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1. Generalidades y evolucion de los virus

Los estudios sobre evolucion de virus son cada vez mas frecuentes porque,
aunque la variabilidad genética es comun a todas las especies, en el caso de
los virus existen particularidades que hacen que su estudio sea interesante
y relevante no solo para la biologia evolutiva sino también para la medicina,
veterinaria y agricultura (Roossinck, 2003; Elena, 2016).

La variabilidad genética generada por los virus de RNA (ya sean o no
retrovirus) es la mayor entre todos los organismos conocidos, ya que éstos
son capaces de replicar un nimero mucho mayor de veces por unidad de
tiempo que cualquier otro organismo y ademas sus tasas de mutacién son
varios ordenes de magnitud superiores, debido a la ausencia de
mecanismos de correccion de errores o fidelidad de copia (Andino vy
Domingo, 2015). En general, lo observado respecto a virus en pocas
generaciones y cortos periodos de tiempo, se observa en organismos
superiores en muchas generaciones y en periodos de tiempo de millones
de afnos.

Los patdégenos emergentes se definen como aquellos en los que su
incidencia aumenta debido a la aparicion de uno nuevo en una nueva
poblaciéon huésped o debido a un aumento en la incidencia o patogenicidad
de un patdgeno ya residente causados por cambios en las condiciones
epidemioldgicas preexistentes (Woolhouse, 2005; Woolhouse et al,,
2005b). Lo primero puede ocurrir cuando un patdgeno inicialmente
establecido en una especie huésped (fuente o reservorio) coloniza una
nueva especie huésped (Nguyen et al., 2013). Después del primer salto
entre especies, el patdgeno puede extinguirse o persistir sin causar grandes
epidemias, pero en otros casos pueden producirse epidemias devastadoras
(Woolhouse et al., 2005a, Woolhouse et al., 2005b; Jones, 2009). Existe un
creciente interés en dilucidar qué factores gobiernan el éxito de tales saltos
entre especies huéspedes y que pueden tener consecuencias
epidemioldgicas y ecoldgicas considerables (Ohshima et al., 2002).

No es sorprendente que los virus de RNA se encuentren entre los patégenos
emergentes mas abundantes (Elena y Sanjudn, 2007; Holmes, 2009).
Durante su ciclo de vida normal, los virus experimentan entornos
continuamente fluctuantes: se mueven entre huéspedes que difieren en su
susceptibilidad y respuesta a la infeccién, a veces transmitidos por el aire o
el agua, pero a veces usan vectores (por ejemplo, insectos, nematodos,
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hongos...) en los que en ocasiones también pueden replicar su genoma.
Dentro de un huésped individual, los virus enfrentan distintos tipos de
tejidos y de células que difieren en sus propiedades fisiolégicas vy
bioguimicas y son constantemente desafiados por una variedad de
respuestas inmunes antivirales. Para maximizar su eficacia bioldgica
darwiniana, los virus deben necesariamente adaptarse a todos estos
factores. En la mayoria de los casos, esta adaptacion sucede facilmente
debido al enorme potencial evolutivo de los virus de RNA (Elena y Sanjuan,
2007; Parrish et al., 2008; Elena et al., 2009; Holmes, 2009), debido a sus
altas tasas de mutacién y recombinacién, grandes tamafos de poblacién y
tiempos de generacion o replicacién muy cortos.

Todos los virus son parasitos estrictos intracelulares, lo que significa que
deben desencadenar y completar el ciclo de infeccién dentro de su célula
diana en un huésped que representa su ambiente. Este mecanismo incluye
la unién del virus a la célula, su penetracidn, liberacién de su material
genético, expresion de genes del virus usando la maquinaria celular,
secuestrando los recursos que sean necesarios para el parasito, y el
ensamblaje de los nuevos productos para generar nuevos virus que infecten
otras células del mismo huésped u otro. De esta manera, un unico viridon
gue consiga infectar una célula huésped puede, potencialmente, generar
centenares o miles de nuevos virus que infecten otras siempre que eso sea
posible en términos de nimero de virus que hayan conseguido hacerlo y
numero de huéspedes disponibles.

Los virus son los Unicos organismos conocidos que ademas de tener el DNA
como molécula que almacena la informacion genética del individuo,
pueden tener al RNA realizando esta funcion. En este ultimo caso, el RNA
es ademas el mensajero de la informacidn, por lo que sélo en los virus de
RNA se daria esta caracteristica dual Unica entre todos los organismos (fig.
1).
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Fig. 1. Diversidad de arquitecturas genéticas y estrategias replicativas virales segun la
clasificacidn de Baltimore. Los potyvirus se encuentran en la categoria VI.

Ademas, los genomas virales pueden ser de cadena doble o simple, y en
este Ultimo caso, de polaridad positiva (como el mRNA) o negativa (la
complementaria al mRNA). Un ejemplo de virus de cadena simple y
polaridad positiva son los miembros del género Potyvirus dentro de la
familia Potyviridae, perteneciente al supergrupo de los picornavirus
(Koonin et al., 1993). Los potyvirus son transmitidos por pulgones de forma
no persistente y su localizacidon geografica es amplia, siendo mas comunes
en paises tropicales o subtropicales. Este grupo de virus suele tener una
gama amplia de huéspedes, aunque no siempre es asi (Hollings y Brunt,
1981). Los potyvirus tienen genomas muy compactos, monopartitos y son
particulas de morfologia filamentosa. Este genoma codifica para una
poliproteina Unica que después es procesada a polipéptidos
multifuncionales (fig. 2).
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Fig. 2. Esquema general del genoma de los potyvirus. El genoma codifica para una poliproteina
que luego es procesada, resultando en péptidos multifuncionales. P1-Pro (proteasa de P1), HC-
Pro (helper component y proteasa), P3 (proteina 3), PIPO (pretty interesting Potyviridae ORF),
6K (péptido de 6 kDa), Cl (inclusidn citoplasmatica y helicasa), Nla-Pro (proteina de inclusién
nuclear Ay proteasa), NIb (proteina de inclusidn nuclear B y RNA polimerasa dependiente de
RNA), CP (proteina de la cubierta).

El cistron CP codifica para la proteina de la cubierta del virus y es importante
para el virus en la transmisién pulgdn-planta, pero también en el
movimiento entre células dentro de ésta (Atreya et al., 1990; Rojas et al,
1997; Fedorkin et al., 2001), e interacciona con otras proteinas del virus
relacionadas con estas funciones, como HC-Pro, que ademds de tener esta
funcidon, es el supresor del silenciamiento (Yelina et al., 2002). El
movimiento entre células es crucial para que el virus pueda desencadenar
una infeccidn sistémica, asi como el movimiento de larga distancia dentro
de la planta via floematica. El producto del cistron VPg tiene ambas
funciones, tanto el movimiento entre células como el de larga distancia, asi
como la amplificacién del genoma y seguramente interacciona con HC-Pro
en la ruta de silenciamiento (Schaad et al, 1997; Bayne et al., 2005; Roudet-
Tavert et al, 2007; Eskelin et al., 2011). El resto de productos son la proteasa
Nla-Pro (Carrington et al., 1993), la RNA polimerasa RNA dependiente Nlb
(Daros et al.,, 1999); Cl, la helicasa de RNA (Deng et al, 2015) y cuatro
productos relacionados con la amplificacién gendmica y con funcién
proteasa (P1), el factor de avirulencia implicado en el movimiento entre
células (P3); 6K1, implicado en la replicacidon del virus y 6K2, relacionado
con la induccién de sintomas y el movimiento a larga distancia dentro de la
planta (Verchot y Carrington, 1995; Jenner et al., 2003; Salvador et al,,
2006).
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1.1. Mutaciodn, seleccidn y deriva genética

La baja fidelidad de copia en los virus de RNA puede generar una gran
cantidad de mutaciones puntuales (transiciones o transversiones), que
pueden ser o no sindnimas, es decir, que el cambio nucleotidico puede
suponer o no un cambio de aminodcido durante la traduccidn. Las
transiciones son mas probables porque bioquimicamente las bases de la
misma naturaleza se parecen mas entre si. Asimismo, una mutacion, sea
puntual o no, puede suponer una ventaja para el organismo o un perjuicio
si es ventajosa o deletérea, respectivamente. Si no supone perjuicio o
ventaja, es neutral o silenciosa (aunque existe la probabilidad de que en un
nuevo suceso evolutivo ésta participe en un evento de cambio fenotipico,
si actla epistaticamente con otra nueva mutacién). En cualquier caso, la
naturaleza ventajosa o no de la mutacion dependerd siempre del ambiente
en el gue esta se exprese, por tanto, para un virus, del huésped que esté
infectando.

En los virus, la tasa de mutacidn representa un acontecimiento bioquimico
durante el proceso de replicacion. Esta es igual a la proporcidon de veces que
el enzima responsable de la replicacién aflade un nucledtido erréneo
durante esa ronda de replicacion. En términos comparativos, esta tasa es
mas alta para virus de RNA que de DNA y también varia considerablemente
entre virus de RNA (fig. 3).

Como explicaba, la alta mutabilidad en los virus de RNA se debe a la
ausencia de mecanismos de fidelidad de copia, o correccion de errores, que
es una actividad de la que las RNA polimerasas dependientes de RNA
carecen, de forma que la variabilidad introducida en cada ronda de
replicacion es considerable, pudiendo ser esta beneficiosa, neutral o
deletérea y contribuyendo cada mutacion de forma o no diferente a la
eficacia bioldgica (Keightley, 1998; Shaw et al., 2002; Hillung et al., 2013,
2015).
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Fig. 3. Tasas de mutacidn segun tamafo del genoma de bacterias, virus y viroides (Sanjuan et
al., 2010).

La enorme cantidad de individuos que posee una poblacién de virus hace
dificil que se pueda identificar una Unica molécula de genoma viral, pero si
hallarse una secuencia consenso, es decir, la secuencia promedio de los
individuos que la componen. Asi, la poblacién tendria un nimero elevado
de mutantes, o variantes genéticas, denominado espectro de mutantes. A
este espectro de mutantes se le denomina cuasiespecie viral (Domingo,
2006, Domingo et al., 2008).

La secuencia maestra coincide con la de mayor eficacia bioldgica para el
virus y tiene existencia real en su poblacién, sin embargo, en muchos casos
ésta es dificil de determinar y es util en los disefios experimentales recurrir
al concepto estadistico de secuencia consenso, que puede o no tener
existencia bioldgica, pero que nos aporta informacidon sobre qué
combinacién promedio de mutaciones existen en la poblacién en ese
momento, y poder compararla con otras secuencias promedio anteriores o
posteriores a lo largo del proceso evolutivo de la poblacion estudiada
(Domingo, 2006, Domingo et al., 2008).

La estrategia de los virus consiste en crear diversidad genética
permanentemente, ya que es importante para su poblacién esquivar los
mecanismos de defensa (barreras fisicas, mecanismos de inmunidad) de su
huésped, teniendo una maquinaria replicativa que proporciona un espectro
de mutantes que sea capaz de responder con rapidez a estos cambios
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ambientales. Esta diversidad genética estd determinada por dos factores:
rondas de replicacion y perturbacién del equilibrio poblacional, ya sea por
deriva genética o seleccion natural (Whitlock, 2004). En el primer factor
debemos tener en cuenta que, a pesar de ser el mismo virus, no replicard
el mismo numero de veces en su huésped (o huéspedes) habitual que en
uno nuevo. En el segundo factor, debemos tener en cuenta que, a menos
qgue se perturbe este equilibrio, es decir, que cambie la secuencia de
nucleétidos de la secuencia consenso, la poblacidon de virus no evolucionara
y esto sucedera debido a la accidn depuradora de la seleccion negativa.

En lo que se refiere a la genética de la cuasiespecie viral, la secuencia
consenso permanecera constante si el patégeno estd bien adaptado y no
hay cambios ambientales, no asi el espectro de mutantes, que es el que si
varia como resultado de la estocasticidad mutagénica. Si la secuencia
consenso permanece inalterada, decimos que el virus estd en equilibrio
poblacional (Holmes y Moya, 2002). Este equilibrio dependera del balance
entre la mutacion, la seleccidon -positiva o negativa-, y la deriva genética; es
decir, que en un régimen evolutivo gobernado por la deriva hay mayor
probabilidad de que se fije cualquier alelo, independientemente de su valor
de aptitud, pero en el caso de un régimen donde la seleccién sea la fuerza
predominante, esto se traducird en que la probabilidad de que se fije el
alelo mas apto aumenta conforme sea mas mayor la fuerza selectiva. Es
importante recalcar que la naturaleza del suceso de una mutacién es
estocastica, es decir, sucede por azar y que la mayor parte de mutaciones
son deletéreas, es decir, tienen efecto negativo o incluso letal en la eficacia
del virus (Carrasco et al.,, 2007; Sanjuan et al, 2010). Las mutaciones
deletéreas suelen eliminarse por selecciéon natural. Si son beneficiosas
porque la eficacia biolégica aumenta y estan favorecidas por la seleccién
natural, con el tiempo pueden aumentar su frecuencia en la poblacién y ser
fijadas en ésta. La selecciéon escoge mutaciones, pero en ningln caso
suceden debido a ella.

Respecto a la deriva genética, es un proceso aleatorio que puede cambiar
las frecuencias alélicas con el tiempo de manera que la poblacidn
evolucione en ausencia de seleccién natural. Su efecto es mas acusado en
poblaciones pequefias en las que se experimentan cuellos de botella. Es un
proceso comun en patégenos, ya que, de modo habitual, estos colonizan
con pocos individuos un nuevo huésped.
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Los cuellos de botella poblacionales suceden durante la transmisidn de los
virus entre huéspedes o entre distintas células de un mismo individuo. Cada
vez que esto sucede, se introduce cierta indeterminacion en el
comportamiento de la cuasiespecie viral, ya que la poblacion debe
regenerar su diversidad genética a partir de unas pocas particulas
infecciosas o incluso solo una (fig. 4).
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Fig. 4. Esquema de los efectos de cuellos de botella en las poblaciones de virus (Combe et al.,
2015).
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Cuando afladimos la variable tamaio efectivo de la poblacidon (Ne), que se
puede entender como el nimero de individuos replicantes que contribuyen
a la siguiente generacion, los pases sucesivos conducirdan a un aumento de
la eficacia bioldogica conforme mayor sea N. (Miralles et al., 1999). La
evolucion que emprendan estos genomas ancestrales influye en el espacio
de secuencias que existird después del cuello de botella, y ademas éste a su
vez influird en la composicion de la poblaciéon que aparecerd después de
gue los genomas que hayan sobrevivido al él y comiencen a replicar, para
dar lugar a otra poblacién (Lali¢ et al, 2010; Elena y Rodrigo, 2012). Estos
cuellos de botella estan relacionados con la deriva genética, de modo que
en el caso de amplios espectros de mutantes donde la secuencia consenso
tenga baja frecuencia, la transmisién permitira la amplificacién de un
mutante independientemente de la eficacia bioldgica que tenga en el
nuevo huésped.

En general, en lo que se refiere a los factores genéticos y ambientales
importantes para la emergencia de un virus, son principalmente su
potencial genético de variacion y también las probabilidades que tenga de
hacer un salto a una nueva especie huésped potencial; en el caso de virus
de plantas, desde un reservorio silvestre a una planta cultivada. Esto puede
implicar un aumento inicial de la virulencia del virus respecto al huésped
original, debido a su adaptacion al nuevo huésped y la consecuente
especializaciéon a éste. La virulencia puede ser medida con diferentes
procedimientos (reduccidon de peso del huésped, cantidad de lesiones, etc)
pero en cualquier caso, significaria que en términos comparativos el nuevo
huésped ha sufrido mayor dafio debido a la infeccion que el huésped
original. Las mutaciones fijadas en el nuevo huésped tendran un coste
pleiotrépico cuya consecuencia seria la pérdida de eficacia bioldgica en el
huésped original (Agudelo Romero et al., 2008).

1.2. Interferencia clonal

Una pregunta esencial en biologia evolutiva es cdmo la tasa de mutacion,
el tamafio de la poblacién, la magnitud de los efectos mutacionales
beneficiosos y la carga de mutaciones perjudiciales interactuan para
determinar la tasa a la que evolucionan las poblaciones. Los experimentos
de laboratorio realizados con virus (Miralles et al., 1999), bacterias (De
Visser et al., 1999, De Visser y Rozen, 2005) y levaduras (Lang et al., 2013)

11
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han demostrado que, por encima de ciertos limites, el tamafio de la
poblacidn tiene un efecto de rendimiento decreciente sobre las tasas de
evolucion, lo que significa que hay poca ganancia en la tasa de evolucién al
aumentar el suministro de mutaciones beneficiosas que coexisten. Este
fendmeno se conoce como interferencia clonal (Gerrish y Lenski, 1998;
Desai y Fisher, 2007; Brunet y Rouzine, 2008). También se ha demostrado
gue la interferencia clonal juega un papel importante durante la
diseminacidn epidemioldgica y la diversificacion antigénica del virus de la
gripe A (Strelkowa y Lassig, 2012).

Basicamente, la interferencia clonal significa que los alelos beneficiosos en
linajes coexistentes dentro de una poblacion grande deben competir entre
si en su camino hacia la fijacidn y, por lo tanto, solo prevalecera el mejor de
ellos, ralentizando de esta manera la tasa de evolucion. Después, aparecera
el segundo alelo y aumentard su frecuencia de fijacion, pero ya en el fondo
genético de la primera (suponiendo que todavia sea beneficioso en ella).
Por lo tanto, en régimen de interferencia clonal, los alelos beneficiosos se
fijaran secuencialmente. La velocidad a la que los alelos beneficiosos se
fijan en la poblacion viene dada por

v=sAn(NLUp (s} )/In?( (s?) Neb) (1)

donde (s) es el efecto beneficioso promedio, U, es la tasa a la cual se
producen las mutaciones beneficiosas y N. el tamano efectivo de la
poblacién (Desai y Fisher, 2007). De hecho, una de las ventajas de la
reproduccion sexual es agrupar en el mismo genoma ambos alelos
beneficiosos, relajando asi la interferencia clonal. En poblaciones
pequenas, los alelos beneficiosos también se fijaran de forma secuencial,
pero por una razon diferente: porque la probabilidad de que aparezcan
mutaciones beneficiosas y de que sobrevivan a la deriva cuando son
infrecuentes es baja (Gerrish y Lenski, 1998). La tasa de evolucién en tal
régimen de mutacion-seleccion es dada por la relaciéon mas simple

V= <52> NeUp (2)
lo que indica que la tasa de evolucion deberia aumentar linealmente con la

disponibilidad de los alelos beneficiosos N.U, y su efecto cuadratico
promedio (s%) .

12
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Los cuellos de botella poblacionales son eventos generalizados durante la
transmision de virus de un huésped a otro, pero también entre diferentes
tejidos dentro de un individuo infectado (Zwart et al., 2011). Cuellos de
botella muy severos activan el trnquete de Mueller, un proceso que resulta
en un aumento en la carga genémica de mutaciones deletéreas, con una
disminucion concomitante en la eficacia bioldgica (Chao, 1990; de la Iglesia
y Elena, 2007) que tedricamente puede llevar a las poblaciones a la
extincion (Lynch et al., 1993). De hecho, se ha demostrado con el virus de
la estomatitis vesicular, que el tamafio del cuello de botella que activa el
trinquete de Miiller depende de la eficacia bioldgica del genotipo utilizado
en los experimentos y de la variacidén genética beneficiosa presente en el
indculo (Novella et al.,, 1995, 2008; Dutta et al., 2008). En poblaciones
suficientemente grandes, dicha variaciéon se amplifica rapidamente y
elimina las variantes perjudiciales, lo que ralentiza e incluso revierte el
proceso de pérdida de eficacia bioldgica.

Aunque en general una unidad infecciosa viral es suficiente para
desencadenar la infeccion (Zwart et al., 2011, 2012; Forrester et al., 2012),
muchas propiedades relevantes de la infeccién, como la cantidad total de
virus acumulado, la respuesta inmune del huésped y la gravedad de los
sintomas dependen directamente del tamafo del inéculo (Zwart et al.,
2012; Lafforge et al., 2012).

Hasta ahora, la mayoria de los estudios mencionados que exploran la
interaccion entre Ne, Up y v se han realizado en sistemas experimentales
simplificados excesivamente, como cultivos celulares (Chao, 1990; Duarte
et al., 1992; Lynch, 1993, de la Iglesia y Elena, 2007; Dutta et al., 2008) o in
vitro con medios artificiales (De Visser et al., 1999, 2005).

2. Seleccion dura y blanda en las poblaciones virales

En términos generales, hay tres formas en que el estudio de la evolucién de
virus de RNA ha procedido, y puede hacerlo en el futuro: tedrico,
experimental y comparativo. Si bien los tres enfoques tienen sus propios
pros y contras, aqui en su mayoria tomaremos el método experimental. La
evolucidn experimental ha sido una de las formas de estudiar la evolucién
de los virus de RNA mas utilizada hasta la fecha (Sanjuan, 2007; Elena et al.,
2008). Tal es el éxito de la evolucién experimental que se ha utilizado para
revelar los mecanismos de cambio evolutivo en general, y de los virus de
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RNA en particular (Elena y Sanjudn, 2007; Elena et al., 2008). El poder de los
analisis experimentales de los virus de RNA es en gran medida una funcién
de su capacidad de tratamiento para los estudios de laboratorio, por lo que
la evolucion se puede seguir en tiempo real y en una variedad de fondos
genéticos y ambientales considerable. Ademds, a menudo existe un vinculo
directo y simple entre el genotipo y su fenotipo: la eficacia bioldgica
relativa, que es facil de evaluar midiendo la cinética de crecimiento durante
los experimentos de competicion. La principal limitacion de los estudios de
evolucion experimental es que la evolucidon in vitro a menudo es muy
diferente de la evolucidn en la naturaleza, particularmente para sistemas
distintos a los bacteridéfagos, lo que hace dificil generalizar desde tipos
celulares individuales hasta organismos completos, y luego a escala
epidemioldgica. Sin embargo, esta debilidad de los estudios de evolucidn
experimental de virus se supera mediante el uso de virus de plantas. Para
estos virus, los experimentos de evolucion se pueden ejecutar usando
huéspedes completos y vivos que son relativamente faciles de manipulary
morfoldgicamente bien caracterizados, pero con una organizacién espacial
compleja de tejidos, procesos de desarrollo complejos que implican
diferentes tipos de células y varias defensas antivirales que entran en juego.
Sin mencionar que los problemas éticos asociados con la experimentacion
animal no existen, y que para algunos sistemas modelo como Arabidopsis
thaliana (Elena y Sanjuan, 2007) la cantidad disponible de informacidn
gendmica y fisiologica permite una diseccién precisa de las respuestas del
huésped a la infeccién viral (Krishna y Gloor, 2001; Lafforge et al., 2011).

La diversidad genética de las especies influye en la dinamica de los
ecosistemas (Loreau, 2001). Una gran diversidad dentro de una especie
determinada significa ecosistemas mas productivos, mas resiliencia frente
a las perturbaciones y una recuperacion mas rapida después de las
perturbaciones (Reusch et al, 2005). Los parasitos son uno de los factores
perturbadores mas comunes de los ecosistemas (Poulin, 1998) vy, por lo
tanto, son un factor a considerar al estudiar los efectos de la diversidad
genética del huésped. Las epidemias pueden llevar a la extincidon de la
poblacién (Pounds, 2006; Rauch, 2006), pero incluso sin epidemias, los
parasitos pueden reducir la densidad, el crecimiento y la productividad del
huésped vy, por lo tanto, afectar el funcionamiento de los ecosistemas
(Pounds et al, 2006). Ademas, la diversidad genética del huésped para los
genes implicados en la resistencia contra la infeccidn también influye en la
evolucion de los parasitos (Altermatt y Dieter, 2008; Keesing et al, 2006).
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Las poblaciones de huéspedes con baja diversidad genética en loci
relacionados con la resistencia, muestran una mayor prevalencia de
infecciones que poblaciones con gran diversidad. Las evidencias que
apoyan esta idea provienen de la agricultura, donde se demostré que los
cultivos genéticamente homogéneos son mas susceptibles a las
enfermedades que los cultivos heterogéneos (Mundt, 2002). Se ha
acumulado consenso adicional a lo largo de los afios para muchos otros
organismos. En un extremo, las poblaciones formadas solamente por
individuos susceptibles tienen una alta probabilidad de extincién. En el otro
extremo, las poblaciones compuestas Unicamente de individuos resistentes
tendran la tasa de infeccion mds baja. Sin embargo, las poblaciones
naturales estan compuestas por individuos con diferentes grados de
susceptibilidad. Como la diversidad genética del huésped influye en la
evolucion de los microparasitos es el tema de este estudio.

Dado que los virus evolucionan mas rdpido que sus huéspedes
multicelulares, las posibilidades de generar mutantes de escape mientras
se replican en un genotipo de huésped permisivo son altas, poniendo en
peligro la viabilidad de poblaciones formadas por individuos resistentes
solo al virus no mutado (Martinez et al., 2012). De hecho, este proceso
puede conducir a la adaptacion local del virus, donde tienen una eficacia
bioldgica mayor en su huésped de partida, pero menor en los otros
(Bedhomme et al., 2012; Hillung et al., 2014). La adaptacion local a un
genotipo huésped particular reduce la probabilidad de una transmision
exitosa a uno diferente, lo que ralentiza la tasa de propagacion epidémica.
Si bien la heterogeneidad en la susceptibilidad ralentiza la propagacion de
la infeccidon, demasiada diversidad permitira la infeccidon por una gama mas
amplia de virus (Van Baalen, 2006). Por lo tanto, el resultado a largo plazo
de la interaccién entre las poblaciones del huésped y del virus depende del
grado de diversidad genética en ambos contendientes (Elena et al., 2011;
Elena y Rodrigo, 2012).

La interaccidn entre los genotipos del huésped y los genotipos del parasito
se ha modelado en el contexto de dos enfoques diferentes. En un extremo,
el modelo de gen por gen (GFG), donde un genotipo de parasito puede
infectar a todos los genotipos del huésped y existe un genotipo de huésped
universalmente susceptible (Flor, 1971). La resistencia se produce cuando
un gen de "resistencia" del huésped se corresponde con al menos un gen
de "avirulencia" del parasito. El polimorfismo en infectividad y resistencia
se puede mantener solo si la virulencia implica un coste para el patégeno.
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En el lado opuesto, el modelo de alelos coincidentes (MA) se basa en
sistemas de autoreconocimiento en invertebrados. La infeccién no es
posible a menos que el parasito posea todos los alelos que coincidan con
los del huésped (Frank, 1993). En este caso, el polimorfismo en infectividad
y resistencia se mantiene mediante una seleccién negativa dependiente de
la frecuencia. El enfoque cldsico para estudiar estos modelos ha sido probar
varios genotipos de huéspedes y parasitos en un experimento de infeccion
cruzada y usar técnicas estadisticas de tipo ANOVA para evaluar si existe un
efecto estadistico significativo de la interaccion huésped por parasito.

En los ultimos anos, la teoria de redes se ha aplicado al estudio de la
interaccion entre bacterias y fagos (Flores et al., 2011 y 2013). Este enfoque
ha revelado (i) que las redes de infeccion muestran una estructura anidada
caracteristica causada por la existencia de virus generalistas que infectan a
la mayoria de los huéspedes y huéspedes muy permisivos disponibles para
la mayoria de los virus (fig. 5). (ii) Las redes son antimodulares, ya que los
grupos de virus tienden a infectar grupos de huéspedes no superpuestos
(fig. 5). El GFG predice matrices de infectividad anidadas (Almeida-Neto et
al., 2008; Valverde et al., 2017), ya que el espectro de huéspedes del virus
especialista es un subconjunto del rango de virus generalistas. Por el
contrario, MA predice que las matrices de infeccidon han de ser modulares,
ya que la infeccién es probable para los virus y el huésped del mismo
maodulo, pero rara para los que pertenecen a otros moédulos.
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Fig. 5. Redes de interaccion fago-bacteria. De izquierda a derecha: aleatoria, uno a uno,
anidada y modular (Weitz et al., 2013).
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Todo esto esta relacionado en términos evolutivos con la susceptibilidad de
los posibles huéspedes del parasito, ya que un huésped con una
susceptibilidad reducida a la infeccion por virus (hiposusceptible)
representa una situacion de seleccion dura para la poblacidon de virus.
Cuando este tipo de seleccidn esta en funcionamiento, se producen fuertes
cuellos de botella, ya que la mayoria de los genotipos virales no pueden
replicarse. En consecuencia, el tamafo efectivo de la poblacion es muy
pequeno, la deriva genética se vuelve mas importante y no necesariamente
las mutaciones mas aptas se fijan en la poblacion. En huéspedes con mayor
susceptibilidad (hipersusceptibles), la situacidon corresponde a la seleccién
blanda, donde la mayoria de los genotipos virales son viables y contribuyen
a la proxima generacion (Chao et al.,, 2000). El tamafo efectivo de la
poblacidn es grande y la seleccidn es eficiente para escoger los genotipos
mds aptos. Debido a ello, los procesos evolutivos pueden generar
poblaciones generalistas (los integrantes de la poblacidn de virus seran
heterogéneos genéticamente y podran infectar a la mayor parte de
huéspedes o a todos), o mas especialistas, lo que significa que hay un
genotipo predominante que puede infectar a pocos huéspedes o si se
alcanza el mayor grado de especializacién, sélo a uno de ellos.

Uno de los métodos mdas usados para medir presiones selectivas en
estudios de evolucidn es la tasa de cambio no sindnimo (comparada o no
con la de cambio sindnimo), ya que ésta mide cudntos cambios de
aminoacido ha habido tras la existencia de una presién selectiva
determinada. Aunque los cambios pueden suceder en todo el genoma del
virus, hay regiones mas variables porque de suceder este cambio, para el
virus es mas facil escapar al fondo genético que le es desfavorable. En el
caso de los potyvirus, como el TEV o el TuMV, existen varios genes variables
gue tienen que ver con estos mecanismos como VPg, que codifica para la
proteina del virus relacionada con el movimiento entre células de la planta
y esencial para la infeccion sistémica, ya que es un factor de virulencia, pero
siendo su funcidon principal la multiplicacion viral; de hecho, junto con la
proteina de la cubierta del virus CP, son los Unicos productos de expresion
que se hallan en la particula viral madura (Nicolas et al.,, 1997). La
importancia de VPg en la patogénesis esta relacionada con la formacién de
un complejo con el producto del gen Nla-Pro, la principal proteasa del virus,
ya que este complejo puede inducir una disminucidn de la traduccion de
proteinas sintetizadas en la infeccidon primaria necesarias para la resistencia
del huésped. La idea en esencia es que un patégeno debe evadir las
defensas del huésped, que pueden encontrarse fuera o dentro de la célula,
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y si esto es asi, serd mas probable que pueda replicar, por lo que es
esperable que la presidn selectiva sobre esa clase de genes sea alta. De
acontecer mutaciones beneficiosas en estas regiones, el virus aumentaria
sus posibilidades de escapar a las defensas de la planta, adaptandose al
nuevo ambiente y dejando atrds las dificultades para desencadenar la
infeccidon sistémica. El mecanismo de patogénesis esta definido como el
proceso mediante el que la infeccidn inicial de la poblacion viral es capaz de
causar la enfermedad en el huésped.

El producto de expresion de VPg en potyvirus se ha visto importante para
la patogénesis porque interacciona con factores de inicio de la traduccién
como elF4E, llegando a desaparecer los sintomas en virus mutantes de este
gen. Si la mutacién en VPg es apta para el virus en el fondo genético de la
planta, en el virus mutado el producto de VPg si podria interaccionar con el
factor de traduccidon y completar el ciclo de patogénesis (Leonard et al.,
2000; Gallois et al., 2010).

La respuesta defensiva de los huéspedes puede ser entonces una fuerza
selectiva que diversifique genéticamente la poblacidn del virus, o cambie
las frecuencias de las distintas variantes genéticas que la componen. Esta
dindmica es esencial para comprender la evolucidon del virus y, en los
procesos experimentales en los que se realizan pases seriados, también
cobra gran importancia la deriva genética.

3. Mecanismos de resistencia a la infeccion en plantas

En los potyvirus, ademas de los mecanismos de inmunidad intracelular
como presion selectiva también existen rutas de defensa de la planta que
son activadas en presencia de patdégenos (estrés biotico) (Faulkner y
Robatzek, 2012) o estrés abidtico (calor, temperatura) y que pueden
suponer un ambiente mas restrictivo para el virus en términos replicativos
o de eficacia bioldgica. Algunas de estas rutas incluyen hormonas (Divi et
al., 2010) e inducen la expresion de genes de resistencia (Carr, 2007;
Denance et al., 2013; Ross et al., 2014; Alazem y Lin, 2015; Boualem et al.,
2016; Shigenaga y Argueso, 2016; Calil y Fontes, 2017).

El ataque de un patégeno puede desencadenar en la planta la respuesta

hipersensible (HR) (Valkonen, 1997). El reconocimiento del patégeno por
parte de la planta crea condiciones desfavorables para éste, de forma

18



INTRODUCCION

primaria, en la zona en la que el patdgeno ha tomado un primer contacto
con la planta. Algunas estrategias de la planta son impedir la diseminacidn
de proteinas del patdégeno (enzimas, toxinas) o la muerte celular o tisular
localizada.
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Fig. 6. Esquema general de los mecanismos asociados a la infeccion viral en plantas.

La respuesta inmediata puede inducir algunos genes, pero es la respuesta
local mds avanzada en el tiempo la que lleva a la sintesis de hormonas y por
tanto la que lleva a la expresion de genes relacionados con patogénesis (PR)
gue ademas de acumularse y debido a su sintesis sostenida en el tiempo,
pueden llevar a la respuesta sistémica de la planta y a la resistencia
sistémica adquirida (SAR) (Glazebrook, 1996, 1999; Love et al., 2005).

Por otro lado, las plantas pueden desencadenar la resistencia sistémica
inducida (ISR), relacionada también con las rizobacterias [Pieterse et al.,
2000], pero que tiene nexos en comun con la SAR, relacionada con la
sintesis de acido salicilico (SA) (Singh, 2004). Esta respuesta inducida estd
relacionada con la sintesis de acido jasmonico (JA) y/o etileno (ET), pero
ambas convergen en el NON-EXPRESSOR OF PATHOGENESIS RELATED
GENES 1 (NPR1), un factor de transcripcion que regula ambas rutas,
pudiendo estar relacionadas o no con el mismo proceso o varios al mismo
tiempo (figs. 6y 7) (Shigenaga y Argueso, 2016).

La sintesis de SA lleva a la activacién de tioredoxinas que reducen los
residuos conservados de cisteinas en NPR1, que debido a ello cambia su
conformacion a sus formas monomeéricas, relocalizandose al nucleo desde
el citosol. Una vez en el nucleo, interactua con factores de transcripciéon de
la clase bZIP (basic leucine zipper), lamados TGAs e implicados en la
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activacion de genes de resistencia a la patogénesis (Després et al., 2000;
Johnson et al. 2003; Tada et al., 2008).

=< !
L v Vf :. RSA
W INFECCION

f
—
’ LY .
ot SISTEMICA-RESPUESTA
- ﬁ} A A Jl I—» RIS | SISTEMICA

H
2.
~

S— INFECCION
e LOCAL-RESPUESTA
LOCAL
-
F \
N ) § ) 4 s —
Lo S&— — U {Resis’(encia ’
— — / —mm— VIRUS

genes R

: 2 ‘
= < -t J

L4 0 lmediada por

—

Fig. 7. Esquema general del papel de las hormonas vegetales en la resistencia sistémica
adquirida (SAR).

En el nivel celular, la deteccion del patdégeno por parte de la planta conlleva
la existencia de un patron molecular asociado al patégeno caracteristico
llamado PAMP (Vidhyasekaran, 2014). El reconocimiento es llevado a cabo
por proteinas receptoras transmembrana con dominio extracelular de
unién a ligando e intracelular proteina-quinasa, llamadas RLKs, que
comienzan con el reconocimiento y llevan a la activacidon de la ruta de
transduccion de sefiales. Esta activacion comienza una cascada de
reacciones mediada por proteina-quinasas dependientes de Ca%* (CDPKs) y
MAPKs (proteina-quinasas activadas por mitégeno) para generar a su vez
SA, JAy/o ET, hormonas principales de defensa de la planta (Palermo et al.,
2008; Denance et al., 2013).

El SA se acumula en lugares proximos a la infeccién y deriva de la ruta de
biosintesis de los fenilpropanoides, es un compuesto fendlico sintetizado
por las plantas en respuesta a multitud de patdgenos biotrdéficos (Vlot et al.,
2009) cuya presencia es esencial para desencadenar la resistencialocal. Esta
hormona comienza a acumularse durante la respuesta local y esta
relacionada con la respuesta sistémica (SR), la regulacidon de la activacién
transcripcional y la sintesis de proteinas PR, que son enzimas degradativos.
Es responsable también de activar la SAR en tejidos distales a la infeccidn,
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lo que puede evitar ataques secundarios y la propagacion del virus mas alla
de la zona primaria de infeccidn (fig. 7). El SA es requerido para la respuesta
inmunitaria innata ya sea activada por PAMPs o por inmunidad
desencadenada por efectores, ETI (Katagiri y Tsuda, 2010). En la fig. 8 se
indica la relacion entre ambas, surgida por mecanismos coevolutivos
patogeno-huésped.
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Fig. 8. Mecanismos de inmunidad intracelular en plantas y su relacién temporal tras la
infeccion (Jones y Dangl, 2006). SMR (resistencia mediada por pequefias moléculas).

Los patrones PAMP (fig. 8) llevan a un tipo de inmunidad, la inmunidad
activada por PAMPs (PTI), que puede ser suprimida por algunos patdégenos
debido a la coevolucidon patdgeno-huésped mediante efectores (Carius et
al., 2001). La PTI es la primera fase de inmunidad intracelular y de ser
suprimida por el patdgeno, lleva a que la planta sea susceptible debido a Ia
accion efectora; sin embargo, existe una segunda capa de inmunidad
intracelular, también generada por mecanismos adaptativos coevolutivos
pero esta vez beneficiosos para la planta, que puede permitirle reconocer
los efectores mediante proteinas con dominios de unidn a nucledtidos con
repeticiones ricas en leucinas (NLR), desencadenando la ETl y activando la
sintesis de SA (Cui et al., 2015) que a su vez activaria los elementos corriente
abajo de la cascada de transduccion (factores de transcripcién, traduccion,
etc). ENHANCED DISEASE SUSCEPTIBILITY 1 (EDS1) codifica una lipasa
nucleocitoplasmatica que interacciona con NLRs requerida en el nucleo
para desencadenar la HR induciendo receptores inmunitarios, por lo que es
un factor de resistencia (Reuber et al., 1998). EDS1 interacciona tanto en el
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nucleo como en el citoplasma con otro regulador de la defensa de la planta,
PHYTOALEXIN DEFICIENT 4 (PAD4) (Meier et al., 2019). En un experimento
con dobles mutantes, se concluyd que ambos actian al mismo nivel de la
ruta de transduccion, ya que los dobles mutantes pad4/cpr5y eds1/cpr5 no
tenian fenotipos estadisticamente diferentes (Clarke et al., 2001). En lo que
concierne a CPR5 (expresion constitutiva del gen PR5), es una proteina
transmembrana también relacionada con PAD4 y con la HR (Kirik et al.,
2001), cuyos mutantes tienen activada constitutivamente la ruta del SA, ya
gue el genotipo silvestre utiliza el producto de CPR5 para reprimir la
acumulaciéon de SA y regular el estrés y el crecimiento de la planta, y por
tanto los mutantes no pueden reprimir su acumulacion y son resistentes a
la accidon de patégenos como los potyvirus. Las rutas de inmunidad activas
consumen recursos y pueden ralentizar considerablemente el crecimiento
de la planta (Meng et al., 2017), lo que hace que los mutantes de cpr5
tengan un fenotipo tipicamente mas pequeio en tamano y con manchas
clordticas.

Mutaciones en la ruta del SA deterioran la defensa de la planta incluso en
presencia de PRs (Dinesh-Kumar et al., 2000; Baebler et al.,, 2014). La
aplicacién de SA aumenta la capacidad defensiva de la planta. Los efectos
del SA en la planta son diversos y dependientes del patosistema virus-
huésped del que se trate; por ejemplo, en tabaco y arabidopsis, la
resistencia inducida por SA tras la infeccién con CMV inhibe el movimiento
sistémico viral, en calabaza resulta en un menor titulo viral, lo que indica
que afecta mas al movimiento celular que al sistémico (Mayers et al., 2005).

Las infecciones virales en plantas susceptibles inducen simultaneamente
hormonas que pueden ser o no antagdnicas y que pueden acumularse
secuencialmente (Alazem y Lin, 2015). La SAR es activada por virus, la
formacion de la lesion local en el sitio inicial aumenta la concentracién de
SA, y la sefial es transportada por via floematica. Para generar la SAR es
necesario que existan lesiones necrdticas como parte de la HR o como
sintoma de la enfermedad, aumentando la concentracion de SA vy
emitiéndose SA volatil hacia partes distales de la planta; de esta manera se
sintetizan PRs tras la activacion de sus genes en partes no invadidas de la
planta.

La propagacién del virus es restringida por dos vias relacionadas, el

silenciamiento génico y la ruta del SA. Las hormonas pueden controlar la
ruta del silenciamiento génico a nivel transcripcional o post-transcripcional.
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El SA es antagonico al JAy el ET y estos a su vez inhiben el SA a través de
factores como JASMONATE INSENSITIVE 1 (JIN1) o la ruta de las MAPK, sin
embargo, el ET y el JA tienen efectos sinérgicos entre si. Todo ello esta
esquematizado en la fig. 9 (Moissiard y Voinnet, 2006; Denance et al, 2013;
Alazemy Lin, 2015; Csorba y Burgydan, 2015; Shigenaga y Argueso, 2016).
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Fig. 9. Principales factores de las rutas de transduccién de sefales de SA, JAy ET.

La represion de la replicacion viral mediada por SA parece estar relacionada
con el silenciamiento génico (Alamillo y Garcia, 2006; Campos et al., 2014;
Yuy Kumar, 2003) en tabaco y arabidopsis. RNAs de doble cadena (dsRNA),
gue en el caso de los potyvirus son intermediarios necesarios para la
replicacion del genoma. Estas estructuras son procesadas en siRNAs virales
(RNAs pequeios interferentes) por endonucleasas tipo DICER (DCLs)
(Garcia-Ruiz et al., 2010; Lauressergues et al., 2006; Moissiard y Voinnet,
2006). Estos RNAs virales son procesados en fragmentos de 21-22
nucledtidos e incorporados a complejos efectores inducidos por RNA (RISC)
(Dzianott y Bujarski, 2012). EI complejo formado por RISC y estos
fragmentos tienen como diana RNAs virales que degrada por restriccién o
inhibicion traduccional (Akbergenov et al., 2006; Aregger et al., 2012;
Chellappan, 2005) (fig. 10). EI SA puede actuar corriente arriba en la ruta
del silenciamiento, amplificando su accién, pero no esta claro qué
componentes ni en qué punto de su ruta actian regulando el
silenciamiento, aunque existen evidencias de que los genes que codifican
para las DCLs y sus productos, parecen ser independientes de la ruta del SA
en algunos patosistemas, y que este actua sobre el silenciamiento por otras
vias (Lewsey y Carr, 2009), al menos en el virus del mosaico del tabaco
(TMV) y el virus del mosaico de la coliflor (CaMV), sin embargo, en el caso
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del virus del mosaico del tomate (ToMV) el SA si parece actuar sobre el
silenciamiento a través de las DCLs 1y 2 en plantas de tomate (Campos et
al., 2014).

El JA es un tipo de oxilipina que deriva del acido linoléico oxigenado (Petek
et al.,, 2014). Aumenta con el ataque por patdgenos tanto local como
sistémicamente y es necesario para activar genes que codifican para
inhibidores de proteasas (Pl) y de algunos genes que codifican para PRs
(Lorenzo et al., 2004), igual que sucede con el ET (Glazebrook, 1999)
regulando la ISR. Aparece en estadios tempranos de la infeccidn por el virus
Y de la patata (PVY) y el virus X de la patata (PVX) (Garcia-Marcos et al.,
2013; Pacheco et al., 2012), ya que sus genes son modulados en la primera
fase de la infeccidon. Plantas tratadas con JA y posteriormente con SA
aumentan su resistencia (Zhu et al., 2014), pero cémo el JA regula la ruta
del SA es algo que todavia se desconoce. La aplicacién exdgena de JA o sus
derivados lleva a la produccién de proteinas de defensa que se generan
tipicamente en las infecciones por patdgenos necrotroficos, como las
defensinas o tioninas, ya que este es un regulador positivo de la inmunidad
en el caso de estos patdgenos necrotrdéficos, pero negativo en el caso de los
patogenos biotréficos (Thomma et al.,, 1998). Un factor de transcripcidon
esencial para comprender como funciona la ruta del JA es MYC2 (Lorenzo y
Solano, 2005) regulador negativo de los genes de respuesta a la infeccion
por patdgenos necrotroficos y positivo del dafio tisular por insectos
(Lorenzo et al., 2004). En el genotipo silvestre es requerido para suprimir la
sintesis de SA, pero muchas otras funciones han sido descubiertas
(Dombrecht et al., 2007), como su implicacién negativa en la ruta del
triptéfano y positiva en la sintesis de flavonoides o ascorbato (dos de los
grupos de moléculas principales especies reactivas del oxigeno - ROS). El
mutante jin1 muestra resistencia a patdégenos fungicos necrotrdéficos y dada
la multitud de funciones en las que podria influir MYC2, el alelo mutado
también podria influir en otras rutas (positiva o negativamente) como la
sintesis de hormonas, metabolismo del triptéfano o metabolismo de las
especies ROS, responsables del estrés oxidativo que se genera con la
infeccion por virus y que la planta contrarresta sintetizando antioxidantes
como el ascorbato o las antocianinas (flavonoides), en el genotipo silvestre
no mutado.

El ET es sinérgico a la accidén del JA (Penninckx et al., 1996, 1998) y esta

involucrado en ciertas fases del desarrollo, como la senescencia y la defensa
contra patégenos, aunque solo se han descrito unos pocos casos en que
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éste esté involucrado en defensa contra virus como el CaMV o TMV (Geri et
al., 2004). Es una hormona que se sintetiza a partir de la metionina y es
activa en estado gaseoso. Para activarse y que comience la ruta de
senalizacion, debe unirse al menos a uno de sus receptores (ETRs, ERSs o
EINs), que son quinasas localizadas en la membrana del reticulo
endoplasmatico, que a su vez activan los factores de transcripcion de la ruta
del ET en el nucleo (Merchante et al., 2013). Su accién principal en lo
referente a virus parece ser la accion sinérgica que tiene con el JA y por
tanto antagdnica con el SA igual que este ultimo, ya que la aplicacidon de JA
y ET induce la expresion de sus genes de forma significativamente mayor
cuando se aplican juntos que por separado (Lorenzo et al, 2004; Divi et al
2010).

En resumen, las rutas anteriormente mencionadas pueden suponer un caso
de seleccidn fuerte para el virus si se trata de rutas cuya resistencia estd
activa o seleccidn débil si no es asi. Esto seria crucial en la evolucion del
virus durante el proceso experimental, ya que podria encontrarse con un
ambiente hiposusceptible a su infeccion si se da el primer caso o
hipersusceptible en el segundo. En el primero el tamaino efectivo de la
poblacidon sera mucho menor que en el segundo y es esperable que se fije
cualquier alelo, independientemente de si es o no el mas apto en esas
circunstancias; y en contraposicion tendriamos el segundo caso, donde ese
tamafo es mucho mayor y esto aumenta también la probabilidad de que se
fijen los alelos que el virus necesita para adaptarse a esas condiciones
(Kelley et al, 2005).

Ademads, como decia, la complejidad genética del huésped lleva a que, en
presencia del patdgeno, éste active mecanismos moleculares que estan
relacionados con la presencia de hormonas que a su vez activan rutas de
transduccidn de senales. Estas rutas pueden activar la expresion de genes
de resistencia para que la planta disponga de proteinas de resistencia
contra el patdégeno. Son importantes factores de transcripciéon y traduccién
en este proceso que pueden estar regulados por la presencia del patégeno.
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Fig. 10. Ruta del silenciamiento en plantas como respuesta a las infecciones virales (Csorba et
al., 2015).

Uno de estos factores de traduccién es el elF4F, formado por elF4E y elF4G
(Moury et al., 2014a, 2014b). Mutaciones en estos factores llevan a la
resistencia contra el virus y existe evidencia genética de que los potyvirus
tienen requerimientos especificos de estas dos isoformas, ya que
interactlan con la VPg de TuMV (Estevan et al., 2014; Khan y Goss, 2012;
Nicaise et al., 2007; Lellis et al. 2010). En teoria, si el virus requiere este
factor de traduccién para multiplicarse, en mutantes deficientes de algunas
de las isoformas, se encontraria en un huésped hiposusceptible (fig. 11).
Como explicaba anteriormente, en estos ejemplos de fondos genéticos de
plantas resistentes, el tamafio efectivo del virus es muy pequefio y su
capacidad para fijar los alelos que le permitirian adaptarse en esas
circunstancias es menor que en un fondo menos resistente a la infeccion,
por lo que es mas probable que se fije cualquier mutacién
independientemente de si es o no la mdas apta en esas condiciones
ambientales.

Factores de transcripcion como las fosfatasas de unién al DNA (DBPs) son
Unicas en las plantas y se ha comprobado que tienen un papel importante
en la resistencia contra algunos potyvirus (Carrasco et al., 2007 y 2014)
como el virus de la Sharka (PPV) en A. thaliana. Adem3s, este factor de
transcripcion regula el elF(iso)4E. En los mutantes en los que disminuye la
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concentraciéon de DBP o es inexistente también lo hace el factor de
traduccion, lo que sugiere un mecanismo subyacente de regulacién post-
transcripcional.

COMPLEJO DE
REPLICACION

NUCLEO

6K2VpgPro

CITOPLASMA

Fig. 11. Interactoma de la proteina viral VPg con diferentes factores de la célula vegetal y con
otras proteinas del virus. DBP y elF4G son factores de transcripciéon y traduccion,
respectivamente. Las proteinas de la planta figuran en verde.

El producto del gen DNA-BINDING PROTEIN PHOSPHATASE 1 (DBP1) en
concreto es activado mediante fosforilacion por la familia de las MAPK, que
son quinasas fosforiladas secuencialmente cuyos modulos tipicos tienen
tres MAPKs, una MAPKKK, una MAPKK y una MAPK. Este factor, a su vez,
cuando esta activo regula negativamente otra MAPK, la MPK11 que se
activa durante la respuesta inmune. Existen pequefios polipéptidos
importantes para la funcién de DBP, llamados DIP (proteinas que
interaccionan con DBP), cuyos mutantes deficientes hacen que la planta sea
hipersusceptible a potyvirus como el PPV o el TuUMV (Castelld et al., 2010y
2011).

Por otro lado, en el grupo de las proteinas que el virus necesita para
multiplicarse estan la familia de los reguladores de la proteina-quinasa
dependiente de RNA (PKR), que se activa por fosforilacion y a su vez activa
factores de traduccidon tanto en mamiferos, como en plantas en respuesta
al estrés. En concreto, el factor P58'" es un inhibidor o regulador negativo
de la PKR que ademads interacciona con el dominio helicasa de potyvirus
como el TEV o tobamovirus como el TMV in vitro e in vivo (Garcia et al.,
2007). La proteina tiene dominios de tipo J y TPR que tienen diferentes
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funciones; en el caso de los dominios J, por un lado, el transporte y
secrecion de chaperonas (HSP70, HSP90), por otro la sefalizacion por estrés
y adema3s otras interacciones proteina-proteina; y en al caso de los TPR, la
unién e interaccidon con otras proteinas. En mamiferos, la PKR se activa
como respuesta a la infeccion por virus para fosforilar el factor de
traduccion elF-2a, desencadenante de la muerte celular como respuesta
inmune local. Si P58""K estd activo inhibe la PKR y no hay muerte celular.
P58'PK se necesita en plantas para desarrollar los sintomas porque es un
factor de virulencia (Bilgin et al., 2003). Disminuye significativamente el
titulo viral en plantas silenciadas, por lo que parece ser importante que no
haya muerte celular para desarrollar la infeccion sistémica (Komatsu et al.,
2010).

Las chaperonas de la familia de las HSP70 y HSP90 también inhiben la PKR
negativamente. Las HSP90 estdn muy conservadas en eucariotas vy
contribuyen a estabilizar o activar otras proteinas relacionadas con rutas de
transduccién de sefiales, movimiento y/o inmunidad (Verchot, 2012). En
plantas y animales existe un grupo de proteinas, las NLR, que son sensoras
de patégenos que contribuyen a la inmunidad activando respuestas de
defensa (Kadota y Shirasu, 2012; Zhang et al., 2010). Para que la chaperona
HSP9O0 actle a este nivel se necesitan los cofactores HSP70 y HSP40 vy
ademas dos cofactores SGT1 (supresor del alelo G2 de SKP1) y RAR1 para
gue las NLRs sean funcionales (Fu et al., 2009; Ye et al., 2012).

Las HSP90 forman dimeros y tienen un dominio de unién a nucledtidos
(NBD) en el extremo N-terminal que participa en la hidrdlisis de ATP, un
dominio medio de unidn al sustrato y a el cofactor HSP70 y HSP40, y un
dominio de dimerizacién en el extremo C-terminal.

Las dos cochaperonas se coordinan para reclutar el sustrato para la HSP90
y este interacciona con el dominio medio (MD). La hidrdlisis de ATP permite
el cambio conformacional y la maduracion del sustrato. En el caso de las
proteinas NLR, el complejo RAR1-SGT1-HSP90 es necesario para el plegado
y estabilizacion de estas, que es el estado maduro para realizar las
funciones de inmunidad (Verchot, 2012) (fig. 12).
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Fig. 12. Cambios conformacionales y de actividad de las chaperonas HSP90 (Verchot, 2012).

Mutaciones en los genes que codifican para las HSP90 pueden llevar a la
pérdida de la funcion defensiva derivada de la accidon de las NLRs en el PVX
o TMV (Botér y Amigues, 2007). Dado que se trata de un complejo de
proteinas que requiere cofactores y cochaperonas, y que gran parte del
proceso permanece poco claro, algunos trabajos han explorado las
diferentes funciones y tipos de regulacion que puedan tener los diferentes
componentes. En algunos casos SGT1 aparece como un regulador negativo
de las NLRs (Botér et al., 2007). En otros su sobreexpresion lleva a una
mayor acumulacion del PVX (Verchot, 2012). En cuanto a HSP90, existen
evidencias de su papel positivo en el virus del mosaico del bambu (BaMV)
(Huang et al., 2012), en el virus del mosaico necrético del trébol rojo
(RCNMV) (Mine et al., 2012) y en el flock house virus (FHV) (Kampmueller y
Miller, 2005) (fig. 13).
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Fig. 13. Interaccion de la chaperona HSP90 on el complejo de replicacion del BaMV (Verchot,
2012).

4. Modelo experimental

Conocer qué mecanismos rigen los procesos de adaptacién viral a
huéspedes con diferentes niveles de respuesta a la infeccion y que puedan
resultar en linajes generalistas o especializados en su huésped de partida,
utilizando la evolucidon experimental como herramienta, son los objetivos
de esta tesis. Para ello, he utilizado el patosistema virus-planta para
estudiar los diferentes procesos evolutivos de interés.

4.1. Los potyvirus del grabado del tabaco (TEV) y del mosaico del
nabo (TuMV)

El TEV es un virus ampliamente utilizado como parasito estricto en
patosistemas que se usan como modelos de estudio en evolucién
experimental, por ejemplo, en experimentos de competicion, estudios de
la eficacia bioldgica viral y ha servido para comprender cudles son y coémo
funcionan los mecanismos evolutivos de los potyvirus en general (Carrasco
et al., 2007; Agudelo-Romero et al., 2008; Elena et al., 2008).

En el caso del TuMV también encontramos que ha servido como modelo en
evolucion experimental en gran cantidad de trabajos de relevancia. Por
ejemplo, en lo referente a sus mecanismos de adaptacion (Oshima et al.,
2002; Tan et al., 2005; Elena, 2017), como modelo del estudio de
interacciones moleculares virus-huésped (Elena y Rodrigo, 2012) o para el
estudio de la coevolucion (Montes et al., 2010; Vijayan et al., 2017).
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4.2. La planta como huésped experimental: Arabidopsis thaliana
(Brasicaceae), Nicotiana tabacum 'y Capsicum annuum
(Solanaceae)

A. thaliana ha sido utilizada como modelo de huésped en patosistemas con
nematodos (Sijmons et al., 1991), hongos (Edgar et al., 2006) y otros
parasitos en general (Mauch-Mani y Slusarenko, 1993), ademas de ser
también un modelo para estudiar las rutas implicadas en los mecanismos
de inmunidad en plantas (Nishimura y Dangl, 2010). A todo ello se le suma
la gran cantidad de mutantes disponibles (Estelle y Somerville, 1986). En lo
gue concierne a las rutas de resistencia en plantas, A. thaliana ha servido
para desarrollar la hipdtesis GFG (Flor, 1971), esencial para comprender
como las plantas desarrollan mecanismos de resistencia contra patégenos
gue estan codificados en genes de resistencia (Bent et al., 1994; Grant et
al., 1995). Algunos de estos genes han sido estudiados gracias a mutantes 'y
sus productos génicos que forman parte de la inmunidad PAMP, estudios
en los que este huésped también ha sido imprescindible (Alonso et al.,
2003; Weigel and Nordborg, 2005). Cabe destacar la importancia de A.
thaliana en los trabajos relacionados con las rutas del SA, JA 'y en la SAR,
donde NPR1 es uno de los factores centrales y JA y SA han sido descritos
como antagonicos (Glazebrook, 2005).

En lo que se refiere a tabaco (N. tabacum) y pimiento (C. annuum), ambos
forman parte de la historia evolutiva natural del TEV. Por un lado, el tabaco
es su huésped natural, por otro, el pimiento es una especie de su misma
familia y que funciona como huésped alternativo, lo que los convierte en
un excelente sistema para hacer estudios comparativos entre ambos
huéspedes, mas alld del estudio de los mecanismos evolutivos en uno u
otro. Los trabajos con N. tabacum como modelo en patosistemas planta-
parasito incluyen bacterias como Xylella fastidiosa (Andreote et al., 2006),
virus (Lali¢ et al., 2011) y otros parasitos, en materias tan variadas como
bioguimica y biologia molecular (Dorokhov et al., 1999) o biologia evolutiva
(Lali¢ et al., 2011); y para C. annuum encontramos trabajos interesantes en
los que ha sido usado para estudiar la especializacidon (Agudelo-Romero et
al., 2008), interacciones planta-patégeno (Takdcs et al., 2014), mecanismos
de resistencia contra hongos como Phytophthora infestans (Oelke et al.,
2003), andlisis del transcriptoma de algunas familias como los geminivirus
(Gongora-Castillo et al., 2012) y trabajos con TEV con mas de un huésped
de referencia para estudiar el efecto de las mutaciones en la eficacia
bioldgica (Lali¢ et al., 2011).
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Probar la hipdtesis de disminucion similar del tamaio de la poblaciéon
en la tasa de adaptacién de un virus de RNA vegetal que infecta
huéspedes multicelulares. Para ello, realizar un experimento de
evolucion en tabacos y pimientos y tres concentraciones distintas de
indculo, creando cinco linajes por huésped y tamaino de inéculo hasta
un total de 15 pases. Estudio de los rasgos fenotipicos carga e
infectividad y calculo de las tasas de evolucidon de cada linaje, para
cada inéculo y huésped.

La hipdtesis de la seleccion dura o blanda predice que las poblaciones
virales que han evolucionado en huéspedes hiposusceptibles
(ambiente restrictivo para el virus) tengan una eficacia menor que en
el huésped silvestre, no asi las hipersusceptibles (ambiente
permisivo), donde previsiblemente sera mayor, dejando en un lugar
intermedio a ambos aquellos mas parecidos al fenotipo silvestre.
Para probar esta hipdtesis estudiaremos carga viral, infectividad y
AUDPS.

Seleccion de los genotipos de A. thaliana en tres categorias:
significativamente mds susceptibles que el genotipo silvestre, tan
susceptibles como el genotipotipo silvestre y significativamente
menos susceptibles que éste. Se seleccionaran tres ejemplos de cada
categoria para los experimentos de evolucién de TuMV. Esta
seleccidn se ha realizado en base a los rasgos fenotipicos estudiados
pero también se han tenido en cuenta las rutas de defensa de la
planta a la que pertenecen las mutaciones y el interés cientifico que
estos pudiesen tener para el proyecto de investigacion. Realizacion
del experimento de evolucidon de las poblaciones virales en los
genotipos mutantes seleccionados, creando cinco linajes de virus por
cada genotipo de planta huésped hasta un total de 12 pases.

Para evaluar en qué medida la adaptacion fue especifica a cada
genotipo o, por el contrario, las poblaciones virales evolucionadas
fueron generalistas, realizamos un experimento de infeccidn cruzada
donde cada poblacidn evolucionada en su genotipo mutante de
partida serd inoculada en cada uno de los nueve genotipos problema
de nuevo una Unica vez (matriz de infeccidn). En este caso se mediran
infectividad y severidad de sintomas y se calculara también el AUDPS
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para cada poblacidn viral a partir de los valores de infectividad. Bajo
la hip6tesis de compensaciones selectivas, esperamos que los rasgos
relacionados con la eficacia biolégica seran mayores en el huésped
en el que evolucionaron que en los de la matriz, lo que sugiere que
las mutaciones responsables de la adaptaciéon a cada ecotipo
ejerceran un efecto pleiotrépico negativo en los huéspedes de la
matriz.

Secuenciacion de los genomas consenso para cada poblacion de
linajes ancestral y también evolucionados a pase 12. Una observacion
muy comun en los experimentos de evolucién con virus de RNA es
que los linajes evolucionaron en un huésped/entorno comun fijan un
subconjunto similar de mutaciones. Estas convergencias son
consecuencia del alto grado de compactacion de los genomas virales,
gue limitan el ndmero posible de soluciones adaptativas a un
problema evolutivo particular. Para determinar en qué medida esta
observacion se aplica a las poblaciones virales que evolucionan y se
adaptan dentro de individuos de una poblacion huésped que difieren
en su susceptibilidad a la infeccidn, caracterizaremos los genomas de
consenso de todos los linajes evolucionados. De acuerdo con
experimentos anteriores con el patosistema potyvirusA. thaliana,
esperamos que se fije un numero limitado de mutaciones por
genoma.

36



MATERIAL Y METODOS

37



38



MATERIAL Y METODOS

1. Descripcion de los huéspedes
1.1. N. tabacum y C. annuum

En un primer experimento hemos usado tabaco (N. tabacum L. cv Xanthi
NN, fig. 14A) y pimiento (C. annuum L. cv Marconi, fig. 14B), ambos
miembros de la familia Solanaceae y huéspedes naturales del TEV. En
ambos huéspedes, TEV produce sintomas sistémicos de diferente
intensidad. Para todos los pasos experimentales, las plantas se
mantuvieron en un invernadero BSL2 a 25 °C y un fotoperiodo de 16 h de
luz y 8 de oscuridad.

La infectividad de cada muestra viral a lo largo de los experimentos de
evolucion se evalué como la frecuencia de plantas que muestran sintomas
de infeccion 14 dias después de la inoculacién (dpi). Se utilizé el estimador
de LaPlace para el parametro Binomial p = (x + 1)/(n + 2) en lugar del clasico
estimador de maxima verosimilitud porque proporciona estimaciones mas
robustas para tamanos de muestra n pequefos (Agresti, 1998).

1.2. A. thaliana

En un segundo conjunto de experimentos, disponemos de la siguiente
coleccién de genotipos mutantes de A. thaliana (L.) Heynh para genes que
codifican proteinas que intervienen en diferentes rutas de defensa de la
planta. En la Tabla 1 se indica la ruta a la que pertenecen, el tipo de
mutacion y el efecto esperado en comparacion con el genotipo silvestre
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Col-0. Realizaremos un bioensayo previo (seleccion de genotipos) para
hacer comprobaciones de virulencia, infectividad y carga viral de TuMV en
cada uno de los genotipos. Algunos de los genotipos los escogimos por
tener mutaciones que afectan a varias rutas de defensa, y otros por tener
genes que mostraron ejercer efectos positivos o negativos principalmente
a la infeccidn de potyvirus, pero también al virus del mosaico de la coliflor

(CaMV).

Tabla 1. Lista de genotipos mutantes de A. thaliana Col-0.

Mutante

Tipo de mutacion

Efecto esperado en
TuMV

sid2-1 At1g74710 SA Mutacion puntual +
pad4-1 At3952430 SA Mutacion puntual +
edss-1 At4939030 SA Mutacion puntual +
npri-1 At1964280 SA Mutacion puntual +
cpr5-2 At5g64930 SA Mutacion puntual -
coi1-40 At2939940 JA Mutacién puntual +
jin1 At1932640 JA Mutacion puntual +
Jin4 At2946370 JA Mutacién puntual +
etr1-1 At1966340 ET Mutacién puntual -
etr1-3 At1966340 ET Mutacién puntual -
ein2-1 At5903280 ET Mutacién puntual -
eds4-1 At3g52430 ISR (ET) Mutacién puntual -
edss-1 - ISR (JA) Mutacién puntual
dcel2 At3g03300 Silenciamiento Insercion T-DNA +
dcl4 At5g20320 Silenciamiento Insercion T-DNA +
dcl2 dcl4 Silenciamiento Insercion T-DNA +
hsp90.1 At5952640 Chaperona Insercién T-DNA -
hsp90
hsp90.2 At5g56030 Chaperona Insercién T-DNA -
hsp90
hsp90.3 At5g56010 Chaperona Insercién T-DNA -
hsp90
hsp90.4 At5g56000 Chaperona Insercién T-DNA -
hsp90
hsp90.6 At3907770 Chaperona Insercién T-DNA -
hsp90
i4g1 At3960240 Traduccion Insercién T-DNA -
i492 At5g57870 Traduccion Insercién T-DNA -
i4g1i4g2 Traduccion
dbp2 At2925620 Transcripcién Insercién T-DNA +
dip2 At5903210 Transcripcién Insercién T-DNA +
P58/PK At5903160 Inhibidor de PKR Insercion T-DNA +

Los 13 primeros genotipos contienen mutaciones en las rutas de defensa
del SA, el JA o el ET. Todos ellos han mostrado diferencias en lo referente a
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la susceptibilidad comparadas con el genotipo silvestre Col-0 que estaban
infectados con CaMV (Love et al, 2007). El mutante cpr5-2, en el cual la ruta
de defensa del SA esta activada constitutivamente, ha mostrado ser mas
resistente a la infeccion (hiposusceptible) que lasplantas silvestres
infectadas con CaMV (Love et al, 2007). Los mutantes etr1-1, etr1-3, ein2-
1, eds4-1, y eds8-1 también han mostrado ser hiposusceptibles a la
infeccidon por este mismo virus (Rogers et al., 1997).
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Fig. 15. Plantas control de A. thaliana (de izquierda a derecha arriba: npri-1, cpr5-2 vy jini;
centro: eds 8-1, dcl2 dcl4 y hsp 90.1; abajo: i4g2, dbp2 y p58*F).

Ademas, los mutantes dcl2, dcl4 y el mutante doble dcl2 dcl4, cuyos genes
se corresponden con endonucleasas involucradas en la ruta silenciamiento,
contribuyendo a la produccion de siRNAs virales a partir de intermediarios
dsRNA de la replicacion del virus, siendo DCL4 el enzima principal y DCL2
compensando la actividad de DCL4 cuando ésta ultima es inhibida.
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Todos los productos de los genes mutantes de la familia de las proteinas de
choque térmico (HSP) se encuentran codificados en el cromosoma V y
tienen una localizacidon nucleocitoplasmatica, excepto HSP90.6 que se
localiza en la mitocondria (Krishna y Gloor, 2001).

Los mutantes i4gl, i4g2 y el doble mutante i4gl i4g2 codifican,
respectivamente, para los factores de traduccién elF4E y elF(iso)4E e
interactuan directamente con la proteina viral VPg. (Estevan et al., 2014;
Moury et al., 2014).

Los genes dip2 y dbp codifican para la fosfatasa 1 de uniéon al DNAy para la
proteina 2 de interaccién con el DNA respectivamente, dos factores de
transcripcion cuya supresion supone una mayor susceptibilidad de A.
thaliana a la infeccidn por potyvirus (Castellé et al., 2010, 2011). Mutantes
para dip2 muestran un incremento del factor elF4G de inicio de la
traduccion.

Por ultimo, la proteina P58 es un inhibidor de la PKR, que se ha visto tiene
un papel antiviral esencial en células de mamifero (Garcia et al., 2007). Los
genotipos nulos de esta proteina han demostrado ser hipersusceptibles a la
infeccion de PVX (Bilgin et al., 2003).

En la fig. 15 se muestran plantas sanas de los genotipos que finalmente se
seleccionaron para el experimento de evolucion.

2. Evolucion experimental

2.1. TEV en N. tabacum, C. annuum y Chenopodium quinoa

En este experimento se testaran los efectos del tamafio de indculo de TEV
en diferentes huéspedes, y para ello se han creado cinco linajes por
huésped y tres tamafios de indculo por cada linaje y huésped de evolucion.
El punto de partida para inocular es el plasmido pMTEV que contiene el
genoma de TEV de un aislado de tabaco (Bedoya y Daros, 2010). Se generé

una reserva de tejido infectado de TEV a partir de tejido infectado ya
previamente en Nicotiana benthamiana. Se inocularon un conjunto de 12
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plantas de tabaco, anadiendo a 100 mg de tejido infectado 1 ml de tampdn

fosfato (50 mM, pH =7, 3% PEG2000). Posteriormente, se centrifuga a 9000
rom durante dos minutos y se pasa a otro tubo el sobrenadante. Para
inocular la hoja, se afade 1 ml de tampdn fosfato a 100 mg de
Carborundum y de esta solucidn se afladen 100 pl a cada tubo con el tejido
infectado. Inoculo 3 hojas de cada planta de tabaco, cada una con 10 ul de
este ultimo tubo. El control sera inoculado con el tubo que sélo tiene
tampodn y Carborundum de la misma forma. Una vez transcurridos 7 dpi, se
mezclan todas las plantas para triturarlas y congelarlas, separdandolas en
tubos. También se guardan los controles como control de tejido sano para
realizar la curva patrén de las cuantificaciones por RT-qPCR.

El siguiente paso fue reservar cinco muestras para titulacion en el huésped
de lesiones locales Chenopodium quinoa Willd y otras cinco para RT-qPCR,
diluyendo cada una de ellas para inocular quenopodios (y realizar Ia
titulacion) y cuantificar diluyendo las muestras de la misma manera que
para inocular los quenopodios, todo ello realizado segun lo especificado en
la Tabla 2 y la Figura 16.

‘ Tabla 2. Diluciones para inoculacién y cuantificacién de TEV.

‘ DILUCION VT1otaL VEXTRACTO VH20 DILUCION DE PARTIDA
SD 250 mg 250 pl
1:2 100 pl 50 50 SD
1:10 100 pl 10 90 SD
1: 20 100 pl 10 90 1:2
1:50 100 pl 5 95 1:10
1:100 100 pl 10 90 1:10
1:200 100 pl 10 90 1:20

El volumen sin diluir (SD) se obtiene de 250 mg de tejido en 250 pl de agua.
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Fig. 16. Diluciones utilizadas de TEV para estimar el nimero de unidades infecciosas en C.
quinoa y el nimero de genomas mediante RT-qPCR.

Para el experimento de evolucidon en tabacos y pimientos, utilicé tejido
infectado de la reserva con tamanos diferentes de inéculo de rango amplio
y el objetivo de estudiar el efecto del cuello de botella en la eficacia media
y lavarianza de la poblacién. El tamafio de indculo dependerd de la dilucion.
El protocolo de inoculacidn es el siguiente: se pesaron 200 y 100 mg de
tejido infectado y se afiadieron a cada uno de ellos 200 pl y 1 ml de tampdn
fosfato, respectivamente. Centrifugo 2 min a 9000 rpm y se retira el
sobrenadante. Se prepard una dilucién 1:10 a partir de la 1x (100 mg/ml)
cogiendo 100 ml de esta y anadiendo 900 pl. Tanto para la 1x como para la
0.1x inocularon 10 pl en una hoja. Para la 10x 20 pl en total en dos hojas
diferentes (10 + 10). Primero se inocularon cinco tabacos para cada dilucién
y también cinco para la 10x de pimientos, ya que estas combinaciones se
infectan facilmente. En el caso de la 1x y 0.1x de pimientos se inocularon
10 y 20 plantas, respectivamente, para estar segura de que al menos hay
una planta infectada. El proceso lo esquematizo en la fig. 17.

Se definieron tres regimenes evolutivos que diferian en el tamafio del
indculo; es decir, en la disponibilidad de posibles mutaciones beneficiosas
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presentes en el indculo, N.U,. El primer tratamiento correspondid al inéculo
resultante de la adicion de 500 pl de tampdn de inoculacién (fosfato
potdsico 50 mM, pH 7, PEG2000 3%, Carborundum 10%) a 500 mg de tejido
infectado homogeneizado con N; liquido en un mortero; de ahora en
adelante me referiré a este tratamiento como 10N. El segundo tratamiento
consistio en afadir 900 ul de tampdn de inoculacién a 100 mg de tejido
homogeneizado, y lo denominaré tratamiento N. Para el tercer
tratamiento, hicimos una diluciéon de 1:10 del tamano del inéculo N
afadiendo 900 ul de tampdn de inoculacidon a 100 ul de este extracto, y me
referiré a este tratamiento como indculo N/10. 10 ul fueron inoculados en
cada planta, excepto en el caso del tamaiio del indculo 10N, en el que se
inocularon dos hojas con 10 ul cada una.

Se crearon cinco linajes evolutivos independientes para cada uno de estos
tres tratamientos y especies huéspedes y realizados 15 pases seriados de
evolucion. A los 14 dpi, la parte aérea de cada planta se recolecto,
homogeneizd, diluyé repitiendo el paso mencionado anteriormente y se
utilizé para inocular el siguiente lote de plantas. Este protocolo se repitiod
un total de 15 veces.

ESQUEMA DE LOS PASES
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Fig. 17. Esquema de los 15 pases realizados. Cada pase se realiza preparando tejido de una
planta infectada del pase anterior. En el caso de la dilucion 10x se inoculan 20 pl, 10+10, en 2
hojas diferentes. En el resto 10 en una sola hoja, para obtener la concentracion deseada.

45



MATERIAL Y METODOS

2.2. TuMV en A. thaliana

El experimento de evolucidon consistid en 12 pases seriados. Entre la
inoculacién y la recogida de datos de infectividad dejamos pasar 12 dpi, y
cada uno de los 12 dias se recogieron datos de numero de plantas
infectadas. Para la infectividad y la progresion de sintomas observamos un
problema ambiental en los fitotrones que afecta a estas variables
practicamente en todos los genotipos, entre los pases 7 y 10. Disponemos
de una relacién de estos problemas y en esas fechas, teniendo en cuenta
gue habia plantas ya inoculadas, pero también la siguiente coleccidon que
ibamos a inocular:

22/08/17 Hay una fuga de refrigerante y el fitotrén se pone durante
varias horas a casi 30 eC.

28/09/17  Se calienta por la noche y cuando llega a 34 °C, salta la alarma.
03/11/17  Se para completamente.

Seguramente estos problemas quedan reflejados en los graficos de
infectividad y el area bajo la curva de progresidon de sintomas (AUDPS)
calculada con la ecuacién 3, como una bajada entre esos pases de ambos
rasgos fenotipicos del virus, a excepcion de algun genotipo al que parecen
no afectar estos cambios de temperatura.

Se generaron cinco linajes independientes por cada uno de los nueve
genotipos seleccionados y se realizan 12 pases del virus, de modo que hay
45 linajes o poblaciones de virus que evolucionaran independientemente.
Las muestras de la poblacién resultante de cada pase seran almacenadas,
siendo sus caracteristicas fenotipicas medidas, por un lado, la infectividad
y las AUDPS en todos los pases (0-12) y la carga o titulo viral medida
mediante RT-gPCR a pase 0 (poblacidn ancestral), pase intermedio (5) y el
ultimo (pase 12).

1% O+ y)(tn — 1)
YnTY -

AUDPS=EZ()’i+1+yl')(ti+1_ti)+ . 2(;_7;) -

=

Ecuacién 3. Férmula del AUDPS (Simko y Piepho, 2012), donde t es el tiempo en dias, y es la
infectividad para cada linaje y n es el nimero de medidas para cada linaje de evolucion.

El procedimiento de la primera inoculacién es similar al del experimento 1
con pequeiias variaciones. Por un lado, afladimos 1 ml de tampdn fosfato a
100 g de tejido de N. benthamiana previamente infectado con TuMV y
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centrifugamos 2 min a 9000 rpm. Retiramos el sobrenadante y lo pasamos
a otro tubo. Por otro afladimos 1 ml de tampodn al tubo del Carborundum y
una vez en el invernadero, afadimos 100 ml de éste al tubo preparado en
primer lugar. Todo ello para cada linaje de cada genotipo. En los pases
sucesivos esto lo haremos con las plantas infectadas de cada genotipo (fig.
18).
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Fig. 18. Esquema de los pases del experimento de evolucion en huéspedes de distinta
susceptibilidad.

3. Extraccion de RNA

La extraccion total de RNA a partir de 100 mg de tejido molido por planta
se realizé usando un Mini Kit de aislamiento de plantas (Agilent) siguiendo
las instrucciones del fabricante. La concentracién de RNA total en los
extractos se determind espectrofotométricamente usando un NanoDrop
ND100 (Thermo Scientific) y se ajustd a 40 - 55 ng/ul para cada muestra.

En el caso de A. thaliana, inoculamos colecciones de 20 plantas por cada
genotipo cuando las hojas de la roseta central tengan mas de 1 mm (Boyes
et al., 2001). Los sintomas (hojas curvadas, venacion blanca, amarilleo)
seran monitorizados diariamente en una escala de 0-4 (severidad de
sintomas) y también el porcentaje de plantas infectadas cada dia
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(infectividad), ademas del peso a 15 dpi (si en ese momento estuviesen
todas las plantas infectadas) o 16 dpi (independientemente del niumero de
infectadas, ya que es el dia tope de finalizacion del experimento) para
calcular la virulencia como reduccidn del peso fresco de la planta respecto
al control silvestre (FW) con la férmula:

V=1—-FW/FW_ . ntro1 (Bedhomme et al., 2012)

La infectividad de cada muestra viral a lo largo de los experimentos de
evolucion se evalué como la frecuencia de las plantas que muestran
sintomas de infeccion entre 9 y 14 dpi. Se uso el estimador de LaPlace para
el parametro Binomial.

4. PCR cuantitativa (RT-qPCR)
4.1. Transcripcion del plasmido pMTEV

En primer lugar, se realiza una digestion del plasmido pMTEV con el enzima
Bglll para su linearizacion. Los volumenes que he utilizado de cada reactivo
son 2 ul del tampdn H (10x), 10 ul del plasmido, 7 pl de H,O-DEPC y una
unidad del enzima (el volumen total es de 20 ul). El tiempo y la temperatura
de digestion son los especificados para el enzima: 2 h a 37 2C. Una vez
terminada la digestién, aflado 200 pl de fenol:cloroformo:isoamilico,
centrifugo 5 min a velocidad maxima y recupero la fase superior, afiadi 1 pl
de glucégeno 1:10 y 2 volumenes de etanol 96%. Este tubo lo guardo 2 h a
-20 °C. Terminado el tiempo doy un golpe de calor a 65 2C para
desnaturalizar el enzima. El siguiente paso es centrifugar 15 min a 4 grados
y eliminar el sobrenadante, para después hidratar con 700 ul de etanol 70%.
Centrifugo 5 min a 4 2C. Aiado acetato sédico 3 My EDTA 0.5 My 2
voliumenes de etanol 100%. Para transcribir el plasmido sigo el protocolo
del kit AMBION (MegaScript T7 transcription kit, Thermo Fisher) afladiendo
10 pL 2x NTPs, 2 ul tampdn 10x, 2 ul de la mezcla de enzimas, 5 ul plasmido
digerido y 1uL agua-DEPC. El tiempo y temperatura de transcripcién son 2
h a 37 eC. Una vez terminado el tiempo de transcripcién, anado 1 ul de
DNasa turbo durante 15 min. Para precipitar el transcrito afiado solucién de
LiCI+DEPC (0.5:1) y dejo la mezcla 1 h a -20 eC y centrifugo 15 min a 4 °C
para eliminar la fase acuosa. Ahado al precipitado 700 pl de etanol 70% y
centrifugo 5 min a 4 2C. El ultimo paso es eliminar el sobrenadante y secar
al aire.
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4.2. Construccion de patrones (comun a ambos experimentos)

La masa molecular relativa del genoma del virus (ya sea la secuencia
completa o sdlo una parte de ella, segun protocolo) es el punto de partida
para calcular los puntos de la curva patrén para realizar la cuantificacion del
titulo viral por RT-gPCR. Partiendo de una concentraciéon determinada de
virus, la multiplicaremos por el volumen total para obtener su peso en
gramos. Esta cantidad se divide por la masa molecular del virus para
obtener los moles y después, multiplicando por el nimero de Avogadro
obtener el nimero de moléculas. De ser el volumen distinto a 1 pl,
dividiremos esta cantidad de moléculas por él para saber cuantas hay en 1
ul. Una vez calculadas las moléculas en 1 pl, y dependiendo del bioensayo,
deberemos diluir de forma seriada tantas veces como sea necesario (y usar
el factor de dilucién adecuado segun el experimento) hasta obtener el
primer punto de la curva (se recomiendan al menos 7 puntos). Seguiré
diluyendo al menos seis veces mds, y mezclo cada uno de esos puntos con
el mismo volumen de extracto de planta sana a una concentracién de 100

ng/ul.

4.3. Transcripcion del plasmido pUC19 para TuMV

Hemos usado el plasmido pUC19 linearizado con Smal (fig. 19), que
contiene clonado el promotor de la RNA polimerasa SP6, el cistron que
codifica para la proteina CP y el 3’ UTR del TuMV; aislado YC5 variante de
secuencia AF530055.2.
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Fig. 19. Plasmido pUC19 que contiene el extremo 3’ del genoma de TuMV (CP + 3’ UTR) para
construccion de patrones.

A continuacién, se describe la secuencia clonada en el pldsmido que
permite obtener un RNA transcrito de un fragmento de TuMV, que sirvid
como molde para la RT-gPCR. Para realizar la transcripcidon se empled la
RNA polimerasa SP6 y el plasmido se linearizara con la enzima BamHl. El
producto de RNA de la reacciéon ademds de contener una G extra en su
extremo 5’ incorporado por la SP6, tendra afladido en el 3’ la secuencia
GGGG, como resultado del sitio de digestiéon del plasmido. Por lo tanto, el
tamafo del RNA transcrito sera de 1081 nucledtidos, a tener en cuenta para
poder calcular su peso molecular.

GCAGGTGAGACGCCTGATGCAGGTTTGACAGATGAGCAGAAGCAGGCGGAA
AAGGAGAAGAAGGAGAGAGAGAAGGCAGAAAAGGAACGAGAGAGGCAAAAACAGTTGGCGCTCAAGAAAG
GCAAGGATGTTGCGCAAGAAGAGGGGAAACGCGACAGGGAAGTGAACGCCGGAACCTCTGGAACTTTCAG
TGTACCCAGACTTAAGAGCCTAACAAGCAAAATGCGCGTGCCAAGATACGAGCAGAGAGTGGCTTTAAAC
CTTGATCATCTAATCCTATACACGCCGGAGCAGACGGATCTATCCAACACACGGTCAACGCGAAAGCAGT
TTGACACATGGTTTGAAGGTGTAATGGCCGATTACGAACTGACGGAGGACAAAATGCAAATTATTCTCAA
TGGTTTAATGGTCTGGTGCATTGAGAACGGAACCTCCCCGAACATAAACGGAATGTGGGTGATGATGGAC
GGCGATGATCAGGTGGAATTCCCGATCAAACCGCTCATTGACCACGCCAAACCCACATTTAGGCAAATAA
TGGCCCATTTCAGTGACGTAGCTGAAGCGTACATTGAAAAGCGTAACCAAGACCGACCATACATGCCACG
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ATATGGTCTTCAGCGCAATTTAACCGACATGAGCCTAGCTCGATACGCGTTTGACTTCTATGAAATGACT
TCTAGAACTCCAATACGTGCGAGAGAAGCACACATCCAGATGAAAGCAGCAGCACTGCGTGGCGCAAATA
ACRATTTGTTCGGCTTGGATGGARACGTTGGTGCAACGGTAGAGAACACGGAGAGGCATACGACCGAGGA
CGTTAATCGGAACATGCATAACTTACTTGGCGTTAAGGGGTTANGRACTTCTATCTTCCTAGACTATAAG
TATTTAAGTTTACTCGTTAGTATTCTCGCTTATGGGAAATATGTAAGTTTGTTAAAGCAGCCAGTGTGAC
TTTGTCATGTGTGTTGTTGTTACTTTCTATATTTTCGCCGAACATTTTATTGGTGTTAGCGCATGTGGTG
AGGATCATCCTCGATTGCCTTAACATTTGATATGATGCAAGGGACEEEE

Subrayado en rosa se indica la secuencia del promotor de SP6, en verde el
codon de parada de la traduccién de la poliproteina de TuMV y en azul el 3’
UTR. En rojo se indica la secuencia afiadida por el sitio de corte del plasmido.

4.4. RT-gPCR

También hemos medido la carga o titulo viral mediante RT-gPCR. Para
realizarla, primero realizamos una extraccion del RNA total de la parte
aérea de la planta (sin la hoja inoculada), introduciéndola en N; liquido y
triturandola en un molino Retsch MM400. Pesamos 60-80 mg de tejido de
cada muestra y seguimos el siguiente protocolo de extraccién indicado por
el fabricante, con algunas modificaciones para nuestro proyecto. Para 60-
80 mg utilizamos 700 pl de solucidon opaca y 7 pl de B-mercaptoetanol por
muestra. En el paso cinco en vez de un lavado 30 segundos hacemos dos y
en los pasos cinco y seis utilizamos 450 ul de la solucién de lavado en vez
de 500 ul para obtener muestras mas concentradas. El paso siete lo fijamos
a 30-35 ul de agua DEPC.

Para el TEV, cada uno de estos extractos de RNA normalizados se utilizd
para cuantificar la concentracion de por RT-qPCR utilizando cebadores y los
métodos descritos previamente (Frank, 1993). Las amplificaciones se
realizaron con un sistema de PCR en tiempo real OneStep Plus (Applied
Biosystems) segun el siguiente perfil: 5 mina 42 °C, 10 s a 95 °C, y 40 ciclos
de 5s5sa95°Cy34sa60 °C. El estadio de fusion serd 15 s a 95°C, 1 min 60
°Cy 15 s a 95°C. He realizado 3 réplicas por reaccidon para cada muestra y
los resultados de la cuantificacion se examinaron adicionalmente utilizando
StepOne, Software v.2.2.2 (Applied Biosystems). Las medidas resultantes
tienen unidades de genomas de TEV por ng de RNA total.

Para TuMV, sobre la base de la secuencia del aislado YC5, variante
AF530055.2, se disefiaron estos cebadores para RT-gPCR que amplifican en
la secuencia del cistrén CP. Se indica en subrayado y marcado en verde el
codon parada y en azul la secuencia 3’ UTR viral. Son una modificacion de
los cebadores empleados en las cuantificaciones realizadas en el trabajo de
Martinez et al. (2011).

51



MATERIAL Y METODOS

CP+3’'UTR, 1.076 pb

GCAGGTGAGACGCCTGATGCAGGTTTGACAGATGAGCAGAAGCAGGCGGAAAAGGAGAAGAAGGAGAGAGA
GAAGGCAGAAAAGGAACGAGAGAGGCAAARACAGTTGGCGCTCAAGAAAGGCAAGGATGTTGCGCAAGAAG
AGGGGAAACGCGACAGGGAAGTGAACGCCGGAACCTCTGGAACTTTCAGTGTACCCAGACTTAAGAGCCTA
ACAAGCAAAATGCGCGTGCCAAGATACGAGCAGAGAGTGGCTTTARACCTTGATCATCTAATCCTATACAC
GCCGGAGCAGACGGATCTATCCAACACACGGTCAACGCGAAAGCAGTTTGACACATGGTTTGAAGGTGTAA
TGGCCGATTACGAACTGACGGAGGACAAAATGCAAATTATTCTCAATGGTTTAATGGTCTGGTGCATTGAG
AACGGAACCTCCCCGAACATAAACGGAATGTGGGTGATGATGGACGGCGATGATCAGGTGGAATTCCCGAT
CAAACCGCTCATTGACCACGCCAAACCCACATTTAGGCAAATAATGGCCCATTTCAGTGACGTAGCTGAAG
CGTACATTGAAAAGCGTAACCAAGACCGACCATACATGCCACGATATGGTCTTCAGCGCAATTTAACCGAC
ATGAGCCTAGCTCGATACGCGTTTGACTTCTATGAAATGACTTCTAGAACTC

BEEB~ TCCAGATGARAGCAGCAGCACTGCGTGGCGCARATAACAATTTGTTCGGCTTGGATGGARACGTTG
GTGCAACGGTAGAGAACACGGAGAGGCATACGACCGAGGACGTTAATCGGAACATGCATAA SIS
B RAGEEEIR T CAAGTTGTATGT TGGTAGACTATAAGTATTTAAGTTTACTCGT TAGTATTCTCGCTTA
TGGGAAATATGTAAGTTTGTTAAAGCAGCCAGTGTGACTTTGTCATGTGTGTTGTTGTTACTTTCTATATT
TTCGCCGAACATTTTATTGGTGTTAGCGCATGTGGTGAGGATCATCCTCGATTGCCTTAACATTTGATATG
ATGCAAGGGAC

F117 (directo):5’ -CAATACGTGCGAGAGAAGCACAC-3’

F118 (reverso):5’ ~-TAACCCCTTAACGCCAAGTAAG-3"

En el caso de TuMV, las amplificaciones se realizaron con un sistema de PCR
en tiempo real OneStep Plus (Applied Biosystems) segun el siguiente perfil:
5minad42°C,10sa95°C,y40ciclosde5sa95°Cy34sab60 °C. El estadio
de fusion serd 15 sa 95°C, 1 min 60 °Cy 15 s a 95°C. Hemos realizado tres
réplicas por reaccion para cada muestra y los resultados de la cuantificacion
se examinaron adicionalmente utilizando StepOne, Software v.2.2.2
(Applied Biosystems). Las medidas resultantes tienen unidades de genomas
de TuMV por ng de RNA total.

5. Secuencias consenso y mutaciones de la poblacidn de virus ancestrales
y evolucionados

Para generar la secuencia consenso de cada mutante y linaje de los pases 0
y 12, se obtuvieron productos de RT-PCR utilizando la transcriptasa inversa
Hi-Fi AccuScript (Agilent Technologies) y la DNA polimerasa Phusion
(Thermo Scientific). Para amplificar cada genoma viral se sintetizaron 3
amplicones que solapan de 3114 (extremo 5’-fragmento R1), 3697 (regidn
central, fragmento R2) y 3287 (extremo 3’-fragmento R3) pb, utilizando 3
parejas de cebadores. Para la retrotranscripcion se utilizd una
concentracidon de cada muestra de RNA de 150-300 ng y 0.25 uM de los
siguientes cebadores:
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5"-CGAGTAGTATCTTATAGCACAGCGCTCCGACC-3’ para R1 hasta P3

5 -TGTCTGGAATCGGTAGCAAATGTAGCTGAGTTGTG-3" para el fragmento
2R hasta Nla

5- -TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGTCCCTTGCATCATATCAAATG-3’) para el
fragmento 3R hasta el extremo 3’ del genoma

La mezcla de RNA y cebadores se desnaturalizd 5 min a 65 °Cy se enfrid en
hielo. Posteriormente se afiadidé una mezcla del tampdn Accuscript Hi-Fi 1-,
1mM de dNTPs, 8 mM de DTT, 4U de Ribolock RNase inhibitor (Thermo
Scientific) y 0.5 pL de Accuscript Hi-Fi (Agilent Technologies). El volumen
final es de 10 pL. Las condiciones de reaccion fueron 90 min. a 42 °Cy 5 min.
a 70 °C para inactivar el enzima.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen de 50 pL que
contiene una mezcla de tampoén Phusion 1X, 0,4 mM de los dNTPs, 0.2 uM
de cada cebador, 0.5-1 pL de DMSO, 2 unidades de DNA polimerasa
Phusion (Thermo Scientific) y 1 pL de volumen de cada retrotranscripcion
para cada PCR.

Para sintetizar el primer amplicon (1R) se usaron los cebadores 1R-P3
anteriormente obtenido y 1F-5UTR (5'-
GCAAACGCAGACCTTTCGAAGCACTCAAGC-3/, con las siguientes
condiciones: desnaturalizacion de 30 s a 98 °C, 3 ciclos de 10 s a 98 °C, 20
sa67°C,2mina72°C;3ciclosde10sa98 °C; 20sa 65 °C, 2 mina 72 °C,
32 ciclosde 10sa 98 °C; 20sa 63 °C; 2 min a 72 °Cy una extension final de
5mina72°C.

Para sintetizar el segundo amplicén (2R) se usaron los cebadores 2F-P3 (5’-
TGGGAGCTTGCGGATGGTGGATACACAATTC-3’) y 2R-Nla, obtenido
anteriormente, con las condiciones: desnaturalizacién de 30 s a 98°, 15
ciclosde 10sa 98 °C,20sa 67 °C, 2 min a 72 °C, 23 ciclos de 10 s a 98 °C,
20sa65°C,2mina72°C,32ciclosde10sa98°C,20sa63°C,2mina72
°Cy una extension final de 5 mina 72 °C.

Por ultimo, para sintetizar el tercer amplicédn (3R) se usaron los cebadores
3F-Nla  (5'-TGGGAGCTTGCGGATGGTGGATACACAATTC-3’) y 1R-P3,
sintetizado anteriormente, con las condiciones: desnaturalizacién de 30 s
a 98 °C, 15 ciclosde 10sa 98 °C, 20sa 67 °C, 2 min a 72 °C, 23 ciclos de
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10sa98°C,20sa65°C,2mina72°C,32ciclosde10sa98 °C, 20 s a 63°,
2 min a 72 °Cy una extension final de 5 min a 72 °C.

Los productos de PCR resultantes o bien se purificaron directamente o a
partir de geles de agarosa si fue necesario cortar la banda del amplicén y
para ello se utilizé el kit MSB Spin PCRapace (Stratec Molecular).

Las muestras se enviaron a la Unidad de Secuenciacion de DNA del IBMCP
(www.ibmcp.csic.es/en/services/dna-sequencing-unit)y una vez recibidas
las secuencias de los 3 fragmentos, fueron ensamblados con el programa
Genious R9.0.2.

La secuencia de TuMV CP+3’ UTR, 1076 pb es la misma que figura en la
seccion para RT-gqPCR, y los cebadores son: F108 (directo): 5’-
TACGTGCGAGAGAAGCACACATCCAG-3’ y F109 (reverso): 5’-
AACACACATGACAAAGTCACACTGGCTGC-3’

Los genomas virales se amplificaron utilizando la DNA polimerasa de
Phusion (Thermo Scientific, Waltham), 1 pl de las reacciones de RT y los
cebadores.

El protocolo de PCR para los amplicones fue el siguiente: desnaturalizacion
inicial 30 s a 98 °C, cinco ciclos con un paso de desnaturalizacion de 10 s a
98 °C, paso de fusion de 20 s a 57 °Cy paso de alargamiento de 30sa 72 °C
seguido de 27 ciclos en las mismas condiciones, excepto que la etapa de
hibridacion se realizé a 65 °C. Los tamafios de amplicones, se confirmaron
por electroforesis en geles de agarosa al 1%. Las secuencias consenso de
todos los linajes evolucionados en los pases 0y 12 se obtuvieron utilizando
la secuenciacién de Sanger y un analizador genético ABI 3130 XL (Applied
Biosystems) en la Unidad de Secuenciacién de DNA del IBMCP. Las
secuencias se ensamblaron utilizando el software GENEIOUS versiéon 11
(www.geneious.com; consultado por ultima vez el 12 de julio de 2018).

6. Métodos estadisticos

Los analisis estadisticos se realizaron con SPSS versidn 25 (IBM).
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6.1. Modelos lineales generalizados

En la tesis se usaron modelos lineales generalizados (GLMs) tanto en la
parte dedicada a estudiar el TEV en tabacos y pimientos, como en el
proyecto con TuMV en genotipos de A. thaliana de diferente
susceptibilidad a la infeccion.

En el primer caso, para el experimento con tabacos y pimientos, obtuvimos
datos del titulo viral en los pases 0, 3, 5, 8, 11, 13 y 15, y también de la
infectividad. Como se calcularon las tasas de evolucidon mediante el modelo
autoregresivo ARIMA (ver apartado 6.4) para ambos rasgos fenotipicos, y
ademas se realizaron el experimento tal y como ya he mencionado,
sometiendo a las poblaciones de cada linaje de TEV a tres regimenes
evolutivos diferentes en lo que se refiere a N (1/10x, 1x y 10x), se
analizaron los efectos de N. en v, es decir, en la tasa evolutiva de cada uno
de los dos rasgos fenotipicos del virus estudiado. El modelo factorial
empleado es el siguiente:

Vik = W+ oiH + BiN + yHXN + g (4)

Donde H y N son factores que se asumen ortogonales y que se
corresponden con el tipo de huésped (tabaco o pimiento) y el tamafio
efectivo de la poblacién (1/10x%, 1x y 10x), respectivamente, p es el valor de
la gran mediay gjkel error asociado a cada medida que se asume Gaussiano.

En este experimento también hemos usado el GLM para comprobar si el
numero de unidades infecciosas (LFU) varia entre huéspedes, segun la
siguiente ecuacion

log(LFUjx + 1) = p + asH + BjR(H) + vyilog(gRNA) + §;Hxlog(gRNA) +
OikR(H)xlog(gRNA) + €ij (5)

La relacidon entre genomas de TEV (gRNA) y LFU es lineal en escala log-log.
H es una variable factor en la que se engloba cada uno de los tres huéspedes
(pimientos, tabacos y quenopodios), R es cada una de las réplicas bioldgicas
y el log(gRNA) es una covariable. El modelo también incluye las
interacciones entre la covariable y los dos factores. py gjctienen el mismo
significado que en la ecuacion 4.
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Similar al modelo GLM anterior (ecuaciéon 5), en el experimento de
evolucion de TuMV en huéspedes de distinta susceptibilidad, el modelo
usado ha sido:

AUDPS = i + G; + P; + (GxP)i + L(G) + (L(G)xP)ji + €iix (6)

Donde G, Ly P son factores que se corresponden con el genotipo en el que
ha evolucionado cada linaje L y en cada pase de evolucion P, todos ellos son
factores también, es decir, variables categdricas. py gjsignifican lo mismo
que en la ecuacion 4. Para modelizar la infectividad (/) la ecuaciodn seria la
misma solo que en este caso la variable de respuesta seria / en vez de
AUDPS.

6.2. Modelos autoregresivos integrados de media mévil (ARIMA)

Para el experimento de evolucidon de TEV en tabacos y pimientos, he
utilizado el ARIMA(1, 0, 0) para calcular las tasas de evoluciéon de la carga
viral y la infectividad, dos componentes esenciales de la eficacia bioldgica,
gue medienlos pasesO,3,5,8,11,13y15. Los datos de las series de tiempo
resultantes se ajustaron a un modelo de la forma

X(t + 1) -p(t)X(t) = X(0) + vt, (7)

donde X representa el valor del rasgo fenotipico que se analiza en el tiempo
t, p mide la correlacion entre los valores observados en dos puntos de
tiempo consecutivos (autosimilitud en la serie temporal) y v corresponde a
la tasa neta de cambio del rasgo fenotipico, es decir, la tasa de evolucion.
Dado que estamos interesados en explorar el efecto de N sobre v, hemos

estimado un valor de V independiente para cada uno de los cinco linajes
evolucionados bajo cada uno de los tres regimenes evolutivos. Estos datos
luego se ajustaron al modelo de GLM factorial mostrado en la ecuacion 1.

De la misma forma, hemos usado este modelo ARIMA(1, O, 0) para analizar
las series temporales generadas en el experimento de evolucidon de TuMV
en genotipos de A. thaliana de distinta susceptibilidad para calcular las
tasas de evolucién de las AUDPS y la I, y a su vez comprobar si existe
correlacion significativa entre ambas; y si para cada una de ellas existen
diferencias en sus tasas de adaptacion para cada genotipo, siendo
importante comprobar si esto estd relacionado con la hipersusceptibilidad.
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7. Matriz de infeccidn en el patosistema TuMV y A. thaliana

La matriz de infeccidon se utilizard para construir redes de infeccién
bipartitas. Una red de infeccidn se considera bipartita cuando contiene dos
agentes que interactlan, en este caso, aislados virales y genotipos de
plantas. Esta red se puede representar como una matriz booleana de
tamafo mxn. Aqui m es el nUmero de linajes virales independientes y n es
el niumero de genotipos de huésped distintos. La matriz F primero se
transformard en una matriz booleana que indica si un linaje viral dado se
desempenia significativamente mejor (1) o peor (0) que el genotipo silvestre
Col-0.

El grado de anidamiento de la matriz de infeccidn se calculara utilizando el
algoritmo de cdlculo de temperatura implementado en BINMATNEST
(Rodriguez-Gironés y Santamaria, 2006). La temperatura T de una matriz de
interaccion se calcula reordenando las columnas de los genotipos del
huésped vy las filas de los linajes de virus, de modo que la mayoria de las
interacciones ocurran en la parte superior izquierda de la matriz. T
cuantifica el grado en que una matriz estad perfectamente anidada (T=0) o
si la matriz carece de orden y los elementos que representan interacciones
significativas se distribuyen al azar (T = 100). Las redes bipartitas se pueden
descomponer en componentes separados de manera que no se encuentren
infecciones cruzadas entre los componentes.

La modularidad de las redes de infeccién bipartitas se calculard utilizando
el Algoritmo Estandar de Mddulos Inducidos Recursivamente Bipartitos
(Barber, 2007), que utiliza una heuristica de busqueda local para maximizar
la modularidad bipartita Q. Q representa la frecuencia con la que un orden
particular de aislados de virus y genotipos del huésped se corresponde con
interacciones que se encuentran principalmente dentro de un mdédulo (Q =
1 o modular), fuera de los médulos (Q = -1 o antimodular), o en algun lugar
intermedio (-1 < Q< 1).

La significacidn estadistica de Ty Q se evaluara utilizando el modelo nulo
general propuesto por Bascompte et al. (2003). En este modelo, Ia
probabilidad de que cada celda esté ocupada es el promedio de las
probabilidades de ocupacion de su fila y columna. Biolégicamente, esto
significa que la probabilidad de generar una interaccion es proporcional al
nivel de generalizacion (grado) tanto del virus aislado como del genotipo de
la planta.
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En conjunto, estos andlisis nos permitirdn probar qué modelo de
interaccion virus-huésped explica mejor la evolucion de TuMV en A.
thaliana: MA o GFG, explicados anteriormente en la Introduccion.

58



RESULTADOS

59



60



RESULTADOS

1. Efectos del tamaiio de indculo sobre la tasa de evolucion del TEV

La carga viral y la infectividad, dos componentes esenciales de la eficacia
bioldgica, se midieron en los pases 0, 3, 5, 8, 11, 13 y 15 del experimento
de evolucion. Los datos de la serie temporal resultante se ajustaron a los
modelos ARIMA(1,0,0) mostrados en la ecuacién (7) de la seccién 6.2 de
Material y Métodos. En el apartado 2.1 de esta misma seccidn se explican
detalladamente los protocolos utilizados para realizar el experimento.

Como estamos interesados en explorar el efecto de N. sobre v, hemos
estimado un valor de vindependiente para cada uno de los cinco linajes
evolucionados en cada uno de los tres regimenes evolutivos. Estos datos
fueron ajustados al modelo ANOVA factorial indicado en la ecuacién (4) de
la seccion 6.1 de Material y Métodos.

1.1. El nimero de genomas por unidad infecciosa varia entre las
distintas especies huésped

La fig. 20 muestra la relacidon observada entre el nimero de genomas de
TEV (gRNA) y el nimero de unidades infecciosas (LFU). La relacion es lineal
en una escala log-log. Los datos se ajustaron al siguiente modelo lineal
mediante la técnica GLMM:

log((LFU)jw + 1) = u + aiH + B;R(H) + vilog(gsRNA) + 6;H-log(gRNA) +
0;kR(H)-log(gRNA) + g
(8)

donde, como antes, el factor H representa las tres especies de huéspedes
utilizadas en estos experimentos (quinoa, tabaco y pimiento), el factor R
representa las réplicas bioldgicas del experimento realizado para cada
huésped (es decir, R estd anidado dentro de H), y el log(gRNA) se incorpora
en el modelo como una covariable. El modelo también incluye las
interacciones entre la covariable y los dos factores. pny gji tienen el mismo
significado que en la ecuacién (4). La importancia de cada factor en el
modelo se evalué mediante pruebas de razén de verosimilitud.
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Fig. 20. Relacion entre genomas de TEV (gRNA) y unidades infecciosas (LFU). Cada color
representa una réplica distinta del experimento. Cada grafica corresponde al huésped
indicado.

Existen diferencias netas entre las tres especies de huéspedes (y? = 36.640,
2 g.l.,, P<0.001), lo que indica que, en promedio, se necesitan diferentes
numeros de gRNA TEV para iniciar una infeccién, siendo la quinoa el
huésped que requiere menos dosis y el pimiento el que requiere de mas
genomas para generar una LFU. Obviamente, la covariable tiene un efecto
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neto en el nimero de unidades infecciosas (x> = 163.013, 1 g.l., P < 0.001):
cuanto mds gRNA de TEV se inoculan, mds focos de infeccion se producen.
R no tuvo un efecto significativo en el nimero de unidades infecciosas por
si mismo ni en la interaccion con la covariable (en ambos casos, P > 0.084),
lo queindica la alta reproducibilidad de los resultados. Mas interesante aun,
la pendiente de las lineas de regresién varia entre las especies huéspedes
(término de interaccion significativo entre H y la covariable log(gRNA): x? =
10.650, 2 g.l., P = 0.005), lo que indica que aumentos equivalentes en la
dosis de gRNA no producen incrementos similares en la cantidad de
unidades infecciosas en cada huésped. En promedio, las pendientes son
mas acusadas para el pimiento, lo que sugiere que se deben inocular mas
gRNA para lograr la misma cantidad de unidades infecciosas, y menos
pronunciadas para el tabaco y la quinoa (no hay diferencias entre ellas:
prueba de Tukey, P > 0.05). De hecho, se deben inocular 30.4 gRNAs de TEV
mas en pimiento para generar un numero equivalente de LFUs que en
tabaco. Por lo tanto, a partir de estos resultados, concluimos que para que
los experimentos de evolucidn se realicen en condiciones equivalentes de
N en ambos huéspedes, es necesario inocular aproximadamente 30 veces
mas gRNA de TEV en pimiento que en tabaco.

La fig. 21 contiene los datos de la serie temporal para los dos componentes
de la eficacia Darwiniana que hemos evaluado, carga viral e infectividad.
Los datos para cada linaje evolutivo se ajustaron al modelo ARIMA(1,0,0)
gue se muestra en la ecuacién 7 para generar estimaciones independientes
de v. La fig. 21 muestra las estimaciones promedio de estas tasas de
evolucion para cada caracter fenotipico, huésped experimental y tamafio
del inéculo.

En el caso de la carga viral, los datos se muestran en la fig. 21A, y se
ajustaron al modelo ANOVA descrito en la ecuacién 4. Un efecto altamente
significativo se asocid con el factor H (F124 = 60.812, P < 0.001). En
promedio, las tasas de evolucién fueron mas altas en el nuevo huésped,
pimiento, que en el original, tabaco. Mas interesante aun, N, también tuvo
un efecto general significativo en las tasas de evolucidn (F;24 = 5.652, P =
0.010), con tasas de evolucidn mas lentas asociadas a tamaios de inéculo
mas pequefios (N/10) y aumentando en magnitud a medida que aumenta
el N.. No se ha encontrado una interaccién significativa entre Hy N (F;24 =
1.457, P =0.253), lo que sugiere que el efecto de N, sobre v fue similar para
ambos huéspedes experimentales.
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Fig. 21. Efecto de H (especie huésped) y N en la tasa de evolucién de (A) titulo viral y (B)
infectividad. Las barras de error representan £1 SD.

En cuanto al segundo caracter de eficacia, la infectividad, los datos que se
muestran en la fig. 21B también se ajustaron al modelo ANOVA que se
muestra en la ecuacion (4). H tuvo un efecto altamente significativo (Fy 24 =
297.719, P < 0.001), nuevamente con los linajes evolucionados en el nuevo
huésped pimiento caracterizado por tasas de evolucién mas rapidas que los
linajes evolucionados en el huésped natural tabaco. N. también tuvo un
efecto positivo global significativo sobre v (F,24 = 87.751, P < 0.001), con
tasas que aumentaron en magnitud con N.. En el caso de la infectividad, se
ha encontrado una interaccién H-N significativa (F,24 = 43.884, P < 0.001),
con incrementos en N. que tienen efectos mas grandes en el nuevo
huésped que en el natural.

La hipodtesis de la interferencia clonal discutida en la Introduccion predice
un efecto de rendimiento decreciente de la cantidad de variacidn genética

64



RESULTADOS

beneficiosa contenida en el inéculo (N en nuestra notacién) sobre la tasa
de evoluciéon v. Para comprobar esta hipdtesis, ajustamos un modelo lineal
y otro cuadratico a cada conjunto de datos en la fig. 21 como se hizo en
Miralles et al. (1999). El modelo lineal que representa la hipdtesis nula de
gue v es directamente proporcional a la disponibilidad de la variacién
beneficiosa segln lo descrito por la ecuaciéon 2 y el modelo cuadratico que
ilustra el efecto de los rendimientos decrecientes (una curvatura céncava
con N creciente). En el caso de la carga viral (fig. 21A), la hipdtesis nula no
podria rechazarse para ninguno de los dos huéspedes de acuerdo con una
prueba de la F parcial que compara la bondad de ajuste de ambos modelos
anidados (Fy12 = 0.450, P =0.515 para tabaco y F1 1, =0.245, P = 0.630 para
pimiento). Por el contrario, en el caso de infectividad (fig. 21B), la hipotesis
nula fue rechazada en ambos casos, ya que la bondad de ajuste mejord
significativamente al agregar un término cuadratico con coeficiente
negativo (F1,12 = 4.800, P = 0.049 para tabaco y F11, =9.719, P = 0.009 para
pimiento). Por lo tanto, a partir de estos resultados, concluimos que la tasa
de adaptacion depende tanto de la especie huésped, siendo mads rapida en
huéspedes nuevos, como del tamaiio del indculo. Sin embargo, el efecto
esperado de la interferencia clonal solo se pudo detectar para uno de los
caracteres de eficacia estudiados, la infectividad.

2. Seleccion de genotipos mutantes de A. thaliana para el
experimento de evolucion en huéspedes de susceptibilidad variable

Para la seleccion de genotipos que emplear en el posterior experimento de
evolucion, dispusimos de una coleccién que a priori representa diversos
tipos de seleccion (fuerte o débil), y que denominamos hipo o hiper-
susceptibles a la infeccién del TuMV, respectivamente (Tabla 1). Todos los
mutantes mostrados en la Tabla 1 estaban sobre el fondo genético de
referencia Col-0. En primer lugar, evaluamos la virulencia de TuMV en cada
uno de los mutantes como la reducciéon de peso comparada con el genotipo
silvestre. El resultado es que tres de los genotipos mostraban mas peso que
el genotipo silvestre (eds5-1, pad4-1 y coil-40). Los dos primeros
pertenecen a la ruta del SA y el segundo a la del JA y tienen mutaciones
puntuales. Todos los demas tienen menos peso que el genotipo silvestre y
las diferencias entre genotipos suponen un 93% de la varianza observada
total en virulencia (F2084 = 71.820, P < 0.001).

65



RESULTADOS

Segun se muestra en la fig. 22, los genotipos en los que TuMV muestra una
reduccion significativa de la virulencia relativa al silvestre, son sid2-1, jin1,
eds4-1, dcl4, hsp90.1, i4g2 y dbp2. En el mutante p58P tiene mayor
virulencia que en el genotipo silvestre y en el resto de genotipos, TuMV
muestra una virulencia estadisticamente indistinguible de la del genotipo
silvestre.
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Fig. 22. Virulencia por genotipos. Las barras representan el error estandar de la media.

A continuacidn, evaluamos la severidad de los sintomas de la infeccidon
empleando una escala semicuantitativa dividida en tres categorias (fig. 23):
1-2 si no se aprecian sintomas, 2-3 si son sintomas intermedios y 3-4 si se
observan sintomas severos con hojas total o parcialmente cloréticas.
Comparando estos valores con los sintomas que induce TuMV en el
genotipos silvestre de A. thaliana, los distintos genotipos se clasifican del
siguiente modo: (1) los genotipos jinl, hsp90-1y p58Pk muestran sintomas
mas severos que el silvestre, (2) los genotipos i4g2, etr1-1, ein2-1, eds8-1,
dcl4, dcl2 dcl4 y dbp2 son menos severos que en el genotipo silvestre y (3)
los sintomas inducidos por TuMV en el resto de genotipos no fueron
estadisticamente distinguibles de los presentados por plantas silvestres
infectadas. Las diferencias entre genotipos para esta variable suponen un
75.88% de la varianza total observada (F20,84 = 17.643, P < 0.001).
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Fig. 23. Severidad de sintomas por genotipo. Los asteriscos representan valores raros
(outliers).

En lo referente a los caracteres AUDPS e infectividad, dos variables que
correlacionan positivamente ya que la infectividad se estima a partir del
punto final de las curvas de aparicion de sintomas (r = 0.772, 21 g.l.,, P <
0.001), los resultados obtenidos fueron los siguientes. Para el AUDPS (fig.
26) solo hay tres genotipos de A. thaliana para los que el drea sea mayor
gue en plantas silvestres infectadas, estos son jin1, cpr5-2 y hsp90-1, lo que
indica que la enfermedad progresa mucho mas rdpido en estos que en
plantas silvestres. Notese que dos de estos tres genotipos, jinly hsp90-1,
también presentan mayor severidad de sintomas. En el resto de genotipos
la progresion de sintomas parece ser mas lenta que en plantas silvestres.
En el caso de la infectividad (fig. 24, obtuvimos un 100% de plantas
silvestres infectadas, un valor también observado para p58¥, i4g1, dcl2
dcl4d y npri-1. En todos los demas genotipos, la infectividad siempre fue
menor: 95% en hsp90.1, jinl y coil-40; del 90% en sid2-1, pad4-1, eds4-1y
dcl2. Baja hasta el 85% en i4g2 y dip2, y es del 80 % en cpr5-2, dcl4 y dbp2.
Los tres genotipos en los que TuMV muestra menor infectividad son ein2-1
(70%), eds8-1 (55%) y etr1-1 (40%).
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Fig. 24. Frecuencia de plantas infectadas por genotipo.

Por ultimo, también procedimos a estimar la carga viral en cada genotipo
mediante RT-gPCR. Hemos observado grandes diferencias entre genotipos
(78.99% de la varianza total para el caracter), pero también diferencias a
tener en cuenta entre plantas de un mismo genotipo (19.33% de la varianza
total observada). Tal y como muestra en la fig. 25 podemos considerar
diferencias estadisticamente significativas entre plantas silvestres y los
genotipos pad4-1, eds5-1, nprl-1, coil-40, etrl-1, ein2-1, eds4-1, eds8-1,
dcl2, dcl4, hsp90-1, i4gl e i4g2.

En la Tabla 13 del Material Suplementario se recogen los datos de carga
media de cada genotipo y su control, que se han tomado de las tres réplicas
por planta en la RT-qPCR. La Tabla también muestran los datos que
obtuvimos de plantas asintomaticas, sin embargo, estas plantas no se
tuvieron en cuenta para los analisis, ya que no pudimos usarlas para medir
otros rasgos fenotipicos debido a la ausencia de sintomas.
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Tabla 3. ANOVA del titulo viral en la coleccion de genotipos mutantes.

Tipo Il de suma de Media
Origen cuadrados g.l. cuadratica

Interseccion Hipotesis 2.625x1013 1 2.625x1013 859.142 <0.001
Error 2.568x1012 84.073 3.055x1010

genotipo Hipotesis 1.358x1013 20 6.793x101° 22.113 <0.001
Error 2.582x1012 84.046 3.072x1010

planta(genotipo) Hipotesis 2.604x1012 84 3.101x101° 34.988 <0.001
Error 1.816x1011 205 8.862x108

Hemos observado diferencias significativas entre genotipos (Tabla 3, P <
0.001; 20 g.l., 78.99% de la varianza observada) y diferencias entre plantas
de un mismo genotipo (P <0.001; 20 gl, 18.33% de la varianza). En la fig. 25
estan representados los valores del titulo viral para cada genotipo
estudiado. De hecho, una prueba post hoc de Bonferroni (P < 0.05) agrupa
los genotipos en los siguientes grupos disjuntos (entre paréntesis se indica
el valor medio y el rango de valores de carga viral en escala logaritmica):

Grupo 1: /492 < eds4-1 < eds8-1 < coil-40 < idgl < dcl2 < etrl-1 < dcl4
< npri-1(4.95; 4.68 —5.14),

Grupo 2: ein2-1 < eds5-1 (5.32),

Grupo 3: hsp90-1 (5.42),

Grupo 4: pad4-1 (5.48),

Grupo 5: sid2-1 < dcl2 dcl4d < cpr5-2 < dip2 (5.63; 5.59 — 5.67),

Grupo 6: p58°k (5.71),

Grupo 7: silvestre (5.75) y

Grupo 8:jin1 < dbp2 (5.83), el Unico que mostraria una carga viral superior
a la del genotipo silvestre.
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Fig. 25. Titulo viral promedio en cada genotipo problema. Las barras de error representan el
error estandar de la media.
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Para escoger los genotipos con los que realizaremos el experimento de
evolucion, debemos tener en cuenta todos los datos anteriores y elegir tres
grupos de genotipos para cada categoria de intensidad de seleccion: fuerte
(plantas  hiposusceptibles), débil (plantas hipersusceptibles) vy
estadisticamente indistinguibles del genotipo silvestre.

Ya hemos visto que la AUDPS y la infectividad estdn positivamente
correlacionadas. Ademas, la AUDPS también correlacionan positivamente
con la severidad de los sintomas (sintomas mas severos conforme avanza
la enfermedad), asi como ésta con la infectividad (a mayor infectividad,
sintomas mads severos en nuestro bioensayo). Por ultimo, aunque en menor
medida, la AUDPS también correlaciona con la carga viral (r=0.472,20g.1.,
P = 0.031). Todas estas correlaciones quedan reflejadas en la Tabla 4 y Ia
fig. 27.

Tabla 4. Correlaciones de las variables de estudio. La significatividad de cada prueba se indica a
continuacién.

Severidad

Virulencia sintomas Carga viral Infectividad

Virulencia 1.000 0.127 0.074 0.193 0.246
P =0,583 P=0.750 P =0.402 P=0.283

Severidad sintomas 1,000 0.329 0.772 0.668
P=0.145 P <0.001 P =0.001

Carga viral 1.000 0.425 0.212
P =0.055 P =0.356

AUDPS 1.000 0.638
P =0.002

Infectividad 1.000
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significativos estadisticamente.
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Con el fin de acumular mas informacidn sobre la dindmica de aparicion de
sintomas y la relacion entre los distintos caracteres medidos, realizamos un
experimento adicional con los genotipos dcl2 dcl4, hsp90.1, cpr5-2 y eds8-
1, representativos de los grupos que se han comentado anteriormente.

En los graficos de la fig. 28 se observa como en todos los genotipos el virus
aumenta su titulo viral a excepcién del doble mutante dc/2 dcl4, en el que
éste baja a partir de 12 dpi. Sucede lo mismo con la severidad de sintomas
(fig. 28B) mostrados en las plantas: en todas ellas se observa una severidad
mayor excepto en este mutante, donde disminuye a partir de 12 dpi. A
priori, esto sugiere que ambas variables correlacionan, lo que en efecto se
ha comprobado (Tabla 4) y asi se expresa en la fig. 28A.
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Fig. 28. Variacion temporal de los tres rasgos fenotipicos medidos entre 6 y 12 dpi para
genotipos representativos.

72



RESULTADOS

>
o o)

Infectividad

Severidad de sintomas
o
°
N

o
°

10¢ 108 104 108

Titulo viral Titulo viral

1,0 4 wr

B —o— cpr5-2

—8— edss-1

—@— hsp90-1
dcl2idcl4

Infectividad

00 05 10 15 20 25 30
Severidad de sintomas

Fig. 29. Relaciones entre los 3 caracteres medidos usando carga absoluta y relativa obtenida
durante el experimento.

Para la infectividad (fig. 28C) observamos que se alcanza el valor maximo
del 100% para todos los genotipos; sin embargo, esto no sucede en el
mismo momento. Para cpr5-2 sucede antes, a los 12 dpi; para hsp90.1 y
dcl2 dcl4 alos 13 dpi y eds8-1 vy las plantas silvestres no alcanzan este valor
hasta los 14 dpi.

En el grafico de carga viral frente a infectividad (fig. 29B), hemos observado
gue ambas correlacionan positivamente para hsp90.1 y eds8-1, es decir,
gue un aumento de la carga supone también aumento de la infectividad,
pero esto no sucede con cpr5-2 ni dcl2 dcl4, en las que se observa una
disminucion en el titulo viral. Es el mismo caso que el grafico de severidad
de sintomas frente a infectividad (fig. 29C), ya que la severidad de sintomas
y la carga viral correlacionan positiva y significativamente (Tabla 4).

Finalmente, hemos combinado todos los caracteres fenotipicos medidos
mediante un andlisis de clasificacién jerarquica. La fig. 30 muestra los
resultados de este andlisis. Existen varios grupos de genotipos con
respuestas similares a la infeccion con TuMV, asi empleando como criterio
minimo de similitud entre genotipos el valor de distancia 5, éstos quedan
clasificados en cinco grupos homogéneos (fig. 30). De cada uno de estos
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grupos, hemos elegido al menos un representante con el criterio adicional
de que las mutaciones afecten a distintas rutas de senalizacion y factores
de resistencia a la infeccidn, indicados en amarillo en la figura. Asi pues, los
genotipos seleccionados son cpr5-2, hsp90.1, dcl2 dcl4, npri-1, dbp-2, jini,
p58Pk eds8-1 e i4g2.
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Fig. 30. Analisis candnico discriminante con los grupos obtenidos, y en amarillo los genotipos
huéspedes escogidos de cada uno de ellos.

Estos genotipos tienen mutaciones que afectan a rutas de defensa del SA
(eds 8-1, cpr5-2 y npri-1), del JA (jin1), silenciamiento (dc/2 dcl4) o que
afectan a factores celulares que el virus debe secuestrar para completar su
ciclo de infeccion. Entre ellos, chaperonas celulares (hsp90.1), factores de
transcripcion (dbp2) o traduccion (i4g2) o el inhibidor negativo de la PKR
(p587%).

3. Evolucidon experimental de TuMV en genotipos de A. thaliana
variables en susceptibilidad a la infeccion

En este capitulo se presentan y analizan los resultados de la evolucién
experimental, que se centran en estudiar los rasgos fenotipicos y sus
cambios a lo largo de los pases y en el cdlculo y analisis de las tasas
evolutivas para infectividad y AUDPS. El capitulo concluye con la descripcidn
de las mutaciones fijadas en los linajes evolucionados.
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3.1. Infectividad, titulo viral, AUDPS y sintomas de los distintos
linajes.

Los datos de infectividad total al final de cada pase (12 dpi) para cada
genotipo y linaje también han sido tomados por separado para evaluar si
existen diferencias significativas para este rasgo fenotipico de las diferentes
poblaciones, tanto entre genotipos como entre linajes evolucionados en un
mismo genotipo (fig. 31).

En el experimento de evolucién, existen diferencias significativas entre
genotipos en el nimero de plantas infectadas (x> =292.069, 8 g.|., P<0.001)
y de los diferentes linajes o historias evolutivas dentro de cada genotipo (x?
=210.504, 36 g.I., P < 0.001). También hemos encontrado diferencias entre
pases en el GLM (x% = 366.297, 12 g.l., P < 0.001).

3.1.1. Resultados evolucion en npri-1

En la fig. 32 se muestran los datos de infectividad y carga viral para cada
pase de los linajes de TuMV evolucionadas en el genotipo npri-1. En este
genotipo, las poblaciones de los 5 linajes alcanzan el 100% de infectividad
en el pase 11, con ciertas fluctuaciones a lo largo del experimento. La
infectividad preliminar fue del 100% también y se alcanza en el pase 6 en
todos los linajes, descendiendo en la mayoria de ellos hasta volver a
recuperarla. En los pases 2 y 3 hay un descenso acusado en todos los linajes.
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Fig. 31. Infectividad de los linajes en cada genotipo mutante y pase de evolucion.
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Fig. 32. Carga, AUDPS e infectividad de los linajes en npr1-1 alo largo de los pases.

Para npri-1 he encontrado diferencias entre pases para la infectividad (y? =
197.829, 12 g.l., P<0.001)y AUDPS (x> =597.477,12 g.l., P<0.001). Para la
carga, en la que sélo se dispone de datos para 3 pases (0, 5y 12), hemos
encontrado diferencias significativas entre pases (x> = 117.516, 2 g.l.,, P =
0.001), pero no linajes. La carga aumenta durante el experimento de
evolucidn, siendo significativo el aumento absoluto entre el pase Oy el 12
(t=-5.633,4g.l.,, P=0.005), y también entre los pases 5y 12 (t =-7.257, 4
g.l., P=0.002).

3.1.2. Resultados evolucion en cpr5-2

En la fig. 33 se muestran los datos de infectividad para cada pase de los
linajes de TuMV evolucionados en cpr5-2. En este genotipo se perdié un
linaje a partir del pase 4, ya que como puede verse en los datos de
infectividad de pases anteriores, hay un descenso progresivo de esta que
lleva a la desaparicion de la infeccién y de los sintomas. A pesar de los
intentos de recuperarlo, lo mas probable es que los sucesivos cuellos de
botella entre el pase ancestral y los siguientes extinguiesen la poblacién de
este linaje, ya que no parece haber ninguna causa ambiental en el fitotrén
en esas fechas ni esto ha sucedido con el resto de linajes independientes.
En lo que se refiere al resto de linajes, practicamente todos recuperan la
infectividad del 80% caracteristica del virus ancestral a partir del pase 5,
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superando ese valor y llegando al 100% salvo en el caso del linaje 1, que
aun asi supera en un 10% la infectividad del virus ancestral.

LINAJE LINAJE
300.000,0

200.000,0

100.000,0 \
0,0 5 1

PASE

TITULO VIRAL

INFECTIVIDAD

PASE

Fig. 33. Carga AUDPS, e infectividad de los linajes en cpr5-2 a lo largo de los pases.

Para cpr5-2 hemos encontrado diferencias entre pases y diferencias entre
los 5 diferentes linajes para la infectividad (x> = 79.587, 12 g.l., P < 0.001; x?
=135.731, 4 g.l.,, P<0.001, respectivamente)y AUDPS (x> = 103.575, 12 g.1.,
P < 0.001; y*> = 109.743, 4 g.l., P < 0.001). Para la carga, ninguno de los dos
factores es estadisticamente significativo. Tampoco son significativos el
aumento y la disminucidn entre pases ni la variacion absoluta a lo largo de
todo este experimento.

3.1.3. Resultados evolucidn en jin1

En la fig. 34 se muestran los datos de infectividad para cada pase de los
linajes de TuMV evolucionados en el genotipo jinl. Este es el genotipo en
el que se ha observado una infectividad mds constante a lo largo de los 12
pases, comenzando con un valor del 95% y alcanzando el 100% en todos los
casos a partir del pase 4. A este genotipo ni siquiera la afectaron los
problemas técnicos en el fitotrén, sucedidos entre los pases 7 y 9.
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Fig. 34. Carga, AUDPS, e infectividad de los linajes jin1 a lo largo de los pases.

Para el mutante jin1 he encontrado diferencias entre pases para la
infectividad (x? = 59.359, 12 g.l., P < 0.001), AUDPS (x? = 349.691, 12 g.I., P
< 0.001) vy titulo viral (x> = 61.472, 2 g.l., P < 0.001). La carga aumenta
durante el experimento de evolucidn, siendo significativo el aumento
absoluto entre los pases 0y el 12 (t =-7.257; 4 g.l.,, P = 0.002), y también
entre los pases 5y 12 (t =-3.515; 4 g.I.; P=0.025).

3.1.4. Resultados evolucion en eds8-1

En la fig. 35 se muestran los datos de infectividad para cada pase de los
linajes de TuMV evolucionados en el genotipo eds8-1. La infectividad del
TuMV ancestral en este genotipo fue la mas baja observada, entorno al
50%; sin embargo, y a pesar de los problemas técnicos en el fitotron (que
en este caso quedan reflejados en los datos del pase 8), los linajes del virus
superaron valor ancestral, salvo alguna pequeia fluctuacidn, a partir del
pase 9, estabilizandose dichos porcentajes.
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Fig. 35. Carga, AUDPS e infectividad de los linajes en eds8-1 a lo largo de los pases.

Para el mutante eds8-1 hemos encontrado diferencias entre pases y
también entre los diferentes linajes para la infectividad (x> = 386.376, 12
g.l., P<0.001; x2 = 18.149, 4 g.l., P = 0.001), AUDPS (x®= 726.994, 12 g.., P
< 0.001; x*> = 14.465, 4 g.l.,, P = 0.006) y titulo viral (x*>= 62.999, 2 g.l., P <
0.001; x>= 19.327, 4 g.I., P = 0.001). Ninguna variacion de la carga entre
pases es estadisticamente significativa. Tampoco la variacion total.

3.1.5. Resultados evolucion en el doble mutante dc/2 dcl4

En la fig. 36 se muestran los datos de infectividad para cada pase de los
linajes de TuMV inoculados en el doble mutante dc/2 dcl4. La infectividad
del virus ancestral en este genotipo fue del 100%; a lo largo del experimento
la infectividad fluctud en diversos pases, algo que achacamos en el caso del
pase 8 a los fallos técnicos del fitotron y en el resto, posiblemente, a las
caracteristicas genéticas de las poblaciones durante los cuellos de botella
sucesivos. Al final del experimento se recuperé por completo la infectividad
del 100%.
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Fig. 36. Carga AUDPS, e infectividad de los linajes en dcl2 dcl4 a lo largo de los pases.

En el mutante dc/2 dcl4 he encontrado diferencias entre pases para la
infectividad (x2=40.907, 12 g.I., P < 0.001), AUDPS (x*= 198.212, 12 g.l., P <
0.001). Ninguno de los dos factores es estadisticamente significativo en lo
que concierne al titulo viral. Las variaciones parciales y total de la carga no
son estadisticamente significativas en este genotipo.

3.1.6. Resultados evolucion en hsp90.1

En la fig. 37 se muestran los datos de infectividad para cada pase de los
linajes de TuMV evolucionadas en hsp90.1. La infectividad del virus
ancestral en este genotipo de A. thaliana fue del 100%, un valor que a lo
largo del experimento fluctué en diversos pases, algo que achacamos en el
caso del pase 8 a los fallos técnicos del fitotron y en el resto, posiblemente,
a las caracteristicas genéticas de las poblaciones durante los cuellos de
botella sucesivos. Al final del experimento se recuperd por completo la
infectividad ancestral.
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Fig. 37. Carga, AUDPS, e infectividad de los linajes en hsp90.1 a lo largo de los pases.

En el mutante hsp90.1 hemos encontrado diferencias entre pases para la
infectividad (x?>= 29.081, 12 g.l., P = 0.004) y diferencias en el AUDPS tanto
entre diferentes pases como entre los distintos linajes (x>=237.382, 12 g..,
P < 0.001; x> = 10.037, 4 g.l., P = 0.040). Los dos factores son
estadisticamente significativos también en lo que concierne al titulo viral
(x*=86.782,2g.l.,P<0.001; x>*=11.604, 4 g.l.,, P=0.021). La carga aumenta
durante el experimento de evolucidn, siendo significativo el aumento
absoluto entre los pases 0y el 12 (t = -5.809, 4 g.l., P = 0.004), y también
entre los pases 5y 12 (t =-6.004, 4 g.I., P =0.004).

3.1.7. Resultados evolucion en i4dg2

En la fig. 38 se muestran los datos de infectividad para cada linaje y pase de
las poblaciones de virus inoculadas en el genotipo i4g2. El porcentaje de
infeccidon preliminar fue del 85% de las plantas para las cinco poblaciones
de virus, siendo en el primer pase entre el 40% y el 70% y no llegando a
alcanzar porcentajes mas elevados que el preliminar hasta el fin de
experimento. Hay que tener en cuenta que este es el genotipo mas
resistente, por lo que los cuellos de botella son se esperan mas fuertes que
en el resto de genotipos, ya que el ambiente es mas restrictivo para el virus.
Hay dos pases, el pase 2y el pase 9, en los que este efecto parece bastante
critico, aunque es muy probable que en el caso del pase 9 esto se haya
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debido mds al efecto ambiental causado por los fallos en el fitotron,
independientemente de que el cuello de botella haya influido en el
resultado.
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Fig. 38. Carga AUDPS, e infectividad de los linajes en i4g2 a lo largo de los pases.

En el mutante i4g2 hemos encontrado diferencias entre pases para la
infectividad (x>=303.209, 12 g.I., P < 0.001) y diferencias en el AUDPS tanto
entre diferentes pases como entre los cinco distintos linajes (x*>= 682.508,
12 g.l.,, P < 0.001; x*> = 15.285, 4 g.l.,, P = 0.004). Ademas, el factor pase
también es estadisticamente significativo para la carga (x*= 18.067,2g.l., P
< 0.001). La carga aumenta para este genotipo durante el experimento de
evolucion, siendo significativo el aumento absoluto entre los pasesOy el 12
(t =-4.531, 4 g.l., P = 0.011). No hay cambios significativos entre pases
intermedios.

3.1.8. Resultados evolucion en dbp2

En la fig. 39 se muestran los datos de infectividad para cada pase de los
linajes de TuMV evolucionados en el genotipo dbp2. El porcentaje de
infeccidn del virus ancestral en este genotipo fue del 80%, y salvo en el caso
del linaje 5, que parece sufrir mas cambios en este cardcter fenotipico a lo
largo del experimento, en todos los linajes la infectividad se mantiene igual
o superado a partir del pase 5. No obstante, en el linaje 5 también se alcanza
el 100% de infeccién al final del experimento a pesar de los cambios
mencionados.
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Fig. 39. Carga AUDPS, e infectividad de los linajes en dbp2 a lo largo de los pases.

En el mutante dbp2 hemos encontrado diferencias entre pases para la
infectividad (x>=123.173, 12 g.l., P<0.001) y diferencias en el AUDPS tanto
entre diferentes pases como entre los cinco distintos linajes (x>= 512.563,
12 g.l.,, P <0.001; x*=12.615, 4 g.I., P = 0.013). En este caso, el factor en el
que las diferencias entre los cinco linajes son estadisticamente significativas
para la carga es el linaje (x>= 18.851, 4 g.l.,, P = 0.001). No hay cambios
estadisticamente significativos parciales o absolutos en el titulo viral para
este mutante.

3.1.9. Resultados evolucién en p58¥k

En la fig. 40 se muestran los datos de infectividad para cada pase de los
linajes de TuMV evolucionados en el genotipo mutante p58°7. Todos los
linajes parecen estabilizarse a partir del pase 4, recuperando la infectividad
caracteristica del virus ancestral en este genotipo (100%), sin embargo, el
cambio brusco ambiental a causa de los problemas en verano con los fallos
del fitotrén, generd problemas en las poblaciones de virus, especialmente
en el linaje 4, donde la infectividad llegd a descender a solo el 50%. Al final
del experimento la infectividad de este linaje fue del 70%, y la del resto del
100%.
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Fig. 40. Carga AUDPS, e infectividad de los linajes en p58°* a lo largo de los pases.

En este genotipo mutante hemos encontrado diferencias entre pases para
la infectividad (x*> = 209.504, 12 g.l., P < 0.001) y diferencias en el AUDPS
tanto entre diferentes pases como entre los cinco distintos linajes (x?
=434.995, 12 g.l., P < 0.001; x¥2= 12.067, 4 g.l., P = 0.017). En este caso, el
factor en el que las diferencias entre los cinco linajes son estadisticamente
significativas para la carga es el pase (x>=11.423, 2 g.l., P =0.003). La carga
disminuye durante el experimento de evolucidn, siendo significativa esta
disminucion entre los pases 5y el 12 (t =3.321; 4 g.l.; P =0.029).

3.2. Sintesis de los datos de infectividad y AUDPS

La tendencia es en todos los casos al alza, aunque en algunos casos es mas
estable o se estabiliza a partir de cierto pase (jin1y cpr5-2). En los genotipos
mas resistentes a la infeccidn del virus se aprecia una caida considerable de
este rasgo fenotipico en los primeros pases del experimento (i4g2, eds8-1,
p58Pk hsp90.1 vy cpr5-2) llegando incluso a infectividad nula en ciertos casos
y a la extincidn del linaje 2 en el caso de cpr5-2.

Todos los linajes excepto cpr5-2 y jinl tienen una caida que es mas o menos

acusada, dependiendo del linaje y genotipo del huésped en el que
realizamos el experimento, de la infectividad entorno al pase 8. Como
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explicaba, achacamos esta caida al problema ambiental generado por los
fallos en el fitotrdn en verano en las fechas en que, o bien habia plantas ya
inoculadas, o bien plantas que se iban a inocular del pase siguiente.

Existen por tanto diferencias significativas entre genotipos (y?> = 129.337, 8
g.l.,, P<0.001)y también entre linajes evolucionados en un mismo genotipo
(x> =15.541, 8 g.l., P=0.004) en sus dindmicas evolutivas para este caracter.

Otro dato interesante que hemos comprobado también es la relacidon entre
infectividades ancestrales y evolucionadas (fig. 41), ya que de ser
significativa la regresion, las diferencias en este rasgo estarian conservadas
tras la evolucidon entre genotipos; sin embargo en este caso el ajuste del
modelo no es significativo, lo que indica que tras la evolucién no hay
diferencias significativas en la infectividad debido a la adaptacién a los
respectivos huéspedes diferentes (t =-1,093,44 g.l., P=0.281).

INFECTIVIDAD EVOLUCIONADA
)

4

2

0 6 7 8 9 1,0
INFECTIVIDAD ANCESTRAL

Fig. 41. Regresion de las infectividades ancestral y evolucionada para los linajes de TuMV.

El problema ambiental del que hablaba para el caracter de infectividad no
parece reflejarse tanto en AUDPS, o al menos no de forma tan acusada, y
en ningun caso aparece en los genotipos cpr5-2 y jinl, como tampoco
aparecia en la infectividad.

La AUDPS aumenta con el tiempo de forma consistente en todos los
genotipos y linajes (y? = 60.115, 1 g.l., P < 0.001). Existen diferencias
significativas en las dindmicas evolutivas entre genotipos (x? = 164.206, 8
g.l.,, P<0.001) y también entre linajes independientes evolucionados en un
mismo genotipo (y?>=57.888, 36 g.l.,, P=0.012).
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Fig. 42. Regresion del AUDPS evolucionada y ancestral de los linajes de TuMV.

Como se observa en la fig. 42, las diferencias ancestrales para las AUDPS
han sido eliminadas en el proceso evolutivo (Travisano et al., 1995) y por
tanto las poblaciones evolucionadas son igualmente virulentas entre si
(95% Cl de la pendiente [-0.085, 0.440]), por lo que estas diferencias,
existentes en las poblaciones ancestrales, han desaparecido debido a la
adaptacion de los linajes a sus huéspedes de evolucién (pendiente = 0.178
+0.130 # 1.0 (ts3 = -6,321, P < 0.001).

3.3. Estimacidn de las tasas de evolucidn para infectividad y AUDPS
Las tasas de evolucidon para AUDPS e infectividad las he calculado utilizando
el modelo ARIMA(1,0,0) mencionado en apartado 6.4 de Material y
Métodos.
Y a continuacién en la Tabla 5 y la fig. 43 se muestran los valores de m (la

tasa de evolucidn fenotipica), para cada uno de los dos rasgos fenotipicos
evaluados como variable respuesta dependiente:
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Tabla 5. Tasas de evolucidn, m, para infectividad (/) y AUDPS para cada linaje en su genotipo

RESULTADOS

huésped. Los errores corresponden con £1 error estandar de la media.

52 m) m (AUDPS)

L1
L2
L3
L4
L5
dbp2
L1
L2
L3
L4
L5
dcl2 dcl4
L1
L2
L3
L4
L5
eds8-1
L1
L2
L3
L4
L5
hsp90.1
L1
L2
L3
L4
L5

L1
L2
L3
L4
L5
jinl
L1
L2
L3

0.046 + 0.020
-0.053 £0.019
0.041 +£0.024
0.045 +0.014
0.054 +0.024
m (/)
0.018 £ 0.070
0.013 £ 0.009
0.033 £0.010
0.027 £ 0.017
0.006 + 0.009
m (/)
-0.005 £ 0.010
-0.010 £ 0.009
0.005 + 0.008
0,005 + 0.011
-0.011 £ 0.014
m (/)
0.056 + 0.024
0.045 + 0.015
0.036 £ 0.018
0.024 £ 0.013
0.043 £ 0.016
m (/)
0.013 +0.013
0.008 + 0.008
0.001 + 0.006
0.001 + 0.002
0.031+0.013
m (/)
0.030+0.028
0.037 £ 0.028
0.029 £ 0.029
0.025 + 0.030
0.006 + 0.031
m (/)
0.009 + 0.066
0.005 + 0.002
0.001 + 0.001
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0.411+0.116
-0.228 + 0.071
0.351+0.181
0.338 £0.145
0.470 £ 0.137
m (AUDPS)
0.355 +0.122
0.321+0.122
0.410 £ 0.138
0.373 £0.162
0.252 £0.114
m (AUDPS)
0.306 +0.130
0.368 £ 0.112
0.368 + 0.086
0,302 +0.144
0.248 +£0.149
m (AUDPS)
0.331 £ 0.085
0.262 £ 0.072
0.322 +0.085
0.253 +0.081
0.301+ 0.049
m (AUDPS)
0.304 +0.129
0.230 + 0.093
0.194 + 0.095
0.233 £ 0.083
0.290 +0.170
m (AUDPS)
0.437 £0.176
0.431+0.141
0.468 +£0.218
0.429 +0.227
0.380 +0.246
m (AUDPS)
0.242 £ 0.075
0.203 +0.024
0.172 £ 0.023




L4
L5
nprl-1
L1
L2
L3
L4
L5
p 58irk
L1
L2
L3
L4
L5

0.004 + 0.002
0.003 + 0.001
m (/)
0.012 £ 0.015
0.021 +0.014
0.011 £0.018
0.008 + 0.017
0.013+0.014
m (/)
0.001 +0.011
0.004 +0.012
0.019 +£0.016
-0.120 £ 0.014
0.014 +0.019

RESULTADOS

0.234 £ 0.028
0.227 £ 0.020
m (AUDPS)
0.337 £ 0.096
0.399 +0.105
0.401 + 0.098
0.388 £ 0.152
0.372 £0.109
m (AUDPS)
0.335+0.128
0.253 £0.113
0.349 £0.117
0.146 +0.119
0.328 £0.125

Estas tasas de evolucién para infectividad y AUDPS no son independientes,
ya gque correlacionan positivamente (r=0.620, 45 g.l., P < 0.001) tal y como
se muestra en la fig. 43. Esto se debe a que la infectividad se evalua a partir
del punto final de la curva de sintomas.

,1000
,0500
,0000

-,0500

TASA EVOLUTIVA INFECTIVIDAD

-,1500
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,0000 ,2000 ,4000
TASA EVOLUTIVA AUDPS

Fig. 43. Correlacion entre las tasas de evolucién para infectividad y AUDPS. TE en las etiquetas

de los ejes refiere a tasa de evolucidn.

Para las AUDPS, encontramos que existen diferencias significativas en las
tasas de evolucion de los linajes virales (Welch Fg15 = 16.061, P < 0.001) y
gue dichas tasas disminuyen con la susceptibilidad a la infeccion (fig. 44A:
pendiente = -0.020 £0.006 # 0.0; t43 = 3.292, P = 0.001): es decir, a mayor
susceptibilidad de la planta huésped, menor es la tasa de evolucidon del
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virus, por ejemplo, los linajes evolucionados en jinl se adaptan mas
lentamente que los evolucionados en i4g2, ya que el primero es el huésped
mds permisivo (hipersusceptible) y el segundo el mds restrictivo
(hiposusceptible).
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Fig. 44. Tasas de evolucion de los diferentes linajes para AUDPS (A) e infectividad (B).

En el caso de las tasas de evolucidn estimadas para la infectividad (fig. 44B),
también existen diferencias significativas entre genotipos (Welch Fg15 =
6.71, P=0.001) y ademas existe, como ya hemos comentado para la AUDPS,
las tasas de adaptacion son menores conforme mas permisivo es el
genotipo del huésped (pendiente = -0.006 +0.001 # 0, P < 0.001).

Por otro lado, hemos realizado comparaciones entre grupos teniendo en
cuenta la ruta de defensa a la que afectan los genotipos mutantes, (SA, JA
o RNAI) o si se trata de factores de traduccion, transcripcion u otras
proteinas, como las chaperonas, requeridas por el virus para completar su
ciclo de infeccidn. El resultado de estas comparaciones se resume en la fig.
45,

90



RESULTADOS

RUTA SA RUTA JA
— 034
0,50
Y 9 022 =
8 s a
?t ' 3 030 -
< <
S o4 S o
5 5
§ 035 § 026 .
o 030 = @ o
3 3
S 025 s 0,22
020 020 -
wT sat wT Il
P=0.025 P =0.004
RUTA siRNA MAQUINARIA TRADUCCION
0018 045
Q I
g oot T »
= a
2 o0u4 o 040
G 2
& o012 P
035
5 0,010 E
2 0008 2
E O 030- .
= 0,006 >
g w
o 0004 g 025
5 0,002 T g
= 0000 1 020
wT SIRNA 4 wT idg2

P =0.025 P =0.001

Fig. 45. Comparacion de tasas de evolucion entre genotipos mutantes de las rutas del SA, JA,
silenciamiento y la maquinaria de traduccién (prueba de Kruskall Wallis).

Las poblaciones de TuMV se adaptan mas rapido a los huéspedes que
imponen régimenes selectivos mas restrictivos (fig. 45), ya que como
podemos ver, existen diferencias significativas en al menos alguno de los
caracteres de eficacia que he evaluado (AUDPS o infectividad, pero no para
ambos). En el caso de los virus evolucionados en mutantes de la ruta del SA,
la tasa de evolucidon de la AUDPS es la que muestra diferencias significativas.
Tanto npr1-1 como cpr5-2 son genotipos hiposusceptibles a la infeccidon del
virus, por lo que es légico esperar que los linajes virales aumenten su tasa
de evolucién con respecto al huésped natural para poder adaptarse. Sucede
lo mismo con el mutante para la maquinaria traduccional i4g2. Las
poblaciones de virus en este genotipo son las que evolucionan con mayor
rapidez para las AUDPS en comparacion con el genotipo silvestre de la
planta.

En el otro extremo tenemos las poblaciones evolucionadas en jin1, cuya
tasa de evolucién para las AUDPS es significativamente menor que la del
control, sugiriendo que, al tratarse de un caso de seleccion débil, las
poblaciones del virus no precisan mejorar este caracter fenotipico con
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respecto al expresado en el genotipo silvestre de la planta porque el
huésped es hipersusceptible o permisivo a la infeccion. En esta misma
categoria, cabe destacar el doble mutante de la ruta del silenciamiento dc/2
dcl4, que también catalogamos como hipersusceptible o menos restrictivo
gue las plantas silvestres. En este caso la tasa evolutiva para la infectividad
es significativamente menor que la observada para plantas silvestres, lo que
confirma nuestra suposicion de que se trataba también de un huésped
menos restrictivo. Sin embargo, las poblaciones que poseen menores tasas
gue el genotipo silvestre, las tienen en rasgos fenotipicos diferentes, en un
caso son las AUDPS (poblaciones evolucionadas en jin1) y en el otro la
infectividad (poblaciones evolucionadas en dc/2 dcl4), algo que podria estar
relacionado con el mecanismo celular subyacente que regula cada ruta y
gue en el mutante, lo diferencia del control. Esto no sucede en el caso de
las poblaciones cuya tasa es mayor que la del genotipo silvestre, donde son
las AUDPS el rasgo que mejora en ambos casos (poblaciones evolucionadas
en cpr5-2 e i4g2), lo que podria tener que ver con que, efectivamente, la
ruta del SA estd necesariamente relacionada con la expresion de genes de
respuesta a la infeccién viral (genes PR).

3.4. Evolucion de la carga viral en todos los genotipos mutantes de A.
thaliana

Sélo evaluamos la carga en tres de los pases de evolucidn en cada genotipo
del huésped: para el virus ancestral, en un pase intermedio (5) y en el Ultimo
pase (12). Con la carga no ha sido posible estimar la tasa de evolucién
mediante el modelo ARIMA(1,0,0) por tener mas parametros que estimar
gue datos. Aun asi, se pueden observar diferencias en los graficos en cada
genotipo (figs. 32-40), de manera que hay algunos de ellos en los que la
carga comienza aumentando en el pase 5 pero luego disminuye. Es el caso
de los linajes evolucionados en i4g2, dbp2, p58°P¢ y cpr5-2, todos ellos
genotipos hiposusceptibles salvo el caso de dbp2, que es hipersusceptible.

Por otro lado, estarian los linajes evolucionando en un ambiente como el
genotipo eds8-1, donde la carga desciende en el pase 5y luego aumenta en
el Ultimo pase. Es el Unico ejemplo de este caso. Esto podria deberse al
caracter generalista de la adaptacién en la poblacidon viral que ha
evolucionado en este ambiente, que es restrictivo y debido a ello en la
primera fase del experimento, la carga disminuye, pero la adaptacion
permite que, en la segunda fase, ésta vuelva a aumentar.
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Para los linajes evolucionando en jin1, npri-1, dcl2 dcl4 y hsp90.1 la carga
aumenta durante todo el experimento, y todos los ambientes son
hipersusceptibles salvo hsp90.1, que es mas restrictivo en términos
evolutivos ya que en teoria hsp90.1 es un fondo en el que un recurso que
el virus debe secuestrar para multiplicarse, no esta disponible (Verchot,
2012).

Existen ademas efectos significativos entre genotipos (x? = 57,670, 8 g.l., P
= 0.000) para este rasgo y también entre los distintos linajes en sus
dindmicas evolutivas (¥?=91,321, 36 g.I., P = 0.000). Sin embargo, el efecto
mds acusado del modelo para este rasgo fenotipico es el del pase de
evolucién si comparamos entre genotipos (y? = 240,420, 18 g.I., P = 0.000).

3.5. Descripcion de los cambios genotipicos en las secuencias
consenso de cada linaje evolucionado

Las poblaciones de virus evolucionados a pase 12 contienen un total de 73
mutaciones fijadas, de las cuales 49 son no sinénimas. Eso supone que un
67.12% de las mutaciones en las poblaciones de virus de nuestro
experimento son no sindnimas. En lo que se refiere a las sindnimas, no
necesariamente tienen por qué ser neutrales (Tabla 55 de Material
Suplementario).

Todos los linajes tienen al menos una mutacidn no sindnima en VPg por lo
gue esto parece serimportante en términos generales para la supervivencia
del virus independientemente del fondo genético de la planta. Quiza la
pérdida del linaje 2 en cpr5-2 se debiese a que la poblacion de este virus no
pudo fijar ninguna mutacidon en VPg también a consecuencia de los cuellos
de botella sucesivos y por tanto de la deriva genética.

En la Tabla 6 se describen nUumero y combinaciéon de mutaciones en el
mismo gen o genes diferentes para cada linaje evolucionado. Ademas,
también indico en qué ambiente celular evolucionaron cada uno de ellos
durante los 12 pases de evolucién efectuados.
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Tabla 6. NUmero, combinacion de mutaciones no sinébnimas y ambiente evolutivo de los
linajes.

N° COMBINACION
POBLACION MUTACIONES MUTACIONES AMBIENTE

cpr5 L1 ‘ ‘ VPg ‘ hiposusceptible
\ cpr5 L3 \ 1 \ VPg \
\ cpr5 L4 \ 4 | c@2)-vegcp |
\ cpr5 L5 \ 5 | P3(2)-CI(2)-vPg |
‘ dbp2 L1 ‘ 2 ‘ VPg(2) ‘ hipersusceptible
\ dbp2 L2 \ 3 | HCPro-vPg-CP | “
\ dbp2 L3 \ 3 | P3-VPg-NIb |
\ dbp2 L4 \ 3 | HCPro (2)-vPg |
\ dbp2 L5 \ 1 \ VPg \
‘ dcl2 dcl4 L1 ‘ 3 ‘ P1-CI-VPg ‘ hipersuceptible
\ dcl2 dcl4 12 \ 1 \ VPg \
\ dcl2 dcl4 13 \ 3 | VPg-NIaPro (2) |
\ dcl2 dcl4 L4 \ 1 \ VPg \
\ dcl2 dcl4 L5 \ 2 | cl-vpg \
‘ eds8-111 ‘ 1 ‘ VPg ‘ hiposusceptible
\ eds8-1 12 \ 1 \ VPg \
\ eds8-113 \ 2 | P1-vpg \
\ eds8-1 L4 \ 3 | vpg(3) \
\ eds8-1 L5 \ 1 \ VPg \
‘ hsp90.1 L1 ‘ 2 ‘ VPg-CP ‘ hiposusceptible
\ hsp90.1 L2 \ 1 \ VPg \
\ hsp90.1 L3 \ 1 \ VPg \
\ hsp90.1 L4 \ 2 | P1-vpg \
\ hsp90.1 L5 \ 1 \ VPg \
‘ i4g2 L1 ‘ 2 ‘ Cl-VPg ‘ hiposusceptible
\ i4g2 L2 \ 2 | vpg-cp \
\ i4g2 L3 \ 2 | cl-vpg \
\ i4g2 L4 \ 2 | HCPro-vPg |
\ i4g2 L5 \ 1 \ VPg \
‘ jin1 L1 ‘ 2 ‘ Cl-VPg ‘ hipersusceptible
\ jinl L2 \ 2 | cl-vpg \ “
\ jin1 L3 \ 2 | vpg-cp \
\ jinl L4 \ 2 | vpg-cp \
\ jin1 L5 \ 2 | vpg-cp \
‘ nprl-1L1 ‘ 2 ‘ Cl-VPg ‘ hiposusceptible
\ npri-1L2 \ 1 \ VPg \
\ npri-113 \ 3 | picl-veg |
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\ npri-1L4 \ 2 | vpg-cP \ “
\ npri-1L5 \ 3 | vPg-NIb(2) | “
‘ P58°PkL1 ‘ 2 ‘ P1-VPg | hiposusceptible
\ P58k L2 \ 1 \ VPg \ “
\ P58°k L3 \ 1 \ VPg \ “
\ P58°Pk L4 \ 1 \ VPg \ “
\ P58°kL5 \ 1 \ VPg \ “

Analizando estas mutaciones de forma mas especifica, gen por gen,
encontramos que hay genes, como VPg o CP donde todas o la mayoria de
las mutaciones fijadas son no sindnimas y otros como 6K1 y 6K2 en los que
solo hay una mutacién sindnima (dos y una, respectivamente). En nuestro
experimento, parece que mutaciones en este gen no parecen ser
importantes en términos evolutivos en ninguno de los genotipos de la
planta.

En el resto de genes el porcentaje de mutaciones no sindnimas oscila entre
42.85% y el 68.42%. En primer lugar, estd P1, que tiene una mayoria de
mutaciones no sindnimas en diversos linajes.

En lo que concierne a las mutaciones fijadas en el supresor del
silenciamiento HC-Pro, la mitad son no sindnimas y en virus evolucionados,
tres de ellas en dbp2 (dos de estas en el mismo linaje) y una en i4g2.

El resultado de P3 es interesante, ya que de las tres mutaciones no
sindnimas que se han fijado, dos lo ha hecho en el linaje 5 evolucionado en
el mutante cpr5-2 y una en el linaje 3 de dbp2.

En el gen CI que codifica para la helicasa del virus, se fijan 13 cambios no
sindnimos y seis sindnimos. Hay dos mutaciones no sindnimas compartidas
y en diferentes lugares del gen en los linajes 4 y 5 evolucionados en cpr5-2,
gue expresan la ruta del SA constitutivamente. Mutar en este gen, siempre
teniendo en cuenta el resto de mutaciones que han fijado estas poblaciones
a lo largo del experimento, parece ser importante para adaptarse a un
fondo genético de esas caracteristicas o similar. El resto de mutaciones no
sindnimas fijadas se corresponden con dos linajes evolucionados en el
genotipo dcl2 dcl4 (linajes 1y 5), dos linajes evolucionados en npri1-1 (el 1
y el 3), dos evolucionados enjin1 (1y 2) y dos de los evolucionados en i4g2
(1y 3). Cabe destacar que tanto npr1-1 como dcl2 dcl4 y también jin1, son
mutantes o que afectan directamente a la ruta del SA o que de forma no
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tan directa se ha encontrado en la literatura cientifica que pueden afectar
a ésta (Baebler, 2014; Jung Kung, 2014; Shigenaga, 2016).

En VPg el 100% de las mutaciones son no sindnimas y como decia, no hay
ningun linaje en el que no haya al menos una, lo que sugiere que VPg puede
ser una diana importante de seleccidon en nuestro experimento. Conviene
destacar otro aspecto interesante que hemos observado, que es presencia
de mutaciones compartidas, algunas de ellas por una cantidad considerable
de linajes, sean o no necesariamente, evolucionados en el mismo genotipo
huésped. De hecho, para este gen, parece algo comun que las mutaciones
sean compartidas (de las 13, 10 lo son). Las mutaciones Unicas se han fijado
en dos linajes de eds8-1 (2 y 4) y en uno de npri-1 (el 4).

Como explicaba, es muy comun que las mutaciones sean compartidas. La
mutaciéon C6219T la comparten eds8-1 L5, hsp90.1 L1. G6237A es
compartida por nueve linajes, de los cuales dos son evolucionados en dbp2,
dos en i4g2 y dos en dcl2 dcl4. La siguiente es A6238G y hay tres linajes de
cpr5-2 que la comparten (todos excepto el 1) y dos de npr1-1(1y5), ademas
del linaje 2 de hsp90.1. Las dos siguientes mutaciones se fijaron en la misma
posicién, sdlo que la primera, A6243C, es compartida por los linajes 3 de
i4g2 L3 y eds8-1 y la siguiente, A6243G es compartida por los linajes 1 de
dbp2, 5 de dcl2 dcl4 y 1 de p58P. En el primer caso el cambio nucleotidico
esde una A porunaCy en el segundo, por una Gy ambos son no sindnimos,
como sucede con todas las mutaciones fijadas en VPg, pero el cambio de
aminoacido no es el mismo, ya que en el primer caso se trataria de Asn por
His, y en el segundo de Asn por Glu. Como sucede en la tercera mutacion
de este gen, en la siguiente, que es A6244G, hay tres linajes de dbp2 (2, 3y
4) que la comparten, y uno de jin1 (el 3). La siguiente mutaciéon compartida
sucede en la posicion A6247G en tres linajes evolucionados en genotipos
distintos fijada en los linajes 1 de eds8-1, 5 de hsp90.1y 2 de p58P. Las tres
ultimas mutaciones en este gen son TA6252C, G6253A y A6261G; siendo la
primera de ellas compartida por dos linajes de i4g2 (1 y 4), linaje 1 de dcl2
dcl4 y 3 de p58Pk la segunda por todos los linajes de jinl salvo el 3y la
tercera por dos de hsp90.1 (3 y 4), linaje 1 de cpr5-2, 3 de npri-1, 4 de eds8-
1y 5 de p58Pk,

NlaPro tiene dos mutaciones fijadas no sindnimas Unicamente por el mismo
linaje evolucionado en dcl2 dcl4, el 3.
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NIb tiene tres cambios fijados no sindnimos, dos de ellos diferentes, pero
en el mismo linaje de npri-1, el 5, y otro en el linaje 3 evolucionado dbp2.

En el gen CP encontramos seis mutaciones fijadas, todas ellas no sindnimas,
una compartida por tres linajes evolucionados en jin1 (3,4 y 5) y la otra por
cinco linajes evolucionados en genotipos diversos: el 4 de npri1-1, el 2 de
i4g2, el 4 de cpr5-2, el 2 de dbp2 y el 1 de hsp90.1.

Respecto a las mutaciones compartidas por linajes evolucionados en el
mismo genotipo del huésped, son claros ejemplos de convergencia
evolutiva, es decir, mismas soluciones al mismo problema evolutivo. Estas
abundan en VPg (factor de virulencia), pero también existen en otros genes.
En la Tabla 7 se especifican todas ellas.

Tabla 7. Mutaciones compartidas por linajes evolucionados en el
mismo mutante.

___GEN | LINAKES

HC-Pro ‘ jinlL4yL5 ‘ sinbnimo
‘ P3 ‘ jinlL4yL5 ‘ sinébnimo
‘ cl ‘ cpr5-2 L4y L5 ‘ no sinénimo
‘ cl ‘ cpr5-2 L4y L5 ‘ no sinénimo
‘ cl ‘ i4g2 L1y L4 ‘ sinénimo
‘ VPg ‘ dbp2 L1y L5 ‘ no sinénimo
i4g2 L2y L5
dcl2 dcl4 L2y L3
‘ VPg ‘ cpr5-213,L4yL5 ‘ no sinénimo
nprl-1L1yL6
‘ VPg ‘ dbp2 12,13y L4 ‘ no sinénimo
‘ VPg ‘ i4g2 L1y L4 ‘ no sinénimo
‘ VPg ‘ hsp90.1 L3y L4 ‘ no sinénimo
‘ NIb ‘ eds 8-1L3yL5 ‘ sinénimo
‘ cp ‘ jin1l3,L4yL5 ‘ no sinénimo

4. Matriz de infeccion

Como explicaba en anteriores capitulos, uno de los objetivos de esta tesis
es estudiar la generalidad/especificidad de los linajes evolucionados. Para
ello diseiamos una matriz de infeccién que consiste en evaluar cada uno
de los 44 linajes evolucionados con cada uno de los nueve huéspedes, y
comprobar su capacidad de desencadenar la patogénesis en cada uno de
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ellos. En la medida en que esto suceda con todos los huéspedes, sélo suceda
con uno de ellos o un resultado intermedio, valoraremos esta cualidad de
las poblaciones virales como generalismo o especialismo.

Ademads, si la matriz de infeccién es anidada significativamente,
deduciremos que existen poblaciones virales que infectardn a todos los
genotipos de plantas, otras que sélo seran capaces de infectar a su genotipo
huésped de partida (aquel en el que evolucionaron durante los 12 pases), y
otras que infectan Unicamente a algunos huéspedes, incluido el suyo local.
Asi mismo, de la estructura de la matriz de infeccion, desde el punto de vista
de los huéspedes, tendremos huéspedes infectados por todas las
poblaciones virales, hipersusceptibles, o casi todos, y otros que sélo lo
seran por la poblacion adaptada a ellos en el transcurso del experimento de
evolucion, hiperresistentes.

A continuacién, se presentan los datos que generamos para construir la
matriz de infeccion. Se ha procedido como se describe en el apartado 7 de
Material y Métodos, tomando datos de plantas infectadas desde los 4 dpi
hasta los 12 dpi, tal y como se determind para el experimento de evolucion.
Una vez transcurridos los 12 dpi, se anotd el porcentaje de infeccion y la
severidad o intensidad de sintomas para cada planta para posteriormente
calcular la media por linaje y genotipo.

Empezando con cpr5-2, los cuatro linajes son diferentes en cuanto a
infectividad (x> = 10.377, 3 g.l., P = 0.016) en cada uno de los nueve
huéspedes de la matriz (x> = 267.532, 8 g.I., P < 0.001) a lo largo de los dpi
(x> = 1987.472, 8 g.l., P < 0.001). En la fig. 46 se muestran las dindmicas de
infectividad media de cada uno de estos cuatro linajes en los nueve
huéspedes de la matriz.
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Fig. 46. Infectividad media de los linajes evolucionados en el huésped cpr5-2 medida en cada
uno de los nueve genotipos huésped.

Para los linajes evolucionados en el huésped dbp2, los 5 linajes son
diferentes en cuanto a infectividad (x?> = 33.281, 4 g.l., P < 0.001) en cada
uno de los nueve huéspedes de la matriz (x*> = 243.382, 8 g.I., P<0.001) a lo
largo de los dpi (x*> = 2682.144, 8 g.l.,, P < 0.001). En la fig. 47 se muestran
las dinamicas de infectividad media de cada uno de estos cinco linajes en
los nueve huéspedes de la matriz.
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Fig. 47. Infectividad media de los linajes evolucionados en el huésped dbp2 medida en cada
uno de los nueve genotipos huésped.

Para los linajes evolucionados en dc/2 dcl4, los cinco linajes son diferentes
en cuanto a infectividad (x?>= 17.791, 4 g.l.,, P = 0.001) en cada uno de los
nueve huéspedes de la matriz (x*>=243.382, 8 g.I.,P < 0.001) a lo largo de
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los dpi (x> = 2682.144, 8 g.l., P < 0.001). En la fig. 48 se muestran las
dindmicas de infectividad media de cada uno de estos cinco linajes en los

nueve huéspedes de la matriz.
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Fig. 48. Infectividad media de los linajes evolucionados en el huésped dc/2 dcl4 medida en cada

uno de los nueve genotipos huésped.

Para los linajes evolucionados en eds8-1, los cinco linajes son diferentes en
cuanto a infectividad (x2=37.030,4 g.l., P<0.001) en cada uno de los nueve
huéspedes de la matriz (x> = 181.857, 8 g.I., P < 0.001) a lo largo de los dpi
(x*> = 2544.011, 8 g.I.,P < 0.001). En la fig. 49 se muestran las dinamicas de
infectividad media de cada uno de estos cinco linajes en los nueve

huéspedes de la matriz.
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Fig. 49. Infectividad media de los linajes evolucionados en el huésped eds8-1 medida en cada
uno de los nueve genotipos huésped.

Para los linajes evolucionados en hsp90-1, los cinco linajes son diferentes
en cuanto a infectividad (x> = 34.307, 4 g.l., P < 0.001) en cada uno de los
nueve huéspedes de la matriz (x*> = 253.139, 8 g,I., P < 0.001) a lo largo de
los dpi (x> = 2483.285, 8 g.l.,P < 0.001). En la fig. 50 se muestran las
dindmicas de infectividad media de cada uno de estos cinco linajes en los
nueve huéspedes de la matriz.

hsp 90.1
HUESPED

n 10 —jin-1
o] —dcl-
S 8 2/dcl-4
) —cpr-5.2
€ $ ~—hsp90.1
-g'f? 6 dpb-2
- —npr-1.1
>= 4 i4g-2
9] —p58IPK
& —eds-8.1
£ 2

0

4 5 6 7 8 9 10 11 12
dpi
Fig. 50. Infectividad media de los linajes evolucionados en el huésped hsp90-1 medida en cada
uno de los nueve genotipos huésped.
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Para los linajes evolucionados en i4g2, los cinco linajes son diferentes en
cuanto a infectividad (x> =11.384, 4 g.l. P=0.023) en cada uno de los nueve
huéspedes de la matriz (x> = 284.198, 8 g.I., P < 0.001) a lo largo de los dpi
(x>=2184.976, 8 g.l., P < 0.001). En la fig. 51 se muestran las dinamicas de
infectividad media de cada uno de estos cinco linajes en los nueve
huéspedes de la matriz.
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Fig. 51. Infectividad media de los linajes evolucionados en el huésped i4g2 medida en cada uno
de los nueve genotipos huésped.

Para los linajes evolucionados en jin1, los cinco linajes son diferentes en
cuanto a infectividad (x2=32.420,4 g.l., P<0.001) en cada uno de los nueve
huéspedes de la matriz (x> = 234.672, 8 g.I., P < 0.001) a lo largo de los dpi
(x> =1672.337, 8 g.l., P<0.001). En la fig. 52 se muestran las dindmicas de
infectividad media de cada uno de estos cinco linajes en los nueve
huéspedes de la matriz.

102



RESULTADOS

jinl

10 HUESPED
[Ty — -—eds-8.1
p Z — p58IPK
S 8 —i4g-2
v —hsp90.1
Euw dpb-2
glr? 6 __dcl-
o< E 2/dcl-4
> 4 cpr-5.2
o —npr-1.1
K / —jin-1
£ 2

0

4 5 6 7 8 9 10 11 12

dpi

Fig. 52. Infectividad media de los linajes evolucionados en el huésped jin1 medida en cada uno

de los nueve genotipos huésped.

Para los linajes evolucionados en npri-1, los cinco linajes son diferentes en
cuanto a infectividad (x?>=37.697, 4 g.l.,, P<0.001) en cada uno de los nueve
huéspedes de la matriz (x*>= 291.446, 8 g.l.,, P < 0.001) a lo largo de los dpi
(x> = 2592.589, 8 g.I., P < 0.001). En la fig. 53 se muestran las dindmicas de
infectividad media de cada uno de estos cinco linajes en los nueve

huéspedes de la matriz.
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Fig. 53. Infectividad media de los linajes evolucionados en el huésped npri-1 medida en cada

uno de los nueve genotipos huésped.
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Para los linajes evolucionados en p58P*, los cinco linajes son diferentes en
cuanto a infectividad (x> =18.765, 4 g.I., P=0.001) en cada uno de los nueve
huéspedes de la matriz (x> = 175,326, 8 g.I., P < 0.001) a lo largo de los dpi
(x> =2769.183, 8 g.I., P < 0.001). En la fig. 54 se muestran las dindmicas de
infectividad media de cada uno de estos cinco linajes en los nueve
huéspedes de la matriz.
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Fig. 54. Infectividad media de los linajes evolucionados en el huésped p587% medida en cada
uno de los nueve genotipos huésped.

4.1. Tiempos de supervivencia de los linajes evolucionados en cada
mutante: regresion Kaplan-Meier

Hemos analizado el tiempo de aparicidon de sintomas de las plantas en cada
uno de los genotipos mutantes de inoculados con cada uno de los 44 linajes
evolucionados mediante el estimador de Kaplan-Meier, mostrando las
correspondientes representaciones graficas de supervivencia y
compardndolas entre si mediante el analisis de supervivencia disponible en
SPSS para evaluar si existen diferencias significativas entre huéspedes para
cada linaje. Estos tiempos de supervivencia seran los que posteriormente
utilicemos para generar la matriz de infeccion y poder calcular la
Temperatura de la matriz, asi como el grado de anidamiento y/o
modularidad y si éstos son estadisticamente significativos, usando el
BITMANTEST.
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4.1.1. Linajes evolucionados en cpr5-2

La regresion Kaplan-Meier es significativa para los cuatro linajes
evolucionados en este genotipo mutante en cada uno de los nueve
huéspedes (P < 0.001). En la fig. 55 muestro las funciones de supervivencia
de todos ellos cuando son infectados por cada linaje en la matriz de
infeccion. Los correspondientes valores de x? para los linajes L1, L3, L4 y L5
son 53.987, 84.307, 33.306 y 81.086 respectivamente (en todos los casos
los g.l. fueron 8).
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Fig. 55. Curvas de supervivencia para los linajes de cpr 5-2 en cada uno de los nueve genotipos.
4.1.2. Linajes evolucionados en dbp2

La regresion Kaplan-Meier es significativa para los cinco linajes
evolucionados en este mutante en cada uno de los nueve huéspedes. En la
fig. 56 muestro las funciones de supervivencia de todos ellos cuando son
infectados por cada linaje en la matriz de infeccidn. Los correspondientes
valores de x? de los linajes L1, L2, L3, L4, L5 vy sus significaciones son: x> =
33.658, P<0.001; x> =35.497, P<0.001; x> = 24.213, P = 0.002; x> = 31.449,
P < 0.001; x? = 46.758, P < 0.001, respectivamente.
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Fig. 56. Curvas de supervivencia para los linajes de dbp2 en cada uno de los nueve genotipos.
4.1.3. Linajes evolucionados en dcl2 dcl4

La regresion Kaplan-Meier es significativa para los cinco linajes
evolucionados en este mutante en cada uno de los nueve huéspedes. En la
fig. 57 muestro las funciones de supervivencia de todos ellos cuando son
infectados por cada linaje en la matriz de infeccién. Los correspondientes
valores de x? de los linajes L1, L2, L3, L4, L5 vy sus significaciones son: x> =
25.665, P =0.001; x2=58.366, P < 0.001; x> = 64.904, P < 0.001; x> = 33.561,
P < 0.001; x?> = 59.285, P < 0.001, respectivamente.
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Fig. 57. Curvas de supervivencia para los linajes de dc/2 dc/4 en cada uno de los nueve
genotipos.

4.1.4. Linajes evolucionados en eds8-1

La regresion Kaplan-Meier es significativa para los cinco linajes de este
mutante en cada uno de los nueve huéspedes. En la fig. 58 muestro las
funciones de supervivencia de todos ellos cuando son infectados por cada
linaje en la matriz de infeccién. Los correspondientes valores de x? de los
linajes L1, L2, L3, L4, L5 y sus significaciones son: x2 = 67.002, P < 0.001, x? =
47.900, P<0.001; x> = 26.994, P =0.001; x> = 46.591, P < 0.001; x? = 34.4086,
P < 0.001, respectivamente.
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Fig. 58. Curvas de supervivencia para los linajes de eds8-1 en cada uno de los nueve genotipos.
4.1.5. Linajes evolucionados en hsp90-1

La regresion Kaplan-Meier es significativa para los cinco linajes
evolucionados en este mutante en cada uno de los nueve huéspedes (P <
0.001). En la fig. 59 muestro las funciones de supervivencia de todos ellos
cuando son infectados por cada linaje en la matriz de infeccién. Los
correspondientes valores de x? de los linajes L1, L2, L3, L4, L5 son: ¥ =
40.436, x> =42.031, x> =41.216, x> = 37.102; x> = 35.460, respectivamente.
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Fig. 59. Curvas de supervivencia para los linajes de hsp90-1 en cada uno de los nueve
genotipos.

4.1.6. Linajes evolucionados en i4g2

La regresion Kaplan-Meier es significativa para los cinco linajes
evolucionados en este mutante en cada uno de los nueve huéspedes. En la
fig. 60 muestro las funciones de supervivencia de todos ellos cuando son
infectados por cada linaje en la matriz de infeccidn. Los correspondientes
valores de x? de los linajes L1, L2, L3, L4, L5 vy sus significaciones son: x> =
23.435, P =0.003; X2 = 30.901, P < 0.001; x2 = 39.551, P < 0.001; x? = 48.941,
P <0.001; x*> = 21.135, P = 0.007, respectivamente.
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Fig. 60. Curvas de supervivencia para los linajes de i4g2 en cada uno de los nueve genotipos.

La regresion Kaplan-Meier

4.1.7.

Linajes evolucionados en npri-1

es significativa para los cinco linajes

evolucionados en este mutante en cada uno de los nueve huéspedes (P <
0.001). En la fig. 61 muestro las funciones de supervivencia de todos ellos
cuando son infectados por cada linaje en la matriz de infeccidén. Los
correspondientes valores de x? de los linajes L1, L2, L3, L4, L5 son: ¥ =
29.945, 2 = 29.755, x2= 37.385, x> = 45.118, x> = 44.127, respectivamente.
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Fig. 61. Curvas de supervivencia para los linajes de npri-1 en cada uno de los nueve genotipos.
4.1.8. Linajes evolucionados en jin1

La regresion Kaplan-Meier es significativa para los cinco linajes
evolucionados en este mutante en cada uno de los nueve huéspedes (P <
0.001). En la fig. 62 muestro las funciones de supervivencia de todos ellos
cuando son infectados por cada linaje en la matriz de infeccidén. Los
correspondientes valores de x? de los linajes L1, L2, L3, L4, L5 son: ¥ =
77.518, x> =59.513, x2=44.017, x> =31.061 y x> = 37.225, respectivamente.
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Fig. 62. Curvas de supervivencia para los linajes de jin1 en cada uno de los nueve genotipos.

4.1.9.

Linajes evolucionados en p587k

La regresion Kaplan-Meier

es significativa para los cinco linajes
evolucionados en este mutante en cada uno de los nueve huéspedes. En la
fig. 63 muestro las funciones de supervivencia de todos ellos cuando son
infectados por cada linaje en la matriz de infeccidn. Los correspondientes
valores de x? de los linajes L1, L2, L3, L4, L5 vy sus significaciones son: x> =
31.209, P< 0.001; x*> = 44.159, P < 0.001; x*> = 23.899, P = 0.002; x> = 21.137,
P =0.007; x* =36.178, P = 0.007, respectivamente.
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Fig. 63. Curvas de supervivencia para los linajes de p58** en cada uno de los nueve genotipos.

4.2. Caracterizacion de lared de interaccidn linaje viral-genotipo de
huésped

En la Tabla 8 se especifican los tiempos de supervivencia evaluados para
cada linaje en cada uno de los genotipos de A. thaliana obtenidos mediante
la regresion de Kaplan-Meier. La ultima columna muestra las medias de
cada linaje entre todos los genotipos de planta. La ultima fila muestra Ia
media obtenida para cada genotipo de huésped. El calculo de la matriz
Booleana se ha realizado segun lo explicado en el apartado 7 de Material y
Métodos, de forma que obtenemos una matriz binaria (Tabla 10) en la que
1 indica una supervivencia de la planta infectada por un linaje particular
inferior a la mostrada por ese linaje en su propio huésped de partida 6 O si
es igual o mayor.
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‘Tabla 8. Tiempos de supervivencia y medias de los linajes en cada genotipo de A. thaliana.

\ HUESPED

Media
Llnaje cpr-5.2 dbp2 |dcl2/dcl4| eds-8.1 | hsp90.1 | i4g-2 jin-1 npr-1.1 | p58Pk linaje Media

cpr5.2 |1 62 | 8373|9581 ]88]| 73] 63] 88 7,84 8,06

3(63 (8776938696 | 71| 84106 8,47

4167 | 76| 75 | 10,2 8 87| 72 ] 68 10 8,08

5|58 |77|74|95]|76)|86]|63]|76]|103]| 787

dbp2 (1|1 65| 66 | 73 |102(| 68 | 82 | 65 | 81 8 7,58 7,21

2| 66 | 62|79 |101| 72|82 |66]|77]|77]| 758

3162 (63 )66 |82]|62]|73(61]|65]73 6,74

4l67|63| 6 | 816977 ]|64]|66]|87]| 704

5|68 (59|56 10]73|86|58]|64]|75]| 710

dcl2/dcla| 1| 7 69| 74 (106 68 ( 69| 59 | 69 | 69 7,26 7,29

21 62|76 |54 |106| 8 | 84|64]|76]|78]| 756

3(66 (69|51 89|69 7 6 6,1 | 9,8 7,03

4l 771865786 |72|67|76| 7 |94]| 761

5|64|77|52|104]|58]|64|68]|63]|79]| 699

eds81 |1| 62 | 84 | 6,7 | 84 | 7,9 9 6,4 | 83 9 7,81 7,43

2|1 64| 84| 68 8 78 193 (|65] 89|93 7,93

366 |66 |67 |79]|67]72]65]63] 88 7,03

4] 68 | 6,7 | 58 | 87 7 705 61| 63 | 85 6,99

5172 | 74 6 9 6,81 72]68]63] 96 7,37

hsp90.1|1| 6,3 | 7,8 7 89 | 7,6 9 7,2 9 8,5 7,92 7,71
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21681187 ]83]]101] 68|96 ]|65] 86| 89 8,26

3( 7 65|58 (94 | 66 8 68 [ 73 | 93 7,41

4l 67| 7 | 6121|8965 75|63 7 |94]| 727

5| 75|72|66|105|66]| 75| 7 |79]|84] 769

i4g2 (1| 71|77 |66 |107| 83 | 76 | 72 | 93 | 88 8,14 7,90

2174|7674 111 73] 7275|6583 |81 791

31/79(93 16392 ]|72]|65(64] 711099 7,76

4 75|94|63| 9 |77|67]|65]|77]|108]| 79

s| 7576|6798 77|74|65]|75]| 9 7,74

jint 1|69 |91|74]|97]|82|96]|59]|87]|89]| 827 |767

2163184173 ]95]| 81 9 59 | 84 | 84 7,92

3/ 65|87|72)105|68]|84f59]| 7 8 7,67

4( 83|67 |66 |94 | 73| 82 6 6,6 | 83 7,49

5173735110258 72|55]|63]|83]| 700

npri.1 |1| 68 | 77| 74 | 94| 77|85 |63| 7 | 76| 7,60 |736

2( 7 7,7 1 73 10 7,8 1 86 | 69 7 9,1 7,93

3165636693761 78|59 6 7,9 7,10

4(61|69|67]93)|73|81]|59]|64]| 85| 724

s| 66735397 | 6 |75|59]|56]|84]| 692

p58¥* (1| 72 83 |78 |95 |85|88|61|84]|76]| 802 |[776

2169118317997 | 81 9 6,5 | 89 | 83 8,18

3657581189 73]72]61)]69] 93 7,53

4l67| 8 | 75|86 | 7 | 77|65 7 9 7,56

s| 71172 6 [99]|81]|77|69| 7 |79]| 753

Media 6,80 7576711949 |731|799|6,44| 7,30 8,69
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Tabla 9. Transformacion de la matriz de infeccion de la Tabla 9 en una matriz binaria.

HUESPED

dcl2/dc hsp90.
LINAJE cpr5.2| dbp2| 14 |eds-8.1] 1 i4g2 | jin1 |npr1.1| p58°k

cpr5.2 | 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0,11 | 0,11

3 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0,11

4 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0,11

5 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0,11

dbp2 1 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0,33 | 0,29

2 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0,11

3 1 1 0 0 1 0 1 0 0 0,44

4 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0,22

5 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0,33

dcl2/dcl4| 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0,89 | 0,27

2 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0,11

3 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0,11

4 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0,11

5 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0,11

eds8.1 | 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0,78 | 0,82

2 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0,56

3 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0,89

4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1,00

5 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0,89

hsp90.1| 1 1 0 1 0 1 0 1 0 0 0,44 | 0,33

2 1 0 0 0 1 0 1 0 0 0,33

3 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0,33

4 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0,33

5 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0,22

i4g92 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 0,44 | 0,40
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2 1 0 1 0 1 1 1 0 0 0,56

3 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0,33

4 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0,33

5 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0,33

jinl 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0,11 | 0,13

2 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0,11

3 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0,11

4 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0,11

5 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0,22

nprl.l1 | 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0,33 | 0,29

2 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0,33

3 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0,22

4 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0,33

5 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0,22

p58P« | 1 | 1 0 0 0 0 0 1 0 1 |033]0,76

2 1 1 1 0 1 0 1 0 1 0,67

3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1,00
4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1,00
5 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0,78

0,55(0,34)| 0,61 | 0,16 | 0,36 | 0,27 | 0,70 | 0,30 | 0,16

Posteriormente, esta matriz se reordena de forma que el mayor numero de
interacciones de la red bipartita sucedan en la parte superior de la matriz.
Esta red bipartita es una forma de representar la matriz de infeccion que se
ha disefiado en este experimento. El resultado se muestra en la Figura 64.
Para evaluar el grado de anidamiento de la matriz, hemos aplicado el
método propuesto por (Bascompte, 2003) calculando la temperatura T para
evaluar el grado de anidamiento. Una matriz perfectamente anidada
tendria una T = 0; sin embargo, si T = 100 concluiriamos que los elementos
estan distribuidos al azar. Con el fin de comprobar si ademads la matriz es
modular, también hemos calculado si la modularidad es significativa
utilizando el Algoritmo Estdndar de Mddulos Inducidos Recursivamente
Bipartitos AEM (Barber, 2007), donde Q = 1 si la matriz es modularoQ=-1
si es antimodular, o en algun lugar intermedio (-1 < Q < 1). La significacion
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estadistica de T y Q se evaluara utilizando el modelo nulo general
propuesto en (Bascompte, 2003), como explicaba en Material y Métodos.

Jjinl
eds8.114
p58IPK L4
Pp58IPK L3
eds8.113
eds8.1L5
eds8.111
eds8.112
dcl2/dcl4 L1
p58IPK L2
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492 12
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i4g2 L1
i4g2 L4
i4g2 L5
i4g2 13
nprl.112
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hsp90.1 L4
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dbp2 12
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hsp90.1
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i4g92

p58IPK
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Fig. 64. Estructura de la matriz reordenada de mayor a menor nimero de interacciones. Las
celdas en negro indican interaccidn positiva, de lo contrario no hay interaccién.
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Fig. 65. Representacion de la matriz de infeccién como una red de interacciones entre linajes y
genotipos mutantes.

La matriz de interacciones construida puede también reflejarse como en la
fig. 65, de modo que puede observarse como la mayor cantidad de
interacciones tienen lugar entre los linajes evolucionados en tres de los
genotipos mas restrictivos, con la salvedad de cpr5-2, ya que éstos son los
gue suelen seleccionar poblaciones generalistas; y sin embargo son los
linajes evolucionados en los huéspedes mas permisivos los que suelen
seleccionar especialistas y por tanto en la matriz sélo muestran una
asociacion con su genotipo local. La matriz de interacciones es
significativamente anidada (T = 14.706; P < 0.001) pero también
significativamente modular (Q = 0.234; P = 0.047), no obstante, atribuimos
la presencia de modularidad al efecto de los linajes que han convergido de
jinl, cpr5-2 y dcl2 dcl4, ya que se trata de linajes que han evolucionado en
los mismos ambientes. Para comprobarlo, realizamos el mismo proceso
anterior calculando las medias de los tiempos de supervivencia en cada
grupo de linajes evolucionados en el mismo huésped durante los 12 pases.
Los resultados de la matriz y de la matriz binaria (Tablas 9 y 10) los hemos
utilizado para calcular de nuevo el anidamiento (BITMANTEST), siendo éste
significativo y dando como resultado una matriz con mayor grado de
anidamiento que la anterior (T = 13.064; P < 0.001), que hemos
representado en la Tabla 11, y que ademds ha dejado de ser
significativamente modular (Q =0.286; P =0.137).
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Tabla 9. Tiempos de supervivencia y medias de los linajes en cada genotipo de A. thaliana.

HUESPED
LINAJE cpr5.2 | dbp2 | dcl2dcld | eds8.1 | hsp90.1 i4g2 jin1 nprl.1 | p58ipk | MEDIA LINAJE | MEDIA
cpr5.2 6,25 | 8,075 7,45 9,625 8,075 | 8,925 | 6,975 | 7,275 | 9,925 8,06 8,06
dbp2 6,56 6,26 6,68 9,32 6,88 8 6,28 7,06 7,84 7,21 7,21
dcl2dcla | 6,78 7,72 5,76 9,82 6,94 7,08 | 654 6,78 8,36 7,31 7,31
eds8.1 6,64 7,5 6,4 8,4 7,24 7,95 | 6,46 7,22 9,04 7,43 7,43
hsp90.1 | 6,86 7,44 6,76 9,56 6,82 8,32 | 6,76 7,96 8,9 7,71 7,71
iag2 7,48 8,32 6,66 9,96 7,64 7,14 | 6,62 7,98 9,32 7,90 7,90
jin1 7,06 8,04 6,72 9,86 7,24 8,48 | 5,84 7,4 8,38 7,67 7,67
nprl.1 6,6 7,18 6,66 9,54 7,28 8,1 6,18 6,4 8,3 7,36 7,36
p58ipk 6,88 7,86 7,46 9,32 7,8 8,08 | 6,42 7,64 8,42 7,76 7,76
MEDIA 6,79 7,60 6,73 9,49 7,32 8,01 | 6,45 7,30 8,72
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Tabla 10. Matriz binaria obtenida a partir de la Tabla 11.

HUESPED

LINAJES cpr5.2 dbp2 dcl2dcl4 eds8.1 hsp90.1 i4g2 jin1 nprl.1 p58ipk

cpr5.2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0,11 0,11

dbp2 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0,11 0,11
dcl2dcl4 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0,11 0,11
eds8.1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0,89 0,89
hsp90.1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0,33 0,33

i4g2 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0,33 0,33

jinl 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0,11 0,11
nprl.1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0,22 0,22
p58ipk 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0,89 0,89

0,33 0,33 0,56 0,11 0,33 0,33 | 0,67 0,33 0,11
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Tabla. 11. Matriz reordenada con jerarquia de mayor niumero de interacciones
HUESPED
dbp2 npri-1 i4g2 eds8-1  p58ipk

hsp90.1

jinl dcl2dcld  cpr5-2

LINAJE
p58ipk
eds8-1
i4g2
hsp90.1
npril-1
dbp2
cpr5-2
dcl2dcl4
jinl
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DISCUSION

1. La tasa de evolucion de TEV no aumenta proporcionalmente al tamaiio
del inéculo

Los resultados obtenidos confirman el papel de la interferencia clonal en la
evolucion de los virus de RNA asexuales y amplian observaciones previas
hechas en un sistema de cultivo de células animales (Miralles et al., 1999,
2000) a un patosistema de planta-virus bioldgicamente mas relevante, en
el que pueden encontrarse multiples fuentes de seleccion operando
simultdneamente sobre la poblacién de virus. Como se espera de su gran
tamafo poblacional y altas tasas de mutacion genémica [en el caso de TEV
en el rango de 0.01 - 0.1 por genoma y evento de replicacion (Tromas y
Elena 2010)], el niumero de posibles mutaciones beneficiosas que coexistan
en un momento dado en una poblacion debe ser ciertamente grande, como
lo demostrd recientemente la secuenciacion profunda de linajes de TEV en
proceso de adaptacion a un nuevo huésped (Cuevas et al. 2012).

Una de nuestras observaciones mas relevantes es que la tasa de adaptacion
fue significativamente mas rdpida en el nuevo huésped que en el reservorio
natural (Navarro et al. 2017). Esto se espera ya que puede existir mas
variacion beneficiosa para un nuevo huésped, mientras que en el huésped
natural esta variacion ya puede haberse agotado. Apoyando esta idea,
Cuevas et al. (2012) encontraron que la evolucidn temporal de la
variabilidad genética de TEV dentro del huésped natural era consistente
con la presencia de un genotipo dominante y la acumulacién constante de
alelos neutros. Por el contrario, en el huésped alternativo pimiento, al
menos en una de las réplicas experimentales, el virus ancestral fue
eliminado rapidamente por un clon que portaba una mutacién beneficiosa.
En su camino hacia la fijacion, este clon también desplazé otra mutacion
beneficiosa que luego se fijo en el nuevo fondo genético dominante (Cuevas
et al. 2012).

éPor qué la interferencia clonal parece ser mds importante para el caracter
infectividad que para el cardcter carga viral? Una explicacidon plausible es
que existe una variacidon genética mas beneficiosa para mejorar la
infectividad, tal vez porque es un caracter genéticamente mas simple: solo
requiere entrar en la célula y poder iniciar la infeccién. Por el contrario, la
carga viral, que se relaciona con la replicacion celular, el movimiento
sistémico vy la estabilidad sistémica del viridn, es un caracter mas complejo
gue requiere la intervencion de multiples factores del huésped en
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diferentes etapas. Esta complejidad hace razonable pensar que, dada la
compactacion de los genomas virales y las actividades multifuncionales de
sus proteinas, las mutaciones beneficiosas que mejoran una interaccion en
particular podrian tener un efecto pleiotropico negativo en otras
interacciones, haciendo que el numero de posibles mutaciones
beneficiosas sea mds pequeno y, por lo tanto, la interferencia clonal sea
mas débil para el caso del titulo viral.

Se ha teorizado que los cuellos de botella pueden proporcionar ventajas a
las poblaciones de virus de RNA. Una de estas ventajas es facilitar el
movimiento entre picos adaptativos. Es concebible que el virus quede
atrapado en picos subdptimos de eficacia (Burch y Chao, 2000), y en los
cuellos de botella puede suceder que las variantes genéticas se fijen en
regiones distantes del paisaje. Otra posible ventaja de los cuellos de botella
puede ser, por ejemplo, eliminar particulas defectivas de la poblacidon de
virus (Zwart et al., 2008). Los cuellos de botella generalizados son
probablemente una de las razones importantes por las que estas particulas
no son tan comunes en los patosistemas naturales.

2.Evolucion de TuMV en genotipos de A. thaliana con
susceptibilidad variable.

Como expliqué en la Introduccion de esta tesis, la evolucién experimental
es la responsable de gran parte de los descubrimientos actuales en materia
de virologia evolutiva (Elena et al., 2008 y 2011). Esta es la aproximacion
con la que he procedido a estudiar los procesos evolutivos asociados a la
seleccion fuerte y débil, utilizando el TuMV y A. thaliana como modelo
experimental.

Los resultados obtenidos tanto en el experimento de evolucién como en la
matriz de infeccion confirman la existencia de dinamicas evolutivas
diferentes para TuMV en diferentes genotipos de A. thaliana. Estos
genotipos han sido descritos en diversos estudios como mas susceptibles
gue el silvestre (Col-0) a la infeccidon de virus o menos susceptibles que éste
(Krishna, 2001; Bilgin et al., 2003; Bouché et al., 2006; Garcia et al., 2007;
Love et al., 2005; Lellis et al., 2010; Castell6 et al., 2010, 2011; Estevan et
al., 2014; Moury et al., 2014).
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Evolutivamente, en un genotipo mutante del huésped con susceptibilidad
reducida respecto al genotipo silvestre actia un régimen mas restrictivo,
por lo que en teoria la mayor parte de las variantes genéticas del espectro
de mutantes seran incapaces de replicar. Esto significa que el tamafio
efectivo de la poblaciéon disminuye drdsticamente, la deriva genética
cobrara mds importancia que la seleccidon natural y no necesariamente los
alelos mas aptos para ese ambiente se fijaran en la poblacion del virus. Esto
también significa que la extincion es mas plausible, debido a que todos
estos procesos pueden situar a la poblacidon en un punto critico de carencia
de diversidad genética que no permita responder a las defensas de la célula
huésped. También es critico para la poblacién viral el efecto de los pases,
ya que, si la replicacidn es menor y no es capaz de acumular lo suficiente
variacion genética, habrd mas probabilidades de perder la poblacién
durante la extracciéon y posterior inoculacion del siguiente pase de
evolucion.

En huéspedes con mayor susceptibilidad que el genotipo silvestre, la
seleccion serd débil, ya que la mayor parte de los genotipos serdn viables,
siendo el tamano efectivo de esta poblacidn mucho mayor que el
correspondiente a un huésped hiposusceptible y contribuyendo a que la
poblacidn resultante pueda fijar mutaciones beneficiosas. Aun asi, como la
mayor parte de mutaciones generadas son deletéreas, no puede
descartarse que su numero sea considerable.

Realizamos la seleccién de genotipos basandonos en los rasgos fenotipicos
de diferentes poblaciones de virus. Por un lado la virulencia (reduccién de
peso de la planta), severidad de los sintomas (variable categodrica que
comprende 3 niveles de intensidad de sintomas), infectividad (porcentaje
de infeccidn), carga viral (nimero de genomas por ng) y AUDPS (calculada
a partir de la infectividad segun la ecuacion 3 del apartado de Material y
Métodos), todas ellas con diferencias significativas entre los distintos
genotipos estudiados, que infectaron a huéspedes de susceptibilidad
variable de entre una coleccién de mutantes de A. thaliana. Observamos
qgue la mayor parte de ellos podian ser agrupados por categorias de
susceptibilidad comparada con el genotipo silvestre, de modo que
escogiendo uno de ellos podiamos tener un genotipo representativo de
cada categoria para luego realizar en ellos los experimentos de evolucion.
También tuvimos en cuenta la ruta de senalizacion en la que éstos estaban
implicados. Asi, escogimos cpr5-2 como representante del grupo
equivalente al genotipo silvestre en cuanto a respuesta a la infeccion. Para
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el resto de categorias, los genotipos seleccionados fueron hsp90.1, jinl,
p58Pk y eds8-1 como representantes Unicos de sus respectivas categorias.
Ademas, elegimos el doble mutante dc/2 dcl4 como representante de su
categoria, y ademas por tratarse de un doble mutante de la ruta del
silenciamiento, y a que el producto de dc/4 complementa al de dcl2 en su
ausencia (Bouché et al., 2006). Por ultimo, en el caso de npri-1 e i4g2, a
pesar de formar parte de la misma categoria de respuesta a la infeccion, los
escogimos ambas, ya que nprl-1 es un factor que enlaza y conecta las rutas
del JAy SA (Spoel et al., 2003) mientras que i4g2 codifica para un factor de
transcripcion que interacciona indirectamente con la proteina VPg, el factor
de virulencia mas estudiado del TuMV (Gallois et al., 2010). Estos genotipos
representaron los ambientes escogidos para someter a las poblaciones de
TuMV a los diferentes procesos evolutivos a estudio. Por un lado, para los
dos caracteres fenotipicos del virus sometidos a modelizacidon, existen
diferencias significativas entre genotipos (ambientes evolutivos), pero
también entre linajes en sus dindmicas evolutivas, sugiriendo que los
ambientes son efectivamente distintos pero que dentro de cada ambiente,
cada linaje puede tomar distintos caminos evolutivos y esto puede deberse
a una combinacion de dos procesos, el primero es la naturaleza azarosa de
la variacidon genética (mutaciones) y el segundo que cada individuo, aunque
dentro de un mismo genotipo, también tiene sus caracteristicas genéticas
propias.

Un dato interesante es que para las AUDPS (pero no para la infectividad ni
la carga) las diferencias ancestrales son eliminadas por adaptacion, es decir,
qgue los linajes son igualmente virulentos a pase 12, pero existian
diferencias ancestrales anteriores a la evolucion experimental que
posteriormente desaparecieron (Travisano et al., 1995). En cualquier caso,
en nuestro experimento las tasas evolutivas para las AUDPS = 18.5 veces
mayores de media que las de la infectividad. La infectividad sélo depende
de que el virus entre en una célula y dé comienzo a la infeccidn, pero el
caracter AUDPS es mas complejo, porque se trata de optimizar la rapidez
con que evoluciona la enfermedad y por tanto los sintomas. Adem3s, tanto
para infectividad como para la AUDPS las tasas evolutivas dependen de la
fuerza de la seleccion, es decir, de lo fuertes que sean las restricciones que
cada genotipo de la planta impone a la poblacidn viral.

Si nos detenemos especificamente en cada uno de los genotipos para

explicar lo anteriormente dicho de forma mas concreta, por un lado
tenemos las poblaciones evolucionadas en los genotipos mas restrictivos,
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ya que se trata de genotipos mutados cuyos factores de traduccién el virus
necesitaria para desencadenar la enfermedad interaccionando con VPg o
bien serian mas resistentes via la segunda capa de inmunidad (ETI): i4g2 y
eds8-1, respectivamente (y todos sus linajes), y en las que las tasas para las
AUDPS son mas altas. En estos genotipos mds restrictivos para la
multiplicacion del virus, el régimen de seleccidn que se impone es fuerte, y
que el régimen de seleccion sea fuerte indica mayor importancia relativa de
la deriva respecto a la de la seleccion natural, lo que parece estar
relacionado con una mayor tasa evolutiva, especialmente para las AUDPS,
en nuestro experimento.

Lo mismo sucede con el genotipo mutante cpr5-2, un genotipo mutante en
el que la proteina CPR5 perderia su funcidn represora de la ruta del SAy por
tanto la sintesis de la hormona es constitutiva. Hay una excepcién que es el
linaje 2. El comportamiento de este linaje, y en concreto el hecho de que se
extinguiese en el pase 5, nos dice mucho, y apoya la misma explicaciéon que
en el caso de los ambientes restrictivos de eds8-1 e i4g2, ya que parece
haber mayor efecto de la fuerza de la deriva pero ésta es un arma de doble
filo, por un lado parece ayudar al virus a evolucionar mas rdpido, pero por
otro puede llevarlo a la extincidn si no supera el cuello de botella porque la
poblacion es insuficiente y/o carece de la diversidad alélica necesaria para
adaptarse a la seleccion fuerte que supone la expresion de constitutiva de
la ruta del SA.

En el polo opuesto estarian los virus evolucionados en los genotipos
hipersusceptibles jinl y dcl2 dcl4, siendo las tasas evolutivas observadas
para los linajes evolucionados en jinl las menores del experimento. La
ausencia de este factor de transcripcidn, puesto que éste tiene gran
cantidad de funciones en la planta, puede conllevar multitud de
consecuencias en el fenotipo, una plausible es que, puesto que el genotipo
silvestre activa la ruta de antioxidantes como los flavonoides o el acido
ascorbico, el mutante acumule especies ROS y esa sea la fuente de
hipersusceptibilidad (Finkel, 2001). En cualquier caso, para el virus supone
una oportunidad para fijar alelos beneficiosos debido a que le es posible
alcanzar poblaciones mayores y la deriva parece tener menos importancia
en este caso. Para los linajes a pase 12 evolucionados en dcl2 dcl4 la
conclusion seria similar, ya que el silenciamiento se interrumpe en estadios
previos al ensamblaje del RISC (complejo de restriccion de RNAs virales), y
por tanto esta ruta defensiva no estaria habilitada para la planta mutante,
aunque si otras. Dado que ésta parece relativamente independiente del
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resto, y que a priori se podria pensar que la planta podria utilizar otras rutas
para rehuir la hipersusceptibilidad al virus, esto hace pensar que el
silenciamiento es esencial para la defensa de la planta contra virus, ya que,
en nuestro experimento, esta hipersusceptibilidad es patente, aunque no
sea la mas acusada.

Un resultado interesante es el de la evolucidon experimental en el genotipo
mutante hsp90.1. A priori barajdbamos la posibilidad de que al ser la
chaperona HSP90 un recurso que el virus necesita para completar su ciclo
de infeccion, quiza este seria un caso de resistencia recesiva de la planta
(Wang y Krishnaswamy, 2012) y el ambiente seria hiposusceptible para el
virus, ya que en otros virus como el BaMV o el RNMV se ha comprobado
qgue hsp90.1 forma parte del complejo de replicacion. Sin embargo, el virus
se adapta lentamente y esto podria indicar que el ambiente durante los 12
pases ha estado mas en el lado de la hipersusceptibilidad para el TuMV, ya
qgue, en el caso de este virus, las plantas deficientes en la proteina HSP90
podrian haber fallado al activar la madurez de las NLRs (receptores que
reconocen efectores patogénicos y activan la segunda fase de la inmunidad
intracelular), porque la chaperona HSP90 es necesaria para realizar esa
funcién (Verchot, 2012).

Corriente arriba en la ruta de sintesis de las isoformas de elF4 estaria el
factor de transcripcion DBP, cuyos mutantes dbpl y dbp2 no difieren
fenotipicamente (Castelld et al., 2010 y 2011) y confieren resistencia a
TuMV (Castellé et al.,, 2010). Tras el experimento de evolucion, hemos
comprobado que en términos comparativos las tasas de evolucion de la
poblacion viral son intermedias: para la infectividad similares a las de i4g2
y npr1-1y para las AUDPS similares a las de dc/2 dcl4 y también npri-1.

Las tasas evolutivas de AUDPS e infectividad son intermedias en promedias
(excepto el linaje 4), comparadas con el resto, para los virus evolucionados
en el genotipo mutante p58P7k. La proteina P58"K interacciona con las
helicasas del TEV y TMV in vitro y in vivo (Bilgin et al., 2003; Sorel et al.,
2014) por lo que, en teoria, esperariamos otro caso de resistencia recesiva,
es decir, que la planta es deficiente en un recurso que el virus necesita
secuestrar para su propio beneficio. Sin embargo, el comportamiento
evolutivo de los linajes (exceptuando el mencionado anteriormente 4) es
de tasas evolutivas menores que las que tienen poblaciones evolucionadas
en genotipos mutantes para otros factores de transcripcién (eds8-1, dbp2,
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nprl-1) o traduccién (i4g2), sugiriendo que el nivel traduccional no supone
un reto tan importante como en los casos anteriores.

Por ultimo, en los genotipos mutantes dbp2 y npr1-1, ambos afectando a
rutas de transduccién de sefiales (Despres et al., 2000; Carrasco et al., 2007;
Tada et al., 2008; Carrasco et al., 2014), tienen tasas evolutivas similares
para AUDPS e infectividad. Estos factores estan relacionados con gran
cantidad de mecanismos intracelulares de respuesta a la infeccion y la
dindmica evolutiva de las poblaciones podria estar relacionada con un
balance entre la seleccidon natural y la deriva, de modo que pudiesen
conservar cierta tasa evolutiva debida a los cuellos de botella, sin
comprometer la seleccidon natural y una mayor probabilidad de fijar los
alelos mas aptos en un ambiente en el que es mas complejo fijar
mutaciones que mejoren la eficacia con respecto al virus ancestral, cuando
se trata de un factor que puede regular directa o indirectamente gran
cantidad de procesos y que puede ser beneficiosa para unos pero no para
otros.

Uno de los objetivos de esta tesis también era evaluar si la adaptaciéon a
distintos genotipos del huésped con diferencias en susceptibilidad al TuMV
ha llevado a las poblaciones evolucionadas a ser especialistas o generalistas
en cuanto a su posible gama de huéspedes, asi como estudiar su relacién
con las mutaciones fijadas por cada poblacidn, cuya cantidad y sitio suele
estar relacionada con el huésped en el que ha transcurrido la historia
evolutiva, y estudiar si han tenido lugar procesos de evolucién convergente,
es decir, si esa historia compartida por linajes evolucionados en el mismo
genotipo del huésped supone fijar las mismas mutaciones (Bedhomme et
al., 2012; Hillung et al., 2014). En los virus de RNA, la gran compactacion de
su genoma esta relacionada con la limitacion del niumero de mutaciones
gue pueden suceder y a su vez una sola mutacidon puede tener efectos
pleiotrépicos considerables en la eficacia. La compactacion limita el nUmero
de soluciones adaptativas para un problema evolutivo particular (Elena y
Sanjuan, 2007; Elena et al., 2008 y 2011). Para evaluar el grado de
generalismo o especialismo alcanzado por cada linaje evolucionado,
generamos una matriz de infeccién en la que cada uno de los 44 linajes
evolucionados fue inoculado en cada uno de los nueve genotipos de la
planta en los que se realizé el experimento de evolucién, de modo que los
linajes, ademas de ser inoculados en el ambiente en el que evolucionaron
durante 12 pases, lo fueron también en el resto.
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La adaptacidon a multiples huéspedes puede ser una fuente de diversidad
genética en ambos patdgeno y huésped, ya que la poblacidon sea generalista
se debe a que coexisten en ella multitud de genotipos que le permiten
infectar a multiples huéspedes y este puede ser el resultado de historias
evolutivas que tienen que ver con la seleccién fuerte, es decir, con episodios
de fuerte deriva y poblaciones pequefias que colonizan células en las que el
estado metabdlico es restrictivo y supone una nueva fuente de variacién
comparada con el estado del huésped de partida al que previamente habia
sido adaptado. El continuo especialista-generalista depende pues del
ambiente evolutivo, la diversidad genética de la poblacién de virus y cuan
eficaz sea el camino evolutivo tomado por la poblacién viral partiendo de
esas condiciones preexistentes. En realidad, cada uno de estos genotipos
gue convierten a la poblacidn viral en generalista, es especialista en un
huésped diferente y esa heterogeneidad genética le permite a la poblacién
poseer mayor plasticidad fenotipica en el momento de infectar diferentes
huéspedes que a una poblacion mas homogénea genéticamente, ya que,
debido a la especializacidn, ésta uUltima poseeria un espectro de huéspedes
menor (Elena et al., 2011).

En la Introduccidn explicaba el concepto de cuasiespecie viral. Esta
cuasiespecie posee una memoria de genotipos que tiene que ver con su
historia evolutiva y por tanto con los diferentes ambientes en los que haya
podido evolucionar y adaptarse, para lo que también serd determinante
qué tipos de ambiente sean en términos de seleccién fuerte o débil, es
decir, hiposusceptibilidad o hipersusceptibilidad del huésped frente a esa
poblacién de virus (Domingo et al., 2018).

Nuestra matriz de infeccidon es por un lado significativamente anidada pero
también significativamente modular. Las matrices anidadas se explican por
el modelo de interaccidon gen a gen (Valverde et al.,, 2017). Este modelo
predice que los genotipos huéspedes mas dificiles de infectar sélo seran
infectados por virus generalistas mientras que los mas permisivos son
infectados por todas las poblaciones de virus, por lo que llamariamos a este
huésped universalmente susceptible. Las matrices significativamente
anidadas lo son porque la gama de huéspedes especialistas es una
subcategoria de los generalistas (Remold, 2012). En nuestra matriz, en un
extremo tendriamos el linaje 4 evolucionado en el mutante eds8-1 y los
linajes 3 y 4 evolucionados en el mutante p58°, que infectan a todos los
huéspedes sin excepcidon con igual eficacia. El huésped mas susceptible es
jin1, sin ser estrictamente susceptible para todos los virus, ya que las
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poblaciones de TuMV evolucionadas en cpr5-2 no pueden infectarlo (son
estrictamente especialistas), tampoco la mayor parte de linajes
evolucionados en dcl2 dcl4 (excepto el 1), ni los linajes 2 y 4 evolucionados
en dbp2, asi como los linajes 3 y 5 evolucionados en hsp90-1 ni el linaje 5
evolucionado en npri1-1. El huésped menos permisivo resulto ser eds8-1, al
gue so6lo son capaces de infectar los linajes evolucionados en ese mismo
genotipo vy los linajes 3 y 4 evolucionados en p587k

Como explicaba, la matriz de infecciéon ilustra el hecho de que hay
poblaciones de virus que se han especializado en su propio huésped. Es el
caso de los linajes evolucionados en los huéspedes mas susceptibles jin1,
cpr5-2 y dcl2 dcl4 (excepto el 1). De hecho, la matriz es significativamente
modular. Esta modularidad puede deberse a dos razones. Una es que se
hayan generado mddulos en los que los linajes evolucionaron en huéspedes
mutantes de rutas de defensa relacionadas. La otra es que los linajes
evolucionados en un mismo genotipo de huésped hayan generado la
modularidad. Estos linajes deben haber evolucionado convergentemente
debido a que han sufrido presiones selectivas similares, ya que son réplicas
técnicas y las poblaciones del virus en este caso, escogen caminos
evolutivos similares como solucién a problemas similares en el mismo
mutante. Esto sucede en los ambientes en los que los posibles caminos
adaptativos son limitados. Concluiriamos por tanto que la matriz es
modular, y podria explicarse por el modelo MA, donde la infeccidn sélo es
posible si el patdgeno posee todos los alelos avirulencia que coinciden con
los alelos correspondientes de resistencia de su huésped (Bascompte et al.,
2003). Sin embargo, si eliminamos los efectos de las réplicas técnicas
(linajes), la matriz resultante tiene un grado de anidamiento mayor y la
modularidad desaparece. Por lo que también podemos concluir que los
maodulos no se deben a la existencia de linajes que hayan evolucionado en
mutantes de rutas de defensa similares o relacionadas, sino exactamente
en el mismo.

En lo referente a los linajes especialistas, sabemos que la pleiotropia
antagonica puede favorecer la especializacion, aunque limita el rango de
adaptacion del parasito a diferentes huéspedes, ya que la adaptacion del
virus a un huésped haria poco probable que esa misma mutacién no tuviese
efectos negativos en la eficacia en otro huésped. Se espera entonces que,
si la adaptacion se ha producido debido a este proceso, los generalistas
paguen un coste. Probablemente, esto no es asi en nuestro caso, ya que las
poblaciones generalistas pueden ser mas heterogéneas genéticamente que
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las especialistas. Otra explicacién plausible seria que la pleiotropia
epistatica puede llevar a la evolucién de un parasito a generalista o
especialista, dependiendo del huésped en el que evolucione (Lali¢ y Elena,
2012), lo que coincide mas con nuestro experimento.

Sorprendentemente, el mutante cpr5-2, a pesar de tener una activacion
constitutiva de la sintesis de SA, parece comportarse en la matriz como un
huésped permisivo, lo que podria indicar que esa sintesis se reprime por
otras vias que no hemos modificado y funcionan con normalidad dentro de
la célula.

Otro dato interesante es el de los linajes evolucionados en npr1-1 (1, 2y 4),
ya que tres de ellos se han adaptado a su propio huésped y también a otros
relacionados con la ruta del SA (cpr5-2) y JA (jin1), lo que parece indicar que
sus mutaciones fijadas confieren una ventaja también en esos ambientes,
consistente con la idea de que forman parte de la misma ruta de defensa.

En general, tendriamos una matriz con linajes en la que los huéspedes
hipersusceptibles habrian seleccionado especialistas y estos tendrian tasas
evolutivas mds bajas; y otros linajes que habrian evolucionado a ser
generalistas y que provendrian de ambientes mas restrictivos, llegando a
ser generalistas teniendo tasas evolutivas mas altas.

Aungue se asume en general que las mutaciones sindnimas no tienen
efectos en el fenotipo, esto no es asi en el caso de los virus de RNA (Sanjuan
et al., 2004; Carrasco et al., 2007), por lo que no podemos limitarnos a
describir solamente las mutaciones no sindnimas, especialmente si se
observan mutaciones sindnimas convergentes entre linajes evolucionados
en el mismo genotipo del huésped. En el apartado 4 del Experimento de
Evolucidon se describen las mutaciones fijadas halladas en la secuencia
consenso de los virus evolucionados. Muchas de éstas son compartidas
entre varios linajes, por lo que es un claro caso de convergencia evolutiva.
Es decir, producto de la evolucién en un mismo ambiente y de una misma
solucién al reto que ello supone. No es extraino entonces que grupos de
linajes que contribuyen a la modularidad en la matriz, tengan las mismas
mutaciones. Es el caso de los linajes 4 y 5 evolucionados en cpr5-2, que
comparten dos mutaciones no sinénimas en C/ y ademds una en VPg
(también no sindnima), esta ultima también compartida con el linaje 3 de
cpr5-2. Algo similar ocurre con los linajes 2 y 3 evolucionados en dcl2 dcl4 y
los linajes 3, 4 y 5 evolucionados en jin1, todos ellos compartiendo
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mutaciones en VPg. Los linajes 4 y 5 evolucionados en jinl comparten
ademas dos mutaciones sindnimas en HC-Pro y P3. Ademas, hemos
comprobado que debido a que el genoma del virus es compacto, el nimero
de mutaciones fijadas en ningln caso excede de cinco por genoma, siendo
en algunos casos Unicamente una mutacién necesaria para adaptarse al
nuevo huésped, lo que confirma las conclusiones de experimentos
anteriores en A. thaliana y otros potyvirus (Agudelo-Romero et al., 2008;
Hillung et al., 2014, Lafforge et al., 2011).
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1. En los patosistemas de N. tabacum, C. annuum y C. quinoa infectados
con TEV:

e Nuestros resultados confirman el papel de la interferencia clonal en
la evolucion de este virus. Las tasas de adaptacion fueron
significativamente mas rapidas en el huésped nuevo, pimiento, que,
en el huésped original, tabaco, ya que el primero genera una fuente
de variacién mas beneficiosa en la poblacidon de virus, mientras que
en el reservorio esta fuente de variacion puede estar agotada.

e La interferencia clonal es mas importante para la infectividad que
para la carga viral, ya que para el virus mejorar el rasgo de
infectividad es menos complejo.

e Quiza larazén de que nuestros resultados no sean significativos para
la carga viral se debe a que mejorando este rasgo podria pagarse un
coste pleiotropico negativo, porque la acumulacion viral es un rasgo
gue, para ser mejorado, requiere caminos evolutivos mas complejos
que por ejemplo la infectividad. Esta Ultima requiere entrar en Ia
célula y desencadenar la infeccidn, pero un aumento del titulo viral
requeriria quizd otras presiones selectivas y otra combinacidon de
mutaciones fijadas en la poblaciéon de virus, cuya combinacién
simultdnea es menos probable.

2. En el patosistema A. thaliana-TuMV:
® La evolucidon en un genotipo determinado siempre resulta en una
mejora de rasgos fenotipicos (infectividad y AUDPS) relacionados con

la eficacia viral.

® La adaptacion de los virus elimina las diferencias ancestrales para la
AUDPS, pero no para la infectividad.

e La adaptacion a huéspedes hipersusceptibles es mas lenta (seleccion
débil) que la que sucede en huéspedes hiposusceptibles (seleccidn

fuerte).

® Los huéspedes mas permisivos seleccionan virus especialistas pero
los mas resistentes seleccionan virus generalistas. La modularidad
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® observada en la matriz de infeccidn no se debe al modelo MA, sino a
la convergencia evolutiva que sucede entre los linajes evolucionados
en el mismo ambiente.

® la caracterizacion de las secuencias consenso de los linajes
evolucionados revela gran cantidad de casos de convergencia

evolutiva.

® Pocas mutaciones por genoma de TuMV pueden suponer cambios
fenotipicos importantes.
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1.

Tablas apartado Seleccion de Genotipos

1.1. Infectividad

MATERIAL SUPLEMENTARIO

Tabla 12. Porcentaje de infeccion entre 7-16 dpi por genotipo.

1.2. Titulo viral

Tabla 13. Datos de carga y carga media por genotipo.

7 dpi 8 dpi 9 dpi 10 dpi 11 dpi 12 dpi 13 dpi 14 dpi 15 dpi 16 dpi__| % infeccion
sid 2-1 2 12 17 18 18 18 18 90
pad 4-1 2 5 13 18 18 18 18 18 18 90
eds 5-1 1 6 14 16 18 19 19 19 19 95
npr 1-1 1 1 9 7 18 18 20 20 100
prs-2 4 11 14 15 15 15 15 15 16 16 80
c0i1-40 2 4 14 17 17 19 19 19 95
jin 1 9 11 18 19 19 19 19 19 19 19 95
etr 1-1 4 4 4 7 7 7 8 B 40
ein 2-1 4 6 7 13 14 70
eds 4-1 1 5 15 17 18 18 18 90
eds 8-1 2 4 8 11 11 11 11 55
del 2 5 9 16 17 17 17 18 90
dcl 4 4 2 9 12 15 15 15 16 380
de2/dckt 3 11 16 18 19 19 20 100
hsp 90.1 3 5 11 14 16 17 17 19 19 19 95
gl 2 14 19 19 20 20 100
g2 3 7 12 14 17 85
gl fidg2

dbp 2 2 2 5 9 12 14 14 16 30
dip 2 1 10 15 17 17 17 17 85
P58IPK-1 4 7 13 18 19 19 20 20 100
col0 wt 9 10 18 18 19 19 20 20 100

GENOTIPO
WT C-1

CARGA MEDIA

0

CM GRUPAL

WT +1

460713,277

5,8783E+05

5,76924962

WT +2

831111,199

WT +3

465383,74

WT +4

394334,782

WT +5

787592,636

eds8-1 C-1

-0,0163548

2,7756E-17

esd8-1C-2

0,01635478

eds8-1 +1

78801,9253

7,6953E+04

4,88622704

eds8-1 +2

52281,2127
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

eds8-1 +3 77510,9015
eds8-1 +4 107420,873
eds8-1 +5 68751,403
eds8-1 AS1 2242986,72 | 1,3623E+06 6,13426752
eds8-1 AS2 1906886,33
eds8-1 AS3 1,42174813
eds8-1 AS4 250759,386
eds8-1 AS5 2410783,96
i4g2 C-1 -0,0508527 | 5,0853E-02
i4g2 C-2 0,15255802
i4g2 +1 40466,0739 | 4,7535E+04 4,67701681
i4g2 +2 38515,292
i4g2 +3 60032,3955
i4g2 +4 63291,9877
i4g2+5 35371,0647
i4g2 AS1 146727,299 | 1,5702E+05 5,19596579
i4g2 AS2 88939,7531
i4g2 AS3 235404,679
ein2-1C-1 0,01946799 | 4,8670E-03
ein2-1C-2 -0,009734
ein2-1 +1 157014,752 | 2,1099E+05 5,32426949
ein2-1 +2 261507,19
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

ein2-1+3 114954,863
ein2-1+4 312433,213
ein2-1+5 209058,477
ein2-1 AS1 1096222,23 | 4,2901E+05 5,63246517
ein2-1 AS2 627501,995
ein2-1 AS3 77103,9279
ein2-1 AS4 49280,2395
ein2-1 AS5 294930,522
hsp90-1 C-1 0,76826677 | 7,6827E-01
hsp90.1 +1 193831,557 | 2,7329E+05 5,43662404
hsp90.1 +2 199322,405
hsp90.1 +3 276918,989
hsp90.1 +4 318022,017
hsp90.1 +5 378355,985
hsp90.1 AS1 27,034431 | 2,7034E+01 1,43191723
sid2-1 C-1 -0,0690797 | 0,0000E+00
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

sid2-1 C-2 0,06907969

sid2-1 +1 334397,264 | 3,9118E+05 5,59237837
sid2-1 +2 359424,071

sid2-1 +3 415935,648

sid2-1 +4 444600,434

sid2-1 +5 401550,378
sid2-1 AS1 117036,262 | 1,4642E+05 5,16558624
sid2-1 AS2 175794,186

jin1C-1 -0,0002848 | 1,4240E-04

jinl1 C-2 0,0005696

jin1+1 491584,464 | 6,8493E+05 5,83564472

jin1 +2 797086,544

jin1 +3 932319,849

jinl +4 654113,644

jin1 45 549533,886

Jin1 AS1

1,80291615 | 1,8029E+00 0,25597553

cpr5-2 C-1 -0,6354657 | 0,0000E+00
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

cpr5-2 C-2 0,63546567
cpr5-2 +1 525969,108 | 4,5107E+05 5,65424172
cpr5-2 +2 424589
cpr5-2 +3 445086,441
cpr5-2 +4 529701,271
cpr5-2 +5 329992,631
cpr5-2 AS1 35,3742277 | 2,2306E+03 3,34842983
cpr5-2 AS2 0,16952968
cpr5-2 AS3 8883,03725
cpr5-2 AS4 3,98603081
p58Pk C-1 -0,0030597 | -1,0199E-03
p58Pk C-2 0,00101992
p58Pk +1 461477,474 | 5,3492E+05 5,7282883
p58Pk +2 709020,666
p58Pk +3 341370,867
p58iPk+4 696811,327
p58Pk +5 465916,337
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dcl2/4 C-1 -0,003418 | 0,0000E+00
dcl2/4 C-2 0,00341803
dcl2/4 +1 352227,633 | 4,2036E+05 5,62362232
dcl2/4 +2 307050,649
dcl2/4 +3 620811,789
dcl2/4 +4 410384,669
dcl2/4 +5 411329,789
dbp2 C-1 0,1368004 | -1,1102E-16
dbp2 C-2 -0,1368004
dbp2 +1 660116,638 | 7,0532E+05 5,84838598
dbp2 +2 505913,364
dbp2 +3 1052781,37
dbp2 +4 622124,307
dbp2 +5 685662,559
dbp2 AS1 103515,186 | 1,3867E+05 5,14198372
dbp2 AS2 158276,348
dbp2 AS3 147671,531
dbp2 AS4 145218,474
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dip2 C-1 2,20182951 | 0,0000E+00
dip2 C-2 -2,2018295
dip2 +1 391570,268 | 4,7929E+05 | 5,68059396
dip2 +2 400295,413
dip2 +3 447010,78
dip2 +4 646784,784
dip2 +5 510764,425
dip2 AS1 130274,827 | 7,3019E+04 | 4,86343643
dip2 AS2 -1,7647845
dip2 AS3 88784,2136
pad4 C-1 -0,1274179 | -4,2473E-02
pad4 C-2 0,04247264
pad4-1 +1 324252,165| 3,1824E+05| 5,50275143
pad4-1 +2 248959,686
pad4-1 +3 484530,69
pad4-1 +4 331111,778
pad4-1 +5 202333,446
pad4-1 AS1 95064,9104 | 1,1187E+05| 5,04869626
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

pad 4-1 AS2 128666,137
eds5-1 C-1 -0,0286894 0,0000E+00
eds5-1 C-2 0,02868941
eds5-1 +1 164141,738 2,2079E+05 5,34397348
eds5-1 +2 284926,94
eds5-1 +3 174593,519
eds5-1 +4 284392,952
eds5-1 +5 195879,805
eds5-1 AS1 111090,617 1,1109E+05 5,04567738
nprl-1C-1 -0,0022922 5,7306E-04
nprl-1 C-2 0,00343836
nprl-1+1 165372,159 1,4691E+05 5,16704739
nprl-1+2 249430,114
nprl-1+3 127994,173
nprl-1+4 103776,976
nprl-1+5 87969,8643
coil-40 C-1 1,31467715 0,0000E+00
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coil-40 C-2 -1,3146772
coil-40 +1 121692,48 8,6510E+04 4,93706522
coil-40 +2 56792,7199
coil-40 +3 42587,0839
coil-40 +4 89970,3981
coil-40 +5 121506,235
coil-40 AS1 110462,46 1,1046E+05 5,04321471
etrl-1C-1 -0,0016563 -2,7605E-04
etrl-1C-2 0,0011042
etrl-1+1 75217,2316 1,3305E+05 5,12402303
etr 1-1 +2 78805,5197
etrl-1+3 111869,426
etrl-1+4 257242,346
etrl-1+5 142127,96
etrl-1 AS1 54823,8206 1,7817E+05 5,25083882
etrl-1 AS2 90121,5409
etrl-1 AS3 8,3131838
etrl-1 AS4 701447,292
etrl-1 AS5 44457,7404
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

eds4 C-1 -0,0003169 2,9816E-19
eds4 C-2 0,00031691
eds4-1 +1 61769,6111 6,8128E+04 4,83332252
eds4-1 +2 48781,1031
eds4-1 +3 92272,8022
eds4-1 +4 53924,0993
eds4-1 +5 83889,9392
eds4-1 AS1 87324,0813 1,0006E+05 5,00028209
eds4-1 AS2 112805,867
dcl2 C-1 0,00024028 -6,0069E-05
dcl2 C-2 -0,0003604
dcl2 +1 81248,8592 9,9493E+04 4,99779104
dcl2 +2 122512,067
dcl2 +3 59301,1008
dcl2 +4 95579,5126
dcl2 +5 138821,761
dcl2 AS1 92747,6965 5,2317E+05 5,7186469
dcl2 AS2 953602,1
dcl4 C-1 0,01650697 0,0000E+00
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

dcl4 C-2 -0,016507
dcld +1 109166,41 1,3303E+05 5,12394474
dcl4 +2 103007,311
dcl4 +3 201261,215
dcld +4 138511,695
dcl4 +5 113195,943
dcl4 AS1 715578,783 2,1268E+06 6,32772244
dcl4 AS2 4367344,49
dcl4 AS3 1157532,06
dcl4 AS4 2266662,25
i4gl C-1 0,00237931 -2,3793E-03
i4gl C-2 -0,0071379
i4gl +1 133820,066 9,2676E+04 4,96696939
i4gl +2 43505,4174
i4g1 +3 91481,1795
i4gl +4 96544,8727
i4gl +5 98030,712
i4g1/2 C-1 0,00026912 -1,3456E-04
i4g1/2 C-2 -0,0005382
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

i4g1 idg2 AS1 57,4378784 | 5,0313E+01 | 1,70168214
i4g1 idg2 AS2 21,0711782
i4g1 idg2 AS3 29,0521934
i4g1 idg2 AS4 92,5437659
i4g1 idg2 AS5 51,4611001

1.3. Dinamica de expresion

Tabla 14. Datos de infectividad de los genotipos estudiados para dindmica de expresién.

n 7 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 infefcién
ws2 | O7 |21 33 | 42 | 45 | 48 | 48 | 48 | 48 84,2
edsg-1 | D3 0 0 6 7 |12 | 15 | 19 | 19 35,8
hspoo.1 | D6 1 13 | 23 | 32 | 48 | 54 | 54 | 54 96,4
colowt | D5 0 10 | 16 | 31 | 43 | 48 | 54 | 54 98,2

Genotipo dpi Expresion Log Alog12/7
media expresion
Col-0 33324,9985 | 4,52277014 | 0,62094768
67088,9424 | 4,82665095
139225,189 5,14371782
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15 185022,437 5,2672244

hsp90.1 7 34847,4093 4,5421705 0,46330112
9 60899,6945 | 4,78461511
12 101267,855 | 5,00547161
15 109848,553 | 5,04079434

cpr5-2 7 14863,1639 | 4,17211127 | 0,65463695
9 40087,6953 | 4,60301109
12 67103,9707 | 4,82674822
15 82457,1025 | 4,91622807

eds8-1 7 23688,8893 4,3745447 0,68041565
9 81445,0562 | 4,91086473
12 113490,719 | 5,05496035
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2.

Tablas 16-27. Evolucién de plantas infectadas entre los 6-12 dpi para cada pase.

MATERIAL SUPLEMENTARIO

15 169993,505 5,23043233
Col-0 7 21961,2577 4,34165721 | 0,79136265
9 71341,8342 4,85334427
12 135837,556 5,13301986
15 106451,384 5,02715131
dcl2 dcl4 7 11572,0613 4,06341072 0,9492336
9 43543,7984 4,63892631
12 102954,259 5,01264432
15 88071,2476 4,94483415

Tablas resultados Experimento de Evolucion

2.1. Infectividad en cada pase

T plantas . . . . . . N P .
mutante linaje inoculadas 6dpi | 7dpi | 8dpi | 9dpi | 10dpi | 11dpi | 12dpi | % infeccion
npri-1 L1 14 1 3 6 7 13 14 100
L2 14 0 1 3 3 5 9 64,3
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Mutante linaje inzlé:‘ur::\a:isas d5pi 6dpi dZ)i 8dpi | 9dpi ; ;EI infe::A)cién
nprl-1 L1 14 0 2 4 6 7 9 10 10 71,4
L2 14 0 2 7 11 12 14 14 14 100,0
L3 14 0 1 3 4 5 8 9 9 64,3
L4 16 0 2 7 13 13 14 15 15 93,8
L5 14 0 3 6 11 11 11 14 14 100,0
cpr5-2 L1 14 0 0 2 3 3 3 3 4 28,6
L2 18 0 0 0 0 0 0 2 3 16,7
L3 14 0 0 6 7 7 8 9 9 64,3
L4 14 0 0 2 3 3 5 6 7 50,0
L5 14 0 0 2 2 4 5 5 5 35,7
jinl L1 18 4 5 15 17 17 18 18 18 100,0
L2 14 0 4 13 13 13 13 13 13 92,9
L3 14 0 1 11 14 14 14 14 14 100,0
L4 16 2 3 15 15 16 16 16 16 100,0
L5 14 2 4 13 14 14 14 14 14 100,0
eds8-1 L1 13 0 0 1 1 3 9 10 11 84,6
L2 16 0 1 1 2 5 9 11 13 81,3
L3 16 1 1 2 3 7 9 14 16 100,0
L4 18 0 0 1 4 6 14 15 18 100,0
L5 14 0 0 2 3 5 10 13 14 100,0
dcl2/dcl4 L1 14 3 11 13 14 14 14 14 14 100,0
L2 14 0 6 12 14 14 14 14 14 100,0
L3 18 1 2 8 14 18 18 18 18 100,0
L4 16 0 8 14 15 15 16 16 16 100,0
L5 14 0 2 7 8 9 11 11 11 78,6
hsp90.1 L1 14 1 5 10 11 12 12 13 13 92,9
L2 14 0 1 9 9 10 12 12 12 85,7
L3 16 0 2 11 14 15 16 16 16 100,0
L4 12 0 3 10 11 11 11 11 11 91,7
idg2 L5 14 1 6 13 14 14 14 14 14 100,0
L1 14 0 1 2 3 5 7 9 9 64,3
L2 18 1 2 3 3 3 11 13 13 72,2
L3 14 1 2 5 7 7 11 11 11 78,6
L4 18 0 4 5 5 10 15 15 15 83,3
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dbp2 L5 14 1 4 4 5 7 10 10 10 71,4
L1 14 0 5 12 14 14 14 14 14 100,0
L2 14 0 3 10 13 13 13 14 14 100,0
L3 18 1 4 17 18 18 18 18 18 100,0
L4 14 1 7 10 14 14 14 14 14 100,0
P58iPk L5 16 1 5 11 13 15 15 15 15 93,8
L1 16 1 6 13 16 16 16 16 16 100,0
L2 14 1 1 4 6 6 8 10 10 71,4
L3 18 0 4 8 15 16 17 17 17 94,4
L4 14 0 1 5 10 10 12 12 12 85,7
L5 14 0 1 3 9 9 9 9 9 64,3

%

Mutante linaje | plantasinoculadas | 4dpi 5 dpi

infeccidn
nprl-1 L1 10 0 1 6 7 8 9 9 10 10 100,0
L2 10 0 0 4 6 10 10 10 10 10 100,0
L3 10 0 1 3 5 6 8 9 10 10 100,0
L4 10 0 1 7 9 10 10 10 10 10 100,0
L5 10 0 0 4 5 7 9 9 9 10 100,0
cpr5-2 L1 10 0 0 5 7 9 9 9 9 9 90,0
L2 26 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0
(#5) '
L3 10 0 0 5 10 10 10 10 10 10 100,0
L4 10 0 0 7 10 10 10 10 10 10 100,0
L5 15 0 0 7 11 11 11 12 12 14 93,3
jinl L1 10 1 2 10 10 10 10 10 10 10 100,0
L2 10 0 1 8 10 10 10 10 10 10 100,0
L3 10 0 1 6 9 10 10 10 10 10 100,0
L4 10 0 6 6 8 10 10 10 10 10 100,0
L5 10 0 0 7 8 9 10 10 10 10 100,0
eds8-1 L1 9 0 0 1 2 2 7 7 8 9 100,0
L2 10 0 0 0 2 3 6 7 9 10 100,0
L3 9 0 0 0 2 3 5 8 8 9 100,0
L4 10 0 0 0 2 2 4 5 7 10 100,0
L5 10 0 0 0 1 1 5 6 8 9 90,0
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dcl2/dcl4 L1 10 0 5 9 10 10 10 10 10 10 100,0

L2 10 0 2 7 9 10 10 10 10 10 100,0

L3 10 0 0 7 7 9 10 10 10 10 100,0

L4 10 0 0 10 10 10 10 10 10 10 100,0

L5 10 0 0 4 7 8 8 10 10 10 100,0

hsp90.1 L1 10 0 1 8 8 10 10 10 10 10 100,0

L2 10 0 1 3 4 5 6 8 8 10 100,0

L3 10 0 0 9 10 10 10 10 10 10 100,0

L4 10 0 0 9 9 9 9 9 9 10 100,0

L5 10 0 0 8 10 10 10 10 10 10 100,0

idg2 L1 10 0 0 4 7 9 9 9 9 10 100,0
L2 10 0 0 1 2 2 3 4 4 4 40,0

L3 10 0 0 5 8 8 10 10 10 10 100,0

L4 10 0 0 7 7 8 9 9 10 10 100,0

L5 10 0 0 3 8 8 8 8 9 10 100,0

dbp2 L1 10 0 0 7 9 10 10 10 10 10 100,0

L2 10 0 0 7 10 10 10 10 10 10 100,0
L3 10 0 1 6 6 9 9 9 9 9 90,0

L4 10 0 1 10 10 10 10 10 10 10 100,0

L5 10 0 0 5 7 9 9 10 10 10 100,0

P58iPk L1 10 0 0 5 8 9 10 10 10 10 100,0

L2 10 0 0 3 5 7 10 10 10 10 100,0

L3 10 0 0 2 4 6 8 10 10 10 100,0

L4 10 0 0 3 6 6 10 10 10 10 100,0

L5 10 0 0 5 7 9 10 10 10 10 100,0

[JERIER 4 5 6
Mutante linaje | inoculadas dpi dpi dpi | 7dpi 8dpi infeccion
nprl-1 L1 10 0 2 7 8 9 9 10 | 10 10 100,0
L2 10 0 1 4 7 8 9 9 10 10 100,0
L3 10 0 1 6 9 9 9 0 10 10 100,0
L4 10 0 1 9 9 10 10 | 10 | 10 10 100,0
L5 10 0 0 4 6 6 6 8 9 9 90,0
cpr5-2 L1 10 0 0 6 8 8 8 8 8 9 90,0
L3 10 0 0 5 9 9 9 9 10 10 100,0
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L4 10 0 0 7 8 9 9 | 9| 9 | 10 100,0

L5 10 0 0 7 8 8 9 | 9| 10 | 10 100,0

jinl L1 10 0 1 8 9 9 | 10 |10]| 10 | 10 100,0
L2 10 1 2 8 10 | 10 | 10 |10 | 10 | 10 100,0

L3 10 0 3 8 9 9 | 10 | 10| 10 | 10 100,0

L4 10 0 2 8 10 | 10 | 10 | 10| 10 | 10 100,0

L5 10 0 1 9 10 | 10 | 10 | 10| 10 | 10 100,0

eds8-1 L1 10 0 0 0 2 2 2 | 6| 8 9 90,0
L2 10 0 1 3 3 5 5 | 6| 7 8 80,0

L3 10 0 1 2 4 6 6 | 8| 10 | 10 100,0

L4 10 0 0 2 3 3 5 | 7| 8 9 90,0

L5 10 0 0 1 2 3 3 |6 | 10| 10 100,0

dcl2/dcld | L1 10 0 0 10 | 10 | 10 | 10 |10 | 10 | 10 100,0
L2 10 0 0 8 8 8 8 |10 10 | 10 100,0

L3 10 0 1 10 | 10 | 10 | 10 |10 | 10 | 10 100,0

L4 10 0 1 10 | 10 | 10 | 10 |10 | 10 | 10 100,0

L5 10 0 0 10 | 10 | 10 | 10 |10 | 10 | 10 100,0

hsp90.1 L1 10 0 0 7 9 10 | 10 | 10| 10 | 10 100,0
L2 10 0 0 3 5 6 8 | 9| 10| 10 100,0

L3 10 0 0 8 9 9 9 | 9| 10 | 10 100,0

L4 10 0 1 4 9 10 | 10 | 10| 10 | 10 100,0

L5 10 0 0 5 9 9 | 10 | 10| 10 | 10 100,0

iag2 L1 10 0 1 9 10 | 10 | 10 |10 | 10 | 10 100,0
L2 10 0 0 4 5 7 7 | 7| 8 8 80,0

L3 10 0 0 7 8 8 8 | 8| 8 9 90,0

L4 10 0 0 8 8 9 | 10 | 10| 10 | 10 100,0

L5 10 0 0 7 10 | 10 | 10 |10 | 10 | 10 100,0

dbp2 L1 10 0 1 6 8 9 | 10 | 10| 10 | 10 100,0
L2 10 1 1 3 5 7 9 | 9| 10 | 10 100,0

L3 10 0 0 3 7 7 8 | 9| 10| 10 100,0

L4 10 0 0 6 10 | 10 | 10 |10 | 10 | 10 100,0

L5 10 0 0 4 7 7 9 |10 10 | 10 100,0

p58irk L1 10 0 0 1 6 10 | 10 | 10| 10 | 10 100,0
L2 10 0 0 2 8 10 | 10 | 10| 10 | 10 100,0

L3 10 0 0 2 8 9 9 |10 10 | 10 100,0

L4 10 0 0 3 7 7 8 |10 10 | 10 100,0

L5 10 0 0 2 6 7 8 |10 10 | 10 100,0
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Mutante

linaje

[JERIEN
inoculadas

4
dpi

8dpi

MATERIAL SUPLEMENTARIO

9dpi

infeccion

npri-1 L1 10 o|lof|o]|3]| s 7 7 9 9 90,0
L2 10 olof|o]|3]| s 8 8 9 9 90,0

L3 10 o|lo|1]6] 9 9 9 9 9 90,0

L4 10 o| 1|47 | 10| 10| 10| 10] 10 100,0

L5 10 o|lo |5 ]| 7| 7 8 8 9 | 10 100,0

cpr5-2 L1 10 oo |5 ]|10| 10| 20| 120 120 10 100,0
L3 10 oo |7 ]|10| 10| 120 10| 120] 10 100,0

L4 10 ol o |9 ]| 9| 10| 10| 10| 10] 10 100,0

L5 10 o| o |5 ]|10| 10| 20| 120 120 10 100,0

jinl L1 10 o| 12|88 | 10| 10| 10| 10] 10 100,0
L2 10 o|lo |6 ]| 9| 10| 10| 10| 1] 10 100,0

L3 10 1|2 |8|9]| 10| 10| 10| 120] 10 100,0

L4 10 o| 1|5 |8 | 10| 10| 10| 10] 10 100,0

L5 10 o | 1|3 ]|10| 10| 20| 10| 120 10 100,0

eds8-1 L1 10 olo ool 1 1 1 3 3 30,0
L2 10 olo ool 1 2 3 6 6 60,0

L3 10 olo ool 1 2 3 4 4 40,0

L4 10 olo ool 1 2 3 5 5 50,0

L5 9 olo ool 2 2 5 6 7 77,8

dcl2/dcla | L1 10 o|lof|2]4a]| s 5 5 5 5 50,0
L2 10 ol 1|3]|6] 7 7 7 7 8 80,0

L3 10 o|lo|a]|]s]| 9 9 9 9 9 90,0

L4 10 olo|1]3] s 5 6 6 7 70,0

L5 10 1| 2|79 10| 10| 10| 120 10 100,0

hsp90.1 L1 10 olof|2]2]3 6 7 | 10| 10 100,0
L2 10 olo ool 2 5 6 6 8 80,0

L3 10 o|lof|o]|al]| s 9 9 9 9 90,0

L4 10 o|lo|lo]|o]f 4 6 7 9 9 90,0

L5 10 olo|1]2]o9 9 9 9 9 90,0

iag2 L1 10 olo|1]2]3 4 4 5 6 60,0
L2 10 oo |1]|1] 1 3 3 4 5 50,0

L3 10 olo ool 2 2 4 5 8 80,0

L4 10 olof|1]1] 5 5 6 8 8 80,0
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L5 10 0 0 1| 3 5 5 7 7 8 80,0
dbp2 L1 10 0 0| 2|7 7 10 | 10 | 10 | 10 100,0
L2 10 0 0| 2168 7 9 10 | 10 | 10 100,0
L3 10 0 0| 2] 4 5 7 7 8 8 80,0
L4 10 0 o|o0] 3 6 8 8 8 8 80,0
L5 10 0 0 1| 3 4 5 6 6 6 60,0
P58iPk L1 10 0 0 1 5 7 8 8 8 8 80,0
L2 10 0 o|lo]oO 3 3 6 7 7 70,0
L3 10 0 oo 2 4 5 7 9 9 90,0
L4 10 0 0|01 2 2 6 7 7 70,0
L5 10 0 0|01 4 4 7 7 7 70,0

plantas 4 | 5| 6| 7 10 12 %
mutante linaje inoculadas dpi | dpi | dpi | dpi | 8dpi 9dpi | dpi i dpi | infeccion

nprl-1 L1 10 0 0 3 4 6 6 7 8 9 90,0
L2 10 0 1 5 7 7 7 8 10 10 100,0

L3 10 0 0 2 6 6 7 9 9 9 90,0

L4 10 0 2 4 4 6 6 6 6 6 60,0

L5 10 0 0 1 4 6 6 6 6 6 60,0

cpr5-2 L1 10 0 0 2 8 10 10 10 10 10 100,0
L3 10 0 0 7 |10 | 10 10 10 10 10 100,0

L4 10 0 0 7 |10 | 10 10 10 10 10 100,0

L5 10 0 0 5 8 10 10 10 10 10 100,0

jinl L1 10 0 2 8 |10 | 10 10 10 10 10 100,0
L2 10 1 2 5 110 | 10 10 10 10 10 100,0

L3 10 1 3 6 | 10 | 10 10 10 10 10 100,0

L4 10 1 4 10 | 10 | 10 10 10 10 10 100,0

L5 10 0 4 9 |10 | 10 10 10 10 10 100,0

eds8-1 L1 10 0 0 0 2 3 4 7 8 10 100,0
L2 10 0 0 0 0 1 3 6 10 10 100,0

L3 10 0 0 0 0 0 2 7 10 10 100,0

L4 10 0 0 0 0 0 1 4 9 10 100,0

L5 10 0 0 0 2 2 3 7 8 10 100,0
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dcl2/dcla | L1 10 1|14 |7 |10| 10 | 10 | 10 | 10 | 10 100,0
L2 10 oo ]| 6|8 9 9 9 10 | 10 100,0

L3 10 o269 ]| 10| 10| 10| 10| 10 100,0

L4 10 0 1|13 |5 5 8 10 | 10 | 10 100,0

L5 10 0|25 |120] 10| 10 | 10| 10 | 10 100,0

hsp90.1 L1 10 0|2 ]| 7|10 10 [ 120 | 10| 120 | 10 100,0
L2 10 oo | 1]3 8 9 10 | 10 | 10 100,0

L3 10 oo | 1]|s+s 8 8 9 9 9 90,0

L4 10 0 1| 4|7 ] 10| 10 10| 10| 10 100,0

L5 10 oo | 1|24 7 9 10 | 10 | 10 100,0

i4g2 L1 10 oo | 1|24 4 4 4 5 5 50,0
L2 10 oo ]of1 1 1 1 2 2 20,0

L3 10 oflo]ofo 1 2 4 5 5 50,0

L4 10 oflo]ofo 0 0 1 1 1 10,0

L5 10 oflo]ofo 0 0 1 1 3 30,0

dbp2 L1 10 112|137 ] 10| 10| 10| 10 | 10 100,0
L2 10 oo | 4|7 7 8 10 | 10 | 10 100,0

L3 10 oo | 1|24 5 7 10 | 10 | 10 100,0

L4 10 oo | 1|7 9 10 | 10 | 10 | 10 100,0

L5 10 oo | 2/|7 7 9 10 | 10 | 10 100,0

P58iPk L1 10 0 0 1 4 8 10 10 | 10 | 10 100,0
L2 10 oo | 1]3 4 8 10 | 10 | 10 100,0

L3 10 oo ]| 2|6 8 10 | 10 | 10 | 10 100,0

L4 10 oflo]ofo 5 6 8 9 9 90,0

L5 10 oo | 4|6 9 9 10 | 10 | 10 100,0

q 5 12 %
mutante linaje | plantasinoculadas dpi dpi dpi infeccion
nprl-1 L1 10 0 3 5 8 9 10 10 10 10 100,0

L2 10 0 1 5 6 7 9 10 10 10 100,0
L3 10 0 2 3 5 7 10 10 10 10 100,0
L4 10 0 0 3 6 9 9 9 9 9 90,0
L5 10 0 1 3 4 7 10 10 10 10 100,0
cpr5-2 L1 10 0 0 5 8 9 9 10 10 10 100,0
L3 10 0 0 4 9 9 10 10 10 10 100,0
L4 10 0 0 5 10 10 10 10 10 10 100,0
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L5 10 0 0 2 8 10 | 10 10 10 10 100,0

jinl L1 10 0 4 9 9 10 | 10 10 10 10 100,0
L2 10 0 1 8 | 10 | 10 | 10 10 10 10 100,0

L3 10 0 2 8 | 10 | 10 | 10 10 10 10 100,0

L4 10 1 6 10 | 10 | 10 | 10 10 10 10 100,0

L5 10 0 3 9 | 10 | 10 | 10 10 10 10 100,0

eds8-1 L1 10 0 0 0 0 1 5 8 10 10 100,0
L2 10 0 0 0 0 1 3 4 7 8 80,0

L3 10 0 0 0 0 1 7 8 10 10 100,0

L4 10 0 0 0 0 2 6 8 10 10 100,0

L5 10 0 0 0 0 1 5 6 9 9 90,0

dcl2/dcla | L1 10 1 5 10 [ 10 | 10 | 10 10 10 10 100,0
L2 10 0 1 6 8 10 | 10 10 10 10 100,0

L3 10 0 2 5 6 6 9 9 9 9 90,0

L4 9 0 1 3 5 7 7 8 8 8 88,9

L5 10 0 0 2 2 3 4 5 5 5 50,0

hsp90.1 L1 10 0 0 5 5 5 6 7 7 7 70,0
L2 10 0 0 1 2 5 8 9 9 9 90,0

L3 10 0 0 2 7 8 9 9 9 9 90,0

L4 10 0 0 4 6 9 10 10 10 10 100,0

L5 10 0 0 4 4 8 9 9 10 10 100,0

i4g2 L1 10 0 0 2 3 4 9 9 9 9 90,0
L2 10 0 0 1 1 3 8 9 9 9 90,0

L3 10 0 0 1 2 4 8 8 8 8 80,0

L4 10 0 0 1 3 3 8 8 8 8 80,0

L5 10 0 0 1 1 1 2 2 3 3 30,0

dbp2 L1 10 0 0 5 7 9 10 10 10 10 100,0
L2 10 0 1 5 6 9 9 9 9 9 90,0

L3 10 0 0 6 9 10 | 10 10 10 10 100,0

L4 10 0 1 5 7 9 10 10 10 10 100,0

L5 10 0 0 3 5 7 8 8 9 8 80,0

P58iPk L1 10 0 0 6 7 7 8 8 8 8 80,0
L2 10 0 0 3 6 9 10 10 10 10 100,0

L3 10 0 0 6 8 9 10 10 10 10 100,0

L4 10 0 0 3 7 8 10 10 10 10 100,0

L5 10 0 0 5 9 9 10 10 10 10 100,0
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mutante linaje | plantasinoculadas dpi infeccion

4 %

nprl-1 L1 10 0 0 4 8 9 10 10 10 10 100,0
L2 10 0 0 4 9 9 10 10 10 10 100,0
L3 10 0 0 4 7 9 10 10 10 10 100,0
L4 10 0 0 7 8 9 10 10 10 10 100,0
L5 10 0 0 7 10 10 10 10 10 10 100,0
cpr5-2 L1 10 0 0 9 10 10 10 10 10 10 100,0
L3 10 0 0 6 9 10 10 10 10 10 100,0
L4 10 0 0 4 7 7 8 8 9 9 90,0
L5 10 0 0 7 10 10 10 10 10 10 100,0
jinl L1 10 1 8 10 10 10 10 10 10 10 100,0
L2 10 1 7 10 10 10 10 10 10 10 100,0
L3 10 0 7 9 10 10 10 10 10 10 100,0
L4 10 0 9 10 10 10 10 10 10 10 100,0
L5 10 0 8 9 10 10 10 10 10 10 100,0
eds8-1 L1 10 0 0 2 2 4 5 8 9 9 90,0
L2 10 0 0 2 2 3 4 6 8 9 90,0
L3 10 0 0 1 2 4 6 9 10 10 100,0
L4 10 0 0 0 0 4 5 10 10 10 100,0
L5 10 0 0 1 2 4 4 10 10 10 100,0
dcl2dcl4 L1 10 3 8 10 10 10 10 10 10 10 100,0
L2 10 2 5 9 10 10 10 10 10 10 100,0
L3 10 0 6 10 10 10 10 10 10 10 100,0
L4 10 0 3 7 9 9 9 9 9 9 90,0
L5 10 0 3 5 5 7 7 7 7 7 70,0
hsp90.1 L1 10 0 0 6 10 10 10 10 10 10 100,0
L2 10 0 0 1 9 9 10 10 10 10 100,0
L3 10 0 0 1 5 9 9 10 10 10 100,0
L4 10 0 1 2 8 10 10 10 10 10 100,0
L5 10 0 0 1 6 10 10 10 10 10 100,0
idg2 L1 10 0 2 5 7 9 9 10 10 10 100,0
L2 10 0 1 4 7 9 9 10 10 10 100,0
L3 10 0 0 7 10 10 10 10 10 10 100,0
L4 10 0 2 5 6 8 8 10 10 10 100,0
L5 10 0 2 5 7 7 7 8 8 8 80,0
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dbp2 L1 10 0 0 6 9 10 | 10 | 10 | 10 10 100,0
L2 10 0 0 4 8 8 8 9 9 9 90,0
L3 10 0 1 5 8 8 0 | 10 | 10 10 100,0
L4 10 0 1 3 8 9 9 10 | 10 10 100,0
L5 10 0 2 7 8 0 | 10 | 10 | 10 10 100,0
P58iPk L1 10 0 0 5 7 7 8 8 8 9 90,0
L2 10 0 0 1 8 8 8 8 8 8 80,0
L3 10 0 0 5 9 0 | 10 | 10 | 10 10 100,0
L4 10 0 0 1 4 5 5 5 7 7 70,0
L5 10 0 0 6 9 0 | 10 | 10 | 10 10 100,0

12 %
mutante linaje | plantas inoculadas i i i i i i dpi infeccion
nprl-1 L1 10 0 0 3 7 9 10 10 10 10 100,0

L2 10 0 1 6 9 9 10 10 10 10 100,0

L3 10 0 1 5 9 9 9 9 10 10 100,0

L4 10 0 1 7 9 10 10 10 10 10 100,0

L5 10 0 0 6 10 10 10 10 10 10 100,0

cpr5-2 L1 10 0 0 5 7 8 9 9 9 9 90,0
L3 10 0 0 5 8 9 9 10 10 10 100,0

L4 10 0 0 5 9 9 9 9 9 10 100,0

L5 10 1 1 9 10 10 10 10 10 10 100,0

jinl L1 10 0 2 7 10 10 10 10 10 10 100,0
L2 10 2 4 10 10 10 10 10 10 10 100,0
L3 10 0 1 7 10 10 10 10 10 10 100,0
L4 10 1 3 9 10 10 10 10 10 10 100,0
L5 10 1 5 10 10 10 10 10 10 10 100,0
eds8-1 L1 10 0 0 1 5 8 8 9 9 10 100,0
L2 10 0 0 1 2 4 5 9 10 10 100,0
L3 10 0 0 4 6 8 9 9 10 10 100,0

L4 10 0 0 0 3 6 6 6 9 9 90,0
L5 10 0 0 1 3 7 7 9 10 10 100,0
dcl2dcl4 L1 10 0 1 8 10 10 10 10 10 10 100,0
L2 10 0 0 7 10 10 10 10 10 10 100,0
L3 10 1 2 6 10 10 10 10 10 10 100,0
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L4 10 0 1 8 |10 | 10 | 10 10 10 10 100,0

L5 10 0 1 7 | 10| 10 | 10 10 10 10 100,0

hsp90.1 L1 10 0 0 7 8 9 10 10 10 10 100,0
L2 10 0 0 5 9 | 10 | 10 10 10 10 100,0

L3 10 0 1 7 9 | 10 | 10 10 10 10 100,0

L4 10 0 0 8 |10 | 10 | 10 10 10 10 100,0

L5 10 0 0 7 | 10| 10 | 10 10 10 10 100,0

i4g2 L1 10 0 0 3 8 9 9 9 9 9 90,0
L2 10 0 1 5 8 9 10 10 10 10 100,0

L3 10 0 1 6 | 10 | 10 | 10 10 10 10 100,0

L4 10 0 1 3 9 9 10 10 10 10 100,0

L5 10 0 2 5 9 | 10 | 10 10 10 10 100,0

dbp2 L1 10 0 0 9 9 | 10 | 10 10 10 10 100,0
L2 10 0 0 6 9 | 10 | 10 10 10 10 100,0

L3 10 0 0 8 |10 | 10 | 10 10 10 10 100,0

L4 10 0 0 6 7 | 10 | 10 10 10 10 100,0

L5 10 0 0 6 9 | 10 | 10 10 10 10 100,0

P58iPk L1 10 0 0 5 7 7 9 9 10 10 100,0
L2 10 0 0 2 4 7 9 10 10 10 100,0

L3 10 0 0 4 6 8 9 9 9 10 100,0

L4 10 0 0 2 3 5 7 7 7 7 70,0

L5 10 0 0 4 5 6 8 8 10 10 100,0

TuMV
cpr 5-2 anc. 7 0 0 0 3 4 5 6 6 6 85,7
3. Tablas y figuras experimento de evolucidn

Tabla 28. Titulo viral de los linajes ancestrales en npr 1-1 a pase 0.

Genotype Mean genomes/ng (\EETLET Log mean
genomes total RNA per load
genotype
nprl-111 6299897,5 71752,8189 | 96239,8041 | 4,98335473
nprl-112 12000982 126060,735
nprl-113 10940014 95130,5565

npri-1L4 | 10062435,8 | 104382,114
npri-1L5 | 9729244,33 83872,796
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fig. 66. Plantas del genotipo npr 1-1 infectadas a pase 5.
De arriba a abajo e izda a dcha: C-y L1 a L5.

Tabla 29. Titulo viral de los linajes evolucionados en npr 1-1 a pase 5.

Genotype Mean genomes/ng Mean load Log mean
genomes total RNA per load
genotype
nprl-111 10831188 99186,7033 | 122648,517 | 5,0886623
nprl-112 9465339 84211,2011
nprl-113 15443333,3 155678,763
nprl-11L4 11749658,3 111265,704
nprl-115 15051979,7 162900,213
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fig. 67. Plantas del genotipo npr 1-1 infectadas a pase 12.
De arriba a abajo e izda a dcha: C-y L1 a L5.

Tabla. 30. Titulo viral de los linajes evolucionados en npr 1-1 a pase 12.

Genotype Mean genomes/ng Mean load Log mean
genomes total RNA per load
genotype

nprl-111 22806054,7 245754,899 | 275917,446 | 5,44077916
nprl-112 24124237,3 236512,131

nprl-113 33088842,7 321250,9

nprl-1L4 30176217,3 347652,273

nprl-1L5 23389903,3 228417,025

3.1. Resultados cpr5-2

Tabla 31. Titulo viral de los linajes evolucionados en cpr 5-2 a pase 0.

Genotype Mean genomes/ng Mean load Log mean

genomes total RNA per load
genotype

cpr5-2 L1 17522369,7 169461,989 | 128765,741 | 5,10980033

cpr5-2 L2

cpr5-2 L3 12170343,3 136745,431

cpr5-2 L4 12977855 126243,726

cpr5-2 L5 8773375,33 82611,8205
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fig. 68. Plantas del genotipo cpr 5-2 infectadas a pase 5.
De arriba a abajo e izda a dcha: C-y L1 a L5.

Tabla 32. Titulo viral de los linajes evolucionados en cpr 5-2 a pase 5.

Genotype Mean genomes/ng (\EETLET Log mean

genomes total RNA per load
genotype

cpr5-2 L1 18706852 205569,802 | 198773,191 | 5,29835781

cpr5-2 L2

cpr5-2 L3 17606427,3 172274,24

cpr5-2 L4 27003217,3 267358,587

cpr5-2 L5 12590771,3 149890,135
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fig. 69. Plantas del genotipo cpr 5-2 infectadas a pase 12.
De arriba a abajo e izda a dcha: C-y L1 a L5.

Tabla 33. Titulo viral de los linajes evolucionados en cpr 5-2 a pase 12.

Genotype Mean genomes/ng Mean load Log mean

genomes total RNA per load
genotype

cpr5-2 L1 18246790,3 169895,627 | 179496,472 | 5,25405592

cpr5-2 L2

cpr5-2 L3 22039716 218215,01

cpr5-2 L4 19012208,3 180381,483

cpr5-2 L5 13484338 149493,769

3.2. Resultados jin1

El titulo viral en este genotipo tiene variaciones negativas a lo largo del experimento entre los
pases 0y 5. El cambio promedio Alog entre los pases 5y 0 es de -0,143 y entre los pases 12y 5
es de 0,134; que es un aumento positivo de la carga pero menor que en el primer tramo del
experimento, lo que hace que el cambio en la carga del experimento globalment sea ligeramente
negativo, en concreto, -0,010 (Tablas 19-21).
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Tabla 34. Titulo viral de los linajes evolucionados en jinl a pase 0.

Mean load

Genotype  oomes | wommna. P o
genotype
jinll1 18988999,3 179820,069 | 235559,437 | 5,37210051
jin1 L2 34914528,7 306267,795
jin113 30138659,3 327594,123
jinl L4 16655060,7 187980,369
jin1 L5 15570319 176134,83

De arriba a abajo e izda a dcha: C-y L1 a L5.

fig. 70. Plantas del genotipo jinl infectadas a pase 5.

Tabla. 35. Titulo viral de los linajes evolucionados en jinl a pase 5.

Mean load
Genotvbe Mean genomes/ng or Log mean
P genomes total RNA P load

genotype

jin1l1 19153019 207283,755 | 169090,694 | 5,22811971

jin1l2 23812108,7 216868,021

jin1l3 23094275,3 197050,131

jinlLa 12075809 102511,112

jin1l5 10445330,5 121740,449
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fig. 71. Plantas del genotipo jinl infectadas a pase 12.
De arriba a abajo e izda a dcha: C-y L1 a L5.

Tabla 36. Titulo viral de los linajes evolucionados en jinl a pase 12.

Mean load
Genotvbe Mean genomes/ng or Log mean
P genomes total RNA P load

genotype

jinll1 25915523,3 258637,957 | 230053,065 | 5,36182802

jin1 L2 24255926 242559,26

jin1 13 23915239,3 253339,4

jinl L4 18995987,7 167809,078

jin1 L5 24296232,7 227919,631

3.3. Resultados eds8-1

Tabla 37. Titulo viral de los linajes evolucionados en eds 8-1 a pase 0.

Mean load

Genotvpbe Mean genomes/ng or Log mean

P genomes total RNA P load

genotype

eds8-111 36358546,7 333564,648 | 296144,617 | 5,4715038

eds8-112 23222870 213053,853

eds8-113 25119850,7 284161,207

eds8-1 L4 33095092,7 366907,901

eds8-1 L5 30398010 283035,475
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fig. 72. Plantas del genotipo eds 8-1 infectadas a pase 5.
De arriba a abajo e izda a dcha: C-y L1 a L5.

Tabla 38. Titulo viral de los linajes evolucionados en eds 8-1 a pase 5.

Mean load

Mean genomes/ng Log mean

Genotype per

genotype

eds8-111 13076122,7 130240,266 | 126953,484 | 5,10364462
eds8-1 L2 12609498,7 127111,882
eds8-11L3 15329532,7 170707,491
eds 8-114 9817005 121799,069
eds8-1 L5 9373921,67 84908,7107

genomes total RNA load
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fig. 73. Plantas del genotipo eds 8-1 infectadas a pase 12.
De arriba a abajo e izda a dcha: C-y L1 a L5.

Tabla 39. Titulo viral de los linajes evolucionados en eds 8-1 a pase 12.

Mean load

Genotvbe Mean genomes/ng or Log mean

P genomes total RNA P load

genotype

eds8-111 36886849,3 334726,4 | 284911,936 | 5,45471064

eds8-112 23871251,3 238236,041

eds8-113 23444622,7 227617,696

eds8-1 L4 33769196 416903,654

eds8-1 L5 22695517,3 207075,888

3.4. Resultados dcl2dcl4

Tabla 40. Titulo viral de los linajes evolucionados en dcl2 dcl4 a pase 0.

Mean load

Genotvpe Mean genomes/ng or Log mean

P genomes total RNA P load

genotype

dcl2dci4 L1 13264377,2 150389,764 | 181351,974 | 5,25852229

dcl2dcl4 L2 23507794,3 231375,928

dcl2dci4 L3 13659303 134177,829

dcl2dcl4 L4 23275990 239464,918

dcl2dcl4 L5 12289736,3 151351,433
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fig. 74. Plantas del genotipo dcl2 dcl4 infectadas a pase 5.
De arriba a abajo e izda a dcha: C-y L1 a L5.

Tabla 41. Titulo viral de los linajes evolucionados en dcl2 dcl4 a pase 5.

Mean load

Genotype s Commia. P Chom
genotype

dcl2dci4 L1 28552515,3 267345,649 | 235572,162 | 5,37212397

dcl2dcl4 L2 23463223,3 237963,725

dcl2dci4 L3 19043089,3 213967,296

dcl2dcl4 L4 28085706,7 253481,107

dcl2dcl4 L5 16941510,7 205103,035
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fig. 75. Plantas del genotipo dcl2 dcl4 infectadas a pase 12.
De arriba a abajo e izda a dcha: C-y L1 a L5.

Tabla 42. Titulo viral de los linajes evolucionados en dcl2 dcl4 a pase 12.

Mean load

Genotype s Commia. P e
genotype

dcl2dci4 L1 35778522 383889,721 | 245011,328 | 5,38918616

dcl2dcl4 L2 24034025,3 248285,386

dcl2dci4 L3 21729584 267605,714

dcl2dcl4 L4 16493026,7 166260,349
dcl2dcl4 L5 15360894,3 159015,469
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Tabla 43. Titulo viral de los linajes evolucionados en hsp 90.1 a pase 0.

Mean load

Genotype | Cremmna | P
genotype
hsp90.111 | 13954793,7 | 137080,488 | 146842,048 | 5,16685043
hs90.112 | 10716403,7 | 112096,273
hsp 90.1 L3 14691434 | 157295,867
hsp90.1 L4 11469889 | 132753,345
hsp90.1 L5 19459430 | 194984,269

fig. 76. Plantas del genotipo hsp 90.1 infectadas a pase 5.

De arriba a abajo e izda a dcha: C-y L1 a L5.

Tabla 44. Titulo viral de los linajes evolucionados en npr 1-1 a pase 12.

Mean load

Genotype [ Fromimnar P
genotype

hsp90.111 | 19891032,3 | 231291,074 | 203559,41 | 5,30869118

hsp90.112 | 20104177,3 | 180144,958

hsp90.113 | 24048430,7 | 278338,318

hsp90.114 | 18591574,7 | 175392,214

hsp90.115 | 143472657 | 152630,486
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fig. 77. Plantas del genotipo hsp90.1 infectadas a pase 12.
De arriba a abajo e izda a dcha: C-y L1 a L5.

Tabla 45. Titulo viral de los linajes evolucionados en hsp 90.1 a pase 12.

Mean load

Genotvbe Mean genomes/ng or Log mean

P genomes total RNA P load

genotype

hsp90.1 L1 33838575,3 346706,714 | 323358,047 | 5,50968367

hsp90.1 L2 24086391,3 276220,084

hsp90.1 L3 33302195,3 361980,384

hsp90.1 L4 34677911,3 372080,594

hsp90.1 L5 22602814 259802,46

3.6. Resultados i4g2

El titulo viral en j4g2 ha aumentado a lo largo de los pases de forma similar a los linajes
evolucionados en nprl-1, hsp 90.1 y dcl2 dcl4. El cambio promedio Alog entre los pases 5y 0 es
de 0,191 y entre los pases 12 y 5 es de 0,036; siendo el total de 0,227 (Tablas 31-33). En este
caso, el aumento principal se produce entre los pases 0y 5 del experimento, algo que no sucede
en otros genotipos.

203



MATERIAL SUPLEMENTARIO

Tabla 46. Titulo viral de los linajes evolucionados en i4g2 a pase 0.

Mean load

Genotype O Femmnas P
genotype
i4g2 L1 11454686 | 110566,467 | 128488,616 | 5,10886465
i4g2 L2 13156804 | 130523,849
i4g2 L3 17983750,3 | 172258,145
i4g2 L4 13232385,5 129984,14
i4g2 L5 11021085 | 99110,4766

fig. 78. Plantas del genotipo i4g2 infectadas a pase 5.
De arriba a abajo e izda a dcha: C-y L1 a L5.

Tabla 47. Titulo viral de los linajes evolucionados en i4g2 a pase 5.

Mean load
Genotvbe Mean genomes/ng or Log mean
P genomes total RNA P load

genotype

i4g2 L1 28308119,3 260184,92 | 199585,848 | 5,30012974

i4g2 L2 16175297,3 156434,21

i4g2 L3 19371961 190668,907

idg2 L4 26101184 252429,246

i4g2 L5 15452096,7 138211,956
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fig. 79. Plantas del genotipo i4g2 infectadas a pase 12.
De arriba a abajo e izda a dcha: C-y L1 a L5.

Tabla 48. Titulo viral de los linajes evolucionados en i4g2 a pase 12.

Mean load
Genotvbe Mean genomes/ng or Log mean
P genomes total RNA P load

genotype

i4g2 L1 15549276,3 182503,243 | 216808,251 | 5,33607581

i4g2 L2 27208899,3 295107,368

i4g2 L3 22149359,3 255176,951

idg2 L4 21521162,7 190116,278

i4g2 L5 16790518,5 161137,414

3.7. Resultados dbp2

El titulo viral en dbp2 ha disminuido a lo largo de los pases, especialmente en el segundo tramo
del experimento (pases 7-12). El cambio promedio Alog entre los pases 5y 0 es de 0,046 y entre
los pases 12 y 5 es de -0,119; siendo el total de -0,072 (Tablas 34-36). El comportamiento del
virus es parecido al de los linajes en jinl y eds 8-1.
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Tabla 49. Titulo viral de los linajes evolucionados en dbp2 a pase 0.

Mean load
Genotvbe Mean genomes/ng or Log mean
P genomes total RNA P load

genotype

dbp2 L1 22951072 286888,4 | 198045,788 | 5,29676561

dbp2 L2 25218544 239265,123

dbp2 L3 9246907,67 113598,374

dbp2 L4 23986906,7 239869,067

dbp2 L5 12520823 110607,977

76 &

fig. 80. Plantas del genotipo d

}
55 Fodas ~
5 \ N
L
| '
! $
\
|
b

bp2 infectadas a pase 5.

De arriba a abajo e izda a dcha: C-y L1 a L5.

Tabla 50. Titulo viral de los linajes evolucionados en dbp2 a pase 5.

Mean load
Genotvbe Mean genomes/ng or Log mean
P genomes total RNA P load

genotype

dbp2 L1 30731338,7 304874,392 | 220323,513 | 5,34306085

dbp2 L2 15518596,3 168680,395

dbp2 L3 16219395,3 163501,969

dbp2 L4 23499605,3 214412,457

dbp2 L5 26115488 250148,352
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fig. 81. Plantas del genotipo dbp2 infectadas a pase 12.
De arriba a abajo e izda a dcha: C-y L1 a L5.

Tabla 51. Titulo viral de los linajes evolucionados en dbp2 a pase 12.

M load
Mean genomes/ng ean foa Log mean

genomes total RNA per load
genotype

dbp2L1 | 215731353 | 221945837 | 167676,685 | 5,22447268
dbp2Ll2 | 21102709,7 | 233437,054
dbp2 L3 14700058 | 173349,741
dbp2L4 | 14085934,3 | 129944,044
dbp2L5 | 8703977,17 | 79706,7506

Genotype

3.9- Resultados p58Pk

El titulo viral en p58® es el que mayor disminucién ha sufrido entre todos los genotipos
estudiados, especialmente en el segundo tramo del experimento (pases 7-12). El cambio
promedio Alog entre los pases 5y 0 es de 0,044 y entre los pases 12 y 5 es de -0,290; siendo el
total de -0,247 (Tablas 37-39). El comportamiento del virus es parecido al de los linajes en jinly
eds 8-1, aunque mas acusado para este rasgo fenotipico de las poblaciones virales.
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Tabla 52. Titulo viral de los linajes evolucionados en p58°** a pase 12.

Mean load

Genotype Mean genomes/ng er Log mean

ypP genomes total RNA P load

genotype

P58 L1 | 20995390,3 | 199197,252 | 236805,431 | 5,37439166

P58 L2 | 41824474,7 | 422469,441

p58w« L3 16112342 | 144895,162

p58ipk L4 24120188,7 278524,119

p58e L5 | 15922659,3 | 138941,181

fig. 82. Plantas del genotipo p58** infectadas a pase 5.
De arriba a abajo e izda a dcha: C-y L1 a L5.

Tabla 53. Titulo viral de los linajes evolucionados en p58°** a pase 5.

Mean load

Genotvbe Mean genomes/ng or Log mean

P genomes total RNA P load

genotype

p58 Pk L1 16914943,3 211436,792 | 262244,537 | 5,41870645

p58 Pk L2 24557979,3 288917,404

p58 PkL3 30121026,7 284697,795

p58 ik L4 17631670,3 202662,877

p58 Pk L5 30409734,7 | 323507,816
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fig. 83. Plantas del genotipo p58** infectadas a pase 12.
De arriba a abajo e izda a dcha: C-y L1 a L5.

Tabla 54. Titulo viral de los linajes evolucionados en p58°** a pase 12.

M load
Mean genomes/ng ean foa Log mean

genomes total RNA per load
genotype

p58 Pk L1 18931056,7 | 229745,833 | 134216,982 | 5,12780747
p58 Pk 12 11707792,7 136454,46
p58*k L3 7887404,25 79993,9579
p58"*k L4 8031546 72096,4632
p58 Pk L5 13079183,3 152794,198

Genotype
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4. Tabla mutaciones fijadas en el experimento de evolucion

Tabla 55. Mutaciones fijadas en las secuencias consenso de las poblaciones evolucionadas
de cada linaje en cada genotipo mutante.

CAMBIO  CAMBIO
LINAJE CAMBIO AA CAMBIO GRUPO AA SIN./NO SIN.
NT CODON

. CGA > .
P58 L4 | Unico A233G Arg - Arg Sin
CGG
dcl2/d | Unico T289C GTG > Val-> Ala no-Sin, hidrofébicos
clalL1 GCG
eds8.1 | Unico G298T GGA - Gly-> val no-Sin, hidrofébicos
L3 GTA

P58L1 | Unico | A490G | GAG > EGlu - Gly no-Sin, polar cargado a

GGG hidrofébico 8 cambios NT
P1 .
nprl.1 | Unico C633T CCA> Pro - Ser no-Sin, pequeiio a polar 3Sin .
L3 TCA mindsculo 3 no-Sin
eds8.1 | Unico | T692C | TCT- Ser > Ser Sin
L3 TCC
id4g2 | Unico | C806T | GAC-> Glu) > Glu Sin
L3 GAT
hsp90. | Unico | G1087A | GGA > Gly- Glu no-Sin, hidrofébico a
114 GAA polar cargado
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HC-Pro | dbp2 Unico | G1273A | AGT > Ser - Asn no-Sin, polar 8 cambios NT
L4 AAT
4 Sin
. . 4 no-Sin
cpr5-2 | Unico | A1430G | CCA=~> Pro - Pro Sin
L4 CccG
dbp2 Unico | G1512A | GAT> Glu - Asn no-Sin, polar cargado a
L4 AAT polar
dcl2/d | Unico | T1520C | TAT-> Tyr=> Tyr Sin
c4lL1 TAC
jinll4 | Comp | C1760T | CGC-> Arg-> Arg Sin
artido CGT
jin1 L5

nprl.l | Unico | C1916T | ACC-> Thr - Thr Sin

L3 ACT
iag2 Unico | G2316A | GTT> | Val>lle no-Sin, alifatico
L4 ATT
dbp2 Unico | A2493G | ACT> | Thr> Ala no-Sin, polar a
L2 GCT hidrofébico
P3 dbp2 Unico | €3205T | GCC-> Gly - Vval no-Sin, hidrofébicos 5 cambios NT
L3 GTC
2Sin
jinll4 | Comp | T3269C | GTT=> | Val-val sin 3 no-Sin
artido GTC
jin1L5
cpr5-2 | Unico | €3541T | ACG-> Thr - Met no-Sin, polar a
L5 ATG hidrofébico
cpr5-2 | Unico | A3564T | ACG - Thr - Ser no-Sin, polars
L5 TCG
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6K1 cpr5-2 | Unico | T3686C | CGT > Arg-> Arg Sin 2 Sin
L5 CGC
P58L5 | Unico | T3743C | TGT~> Cys - Cys Sin
TGC
Cl dcl2/d | Unico | G4032A | GCA-> Ala - Thr no-Sin, hidrofébico a polar | 19 cambios
cla L5 ACA NT
6 Sin
dcl2/d | Unico | G4148A | CGG-> | Arg-> Arg sin 13 no-Sin
cla L5 CGA
cpr5-2 | Comp | G3269A | GTA-> Val-> lle no-Sin, alifatico
L4 artido ATA
cpr5-2
L5
nprl.l | Unico | A4357G | AAT > Asn-> Ser no-Sin, polars
L1 AGT
nprl.l | Unico | T4409G | AAT > lle - Met no-Sin, hidrofébicos
L3 ATG
iag2 Unico | G4448A | GAG > Glu - Glu Sin
L5 GAA
jin1Ll | Unico | €4559T | GAC-> Asp > Asp Sin
GAT
jin1L2 | Unico | A4674G | ATC- lle - Val no-Sin, hidrofébicos
GTC
dcl2/d | Unico | A4941G | ATT > lle - Val no-Sin, hidrofébicos
calLl GTT
jin1L1l | Unico | C4945A | CCA-~> Pro - Gin no-Sin, pequeiio a polar
CAA
cpr5-2 | Comp | G5183A | TIG~> Leu - Leu no-Sin, alifatico
L4 artido TTA
cpr5-2
L5
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iag2 Unico | G5193T | GCC-> Ala-> Ser no-Sin, hidrofébico a polar
L3 TCC
nprl.l | Unico | G5213A | GTG > Val - Val Sin
L1 GTA
iag2 Comp | T5372C | GGT > Gly- Gly Sin
L1 artido GGC
idg2
L4
iag2 Unico | C5193G | GCT-> Ala- Gly no-Sin, hidrofébicos
L1 GGT
P5812 | Unico | T5519C | TGT- Cys - Cys Sin
TGC
6K2 jin1L3 | Unico | A5900G | GAA-> Glu - Glu Sin 1Sin
GAG
VPg eds8.1 | Unico | C5977T | CAC-> His - Tyr no-Sin, polar cargado a 13 cambios
L4 TAC polar NT
13 no-Sin
eds8.1 | Comp | C6219T | CTC-> Leu - Phe no-Sin, hidrofébicos
L5 artido TTC
hsp90.
111
dcl2/d
caLa
dbp2 | Comp | G6237A | GAT > Asp) > Asn no-Sin, polar cargado a
L1 artido AAT polar
dbp2
L5
idg2
L2
idg2
L5
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dcl2/d
claL2

dcl2/d
claL3

eds8.1
L4

P58 L4

nprl.1
L2

eds8.1
L2

Unico

G6237C

GAT>
CAT

Asp - His

no-Sin, negativo a
positivo cargado

cpr5-2
L3

cpr5-2
L4

cpr5-2
L5

nprl.1
L1

nprl.1
L5

hsp90.
112

Comp
artido

A6238G

GAT >
GGT

Glu-> Gly

no-Sin, polar cargado a
hidrofébico

nprl.1
L4

Unico

T6239A

GAT>
GAA

Asp-> Glu

no-Sin, polar cargado

idg2
L3

eds8.1
L3

Comp
artido

A6243C

AAT >
CAT

Asn-> His

no-Sin, polar a polar
cargado
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dbp2
L1

Comp
artido

dcl2/d
cla L5

P58 L1

A6243G

AAT >
GAT

Asn = Glu

no-Sin, polar a polar
cargado

dbp2
L2

Comp
artido

dbp2
L3

dbp2
L4

jin113

A6244G

AAT >
AGT

Asn - Ser

no-Sin, polar

eds8.1
L1

Comp
artido

hsp90.
115

P58 L2

A6247G

GAA->
GGA

Glu - Gly

no-Sin, polar cargado a
hidrofébico

idg2
L1

Comp
artido

idg2
L4

dcl2/d
calLl

P58 L3

T6252C

CGT~>
TGT

Arg > Cys

no-Sin, polar cargado a
hidrofébico
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jinlL1 | Comp | G6253A | CGT > Arg-> His no-Sin, polar cargado
artido CAT
jinlL2
jinlL4
jin1L5
hsp90. | Comp | A6261G | AAG = Lys-> Glu no-Sin, positivo cargado a
113 artido GAG negativo
hsp90.
114
cpr5-2
L1
nprl.1
L3
eds8.1
L4
P58 LS
NlaPro | nprl.1 | Unico | G6950A | ACG > Thr-> Thr Sin 4 cambios NT
L4 ACA 2 Sin
2 no-Sin
dcl2/d | Unico | A7002T | ATC-> lle > Phe no-Sin, hidrofébicos
claL3 TTC
dcl2/d | Unico | G7029A | GAT - Asp - Asn no-Sin, polar cargado a
claL3 AAT polar
jin1L3 | Unico | €7181T | CTC> Leu - Leu Sin
(an)
Nib iag2 Unico | A7394G | AAA > Lys - Lys Sin 7 cambios NT
L5 AAG
4 Sin
3 no-Sin
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eds8.1 | Comp | C8271T | CTA=> Leu - Leu Sin
L3 artido TTA
eds8.1
L5
nprl.l1 | Unico | T8302C CTT> Leu - Pro no-Sin, hidrofébico a no-
L5 CcCT hidrof.
nprl.1 | Unico | C8308T¢ | ACT - Thr-> lle no-Sin, polar a hidrofébico
L5 ATT®
dbp2 Unico | €8337G | CTG~> Leu - Val no-Sin, hidrofébicos
L3 GTG
iag2 Unico | T8345C | TAT- Tyr > Tyr Sin
L1 TAC
dbp2 | Unico | G8360A | AGG - Arg > Arg Sin
L3 AGA
cP jin1L3 | Comp | G8965A | AGC -> Ser - Asn no-Sin, polars 6 cambios NT
artido AAC 6 no-Sin
jinlL4
jin1L5
nprl.l1 | Unico | A9091G | GAC- Asp - Gly no-Sin, polar cargado a
L4 GGC hidrofébico
iag2 Unico | A9091C | GAC-> Asp) - Ala no-Sin, polar cargado a
L2 GCC hidrofébico
cpr5-2 | Unico | G9224A | ATG > Met- lle no-Sin, hidrofébicos
L4 ATA
dbp2 Unico | A8308G | GAA > Glu-> Gly no-Sin, polar cargado a
L2 ¢ GGA* hidrofébico
hsp90. | Unico | €9541T | GCA-> Ala-> val no-Sin, hidrofébicos
111 GTA
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5. Resultados de la Matriz de Infeccion

5.1. Resultados en npri-1

Tabla 56. Infectividad y severidad de sintomas de las infecciones cruzadas de cada linaje en cada
genotipo.

Intensidad sintomas 12 dpi
4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 %
dp |dp |dp [ dp | dp | dp | dp | dp | dp | infeccid
Inéculo i i i i i i i i i n Cada planta media
nprl-1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L1 0 1 3 7 9 10 | 10 | 10 | 10 100 3 3
nprl-1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L2 0 0 3 8 9 10 | 10 | 10 | 10 100 3 3
nprl-1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L3 0 4 6 10 ) 10| 10 | 10 ] 10 | 10 100 3 3
nprl-1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L4 0 2 5 9 10 { 10 | 10 | 10 | 10 100 3 3
nprl-1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L5 0 5 9 10 ) 10| 10 | 10| 10 | 10 100 3 3
cpr5-2 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L1 0 0 1 4 7 10 | 10 | 10 | 10 100 3 3
cpr5-2 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L3 0 0 0 2 6 8 10 | 10 | 10 100 3 3
cpr5-2 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L4 0 2 4 7 9 10 | 10 | 10 | 10 100 3 3
cpr5-2 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L5 0 1 2 4 7 10 | 10 | 10 | 10 100 3 3
3,3,3,3,3,3,3,3,2,
jinlll 0 0 0 2 4 7 10 | 10 | 10 100 2 2,8
3,3,3,3,3,3,2,2,2,
jinl1L2 0 0 0 3 4 9 10 | 10 | 10 100 2 2,6
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
jin1L3 0 1 4 7 8 10 | 10 | 10 | 10 100 3 3
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
jinlL4 0 3 6 8 8 9 10 | 10 | 10 100 2 2,9
3,3,3,3,3,3,3,3,2,
jinl1L5 0 7 7 7 8 8 10 | 10 | 10 100 2 2,8
eds 8-1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L1 0 0 0 1 7 9 10 | 10 | 10 100 3 3
eds 8-1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L2 0 0 1 2 5 6 7 10 | 10 100 3 3
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eds8-1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L3 9 10 | 10 | 10 | 10 | 10 100 3 3
eds8-1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L4 10| 10| 10 | 10 | 10 | 10 100 3 3
ed58-1 4131313/3131313131
L5 8 9 9 10 | 10 | 10 100 3 3,1
dcl2dcl4 3,3,3,3,3,333,3,
L1 6 9 10 ( 10 | 10 | 10 100 3 3
dcl2dcl4 3,3,3,3,3,333,3,
L2 5 6 (10 [ 10 | 10 | 10 100 3 3
dcl2dcl4 4,3,3,3,3,3,3,3,3,
L3 10| 10| 10 | 10 | 10 | 10 100 3 3,1
dcl2dcl4 3,3,3,3,3,3333,
L4 9 9 9 9 10 | 10 100 3 3
dcl2dcl4 3,3,3,3,3,3,3,3,2,
L5 9 10 | 10 | 10 | 10 | 10 100 2 2,8
hsp90.1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L1 2 2 7 8 10 | 10 100 3 3
hsp90.1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L2 2 4 9 9 10 | 10 100 3 3
hsp90.1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L3 5 9 10 ( 10 | 10 | 10 100 3 3
hsp90.1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L4 8 9 10 ( 10 | 10 | 10 100 3 3
hsp90.1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L5 4 8 8 9 10 | 10 100 3 3
3,3,3,3,3,3,3,2,0,
idg2L1 1 6 6 7 7 8 80 0 2,3
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
i4 g212 1 7 9 10 | 10 | 10 100 3 3
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
i4g2L3 6 9 9 9 10 | 10 100 3 3
3,3,3,3,3,3333,
i4 g2L4 5 7 8 9 10 | 10 100 3 3
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
i4 g2L5 6 8 8 10 | 10 | 10 100 3 3
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
dbp2 L1 3 7 8 9 10 | 10 100 3 3
4,4,3,3,3,3,3,3,3,
dbp2 L2 4 9 9 10 | 10 | 10 100 3 3,2
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
dbp2 L3 7 10 | 10 | 10 | 10 | 10 100 3 3
3,3,3,3,3,3333,
dbp2 L4 9 10 | 10 | 10 | 10 | 10 100 3 3
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
dbp2 L5 8 8 8 10 | 10 | 10 100 2 2,9
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3,3,3,3,3,3,3,3,3,

p587XL1L [ O 0 1 3 7 8 8 9 | 10 100 2 2,9
3,3,3,3,3,3,3,3,3,

p587%L2 [ O 0 0 1 5 8 8 9 | 10 100 2 2,9
p58/PK 3,3,3,3,3,3,3,3,2,

L3 0 1 5 7 9 9 10 | 10 | 10 100 2 2,8
3,3,3,3,3,3,3,3,3,

p587XL4 [ O 0 4 6 | 10| 10 | 10| 10 | 10 100 2 2,9
3,3,3,3,3,3,3,3,3,

p587XL5 | O 3 6 7 7 7 10| 10| 10 100 3 3

5.2. Resultados cpr 5-2

Los linajes evolucionados en cpr 5-2 mostraron un porcentaje de
infectividad al final del experimento del 100%, salvo en el caso de los linajes
L1 y L4 evolucionados en dcl2 dcl4, hsp 90.1 L5, i4g2 L3 y P58PkL1, en los
que esta es del 90%. La media de severidad de sintomas para todos los
linajes en este genotipo es de 2,90 y la varianza 0.02.

‘ Tabla 57. Infectividad y severidad de sintomas de las infecciones cruzadas de cada linaje en cada genotipo.

‘ No. plantas con sintomas Intensidad sintomas 12 dpi
%
4 5 6 7 8 9 10 11 12 infeccio

Inéculo | dpi | dpi | dpi | dpi | dpi | dpi | dpi | dpi | dpi n Cada planta Media
nprl-1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,

L1 0 0 8 8 8 8 10 10 10 100 3 3
nprl-1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,

L2 0 1 5 8 8 8 10 10 10 100 3 3
nprl-1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,

L3 0 0 7 9 9 10 10 10 10 100 3 3
nprl-1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,

L4 0 1 8 10 | 10 | 10 10 10 10 100 3 3
nprl-1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,

L5 0 2 6 8 9 9 10 10 10 100 3 3
cpr5-2 3,3,3,3,3,3,3,3,3,

L1 0 1 7 10 | 10 | 10 10 10 10 100 3 3
cpr5-2 3,3,3,3,3,3,3,3,3,

L3 0 0 7 10 | 10 | 10 10 10 10 100 3 3
cpr5-2 3,3,3,3,3,3,3,3,3,

L4 0 1 7 8 9 9 9 10 10 100 3 3
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cpr5-2 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L5 10|10 |10 | 10| 10 | 10 | 10 100 3 3
3,3,3,3,3,3,3,3,2,
jin1L1 777 ]10] 10| 10] 10 100 2 2,8
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
jin112 9 9|9 |10]| 10| 10] 10 100 2 2,9
3,3,3,3,3,3,3,3,2,
jin1L3 s | 8| 8| 8| 10| 10] 10 100 2 2,8
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
jin1L4 3|4fla|a] 9 |10] 10 100 3 3
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
jin1L5 6 |77 ]7]| 9 |10] 10 100 3 3
eds 8-1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L1 8 [10|10]10] 10 | 10 | 10 100 3 3
eds 8-1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L2 6 [10|10]10] 10 | 10 | 10 100 3 3
eds8-1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L3 78| 8|10] 10| 10] 10 100 2 2,9
eds8-1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L4 6 | 8| 8|10] 10| 10| 10 100 2 2,9
eds8-1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L5 4 | 8| 8|8 | 10| 10] 10 100 3 3
dcl2dcla 3,3,3,3,3,3,3,3,2,
L1 6 | 7[99 9|9 9 90 0 2,6
dcl2dcla 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L2 8|9 |10]10] 10| 10| 10 100 3 3
dcl2dcla 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L3 6 | 8| 8|10] 10| 10| 10 100 3 3
dcl2dcla 3,3,3,3,3,3,3,2,2,
L4 277 ]9 9|9 9 90 0 2,5
dcl2dcla 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L5 6 [10[10]10] 10 | 10 | 10 100 3 3
hsp90.1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L1 8|9 |10]10] 10| 10| 10 100 2 2,9
hsp90.1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L2 5 |7 |10]10] 10| 10| 10 100 2 2,9
hsp90.1 3,3,3,3,3,3,3,3,2,
L3 s | 8| 8|9 | 10| 10] 10 100 2 2,8
hsp90.1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L4 6 | 8|9 |10] 10| 10] 10 100 2 2,9
hsp90.1 3,3,3,3,3,3,2,2,2,
L5 1|1 8|l9 9| 9| o9 9 90 0 2,4
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
i4g2 L1 6| 8| 8| 8| 8| 9| 10 100 2 2,9
3,3,3,3,3,3,3,3,2,
i4g212 6| 8| 8| 8| 8| 8| 10 100 2 2,8
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3,3,3,3,3,3,3,2,2,
idg2 L3 0 0 3 6 7 8 8 9 9 90 0 2,5
3,3,3,3,3,3,3,3,2,
idg2 L4 0 0 2 7 8 9 9 10 10 100 2 2,8
3,3,3,3,3,3,3,3,2,
i4g2 L5 0 1 6 7 7 7 7 10 10 100 2 2,8
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
dbp2 L1 0 0 6 9 10 | 10 10 10 10 100 3 3
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
dbp2 L2 0 0 5 9 10 | 10 10 10 10 100 2 2,9
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
dbp2 L3 0 0 8 10 | 10 | 10 10 10 10 100 3 3
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
dbp2 L4 0 1 4 8 10 | 10 10 10 10 100 3 3
3,3,3,3,3,3,3,3,2,
dbp2 L5 0 0 3 9 10 | 10 10 10 10 100 2 2,8
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
p58"P¢ L1 0 0 3 9 9 9 9 9 9 90 0 2,7
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
p58'P% L2 0 0 2 9 10 | 10 10 10 10 100 3 3
3,3,3,3,3,3,3,3,2,
p58'°% L3 0 0 8 9 10 | 10 10 10 10 100 2 2,8
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
p58'7% L4 0 0 4 9 10 | 10 10 10 10 100 2 2,9
4,4,3,3,3,3,3,3,3,
p58'PX L5 0 0 0 9 10 | 10 10 10 10 100 3 3,2
No. plantas con sintomas Intensidad sintomas 12 dpi
%
4 5 6 7 8 9 10 11 12 infeccio
Inéculo | dpi | dpi | dpi | dpi | dpi | dpi | dpi | dpi | dpi n Cada planta Media
npri-1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L1 1 2 4 10 | 10 | 10 10 10 10 100 3 3
npri-1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L2 0 1 3 8 9 10 10 10 10 100 3 3
npri-1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L3 1 5 7 8 10 | 10 10 10 10 100 2 2,9
npri-1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L4 2 4 7 8 10 | 10 10 10 10 100 3 3
npri-1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L5 0 4 7 10 | 10 | 10 10 10 10 100 3 3
cpr5-2 3,3,3,3,3,3,3,3,2,
L1 0 1 2 4 10 | 10 10 10 10 100 2 2,8
cpr5-2 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L3 0 0 2 7 10 | 10 10 10 10 100 2 2,9
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cpr5-2 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L4 6 9 9 9 9 9 90 0 2,7
cpr5-2 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L5 7 10 | 10 10 10 10 100 3 3
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
jin1l1 10 | 10 | 10 10 10 10 100 3 3
3,3,3,3,3,3333,
jin1L2 10 | 10 | 10 10 10 10 100 3 3
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
jin1L3 10 | 10 | 10 10 10 10 100 2 2,9
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
jinlL4 9 10 | 10 10 10 10 100 2 2,9
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
jin1L5 10 | 10 | 10 10 10 10 100 3 3
eds8-1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L1 9 10 | 10 10 10 10 100 3 3
eds8-1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L2 8 9 10 10 10 10 100 3 3
eds8-1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L3 9 10 | 10 10 10 10 100 3 3
eds8-1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L4 10 | 10 | 10 10 10 10 100 3 3
ed58-1 4131313/3131313131
L5 8 9 9 10 10 10 100 3 3,1
dcl2dcl4 3,3,3,3,3,333,3,
L1 10 | 10 | 10 10 10 10 100 3 3
dcl2dcla 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L2 9 10 | 10 10 10 10 100 3 3
dcl2dcl4 4,4,3,3,3,3,3,3,3,
L3 9 10 | 10 10 10 10 100 3 3,2
dcl2dcl4 3,3,3,3,3,333,3,
L4 7 8 8 8 9 9 90 0 2,7
dcl2dcl4 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L5 8 10 | 10 10 10 10 100 3 3
hsp90.1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L1 8 9 10 10 10 10 100 3 3
hsp90.1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L2 8 9 10 10 10 10 100 3 3
hsp90.1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L3 7 10 | 10 10 10 10 100 3 3
hsp90.1 4,4,3,3,3,3,3,3,3,
L4 9 10 | 10 10 10 10 100 3 3,2
hsp90.1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L5 8 10 | 10 10 10 10 100 3 3
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
id4g2 L1 6 9 9 9 9 10 100 2 2,9
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3,3,3,3,3,3,33,3,

i4g212 | 0 | 2 | 4| 9 10| 10| 10 | 10 | 10 100 3 3
4,4,3,3,3,3,3,3,3,

i4g213 | 0 | 2 | 7 |10 |10| 10| 10 | 10 | 10 100 3 3,2
4,4,4,3,3,3,3,3,3,

i4g214 | 0 | 0 | 5 |10|[10| 10| 10 | 10 | 10 100 3 3,3
3,3,3,3,3,3,33,3,

i4g215 | 0 | 1 | 4 10| 10| 10| 10 | 10 | 10 100 3 3
3,3,3,3,3,3,33,3,

dop2L1 | 0 | 3| 3| 9|10 |10| 10| 10] 10 100 3 3
4,4,4,4,3,3,3,3,3,

dop2L2 | 0 | 0 | 4 |10|10|10| 10 | 10 | 10 100 3 3,4
3,3,3,3,333,33,

dbp213 | 0 | 2 | 7 |10| 10|10 10 | 10 | 10 100 3 3
3,3,3,3,3,3,33,3,

dop214 | 0 | 1 | 5 |10|10 |10 10| 10 | 10 100 3 3
3,3,3,3,3,3,33,3,

dbp215 | 0 | 3 | 9 |10|10|10| 10| 10| 10 100 3 3
3,3,3,3,3,3,33,3,

p58™1L1 | 0 | 3| 8 | 9| 9 |10| 10| 10| 10 100 3 3
3,3,3,3,3,3,33,3,

p58™ 12 0o | 1| 6| 8 |10|10| 10| 10| 10 100 3 3
3,3,3,3,333,33,

p58™ 13 [ 0 | 1 | 8 |10 |10 |10| 10| 10 | 10 100 3 3
3,3,3,3,3,3,33,3,

p58™ L4 [ 0 | 0 | 5| 10|10 |10| 10| 10| 10 100 3 3
4,4,4,3,3,3,3,3,3,

ps8™ L5 [ 0 | 1| 3| 9|9 |9 |10]10] 10 100 3 3,7

5.3. Resultados jin1

Los linajes evolucionados en jinl mostraron un porcentaje de infectividad
al final del experimento del 100% excepto en cpr 5-2 L4 y dcl2 dcl4 L4, que
es del 90%. Este ultimo linaje también tenia ese porcentaje de infectividad
para el npr 1-1. La media de severidad de sintomas para todos los linajes en
este genotipo es de 3.02 y la varianza 0.03.
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Tabla 58. Infectividad y severidad de sintomas de las infecciones cruzadas de cada linaje en
cada genotipo.

Intensidad sintomas 12

dpi
d|d|{d|d|d]|d|10] 11| 12 %
pi | pi | pi | pi | pi| pi | dp | dp | dpi | infeccid
Inéculo i i n Cada planta Media
nprl-1 1 1 1]10] 10 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L1 1 2 4 |0 ([0 ]|O 10 100 3 3
nprl-1 1]10] 10 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L2 0 1 3 819 1|0 10 100 3 3
nprl-1 1 1]10] 10 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L3 1 5 718 |10(0 10 100 2 2,9
nprl-1 1 1]10] 10 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L4 2 4 |7 |8 |0 ]O0 10 100 3 3
nprl-1 1 1 1]10] 10 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L5 0 4 17 0|0 ]O0 10 100 3 3
cpr5-2 1 1]10] 10 3,3,3,3,3,3,3,3,2,
L1 0 1 2 4 |0 (O 10 100 2 2,8
cpr5-2 1 1]10] 10 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L3 0 0 2 71010 10 100 2 2,9
cpr5-2 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L4 0 3 3 6 1919 9 9 9 90 0 2,7
cpr5-2 1 1]10] 10 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L5 0 5 5 71010 10 100 3 3
1 1 1]10] 10 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
jinll1 0 4 17 0|0 ]O0 10 100 3 3
1 1 1]10] 10 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
jinl1L2 1 3 7101]0{O0 10 100 3 3
1 1 1]10] 10 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
jinl1L3 1 4 16 0|0 ]O 10 100 2 2,9
1 1]10] 10 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
jinlL4 0 3 819 (0|0 10 100 2 2,9
1 1 1]10] 10 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
jinl L5 1 5 910 (0 ]O0 10 100 3 3
eds8-1 1(1(10]10 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L1 0 2 5 910 (O0 10 100 3 3
eds8-1 1]10] 10 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L2 0 1 718119 (0 10 100 3 3
eds8-1 1{1(10]10 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L3 0 1 5 910 (O0 10 100 3 3
eds8-1 1|1(1|10] 10 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L4 0 2 7101]0{O0 10 100 3 3
eds8-1 10 | 10 4,3,3,3,3,3,3,3,3,
L5 0 1 5 819 1|9 10 100 3 3,1
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dcl2 1|1]1]|10]10 3,3,3,3,3,3,33,3,
ddaLr [0 |3 |8 |0 |0 o 10 | 100 3 3
dcl2 1[1]1w0]10 3,3,3,3,3,3,333,
deda2 [0 |1 |6 |9]|0]o0 10 | 100 3 3
dcl2 1[1]1w0]10 4,43,3,3,3,3,3,3,
dcdat3 [0 |4 |7 |9 |0 o0 10 | 100 3 3,2
dcl2 3,3,3,3,3,3,333,
dedata (o |2 |2 |7 |8 |8 |8 |9 |09 90 0 2,7
dcl2 11]10]10 3,3,3,3,3,3,33,3,
dclats [0 |0 |4 |8 |0 o0 10 | 100 3 3
hsp 11010 3,3,3,3,3,3,33,3,
90.1L1 |2 |3 |7 |8 |9 |0 10 | 100 3 3
hsp 11010 3,3,3,3,3,3,333,
90.112 ([0 |0 |4 |8 |9 |0 10 | 100 3 3
hsp 1[1]1w0]10 3,3,3,3,3,3,333,
90113 ([0 |0 |5 |7 |0 |0 10 | 100 3 3
hsp 1[1]1w0]10 4,43,3,3,3,3,3,3,
90.114 (0 |2 |6 |9 |0 |0 10 | 100 3 3,2
hsp 1[1]1w0]10 3,3,3,3,3,3,333,
90.1L5 ([0 |0 |2 |8 |0 |0 10 | 100 3 3
3,3,3,3,3,3,333,
i4g211 [0 |2 |4 |6 |9 |9 |9 |9 |10]| 100 2 2,9
1[1]1w0]10 3,3,3,3,3,3,333,
i4g212 [0 [2 |4 |9 |00 10 | 100 3 3
1111010 4,43,3,3,3,3,3,3,
i4g213 [0 [2 |7 |0 |0 |0 10 | 100 3 3,2
1111010 4,4,4,3,33,3,3,3,
i4g214 [0 [0 |5 |0 |00 10 | 100 3 3,3
1111010 3,3,3,3,3,3,333,
i4g215 [0 |1 |4 |0 |0 o0 10 | 100 3 3
dbp2 1[1]1w0]10 3,3,3,3,3,3,333,
L1 0|3|3]|9]o0]o 10 | 100 3 3
dbp 2 11]1]10]10 4,4,4,4,33,3,3,3,
L2 o|lo|a]ofo]o 10 | 100 3 3,4
dbp2 1111010 3,3,3,3,3,3,333,
13 o|2|7]ofo]o 10 | 100 3 3
dbp2 1111010 3,3,3,3,3,3,333,
L4 o|1|5]0ofo]o 10 | 100 3 3
dbp2 1111010 3,3,3,3,3,3,333,
L5 0|3|9]ofo]o 10 | 100 3 3
p587« 11010 3,3,3,3,3,3,33,3,
L1 0|3|8|9]9]o0 10 | 100 3 3
P58« 11]10]10 3,3,3,3,3,3,33,3,
L2 o|1|6|8|0]o0 10 | 100 3 3
P58« 1111010 3,3,3,3,3,3,333,
13 o|l1|8]0ofo]o 10 | 100 3 3
P58« 1111010 3,3,3,3,3,3,333,
L4 o|lo|s5]|ofo]o 10 | 100 3 3
P58« 10 | 10 4,4,4,3,33,3,3,3,
L5 0o|1(3]9]|9]|o9 10 | 100 3 3,7
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5.4. Resultados eds8-1

Los linajes evolucionados en eds 8-1 mostraron un porcentaje de
infectividad mas variable que en npr 1-1, cpr 5-2 y jinl. El porcentaje varia
entre el 70% y el 100 %. La severidad de sintomas en este genotipo es
también mas variable, y la media es de 2.83 y la varianza 0.35.

Tabla 59. Infectividad y severidad de sintomas de las infecciones cruzadas de cada linaje en cada genotipo.

No. plantas con sintomas Intensidad sintomas 12 dpi
4 5 6 7 8 9 %
dp [dp [ dp [ dp | dp | dp | 10 11 12 | infeccid
Inéculo i i i i i i dpi | dpi | dpi n Cada planta Media
nprl-1 4,4,4,4,4,4,4,4,4,
L1 0 0 0 1 2 5 9 9 9 90 0 3,6
nprl-1 4,4,4,4,4,4,4,0,0,
L2 0 0 0 0 1 5 7 7 7 70 0 2,8
nprl-1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L3 0 0 0 1 3 5 8 10 10 100 3 3
nprl-1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L4 0 0 0 0 2 7 8 10 10 100 2 2,9
nprl-1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L5 0 0 1 1 1 2 8 10 10 100 3 3
Cpr5-2 4141414/4141414141
L1 0 0 0 0 0 7 9 9 9 90 0 3,6
cpr5-2 4,4,4,4,4,4,4,4,4,
L3 0 0 0 0 0 9 9 9 9 90 0 3,6
cpr5-2 3,3,3,3,3,3,3,2,0,
L4 0 0 0 0 1 3 6 8 8 80 0 2,3
cpr5-2 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L5 0 0 0 0 2 5 8 10 10 100 2 2,9
4,4,4,4,4,4,4,4,4,
jin1l1 0 0 0 0 1 6 8 8 9 90 0 3,6
4,4,4,4,4,4,4,4,4,
jin112 0 0 0 0 0 7 9 9 9 90 0 3,6
3,3,3,3,3,3,3,3,2,
jin1L3 0 0 0 0 0 1 5 9 9 90 0 2,6
3,3,3,3,3,3,3,3,2,
jinl1L4 0 0 0 1 2 6 8 9 9 90 0 2,6
3,3,3,3,3,3,3,3,0,
jin1L5 0 0 0 1 1 3 5 8 8 80 0 2,4
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ed58-1 4141414/4141414141
L1 10 | 10 10 10 100 4 4
ed58-1 4141414/4141414141
L2 10 | 10 10 10 100 4 4
ed58-1 3131313/3131313131
L3 8 10 10 10 100 3 3
ed58-1 4141414/3131313131
L4 7 10 10 10 100 3 3,4
ed58-1 4141313/3131313131
L5 3 9 10 10 100 3 3,2
dcl2dcl4 2,2,2,2,2,2,2,2,0,
L1 3 4 7 8 80 0 1,6
dcl2dcl4 3,3,2,2,2,2,2,0,0,
L2 4 5 5 7 70 0 1,6
dcl2dcl4 4,3,3,3,3,3,3,3,0,
L3 7 8 8 8 80 0 2,5
dcl2dcl4 3,3,3,3,3,3333,
L4 7 9 9 9 90 0 2,7
dcl2dcl4 3,3,3,3,3,33,22,
L5 2 6 8 9 90 0 2,5
hsp90.1 3,3,3,3,3,333,2,
L1 7 9 10 10 100 2 2,8
hsp90.1 3,3,2,2,2,2,2,2,0,
L2 4 5 7 8 80 0 1,8
hsp90.1 4,4,4,3,3,3,3,3,3,
L3 6 8 8 9 90 0 3
hsp90.1 4,4,4,4,3,3,3,3,3,
L4 7 9 9 10 100 3 3,7
hsp90.1 3,3,3,3,3,333,2,
L5 1 5 9 9 90 0 2,6
3,3,3,3,2,2,2,2,0,
id4g2 L1 3 3 4 8 80 0 2
3,3,3,3,2,2,2,0,0,
i4g2 L2 1 3 4 7 70 0 1,8
4,3,3,3,3,3,3,3,2,
i4g2 L3 6 9 9 9 90 2 2,9
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
idg2 L4 8 9 9 9 90 3 3
3,3,3,3,3,3,3,3,0,
i4g2 L5 3 5 8 8 80 0 2,4
3,3,3,3,3,2,2,2,0,
dbp2 L1 3 4 6 8 80 0 2,1
4,4,4,3,3,3,3,2,0,
dbp2 L2 4 4 6 8 80 0 2,6
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
dbp2 L3 8 9 10 10 100 3 3
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3,3,3,3,3,3,3,3,3,

dbp2 L4 0 0 0 5 7 8 9 10 10 100 3 3
3,3,3,3,3,3,3,3,2,

dbp2 L5 0 0 0 1 1 1 7 10 10 100 2 2,8
3,3,3,3,3,3,3,3,3,

p58°%L1 | 0 0 0 1 3 6 6 9 10 100 3 3
3,3,3,3,3,3,3,3,3,

p58'7%L2 | 0 0 0 1 4 4 5 9 10 100 3 3
3,3,3,3,3,3,3,2,2,

p58°¢L3 | O 0 0 2 6 6 8 9 9 90 0 2,5
3,3,3,3,3,3,3,2,2,

p58°%La | 0 1 1 3 6 6 8 9 9 90 0 2,5
4,3,3,3,3,3,3,3,3,

p58'PXL5 | 0 0 0 2 2 2 7 8 9 90 0 2,8

5.5. Resultados dcl2 dcl4

Los linajes evolucionados en dcl2 dcl4 mostraron un porcentaje de
infectividad al final del experimento del 100% salvo en dos linajes: dcl2 dcl4
L1y p58'"X L4, donde fue del 80%. La media de severidad de sintomas para
todos los linajes en este genotipo es de 3.13 y la varianza 0.16.

Tabla 60. Infectividad y severidad de sintomas de las infecciones cruzadas de cada linaje en cada
genotipo.

No. plantas con sintomas Intensidad sintomas 12 dpi
4 5 6 7 8 9 %
dp [dp [ dp [ dp | dp | dp | 10 11 12 | infeccid
Inéculo i i i i i i dpi | dpi | dpi n Cada planta Media
nprl-1 4,4,4,4,4,44.4,4,
L1 0 0 2 6 8 |10 | 10 10 10 100 4 4
nprl-1 4,4,4,3,3,3,3,3,3,
L2 0 0 3 6 8 |10 | 10 10 10 100 3 3,3
nprl-1 4,3,3,3,3,3,3,3,3,
L3 0 1 6 8 9 |10 | 10 10 10 100 3 3,1
nprl-1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L4 0 2 3 9 9 |10 | 10 10 10 100 3 3
nprl-1 4,4,4,4,3,3,3,3,3,
L5 0 8 9 |10 10| 10| 10 10 10 100 3 3,4
Cpr5-2 4141414/3131313131
L1 0 0 0 8 9 |10 | 10 10 10 100 3 3,4
Cpr5-2 4141414/4141414131
L3 0 0 0 6 8 | 10| 10 10 10 100 3 3,8
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Cpr5-2 4141413/3131313131
L4 3 4 8 9 10 10 10 100 3 4,3
Cpr5-2 4141414/4141413131
L5 2 7 7 10 | 10 10 10 100 3 3,7
3,3,3,3,3,333,3,
jin1l1 0 6 10 | 10 | 10 10 10 100 3 3
4,4,3,3,3,3,3,3,3,
jin1L2 0 5 8 10 | 10 10 10 100 3 3,2
3,3,3,3,3,3,3,3,2,
jin1L3 3 5 8 10 | 10 10 10 100 2 2,8
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
jinlL4 5 7 9 10 | 10 10 10 100 3 3
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
jin1L5 10 | 10 | 10 | 10 | 10 10 10 100 3 3
ed58-1 4141313/3131313131
L1 5 8 10 | 10 | 10 10 10 100 3 3,2
edS 8‘1 4141413/3131313131
L2 6 7 9 10 | 10 10 10 100 3 3,3
ed58-1 4131313/3131313131
L3 5 7 10 | 10 | 10 10 10 100 3 3,1
ed58-1 4131313/3131313131
L4 10 | 10 | 10 | 10 | 10 10 10 100 3 3,1
ed58-1 4141414/4141313131
L5 8 9 9 10 | 10 10 10 100 3 3,6
dcl2dcl4 3,3,3,3,3,3,3,3,0,
L1 5 6 8 8 8 8 8 80 0 2,4
dcl2dcl4 4,3,3,3,3,3,3,3,3,
L2 7 7 9 10 | 10 10 10 100 3 3,1
dcl2dcl4 4,3,3,3,3,3,3,3,3,
L3 10 | 10 | 10 | 10 | 10 10 10 100 3 3,1
dcl2dcl4 4,4,4,4,4,3,3,3,3,
L4 7 10 ( 10 | 10 | 10 10 10 100 3 3,5
dcl2dcl4 4,3,3,3,3,3,3,3,3,
L5 10 | 10 | 10 | 10 | 10 10 10 100 3 3,1
hsp 0.1 4,4,3,3,3,3,3,3,3,
L1 3 7 9 10 | 10 10 10 100 3 3,2
hsp90.1 3,3,3,3,3,3,3,3,0,
L2 2 4 7 8 8 8 8 80 0 2,7
hsp 0.1 4,3,3,3,3,3,3,3,3,
L3 7 9 10 | 10 | 10 10 10 100 3 3,1
hsp90.1 4,3,3,3,3,3,3,3,3,
L4 7 9 10 | 10 | 10 10 10 100 3 3,1
hsp90.1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L5 5 8 10 | 10 | 10 10 10 100 3 3
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
id4g2 L1 1 5 8 8 8 9 10 100 3 3
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3,3,3,3,3,3,33,3,

i4g21l2 [ o | o | 1| 7] 9| 9|10 1] 10 100 3 3
3,3,3,3,333,33,

i4g213 | o | 2 | 7 | 8 |10]|10]| 10| 10 | 10 100 3 3
4,3,3,3,3,3,3,3,3,

4214 | 0| 3|6 |8 |10]|10]| 10| 10| 10 100 3 3,1
3,3,3,3,3,3,33,3,

i4g215 | o [ 2 | 5| 7] 9|10 10| 10| 10 100 3 3
3,3,3,3,3,3,33,3,

dop2L1 | 1 [ 3| 3|6 | 8| 8| 9| 9] 10 100 3 3
4,4,3,3,3,3,3,3,3,

dop2L2 [ 0 | 1 | 1| 4| 7|8 |10]| 10] 10 100 3 3,2
3,3,3,3,33.3,33,

dop213 [ 0 | 1 | 4 | 9 |10|10| 10| 10| 10 100 2 2,9
3,3,3,3,3,3,33,3,

dop214 | 0 | 2 | 8 |10| 10| 10| 10 | 10 | 10 100 3 3
3,3,3,3,3,3,33,3,

dbp215 | 0 | 6 | 9 |10| 10| 10| 10 | 10 | 10 100 3 3
3,3,3,3,3,3,33,3,

ps8™ L1 | o[ o |24 ]| 7] 9] 10110 100 3 3
3,3,3,3,3,3,33,3,

ps8™ L2 o [ o[ 1|3 |8 |9 10110 100 3 3
3,3,3,3,3,3,2,0,0,

ps8*l3 (o fo|s |6 |7 |77 | 7|7 70 0 2
3,3,3,3,3,3,2,2,0,

ps8™ | 2 [ 2|5 |5 | 7|8 | 8| 8| 8 80 0 2,2
p58'"°« 4,4,4,4,4,3,3,3,3,

L5 o2 |8 |10]|10]|10] 10| 10| 10 100 3 3,5

5.6. Resultados hsp90.1

Los linajes evolucionados en hsp 90.1 mostraron un porcentaje de
infectividad al final del experimento del 100% salvo npr 1-1 L3, i4g2 L1, dbp2
L2 y p58'PX L3, en los que se ha obtenido el 90% de plantas infectadas. La
media de severidad de sintomas para todos los linajes en este genotipo es
de 3.07 y la varianza 0.02.
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‘ Tabla 61. Infectividad y severidad de sintomas de las infecciones cruzadas de cada linaje en cada genotipo.

No. plantas con sintomas Intensidad sintomas 12 dpi
4 5 6 7 8 9 %
dp [dp [ dp [ dp | dp | dp | 10 11 12 | infeccid
Inéculo i i i i i i dpi | dpi | dpi n Cada planta Media
nprl-1 4,4,4,4,4,3,3,3,3,
L1 0 0 2 4 7 |10 | 10 10 10 100 3 3,5
nprl-1 4,4,4,3,3,3,3,3,3,
L2 0 0 1 3 8 | 10| 10 10 10 100 3 3,3
nprl-1 4,3,3,3,3,3,3,3,3,
L3 0 0 1 7 9 9 9 9 9 90 0 2,8
nprl-1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L4 0 0 3 6 8 | 10| 10 10 10 100 3 3
nprl-1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L5 0 4 9 9 9 9 10 10 10 100 3 3
Cpr5-2 4141414/3131313131
L1 0 0 1 3 5110 | 10 10 10 100 3 3,4
cpr5-2 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L3 0 0 0 2 3 9 10 10 10 100 3 3
cpr5-2 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L4 0 0 1 3 7 9 10 10 10 100 3 3
cpr5-2 4,4,3,3,3,3,3,3,3,
L5 0 0 1 4 9 |10 | 10 10 10 100 3 3,2
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
jinll1 0 0 1 1 6 | 10 | 10 10 10 100 3 3
4,4,3,3,3,3,3,3,3,
jinl L2 0 1 2 2 5 9 10 10 10 100 3 3,2
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
jin1L3 0 1 3 8 | 10| 10 | 10 10 10 100 2 2,9
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
jinlL4 0 0 3 6 8 | 10| 10 10 10 100 2 2,9
4,3,3,3,3,3,3,3,3,
jin1 L5 0 7 9 9 9 9 9 10 10 100 3 3,1
eds 8-1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L1 0 0 1 4 7 9 10 10 10 100 3 3
eds 8-1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L2 0 1 2 4 7 9 9 10 10 100 3 3
ed58‘1 4131313/3131313131
L3 0 1 4 9 9 |10 | 10 10 10 100 3 3,1
eds8-1 4,4,3,3,3,3,3,3,3,
L4 0 0 2 8 | 10| 10 | 10 10 10 100 3 3,2
eds8-1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L5 0 2 5 8 8 9 10 10 10 100 3 3
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dcl2dcl4 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L1 7 7 10 | 10 10 10 100 3 3
dcl2dcl4 4,3,3,3,3,33,3,3,
L2 4 7 8 10 10 10 100 3 3,1
dcl2dcl4 4,3,3,3,33,3,3,3,
L3 8 10 | 10 | 10 10 10 100 3 3,1
dcl2dcl4 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L4 7 9 10 | 10 10 10 100 3 3
dcl2dcl4 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L5 10 | 10 | 10 | 10 10 10 100 3 3
hsp90.1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L1 5 5 9 10 10 10 100 3 3
hsp90.1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L2 7 8 9 9 10 10 100 3 3
hsp90.1 4,4,4,3,3,3,3,3,3,
L3 10 | 10 | 10 | 10 10 10 100 3 3,3
hsp90.1 4,43,3,3,3,3,3,3,
L4 10 | 10 | 10 | 10 10 10 100 3 3,2
hsp90.1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L5 9 10 | 10 | 10 10 10 100 3 3
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
idg2 L1 4 6 7 8 9 9 90 0 2,7
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
idg2 L2 6 8 8 10 10 10 100 3 3
4,3,3,3,3,3,3,3,3,
idg2 L3 4 9 10 | 10 10 10 100 3 3,1
4,3,3,3,3,3,3,3,3,
idg2 L4 5 8 9 10 10 10 100 3 3,1
4,3,3,3,3,3,3,3,3,
idg2 L5 5 5 6 10 10 10 100 3 3,1
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
dbp2 L1 8 9 9 9 10 10 100 3 3
4,4,4,4,3,3,3,3,3,
dbp2 L2 8 9 9 9 9 9 90 0 3
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
dbp2 L3 10 | 10 | 10 | 10 10 10 100 3 3
4,3,3,3,3,3,3,3,3,
dbp2 L4 8 10 | 10 | 10 10 10 100 3 3,1
4,3,3,3,3,3,3,3,3,
dbp2 L5 6 6 8 10 10 10 100 3 3,1
4,43,3,3,3,3,3,3,
p58'P% L1 2 5 7 10 10 10 100 3 3,2
4,3,3,3,3,33,3,3,
p58'Pk L2 2 8 9 10 10 10 100 3 3,1
p58/PK 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L3 8 8 8 9 9 9 90 0 2,8
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p58/PK 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L4 0 0 4 7 9 10 | 10 10 10 100 3 3
4,4,4,3,3,3,3,3,3,
p587XL5 | 0O 0 1 5 6 7 10 10 10 100 3 3,3

5.7. Resultados i4g2

Los linajes evolucionados en i4g2 mostraron un porcentaje de infectividad
al final del experimento de entre el 70% y el 100% de las plantas infectadas.
La media de severidad de sintomas para todos los linajes en este genotipo
es de 2,65y la varianza 0.14.

‘ Tabla 62. Infectividad y severidad de sintomas de las infecciones cruzadas de cada linaje en cada genotipo.

‘ ‘ No. plantas con sintomas Intensidad sintomas 12 dpi

4 5 6 7 8 9 %
dp [dp [ dp [ dp | dp | dp | 10 11 12 | infeccid
Inéculo i i i i i i dpi | dpi | dpi n Cada planta Media
nprl-1 4,4,3,3,3,3,3,3,2,
L1 0 0 3 3 4 7 9 9 10 100 2 3
nprl-1 3,3,3,3,2,2,2,0,0,
L2 0 0 3 5 6 6 7 7 7 70 0 1,8
nprl-1 4,3,3,3,3,3,3,3,3,
L3 0 1 2 6 6 7 10 10 10 100 2 3
nprl-1 3,3,3,3,3,3,2,2,2,
L4 0 0 1 5 7 8 9 9 9 90 0 2,4
nprl-1 3,3,3,3,3,3,2,2,2,
L5 0 1 4 7 7 7 9 10 10 100 2 2,6
cpr5-2 3,3,3,3,3,2,2,2,2,
L1 0 0 1 2 4 7 9 9 9 90 0 2,3
cpr5-2 3,3,3,3,2,2,2,2,0,
L3 0 0 1 2 2 4 7 8 8 80 0 2
cpr5-2 3,3,3,3,3,3,3,2,2,
L4 0 0 0 2 6 7 9 9 9 90 0 2,5
cpr5-2 3,3,3,3,3,3,3,3,2,
L5 0 0 1 4 5 6 9 9 9 90 0 2,6
3,3,3,3,3,3,2,2,2,
jinlll 0 0 0 0 1 6 8 9 10 100 2 2,6
3,3,3,3,2,2,2,2,2,
jinl1L2 1 1 1 2 3 6 8 8 9 90 0 2,2
3,3,3,3,3,3,3,3,2,
jin1L3 0 0 1 3 4 8 10 10 10 100 2 2,8
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3,3,3,3,3,3,3,3,2,
jin1L4 71 9| 9|9 90 0 2,6
3,3,3,3,3,3,3,2,2,
jin1L5 71 8| 8| 9 90 0 2,5
eds8-1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L1 6| 7| 8| 9 90 0 2,7
eds8-1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L2 6| 6 | 8| 9 90 0 2,7
eds8-1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L3 10 | 10 | 10 | 10 100 3 3
eds8-1 3,3,3,3,3,3,3,3,2,
L4 10 | 10 | 10 | 10 100 2 2,8
eds8-1 3,3,3,3,3,3,3,3,2,
L5 9|1 10| 10| 10 100 2 2,8
dcl2dcl4 3,3,3,3,3,3,3,3,2,
L1 10 | 10 | 10 | 10 100 2 2,8
dcl2dcl4 3,3,3,3,3,3,3,2,2,
L2 8| 9| 9| 9 90 0 2,5
dcl2dcl4 4,43,3,3,3,3,3,3,
L3 10 | 10 | 10 | 10 100 3 3,2
dcl2dcla 3,3,3,3,3,3,3,3,2,
L4 10 | 10 | 10 | 10 100 2 2,8
dcl2dcla 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L5 9|1 10| 10| 10 100 3 3
hsp90.1 2,2,2,2,2,2,2,2,0,
L1 6 | 7| 7 | 8 80 0 1,6
hsp90.1 3,3,3,3,2,2,2,2,2,
L2 6 | 7| 7| 9 90 0 2,2
hsp90.1 3,3,3,3,3,3,3,3,0,
L3 8| 8| 8 | 8 80 0 2,4
hsp 90.1 3,3,3,3,3,3,3,3,2,
L4 91 9| 9| 10 100 2 2,8
hsp90.1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L5 8 | 10| 10| 10 100 3 3
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
i4g2 L1 8| 8 | 10| 10 100 3 3
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
i4g2 L2 91 9| 9| 9 90 0 2,7
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
i4g2 L3 10 | 10 | 10 | 10 100 2 2,9
4,3,3,3,3,3,3,2,2,
i4g2 L4 9|1 9 | 10] 10 100 2 2,8
4,3,3,3,3,3,3,3,2,
i4g2 L5 7| 8 | 10] 10 100 2 2,9
4,3,3,3,3,3,3,3,2,
dbp2 L1 7] 8| 8 | 10 100 2 2,7
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4,3,3,3,3,3,3,3,3,

dbp2 L2 0 0 1 5 6 8 8 8 9 90 0 2,8
3,3,3,3,3,2,2,2,2,

dbp2 L3 0 0 6 7 8 8 8 10 10 100 2 2,5
3,3,3,2,2,2,2,2,0,

dbp2 L4 0 0 5 6 8 8 8 8 8 80 0 2,5
3,3,3,3,3,3,3,2,2,

dbp2 L5 0 2 3 3 3 3 10 10 10 100 2 2,7
3,3,3,3,3,3,3,2,2,

p58°%L1 | 0 0 2 3 5 5 7 10 10 100 2 3,3
3,3,3,3,2,2,2,2,2,

p58%¢L2 | 0 0 1 4 5 6 6 8 9 90 0 2,2
3,3,3,3,3,3,2,2,2,

p58°¢L3 | 0 2 6 6 8 8 9 9 9 90 0 2,4
4,3,3,3,3,3,2,2,2,

p58°¢L4 | 0 0 4 5 8 8 9 9 9 90 0 2,5
4,4,4,4,4,4,3,3,3,

p58'°PXL5 | 0 1 3 6 6 7 10 10 10 100 3 3,6

5.8. Resultados dbp2

Los linajes evolucionados en dbp2 mostraron un porcentaje de infectividad
al final del experimento del 100% en la mayor parte de los casos salvo en
npr 1-1 L5, jin1 L1, dcl2 dcl4 L5 en los que fue del 90%, i4g2 L4 (80%) y dos
linajes en los que bajé al 70%: jin1 L3 y dcl2 dcl4 L4. La media de severidad
de sintomas para todos los linajes en este genotipo es de 2,93 y la varianza
0.09.

Tabla 63. Infectividad y severidad de sintomas de las infecciones cruzadas de cada linaje en cada
genotipo.

No. plantas con sintomas Intensidad sintomas 12 dpi
%
4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | infeccid

Inéculo | dpi | dpi | dpi | dpi | dpi | dpi | dpi | dpi | dpi n Cada planta Media
nprl-1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,

L1 0 0 0 3 10 | 10 | 10 | 10 | 10 100 3 3
nprl-1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,

L2 0 0 2 4 7 10 | 10 | 10 | 10 100 3 3
nprl-1 4,43,3,3,3,3,3,3,

L3 0 2 5 10 | 10 | 10 | 10 | 10 | 10 100 3 3,2
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nprl-1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L4 8 9 10 | 10 | 10 | 10 100 3 3
nprl-1 3,3,3,3,3,3,3,3,2,
L5 8 8 8 8 9 9 90 0 2,6
cpr 5-2 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L1 3 6 8 10 | 10 | 10 100 3 3
cpr5-2 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L3 2 4 7 10 | 10 | 10 100 3 3
Cpr5-2 4131313/3131313131
L4 6 6 9 10 | 10 | 10 100 3 3,1
cpr5-2 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L5 5 8 10 | 10 | 10 | 10 100 3 3
3,3,3,3,3,3,3,2,2,
jin1l1 1 3 8 8 9 9 90 0 2,5
3,3,3,3,3,333,2,
jin1L2 2 7 9 9 10 | 10 100 2 2,8
3,3,3,3,3,3,2,0,0,
jin1L3 4 6 7 7 7 7 70 0 2
3,3,3,3,3,333,3,
jinlL4 8 9 9 10 | 10 | 10 100 2 2,9
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
jin1L5 6 7 8 10 | 10 | 10 100 2 2,9
eds 8-1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L1 1 7 8 10 | 10 | 10 100 3 3
eds8-1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L2 1 6 8 10 | 10 | 10 100 3 3
eds8-1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L3 9 10 | 10 | 10 | 10 | 10 100 3 3
eds8-1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L4 10 | 10 { 10 | 10 | 10 | 10 100 2 2,9
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
jin1L5 6 7 8 10 | 10 | 10 100 2 2,9
dcl2 dcl4 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L1 9 9 10 | 10 | 10 | 10 100 3 3
dcl2dcla 3,3,3,3,3,3,3,3,2,
L2 5 9 9 10 | 10 | 10 100 2 2,8
dcl2dcl4 4,4,4,3,3,3,3,3,3,
L3 7 8 10 | 10 | 10 | 10 100 3 3,3
dcl2dcl4 3,3,3,3,3,3,20,0,
L4 5 5 7 7 7 7 70 0 2
dcl2dcl4 4,3,3,3,3,3,3,3,2,
L5 8 8 8 8 8 9 90 0 2,7
hsp90.1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L1 3 8 10 | 10 | 10 | 10 100 3 3
hsp90.1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L2 1 5 8 9 10 | 10 100 3 3
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hsp90.1 4,4,4,4,3,3,3,3,3,
L3 0 1 9 9 10 | 10 | 10 | 10 100 3 3,4
hsp90.1 4,43,3,3,3,3,3,3,
L4 0 0 9 9 9 10 | 10 | 10 100 3 3,2
hsp90.1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L5 0 1 6 8 10 | 10 | 10 | 10 100 3 3
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
idg2 L1 0 0 4 8 9 10 | 10 | 10 100 3 3
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
idg2 L2 0 0 5 8 8 10 | 10 | 10 100 3 3
3,3,3,3,3,3,3,2,2,
idg2 L3 0 0 2 5 6 6 7 9 90 0 2,5
3,3,3,3,3,3,3,3,0,
idg2 L4 0 0 2 4 4 7 8 8 80 0 2,4
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
idg2 L5 0 0 6 7 8 9 10 | 10 100 2 2,9
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
dbp2 L1 0 1 8 10 | 10 | 10 | 10 | 10 100 3 3
4,4,4,4,4,3,3,3,3,
dbp2 L2 0 1 8 10 | 10 | 10 | 10 | 10 100 3 3,5
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
dbp2 L3 0 0 10 | 10 | 10 | 10 | 10 | 10 100 3 3
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
dbp2 L4 1 1 9 10 | 10 | 10 | 10 | 10 100 3 3
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
dbp2 L5 0 3 10 | 10 | 10 | 10 | 10 | 10 100 3 3
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
p58'P¥L1 0 0 5 7 7 9 9 10 100 2 2,9
p58/PK 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L2 0 0 2 7 9 9 10 | 10 100 3 3
p58/PK 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L3 0 0 7 8 8 10 | 10 | 10 100 3 3
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
p58'*%L4 0 0 4 7 8 9 10 | 10 100 3 3
p58'Pk 4,4,4,4,4,3,3,3,3,
L5 0 0 8 8 10 | 10 | 10 | 10 100 3 3,5

5.9. Resultados p587¥k

Los linajes evolucionados en p58Pk mostraron un porcentaje de infectividad
variable al final del experimento entre el 80% y el 100%. La media de
severidad de sintomas para todos los linajes en este genotipo es de 2,64 y
la varianza 0.15.
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‘ Tabla 64. Infectividad y severidad de sintomas de las infecciones cruzadas de cada linaje en cada genotipo.

No. plantas con sintomas Intensidad sintomas 12 dpi
4 5 6 7 8 9 %
dp [dp [ dp [ dp | dp | dp | 10 11 12 | infeccid
Inéculo i i i i i i dpi | dpi | dpi n Cada planta Media
nprl-1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L1 0 0 3 5 8 8 10 10 10 100 2 2,9
nprl-1 3,3,3,3,3,3,3,2,2,
L2 0 0 1 2 4 5 8 9 9 90 0 2,5
nprl-1 4,4,3,3,3,3,3,3,3,
L3 0 0 2 5 7 8 9 10 10 100 3 3,2
nprl-1 4,3,3,3,3,3,3,3,2,
L4 0 0 2 3 4 7 9 10 10 100 2 2,9
nprl-1 3,3,3,3,3,3,3,3,2,
L5 0 0 2 5 5 7 8 9 9 90 0 2,6
Cpr5-2 4141414/3131313131
L1 0 0 0 3 4 5 10 10 10 100 3 3
cpr5-2 3,3,3,3,3,0,0,0,0,
L3 0 0 0 1 1 2 5 5 5 50 0 1,5
cpr5-2 3,3,3,3,3,3,2,0,0,
L4 0 0 0 1 3 3 6 7 7 70 0 2
cpr5-2 3,3,3,3,3,3,0,0,0,
L5 0 0 0 0 1 4 6 6 6 60 0 1,8
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
jin1l1 0 0 0 2 4 7 9 9 9 90 0 2,7
3,3,3,3,3,3,3,3,2,
jin112 0 0 0 3 5 8 10 10 10 100 2 2,8
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
jin1L3 0 0 2 4 7 7 10 10 10 100 3 3
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
jinl1L4 0 0 1 4 7 7 8 10 10 100 3 3
3,3,3,3,3,3,3,2,0,
jin1L5 0 1 3 5 5 7 8 8 8 80 0 2,3
eds 8-1 3,3,3,3,3,3,3,2,2,
L1 0 0 1 1 3 7 8 10 10 100 2 2,7
eds8-1 3,3,3,3,3,3,2,2,2,
L2 0 0 1 1 2 7 7 9 9 90 0 2,4
eds8-1 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L3 0 0 0 2 5 7 9 9 9 90 0 2,7
eds8-1 3,3,3,3,3,3,3,2,2,
L4 0 0 2 3 6 8 8 8 10 100 2 2,7
eds8-1 3,3,3,3,3,3,3,3,0,
L5 0 0 0 2 4 4 6 8 8 80 0 2,4
dcl2dcla 3,3,3,3,3,3,3,3,2,
L1 0 0 6 7 8 | 10 | 10 10 10 100 2 2,8
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dcl2dcl4 3,3,3,3,3,3,3,3,2,
L2 9 10 10 10 100 2 2,8
dcl2dcl4 3,3,3,3,3,3,3,0,0,
L3 7 7 7 7 70 0 2,1
dcl2dcl4 3,3,3,3,3,2,2,0,0,
L4 7 7 7 7 70 0 1,9
dcl2dcl4 3,3,3,3,3,3,3,3,2,
L5 7 8 9 9 90 0 2,6
hsp90.1 3,3,3,3,3,3,3,3,2,
L1 8 8 9 10 100 2 2,8
hsp90.1 3,3,3,3,3,3,2,2,2,
L2 8 9 10 10 100 2 2,6
hsp90.1 4,3,3,3,3,3,3,2,2,
L3 5 6 7 9 90 0 2,6
hsp90.1 4,3,3,3,3,3,2,2,0,
L4 6 6 6 8 80 0 2,3
hsp90.1 3,3,3,3,3,3,3,3,2,
L5 8 9 9 10 100 2 2,8
3,3,3,3,3,3,2,2,2,
idg2 L1 7 8 9 10 100 2 2,6
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
i4g212 8 10 10 10 100 3 3
4,3,3,3,3,3,3,2,2,
idg2 L3 3 7 8 9 90 0 2,6
4,3,3,3,2,2,0,0,0,
idg2 L4 1 4 5 6 60 0 2
3,3,3,3,3,3,3,3,2,
idg2 L5 6 7 9 10 100 2 2,8
4,3,3,3,3,3,3,3,3,
dbp2 L1 9 9 10 10 100 2 3
4,4,4,3,3,3,3,3,3,
dbp2 L2 10 | 10 10 10 100 3 3,3
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
dbp2 L3 10 | 10 10 10 100 3 3
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
dbp2 L4 8 9 9 9 90 0 2,7
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
dbp2 L5 8 9 10 10 100 3 3
3,3,3,3,3,3,3,3,3,
p58'P¥L1 9 10 10 10 100 3 3
p58/PK 3,3,3,3,3,3,3,3,3,
L2 8 9 9 9 90 0 2,7
3,3,3,3,3,3,2,2,0,
p58'PXL3 5 6 7 8 80 0 2,2
4,3,3,3,3,3,3,2,2,
p58'7% L4 5 7 9 9 90 0 2,6
4,4,4,3,3,3,3,3,3,
p58'PX L5 8 9 9 10 100 2 3,2
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