RESUMEN

Los virus de RNA de cadena positiva (+) conforman el grupo más numeroso y diverso de los patógenos virales de las plantas. Replican su genoma mediante la síntesis de intermediarios replicativos de polaridad complementaria (−) que sirven de molde para la producción de los RNAs genómicos virales. Dos modelos teóricos contrapuestos que explican la replicación de un virus de RNA son el de amplificación geométrica, donde tanto las cadenas de RNA + como − sirven de molde para la síntesis simétrica de cadenas complementarias con la misma eficiencia, y el de stamping machine, donde las cadenas de la polaridad − son preferentemente utilizadas de forma reiterada como molde para la síntesis de múltiples copias del RNA genómico +. La amplificación geométrica permite una expansión más rápida del virus que el mecanismo de stamping machine pero con la contrapartida de una mayor frecuencia de mutaciones genéticas en la progenie viral. Para distinguir entre los dos modelos de amplificación genómica en el caso de un típico virus de RNA se plantas, se cuantificó la acumulación de  las cadenas + y – del virus del mosaico del nabo (Turnip mosaic virus, TuMV; género Potyvirus, familia Potyviridae) durante un ciclo de infección intracelular en protoplastos de Nicotiana benthamiana. El análisis de la dinámica de acumulación de ambas cadenas permitió determinar que el TuMV utiliza una estrategia de replicación mixta en la que la amplificación geométrica contribuye en un 7% y el stamping machine en un 93%. Muy probablemente, esta combinación ha evolucionado para, manteneniendo cierta rapidez en la replicación del virus, modular la frecuencia de mutaciones en su progenie.

Recientemente se ha desarrollado una estrategia prometedora para generar plantas resistentes a virus, basada en la expresión de microRNAs artificiales (amiRNAs) dirigidos contra secuencias virales específicas. Sin embargo, las poblaciones virales se adaptan a la presencia de los amiRNAs mediante mutaciones en las secuencias diana, consiguiendo así romper la resistencia. Plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana (línea transgénica 12-4) que expresan eficientemente un amiRNA (amiR159-HC-Pro) contra una secuencia en el cistrón que codifica la proteína HC-Pro del TuMV resultan resistentes a la infección por un determinado clon de este virus. Sin embargo, la línea transgénica 10-4, que expresa cantidades subinhibitorias del amiRNA, sólo es parcialmente resistente. Para entender cómo los virus de plantas rompen la resistencia impuesta por los amiRNAs, se han caracterizado mediante ultrasecuenciación de la región diana reconocida por el amiR159-HC-Pro, poblaciones virales evolucionadas tanto en plantas de A. thaliana silvestres como en la línea parcialmente resistente 10-4 que son finalmente capaces de romper la resistencia en la línea altamente resistente 12-4. De esta manera, se ha determinado que la población viral que evoluciona en plantas silvestres contiene alelos mutantes potencialmente capaces de romper la resistencia desde el primer pase evolutivo, aunque a frecuencias muy bajas. También, que la población viral contiene haplotipos con mutaciones en todas las posiciones de los 21 nucleótidos que son diana del amiRNA. Finalmente, que con los sucesivos pases evolutivos de planta a planta no se produce un aumento en la frecuencia de los alelos mutantes. Aparentemente, la población viral se encuentra en un equilibrio entre mutación y deriva genética. El proceso de rotura de la resistencia en la plantas 12-4 parece ser el resultado de una elección al azar de uno o más haplotipos mutantes no reconocidos por el amiRNA, de entre los muchos alelos presentes en la población viral. Sin embargo, cuando la población viral evoluciona mediante pases seriados en plantas de la línea 10-4, la frecuencia de alelos potencialmente capaces de romper la resistencia inducida por el amiR159-HC-Pro es mucho mayor, lo que explica que la rotura ocurra más rápidamente. En este caso, la población viral se encuentra en un equilibrio entre mutación, deriva genética y selección.

Las infecciones mixtas en las que dos o más virus pertenecientes a especies distintas coinfectan una misma planta huésped son muy frecuentes en la naturaleza. Además, en este tipo de infecciones suelen ocurrir efectos sinérgicos entre los virus, por lo que se planteó la pregunta de si las infecciones mixtas pudieran facilitar la rotura de la resistencia mediada por amiRNAs. Para responder esta pregunta el TuMV se coinoculó en plantas de A. thaliana resistentes de la línea 12-4 con una serie de virus pertenecientes a diferentes grupos taxonómicos. Las plantas también se preinfectaron con los diferentes virus y, a continuación, se inocularon con el TuMV. El análisis de las plantas inoculadas mostró que, efectivamente, las infecciones mixtas pueden ser otra causa de rotura de la resistencia mediada por amiRNAs, aunque este efecto depende el virus acompañante. El virus del cascabeleo del tabaco, el virus del mosaico de la coliflor y, notablemente, el virus del mosaico del pepino ayudan al TuMV a vencer la resistencia impuesta por el amiRNA, aunque solo cuando se encuentran infectando la planta que es inoculada con el TuMV.
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