotipo viral medido en cada ecotipo de
A. thaliana. Los valores se expresan como media + 1 SEM (numero de réplicas). Los asteriscos
indican casos significativamente diferentes de TEV-At17b (prueba de Mann-Whitney; correccion
FDR de pruebas multiples). Las celdas sombreadas indican el huésped local. La ultima columna
muestra el P valor de las pruebas de Kruskal-Wallis para las diferencias en la eficacia relativa
dentro de huésped entre los ecotipos para cada genotipo viral.

Genotipo Di-2 Ei-2 Ler-0 St-0 Wt-1 P

TEV-At17b 1,003 0,824 0,996 1.000 0,999 0,858
10,008 (6) 10,109 (5) 10,007 (9) 10,2730 (2) 10,011 (4)

G1272U 0,831 0,969 0,936 0,793 1,155 0,342
10,237 (2) 10,015 (7) 10,060 (6) +0,076 (6) 40,000 (1)

C8636U 1,062 1,028 0,979 0,722 0.582 0,020
10,049 (2) 10,033 (5) +0,006* (5) +0,019* (2) +0,013* (3)

A9240G 0,995 0,984 1,017 1,198 0,574 0,008
10,007 (4) +0,017 (10) 10,018 (7) +0,068* (8) +0,007* (2)

G1272U/ 0,891 0,842 1,020 0,697 0,552 0,046

C8636U 10,161 (3) 10,073 (7) 10,029 (5) +0,000 (1) +0,000* (2)

G1272U/ 0,604 0,575 0,582 0,750 0,762 0,159

A9240G +0,013* (4) | +0,011* (4) | +0,011*(2) | +0,012* (3) | +0,214(2)

C8636U/ 0,829 0,803 0,760 1,215 not 0,017

A9240G 10,197 (2) +0,077 (5) 10,103 (5) +0,014* (5) determined

C2116U 0,717 0,887 1,000 1,080 0,797 0,066
10,109 (4) 10,054 (7) 10,013 (5) +0,095 (5) 10,241 (2)

G3639A 0,964 0,941 0,985 1,251 0,678 <0,001
10,079 (5) +0,017* (10) | 0,014 (10) +0,012* (4) 10,064* (9)

G6420A 0,992 0,763 1,007 0,918 0,635 0,007
10,020 (3) 10,088 (6) 10,011 (8) 10,094 (5) +0,072* (5)

C2116U/ 0,706 0,973 0,914 1,197 0,917 0,009

G3639A +0,103 (2) 10,011 (7) 10,088 (4) +0,013* (5) 10,114 (4)

C2116U/ 0,742 0,790 0,984 0,985 1,036 0,138

G6420A 10,139 (3) 10,085 (5) 10,009 (5) 10,288 (2) 10,021 (2)

G3639A/ 1,001 0,879 0,955 0,702 1,032 0,079

G6420A 10,014 (4) 10,086 (4) 10,078 (6) +0,004* (3) 40,000 (1)

C2116U/ 0,897 0,643 0,886 not 0,555 0,015

G3639A/ 10,124 (3) 10,031* (5) 10,072 (6) determined 10,007* (3)

G6420A

C795U 0,927 0,948 0,949 1,260 0,553 0,001
10,087 (5) +0,003* (6) +0.047 (7) +0,006* (4) +0,005* (3)

Tres mutaciones proporcionaron ventajas de eficacia especifica de huésped dentro de
huésped. La mutacién C8636U, observada en cuatro ecotipos de huéspedes (Tabla 13),
s6lo proporcion6 un efecto beneficioso significativo en el ecotipo no permisivo Ler-0. La
mutacion A9240G, identificada en los ecotipos de huéspedes mas permisivos,
proporciond un efecto beneficioso significativo s6lo en St-0 y fue significativamente
deletérea en Wt-1 (Tabla 13). La mutacion C795U, observada en dos de los linajes de
St-0, confirié un efecto beneficioso significativo en St-0 y fue significativamente deletérea

en Ei-2 y Wt-1 (Tabla 13).



3.3.2 El efecto de la eficacia dentro del huésped es mayor en
huéspedes simpatricos que en alopatricos

Los resultados anteriores muestran una compleja interaccion entre la eficacia dentro del
huésped de cada genotipo TEV y el ecotipo en el que se evalla. Si los genotipos de TEV
estuvieran igualmente bien adaptados a sus huéspedes simpétricos que a los huéspedes
alopatricos, esperariamos una correlacion positiva entre estas dos medidas de eficacia
dentro del huésped. En un hipotético caso de un perfecto ajuste en la eficacia de los
huéspedes simpatricos y alopatricos, la regresion lineal de la eficacia promedio en el
huésped alopétrico frente al huésped simpatrico seria igual a uno.

Las desviaciones de la pendiente hipotética pueden tomarse como indicativas de
efectos en la eficacia en funcién del ecotipo en el que se han evaluado. Una pendiente
por debajo de uno indicaria que cuanto mas fuerte son los efectos en el huésped
simpatrico, desproporcionadamente mas débiles pueden ser los efectos en los
huéspedes alopatricos, lo que sugeriria que las mutaciones contribuyen mas bien a la
especializacion que al generalismo. Por el contrario, una pendiente superior a uno
indicaria que cuanto mas fuerte es el efecto en el huésped simpétrico,
desproporcionadamente mas fuerte lo es en el huésped alopatrico. Para probar esta
hipétesis, primero calculamos la eficacia media dentro de los huéspedes en todos los
huéspedes alternativos. En aquellos casos en los que existia mas de un huésped local,
también calculamos la eficacia media. La Figura 14 muestra la relacion entre la eficacia

dentro de huésped en huéspedes locales y alternativos.
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Eficacia media dentro del huésped alopatrico

T T T
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Eficacia media dentro del huésped simpatrico

Figura 14. Relacién entre la eficacia dentro del huésped en el huésped simpatrico y la eficacia
media dentro del huésped en todos los huéspedes alopatricos. La linea continua representa la
hipdtesis nula de igualdad de efectos en todos los huéspedes. La linea discontinua representa el
modelo lineal que mejor se ajusta a los datos.

La linea continua en la Figura 14 representa la hip6tesis nula de que los efectos de la
eficacia son idénticos a través de los huéspedes. La linea discontinua corresponde al
mejor modelo de regresion lineal real. La pendiente de esta ecuacion de regresion es
0,177+0,199 (+1 SEM), un valor que es significativamente menor que la expectativa nula
de pendiente uno (t;3 = -4,116, P = 0,001).

La Figura 14 también muestra que los genotipos se pueden clasificar en dos
categorias respecto a la expectativa nula (linea continua). Para los ocho genotipos que
se sitlan encima de la linea, los efectos de la eficacia promedio en los huéspedes
alternativos son mayores de lo esperado dado su efecto en el ecotipo huésped local.
Para los seis genotipos por debajo de la linea, los efectos de eficacia promedio en los
huéspedes alternativos son mas pequefios de lo esperado comparando con su valor en
el ecotipo de huésped local.

Al analizar las propiedades de los genotipos en cada lado de la diagonal, se descubri
gue aquellos genotipos que se sitian por debajo de la diagonal procedian principalmente
de la evolucion en los ecotipos de huéspedes méas permisivos (como se definié en el
apartado 3.2.2: Ler-0, St-0 y Wt- 1, Tabla 12: seis de los ocho casos). Lo contrario

ocurria para aquellos genotipos por encima de la diagonal (Di-2 y Ei-2, Tabla 12: cuatro



de 16 casos). De hecho, la prueba exacta de Fisher muestra que esta diferencia es
significativa (P = 0,032). Por lo tanto, estos resultados confirmaron nuevamente la
conclusion del Experimento 3.2 de que los huéspedes més permisivos seleccionaban
genotipos virales especializados en infectar su huésped local, pero poco eficientes a la
hora de infectar huéspedes alternativos. Por el contrario, los huéspedes locales
restrictivos han seleccionado genotipos virales generalistas que infectan con éxito todo
tipo de ecotipos de huéspedes alternativos. Este patron anidado de interacciones
corresponde al modelo gen-a-gen de interacciones virus-planta®. Se espera que las
redes de infeccion sean anidadas cuando existe una jerarquia de resistencia entre los
huéspedes y la capacidad de infeccién entre los virus®®. Un mecanismo gen a gen
implica que existen mutaciones que aumentan la eficacia en el nuevo huésped local pero
no pagan un coste de eficacia en Ler-0, por lo tanto el conjunto de huéspedes que un
aislado puede infectar son subconjuntos el uno del otro.

Muy pocos experimentos han probado si los efectos de las mutaciones adaptativas
siguen siendo beneficiosos a través de un conjunto de diferentes entornos o son
especificos del entorno. En un estudio pionero, Ostrowski et al.'®* encontré6 que las
mutaciones fijadas en los linajes de E. coli adaptados a glucosa como Unica fuente de
carbono también eran beneficiosas para otras cinco fuentes de carbono, concluyendo
que el pleiotropismo positivo era una norma para la bacteria y que la adaptacion local no
limitaba la futura evolucion. Al contrario, experimentos de evolucién con virus de ARN
han demostrado que las mutaciones que permiten ampliar la gama de huéspedes
generalmente implican un coste en el huésped original®®7%7#199242 " concluyendo que la
norma para estos microparasitos seria el pleiotropismo negativo. Los resultados aqui
presentados se expanden a las observaciones anteriores tanto de esta Tesis (ver

6,19

apartado 3.2) como de otros autores™™ y dan mas apoyo a esta conclusion.

3.3.3 Patrones de epistasia y robustez de los paisajes adaptativos

Debido a sus genomas compactos y pautas de lectura solapantes, las epistasias son
frecuentes en los virus de ARN®. En el capitulo anterior, se hicieron dos observaciones
gue apuntaban hacia un posible papel de la epistasia y su dependencia del ecotipo de
huésped. En primer lugar, se encontré que las mutaciones G1272U, C8636U y A9240G
eran comunes en linajes evolucionados en todos los ecotipos, excepto en Ei-2 (Tabla
13), pero sus combinaciones dobles fueron siempre exclusivas de un ecotipo de huésped
dado. Como se observa en la Tabla 11, G1272U/C8636 se encuentra en todos los linajes
evolucionados de Di-2, G1272U/A9240G en el linaje St-0/2 y C8636U/A9240G en el
linaje Ler-0/1.

La segunda observacion interesante implica a las mutaciones C2116U, G3639A y

G6420A, sus tres combinaciones dobles y la triple mutante. Mientras que la triple
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mutante se observé en todos los linajes evolucionados en Ei-2, no se observaron los
genotipos intermedios ni en Ei-2 ni en otros ecotipos. Para evaluar el papel de la
epistasia, y lo mas importante, su dependencia del ecotipo de huésped, se construyeron
dos pequefios paisajes de epistasia mostrados en la Figura 15.

C2116U/G3639A/G6420A
C2116U/G3639A C2116U/G6420A G3639A/G6420A
C2116U G3639A G6420A

,T\

TEV-Atl7b =— C795U

v
G1272U C8636U A9240G
G1272U/C8636U G1272U/A9240G G8636U/A9240G

Figura 15. Paisajes de eficacia empiricos que conectan diferentes genotipos mutantes para los

cuales ha sido evaluada la epistasia en los cinco ecotipos de huéspedes. Las flechas conectan
genotipos que se distancian un paso mutacional.

La Tabla 14 muestra todos los valores de epistasia estimados. En cuanto a los
genotipos individuales (filas de la Tabla 14), hay una gran variaciéon en la magnitud y en
el signo de la epistasia: ni una sola combinacién de mutaciones tenia epistasia positiva o
negativa en todos los ecotipos de huéspedes. En promedio, sélo la combinacion
C2116U/G6420A tenia una epistasia negativa significativa entre ecotipos de huéspedes.
Desde el punto de vista de los ecotipos de plantas (columnas en la Tabla 14), la

situacion es similar: en todos los ecotipos se encuentran casos de genotipos de TEV con
epistasia positiva y negativa.



Tabla 14. Coeficientes de epistasia (+ 1 SD) evaluados para todos los mutantes dobles y triples
gue se muestran en la figura 9. Los casos significativos se indican con asteriscos (z-test;
correccidon FDR de multiples pruebas). Las celdas sombreadas indican el huésped simpatrico
en el que se detectd la mutacion. La epistasia de signo se refiere a los casos en los que el signo
del efecto de la eficacia depende del fondo genético. La epistasia reciproca de signo significa
que el signo del efecto de la eficacia de una mutacién estd condicionado al estado de otro
locus y vice versa. La ultima fila muestra la prueba de significacidn para la epistasia promedio
(£ 1 SEM) entre genotipos y la dltima columna muestra la prueba de significacion para la
epistasia promedio entre huéspedes (t-test).

Genotipo Di-2 Ei-2 Ler-0 St-0 Wt-1 Epistasia
promedio
-0,121
G1272U/ 0,010 -0,303 0,100 0,124 +0.037* -0,097
C8636U +0,640 +0,342 +0,214 + 0,405 - +0,150
(signo)
G1272U/ -0,222 +-(())’;1:g* -0,372 -0,200 0,099 -0,038
A9240G | +0,363 | — ' +0,177* +0,561 +0,314 +0,079
(recip.)
C8636U/ -0,225 -0,276 -0, 239 0,350 Sin determinar 0,026
A9240G | +0,350 | +0,334 | +0,279 +0,614 +0,092
C2116U/ 0,016 -0,033 -0,075 -0,154 0,375 0,052
G3639A +0,393 + 0,380 +0,227 +0,731 +0,441 + 0,092
C2116U/ 0,033 -0,026 -0,027 -0,007 0,529 -0,235
G6420A + 0,509 +0,823 +0,294 +1,135 +0,467 +0,098*
0,599
G3639A/ 0,047 0,008 -0,041 -0,447 +0.186*% 0,033
G6420A | +0,214 | +0,462 | +0,244 +0,536 = +0,167
(signo)
égjé]?;zlz 0,213 -0,106 -0,110 Sin determinar 0,211 0,101
G6420A +0,591 + 0,507 + 0,260 +0,432 +0,108
Epistasia -0,018 -0,174 -0,109 -0,056 0,282
promedio | +0,059 | +0,069* | +0,058 +0,113 +0,111*

En Ei-2 y Ler-0, todos menos uno de los casos eran de epistasia negativa; por el
contrario, en Wt-1 la epistasia fue mayoritariamente positiva. Por ultimo, considerando
combinaciones individuales de mutaciones, so6lo cuatro casos han presentado epistasia
significativa. La combinaciéon de mutaciones G1272U/C8636U tuvo un coeficiente de
epistasia significativamente negativo en el huésped alopatrico Wt-1. La combinacién de
mutaciones G1272U/A9240G estuvo implicada en interacciones epistaticas
significativamente negativas en los huéspedes alopatricos Ei-2 y Ler-0. Finalmente, la
combinacién de mutaciones C3639A/G6420A estaba involucrada en epistasia positiva
significativa en el huésped alopatrico Wt-1. En todos los demas casos, no se detectd

ninguna desviacion significativa de la hipotesis nula de efectos de eficacia multiplicativos.
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Las interacciones negativas significativas entre los genotipos G1272U/C8636U vy
C3639A/G6420A eran del tipo epistasia de signo en Wt-1, lo que sugiere la existencia de
perturbaciones locales en las proximidades de estas mutaciones en un paisaje aplanado
de eficacia, aunque estas perturbaciones no son lo suficientemente fuertes como para
crear un valle profundo. Es interesante que los dos Unicos casos significativos de
epistasia de signo se hayan detectado en el ecotipo Wt-1, probablemente debido a que
este huésped puede imponer algunas restricciones que generan un cierto grado de
robustez en el paisaje adaptativo. La forma de la interaccion entre las mutaciones
G1272U/A9240G depende del ecotipo de huésped en el que se evalla. La epistasia es
reciproca de signo en Ei-2, representando asi una superficie local rugosa alrededor de
estas mutaciones, con la existencia de dos picos locales; esto puede explicar por qué no
se ha observado este doble mutante en linajes evolucionados en Ei-2. Por el contrario,
este par de mutaciones muestra epistasia de magnitud cuando se evalla en Ler-0,
indicando un cambio descendente de la curvatura local de la superficie de eficacia en la
vecindad de estas mutaciones, pero sin crear picos locales.

En conjunto, estos andlisis sugieren que la topografia de los paisajes de eficacia
representada en la figura 15 es fundamentalmente aplanada, si bien se presentan
algunas crestas y valles en Wt-1y Ei-2, respectivamente.

Esta dependencia de la topologia del paisaje del virus de las condiciones ambientales
se ha mostrado anteriormente para TEV** y el bacteriéfago 1D11%. Por lo tanto, en lugar
de pensar en una superficie de epistasia fija, deberiamos considerar mejor una superficie

adaptativa altamente dinamica y flexible: el paisaje ondulante dinamico o seascape'’®.

3.3.4 Discusion

El objetivo de este estudio fue evaluar los efectos en la eficacia de las mutaciones
putativamente beneficiosas o de combinaciones de ellas, descritas en el capitulo
anterior. Sorprendentemente, se encontré6 que la mayoria de estas mutaciones eran
perjudiciales o neutrales en sus huéspedes simpatricos y s6lo un nidmero muy reducido
tenia un efecto beneficioso especifico de huésped. Por lo tanto, llegamos a la conclusion
de que la mayoria de las mutaciones fijadas durante el experimento de evolucion lo
hicieron por deriva o por barridos selectivos, junto con la mutacion beneficiosa que
condiciond la seleccion. Con la construccién de dos paisajes de eficacia empiricos, se
encontré que el signo y la magnitud de la epistasia eran variables entre las mutaciones y
entre los huéspedes, de acuerdo con observaciones anteriores en TEV'3%4°,

Una diferencia importante entre los estudios previos y los resultados aqui presentados
debe ser especificada: en estudios previos con mutaciones al azar, la epistasia promedio
era positiva y fundamentalmente de tipo reciproco de signo. En el presente estudio, los

efectos de las mutaciones eran en su mayoria multiplicativos, con muy pocos casos de



epistasia significativa. De hecho, dos ejemplos (G1272U/A9240G medido en Ler-0 y
G1272U/C8636U evaluado en Wt-1) involucraron una mutacion beneficiosa y una
deletérea y dieron lugar a un genotipo perjudicial. En estos dos casos, la epistasia
excluye la evolucién espontanea de estos genotipos dentro de los ecotipos Ler-0 y Wt-1,
ya que después de la primera fijacion de la mutacion beneficiosa, la segunda mutacién
deletérea necesariamente generaria individuos de baja eficacia que se perderian durante
la competencia dentro de huésped.

Segun los criterios dados por Remold'®®, las mutaciones G1272U y C2116U no
tuvieron efectos pleiotrépicos, ya que no produjeron diferencias en la eficacia dentro de
huésped en los ecotipos. Las cinco mutaciones restantes tenian un efecto pleiotropico de
signo, es decir, el signo del efecto de una mutacién en la eficacia dentro de huésped
depende del ecotipo actual. Asimismo, la mayoria de los multiples mutantes analizados
se clasifican en la categoria pleiotropia de signo no epistatica, que siempre se traduce en
un coste obligatorio de generalismo®®. El doble mutante C2116U/G6420A pertenece a la
categoria sin epistasia y sin pleiotropia, que siempre resulta en generalismo sin coste™®.
Finalmente, las mutaciones G1272U/A9240G y G1272U/C8636U son de pleiotropia de
signo y de epistasia de signo. Bajo este escenario, las poblaciones pueden lograr la
especializacion o el generalismo sin coste, dependiendo del ecotipo en el que han

evolucionado®.

Un escenario en el que, dependiendo del ecotipo en el que las
poblaciones virales evolucionan, la seleccion puede favorecer la combinacion genética
produciendo generalistas sin coste, generalistas con coste o incluso especialistas,
explica la evolucion de un modelo gen-a-gen en la interaccion virus-planta.

Globalmente, este estudio pone de manifiesto la necesidad de realizar andlisis de
genética inversa y analisis funcionales de las mutaciones observadas en la evolucion de
las poblaciones virales antes de concluir que son efectivamente beneficiosas y

responsables de los cambios fenotipicos observados.



[Il Resultados y discusion

3.4 Transcriptoma de interacciéon gen a gen del virus con sus
huéspedes nuevos

En capitulos anteriores, se han explorado las diferencias fenotipicas de los linajes de
TEV-At17b evolucionados en diferentes ecotipos de A. thaliana y evaluado los efectos de
las mutaciones convergentes fijjadas durante la adaptacion del virus a diferentes ecotipos
de huésped. El presente capitulo continta con la evaluacién a nivel transcriptémico del
grado en el que la diversidad genética del huésped condiciona el destino evolutivo del
virus. En otras palabras, en este Ultimo capitulo se ha tratado de identificar similitudes y
diferencias en el impacto que la infeccion de distintos ecotipos con virus
experimentalmente evolucionados, tanto en simpatria como en alopatria. Las preguntas
especificas que se plantearon son: (i) ¢favorece la variabilidad genética implicada en la
respuesta del huésped a la infeccion viral la aparicion de diversas estrategias de
adaptacion del virus? (ii) ¢ Cuales son las dianas moleculares de adaptacion del virus a
cada ecotipo del huésped? (iii) ¢ Como la fase de evolucién experimental y consecuente
adaptacion al nuevo ecotipo huésped determinan la interaccién del virus evolucionado
con el ecotipo huésped ancestral Ler-0? (iv) ¢Coémo de distintas son las respuestas
transcriptdmicas para los casos mas extremos de virus especialista y generalista? Para
abordar estas cuestiones, se realizaron una serie de pruebas utilizando la tecnologia de
micromatrices. Los ensayos de micromatrices de ARNm permiten cuantificar la expresion
de casi todos los genes de A. thaliana durante la infecciébn de la planta. Con este
método, se analizaron tres plantas de A. thaliana para cada categoria de muestra. Se
utilizaron plantas de todos los ecotipos infectadas con su virus localmente evolucionado,
todos los linajes virales en su ecotipo original Ler-0 y también cada uno de los ecotipos
de huésped infectados con los dos casos extremos de linajes virales evolucionados
como especialista (St-0/1) y generalista (Ler-0/3). Ademas, a efectos de comparacion, se
utilizaron los datos obtenidos en el primer capitulo de la Tesis, los transcriptomas de los
cinco ecotipos infectados con el linaje ancestral TEV-At17b.

Los resultados de las micromatrices de ARN se sometieron a cuatro evaluaciones
estadisticas. En primer lugar, los perfiles transcriptomicos de los huéspedes infectados
con cepas virales localmente adaptadas se contrastaron con las plantas no infectadas
para ver la respuesta completa y especifica a la infeccion en diferentes ecotipos.
Asimismo, se compararon los linajes evolucionados con el linaje viral ancestral en su
efecto sobre el mismo tipo de huésped. En tercer lugar, se evalud el coste de la eficacia
en el ecotipo de huésped original después de la adaptacion del virus al nuevo ecotipo
huésped. Finalmente, en el cuarto andlisis, se abordaron los perfiles transcriptomicos de
diferentes ecotipos infectados con los dos casos extremos de virus evolucionados como

especialista (St-0/3) y generalista (Ler-0/1).



3.4.1 Analisis de la adaptacién local: diferencias en la expresion de
genes entre linajes virales evolucionados en diferentes ecotipos

La primera cuestion abordada aludia a en qué medida los tres linajes virales
evolucionados en el mismo ecotipo de huésped convergian en la forma de interactuar
con él. Para tal fin, se determinaron las similitudes en los perfiles de expresion génica
entre los linajes virales evolucionados en un huésped comun mediante un coeficiente de
correlacion de Pearson entre pares de linajes. La Tabla 15 muestra el promedio de estos

coeficientes para los tres linajes evolucionados en el huésped comun (Tabla 15).

Tabla 15. Promedio de coeficientes de correlacién de Pearson para la expresién de genes de los
linajes localmente adaptados.

Di-2 Ei-2 Ler-0 St-0 Wit-1
Correlacion promedio 0,615 0,857 0,647 0,784 0,842
Error estandar promedio 0,00428 0,00283 0,00411 0,00337 0,00295
P-valor <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001

En todos los casos, las correlaciones han sido significativamente positivas, 1o que
sugiere un alto grado de convergencia evolutiva entre los linajes virales evolucionados
en el mismo ecotipo de huésped. Sin embargo, el grado de convergencia fue variable
entre los ecotipos: mientras que para Di-2 y Ler-O el promedio de similitud entre los
linajes virales fue ligeramente superior al 60%, lo era alrededor del 80% para los linajes
evolucionados en Ei-2, St-0 y Wt-1. Esto sugiere que estos ultimos pueden imponer
restricciones mas fuertes para la adaptacion del virus y, por lo tanto, soluciones mas
restringidas y cambios evolutivos de las poblaciones virales necesariamente similares. A
continuacién, se evalu6 si entre los linajes evolucionados en diferentes huéspedes habia
algun tipo de correlacion respecto a la interaccion con su huésped local. En otras
palabras, se analiz6 si los patrones de expresion de genes entre diferentes ecotipos
infectados con su huésped local tenian el mismo grado de similitud que los linajes
evolucionados en el mismo ecotipo. Para ello, se estimaron los coeficientes de
correlacion de Pearson entre los promedios de la expresion génica de cada linaje en

cada ecotipo (Tabla 16).
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Tabla 16. Promedio de coeficientes de correlacion de Pearson entre los ecotipos. Con
asterisco estan marcados los casos significativos P < 0.001.

Di-2 Ei-2 Ler-0 St-0 wt-1
Di-2 1,000 -0,074*** | 0,407*** | -0,210*** | 0,021***
Ei-2 1,000 0,036*** 0,468%*** 0,584%**
Ler-0 1,000 -0,185*** | 0,260***
St-0 1,000 0,359%**
Wt-1 1,000

Curiosamente, la magnitud de los coeficientes de correlacién entre los ecotipos ha
sido mas baja que las correlaciones en linajes paralelos adaptados a un ecotipo comun y
ademas muy variable entre los ecotipos. Segun lo mostrado en la Tabla 16, parejas tales
como (Di-2, Ei-2) y (Di-2, St-0) muestran asociaciones muy débiles pero significativas.
Ademas, los perfiles de expresion en St-0 se correlacionan negativamente a los
observados en Di-2 y Ler-0, mientras que los perfiles de expresion entre los pares (Di-2,
Ler-0), (Ei-2, Wt-1), (Ler-0, Wt-1) y (St-0, Wt-1) son todos significativamente positivos,
con similitudes que oscilan entre el 26% y el 58%.

Es interesante que en dos de tres casos, los linajes que evolucionaron en St-0 hayan
interactuado con su huésped local de una manera radicalmente diferente a la de otros
linajes, lo que se muestra mediante las correlaciones negativas significativas entre los
ecotipos. La Figura 16 muestra un dendograma basado en los coeficientes de
correlacion que permite visualizar la similitud en la expresion génica inducida por la
infeccidn de los diferentes linajes virales evolucionados.
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Figura 16. Dendograma de distancias entre los ecotipos segun sus correlaciones en respuesta
transcriptomica a la infeccién con el virus localmente evolucionado. Edge # (color gris) representa
si un cliuster es mas general (valores altos) o especifico (valores bajos), AU (Approximately
unbiased, color rojo) y BP (Bootstrap probability, color verde) son indicadores de significatividad
con una escala entre 0 y 100. Valores mas altos indican mayor nimero de muestras obtenidas

por bootstrap corroborando ese agrupamiento. Es mas robusto el valor proporcionado por AU
que por BP.



En general, existen dos grupos de interacciones virus-ecotipo. En el primer grupo, los
linajes evolucionados en Ler-0 y Di-2 forman un cllster que se subdivide en dos ramas,
cada una agrupando linajes de un ecotipo. El segundo cluster incorpora linajes
evolucionados en Ei-2, St-0 y Wt-1, cada uno segregados en subgrupos separados
definidos por el linaje. Dentro de este segundo grupo, los linajes evolucionados en Ei-2 y
Wt-1 son més similares en su interaccion con los huéspedes que los linajes
evolucionados en St-0.

A continuacion, se identificaron las categorias funcionales de los genes alterados para
cada linaje viral en cada uno de los cinco ecotipos de plantas. Para este andlisis, se
utilizé el analisis conjunto de genes®®?!®. En este andlisis, se utilizaron todos los genes
clasificados por su nivel de expresiéon diferencial de cada muestra. Comparando la lista
de distribucion funcional de genes de planta control procedente de la base de datos y la
de planta infectada, buscamos conjuntos de genes cuyo nivel de expresion era diferente,
aungue no necesariamente de manera significativa, en una de las dos listas. En otras
palabras, se buscaron bloques de genes enriquecidos en determinadas zonas de la lista
gue comparten funciones y se identificaron las categorias funcionales de estos bloques,
denominados términos de ontologia génica (GO) para cada ecotipo. Los analisis
generaron dos niveles de resultados: (i) todos los términos GO significativos y (ii) un
grupo constituido sélo por los términos GO no redundantes y mas especificos. Para
identificar caracteristicas consistentes entre linajes virales y ecotipos, se evaluaron las
intersecciones de funciones no redundantes, teniendo en cuenta que, a pesar de una
preseleccién de términos GO no redundantes, algunos términos podrian tener diferentes
nombres pero apuntar a la misma funcion. Ademas, se asumian las intersecciones entre
las réplicas paralelas como una imagen global de las similitudes. Incluso manteniendo
este inconveniente en mente, se observé que los linajes evolucionados en los mismos
ecotipos compartieron mas categorias funcionales que los linajes evolucionados en
diferentes ecotipos. Para los genes regulados positivamente, el nUmero de categorias
funcionales enriquecidas comunes para linajes del mismo ecotipo oscilé entre 2 (para
linajes evolucionados en Di-2) y 42 (para linajes evolucionados en Ei-2) y sélo habia dos
categorias funcionales compartidas por todos los linajes evolucionados (Figura 17A).
Estas dos categorias son respuesta a iones de cadmio (GO:0046686) y fotorespiracion
(G0O:0009853). Para las categorias reprimidas, el nimero de términos GO enriquecidos
comunes para los tres linajes evolucionados en un huésped dado oscil6 entre 2 (linajes
evolucionados en St-0) y 14 (linajes evolucionados en Ler-0) y no hubo categorias
funcionales comunes para todos los linajes, Unicamente en algunos casos entre pares de
ecotipos. La mayor similitud de términos GO reprimidos se observé en los ecotipos Ler-0
y Di-2 (24), mientras que Ei-2, Ler-0 y Wt-1, asi como el par de ecotipos Ei-2 y St-0,

compartieron el mayor numero de funciones sobre-expresadas (20 cada uno).
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Figura 17. Diagramas de Venn de categorias funcionales enriquecidas sobre-expresadas (A) y
reprimidas (B) en ecotipos infectados con linajes de virus localmente adaptados y contrastados
con el ecotipo correspondiente inoculado solo con tampédn.
http://bicinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn.

Para explorar en mas detalle las similitudes y diferencias de las anotaciones funcionales,
se procedio con el calculo de los coeficientes de correlacion de Pearson entre las
categorias GO enriquecidas para cada linaje evolucionado. La Tabla 17 muestra los
coeficientes de correlacion promedio entre los linajes evolucionados en un ecotipo

comun (Tabla 17A) y entre ecotipos (Tabla 17B).
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http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn

Tabla 17. Coeficientes de correlacién promedio para categorias funcionales entre linajes (A) y
entre pares de ecotipos (B). Con asterisco estan marcados los casos significativos P < 0.001.

A
Di-2 Ei-2 Ler-0 St-0 Wit-1
correlacion media 0,709 0,919 0,833 0,721 0,793
error estandar medio 0,01917 0,01068 0,01514 0,01879 0,01553
P-valor <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
B
Di-2 Ei-2 Ler-0 St-0 Wit-1
Di-2 1,000 0,279%** | 0,441*** | -0,131*** 0,250***
Ei-2 1,000 0,310%** | 0,136%** 0,667***
Ler-0 1,000 -0,283%** 0,581%**
St-0 1,000 -0,001
Wit-1 1,000

Los linajes evolucionados en paralelo en un ecotipo comin muestran correlaciones
altamente significativas y positivas (Tabla 17A), lo que sugiere una fuerte convergencia
en las funciones biol6gicas alteradas tras la infeccion. Al igual que en el caso de los
perfiles de expresién génica, las combinaciones de diferentes ecotipos muestran mas
variabilidad que los linajes evolucionados en el mismo ecotipo, con pares de ecotipos
gue no muestran similitud en su respuesta a la infeccion (St-0 y Wt-1) o incluso
asociaciones negativas (Di-2 y St-0; Ler-0 y St-0) y otros mostrando similitudes
significativas que se extienden entre el 13,6% (Ei-2 y St-0) y el 66,7% (Ei-2 y Wt-1).
Estos coeficientes de correlacion se utilizaron para construir un dendograma que
muestra la similitud entre los linajes virales en las listas de términos GO generados en

cada ecotipo (Figura 18).



lll Resultados y discusidn

au [
e ]
«© _]
= 100
© _| 54
o
< 89
S 100 1 Lo |
_‘ 89 1
g - al |1ﬂﬂ 1 | 100 |
(2] « :
o ] o | j ® 100
2 o 5 ~— (3] - oy [
(=} o
® 5§ 3 § 9 9 g
7 7 WL L T
pu pu a a 5
7] (77 ]

Ler-0/2
Ler-0/3
Ei-2/3
Ei-2/1 ~§
Ei-2/2 —
Wt-1/2 —

Wt-1/1

Figura 18. Correlacién de distancias entre ecotipos en sus similitudes en respuesta funcional a la
infeccidn con el virus evolucionado localmente.

Edge # (color gris) representa si un clister es mds general (valores altos) o especifico (valores
bajos), AU (Approximately Unbiased, color rojo) y BP (Bootstrap Probability, color verde) son
indicadores de significatividad con una escala entre 0 y 100 que proporciona el método de
bootstrap. Valores mas altos indican mayor numero de muestras obtenidas por bootstrap
corroborando ese agrupamiento. Es mas robusto el valor proporcionado por AU que por BP.

Los linajes virales evolucionados en St-0 tenian un patrén de expresion
funcionalmente diferente del resto de ecotipos, formando un grupo claramente
independiente en el agrupamiento por correlaciones representado en la Figura 18. El
resto de ecotipos forman un segundo grupo, no apreciandose subgrupos de ecotipos,
sino que mas bien el agrupamiento tenia una forma anidada. Cabe destacar que la
agrupacion funcional no fue la misma que la agrupacion obtenida para los perfiles
transcriptomicos ni para la respuesta funcional de la cepa ancestral TEV-At17b. Parece
ser que el perfil funcional de los linajes evolucionados no es estrictamente dependiente
del perfil de expresién génica, probablemente debido a la multifuncionalidad de los
genes.

De este conjunto de analisis podemos concluir que los perfiles de expresion de ARNm
de los huéspedes y sus correspondientes perfiles funcionales eran heterogéneos entre
ecotipos, aunque se encontré un importante grado de paralelismo entre los linajes
evolucionados en el mismo ecotipo.

En general, se pudo identificar dos tipos diferentes de respuesta transcriptémica. Con
la excepcion del ecotipo St-0, las correlaciones de expresion de genes observadas entre
los linajes fueron similares a las de las respuestas tras la infeccion con el virus ancestral
TEV-Atl7b (ver apartado 3.1.4). Esta observacion implicaria que la evolucion de las
interacciones virus-huésped ha sido restringida por las caracteristicas genéticas del
huésped. Sin embargo, la respuesta funcional no apoya esta hipoétesis, ya que la
agrupacion no tenia la misma ramificacion que la respuesta transcriptdmica al virus
evolucionado. Estos resultados hacen pensar que los genes afectados en cada ecotipo
codifican varias funciones agrupadas en distintas categorias en cada uno de los
ecotipos.



3.4.2 Esclarecimiento de dianas especificas de ecotipo y generales de
la adaptacion viral

En esta segunda serie de andlisis hemos tratado de identificar dianas de adaptacion viral
en diferentes huéspedes. En otras palabras, se comparé la respuesta transcriptémica de
los ecotipos a la infeccién con los aislados localmente evolucionados con la respuesta a
la infeccidon con la cepa ancestral TEV-At17b.

En primer lugar, tanto la serie de muestras infectadas con el virus ancestral como la
serie de muestras infectadas con el virus localmente evolucionado fueron
simultdneamente normalizadas y los valores control (plantas inoculadas sélo con el
tampdn) se restaron de las muestras correspondientes. A continuacion, se identificaron
genes diferencialmente expresados entre plantas infectadas con los linajes virales
evolucionados y plantas infectadas con el virus ancestral. La Figura 19 muestra el
namero de genes con expresion significativamente diferente y las intersecciones entre

linajes evolucionados en el ecotipo comun.
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Figura 19. Diagramas de Venn de los genes diferencialmente expresados por la infeccion con el
virus localmente evolucionado y el virus ancestral en los tres linajes de cada ecotipo. Cada circulo
se corresponde con un linaje viral en un ecotipo dado. Las areas de interseccion indican el
numero de genes comunes diferencialmente expresados. Los nimeros en rojo representan los
genes sobre-expresados y en azul los reprimidos.



Los linajes virales evolucionados en los ecotipos Di-2 (37 genes compartidos por los
tres linajes) y Ler-0 (3 genes compartidos por los tres linajes) indujeron el menor nimero
de genes diferencialmente expresados como resultado de la evolucion y adaptacion del
virus a estos ecotipos. Al contrario, los linajes evolucionados en Ei-2 indujeron la sobre-
expresion/represion diferencial de una gran cantidad de genes en comparacioén con el
aislado ancestral (2002 genes compartidos por los tres linajes). Una situacion intermedia
ha sido la causada por los linajes Wt-1 y St-0, donde el niUmero total de genes afectados
era parecido (810 y 561 genes redundantes entre las tres replicas, respectivamente).
Cabe destacar que nuevamente la mayor cantidad de genes alterados siempre
pertenece a la categoria de genes compartidos por los tres linajes independientes
evolucionados en un mismo ecotipo (Figura 19), apuntando a una evolucion similar
determinada por el ecotipo de huésped.

A continuacién, se realiz6 un analisis funcional utilizando el método del conjunto de
genes. Se pudo identificar categorias funcionales enriquecidas para cada linaje. Para
resumir los términos GO para los procesos biolégicos, se determinaron super-categorias
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funcionales utilizando la herramienta ReViGo“** que se representan en las Tablas 18 y

19 para genes sobre-expresados y reprimidos, respectivamente.

Tabla 18. Grupos funcionales de términos GO sobre-expresados para los procesos bioldgicos. La
columna de la izquierda representa super-categorias de GO vy el resto de columnas cada uno de
los ecotipos. Las sUper-categorias funcionales presentes en los ecotipos estan marcadas con una
cruz en la columna correspondiente al linaje.

Clisteres funcionales | Di-2 Ei-2 Ler-0 St-0 Wt-1
proceso catabdlico de quitina
organizacion del Golgi

x

abscision

respuesta a la luz roja

homeostasis de cationes

transporte de iones de hierro

proceso metabdlico de maltosa

asimilacién de nitrato

compuesto que contiene antocianina

proceso de biosintesis

regulacion negativa de la actividad catalitica
respuesta a nitrato

proceso biosintético de myo-inositol hexakisfosfato
respuesta celular a la inanicidn de iones de hierro
ensamblaje del fotosistema Il

proceso metabdlico de acido para-aminobenzoico
transporte transmembrana de drogas
proliferacién celular

transporte mediado por vesiculas

regulacion positiva de la actividad catalitica

X X X X X X X X X X X X X X X X
x
x

X X X X
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organizacion o biogénesis de la pared celular
respuesta a karrikin

biogénesis de la pared celular

plegamiento de proteinas

proceso metabdlico de acetil-CoA

crecimiento celular multidimensional
desarrollo de las anteras

proceso de biosintesis de etileno

proceso metabdlico de vitamina

citocinesis por la formacion de placa celular
modificacion de ARNm

proceso metabdlico celular

proceso catabdlico de toxina

deteccion de estimulo bidtico

via de senalizacion del receptor de superficie celular
iniciacion de la replicacidon de ADN

respuesta a ciclopentenona

homeostasis celular

proceso de biosintesis de acido dicarboxilico
proceso metabdlico de ARNnc

proceso de biosintesis de carotenoides
regulacién de la desfosforilacidon de proteinas
transporte de dcidos monocarboxilicos
respuesta de defensa por deposicidn de callosa
proceso biosintético de monofosfato ribonucledsido
localizacién en organulos

respuesta a ion de cadmio

transporte de nucledsidos
proceso catabdlico de aminodcidos de la familia del
aspartato X X

proteolisis

transporte de agua

organizacion de vacuolas

respuesta a hongos simbiontes

ciclo del acido tricarboxilico
modificacion de lipidos

proceso catabdlico de macromolécula

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
x

respuesta a hexosa

respuesta al estrés salino

formacidn de exina de polen

transporte de iones divalentes metdlicos

X X X X X X X X X X X X

proceso de biosintesis de glucosinolatos
respuesta a la alta intensidad de luz

desarrollo del xilema

fotosintesis

movimiento basado en filamentos de actina
proceso de biosintesis de perdxido de hidrégeno
desumoylacién de proteinas

X X X X X X




proceso metabdlico secundario

exportacion del ARNm desde el nicleo

proceso catabdlico de polisacaridos

proceso metabdlico de ARNm

proceso de biosintesis del cofactor

proceso de biosintesis de metabolitos secundarios
proceso metabdlico de alcohol

destruccién de células de otro organismo
respuesta a perdxido de hidrégeno

regulacién de la organizacién de componente celulares
determinacidén de simetria bilateral

respuesta celular a escasez de fosfato

regulacién positiva de la transcripcién de ADN
transporte transmembrana

modificacion de la pared celular

proceso de biosintesis de acido jasmadnico
proceso biosintético de ribonucledtido pirimidina
germinacion de las semillas

regulacién del desarrollo de crecimiento
procesamiento del extremo 3' del ARN

cadena respiratoria de transporte de electrones
proceso catabdlico de pectina

reconocimiento del polen

regulacion negativa de la muerte celular programada
procesamiento de péptidos sefial

miristoilacion N-terminal de proteina

transporte de iones de fosfato

endocitosis

transporte de oligopéptidos

proceso biosintético de galactolipidos

proceso metabdlico del glicerol

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X

X X X X X X X X X X X X

Tabla 19. Grupos funcionales de términos GO reprimidos para los procesos bioldgicos. La
columna de la izquierda representa super-categorias de GO vy el resto de columnas cada uno de
los ecotipos. Las super-categorias funcionales presentes en los ecotipos estan marcadas con una
cruz en la columna correspondiente al linaje.

Clusteres funcionales | Di-2 Ei-2 Ler-0 St-0 Wt-0
proceso metabdlico de acetil-CoA| x
ritmo circadiano| x
proliferacion celular | x X X
desarrollo de tejido | x
respuesta a la radiacion ionizante | x
biogénesis de la subunidad pequefia del ribosoma| x X
regulacién positiva de la actividad hidrolasa| x X
maduracién de proteina| x X
fotorespiracion| x X
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transporte de factores de transcripcién al nucleo
sefializacion célula-célula

recombinaciéon mitética

movimiento basado en microtubulos

ciclo celular mitético

proceso de biosintesis de acido dicarboxilico
respuesta a la molécula de origen bacteriano
regulacién de la proliferaciéon celular

respuesta al estrés del reticulo endoplasmico
homeostasis redox celular

Proceso metabdlico de ARNm

plegamiento de proteinas

organizacioén del nucleo

deneddylacién de cullin

sintesis de pseudouridina

transcripcién y elongacién de ADN

regulacién de procesos metabdlicos de nucledsidos
elongacion traduccional

proceso de catabolismo proteico proteasomal
corte yempalme de ARN a través de la escision
endonucleolitica

regulacidn post-transcripcional de la expresidn génica
proceso biosintético de glicerofosfolipidos
modificaciéon d peptidil-aminoacidos

miristoilacién N-terminal de proteinas

traduccién

respuesta de vernalizacion

destruccién de células de otro organismo

inclusidn de proteinas en la matriz de peroxisomas
abscision

proceso biosintético de myo-inositol hexakisfosfato
proceso catabdlico de clorofila

via de sefalizacion mediada por acido giberélico
proceso de latencia de semillas

proceso de biosintesis de etileno

transporte citoplasmatico

respuesta a la disminucién de los niveles de oxigeno
ensamblaje o desensamblaje de cromatina
desarrollo de anteras

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X

X X X X X X

X X X X X X X
x

proceso basado en microtubulos

movimiento basado en filamentos de actina
citocinesis por formacién de pared celular

proceso catabdlico de toxinas

proceso de biosintesis de acido salicilico

respuesta a ciclopentenona

regulacion negativa de la muerte celular programada
metilaciéon de ARN

X X X X X X X X X X X X X X

via de sefalizacidn reticulo endopldasmico-nucleo



especificacion del destino celular

respuesta a peroxido de hidrégeno

proceso biosintético de ribonucledtido pirimidina
aclimatacion al calor

deteccion de estimulo bidtico

ensamblaje del complejo nucleo-proteosoma

regulacion de la transicion G2/M del ciclo celular mitético
transporte mediado por vesiculas del reticulo
endoplasmico al Golgi

respuesta a estimulo mecdnico
proceso de biosintesis de auxina

respuesta a la glucosa

explosion respiratoria implicada en la respuesta de
defensa X

regulacién del proceso metabdlico de perdxido de
hidrégeno

iniciacion de la replicacion del ADN

cascada MAPK
regulacién positiva del proceso de biosintesis de
flavonoides

proceso metabdlico de celulosa de la pared celular
proceso de catabolismo proteico dependiente de
ubiquitina

respuesta celular a la hipoxia

respuesta a la giberelina

cambio de fase vegetativa

direccionamiento de proteina al cloroplasto
recombinacion de ADN

proceso metabdlico de maltosa

transporte de electrones en el fotosistema |
proceso del ciclo celular

respuesta a la radiacion gamma

desubiquitinacién de proteinas

proceso catabdlico nuclear de transcritos de RNAmM
transporte polar de auxinas

especificacion de polaridad del eje adaxial/abaxial
regulaciéon del proceso de modificacidon de proteinas
morfogénesis de la hoja

regulacién epigenética de la expresidn génica

X X X X

X X X X

X X X X X X X X X X X X X X X

Tanto los clusteres de funciones sobre-expresadas como reprimidas tenian categorias
comunes entre dos o0 mas ecotipos (Tablas 18 y 19). Por ejemplo, se encontraron 24
categorias funcionales de genes positivamente reguladas. Las categorias sobre-
expresadas que mas se repitieron en varios ecotipos fueron la respuesta a heridas
(G0O:0009611; en Di-2, Ei-2 y Wt-1) y el plegamiento de proteinas (GO:0006457; en Ei-2,
St-0 y Wt-1). Una de las categorias afectadas, tanto en el ecotipo Di-2 como Ler-0, fue el

metabolismo de la maltosa (GO:0000023). El disacarido maltosa es un producto
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fotosintético importante en A. thaliana'® que se forma a partir de dos unidades de
glucosa producidas cuando la encima amilasa descompone el almidén, un compuesto
principal de almacenaje de carbohidratos en plantas. Ademas en estos ecotipos se
modificaron los genes implicados en la homeostasis de cationes (GO:0055080),
biosintesis de antocianina (G0O:0009718), formacion de glucésidos de antocianidinas
intensamente coloreados, y finalmente el metabolismo del &cido p-aminobenzoico
(GO:0046482), un intermediario en la sintesis de &cido félico necesario para la
amplificacién de ADN y ARN.

Los ecotipos Ei-2 y Wt-1 han sobre-expresado los genes involucrados en los
siguientes procesos: biosintesis de etileno (GO:0009693), transporte mediado por
vesiculas (G0:0016192), deteccion de estimulos bidticos (GO:0009595), respuesta a
ciclopentenona (G0:0010583), respuesta de defensa por deposicion de callosa
(G0:0052542) y catabolismo de aminoacidos de la familia del aspartato (GO:0009068).
El etileno es una fitohormona involucrada en muchos puntos del ciclo de vida de la
planta, incluyendo germinacion de semillas, desarrollo de la raiz, senescencia de la flor,
abscisién y maduracion del fruto'®. La produccién de etileno estéa fuertemente regulada
por sefiales internas durante el desarrollo y como respuesta a estimulos ambientales de
estreses bidticos (por ejemplo, patégenos) y abidticos (heridas, hipoxia, ozono o
congelacion)®®. El transporte mediado por vesiculas es un proceso de transporte celular
por el cual las sustancias se mueven en vesiculas delimitadas por membranas. Las
sustancias transportadas pueden estar encerradas en el lumen de la vesicula o
localizadas en su membrana. La deteccion de estimulos bidticos implica una serie de
procesos en los que un estimulo causado o producido por un organismo vivo se recibe y
convierte en una sefial molecular. Las ciclopentanonas son derivados de &cidos grasos
poliinsaturados, estructural y funcionalmente similares al &cido jasménico, un regulador
de la respuesta de las plantas al estrés abiético y biotico, asi como del desarrollo de la
planta. En las primeras etapas de invasion de patdgenos, el polisacarido vegetal callosa
puede ser depositado en la pared celular y formar una barrera eficaz, aparte de servir
como una matriz en la que se pueden depositar a su vez compuestos antimicrobianos™*°.
El catabolismo de aminoacidos de la familia del aspartato est4d implicado en la
descomposicion de estos residuos, que incluyen asparagina, aspartato, lisina, metionina
y treonina.

Los ecotipos St-0 y Di-2 tenian dos cliusteres comunes afectados positivamente: la
regulacion negativa de la actividad catalitica (G0O:0043086) y el ensamblaje del
fotosistema Il (GO:0010207).

Los ecotipos St-0 y Wt-1 compartieron clisteres relacionados con el metabolismo, en
concreto, la respuesta a luz de alta intensidad (GO:0009644) y la biosintesis de

metabolitos secundarios (G0:0044550). Asimismo, estos dos ecotipos también



mostraron una sobre-expresion significativa en categorias funcionales de respuesta
inmune, como respuesta a peroxido de hidrégeno (G0O:0042542) y biosintesis de acido
jasmonico (GO:0009695). También en los ecotipos St-0 y Wt-1 se ha observado una
represion en procesos que pueden causar alteraciones de celulosa y pectina en la pared
celular (GO:0009827), que podrian provocar en ultimo término la desintegracién de la
pared. Respecto a los ecotipos Di-2 y Ei-2, se ha observado una sobre-expresion de
genes implicados en la organizacion de Golgi (GO:0007030), un proceso que se lleva a
cabo a nivel celular y que da lugar al ensamblaje, organizacion de las partes
constituyentes, o desensamblado del aparato de Golgi, asi como también en genes
implicados en el transporte de drogas a través de membranas (GO:0006855), en el que
los compuestos se transportan a través de la membrana por medio de algun
transportador o un poro. Ambas categorias estan estrechamente relacionadas con la
replicacion viral y con el transporte de célula a célula de viriones o de complejos
replicativos. La biogénesis de la pared celular de la planta (GO: 0009832) y la respuesta
a ion cadmio (G0O:0046686) eran las categorias comunes positivamente afectadas en los
ecotipos Ei-2 y Ler-0. La respuesta de las plantas a cadmio evoca una serie de eventos
paralelos y/o consecutivos a nivel molecular, fisiolégico y morfolégico®*™.

También se examinaron los efectos potenciales del cadmio en las interacciones
huésped-patégeno y se demostr6 que en plantas de tabaco el cadmio induce la
produccion de factores antivirales putativos capaces de inhibir la propagacion sistémica
del virus del aclaramiento de las venas de nabo (TVCV)®. En condiciones
experimentales, sin estimulo obvio de cadmio, es posible que esta via de sefializacion no
responda exclusivamente a cadmio, sino que también pueda ser activada por la infeccion
con el virus. La modificacion del ARNm (GO:0016556) es la Unica categoria que los
ecotipos Ei-2 y St-0 presentaron en comun, pero este proceso puede tener una variedad
de diferentes impactos en la interaccién virus-huésped, que oscila entre la biosintesis de
proteinas y la resistencia de la planta a la infeccion.

La categoria reprimida mas redundante entre ecotipos era la formada por genes
implicados en la traduccion (G0O:0006412; Di-2, Ler-0, St-2 y Wt-1). Por otro lado, la
categoria funcional relacionada - empalme del ARN a través de la escision y union
endonucleolitica (G0O:0000394), involucrada en el procesamiento de ARNt, ha sido
suprimida en tres ecotipos (Ei-2, Di-2 y Wt-1). Los genes involucrados en proliferacion
celular (GO:0008283) fueron significativamente reprimidos en los ecotipos Ler-0, Di-2 y
St-0.

La respuesta diferencialmente reprimida, provocada en Ei-2, incluye los procesos de
destruccion de células de otro organismo (G0O:0031640), en comun con el ecotipo St-0, y
una categoria funcional en comdn con Wt-1 - biosintesis de mioinositol hexakisfosfato

(G0:0010264), que esta implicado en la regulacion de la sefializacion intracelular y el
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almacenamiento de fosfato y de compuestos minerales en semillas de plantas. Las
categorias funcionales biogénesis de la subunidad ribosomal pequefia (GO:0042274),
maduracion de proteinas (G0O:0051604), elongacion de la traduccion (GO:0006414) y
regulacion post-transcripcional de la expresion génica (GO:0010608), estaban reprimidos
en los ecotipos Wt-1 y Di-2. Claramente, la respuesta frente a la infeccion viral en estos
ecotipos ha sido la represién de la biogénesis de proteinas. La regulacion negativa de la
biosintesis de proteinas también se contemplé por la categoria de plegamiento de
proteinas (G0O:0006457) en los ecotipos Ler-0 y Di-2. Ademds, estos ecotipos
reprimieron la expresion de genes que pertenecen a categorias de regulacion positiva de
la actividad hidrolasa (G0:0051345) y recombinacion mitética (GO:0006312). La foto
respiracion (G0O:0009853) y miristoilacion N-terminal de proteinas (GO:0006499) se vio
afectada negativamente en los ecotipos St-0 y Di-2. La miristoilacion puede dirigir
reversiblemente las interacciones proteina-proteina y lipido-proteina y desempefia un
papel esencial en la direccion a la membrana y en una variedad de vias de transduccion
de sefial**?*?®. Se ha propuesto que algunas proteinas virales, como las de geminivirus,
pueden ser modificadas mediante anclaje de lipidos; estas proteinas estarian localizadas
en plasmodesmos y ayudarian en el movimiento de célula a célula®®. En los ecotipos
Ler-0 y St-0, se observo la supresion de la regulacion de la biosintesis del etileno
(GO:0009693) y la regulacion negativa de la apoptosis (GO:0043069); ambas categorias
probablemente permiten al virus evadir el sistema inmunoldgico. Finalmente, las
categorias funcionales ensamblaje y desensamblaje de la cromatina (GO:0006333) y
procesos basados en microtibulos (GO:0007017), que se refieren a cualquier proceso
celular que depende o altera los microtibulos del citoesqueleto, han sido suprimidas
tanto en Ler-0 como en Wt-1.

Para resumir, algunas dianas de adaptacion viral eran comunes entre ecotipos. Estas
dianas parecen activar las vias de defensa inmunitarias, como el proceso de biosintesis
de acido jasmonico, la respuesta a peréxido de hidrégeno, la respuesta a ciclopentanona
y a iones de cadmio y la deteccién de estimulos bidticos. Los procesos implicados
directamente en el ciclo de vida del virus, como la organizacién del Golgi, el transporte
mediado por vesiculas, la modificacibn de ARNm, la modificacion de la pared celular
vegetal y la respuesta de defensa por la deposicion de callosa, han sido enriquecidos en
genes sobre-expresados. La biogénesis de los recursos basicos de la planta se
incrementd en las plantas infectadas con el virus evolucionado, incluyendo categorias
funcionales como la regulacién negativa de la actividad catalitica, el proceso catabdlico
de aminoé&cidos de la familia del aspartato, el ensamblaje del fotosistema Il, la respuesta
a luz de alta intensidad y el proceso de biosintesis de metabolitos secundarios.

Los ecotipos Ler-0, Ei-2 y Wt-1 han mostrado una respuesta negativa considerable en

numerosos procesos de biosintesis y modificacion de proteinas: regulacion positiva de



actividad hidrolasa, maduracién de proteinas, biogénesis de la subunidad ribosomal
pequefia, plegamiento de proteinas, elongacion de la traduccion, ensamblaje de ARN a
través de escision endonucleolitica y ligamiento y regulacién post-transcripcional de la
expresion génica y traduccion. La proliferacion celular se vio afectada negativamente por
modificaciones de la cromatina y por supresion de recombinacion mitética. También se
produjo una reduccién en diversos ecotipos en los procesos de biosintesis de etileno, de
myioinositol hexakisfosfato y también de la fotorrespiracion, necesarios para la
supervivencia celular a largo plazo. Finalmente, también se observo represion durante la
infeccién con el virus evolucionado en algunas categorias funcionales de la respuesta
inmune, como la regulacion negativa de la muerte celular programada o categorias que
podrian ayudar en la replicacion del virus, como la miristoilacién N-terminal de proteinas
y procesos basados en microtubulos.

A pesar de que se detectaron varias categorias comunes entre pares de ecotipos,
eran mucho mas abundantes las categorias propias de cada ecotipo (Tablas 18 y 19).
Estas categorias cubrieron un amplio espectro de funciones, lo que indica que las dianas
de adaptacion del virus han sido multiples y diversas entre los ecotipos de huéspedes. El
trastorno en la sintesis de los recursos celulares basicos, acompafado con el desarrollo
de los sintomas por la infeccion viral, fue probablemente causado por la interferencia del
virus en funciones vitales del huésped, pero que no son importantes para la
supervivencia de la planta a corto plazo.

Aungue en todos los ecotipos se ha detectado al menos una categoria implicada en la
respuesta inmune directa, este grupo funcional no present6 tanta diversidad como otros
grupos funcionales, lo que indica que la resistencia de la planta no era el objetivo
principal para la adaptacion viral. Sin embargo, también es posible que se presentara
una modificacion no directa de las vias del sistema inmune de la planta durante la
adaptacion del virus, como por ejemplo es el caso de la modificacion de lipidos, proceso
implicado en los mecanismos de patogénesis y resistencia asociados a las interacciones
planta-microorganismo?°. En cuanto a los cambios en las interacciones virus-huésped
causados por los virus adaptados a cada ecotipo de huésped, estos eran particularmente
considerables para los linajes evolucionados en Ei-2, St-0 y Wt-1, como muestra el
elevado numero de genes diferencialmente afectados. Menos modificaciones
transcriptomicas surgieron durante la evolucién en Ler-0 y Di-2. Esta division en dos
grupos refleja el esquema de similitudes en la expresion de genes de ecotipos infectados
con el virus ancestral y remarca que el genotipo del huésped es crucial para el destino
de la evolucion viral.

En términos generales, el analisis de las categorias funcionales afectadas permitio el
esclarecimiento de lo que sucede en el huésped a causa de la adaptacion viral. Los

cambios especificos en las interacciones, causados por diferentes linajes evolucionados,
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tenian un perfil heterogéneo entre ecotipos, pero se detectaron también algunas
intersecciones en categorias funcionales afectadas, lo que indicaba la existencia de
objetivos més redundantes en la adaptacion viral entre ecotipos. En cualquier caso, no
hubo intersecciones entre todos los ecotipos, sino que mas bien se formaron dos grupos
de acuerdo con las similitudes de respuesta transcriptomica que presentan perfiles
opuestos.

La composicion de las categorias funcionales afectadas positiva y negativamente
inducidas por el linaje Ler-0/2 en su ecotipo local mostré6 cambios significativos en
comparacion con el virus ancestral (datos no mostrados), a pesar de la ausencia de
mutaciones adaptativas fijadas en uno de sus linajes, por lo que los cambios

transcriptomicos se atribuirian principalmente a subpoblaciones virales.

3.4.3 Efecto de la evolucion en los ecotipos alternativos en el

rendimiento en el ecotipo original Ler-0

En un tercer grupo de analisis, se evalug si la fase experimental de evolucion que llevé a
la adaptacion de los linajes virales a cada nuevo ecotipo podia estar asociada con un
cambio en la forma en que los virus evolucionados interactuaban con el huésped original
Ler-0. Para ello, se compararon los perfiles transcriptomicos entre la infeccion del
huésped original Ler-0 por el linaje ancestral TEV-Atl7b y por cada uno de los linajes
evolucionados en los ecotipos alternativos.

La primera cuestion a abordar fue: ¢es la expresion de genes distinta a la causada
por la infeccién con el virus original? Como respuesta a esta pregunta nos encontramos
con pocos genes (0 ninguno) diferencialmente expresados en los linajes virales (Figura
20).
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Figura 20. Diagramas de Venn de los genes diferencialmente expresados en cada linaje de virus
evolucionado tras la infeccion del ecotipo original Ler-0. Cada circulo indica un linaje
independiente de evolucidn viral. Las areas combinadas de los circulos representan el numero
de genes comunes entre linajes independientes evolucionados en un ecotipo comun. Los
numeros en rojo representan los genes sobre-expresados y en azul los reprimidos. En los
linajes evolucionados en St-0, no hubo genes diferencialmente expresados, por este motivo

este ecotipo no esta representado en el diagrama de intersecciones.

Uno de los dos genes afectados comunes en cuatro de los 15 linajes (Di-2/3, Ei-2/1,
Ler-0/2 y Wt-1/2) fue el factor de transcripcién PAP1. Este gen sobre-expresado codifica
un dominio putativo MYB de unién a ADN que contiene un factor de transcripcion
implicado en el metabolismo de antocianinas y eliminacién de radicales, siendo esencial
para la expresién mediada por sacarosa de dihidroflavonol reductasa. Ademas, el gen
PAP1 estd implicado en el desarrollo de los sintomas de la infecciéon por el virus del
mosaico del tabaco (TMV)'®. También se observé un segundo gen de funcion
desconocida (Atlgl7147) comun en tres linajes (Ei-2/1, Wt-1/3 y Ler-0/2) y que

presentaba expresion disminuida.
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El gen sobre-expresado Atlgl7345 (Ei-2/1) pertenece a la familia de proteinas de
respuesta a auxina parecidas a los ARNs pequefios regulados positivamente por auxina
(SAUR); estos representan genes tempranos de respuesta a auxina presentes en
muchas plantas, inclusive en A. thaliana, pero con funciones especificas en el desarrollo
aun por determinar.

Wt-1/2 mostré seis genes sobre-expresados, por lo que fue uno de los linajes mas
modificados durante la adaptacion al nuevo huésped. Uno de estos genes es el arriba
descrito factor PAP1, mientras que otro codifica la proteina de dominio MYB PAP2
(At1G66390), casi idéntica a PAPLl. Los genes restantes At1g41870, At2g07530,
At1g50691 y At5g12100 tienen funcién desconocida, si bien los dos primeros tienen una
similitud significativa de secuencia con retrotransposones tipo gipsy y el Gltimo contiene
el motivo repetitivo de apentatricopéptido (PPRP). La funcion del motivo PPRP no esta
clara en A. thaliana, pero se ha demostrado que un gran nuimero de este grupo de
proteinas interactan con mitocondrias y otros organulos'® y que estan posiblemente
involucrados en la edicion de ARN®®. Ei-2/1 también mostr6 cinco genes reprimidos,
aparte del gen comun descrito arriba. Entre ellos, At3g05741 y Atlg09360 codifican las
proteinas de la superfamilia de inhibidores de la invertasa/pectina metilesterasa de
plantas, que se localiza en el sistema de endomembranas. El gen ATPUP19, también
reprimido en Ei2/1, codifica una permeasa de purinas 19 tipica de A. thaliana y es
miembro de una familia de proteinas relacionadas con el transportador de purinas PUP1,
por lo que probablemente esté involucrado en el transporte de purinas y derivados de
purina a través de la membrana plasmatica. At3g24065 y At1g51230 codifican para
proteinas de autoincompatibilidad de plantas ubicadas en el sistema de endomembranas
gue son miembros de la familia S1. Las proteinas de esta familia son un recurso
importante de exogamia que se encuentra en las angiospermas. Se trata de un
mecanismo que regula la aceptacién o rechazo de polen y que esta controlado por un
solo gen multialélico S1 o por una compleja familia de genes, como es el caso de plantas
de Brassica. La autofecundacién se evita discriminando el polen que lleva el mismo
alelo S que el estigma en el que aterriza®'.

Di-2/3 sobre-expreso el gen At1g52000, una proteina de la superfamilia de lectina de
union a manosa e implicada en la respuesta al estrés salino. Wt-1/3 aumento la
expresion del gen At1g22490, que codifica el factor bHLH de la superfamilia de proteinas
de union a ADN, un factor de transcripcion localizado en el nucleo, que reconoce la
secuencia especifica y se une a ADN. La supresion de la expresion del gen At3g15490,
qgue codifica la proteina reguladora de la actividad Vps4 en la via de cuerpos
multivesiculares, se observo durante la infeccion con el linaje Wt-1/3. El linaje Di-2/3

también reprimi6 al gen A_84 P851955, con funcion desconocida.



Para hacerse una idea de la imagen global de semejanzas de expresién génica entre
los linajes en el ecotipo original Ler-0, se calcularon los coeficientes de correlacién de
Pearson entre las respuestas de Ler-0 a los linajes evolucionados en diferentes ecotipos
y se formaron grupos de acuerdo con las semejanzas en la respuesta inducida por
linajes virales en Ler-0.

La respuesta transcriptomica del ecotipo Ler-0 a los virus evolucionados en diferentes
ecotipos mostré una clara correlacion (73,6-89,9%) y revel6 dos tipos de respuestas
significativamente diferentes en las cuales no hubo mas relacién entre los linajes

evolucionados en el ecotipo comun que entre los evolucionados en diferentes ecotipos.
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Figura 21. Dendograma de los genes diferencialmente expresados en el ecotipo Ler-0 infectado
con los linajes adaptados a nuevos huéspedes.

Edge # (color gris) representa si un clister es mas general (valores altos) o especifico (valores
bajos), AU (Approximately unbiased, color rojo) y BP (Bootstrap probability, color verde) son
indicadores de significatividad con una escala entre 0 y 100 que proporciona el método de
bootstrap. Valores mas altos indican mayor nimero de muestras obtenidas por bootstrap
corroborando ese agrupamiento. Es mas robusto el valor proporcionado por AU que por BP.

A continuacion se plantearon las siguientes preguntas: ¢existen categorias
funcionales afectadas enriquecidas cuando el virus evolucionado en el nuevo huésped
regresa al huésped original? Si es asi, ¢pueden los ecotipos ser clasificados segun el
grado de similitud de enriquecimiento de categorias funcionales inducido por el virus
evolucionado? En otras palabras, ¢hay ecotipos que requieren importantes cambios en
el transcriptoma para que el virus se adapte a ellos y otros que requieren cambios
menores? Se utiliz6 el método de andlisis de conjunto de genes (GSA) para determinar
los perfiles funcionales de genes afectados. La Tabla 20 resume el nimero de categorias
funcionales enriquecidas en cada linaje tanto para los genes que incrementaron su

expresion como para los genes que han sido reprimidos.



lll Resultados y discusidn

Tabla 20. Numero de categorias GO enriquecidas para los procesos bioldgicos.

Reprimidos No enriquecidos ex;s):::ae;los

Di-2/1 in Ler-0 vs. ancestral en Ler-0 28 1269 23
Di-2/2 in Ler-0 vs. ancestral en Ler-0 109 1138 73
Di-2/3 in Ler-0 vs. ancestral en Ler-0 97 1091 132
Ei-2/1 in Ler-0 vs. ancestral en Ler-0 65 1236 19
Ei-2/2 in Ler-0 vs. ancestral en Ler-0 81 1137 102
Ei-2/3 in Ler-0 vs. ancestral en Ler-0 124 1192 4

Ler-0/1 in Ler-0 vs. ancestral en Ler-0 135 1133 52
Ler-0/2 in Ler-0 vs. ancestral en Ler-0 112 1195 13
Ler-0/3 in Ler-0 vs. ancestral en Ler-0 129 1159 32
St-0/2 in Ler-0 vs. ancestral en Ler-0 120 1128 72
St-0/3 in Ler-0 vs. ancestral en Ler-0 131 1163 26
Wt-1/1 in Ler-0 vs. ancestral en Ler-0 40 1264 16
W1t-1/2 in Ler-0 vs. ancestral en Ler-0 316 1004 0

Wt-1/3 in Ler-0 vs. ancestral en Ler-0 96 1198 26

Para visualizar la magnitud de los cambios en las categorias funcionales afectadas,
cuando el ecotipo original Ler-0 esta infectado con los linajes virales evolucionados en
los nuevos huéspedes, se calculd el porcentaje de genes afectados por cada ecotipo de
nuevo huésped. Para ello, se determind el nimero de genes afectados de todos los
linajes evolucionados en el mismo ecotipo y se calculd el porcentaje de categorias
afectadas en todas las categorias anotadas. La proporciébn de genes afectados y
enriquecidos no era significativamente diferente para los linajes evolucionados en los
diferentes ecotipos.

La respuesta transcriptomica era mas homogénea que en el caso de la infeccion de
diferentes ecotipos de huésped, lo que indica que el genotipo del huésped es crucial en
la interaccion virus-huésped y que el coste de la adaptacion al huésped no seleccionado
es similar para todos los linajes evolucionados. El andlisis transcriptomico funcional fue
en gran medida coherente con el analisis fenotipico de la eficacia viral en Ler-0 (ver
apartado 3.2.1), ya que los linajes evolucionados en los ecotipos Ei-2 y Di-2 habian

afectado menos categorias funcionales de genes y, por lo tanto, no tenian ningun coste
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de eficacia. Los linajes evolucionados en St-0 mostraron un descenso medio de la
eficacia en Ler-0 de un 8,9%, siendo el linaje St-0/3 el mas especializado, ademas de
mostrar el mayor numero categorias funcionalmente afectadas. La clasificacion de
perfiles funcionales segun su grado de similitud no mostré una clara relacion de los
linajes evolucionados en el mismo ecotipo, sino que el dendograma muestra que la
repuesta de Ler-0 al virus evolucionado es independiente del ecotipo en el que
evoluciond el virus. Este resultado coincide con las evidencias descritas anteriormente
en el apartado 3.2.2, donde se mostraba que los linajes evolucionaron
fundamentalmente como generalistas, si bien se presentaban diferentes grados de
especializacion.

Los genes afectados tenian funciones diversas, algunas de ellas desconocidas, y sélo
hubo un gen comun para los cuatro linajes, el factor de transcripcion PAP1, que ha sido
descrito por Padmanabhan et al.*®* como directamente implicado en el desarrollo de

sintomas de infeccién por el TMV.

3.4.4 Evaluacién de las diferencias en la expresion génica de linajes
generalistas y especialistas

Por ultimo, se exploraron las respuestas transcriptdmicas para los casos mas extremos
de especializacion y generalizaciéon. Para ello, se infectaron los cinco ecotipos con estos
linajes virales. Un virus especialista es aquel que replica bien en su huésped local, pero
peor en otros huéspedes, mientras que un virus generalista se propaga con similar
eficacia en diversos huéspedes. Por lo tanto, la comparacién de la acumulacién viral en
plantas de diferentes ecotipos indica coémo de generalista o especialista es un virus. En
la evolucién experimental llevada a cabo en el presente trabajo, el linaje Ler-0/1 resulté
ser el mas generalista, mientras que el linaje St-0/3 fue el mas especialista. Se
analizaron las diferencias y similitudes en los genes alterados de ambos linajes y las
categorias funcionales de estos genes. Se podria esperar que los virus especialistas y
generalistas alteraran un conjunto diferente de genes del huésped y que los virus
especializados mostraran mayor grado de heterogeneidad.

El primer enfoque consistié en evaluar las diferencias de expresion génica en ambos
casos. Para el linaje generalista Ler-0/1, los valores de expresion para los ecotipos
infectados con este linaje se contrastaron con el ecotipo local. Como se muestra en la
Figura 22, apenas hay genes diferencialmente expresados, excepto en el ecotipo Ei-2.
Por tanto, las interacciones virus-huésped del virus generalista adaptado a Ler-0 parecen
ser muy similares para todos los ecotipos de huéspedes, sin distinguir entre ecotipo local

y alternativo, a excepcion del ecotipo Ei-2.
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Di-2 St-0

Figura 22. Diagrama de Venn del nimero de genes diferencialmente sobre-expresados (A) y
reprimidos (B) como consecuencia de la infeccion con el linaje viral mas generalista Ler-0/1 en los
ecotipos de huésped alternativos.

http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html*®

Se realizé el mismo andlisis para detectar genes diferencialmente expresados para el
linaje viral mas especialista St-0/3. En este caso, la expresion génica de los ecotipos
infectados se contrastd con el transcriptoma del ecotipo St-O infectado con el linaje
localmente adaptado St-0/3. Para todos los ecotipos, se obtuvo una serie de genes
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diferencialmente expresados (Figura 23). El ecotipo mas afectado en este caso fue
también el ecotipo Ei-2, mientras que el ecotipo con cambios de menor importancia fue el

ecotipo Di-2, si bien la magnitud de los cambios era similar en todos los ecotipos.
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Di-2 Ler-0

Di-2 Ler-0

Figura 23. Diagrama de Venn del numeros de genes diferencialmente sobre-expresados (A) y

reprimidos (B) como consecuencia de la infeccidn con el linaje viral mas especialista St-0/3 en los
ecotipos de huésped alternativos.

http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html*®

La respuesta transcriptébmica de los ecotipos alternativos a la infeccion con el virus
especialista es diferente de la del ecotipo local. Diez genes sobre-expresados y seis
genes reprimidos son comunes para todos los ecotipos. At5g43060 codifica una proteina
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de la familia de proteasas de cisteina con repeticidbn de granulina involucrada en el
metabolismo de pectina de la pared celular y estrés salino. At4g34180 también esta
implicado en el estrés salino y es una proteina de la familia ciclasa, que se localiza en la
pared celular de la planta, pero cuya funcibn molecular no se conoce todavia. La
permeasa de purina 18 (ATPUP18) es un miembro de una familia de proteinas
relacionadas con PUP1, transportador de purina, y esta probablemente involucrado en el
transporte de purina y derivados de purina, como citoquininas, a través de la membrana
plasmatica. WRKY26 es la proteina 26 de unién al ADN, que regula la actividad de
factores de transcripcién. XTH33 codifica una proteina localizada en la membrana que
parece funcionar durante la modificacion de la pared celular y cuya sobre-expresion
resulta en una morfologia celular anormal. GLP5 codifica una proteina ubicada en
plasmodesmos y esta involucrada en la regulacion del crecimiento de la raiz primaria
mediante el control de la asignacion mediada por floema de los recursos entre los
meristemos primarios y laterales de la raiz. Esta proteina también esta involucrada en
procesos como respuesta al estrés, respuesta de resistencia adquirida, transporte del
reticulo al Golgi y transporte de aminoacidos. At5g24490 es una proteina que constituye
la unidad ribosomal 30S y esta implicada en la traduccién y en los procesos metabdlicos
primarios. El gen SEN1 esta asociado a la senescencia fuertemente inducida por
carencia de fosfato, donde su transcripcion suele estar diferencialmente regulada a nivel
de estabilidad de ARNm a diferentes tiempos del dia. EI gen SCPL51 codifica una
proteina que tiene actividad carboxipeptidasa de tipo serina, que se encuentra en el
sistema de endomembranas y estad involucrada en la protedlisis. Para la sonda
TA31123 3702 no se encontré funcion anotada.

Varios genes reprimidos eran comunes para todos los ecotipos. At2g44830 codifica
una proteina de la superfamilia de la proteina quinasa y esta implicada en la fosforilacion
de aminoacidos. La proteina con dedos de zinc ZFP5 actda en la regulacion del
desarrollo de tricomas y en la sefializacion de citoquinina. El gen At1g80620 codifica una
proteina de unién de ARN vy constituyente estructural del ribosoma. PDR1 codifica para
una proteina multifuncional de membrana con actividad de unién de ATP y de ATPasa,
que participa en procesos biosintéticos de cumarina, flavonoide, lignina y también esta
implicada en el transporte transmembrana y respuesta a heridas.

LHW codifica un activador transcripcional localizado en el nucleo que promueve la
produccion de células estela en los meristemos radiculares y es necesaria para
establecer y mantener el nimero normal de células vasculares y el patron en las raices
primarias y laterales. At5g37970 es una proteina de la superfamilia de metiltransferasas
dependientes de S-adenosil-L-metionina pero cuya funcion bioldgica es desconocida.

Dada la circunstancia de que el numero de genes diferencialmente expresados por la

infeccién con el virus generalista Ler-0/1 (con la excepcidon del ecotipo Ei-2) era muy
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pequefio o nulo, fue imposible obtener intersecciones entre todos los ecotipos, si bien el
ecotipo St-0, que tenia mas de 20 genes afectados, compartia la mayor parte de estos
genes con el ecotipo Ei-2. En consecuencia, con la excepcion del ecotipo Ei-2, la
respuesta transcriptomica entre ecotipos infectados con el linaje generalista fue
homogénea, lo que indica que la respuesta del huésped a este linaje viral, incluyendo el
huésped local, es independiente del ecotipo de acogida.

La cepa viral especialista St-0/3, por el contrario, tenia un mayor nimero de genes
diferencialmente expresados, indicando que la respuesta a la infeccion en los ecotipos
alternativos era diferente a la respuesta inducida en el ecotipo local. En cuanto a las
diferencias de respuesta entre los ecotipos alternativos, los genes diferencialmente
expresados eran en gran parte comunes entre ecotipos, indicando que a pesar de las
diferencias en la respuesta a la infeccion viral entre los ecotipos alternativos y el ecotipo
local, las diferencias entre los ecotipos alternativos eran minimas.

En términos de funcionalidad de los genes afectados, en ambos linajes virales se
encontraron diversas categorias enriquecidas. La magnitud de los cambios es similar en
los linajes virales especialista y generalista. Sin embargo, el linaje especialista ha
afectado en promedio casi al doble de categorias funcionales que el linaje viral
generalista. La interseccién de categorias funcionales se resume en la Figura 24 para el

linaje generalista y en la Figura 25 para el especialista.
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Di-2 St-0

Di-2 St-0

Figura 24. Diagramas de Venn de categorias funcionales enriquecidas para genes sobre-
expresados (A) y reprimidos (B) como consecuencia de la infeccion con el linaje viral mas
generalista Ler-0/1 en ecotipos de huésped alternativos.
http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html"®
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Di-2 Ler-0

Figura 25. Diagramas de Venn de categorias funcionales enriquecidas para genes sobre-
expresados (A) y reprimidos (B) como consecuencia de la infeccion con el linaje viral mas
especialista St-0/3 en ecotipos de huésped alternativos.
http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html*®

Una parte de las categorias enriquecidas para el linaje mas generalista Ler-0/1 es
comun entre todos los ecotipos o entre pares de ecotipos (Figura 24). Tres elementos
eran comunes en todos los ecotipos para funciones aumentadas: regulaciéon de la
replicacién del ADN (GO:0006275), proliferacion celular (GO:0008283) e iniciacion de la
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replicacion del ADN (GO:0006270). En categorias funcionales negativamente reguladas,
no hubo intersecciones entre todos los ecotipos, pero si entre pares de ecotipos. Las
mas redundantes incluian las categorias involucradas en importacion de proteinas al
nuacleo (GO:0006606), respuesta al ion de cadmio (GO:0046686), traduccion
(G0O:0006412), deteccién de estimulos bidticos (GO:0009595), biosintesis del acido
salicilico (G0:0009697), respuesta a estrés salino (GO:0009651), biosintesis de
nucleotidos de purina (GO:0006164) y regulacion negativa de respuesta de defensa
(G0O:0031348).

En el caso de la infeccion con el linaje especifico, habia un nimero mucho mayor de
categorias comunes afectadas entre los ecotipos que en el caso del linaje generalista,
probablemente debido a una distribucién similar de los cambios inducidos por este linaje
en los ecotipos. En total, 13 categorias funcionales estaban incrementadas por St-0/3 en
todos los ecotipos, la mayoria de ellas en gran parte implicadas en la respuesta inmune.
Una de ellas era estallido respiratorio implicado en la respuesta de defensa
(G0:0002679), caracterizada por una fase de actividad metabdlica elevada, durante la
cual aumenta el consumo de oxigeno como parte de una respuesta de defensa y que,
por un sistema dependiente de NADH, conduce a la produccion de peroxido de
hidrégeno, aniones superéxido y radicales hidroxilo. Las categorias funcionales
directamente relacionadas con la infeccidon incluyen proteina de direccionamiento a
vacuola (GO:0006623), que es una caracteristica importante para el mantenimiento de la
organizacion y funcién celular'”, biosintesis del etileno regulador del crecimiento
(GO:0009693) y la categoria de ensamblaje de nucleosomas (GO:0006334). Otras
categorias probablemente no relacionadas con la infeccion viral son respuesta a los
estimulos mecanicos (GO:0009612), transporte del nitrato (GO:0015706) y respuesta al
nitrato (G0O:0010167), respuesta de defensa a los hongos (GO:0050832) y bacterias
(GO:0042742 ). También a nivel de sobre-expresion se presentaban categorias
funcionales para la regulaciéon de proteinas como respuesta a la presencia de proteinas
desnaturalizadas (G0:0051788), ensamblaje del complejo proteosomal en el nicleo
(G0:0080129) y organizacion del Golgi (GO:0007030). En el caso de la infeccion con la
cepa viral especifica St-0/3, se encontraron doce categorias funcionales comunes
reprimidas. Dos de ellas estaban relacionados con los nucleétidos, reguladores de
muchos procesos celulares basicos: proceso de biosintesis de ribonucledtido pirimidina
(G0:0009220), reacciones quimicas y vias resultantes en la formacién del ribonucle6tido
pirimidina y metilacion de ARN (G0:0001510). El grupo més grande, sin embargo, se
asocia con la diferenciacion de los tejidos y con el crecimiento de plantas como
determinacibn de simetria bilateral (G0O:0009855), iniciacion de meristemos
(GO:0010014), formacion de patrones (G0O:0010051), desarrollo del xilema
(G0:0010089), biosintesis de componentes del xilano de la pared celular (GO:0045492),
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metabolismo del glucuronoxilano (GO:0010413), diferenciacién celular del saco del 6vulo
embrionario (GO:0009560), especificacion de polaridad de eje adaxial/abaxial
(GO:0009944) y morfogénesis de la flor (GO:0048439). Otra categoria funcional
reprimida fue la direccion de proteinas a mitocondrias (GO:0006626), un proceso
integrado en una red funcional de diversos procesos fisioldgicos.

El virus especialista St-0/3 activd principalmente los mecanismos de defensa y
suprimié los procesos metabdlicos y de crecimiento de planta en los huéspedes
alternativos. En promedio, este linaje indujo una respuesta méas fuerte en los nuevos
huéspedes. Se encontraron muchos mas genes diferencialmente expresados en el caso
de la infeccidon con el virus especialista que con el virus generalista. Esto indica que los
perfiles de expresion de los huéspedes alternativos son diferentes al huésped local en el
caso de la infeccion con el linaje especialista St-0/3, pero no respecto a la infeccién con
Ler-0/1. Sin embargo, al observar las categorias funcionales afectadas en los nuevos
huéspedes, se encuentran mucho mAas intersecciones en categorias funcionales
afectadas por el virus especialista que por el virus generalista. Desde este punto de
vista, la respuesta transcriptomica funcional a la infecciéon con el virus especialista es
mas bien homogénea.

El ecotipo Ei-2 infectado con el linaje Ler-0/1 tuvo un perfil de respuesta
transcriptomica excepcional, con una expresion diferencial mil veces mas alta que en
otros ecotipos. Sin embargo, el perfil funcional de los genes afectados era similar a otros
ecotipos en cuanto a las funciones implicadas, incluso habiendo intersecciones entre los
ecotipos en la mayoria de las categorias.

El andlisis de categorias funcionales enriquecidas permitié identificar cambios en los
huéspedes no seleccionados para ambos linajes. En el caso del linaje especializado St-
0/3, habia mas genes comunes entre los huéspedes no seleccionados, mientras que la
infeccion con el linaje generalista Ler-0/1 mostraba menos categorias en comun entre los
ecotipos. Sin embargo, la hip6tesis de que el virus especializado conduce a una mayor
heterogeneidad en la respuesta inmune entre los diferentes ecotipos de huéspedes no
pudo ser rechazada. Esto es debido a que las categorias funcionales de los genes
enriguecidos se componen de varios genes que pueden estar afectados de manera
individual o pueden ser redundantes. Los resultados discrepantes del andlisis de genes
diferencialmente expresados apoyan la hipétesis inicial y deberian tener mas peso en la
evaluacion de la hipétesis, porque a pesar de ser mas detallados son menos complejos.

La respuesta comun de los ecotipos a la infeccion viral era dependiente de la cepa
viral infectante. Los mecanismos de defensa de las plantas se activaron en plantas
infectadas con la cepa especializada y se reprimieron en plantas infectadas con la cepa
viral mas generalista. Los grupos de categorias funcionales de proliferacion celular y

replicacion del ADN fueron sobre-expresados por la cepa generalista. Ademas, se



observé la regulacion negativa del metabolismo de plantas y procesos de crecimiento

para la cepa viral especialista, pero no para la generalista.

3.4.5 Discusion

Se realizaron varios andlisis de datos de micromatrices para investigar a nivel
transcriptomico diversas estrategias de adaptacion del virus en huéspedes heterogéneos
pero genéticamente muy relacionados.

Durante la evolucion experimental los linajes virales cambiaron su interaccion con el
huésped cada uno de una manera diferente. Los perfiles transcriptémicos y funcionales
de las plantas infectadas han demostrado que existe una heterogeneidad en la respuesta
de ecotipos a los virus localmente evolucionados y que la correlacion entre los ecotipos
se mantiene en gran medida después de la evolucion.

Las transcriptomicas de linajes virales evolucionados en el mismo ecotipo han sido
mas parecidas entre si que su promedio comparando entre los ecotipos. Estos
resultados sugieren la conclusion de que la genética del huésped juega un papel crucial
en la adaptacion del virus y que las pequefnas diferencias intra-especificas pueden
determinar el destino de la evolucion del virus.

El coste del regreso al huésped original Ler-0 después de la adaptacion del virus a
nuevos huéspedes no parece ser importante, ya que apenas se detectaron genes
diferencialmente expresados en ningun ecotipo y el analisis de categorias funcionales
enriguecidas mostré una alta correlacion entre ecotipos. En este punto, los analisis
fenotipicos (ver apartado 3.2.2) estan de acuerdo con los resultados de los analisis
transcriptomicos; la mayoria de los linajes evolucionados no pagan ningun coste de
eficacia ni al infectar al ecotipo original Ler-O ni a otros ecotipos no seleccionados. A
pesar de las diferencias entre los linajes en sus caracteristicas fenotipicas en el huésped
local y alternativo, todos los linajes evolucionaron mas bien como generalistas.

El linaje viral evolucionado como el méas especialista St-0/3 indujo una respuesta
transcriptomica heterogénea en ecotipos no seleccionados. La respuesta funcional mas
redundante inducida por este linaje fue la activacion de los mecanismos de defensa de
los huéspedes y la supresion de categorias funcionales implicadas en metabolismo y en
procesos de crecimiento vegetal.

La infeccién con el linaje viral mas generalista Ler-0/1 solo afecto la transcriptomica
del ecotipo Ei-2, lo que indica que la evolucion de la mayoria de virus generalistas se
llevé a cabo en las dianas generales y comunes de la genética del huésped, que
consistian principalmente en el incremento de la proliferacion celular y la replicacion del
ADN, compensado por una supresion de las defensas del huésped y de procesos

biosintéticos.
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El andlisis transcriptomico sugiere el papel crucial de la diversidad genética del
huésped en el resultado de la adaptacion del virus, observandose pocas diferencias en
los perfiles transcriptémicos antes y después de la evolucion experimental. En este
sentido, el perfil funcional no siguié el mismo patron de clasificacion entre los ecotipos, lo
qgue indica que durante la evolucién no sélo han tenido lugar cambios directamente
implicados en las interacciones virus-huésped, sino que también pueden haber cambiado
auto-interacciones del huésped, siendo la mayoria de las vias celulares variables,
ramificadas y complejas.
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La compresion de cémo sucede la emergencia de las enfermedades infecciosas y qué
factores controlan su dindmica puede ayudar a predecir y controlar las epidemias. Los
virus de ARN son la principal causa de enfermedades emergentes. Su capacidad para
saltar de una especie a otra estd favorecida por sus altas tasas de mutacién, cortos
tiempos de generacion y grandes tamafios poblacionales, donde la diversidad genética
generada de esta forma les permite adaptarse a nuevas condiciones ambientales, es
decir, a nuevos huéspedes potenciales. Por otro lado, también hay que considerar la
diversidad existente en los genes de resistencia del huésped como factor del que
depende el éxito de la propagacion viral. La interaccién entre los genotipos de huésped y
parasito ha sido estudiada en diferentes contextos, y por lo general, se considera que la
diversidad genética para la resistencia a los patégenos en las poblaciones huéspedes
reduce el riesgo de propagacién de enfermedades infecciosas. En cualquier caso,
muchas cuestiones acerca de esta compleja interaccidbn adn estan sin responder o
carecen de pruebas empiricas. Una de ellas es, por ejemplo, cuanta diversidad es
necesaria para la emergencia viral.

En trabajos previos a esta Tesis, se analizé la hipotesis de que la adaptacion del virus
a un nuevo huésped fuera concomitante con los cambios en el perfil de expresion génica
del huésped. Agudelo-Romero et al.” realizaron un experimento en el que TEV se adapto
al ecotipo susceptible Ler-0 (rtml/rtml1 RTM2/RTM2 RTM3/RTM3). La poblacién
ancestral de TEV era capaz de infectar sistémicamente plantas de Ler-0, aunque la
infeccion progresaba de forma poco eficiente y asintoméatica. Sin embargo, tras 17 pases
seriados en plantas Ler-0, el virus resultante (nombrado TEV-At17) habia fijjado seis
mutaciones puntuales, mejorando su acumulacién e induciendo sintomas visibles y mas
graves, que incluian retraso en el crecimiento, el grabado y la malformacion de la hoja. El
conjunto de genes alterados por la infeccion con TEV-Atl7 era casi tres veces mas
grande que el inducido por el TEV ancestral®. El andlisis de los procesos biolégicos
enriquecidos con expresion alterada revel6 que casi todos los procesos regulados por
TEV también fueron regulados por la cepa TEV-At17, la cual adicionalmente suprimia los
procesos metabdlicos primarios como biosintesis de clorofila, fijacion de carbono y
metabolismo de ADN, asi como también los procesos de desarrollo y de ciclo celular.
Esta observacion llevd a Agudelo-Romero et al.® a plantear la hipétesis de que el virus
habria aumentado su eficacia mediante la adquisicién de la capacidad de bloquear la
activacion de las defensas de las plantas. Si bien ambos virus afectaban
diferencialmente la expresion de factores de transcripcion principales y de proteinas
altamente conectadas, en el caso del virus evolucionado la regulacién se realizaba de

una forma mas centralizada, sobre elementos altamente conectados de la red de
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regulacion transcripcional®®®. Estos resultados apoyaban la hipétesis de que, mediante la
adaptacion a un nuevo huésped, los virus deben cambiar y profundizar la forma en que
interactian con los componentes de la red de regulacién de la célula huésped.

Posteriormente, Lali¢ et al.'*® demostraron que TEV-Atl7 también era capaz de
colonizar sistémicamente algunos ecotipos resistentes al virus TEV ancestral. Ademas, la
infectividad, la acumulacion y la gravedad de los sintomas también variaban entre los
ecotipos. Estos tres rasgos se correlacionaban, de tal manera que los ecotipos donde la
acumulacién era mayor también eran mas susceptibles y mostraban sintomas mas
fuertes™®.

El presente trabajo se conecta en este punto. El aislado viral utilizado como punto de
partida estd muy relacionado con el que analizaron Lali¢ et al.**®. El material de partida
consistié en una planta paralela al Gltimo paso de la evolucién experimental realizada por
Agudelo-Romero et al.. La planta entera, que habia sido mantenida a -80 °C, fue
pulverizada en nitrégeno liquido. Por un lado, se usé el polvo como material infeccioso
para el inicio de la evolucion experimental, y por otro lado, para la extraccion de ARN y
posterior analisis de la secuencia consenso de la poblacion viral con la que fue infectada.
La secuenciacion del genoma consenso de la poblacién viral permitié confirmar que tenia
la misma secuencia previamente determinada para TEV-Atl7, salvo por la mutacion
adicional G6816A (M2224l), razén por la cual el nuevo genotipo se denominé TEV-
Atl7b. Utilizando el material vegetal infeccioso resuspendido en tampon C (ver la
seccion de Materiales y Métodos) como muestra de partida, primero se compar6 el
fenotipo de la infeccién de TEV-At17b en siete ecotipos de A. thaliana (Col-0, Di-2, Ei-2,
Ler-0, Oy-0, St-0 y Wt-1). Estos ecotipos se eligieron como representantes de varios
grupos clasificados por Lali¢ et al.**® por su grado de susceptibilidad a la infeccion con
TEV-Atl7. Los resultados de este analisis preliminar confirmaron que la adaptacion
previa del virus ancestral al ecotipo Ler-0 no era especifica de ecotipo y demostraron que
el fenotipo de la infeccion era variable entre ecotipos. A continuacion, se analizé el
transcriptoma de seis ecotipos de A. thaliana (Di-2, Ei-2, Ler-0, Oy-0, St-0 y Wt-1)
usando el método de micromatrices de ARN. El ecotipo Col-0 fue descartado de los
andlisis transcriptomicos debido a sus bajos niveles de acumulacion viral. Se observaron
diferencias en el perfil de expresion génica de los distintos ecotipos, al igual que ocurria
con el perfil fenotipico; en otras palabras, la forma de percibir y responder a la infeccion
variaba entre los ecotipos del huésped. Se clasificaron dos grupos claramente
diferenciados en la expresion de categorias de genes funcionales como respuesta a la
infeccibon con TEV-Atl7b. El primer grupo se correspondia con los ecotipos que
aumentaban fundamentalmente la expresion de genes de defensa (Di-2, Ler-0 y St-0). El
segundo grupo incluia los ecotipos Ei-2 y Wt-1, caracterizados por la sobre-expresion de

genes implicados en el estrés abibtico y en la construccion de nuevos tejidos. La mayoria
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de las categorias funcionales comunes entre los ecotipos estaba involucrada en la
respuesta al estrés, especialmente en la resistencia sistémica dependiente del etileno y
una de ellas en el metabolismo de miARN (exonucleasa, At3g50090)'*°. Cabia esperar
gue estas vias de defensa tuvieran relevancia en las infecciones virales en todos los
ecotipos de huéspedes testados. En consecuencia, los resultados del analisis
transcriptomico, junto con el andlisis fenotipico, apoyaron la hipétesis de que el nUmero
de genes alterados en su expresion por la infeccion del virus dependia de la carga viral,
ya que a mayor cantidad de virus, mayor era la perturbacion generada sobre el
metabolismo celular, y por lo tanto, mas genes se veian afectados.

En resumen, en la primera parte del proyecto de Tesis se revel6 que la interaccion del
virus TEV-At17b con los diferentes ecotipos de A. thaliana era heterogénea, dando lugar
a diferencias en susceptibilidad, acumulacion viral y gravedad de los sintomas. Esta
heterogeneidad en el perfil fenotipico se correspondia a nivel transcriptémico con una
regulacién positiva 0 negativa en la expresion de diferentes conjuntos funcionales de
genes.

En la segunda fase del proyecto de Tesis se utilizd el mismo patosistema (con
excepciéon de los ecotipos Col-0 y Oy-0) para explorar si la evolucion de TEV-Atl7b en
ecotipos de A. thaliana daria lugar a la especializacion o, si por el contrario, los nuevos
virus evolucionados conservarian la capacidad de infectar todos los ecotipos de la misma
forma que lo hacia TEV-Atl7b. Después del periodo de evolucion experimental, que
consistié en 15 pases seriados consistentes en tres semanas de infeccion, se evalu6
infectividad, virulencia y eficacia relativa para cada poblacion evolucionada en los
distintos ecotipos de A. thaliana y se analizaron los perfiles transcriptomicos de los
distintos ecotipos infectados. De esta forma, se podia analizar la potencial aparicion de
una interacciéon significativa entre el ecotipo del huésped y la poblaciéon viral
evolucionada. La magnitud de los cambios de eficacia de los virus, tras su evolucion en
huéspedes locales, no se vio condicionada ni por la constitucion genética de los loci
RTM, ni por las caracteristicas iniciales de la infeccion con TEV-Atl7b. La resistencia
determinada por los loci RTM ya habria sido posiblemente superada en la primera fase
de evolucion del virus TEV a A. thaliana Ler-0, por lo que ya no supondria un desafio
para la adaptacion de los virus a nuevos ecotipos. Si bien se observaron diferentes
valores de eficacia entre distintos linajes evolucionados en el huésped comdn, a nivel
transcriptomico los linajes se mostraron estrechamente relacionados. Las diferencias en
eficacia pueden representar adaptacion a pequefias diferencias entre los componentes
genéticos o bioquimicos de los ecotipos. Las estimas de eficacia también mostraban que
todos los linajes evolucionaron como generalistas, es decir, se propagaron con éxito
tanto en su ecotipo simpatrico como en los ecotipos alopatricos. Bajo el supuesto de

adaptacion local, se asume que un virus que evolucionara como generalista estaria en
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desventaja por sus restricciones en la eficacia, y por lo tanto, un virus especialista
siempre podria superar al generalista para un huésped dado. Como consecuencia, no
seria esperable que un linaje adaptado a un Unico huésped se desarrollara como

generalista. Sin embargo, Remold'®®

propone que, bajo pleiotropia epistatica, las
poblaciones virales pueden lograr la especializacion o generalizacion sin coste, porque
las mismas modificaciones del genoma viral pueden tener diferentes efectos en
diferentes huéspedes. De acuerdo con esta propuesta, se observo que ningun linaje viral
era superior en los cinco ecotipos y que algunos aislados pagaban un coste de eficacia
en el huésped no seleccionado, mientras que otros no lo hacian. A pesar de que, en
términos generales, todos los linajes evolucionaban como generalistas, algunos linajes
se especializaron mas que otros. En este sentido, los huéspedes permisivos
seleccionaron virus mas especialistas, mientras que los huéspedes mas restrictivos
seleccionaron virus mas generalistas. Asimismo, los ecotipos mas permisivos inoculados
con linajes localmente adaptados mostraron mayores cambios transcriptémicos que los
mas restrictivos, o que no es sorprendente bajo la suposicibn de que estos linajes
evolucionados en ecotipos permisivos lograban optimizar su interacciéon con el huésped
modificandola y aumentando la eficacia relativa. Finalmente, el andlisis de los casos mas
extremos de la evolucidon de generalista y especialista llevo a la conclusién de que el
linaje méas especialista inducia en promedio una respuesta transcriptomica mas fuerte en
nuevos huéspedes, mientras que el linaje generalista s6lo afectaba diferencialmente al
ecotipo Ei-2. Probablemente, la evolucién del virus generalista se llevo a cabo a través
de procesos generales y comunes en la genética del huésped, razén por la cual no se
habrian visto diferencias entre ecotipos en la respuesta transcriptomica. En este
contexto, los andlisis de las matrices de infeccion permitian evaluar su anidamiento y
modularidad. Para ello, la interaccién entre los ecotipos de huéspedes y los genotipos
virales fue modelada en el contexto de dos enfoques diferentes. En un extremo, existe el
modelo gen a gen, donde un genotipo de parésito puede infectar a todos los genotipos
de huésped y existe un genotipo de huésped universalmente susceptible®. La resistencia
se produce cuando un gen de "resistencia" del huésped se corresponde con al menos un
gen de "avirulencia" del parasito. En esta situacion, el polimorfismo en la infectividad y la
resistencia se pueden mantener soélo si la virulencia paga un coste. En el lado opuesto,
existe el modelo de los alelos coincidentes, que se basa en los sistemas de
reconocimiento de lo propio y de lo extrafio en los invertebrados. La infeccion no es
posible a menos que el parasito posea todos los alelos que coinciden con los alelos del
huésped®. El enfoque clasico para el estudio de estos modelos ha consistido en inocular
una serie de genotipos del huésped con una serie de genotipos del parasito y utilizar
técnicas de ANOVA para evaluar si existe una interaccion significativa entre huésped y

parasito. El modelo gen a gen predice matrices de infectividad anidadas, ya que la gama
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de huéspedes del virus especialista es un subconjunto de la gama de huéspedes del
virus generalista. Por el contrario, el modelo de alelos coincidentes predice matrices de
infeccion modulares. En este caso, la infeccidn es probable para el virus y el huésped del
mismo médulo, pero rara para los que pertenecen a distintos médulos. Cuando los
huéspedes y los patdgenos se infectan de forma cruzada dentro de un grupo, la matriz
de interacciones es modular. Por el contrario, existen jerarquias en la resistencia dentro
de los huéspedes y en la capacidad de infeccién entre los genotipos del virus. En el
presente trabajo, la red de infeccion se mostro significativamente anidada. Sin embargo,
los resultados de este trabajo no coinciden con ninguno de los modelos generales de
infeccién, y por lo tanto, el mecanismo que la explica debe de ser intermedio entre
ambos modelos.

A nivel molecular, todos los linajes obtenidos después de la fase de evolucién, salvo
uno evolucionado en Ler-0, mostraron substituciones tanto sin6bnimas como no
sinbnimas. A pesar de que los perfiles transcriptomicos de los ecotipos eran muy
variables entre si, pero muy correlacionados entre los linajes evolucionados en el ecotipo
comun, se detectd una serie de mutaciones convergentes en varios linajes virales. La
aparicion de estos cambios, tanto sin6bnimos como no sinénimos, se podia atribuir a
presiones idénticas de seleccién en los diversos huéspedes en conjuncion con la
limitacion de vias adaptativas en el genoma viral. A partir de las mutaciones
convergentes se llevaron a cabo estudios en mayor profundidad. En el caso particular de
las mutaciones sin6nimas, su aparicion podria estar motivada por una mejora de la
eficiencia traduccional, produciéndose cambios de codones raros por otros sinénimos
presentes en mayor cantidad en la célula huésped. Otro posible factor de seleccion
consistia en la necesidad de preservar las estructuras secundarias de ARN implicadas
en regulacion, asi como en evitar la formacion de estructuras largas de ARN de doble
cadena, ya que podrian resultar un objetivo del silenciamiento de ARN. Para analizar el
efecto epistatico de las combinaciones de mutaciones, todas las mutaciones
convergentes y sus combinaciones multiples se clonaron y comprobaron en los
huéspedes alopatricos (no locales) y simpatricos (locales). Se encontré que sé6lo un
namero reducido de las mutaciones tenia un efecto beneficioso en su huésped
simpatrico. Este resultado lleva a la conclusion de que la mayoria de las mutaciones
fijadas durante el experimento de evolucion surgié por deriva o por barridos selectivos
junto con la mutacion beneficiosa que condiciond la seleccion. La construccion de dos
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paisajes de eficacia empiricos confirmoé las observaciones anteriores en TE
mostrar que el signo y la magnitud de la epistasia eran variables entre mutaciones y
entre huéspedes. Sin embargo, mientras estudios previos mostraban epistasia promedio
positiva y generalmente de signo reciproco, los resultados de esta Tesis muestran que

los efectos mutacionales son fundamentalmente multiplicativos y se dan muy pocos
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casos de epistasia significativa. La contradiccion es solo aparente, ya que en los
estudios previos las mutaciones analizadas eran elegidas al azar respecto a su historia
evolutiva mientras que en el presente analisis eran mutaciones fijadas tras un proceso de
evolucion experimental, siendo algunas beneficiosas y las dianas directas de la seleccion
y otras neutrales, o ligeramente deletéreas, en el fondo genético de las beneficiosas.

Llegando a este punto de la Tesis, aparte de comparar los resultados del analisis
transcriptomico de las poblaciones evolucionadas con las caracteristicas fenotipicas de
las interacciones de linajes evolucionados en diferentes huéspedes, resultaba preciso
identificar las dianas moleculares de adaptacion del virus a los nuevos huéspedes. En
este abordaje, se analizaron los cambios transcriptomicos y categorias funcionales de
cada gen por causa de los linajes evolucionados en sus huéspedes nuevos y en
comparacion con plantas no infectadas e infectadas con el virus ancestral. También se
analizaron los perfiles transcriptdmicos de todos los linajes evolucionados en el ecotipo
inicial Ler-0 para determinar el coste de la adaptacion al ecotipo nuevo en el ecotipo
original. De esta forma, se obtuvo una aproximacién de la magnitud de los cambios
producidos en la interaccién virus-huésped en diferentes contextos. El nUmero de genes
diferencialmente expresados era variable entre ecotipos, habiendo claramente mas
diferencias entre los ecotipos que entre los linajes evolucionados en el ecotipo comun.
Esto era una indicacion de que las dianas de adaptacion de los linajes virales en un
ecotipo comun son mas parecidas y que las restricciones del huésped son cruciales para
el destino de la evolucion viral. Entre los ecotipos, al igual que ocurrié en el caso del
virus ancestral, hubo dos tipos principales de respuesta funcional especifica a la
infeccion con el virus localmente evolucionado.

Las dianas comunes de la evolucion viral en los distintos ecotipos resultaron ser
procesos principales de la activacion de las vias de defensa inmunitarias, procesos
directamente implicados en el ciclo de vida del virus, biosintesis de los recursos basicos
de la planta como la regulacién de la actividad catalitica, el proceso catabdlico de
aminoacidos y procesos de biosintesis de metabolitos secundarios. Mientras los ecotipos
de un grupo aumentaron ciertas funciones celulares con el fin de favorecer la
propagacion del virus, algunas de esas mismas funciones fueron reprimidas en el otro
grupo de ecotipos con el mismo fin de mejorar la eficacia del virus. Es interesante que en
todos los ecotipos se observara una represion considerable de la biosintesis y de la
modificacion de proteinas, mientras que se aumentd la proliferacion celular. Sin
embargo, la mayor parte de la respuesta funcional de los ecotipos al virus evolucionado
era especifica de ecotipo.

En cuanto al coste en términos de eficacia que pueden pagar los linajes
evolucionados al volver a infectar el huésped original Ler-0, hay que destacar que

después de la adaptacion del virus a nuevos huéspedes las modificaciones



IV Discusién general

transcriptomicas no resultaron ser grandes. Muestra de ello es que apenas se
presentaban genes diferencialmente expresados en ningun ecotipo. Adicionalmente, el
andlisis de categorias funcionales de genes enriquecidos mostré una alta correlacion
entre los linajes, indicando una respuesta del ecotipo Ler-0 independiente del huésped
en el cual evolucionoé el virus. Los andlisis de eficacia relativa en infecciones cruzadas,
gue apuntan a que todos los linajes evolucionaron como generalistas, coincidian en este
punto con el analisis transcriptémico, ya que para la mayoria de los linajes evolucionados
no hubo coste significativo de eficacia cuando infectaron el ecotipo original Ler-0, ni
tampoco cuando infectaron otros ecotipos no seleccionados.

En este trabajo, se llevd a cabo la evolucion de un virus emergente en diferentes
ecotipos intra-especificos y se analizd el resultado de esta evolucién en diferentes
contextos con el objetivo de determinar el papel de la variabilidad genética del huésped
en la susceptibilidad a la infeccién, asi como estimar la variabilidad necesaria capaz de
determinar el destino de la evolucion viral. En este sentido, tanto el andlisis fenotipico
como el transcriptémico sugieren el papel crucial de la diversidad genética del huésped
para el resultado de la adaptacién del virus y demuestran que incluso los huéspedes que
pertenecen a la misma especie dan lugar a una evolucién viral divergente. Sin embargo,
la evolucién de los virus ha presentado una estrategia fundamentalmente generalista,
probablemente debido a un caracter intrinsecamente permisivo de los huéspedes. Esto
habria llevado a que no infringieran suficientes restricciones como para que el virus
tuviera que recurrir a estrategias adaptativas mas especificas de cada ecotipo. En
cualquier caso, no es posible descartar que tiempos de evolucién mas largos causaran

adaptaciones mas especificas de huésped.
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V Conclusiones finales

Las investigaciones de esta Tesis Doctoral permiten llegar a las siguientes conclusiones:

1.

La heterogeneidad en el perfil fenotipico de interaccion de diferentes
ecotipos de A. thaliana con el virus TEV-Atl7b se corresponde a nivel
transcriptdmico con una alteracion en la expresion de diferentes conjuntos

funcionales de genes.

La evolucion experimental de una poblacién viral en un ecotipo
determinado conlleva cambios en la interaccién virus-huésped. La
magnitud de estos cambios esta claramente condicionada por la genética

del huésped.

Los andlisis fenotipicos y transcriptomicos de las interacciones virus-
huésped sugieren el papel crucial de la diversidad genética del huésped en
el resultado de la adaptacion del virus. Incluso las diferencias intra-
especificas, como las analizadas en el presente trabajo, pueden dar lugar

a una evolucion viral divergente.

Globalmente, la evolucion de todos los linajes virales ha seguido una estrategia
generalista, si bien se ha observado un cierto grado de especializacion en
algunos de ellos. Esta situacién puede haber sido consecuencia de un caracter
intrinsecamente permisivo de los huéspedes, aunque tampoco se puede
descartar que tiempos de evolucion mas largos pudieran promover una mayor

especializacion.

El linaje viral con mayor grado de especializacion inducia en promedio una
respuesta transcriptdmica mas fuerte en los nuevos huéspedes que el
linaje generalista. Esto sugiere que la evolucion del virus generalista
probablemente se llevo a cabo a través de procesos generales y comunes

en la genética del huésped.

Las mutaciones convergentes observadas en varios linajes virales pueden

ser atribuidas a presiones idénticas de seleccibn en los distintos
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huéspedes, ademas de evidenciar claras limitaciones en las estrategias

adaptativas del genoma viral.

Solo un numero reducido de mutaciones tenia un efecto beneficioso en su
huésped simpatrico, lo que sugiere que la mayoria de las mutaciones
fijadas durante el experimento de evolucion surgié por deriva o por
barridos selectivos, junto con la potencial mutacion beneficiosa que
condiciono la seleccion.

En conjunto, el procedimiento experimental parece mostrar un efecto
considerable de la deriva, posiblemente debida a los cuellos de botella
presentes durante el proceso de inoculacién. La comparacién entre las
condiciones naturales de infeccion y las mostradas aqui resulta relevante
en un futuro para estimar con mayor precision las dinamicas adaptativas

virales.

El analisis de los efectos de los linajes virales evolucionados en distintos
ecotipos sobre su ecotipo original no supuso ningun coste, salvo en
algunos casos. De hecho, el analisis de las categorias funcionales de
genes enriquecidos del ecotipo original Ler-0 mostraba una respuesta
independiente del huésped en el cual habia evolucionado el virus, lo que
evidencia nuevamente el caracter generalista de la adaptacién viral en el

presente estudio.

La aparicién de mutaciones sinénimas en los linajes virales evolucionados
podria estar motivada por una mejora de la eficiencia traduccional en la
célula huésped, como se ha podido evidenciar, o por la necesidad de
preservar las estructuras secundarias de ARN.
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