RESUM

Els virus d’RNA de cadena (+) conformen el grup mes nombrós i divers del patògens virals de les plantes. Repliquen el seu genoma mitjançant la síntesi d’intermediaris replicatius de polaritat complementaria (−) que serveixen de motlle per a la producció dels RNAs genòmics virals. Dos models teòrics oposats que expliquen la replicació d’un virus d’RNA son el de amplificació geomètrica, on tant les cadenes de RNA + com − serveixen de motlle per a la síntesi simètrica de cadenes complementaries amb la mateixa eficiència, i el de stamping machine, on les cadenes de polaritat − son preferentment utilitzades de forma reiterada com a motlle per a la síntesi de múltiples còpies de l’RNA genòmic +. La amplificació geomètrica permet una expansió mes ràpida del virus que el mecanisme de stamping machine però amb la contrapartida de una major freqüència de mutacions genètiques en la progènie viral. Per a distingir entre els dos models d’amplificació genòmica en el cas d’un típic virus d’RNA de plants, es va quantificar l’acumulació de les cadenes + i – del virus del mosaic del nap (Turnip mosaic virus, TuMV; gènere Potyvirus, família Potyviridae) durant un cicle d’infecció intracel·lular en protoplasts de Nicotiana benthamiana. L’anàlisi de la dinàmica d’acumulació d’ambdues cadenes va permetre determinar que el TuMV utilitza una estratègia de replicació mixta en la que l’amplificació geomètrica contribueix amb un 7% i el stamping machine en un 93%. Molt probablement, esta combinació ha evolucionat per a, mantenint certa rapidesa en la replicació del virus, modular la freqüència de mutacions en la seua progènie.

Recentment se ha desenvolupat una estratègia prometedora per a generar plantes resistents a virus, basada en la expressió de microRNAs artificials (amiRNAs) dirigits contra seqüències virals específiques. Tanmateix, les poblacions virals s’adapten a la presència dels amiRNAs mitjançant mutacions en les seqüències diana, aconseguint així trencar la resistència. Plantes transgèniques de Arabidopsis thaliana (línia transgènica 12-4) que expressen eficientment un amiRNA (amiR159-HC-Pro) contra una seqüència en el cistró que codifica la proteïna HC-Pro del TuMV resulten resistents a la infecció per un determinat clon d’este virus. Tanmateix, la línia transgènica 10-4, que expressa quantitats subinhibitòries de l’amiRNA, sols es parcialment resistent. Per a entendre com els virus de plantes trenquen la resistència imposada per els amiRNAs, se ha caracteritzat mitjançant ultrseqüenciació de la regió diana reconeguda per l’amiR159-HC-Pro, poblacions virals evolucionades tant en plantes d’A. thaliana silvestres como en la línia parcialment resistent 10-4 que son finalment capaces de trencar la resistència en la línia altament resistent 12-4. D’esta manera, se ha determinat que la població viral que evoluciona en plantes silvestres conte al·lels mutants potencialment capaços de trencar la resistència fins el primer pas evolutiu, encara que a freqüències molt baixes. També, que la població viral conté haplotips amb mutacions en totes las posicions dels 21 nucleòtids que son diana de l’amiRNA. Finalment, que amb els successius passes evolutius de planta a planta no es produeix un augment en la freqüència dels al·lels mutants. Aparentment, la població viral es troba en un equilibri entre mutació i deriva genètica. El procés de trencament de la resistència en les plantes 12-4 pareix ser el resultat d’una elecció l’atzar d’un o mes haplotips mutants no reconeguts per l’amiRNA, d’entre els molts al·lels presents en la població viral. Tanmateix, quan la població viral evoluciona mitjançant passes seriats en plantes de la línia 10-4, la freqüència de al·lels potencialment capaços de trencar la resistència induïda per l’amiR159-HC-Pro es molt major, el que explica que el trencament ocorrega mes ràpidament. En este cas, la població viral s’encontra en un equilibri entre mutació, deriva genètica y selecció.

Les infeccions mixtes en las que dos o mes virus pertanyents a especies distintes coinfecten una mateixa planta hoste son molt freqüents en la natura. A més a més, en este tipus d’infeccions solen  ocórrer efectes sinèrgics entre els virus, per el que se va plantejar la pregunta de si les infeccions mixtes pogueren facilitar el trencament de la resistència mediata per amiRNAs. Per a respondre esta pregunta el TuMV es va coinocular en plantes d’A. thaliana resistents de la línia 12-4 amb una sèrie de virus pertanyents a diferents grups taxonòmics. Les plantes també es preinfectaren amb diferents virus i, a continuació, s’inocularen amb el TuMV. L’análisi de les plantes inoculades va mostrar que, efectivament, les infeccions mixtes poden ser un altra causa de trencament de la resistència mediata per amiRNAs, encara que este efecte depèn del virus acompanyant. El virus del cascavelleig del tabac, el virus del mosaic de la floricol i, notablement, el virus del mosaic del cogombre ajuden al TuMV a vèncer la resistència imposada per l’amiRNA, encara que sols quan s’encontren infectant la planta que es inoculada amb el TuMV.
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