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«lLa ciencia no es perfecta. Con frecuencia es mal utilizada. No es mas
que una herramienta, pero, aun asi, es la mejor herramienta que tenemos.
Se autocorrige, siempre esta evolucionando y se puede aplicar a todo.

Con esta herramienta conquistamos lo imposible»

Carl Sagan (1934-1996)

«...to boldly go where no one has gone before»

Jean-Luc Picard (Star Trek, The Next Generation 2364-2370)
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BiP (de ER luminal binding protein), Proteina de unién luminal del ER
bZIP60 (de basic leucine zipper 60), [factor de transcripcion| cremallera de leucina basica 60
C

C, plantas de Arabidopsis thaliana infectadas con PPV-P25

CaM (de calmodulin), Calmodulina

CDK (de Calcinm-dependent kinase), Kinasa dependiente de calcio

Chl-F (de Chloraphyll flnorescence), andlisis de fluorescencia de la clorofila
CI (de Cilindrical inclusion protein), Proteina de inclusion cilindrica

CK, citoquinina

CMYV 2b (o simplemente 2b), supresor 2b de Cucumber mosaic cucumovirus.
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CMVA2D, virus CMV delecionado en la secuencia codificante de 2b
COI-1 (de Coronatine-insensitive 1), factor Insensible a la coronatina-1

CP sgRNA3, RNA subgenémico de PVX a partir del cual se expresa la CP
CP, proteina de la capsida

CTV P23 (o simplemente P23), supresor P23 de Citrus tristeza closterovirus
D

D, plantas de Arabidopsis thaliana infectadas con PVX-PPV

D, tratamiento de sequia suave de Arabidopsis thaliana

DAB, 3,3’-Diaminobenzidina

DAMP (de Damage-associated molecular pattern), patrén molecular asociado a dafio
DCL (de Dicer-like protein), proteina tipo Dicer

DIG-ribosonda, ribosonda marcada con digoxigenina

dpa, dias post-agroinfiltracion (para Nicotiana spp.) o post-agroinoculacion (para Arabidopsis
thaliana)

dpr, dfas tras el dltimo riego (dias post-riego)

dsRNA (de double-stranded RN.A), RNA de doble cadena
E

ER (Extreme resistance), resistencia extrema

ET, etileno

ETI (de Effector-triggered immunity), inmunidad inducida por efectores
F

Fru, fructosa

F, / Fy, maxima eficiencia cudntica del fotosistema 11

G

GA, giberelina

Glc, glucosa

GolS2 (de Galactinol synthase 2), Galactinol (Gol) sintasa 2
gRNA (de genomic RNA), RNA genémico

GUS, B-glucuronidasa
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H

HC (de HCPro, Helper component proteinase), Componente auxiliar proteinasa, supresor del
silenciamiento codificado por potyvirus

HR (de Hypersensitive response), respuesta hipersensible

HSP90 (de Heat shock protein 90), Proteina de choque térmico 90

I

Ile, isoleucina

IRE1 (de Inositol-requiring protein-1), Proteina dependiente de inositol-1
J

JA (de Jasmonic acid), acido jasmonico

JA-Ile, JA-isoleucina

JAX-1 (de Jacalin-type lectin required for potexwvirus resistance 1), lectina de tipo Jacalin necesaria
para la resistencia a potexvirus 1

L

LOX, Actividad lipoxigenasa

LRR (de Leucine-rich repeat), dominio con repeticiones ricas en leucina
Lys, lisina

M

MAPK (de Mitogen-activated protein kinase), Kinasa activada por mitégenos

MCFI (de Multicolor fluorescence imaging), analisis de fluorescencia multicolor mediante la toma
de imagenes

MeJA, acido metiljasmoénico

MES, icido 2-N-morfolino-etanosulfonico

miRNAs o miR (de 7icroRNA), micto RNA

MS (de Murashige and Skoog medinm), medio Murashige y Skoog

N

NahG, gen que expresa la enzima bacteriana salicilato hidroxilasa
NB (de nucleotide binding domain), dominio de unién a nucleétidos
NBT (de nitroblue tetrazolinm), nitroazul de tetrazolio

Nla (de Nuclear inclusion protein a), Proteina de inclusién nuclear a

NIb (de Nuclear inclusion protein b), Proteina de inclusién nuclear b
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NLR (de NB and I.RR containing protein), proteina [receptora] con dominios NB y LRR
o

ORY (de Open reading frame), marco de lectura abierto

P

P19, supresor del silenciamiento codificado por tombusvirus

P25 (o TGB1, de Triple gene block 1), supresor del silenciamiento codificado por potexvirus
P3N-PIPO, porciéon N-terminal de P3 fusionada a PIPO

PAMP (de Pathogen-associated molecular pattern), patrén molecular asociado a patégeno
PC (de Principal component), componente principal

PCA (de Principal component analysis), analisis de componentes principales

PCD (de Programmed cell death), Muerte celular programada

Phe, fenilalanina

PI-1 (de Proteinase inhibitor-I), Inhibidor de proteinasa-I

PIPO (de Pretty interesting Potyvirus ORF), ORF muy interesante de potyvirus

PPV HC sgRNA, RNA subgenémico adicional en PVX-HC para la expresion de PPV HC
PPV HC, supresor HC de Plum pox potyvirus

PPV HCLH (o simplemente HCLH), mutante puntual L.134H de PPV HC

PPV-P25, quimera de PPV que expresa la proteina P25 de PVX (PVX P25)

PR (de Pathogenesis-related), Proteina relacionada con la patogénesis

Pro, prolina

PRR (de Pattern recognition receptor), Receptor de reconocimiento de patrones

PTGS (de post-transcriptional gene silencing), silenciamiento génico post-transcripcional
PTI (de Pattern-triggered immunity), inmunidad inducida por patrones [moleculares]

Put, putrescina

PVX P25 (o simplemente P25), supresor P25 de Potato virns X

PVX-HC, quimera de PVX que expresa el HC del potyvirus PPV (PPV HC)
PVXAP25, virus PVX delecionado en la secuencia codificante de P25

PVXATGB, PVX delecionado en el bloque de genes del TGB (de Triple gene block)
R

R/R (de Resistance gene/ factor), gen/ factor de resistencia
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Abreviaturas

R, tratamiento de rehidratacion de Arabidopsis thaliana

RART1 (de Reguired for MI.A12 resistance T), necesario para la resistencia mediada por MLA12
1

RD29B (de Responsive to desiccation 29B), factor Sensible a la desecacion 29B

RDR (de RNA-dependent RNA polymerase), RNA polimerasa dependiente de RNA (celular)
RdRp (de RNA-dependent RINA polymerase), RNA polimerasa dependiente de RNA (virica)
RISC (de RNA-induced silencing complex), complejo de silenciamiento inducido por RNA

RITS (de RNA-induced transcriptional silencing), complejo de silenciamiento transcripcional
inducido por RNA

RL (de Rod-like structure), estructura en forma de “barra”

ROS (de Reactive oxygen specie), especie reactiva del oxigeno

rpm, revoluciones por minuto

Rubisco, ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa

S

SA (de Salicylic acid), acido salicilico

SAR (de Systemic adquired resistance), respuesta sistémica adquirida

SD, tratamiento de sequia intensa de Arabidopsis thaliana

Ser, serina

sgRNA (de subgenomic RNA), RNA subgenémico

SGS3 (de Suppressor of gene silencing3), Supresor del silenciamiento génico 3

SGT1 (de Suppressor of the G2 allele of SKPT), Supresor del alelo G2 de SKP1
SHR (de Hypersensitive systemic response), respuesta hipersensible sistémica

SID2 (de $A induction-deficient 2), factor Deficiente en induccion de SA-2

SIPK (de Salicylic acid—induced protein kinase), Proteina kinasa inducida por acido salicilico
siRNA (de swall interfering RNA), pequeno RNA de interferencia

SIZ-1 (de S1Z-type small ubiquitin-related modifier E3 ligase), SUMO E3 ligasa SIZ-1
SN (de Systemic necrosis), necrosis sistémica

SPVD (de Sweet potato virus disease), Enfermedad virica de la batata

sRNA (de small RNA), pequefio RNA

siRNA (de small interfering RNA), pequefio RNA de interferencia



Abreviaturas

ssRNA (de Single-stranded RIN.A), RNA de cadena sencilla (ssRNA+, de polaridad positiva; o
ssRINA-, de polaridad negativa)

T

T, temperatura

TBSV P19 (o simplemente P19), supresor P19 de Tomato bushy stunt tombusvirus
TD, enzima treonina desaminasa

TGB (de Triple gene block), Bloque génico triple, conjunto de secuencias de potexvirus, y de
las correspondientes proteinas codificadas por las mismas (TGB1, TGB2 y TGB3).

TGB1 sgRNA1, RNA subgenémico de PVX a partir del cual se expresa TGB1 (P25)
TGS (de transcriptional gene silencing), silenciamiento génico transcripcional

Thr, treonina

Trp, triptofano

TUNEL (de Terminal deoxynucleotidy! transferase dUTP nick end labeling), Marcado de final de
corte con dUTP mediado por desoxinucleotidil transferasa terminal

A%

VIGS (de Virus-induced gene silencing), silenciamiento génico inducido por virus
VPE (de VVacuolar processing engyme), Enzima de procesamiento vacuolar

VPg (de Viral protein genome-linked), proteina viral unida al genoma

VRC (de Viral replication complex), Complejo de replicacion viral

VvRNP (de viral Ribonucleoprotein), ribonucleoproteina viral

vsiRNA (de virus-derived small interfering RNA), pequefio RNA de interferencia derivado de

virus

VSR (de viral suppressors of RINA silencing), supresor virico del silenciamiento por RNA
A\

W, tratamiento hidratado de Arabidopsis thaliana

wt (de wild type), genotipo silvestre
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Acrénimos de virus y viroides

ACRONIMOS DE VIRUS Y VIROIDES

B

BCMYV (de Bean conmon mosaic potyvirus), Potyvirus del mosaico comun de la judia
BMYV (de Brome mosaic bromoviras), Bromovirus del mosaico del bromo

BYDV (de Barley yellow dwarf luteovirus), Luteovirus del enanismo amarillo de la cebada
C

CaMV (de Cauliflower mosaic canlimovirus), Caulimovirus del mosaico de la coliflor
CIYMV (de Clover yellow mosaic potexcvirus), Potexvirus del mosaico amarillo del trébol
CMYV (de Cucumber mosaic cucnmovirus), Cucumovirus del mosaico del pepino

CTV (de Citrus tristeza closterovirus), Closterovirus de la tristeza de los citricos

CymRSV (de Cymbidinm ringspot tombusvirus), Tombusvirus de las manchas anulares de
Cymbidium

M

MDMYV (de Maize dwarf mosaic potyvirns), Potyvirus del mosaico enanizante del maiz

P

PepMoV (de Pepper mottle potyvirus), Potyvirus del moteado del pimiento

PepMV (de Pepino mosaic potexvirns), Potexvirus del mosaico del pepino dulce

PepRSV (de Pepper ringspot tobravirus), Tobravirus de las manchas anulares del pimiento
PIAMV (de Plantago asiatica mosaic potexvirus), Potexvirus del mosaico de Plantago asiatica
PLMVd (de Peach latent mosaic viroid), viroide del mosaico latente del melocotonero

PLRV (de Potato leafroll polerovirus), Polerovirus del enrollamiento de la hoja de patata
PNRSV (de Prunus necrotic ringspot ilarvirns), llarvirus de los anillos necréticos de los Prunus
PPV (de Plum pox potyvirus), Potyvirus de la sharka (plum pox)

PVX (de Potato virus X), Potexvirus X de la patata

PVY (de Potato virus Y), Potyvirus Y de la patata

S

SPCSV (de Sweet potato chlorotic stunt crinivirns), Crinivirus del enanismo clorético de la batata

SPEMYV (de Sweet potato feathery mottle potyvirus), Potyvirus del moteado plumoso de la batata
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Acrénimos de virus y viroides

T

TAV (de Tomato aspermy cucumovirus), Cucumovirus de la aspermia del tomate
TBSV (de Tomato bushy stunt tombusvirus), Tombusvirus del enanismo ramificado del tomate
TCV (de Turnip crinkle carmovirus), Carmovirus del arrugamiento del nabo

TEV (de Tobacco etch potyvirus), Potyvirus del grabado del tabaco

TMV (de Tobacco mosaic tobamovirus), Tobamovirus del mosaico del tabaco

ToCV (de Tomato chlorosis crinivirus), Crinivirus de la clorosis del tomate

ToRSV (de Tomato ringspot nepovirus), Nepovirus de las manchas anulares del tomate
TRV (de Tobacco rattle tobravirus), Tobravirus del cascabeleo del tabaco

TSWV (de Tomato spotted wilt tospovirus), Tospovirus del bronceado del tomate
TuMV (de Turnip mosaic potyvirus), Potyvirus del mosaico del nabo

TVCV (de Turmnip vein-clearing tobamovirus), Tobamovirus del aclaramiento de las venas del
nabo

TYLCV (de Tomato yellow leaf curl begomovirns), Begomovirus del rizado amarillo del tomate
A\ 4
WCIMV (de White clover mosaic potexvirns), Potexvirus del mosaico del trébol blanco

Z

ZYMN (de Zucchini yellow mosaic potyvirus), Potyvirus del mosaico amarillo del calabacin
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Resumen

RESUMEN

La presente Tesis Doctoral expone y discute una serie de trabajos
en los que se estudia, por una parte, el factor virico responsable de la
induccién de necrosis en la interaccion sinérgica que se da entre el virus
PVX (de Potato virus X, un potexvirus) y virus del género Potyvirus, por
otra parte, se analiza el efecto de diversos estreses ambientales asociados
al cambio climatico, como son la elevada concentracién de CO; en la
atmosfera (JCOy)), el aumento de la temperatura (T) o la sequia, sobre el
resultado de la interaccién compatible planta-virus, en infecciones
sencillas o mixtas, con los virus participantes en la interaccion PVX-

potyvirus mencionada mas arriba, o con quimeras derivadas de ellos.

Las infecciones multiples de virus en un hospedador compatible
son habituales en la naturaleza; de hecho, constituyen mas bien la norma.
Cuando mas de un virus se establece en un mismo hospedador, pueden
tener lugar una serie de interacciones que, en su mayoria, presentan
implicaciones epidemiologicas y patoldgicas pobremente caracterizadas,
frecuentemente imprevisibles, y ampliamente dependiente de factores
ambientales. Entre estos factores ambientales se encuentran
precisamente la [COy] en la atmosfera, la T y la disponibilidad de agua,
cuyos valores se encuentran en permanente cambio como consecuencia

de la actividad humana y del calentamiento global asociado.

Una de estas interacciones viricas, el sinergismo viral, suele
conducir a un incremento en la acumulacion de uno de los virus durante
la infeccion mixta; ademas, este sinergismo suele ir acompanado de unos
sintomas mucho mas graves que aquellos provocados por las infecciones
sencillas, lo que se conoce también como sinergismo en patologia. Uno
de los sintomas mas extremos se corresponde con la apariciéon de
necrosis sistémica (SN, de Systemic necrosis). PVX-potyvirus constituye un
par sinérgico que cumple esta pauta de comportamiento en un
hospedador susceptible como es Nicotiana tabacum. En este sinergismo,
solo PVX incrementa de forma notable su acumulaciéon en presencia del
potyvirus, en relacion a la infeccién sencilla, y va acompafado de la

aparicion de SN. Este incremento se ha relacionado con el factor HC (de
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HCPro, Helper component proteinase) derivado de potyvirus, el cual es una
proteina que actia como supresor del silenciamiento génico mediado por
pequefios RNAs (VSR, de IViral suppressor of RINA silencing). Esta variante
del silenciamiento génico es una de las principales respuestas defensivas
en plantas frente a las infecciones por virus, cuya mision es degradar el
RNA viral, impedir su generacion o evitar su expresion. En presencia de
HC, la supresion del silenciamiento potenciarfa en la planta la

acumulacion de PVX.

Sin embargo, en otro huésped susceptible, como es Nicotiana
benthamiana, el sinergismo en patologia de PVX-potyvirus no va
acompafiado de un incremento en la carga viral. En muchos otros casos
de sinergismos en patologia tampoco se observa un incremento en la
acumulacion de ninguno de los virus. Por tanto, estas observaciones, en
general, permiten cuestionar una conexion directa entre mayor virulencia
y acumulacién viral en este tipo de interacciones sinérgicas. Las quimeras
de PVX portadoras del VSR de potyvirus (PVX-HC) son capaces de
reproducir el sinergismo en patologia observado en las infecciones
mixtas PVX-potyvirus, lo que sefala a este factor potyviral como
suficiente y necesario para la manifestaciéon de la SN. Estas quimeras, a
su vez, sugieren la existencia de uno o mas factores en PVX con
capacidad para inducir necrosis cuando su acciéon es potenciada en
presencia del HC potyviral, durante la infecciéon mixta PVX-potyvirus.

El primer objetivo de la presente tesis ha sido determinar el factor
o factores de PVX responsables dltimos de la induccién de SN. Para ello,
se intentdé reproducir a nivel local la necrosis inducida por PVX-
potyvirus, coexpresando PVX junto con HC de PPV (de Plum pox
potyvirus) en N. benthamiana. PVX, en presencia de este VSR en frans, fue
capaz de inducir necrosis en los parches agroinfiltrados. Esta necrosis se
analiz6 a través de medidas de liberacion de electrolitos y tinciones
histoquimicas indicativas de la generacién de especies reactivas del
oxigeno (ROS, de Reactive oxygen species), en muestras de tejido
agroinfiltrado. El analisis mediante northern blot de la acumulacion de los
RNAs de PVX, genémico (gRNA) y subgenémicos (sgRNAs), en
presencia de HC, puso de manifiesto que la actividad de este VSR afecta
preferente al nivel de acumulacién de estos ultimos, estabilizandolo o
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incrementandolo. Este efecto también fue confirmado a nivel sistémico,
en el contexto de la interaccion sinérgica PVX-PPV. Uno de los sgRNAs
afectados, el sgRNA1 de PVX, codifica la proteina P25 (TGB1, de Trple
gene block T). P25 es una proteina multifunciéon con participaciéon en
procesos tales como replicacion, movimiento dentro de la célula y entre
células, y supresion del silenciamiento génico, como VSR de PVX. La
expresion aislada de P25, en presencia de HC, o de otros VSRs no
potyvirales, fue suficiente para inducir necrosis tanto en N. benthamiana

como en N. Zabacum. Ademas, esta necrosis fue dependiente de dosis de

P25.

Para determinar si P25 induce necrosis en un contexto de
infeccién con potyvirus, de forma sistémica, se empleé un vector
derivado del virus PPV modificado para incluir la ORF de P25 (quimera
PPV-P25). PPV-P25 fue capaz de originar focos necroticos a nivel
sistémico, aparte de ocasionar un empeoramiento general de los
sintomas, en comparaciéon con plantas infectadas con PPV. Para
descartar la contribucién de cualquier otra proteina distinta a P25 en la
necrosis producida por PVX en presencia de HC, se hizo uso del
mutante PVXAP25, el cual expresa una forma no funcional de P25,
delecionada en posicion C-terminal. La agroinfiltraciéon simultanea de
PVXAP25 con HC no fue capaz de inducir necrosis, al contrario que la
agroinfiltracién de PVX silvestre con HC. De este modo, P25 emerge
como el principal determinante de patogenicidad responsable de la
necrosis observada en los sinergismos asociados a PVX. En la
interaccion PVX-PPV, la actividad de HC como VSR estabilizaria los
niveles de acumulacién del sgRNA1 de PVX, y por tanto podria

incrementar los niveles de P25, ocasionando SN.

El empleo de diversas formas mutadas de P25 puso de manifiesto
que la capacidad de esta proteina para inducir necrosis parece estar
asociada a su actividad como VSR. Esta actividad supresora se determiné
a través del efecto que P25 ejerce sobre los niveles de acumulacion del
mRNA de una proteina reportera, como es GFP, cuando se agroinfiltran
simultaneamente. También, mediante estudios de silenciamiento génico
inducido por virus (VIGS, de Virus-induced gene silencing) de SGT1 (de
Suppressor of the G2 allele of SKPT) y RAR1 (de Reguired for MIL.A12 resistance
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1), factores asociados a la respuesta hipersensible (HR, de Hypersensitive
response), se puso de manifiesto que la necrosis inducida por P25 se
ejecuta a través de mecanismos que implifcan a factores comunes con
esta respuesta, lo que sugiere la existencia de un factor de resistencia R
implicado en el reconocimiento de P25 como factor de avirulencia Avr.
Sin embargo, esta posibilidad no descarta otras, como que la necrosis sea
debida a una respuesta de estrés en el reticulo inducida por la
acumulacion de proteina mal plegada (UPR, de Unfolded protein response),
como consecuencia de la remodelacién a la que se encuentra sometido

por la accion de P25.

El incremento constante de la concentracion de CO; en la
atmosfera, y el aumento de T asociado al mismo, son responsables de un
calentamiento global cuyas consecuencias seguramente se vean
agudizadas en el futuro. Segun el IPCC (de Intergovernmental panel on climate
change), en el ano 2100 se podria alcanzar una [CO;| en la atmosfera de
hasta 1000 ppm, en relacion a las 400 ppm actuales, lo que irfa ligado a
incrementos de la temperatura media del planeta de 3-4°C. Por todo ello,
es relevante el estudio de interacciones planta-virus modelo en escenarios
que contemplen variables asociadas al cambio climatico. En cuanto al
efecto de estos factores sobre el resultado de las interacciones sinérgicas,
ningun analisis se ha realizado al respecto hasta el presente trabajo. En
esta tesis, se analizaron plantas de IN. benthamiana infectadas con PVX|
PPV, o con la infeccion mixta PVX-PPV, bajo atmodsferas con 970 ppm
de CO,, en relacidon a los controles mantenidos a la concentracion
habitual de 401 ppm; también se analizaron las mismas infecciones a
temperaturas de 30°C, en relacién a los controles mantenidos a T
estandar de 25°C.

La elevada [COy] ocasiond una disminucion de la virulencia solo
en las infecciones sencillas, mientras que en las mixtas no se observaron
variaciones a este respecto, en relacién a las infecciones a la [CO,]
habitual. La virulencia se estimoé a través de la liberacion de electrolitos y
de tinciones histoquimicas indicativas de la producciéon de ROS. La
atmosfera enriquecida en CO; presentd también efectos dispares sobre la
carga viral, analizada mediante northern blot y PCR cuantitativa. La alta T

ocasioné una disminucién de la virulencia y de la carga viral en la
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infeccién sencilla con PPV, y en la mixta con PVX-PPV| en relacién a las
infecciones analizadas a la T estandar. Para la infeccion sencilla con
PVX, sin embargo, no se registré ningun cambio en la virulencia a
elevada T, pese a que este estrés si determiné una reduccion de la carga
viral. Posteriormente, se estudié la capacidad necrogénica de P25 en
estas condiciones ambientales, para lo que se agroinfiltré en presencia del
factor HC de PPV. P25 indujo menos necrosis en elevada [CO],
mientras que la T la aumentd, y ocasiono una aparicién mas temprana de
la misma. Esta mayor capacidad necrogénica de P25 a elevada T podtia
explicar la ausencia de cambios en la virulencia de PVX en estas mismas
condiciones, pese a registrarse una menor carga viral. Cuando se analiz6
la actividad supresora de P25 no se observaron diferencias relevantes
bajo la accién de ninguno de los dos estreses estudiados. Por tanto, otros
procesos distintos al silenciamiento génico deben de estar operando bajo
la elevada [COy] o las altas T, modulando los niveles de acumulacion
viral y la necrosis inducida por P25. En cualquier caso, estos estudios
apuntan a un comportamiento diferencial entre las infecciones sencillas y
las infecciones mixtas bajo la acciéon de cada uno de estos factores
ambientales. Debido al cambio climatico, una mayor ocurrencia de
infecciones mixtas es esperable en el futuro, por lo que este
comportamiento diferencial podria acarrear importantes implicaciones

epidemiolodgicas y patologicas.

Un estrés abidtico frecuente en cultivos, y cuyos efectos podrian
agudizarse en numerosas regiones del planeta, es el correspondiente a la
falta de agua. El IPCC contempla para el afio 2100 un incremento en la
frecuencia e intensidad de fenémenos extremos tales como sequias
prolongadas, como consecuencia de un sistema climatico mas inestable
en un mundo mas calido. Los cambios metabodlicos y hormonales que
ocasiona una infeccién en el hospedador pueden alterar su respuesta a un
estrés por déficit hidrico sobrevenido. Para explorar esta posibilidad, en
el presente trabajo de tesis se emplearon los hospedadores
experimentales N. benthamiana y Arabidopsis thaliana, sanos o infectados
con los virus indicados mas arriba, y sometidos a distintos grados de
privacion de agua. Se realizaron estimaciones de la tolerancia a la sequia

medida como el contenido (%) en agua de la planta, en relacién a su peso
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total. Se determiné la eficacia reproductiva a través del analisis de la
produccién de semillas y del nimero de plantas productoras de semillas
por tratamiento. Una estimacion de la induccion de respuestas de estrés a
las infecciones se realiz6 a través de sus efectos sobre la acumulacion de
metabolitos secundarios y sobre la eficiencia fotosintética, analizados
mediante medidas de fluorescencia. También se realizaron analisis de
transpiracion  (curvas de deshidratacion, termografia y analisis
conductimétricos) y de parametros morfologicos (nimero de estomas,
indice estomatico y arquitectura radicular), con el objetivo de encontrar
posibles correlaciones entre ellos y las variaciones observadas en la
tolerancia a la sequia. En 4. #haliana también se analiz6 la modificacion
del perfil metabodlico y hormonal en las plantas sanas o infectadas, y
sometidas a los siguientes tipos de regimenes hidricos: plantas hidratadas,
plantas sometidas a un periodo de sequia breve o a uno de sequia
intensa, y plantas rehidratadas tras el periodo de sequia intensa. El papel
de las hormonas en el incremento de la tolerancia al estrés hidrico se
analiz6 mediante el empleo de mutantes de .A. #haliana y N. benthamiana

infectados con la quimera PPV-P25.

Todas las infecciones incrementaron la tolerancia a la
deshidrataciéon en mayor o menor grado, en ambos hospedadores. Sin
embargo, este efecto fue mas pronunciado para las infecciones mas
virulentas, esto es para PPV-P25 y PVX-PPV en N. benthamiana, y para
PPV-P25 en A. thaliana. Este incremento en la tolerancia no fue seguido,
sin embargo, de una mayor eficacia biolégica para las infecciones mas
virulentas. Sélo en .A. thaliana, las infecciones de virulencia moderada
fueron capaces de incrementar la eficacia bioldgica bajo estrés hidrico, en
relacién a las plantas no infectadas. Estos datos sugieren que no debe
inferirse una conexioén directa entre un incremento en la tolerancia a la
deshidrataciéon en plantas infectadas con virus y una mayor eficacia
biologica, sin considerar una posible contribucidon negativa de la

virulencia. Los incrementos en eficacia biolégica son, ademas,

b

dependientes de hospedador.

En N. benthamiana, la mayor tolerancia a la deshidratacion en
plantas infectadas con virus podria relacionarse con la menor tasa de

transpiraciéon observada en estas plantas. En el caso de A. thaliana, se

XX



Resumen

determiné una mayor tasa de transpiracion en las plantas infectadas, por
lo que este factor podria no ser relevante en este hospedador para la
adquisiciéon de tolerancia. Esto sugiere que la tolerancia a la
deshidratacion inducida por los virus podria residir sobre mecanismos
esencialmente diferentes en ambos hospedadores, en lo que concierne a

la transpiracion.

En A. thaliana, el estrés hidrico determina la acumulacion de
numerosos metabolitos protectores, como azucares, poliaminas y
aminoacidos. Estos compuestos reducen el potencial hidrico facilitando
la adquisicién de agua del sustrato, y estan implicados en la desactivacion
de ROS y en la estabilizaciéon de estructuras celulares durante la
deshidratacion. En el andlisis de perfiles metabdlicos del presente
estudio, se identificaron galactinol, triptéfano, fructosa y prolina, entre
otros, como metabolitos destacados. El tipo de régimen hidrico al que
fueron sometidas las plantas represent6 el principal modulador de su
perfil metabolémico, mayor que la infecciéon viral. Sin embargo, las
plantas infectadas, de forma previa a la exposicion a la sequia, ya
presentaban alterados los niveles de numerosos metabolitos, siendo esta
alteracion mas notable en la infeccién mas virulenta, PPV-P25. Este
estatus diferenciado de las plantas infectadas con PPV-P25 también fue
evidente en el analisis de agrupamiento jerarquico realizado sobre el total
de datos metabdlico. En este tipo de infeccion se acumularon
compuestos protectores destacados como la putrescina. Esta
aclimatacion metabélica previa puede ser la responsable de la mayor
tolerancia al estrés por sequia observado en las plantas de A. thaliana

infectadas, efecto mas pronunciado en la infecciéon con PPV-P25.

Las distintas infecciones también otorgaron a .A. thaliana un estado
hormonal diferenciado en los distintos regimenes hidricos estudiados.
En general, el incremento en la acumulacién de acido abscisico (ABA)
que se produjo en plantas sanas a medida que aument6 el estrés hidrico,
no fue observado en las plantas infectadas, las cuales si acumularon acido
salicilico (SA). Esta observaciéon estd en consonancia con el
comportamiento antagdnico que se ha propuesto para la interaccion SA-
ABA. Los mutantes de A. thaliana y N. benthamiana atectados en la

sintesis o en la acumulaciéon de SA, infectados con PPV-P25, no
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mostraron una mayor tolerancia a la sequia. De este modo, el incremento

en la tolerancia a sequia inducido por las infecciones virales parece estar

mediado por la hormona SA en estos dos huéspedes.
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SUMMARY

This PhD Thesis exposes and discusses research work consisting
of the following topics: i) the viral factor responsible for systemic
necrosis elicited during viral synergistic interactions between PVX (Potato
virus X, a potexvirus) and viruses belonging to Potyvirus genus, and ii) the
effect of environmental stresses associated to climate change, such as
high levels of CO; in the atmosphere (JCO,]), elevated temperatures (T)
or drought, on the outcome of compatible plant-virus interactions, on
single or mixed infections, with viruses taking part in the PVX-potyvirus

interaction mentioned above, or chimeric viruses deriving from them.

Mixed infections in a compatible host are common phenomena in
nature; in fact, they are the rule rather than the exception. A number of
different viral interactions can take place when several viruses are
established in the same host. These interactions have epidemiological
and pathological implications that are poorly characterized, frequently
unpredictable, and largely influenced by environmental factors. Among
these environmental factors are [CO,| in the atmosphere, T and water
availability, whose values are continuously being modified as a result of

human activities and the associated global warming.

One of these interactions, viral synergism, usually lead to increased
titte of one of the viruses during mixed infections; in addition, this
synergism usually is accompanied by increased severity of symptoms,
more severe than those observed in single infections with each of the
viruses, a phenomenon also known as synergism in pathology. One of
the most extreme symptoms induced by these synergistic infections is
systemic necrosis (SN). PVX-potyvirus is a classical synergistic pair
following this behaviour in the susceptible host Nicotiana tabacum. This
synergism leads to remarkably increased titres of PVX in the presence of
the potyvirus, in comparison with single infection, remaining the
potyvirus unchanged, and eliciting SN. This increased level of PVX has
been attributed to the HC factor (HCPro, Helper component proteinase)
derived from potyviruses; HC acts as a viral suppressor of the RNA
silencing (VSR) mediated by small RNAs. This type of gene silencing is
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the main mechanism involved in plant defence against viruses; RNA
silencing acts promoting the degradation of targeted RINA, avoiding its
generation or precluding its expression. The presence of HC could also

enhance PVX titres as a result of its suppressor activity.

Nevertheless, in Nicotiana benthamiana, another susceptible host,
synergism in pathology induced by PVX-potyviruses is not associated
with increased viral titres. Many different synergistic interactions apart
from the one mentioned above show increases in severity of symptoms
that are not accompanied by increases in viral titres. So, all of these
observations call into question that enhanced virulence associated with
synergistic interactions is the consequence of an increase in viral titres.
Chimeric forms of PVX expressing VSR derived from potyviruses
(PVX-HC) are able to induce the synergism in pathology observed in
mixed infections with PVX-potyvirus, which point out to this potyviral
factor as necessary and sufficient to induce SN. At the same time, the
behaviour of these chimeric viruses suggests the presence of one or
more pathogenicity factors encoded by PVX, which are able to induce
necrosis when their activities are enhanced by potyviral HC during PVX-
potyvirus mixed infections.

The first objective of the present thesis has been the isolation of
the factor(s) encoded by PVX responsible for SN. In order to do so, it
was attempted to reproduce at local level the necrotic response elicited
by PVX-potyvirus, by co-expressing PVX together with HC from PPV
(Plum pox potyvirus) in N. benthamiana. 1n agroinfiltrated patches, PVX was
able to induced necrosis in the presence of this VSR in #ans. The
necrotic response was analyzed in samples taken from agroinfiltrated
tissue by measuring electrolyte leakage, and by histochemical staining
indicative of the generation of oxygen reactive species (ROS). Northern
blot analyses of the accumulation of the different PVX RNAs, i. e,
genomic RNA (gRNA) and subgenomic RNAs (sgRNAs), in the
presence of HC, identified the sgRNAs as the main targets affected by
the VSR activity of HC; the potyviral factor stabilized or increased
sgRNA levels. This effect was also confirmed at systemic level, in the
context of a PVX-PPV synergistic interaction. One of the sgRNAs
whose level was stabilized was sgRINAT. This sgRNA1 encodes the P25
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protein (TGB1, Triple gene block T). P25 behaves as a multifunctional
protein involved in replication, intracellular and cell-to-cell movement,
and, as the PVX VSR, is responsible for suppression of gene silencing.
When P25 was expressed individually, in the presence of HC or together
with other non-potyviral VSRs, a necrotic response was induced in N.

benthamiana and N. tabacum. This necrosis was also P25 dose-dependent.

In order to analyze if P25 can induce necrosis in the context of a
potyviral infection, in systemic locations, a PPV-derived vector was
modified to include the P25 ORF (PPV-P25 chimera). PPV-P25 was
able to produce necrotic foci and to induce a general worsening of
symptoms, when compared with PPV-infected plants. To discard the
contribution of PVX proteins other than P25 in eliciting necrosis with
potyviral HC, a PVXAP25 mutant was obtained. This mutant expresses a
non-functional P25 protein, deleted at the C-terminus. Simultaneous
agroinfiltration of PVXAP25 together with HC was not able to induce
necrosis, as was wild type PVX with HC. So, P25 arises as the main
pathogenicity factor responsible for necrosis in PVX-associated
synergisms. In the context of a PVX-PPV synergistic interaction, the
VSR activity of HC stabilizes the level of accumulation of PVX sgRNAT,
which could lead to higher levels of P25 in the cell, and in turn eliciting
SN.

The ability of P25 to elicit necrosis seems to be associated with its
suppressor activity, as was determined by using different mutant forms
of P25. The suppressor activity of P25 was estimated by measuring the
effect of this VSR on the accumulation of a reporter GFP mRNA, when
the VSR and the reporter protein were co-agroinfiltrated. Also, the
involvement of factors like SGT1 (de Suppressor of the G2 allele of SKPT)
and RAR1 (de Reguired for MIL.A12 resistance 1) in the induction of SN
response was analyzed by virus-induced gene silencing (VIGS). These
two factors are associated with the hypersensitive response (HR). These
studies demonstrated that both HR and SN are executed through
mechanisms involving shared factors like RAR1 and SGT1. So, these
results suggest the existence of a putative resistance (R) factor
responsible for recognizing P25 as an avirulence (Avr) factor. However,
these findings are compatible with other explanations. In this regard, the
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accumulation of misfolded proteins in the endoplasmatic reticulum (ER),
whose modification and rearrangement are induced by P25, could induce
the activation of the ‘unfolded protein response’ (UPR), leading to

necrosis when this stress is not resolved.

The rising [CO;] in the atmosphere, and the increasing T
associated, are responsible for a global warming whose effects may be
magnified in the future. In 2100, IPCC (Intergovernmental panel on climate
change) predicts a [CO;] in the atmosphere of around 1000 ppm,
compared with the current 400 ppm, which may lead to increases of 3-
4°C in average global temperatures. Because of this reason, it is
important to analyze model plant-virus interactions under environmental
parameters associated to climate change. Regarding to the effects of
these environmental factors in the outcome of synergistic interactions,
no analysis has been previously carried out until the present work. In this
thesis, N. benthamiana plants infected with PVX, PPV or the mixed
infection with PVX-PPV, were analyzed under a 970 ppm CO;-enriched
atmosphere, and were compared with plants kept at standard
concentration of 401 ppm; in addition, the same kind of infections were
analyzed at temperature of 30°C, and were also compared with the ones
kept at standard temperature of 25°C.

Elevated [CO;] led to decreased levels of virulence in single
infections, while the virulence of mixed synergistic infections remained
unchanged, when compared with the corresponding infections at
standard [COy|. Virulence was estimated through electrolyte leakage
measurements and histochemical staining indicative of ROS production.
The effects of the CO»-enriched atmosphere on viral titres varied among
infections, as revealed by quantitative PCR and northern blot analyses.
High T led to decreased levels of virulence and viral titres in plants singly
infected with PPV, and in mixed infections with PVX-PPV, when
compared with infections kept at standard T. Unlike the others, virulence
of single infection by PVX remained unchanged, even though this
abiotic stress reduced viral titre. Afterwards, the necrogenic property of
P25 in combination with HC from PPV was studied under variable
environmental conditions. P25-induced necrosis was reduced at high

[CO,] levels, and conversely elevated T led to an earlier and increased
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expression of necrosis. This higher necrotic potential of P25 at elevated
T could explain why PVX virulence remained unchanged under the same
conditions, even though viral titres were decreased. When the suppressor
activity of P25 was analyzed, no differences were observed under the
examined environmental conditions. These results point out mechanisms
other than gene silencing in modulating viral accumulation and P25-
induced necrosis under high [CO;] or elevated T. Anyway, these
observations indicate a differential behaviour of single infections versus
mixed synergistic ones under each of these environmental factors.
Because of climate change, a higher frequency of mixed infections is
expected in the future; so, the aforementioned differences on virulence

may have pathological and epidemiological relevance.

Drought is a common abiotic stress affecting crops, whose
detrimental effects may be worse in the future. IPCC predicts for 2100 a
higher frequency and intensity of extreme phenomena, like long periods
of drought, as a result of a much more unstable climatological system in
a warmer world. Metabolic and hormonal changes in the host produced
by viral infections can potentially modify its responses to subsequent
drought stresses. In order to explore these possibilities, in the present
work N. benthamiana and Arabidopsis thaliana were used as model hosts.
These plants were mock-inoculated or inoculated with the viruses
mentioned above, and subjected to different degrees of water
deprivation. The level of tolerance to drought exhibited by these plants
was estimated based mainly on water (%) content measurements, relative
to total weight. Reproductive efficiency (fitness) was estimated through
seed production and the number of plants producing seeds. Stress
responses to viral infections were studied by determining the
accumulation of secondary metabolites and the photosynthetic
efficiency, parameters that were analyzed by fluorescence analysis.
Transpiration rates (through dehydration curves, thermography and
stomatal conductance) and morphological parameters (stomata number,
stomatal index and root architecture) were also determined in these
plants, to seek out correlations between these parameters and changes in
tolerance to drought. In A. thaliana, metabolic and hormonal changes

associated with infection and with different water regimes were also
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analyzed; these water regimes were: watered plants, plants subjected to
moderated drought or to severe drought, and plants re-watered after a
period of severe drought. In addition, the role of hormonal regulation in
enhanced tolerance to drought stress was analyzed by using A. thaliana
and N. benthamiana mutant plants infected with PPV-P25.

All virus-infected plants exhibited higher tolerance to drought than
mock-inoculated plants, in both _A. thaliana and IN. benthamiana, although
to different extent. Plants infected with the most virulent infections
showed the highest tolerance to drought, that is, infections by PPV-P25
and PVX-PPV in N. benthamiana and intection by PPV-P25 in A. thaliana.
In spite of this increased tolerance, the most virulent infections did not
confer an increased fitness to the host. In A. thaliana, only infections
with moderate virulence led to higher fitness in drought-stressed plants,
when compared with mock-inoculated plants. All of these data suggest
that increased fitness cannot be inferred directly from an increase in the
level of tolerance to drought, because a probable negative contribution
of virulence should be taken into account. In addition, the increase in

fitness caused by virus infection is host-dependent.

In N. benthamiana, higher levels of tolerance to drought stress in
virus-infected plants might be related with reduced transpiration rates.
However, in A. thaliana an increase of transpiration rates was observed
upon viral infection, which probably rules out a direct contribution of
this parameter to drought tolerance in this host. These results also
suggest that tolerance induced by viral infection may be executed
through different mechanisms in these two experimental hosts, at least

with regard to transpiration.

A.  thaliana accumulates protective metabolites like sugars,
polyamins and amino acids under stresses induced by water deficit. All
these compounds decrease water potential, which in turn makes it easier
for the plant to uptake water from the substrate. These compounds are
also involved in ROS detoxification and the stabilization of cell
structures during dehydration processes. In the metabolic profiling
analysis carried out in the present work, A. thaliana accumulated

galactinol, tryptophan, fructose and proline as relevant drought stress-
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induced compounds. Water regime was the main parameter determining
metabolic shifting among samples, and more important than viral
infection. Nevertheless, infected plants showed high levels of these
compounds even before being subjected to water deprivation; moreover,
the levels of these metabolites were higher in plants with the most
virulent infection, i. e., PPV-P25. The altered metabolic status of PPV-
P25-infected plants was also evident when a hierarchical clustering
analysis was done over the entire metabolic dataset. Infections with this
chimeric virus led to high accumulation levels of some prominent
protective compounds like putrescine. So, metabolic acclimation prior to
water deprivation may be responsible for the increased tolerance to
drought stress exhibited by virus-infected A. #haliana, which is more
evident in PPV-P25-infected plants.

Viral infections also conferred a differential hormonal status in A.
thaliana subjected to the distinct water regimes analyzed. In general, an
increase of abscisic acid (ABA) content followed the worsening of
drought symptoms in mock-inoculated plants. This increase in ABA was
not observed in virus-infected plants; instead, they showed elevated
levels of salicylic acid (SA). This observation is in line with the
antagonistic interaction proposed for SA-ABA. A. thaliana and N.
benthamiana mutant plants defective for SA synthesis or accumulation did
not show enhanced tolerance to drought when they were infected by
PPV-P25. Therefore, the increased tolerance to drought induced by virus
infection could be mediated by the hormone SA in these two

experimental hosts.
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1.1. VIRUS, ENTORNO Y CAMBIO CLIMATICO

Los organismos autotrofos, entre los que se encuentran las plantas,
introducen energia en los ecosistemas: constituyen la base de estos al
actuar como productores primarios, transformando la energfa solar en
energia quimica. De igual modo, las numerosas especies vegetales
domesticadas y cultivadas por el hombre, constituyen la base de su
propia cadena alimentaria. El estudio de la Patologia Vegetal se erige asi
en una disciplina capital dentro de la Biologia, no solo desde una
perspectiva tedrica, sino también desde su vertiente puramente aplicada,

ya que resulta clave para garantizar ese suministro de alimentos.

Las plantas, como organismos sésiles, se encuentran sometidas a
situaciones de estrés bidtico o abidtico frecuentes a los que deben hacer
frente. Uno de los factores de estrés biodtico recurrente es el debido a las
infecciones viricas, muchas de las cuales derivan en enfermedades con

implicaciones econémicas y agronomicas significativas.

De los mas de 700 virus de plantas conocidos, muchos de ellos
ocasionan importantes pérdidas de cantidad y/o calidad en la produccion
(Strange y Scott, 2005). De este modo, las pérdidas econoémicas en la
produccién a nivel mundial asociadas a infecciones viricas se han
estimado en torno a los 30 mil millones de dolares anuales (Sastry y
Zitter, 2014). Algunas cifras, a modo de ejemplo, son: en patata, las
infecciones producidas por PLRV (Potato leafroll polerovirus) ocasionan
pérdidas anuales de 100 millones de ddlares en Estados Unidos, y de 30-
50 millones de libras en Reino Unido (Wale e# al., 2008; Sastry y Zitter,
2014); las infecciones producidas por CTV (Citrus tristeza closterovirns)
conllevan la pérdida anual de mas de 100 millones de arboles en cultivo
de citricos, a nivel mundial (Moreno e7 al., 2008; Harper, 2013); y una
estimacion eleva a mas de 10 mil millones de euros el coste global
correspondiente al manejo de la enfermedad de la sharka, debida a PPV
(Plum pox potyvirus), en frutales del género Prunus, desde los afios 70
(Cambra ef al,, 2006). Ademas, muchos de estos virus pueden presentar
una amplia gama de hospedadores, asi como disponer de numerosos
vectores implicados en la diseminaciéon de los mismos, cuando no de la

mala praxis o del desconocimiento de los mecanismos de transmision
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por parte del agricultor. Estos dos dltimos factores resultan decisivos en
la extension de enfermedades viricas de plantas en pafses en vias de
desarrollo (Schreinemachers ez al., 2015). Por todo ello, el estudio de los
mecanismos moleculares subyacentes a la apariciéon de enfermedad y
manifestacién de sintomas, en interacciones planta-virus modelo, resulta
fundamental, ya que permite entender y por lo tanto abordar

eficientemente estos problemas.

La mayoria de los virus de plantas estan constituidos por una o
mas moléculas de acidos nucleicos protegidos por una cubierta proteica
o capsida (CP), en una o mas particulas viricas. Dentro del genoma, las
secuencias codificantes de wunas pocas proteinas se encuentran
ampliamente compactadas y en muchos casos superpuestas, dando lugar
a genomas discretos que se empaquetan facilmente por las proteinas CP
(Gopal et al., 2014). Los genomas pueden presentarse en forma de RNA
de cadena sencilla (y polaridad positiva o negativa, sSRNA+ o ssRNA-),
de DNA de cadena sencilla, o de RNA o DNA de doble cadena. Los
mas comunes en cuanto a namero de especies se refiere son los
correspondientes a virus con genomas de ssRNA+ (Hull, 2002).
Ademas, estos virus de RNA presentan una elevada tasa de
recombinacién y de mutacion, de 10--104 sustituciones por nucleétido y
por evento de replicaciéon, en comparacion con las 10-8-10-¢ sustituciones
por nucleétido y por evento de replicacion caracteristicos de los virus de
DNA, debido a la ausencia de RNA polimerasas dependientes de RNA
(RdRp) con actividad correctora de pruebas. Estas altas tasas de
mutacion posibilitan la aparicion de nuevas formas viricas y pueden
favorecer la evasion de los mecanismos defensivos del hospedador

(Elena ef al., 2008; Sanjuan ef al., 2010).

Para que el virus penetre en la planta debe producirse algun tipo de
dafio mecanico o herida que comprometa la integridad de la cuticula y la
pared celular (Shaw, 1999). Este tipo de eventos ocurren bien de forma
fortuita debido a factores climatolégicos o como resultado del dafo
ocasionado por los herbivoros en su alimentacién, o a consecuencia de
las labores agricolas en el caso de plantas cultivadas. De especial
relevancia es sin embargo la transmision debida a organismos vectores

tales como hongos, acaros, nematodos, o mas habitualmente insectos,
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por ejemplos pulgones, que se alimentan de la savia y deben atravesar la
superficie vegetal para tener acceso a ella. Una vez en la planta, la
particula virica se desensambla liberando el material genético vy
permitiendo la expresion de las proteinas que codifica. Esto posibilita la
replicaciéon y movimiento del virus tanto a corta como a larga distancia
(Hull, 2002). Todo ello conlleva la interaccién con numerosas proteinas
del hospedador que determinan, entre otros parametros, la especificidad
de la infeccién y la capacidad de inducir alteraciones en la homeostasis
del mismo. Estas alteraciones pueden desembocar en la aparicion de
enfermedad, pero también llevar aparejadas cambios metabdlicos y
hormonales responsables, por ejemplo, de una modificacion en el patron
de emisiéon de compuestos volatiles por parte de la planta, haciéndola

mas atractiva a insectos vectores potenciales (Blanc y Michalakis, 2010).

Las interacciones virus-vector pueden ser notablemente complejas.
Parametros como el tiempo de permanencia del virus en el vector y la
replicacion en el mismo -si la hay-, o la facilidad con la que el virién se
libera a la nueva célula hospedadora, determinan el éxito de la infeccion.
El virus también puede modificar el comportamiento de sus insectos
vectores, por ejemplo alterando sus habitos de alimentacion,
consiguiendo de este modo maximizar el numero de adquisiciones y
transmisiones de particulas viricas (Blanc y Michalakis, 2016).

De igual importancia que los elementos extracelulares en la
infeccién son los factores intracelulares, uno de los cuales puede ser la
presencia simultanea de otros virus en la misma célula. Las coinfecciones
interespecificas son un fenémeno habitual en la naturaleza, y bajo este
tipo de interacciones un virus puede condicionar parametros tales como
el nivel de acumulacion, la tasa de transmision, el tropismo celular o la
gama de hospedadores del otro (Elena ez al., 2014); esto dltimo favorece
que infecciones simultaneas de determinados conjuntos de virus en un
hospedador dado sean mas frecuentes de lo esperado por azar (Malpica
et al., 20006). Asi mismo, estas coinfecciones pueden dar lugar a
fenémenos que van desde una disminuciéon en la gravedad de los
sintomas hasta una exacerbacién de los mismos, desembocando incluso
en la muerte de la planta en pocos dias (Hammond ez /., 1999). En este

contexto, también pueden tener lugar eventos de recombinaciéon entre
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diferentes cepas o especies de virus, dando como resultado importantes

cambios en la gama de hospedadores o en la patogenicidad.

Este triangulo de interacciones planta-virus-vector es el producto
de un largo proceso coevolutivo, ampliamente dinamico, condicionado
fuertemente por la accién de diversos factores ambientales, como la
presion parcial de COo, la temperatura o la disponibilidad de agua, entre
otros. Se sabe desde hace tiempo que bajo altas concentraciones de CO;
(alta [COy)), las plantas tienden a incrementar su tamafio debido a un
aumento en el tamafio y numero de células (Madsen, 1973), generando
mas biomasa. Estos cambios son el resultado de un incremento en la tasa
fotosintética (Amthor, 1995; Prior ez al., 2011), y este efecto sobre el
crecimiento se ha aprovechado en agricultura a través del cultivo de
plantas en ambientes enriquecidos en este gas (Prior ez al, 2011). Los
niveles de [CO;] elevados también producen un incremento en la
proporcion carbono:nitréogeno de los tejidos, e importantes cambios en
el perfil metabolico y hormonal (Teng efal, 2006), ocasionando
perturbaciones en la interaccién planta-virus-vector habitual (Fu ez al,
2010; Sun ez al., 20106). En el caso de las infecciones por virus, se conoce
desde hace tiempo que las altas temperaturas pueden tener un efecto
inhibitotrio o de reduccion de los sintomas, fenémeno conocido como
“enmascaramiento por calor” (Johnson, 1922; Hull, 2002). Y las
temperaturas elevadas inciden también en el comportamiento y ciclo
biologico de muchos insectos vectores, entre ellos los propios pulgones,
los cuales presentan cortas generaciones y bajos umbrales térmicos de
desarrollo (Harrington ez al., 2007).

Desde su descubrimiento, la mayor parte del estudio de virus de
plantas se ha realizado bajo el supuesto clasico que los considera por
defecto “patoégenos” intracelulares obligados. Sin embargo, en los
ultimos afios, y gracias al auge de disciplinas como la Ecologia de virus,
esta emergiendo una nueva visién de los mismos en la que ya no se les
considera s6lo como meros agentes productores de enfermedad, sino
también como elementos promotores, incluso puede que claves, del éxito
del hospedador en su interacciéon con el ambiente. Desde el punto de
vista ecolégico, los virus pueden considerarse endosimbiontes obligados

del hospedador vegetal, entendiendo endosimbiosis como la relacion
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intima que se establece entre estas dos entidades bioldgicas, claramente
disimiles, en la que una de ellas —el virus- vive en la otra. El resultado de
esta relacion se encuentra en algin punto dentro de un continuo que va
desde una situacién de mutualismo, beneficioso por tanto para ambas
especies, hasta una situacion de parasitismo, dependiendo de las
condiciones ambientales en las que se desarrolle dicha interaccion
(Roossinck, 2015). Asi, se conocen algunos ejemplos en los que las
infecciones pueden resultar beneficiosas para el hospedador. TRV
(Tobacco rattle tobravirus) induce en Arabidopsis thaliana la acumulacion de
poliaminas, entre ellas la putrescina, lo cual redunda en un incremento de
la resistencia a las bajas temperaturas y la congelacion (Fernandez-
Calvino et al., 2014). Este mismo virus, asi como CMV (Cucumber mosaic
cucumovirus), incrementan la tolerancia al estrés por sequia en el
hospedador modelo Nicotiana  benthamiana. CMV  también aporta
tolerancia a la deshidratacion en un hospedador de interés agronémico

como es la remolacha, Beta vulgaris (Xu et al., 2008).

Desde mediados de la década de los 80, pero sobre todo en la de
los 90 y comienzos del siglo XXI se ha documentado un incremento en
la temperatura media del planeta, aumento que ha ido parejo a la
acumulacion en la atmodsfera de gases de efecto invernadero, entre ellos
el CO, Este -calentamiento global, probablemente de origen
antropogénico, ha acarreado cambios en el patrén de temperaturas y de
lluvias caracteristico de numerosas regiones del planeta (IPCC, 2013). Si
se cumplen las previsiones que diversos modelos contemplan para finales
de este siglo, la [COy] en la atmodsfera podria dispararse desde las 400
ppm actuales hasta las 1000 ppm, y la temperatura media incrementarse
hasta 3-4°C (FIG. 1A y 1B). Esto podria hacer que en el futuro eventos
meteorologicos extremos tales como fuertes olas de calor y sequias
prolongadas sean acontecimientos relativamente frecuentes, afectando
fundamentalmente a las latitudes medias del planeta (FIG. 1C).

Los profundos cambios en los parametros ambientales [CO],
temperatura y disponibilidad de agua, con toda probabilidad daran lugar
a alteraciones en ese triangulo de interacciones planta-virus-vector. En la
mayoria de los casos, el efecto de estas alteraciones sobre el resultado de

la interaccién planta-virus se desconoce. Por todo ello, el estudio de
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interacciones planta-virus modelo en escenarios que contemplen

variables asociadas al cambio climatico adquiere una especial relevancia.
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FIGURA 1 (comienza en la pdgina anterior). Graficos recogidos en la ultima
edicion del informe realizado por el Panel Intergubernamental sobre Cambio
Climatico (IPCC), relativos a las predicciones para niveles de CO:; en la atmésfera,
incremento de temperatura media global y cambios en la humedad del suelo, en los
afios 2081-2100. A. Predicciones de concentraciéon de CO; alcanzadas en la atmosfera en
2081-2100 ofrecidas por una serie de modelos que contemplan distintos escenarios de
emision de gases de efecto invernadero, e identificados como “RCP”, ordenados de menor
a mayor como RCP2.6, RCP4.5, RCP6.0 y RCP8.5. B. Predicciones sobre el incremento de
temperatura media global para 2081-2100, tomando como referencia (AT = 0°C) los
valores promedios para el periodo 1986-2005, segin escenarios de emisiéon menor (linea
morada, RCP2.6) y mayor (linea roja, RCP8.5). El sombreado de las lineas representa la
incertidumbre asociada, y para el resto de escenarios las predicciones se muestran en el
margen derecho del grafico, a modo de barras. C. Predicciones sobre el cambio en la
humedad media anual de los 10 centimetros mas superficiales del suelo, para el afo 2081-
2100, considerando como referencia el promedio registrado en el periodo 1986-2005,
medido en milimetros (mm) de agua, y segin escenarios de emision menor (RCP2.6) y
mayor (RCP8.5). Con: [CO,|, concentraciéon de COo; ppm, partes por millén; AT,
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incremento de temperatura; °C, grados centigrados; mm, milimetros; RCP, de Representative
Concentration Pathways, escenarios hipotéticos de emisiéon de gases de efecto invernadero
contemplados por el IPCC para la realizacién de predicciones, con RCP2.6 como escenario
con mitigacion de emisiones, RCP4.5 y 6.0 como escenarios de estabilizacion de las
emisiones, y RCP8.5 como escenario de incremento de emisiones. .Adaptado de IPCC, 2013

1.2. LA INTERACCION PLANTA-VIRUS

Una planta presenta inmunidad a un virus cuando ofrece
resistencia completa a su infeccidn, lo cual se manifiesta generalmente
mediante la ausencia de replicacion viral. Cuando esta resistencia la
presentan todas las variedades de una especie vegetal frente a todas las
variantes genéticas del virus, recibe el nombre de resistencia de tipo “no-
huésped” (de non-host resistance), y la especie vegetal pasa a calificarse
como no-huésped. Este tipo de resistencia es la mas comun y persistente
y, en general, es la que muestra cada planta hacia la mayoria de sus
patogenos potenciales (Heath, 2000; Palukaitis y Carr, 2008). En algunos
casos, esta resistencia puede ser debida a la ausencia de compatibilidad
con algunos factores celulares que son vitales para que el virus complete
su ciclo de infeccion (Nieto ez al., 2011; Calvo ef al., 2014). Sin embargo,
en otros casos, parece que esta resistencia no es sélo pasiva, y deriva de
la puesta en marcha de una serie de mecanismos defensivas por parte de
la planta no-huésped (Fujisaki ef a/, 2009; Ishibashi ez al, 2009). En el
otro extremo se encuentra la resistencia de tipo “huésped” (de host
resistance): se habla de este tipo de resistencia cuando genotipos
particulares de planta, dentro de, por lo demas, una especie susceptible,

desarrollan respuestas defensivas frente a un genotipo de virus especifico

(Heath, 2000).

Las plantas carecen de células especializadas en defensa, de modo
que la proteccion frente a los patdgenos, que incluye reconocimiento y
activacion de la respuesta defensiva, ha de llevarse a cabo en cada célula.
Esta defensa se estructura en dos niveles, y esta mediada por una serie de
proteinas receptoras. En un primer nivel, algunos de estos receptores,
generalmente superficiales, reconocen patdégenos potenciales de forma
inespecifica a través de patrones moleculares conservados, y activan un

conjunto de respuestas que constituyen la denominada PTI (de Pattern-
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triggered immunity). Frente a virus, la defensa reside fundamentalmente en
la activacion de las rutas de silenciamiento génico mediado por pequenos
RNAs, los cuales se originan a partir de RNAs bicatenarios de origen
virico. Cuando el patégeno supera este primer conjunto de respuestas
defensivas, pueden entrar en juego otros mecanismos basados en un
reconocimiento especifico de la variedad o cepa del patégeno en
cuestion, generalmente a través de receptores intracelulares que
reconocen proteinas efectoras liberadas durante la infeccion; este
segundo conjunto de respuestas defensivas constituyen la denominada

ETI (de Effector-triggered inmunity) (Jones y Dangl, 2000).

1.2.1. PTI (pattern-triggered immunity)

La célula vegetal se encuentra protegida del medio externo por una
gruesa pared celular, en cuya superficie externa se deposita una capa de
estructura compleja y naturaleza lipidica, denominada cuticula
(Fernandez efal., 2016). La continuidad de esta barrera garantiza la
proteccion frente a la desecacion, pero también frente a las infecciones
por hongos, bacterias y virus; estos ultimos, como se menciono,
penetran en la célula de forma pasiva, tras producirse heridas que
interrumpen la continuidad de esta capa. Ademas de su papel como
barreras fisicas, la cuticula y la pared celular participan activamente en
defensa, pues la degradacion que experimentan, en la mayoria de las
ocasiones asociada a la actividad invasiva del patégeno, libera
constituyentes estructurales (endégenos o modificados) que actian a
modo de moléculas sefializadoras, y que reciben el nombre de DAMPs
(de Damage-associated molecular patterns) (Hématy et al., 2009).

Uno de los mecanismos de defensa en plantas, que se encuentra
conservado evolutivamente con el Reino Animal, lo constituye la
presencia de una serie de receptores capaces de reconocer estructuras
moleculares comunes de elementos constituyentes de muchos patégenos.
Entre estos compuestos se encuentran, por ejemplo, componentes de la
pared celular (quitina, mureina, lipopolisacaridos), o de flagelos
(tlagelina), liberados durante el proceso de infeccion. Estos patrones

moleculares reciben el nombre de PAMPs (de Pathogen-associated molecular
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patterns), y las proteinas receptoras de membrana que los reconocen
reciben colectivamente el nombre de PRRs (de Pattern recognition receptors).
Las DAMPs también pueden reconocerse a través de este tipo de
receptores, y se cree que actuan a modo de amplificadores de la respuesta

defensiva.

Tras la activacion de las rutas de senalizacion por PAMPs vy
DAMPs, se inducen de forma rapida, en cuestién de minutos, una serie
de respuestas defensivas que implican la acumulacion de Ca?*
intracelular, la produccién de especies reactivas del oxigeno (ROS) en lo
que se conoce como estallido oxidativo (de “oxidative burst’), y la
acumulacion de o6xido nitrico (\NO) (Zvereva y Pooggin, 2012). ROS y
‘NO actiian como compuestos antimicrobianos y producen un aumento
en el numero de entrecruzamientos covalentes que unen los distintos
polimeros constituyentes de la pared celular; este entrecruzamiento junto
con la acumulacion de calosa incrementan la resistencia de la pared, lo
que puede evitar la propagacion del patogeno (Newman ez al, 2013).
Ademas, Ca?*, ROS y ‘NO actian en si mismos como factores de
seflalizacién que activan muchas otras rutas defensivas. Varias proteinas
reguladoras como las CaMs (calmodulinas) o proteinas kinasas, como las
CDKs (de Calcinm-dependent kinases) y MAPKSs (de Mitogen-activated protein
kinases), se activan ante estos flujos i6nicos y cambios en el estado rédox
de la célula, lo cual finalmente induce modificaciones importantes en el
estado de fosforilizaciéon de diversas proteinas celulares y subsiguientes
cambios en la expresion génica (Bigeard ez al, 2015). Las ROS resultan
fundamentales, puesto que solapan con otras rutas de sefializacion que
implican a fitohormonas clave en defensa, entre las que se encuentran el
acido jasmonico (JA) y el acido salicilico (SA), cuya sefializacion también
se activa (Torres, 2010). Los flujos de Ca?* que se activan ante el
reconocimiento de DAMPs y PAMPs también inducen la acumulacion
de SA (Seyfferth y Tsuda, 2014). La activaciéon de estas rutas de
seflalizacién implica la expresién de genes que codifican, entre otras,
proteinas defensivas denominadas PR (de Pathogenesis-related), y enzimas
implicadas en la biosintesis de compuestos antimicrobianos,
denominados genéricamente fitoalexinas (Spoel y Dong, 2012; Li ez al.,

2015). La expresion de las PRs se induce no solo bajo la accién de un
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patogeno, sino también en presencia de diversas sefiales inmunes, como
por ejemplo ante la acumulacidon de SA en ausencia de infecciéon. PR-1,
cuya actividad aun se desconoce, se induce especificamente en presencia
de esta fitohormona, y se utiliza tradicionalmente como marcador de la
activacion de la sefializacion por SA (Takahashi ez a/., 2004).

El conjunto de respuestas defensivas inducidas por las DAMPs y
las PAMPs es lo que se denomina PTI (de Pattern-triggered immmunity, o
inmunidad inducida por patrones moleculares). La PTI no suele
desembocar en la muerte celular, aunque algunos de los componentes
implicados en ambos procesos son comunes, existiendo casos en los que
PTI efectivamente induce muerte (Petutschnig ez al., 2014).

La interacciéon planta-virus puede activar, generalmente, el
conjunto de respuestas asociadas a la PTI (ROS, flujos i6nicos, expresion
de PRs, etc.) a través de DAMPs enddgenos, o a través de la alteracion
en los balances hormonales y del estrés oxidativo que se producen
durante la infeccion (Zvereva y Pooggin, 2012; Calil y Fontes, 2016). Un
PAMP caracteristico de virus de plantas, y que podria desempefiar un
papel relevante en la activacion de la PTI, es el RNA de doble cadena
(dsRNA, de double-stranded RINA). La presencia de este dsRNA en la
planta infectada se asocia, generalmente, a la replicacion viral (Ding y
Voinnet, 2007) y al elevado grado de estructuras secundarias presentes en
los RNAs derivados de virus (Molnar ez al., 2005; Donaire et al., 2009).
Recientemente, en .A. thaliana, se ha caracterizado la induccion de
respuestas defensivas dependientes de dsRNA, en las que interviene
SERKT1 (de Somatic embryogenesis receptor-like kinase 1); SERK1 es un
correceptor asociado habitualmente a receptores de tipo PRR, lo que une
eventos de sefializacion de membrana caracteristicos de la PTI con la
defensa inducida por dsRNA. Esta respuesta, ademas, es independiente
de la ruta de silenciamiento génico (Niehl ez a/, 2016). Otro receptor de
tipo PRR, denominado NIK1 (de Nuclear shuttle protein [NSP|-interacting
kinase 1), se encuentra implicado en la defensa frente a virus de DNA a

través de mecanismos de supresion traduccional (Zorzatto ef al., 2015;
Calil y Fontes, 2016).
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1.2.2. Silenciamiento génico y defensa antiviral

Las plantas han desarrollado un sofisticado sistema de
reconocimiento y restriccion de la replicacion viral, con especificidad de
secuencia, basado en el silenciamiento génico mediado por pequenos
RNAs bicatenarios (sSRNA). Este silenciamiento puede actuar a nivel
post-transcripcional (PTGS, de post-transcriptional gene silencing), atectando
a los niveles de traduccion o a la estabilidad de un RNA, o a nivel
transcripcional (TGS, de #ranscriptional gene silencing), reduciendo los
niveles de expresion de un gen (Pumplin y Voinnet, 2013). En plantas, el
silenciamiento es un proceso celular no auténomo, ya que aunque se
inicie en unas pocas células, acaba propagandose al resto de tejidos
donde también se silencian las secuencias homologas. Esto es debido a la
transmision de sRNAs a través de plasmodesmos (movimiento a corta
distancia) y a través de haces vasculares (movimiento a larga distancia),
que actuan asi como senales de silenciamiento (Molnar e al, 2010;
Mermigka ez al., 20106).

De entre la amplia familia de sRNAs, los siRNAs derivados de
virus, o vsiRNAs (de wvirus-derived small interfering RNAs), son los
elementos centrales de la ruta de silenciamiento génico en la defensa
antiviral (Hamilton, 1999). Se obtienen a través del procesamiento de
dsRNA asociado a virus, con complementariedad perfecta, y presentan

tamanos comprendidos entre los 21-24 nucledtidos (nt) (Vaucheret y

Fagard, 2001; Ding y Voinnet, 2007).

El silenciamiento génico consta de tres fases (Csorba e al, 2015).
La primera fase, o #niciacion, comienza con la acumulaciéon de dsRNA en
la célula infectada, y consiste en la generacion de vsiRNAs primarios a
través del procesamiento de dicho dsRNA por enzimas DCLs (de Dicer-
like proteins) (Bernstein et al., 2001; Donaire et al, 2008). En la segunda
fase, o fase ¢fectora, los vsiRNAs generados se unen a proteinas de la
familia. ARGONAUTA (AGO) vy, junto a otras proteinas accesorias,
forman complejos RITS (de RNA-induced transcriptional silencing) o
complejos RISC (de RN.A-induced silencing complex). Una vez en el
complejo, el vsiRNA pierde una de las hebras (Ia hebra “pasajera”), y
dirige a los complejos RITS/RISC hacia RNAs diana total o
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parcialmente complementarios, donde estos ejercen su accion. RITS es el
complejo efector del TGS, y RISC el complejo efector del PTGS. Una
vez movilizado, RISC corta o bloquea la traducciéon del mRNA diana;
RITS silencia al gen homodlogo a través de la maquinaria de metilacién
y/o de modificacién de histonas (Voinnet, 2008; Verdel ez al, 2009). La
tercera fase, o amplificacion, consiste en la generacion de dsRNA a partir
de ssRNA wvirico, bajo la accién de diversas RNA polimerasas
dependientes de RNA (RDR) celulares (en contraposicion con las RdRp,
viricas); este segundo paso origina por tanto mas sustrato para las DCLs,
que de esta manera originan vsiRNAs secundarios, complementarios a
secuencias viricas adicionales distintas a las que reconocian los vsiRINAs
primarios. Estos vsiRNAs secundarios se consideran fundamentales para
llevar a cabo el silenciamiento génico a nivel sistémico, extendiéndose asi
por toda la planta (Llave, 2010; Csorba ez al, 2015). En total, en A.
thaliana se han descrito cuatro DCLs, 10 AGOs vy hasta seis RDRs
(Brodersen y Voinnet, 2000).

Entre las DCLs, DCL4 es la mas relevante en defensa antiviral,
actuando a modo de sensor de la infeccion; es la mayor productora de
vsiRNAs de 21 nt, el tamafio mas habitual en tejido infectado. DCL3
genera vsiRNAs de 24 nt poco relevantes en la defensa frente virus de
RNA, pero fundamentales frente a virus de DNA (Alvarado y Scholthof,
2009; Llave, 2010; Fukudome y Fukuhara, 20106).

AGO1 y AGO2 unen vsiRNAs de 21-22 nt, y comparten funcion
en la defensa frente a virus a través de mecanismos de PTGS (Alvarado y
Scholthof, 2012; Ma ef al., 2015). AGO2 es la principal responsable de la
resistencia de A. thaliana trente al potexvirus PVX (de Porato virus X)
(Jaubert ez al., 2011), o de IN. benthamiana frente al tombusvirus TBSV (de
Tomato  bushy stunt tombusvirus) (Scholthof et al, 2011). AGO4 une
preferentemente vsiRNAs de 24 nt, y es responsable de los mecanismos
de TGS frente a virus de DNA (Raja eral, 2008), y de represion
traduccional en virus de RNA (Bhattacharjee ¢z 4/, 2009; Hamera e al.,
2012; Brosseau ez al., 2016). Otras AGOs, como AGO5 y 7, también se
han relacionado con la defensa frente a virus de RNA (Mi ez a/., 2008; Qu
et al., 2008; Mallory y Vaucheret, 2010; Brosseau y Moffett, 2015).
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En la defensa antiviral, RDR6 y RDRI1 intervienen de forma
destacada (Garcia-Ruiz ez al, 2010). Son las principales polimerasas
encargadas de generar el dsRNA sustrato de DCI4, a partir del cual se
generan vsiRNAs secundarios. RDR1, en N. tabacum y en A. thaliana, es
inducible por SA, lo que supone la existencia de una conexién entre
ambos mecanismos defensivos (Xie e al., 2001; Yu et al., 2003).

En la ruta de silenciamiento génico intervienen otras proteinas
accesorias, como HEN1 (de HUA enbancer 1) y SGS3 (de Suppressor of gene
silencing 3). HEN1 afade grupos metilo a los extremos 3’ de los vsiRNAs
generados por las DCLs, estabilizandolos (Yang e al, 2006; Vogler ef al.,
2007). SGS3, junto con otros cofactores, une y estabiliza el RNA
sustrato sobre el que ha de actuar RDR6 (Mourrain et al, 2000,
Kumakura ez a/., 2009).

Los miRNAs (o miR, de microRINA), otro grupo de sRNAs,
presentan tamafios de 20-24 nt y complementariedad imperfecta; estan
codificados en el genoma de la planta y sus precursores son largos RNAs
monocatenarios, con segmentos complementarios intramoleculares
(estructuras en tallo-horquilla imperfectas). Los miRNAs tienen como
diana otros mRNAs que regulan procesos endégenos tales como
desarrollo, crecimiento y fisiologia de la planta. Son importantes en la
tolerancia a estreses abioticos y bioticos, ya que regulan la expresion de
componentes clave de rutas hormonales, de proteinas receptoras con
funciones defensivas y de componentes de la ruta de silenciamiento
(Rogers y Chen, 2013; Bologna y Voinnet, 2014; Ramesh e al., 2014)
Respecto a esto ultimo, un ejemplo ilustrativo es el silenciamiento de un

elemento clave de la ruta de silenciamiento como es AGO1 a través del
miR168 (Varallyay e/ al., 2010).

Los virus activan la ruta de silenciamiento de forma robusta y con
efectos sistémicos, lo que ha permitido utilizarlos como herramienta en
estudios de genética reversa para silenciar de forma rapida y efectiva
genes endogenos de la planta, técnica conocida como VIGS (de 1zrus-
induced gene silencing). Para ello, se inserta en el genoma del virus una
secuencia del gen endégeno que se desea analizar. En la infecciéon con

estos virus quiméricos se generan siRNAs correspondientes tanto al
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genoma del virus como al gen enddégeno, silenciandose ambos. Como
vectores VIGS, se han utilizado frecuentemente a los virus TRV (de
Tobacco rattle tobravirus, en esta misma tesis) y PVX, en el hospedador N.
benthamiana (Liu et al., 20024, Lacomme y Chapman, 2005).

El silenciamiento génico no es el tnico mecanismo defensivo que
podria actuar sobre el RNA de origen virico, ya que el proteasoma 20S
tiene actividad endonucleasa, aparte de la actividad proteolitica habitual.
Asi, la subunidad o5 de A. thaliana muestra actividad RNasa, y es capaz
de degradar 7n vitro RNAs de naturaleza virica (Dielen efal, 2011). En
cambio, la degradacion proteolitica a través de la ruta ubiquitina-
proteasoma no parece cjercer efectos tan claros, ya que se han
encontrado ejemplos tanto beneficiosos como perjudiciales para la
replicacion viral (Alcaide-Loridan y Jupin, 2012). En algunos casos, esta
ruta podria reducir el estrés que se induce en el reticulo endoplasmatico
(ER, de endoplasmatic reticulum) por la acumulaciéon de proteina mal
plegada durante la infeccion (Ye ef al, 2011). También podria optimizar
la replicacion viral al mantener la proporcion adecuada entre los diversos
componentes del virus, modulando la acumulacién de determinadas
proteinas (Alcaide-Loridan y Jupin, 2012). En otros casos, la ruta
ubiquitina-proteasoma se ha relacionado directamente con la
degradacion de ciertas proteinas viricas y la defensa (Reichel y Beachy,

2000; Cambotde ef al., 2010).

1.2.3. Contra-defensa viral. Supresion del silenciamiento

Frente a los mecanismos defensivos de la planta, los virus han
desarrollado diversas estrategias para minimizar sus efectos. En algunos
grupos, la replicacion tiene lugar asociada a sistemas membranosos que
aislan al virus del entorno celular, lo que seguramente dificulte el acceso
de la maquinaria de silenciamiento a los acidos nucleicos (Schwartz ez al,
2002). Aunque esta estrategia no se ha estudiado en detalle, si existen
ejemplos en los que su contribucién podria ser relevante. Asi, en A
thaliana, la sobreexpresion de la mayorfa de las AGOs reduce la
acumulacion de PVXATGB, la forma de PVX delecionada en el
conjunto de genes TGB (de T7iple gene block);, en cambio, sélo AGO2 y
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AGO5 reducen los niveles de PVX. TGB codifica el conjunto de
proteinas encargadas de remodelar el sistema de endomembranas celular,
aislando al complejo de replicacion, y seguramente impidiendo el acceso
de la mayor parte de las AGOs al RNA wviral (Tilsner ezal, 2012;
Brosseau y Moffett, 2015). Ademas, la mayor parte de los virus codifican
una o mas proteinas cuya misién es interferir con la ruta de
silenciamiento, e incluso subvertirla en su propio beneficio; a estas
proteinas clave se las denomina supresores del silenciamiento por RNA,
o VSRs (de viral suppressors of RINA silencing). Asi, para la mayoria de los
virus, el éxito en el ciclo de infeccién depende de estos VSRs. Existe una
amplia diversidad de esta clase de proteinas, y pueden actuar
practicamente sobre cualquier nivel de la ruta de silenciamiento, o sobre
mas de uno a la vez. Esta accion la pueden ejercer de forma directa sobre
componentes de la ruta, por ejemplo mediante el secuestro de vsiRNAs
o el bloqueo de la actividad de alguna proteina, o de forma indirecta,
regulando el metabolismo de componentes clave, por ejemplo
promoviendo su degradacion a través de la ruta ubiquitina-proteasoma o

modulando su expresion a través de la accion sobre miRINAs reguladores

(Alvarado y Scholthof, 2009; Csorba e# al., 2015).

Para analizar la actividad supresora de una proteina dada se suelen
realizar ensayos de coexpresion en hojas, infiltrando a modo de parches
(en inglés, patch assay) cultivos de Agrobacterium tumefaciens que expresan
transitoriamente la proteina VSR junto a una proteina reportera, por
ejemplo la GFP. La sobreexpresiéon de un gen exégeno (GFP) en la
planta pone en marcha los mecanismos de silenciamiento génico
descritos. En consecuencia, la expresion simultanea de una proteina VSR

junto con la proteina GFP mantendra la acumulaciéon de esta ultima

(Valli e al., 2006; Tena Fernandez e# al., 2013).

Algunos de los VSRs mas estudiados, e incluidos en este trabajo de

tesis, se describen a continuacion.

-P25 (o TGB1, de Triple gene block protein 7). Es el VSR presente en
potexvirus, proteina de ca. 25 kDa. En ensayos de coexpresion en parche
con GFP, la intensidad de su actividad supresora del silenciamiento varia

de forma considerable entre distintos potexvirus, siendo la de PVX
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(PVX P25) la mas débil (Senshu e a/, 2009). PVX P25 actia en la fase
efectora del silenciamiento, a nivel de AGO. Interactua fisicamente con
AGO1,2,3 y 4, y no con AGO5 y 9, e induce la degradaciéon de AGO1
dependiente de proteasoma (Chiu ¢ a/., 2010). En otro trabajo reciente,
AGO7 también reduce su acumulaciéon cuando se expresa en presencia
de PVX P25 (Brosseau y Moffett, 2015). Para otra P25, en este caso la
correspondiente a PIAMV (de Plantago asiatica mosaic potexvirus), se ha
demostrado su intervencion en la fase de amplificacién, a nivel de RDR,;
en concreto, PIAMV P25 secuestra a RDR6 y SGS3 en inclusiones

citoplasmaticas, anulando sus actividades (Okano ez a/, 2014).

-HC (de HCPro, Helper component proteinase). Es el VSR presente en
potyvirus, proteina de ca. 50 kDa. Los mecanismos a través de los cuales
ejerce su actividad supresora todavia no se han determinado con
exactitud. En experimentos z vitro, se demostrdé que HC es capaz de unir
largos dsRINA sintéticos (Maia y Bernardi, 1996; Urcuqui-Inchima e7 4.,
2000), asi como pequenios dsRNAs (Mérai ef al, 2006; Shiboleth e7 al.,
2007), pero en los casos analizados lo hace en una proporciéon molar
proteina:RNA muy superior a la de otros VSRs (Tena Fernandez ez al.,
2013). Estudios recientes en A. thaliana muestran como el HC de TuMV
(de Turnip mosaic potyvirus) es capaz de unir 7z vivo vsiRNAs de 21-22 nt,
evitando asi su incorporacion en las proteinas AGO (Garcia-Ruiz ef al,
2015). Ademas, se ha descrito la accién de HC a otros niveles. TuMV
HC interfiere también con la biogénesis y la accion de miRNAs, aunque
no se ha demostrado su interaccién directa con ellos (Chapman ez al.,
2004). HC también actua a nivel de HEN1, evitando la metilaciéon de los
vsiRNAs por parte de esta proteina, como se ha caracterizado para el HC

de ZYMV (de Zucchini yellow mosaic potyvirus) (Jamous et al., 2011).

-P19. Es el VSR presente en tombusvirus, proteina de ca. 19 kDa.
P19 desempefa su actividad supresora actuando a nivel de la fase
efectora. Para ello, forma dimeros que se organizan en una estructura a
modo de “pinza” molecular, uniendo especificamente sRNAs de 21 nt
por sus extremos, y evitando asi su incorporacion a las proteinas AGO
(Scholthof, 2006; Danielson y Pezacki, 2013). Ademas, P19 actiaa sobre
la regulacion por microRINAs: la expresion de P19 incrementa los niveles
de miR168, reduciendo por tanto la acumulacién de AGO1 (Varallyay
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et al., 2010). De este modo, la supresiéon que ejerce este factor viral
parece desarrollarse a través de dos frentes, uno impidiendo la unién de
los vsiRNAs a AGOL1, y el otro reduciendo los niveles de esta proteina,
siendo ambas actividades independientes y necesarias para sortear de

forma efectiva el silenciamiento (Varallyay e al., 2014).

-2b. Es el VSR presente en cucumovirus, proteina de ca. 16 kDa.
2b inhibe la actividad de corte de complejos efectores AGO1-RISC
reconstituidos iz vitro (LZhang et al., 2006), para lo que se requiere la
interaccion fisica 2b-AGO (Duan et al, 2012). Aparte de este posible
mecanismo de accién, 2b también es capaz de unir pequefios y largos
dsRNAs, tanto z vitro como in vive (Gonzalez et al., 2010, 2012; Duan
et al., 2012). Ademas, su capacidad para unir dsRNA sintéticos 7 vitro
desaparece en aquellos mutantes sin actividad supresora, sugiriendo que
la unién a vsiRNAs puede ser el mecanismo mas relevante por el que 2b

ejerce la supresion del silenciamiento (Gonzalez ez al., 2010, 2012).

1.2.4. ETI (Effector-triggered immunity)

Con el objetivo de contrarrestar los efectos de las respuestas
defensivas iniciadas en la PTI, y de este modo establecerse en
hospedadores susceptibles, muchos patégenos liberan en la célula una
serie de proteinas efectoras. Estas proteinas pueden interferir en la
puesta en marcha de la PTI a distintos niveles, como por ejemplo
induciendo la degradacion o la inactivacién de componentes clave de
rutas de sefalizacion, como receptores PRRs o MAPKSs (Spoel y Dong,
2012). En el proceso coevolutivo planta-patégeno, a su vez, las plantas
han desarrollado una serie de receptores inmunes intracelulares,
denominados factores de resistencia (producto de genes R), capaces de
reconocer a alguna proteina asociada a un genotipo particular del
patogeno en cuestion, denominada en este contexto factor de avirulencia
(producto de genes .4ur). Este reconocimiento Avr-R desencadena un
conjunto de respuestas defensivas denominadas ETI (de Effector-triggered
immunity), puesto que la mayor parte de las proteinas que actian a modo
de Avr son precisamente proteinas efectoras (Moffett, 2009; Spoel y

Dong, 2012). Estos factores R son proteinas altamente variables, tanto
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entre especies como dentro de las mismas, y esta variabilidad se
manifiesta igualmente como diferencias en la resistencia o en la
susceptibilidad al patégeno (Moffett, 2009). Cuando existe este
reconocimiento Avr-R la interacciéon planta-patégeno se denomina
incompatible, dando lugar, la mayoria de las veces, a la restricciéon del
patogeno en el sitio de infecciéon. Cuando este reconocimiento no existe,
el patégeno puede establecerse de forma local o sistémica, dando lugar a
interacciones compatibles y, en numerosas ocasiones, a la aparicion de

sintomas asociados a la enfermedad (Hammond-Kosack y Jones, 1997,

Takacs et al., 2014).

El conjunto de respuestas de la ETI suele considerarse una version
amplificada y mas rapida de la PTI (Jones y Dangl, 2006; Zvereva y
Pooggin, 2012). En cambio, la ETI, a diferencia de la PTI, a menudo
finaliza con la induccion de muerte celular programada (PCD, de
Programmed cell death), limitada al tejido infectado, en una primera fase, y a
las células inmediatamente adyacentes, en una segunda; esta respuesta de
muerte recibe el nombre de respuesta hipersensible (HR, de Hypersensitive
response) (Wright ez al., 2000). La HR podtia evitar asi la proliferacion de
patogenos biotrofos, entre los que se podrian incluir a los virus
(Hammond-Kosack y Jones, 1996). Sin embargo, el papel de la HR se
discute aun hoy dia, pues existen multiples ejemplos en los que la HR
permite contener al patdégeno en el lugar de infeccién, en otros casos no
es eficaz, y en algunos otros la restriccion del patéogeno puede tener lugar
en ausencia de PCD (Greenberg y Yao, 2004; Mur e# al., 2008; Kinstler
¢t al., 2016).

La interaccion Avr-R desencadena la activacion de flujos de Ca?t y
la subsiguiente acumulacion de ROS, ‘NO y SA. El incremento de Ca?*
en la célula conduce a una alcalinizacién del apoplasto, lo que podria
activar a enzimas generadoras de ROS tales como NADPH oxidasas. Las
ROS que liberan estas NADPHs se localizan fundamentalmente en el
apoplasto (Torres et al., 2006; Mur et al., 2008). En el interior de la célula,
cloroplastos y mitocondrias podrian ser fuentes relevantes generadoras
de ROS. En la mitocondria, la elevada concentracion de Ca2*
citoplasmatico y la acumulacion de SA, serfan responsables de una

despolarizaciéon de la membrana mitocondrial y de la interrupcion de la
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cadena transportadora de electrones, respectivamente, conduciendo a un
incremento en la produccién de ROS. Esta despolarizaciéon podria ser
responsable, también, de la formacién de poros transitorios que
condujeran a la liberacién del citocromo C, evento que en animales es

seflal inequivoca de activaciéon de rutas de muerte celular (Mur ez al,

2008).

La acumulaciéon elevada de ROS es uno de los rasgos
caracteristicos de la HR. En las interacciones planta-patégeno
incompatibles se observa una acumulacién bifasica de ROS, con una
primera fase, rapida pero transitoria, de baja acumulaciéon de estas
especies oxidantes, seguida de una segunda fase mucho mas amplia en
cuanto a duraciéon y acumulacién, y que ha sido relacionada con la
defensa. Las interacciones compatibles activan la produccién de ROS,
pero solo de una forma equivalente a la de esta primera fase transitoria y
de baja amplitud; diversos estudios sugieren que la fase transitoria y de
baja amplitud podria estar relacionada con la activacion de la sefializacion
celular, con ROS actuando como mensajeros (Torres et al, 2006). La
acumulacion de ROS y ‘NO seria responsable también de una fuerte
oxidacion de lipidos en la célula, lo cual se ha asociado con la disrupcion
de la membrana celular (Mur ezal, 2008); el incrementando de la
permeabilidad de la membrana debido a ROS, entre otros factores, se
asocia a la liberacion de electrolitos (Goodman, 1968; Mur ef a/., 2000).

SA y ROS solapan sus respectivas rutas de sefializacion, y se ha
propuesto su accion sinérgica sobre la HR. Sin embargo, también se ha
observado su interaccion antagénica sobre la HR, dependiendo de
parametros tales como tiempo, concentracion y ubicacion celular (Torres
¢t al., 2000; Herrera-Vasquez ef al., 2015). Un tercer componente, el JA,
también debe contemplarse, pues dependiendo de las concentraciones
relativas JA-SA se observa antagonismo o sinergismo, siendo la
interaccion sinérgica entre ambos la que conduce a incrementos de ROS
y muerte celular (Mur e# al., 2006). En la interaccién Avr-R, el estallido
oxidativo precede a la acumulaciéon de SA, y se correlaciona con la
expresion de la isocorismato sintasa, enzima clave de la ruta de
biosintesis del SA (Herrera-Vasquez ez al., 2015). A su vez, en funcion del

contexto, el SA puede actuar como prooxidante, promoviendo la
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generacion de ROS, o como antioxidante, induciendo la biosintesis de
compuestos reductores y enzimas desactivadoras de compuestos
reactivos (Mur e7 al., 2008; Herrera-Vasquez ez al., 2015).

No se conocen con claridad las rutas de senalizacion de HR que
conducen a la muerte de la célula vegetal. Sin embargo, si se han podido
definir dos tipos principales de PCD atendiendo a criterios bioquimicos
y morfolégicos. Estas dos formas de PCD son la necrosis y la muerte
vacuolar (van Doorn efal, 2011). La apoptosis, un tipo de PCD
claramente definido y caracterizado en animales, no se ha observado
como tal en plantas, pese a que en algunos casos la muerte celular en
ambos tipos de organismos comparte rasgos, como son la condensaciéon-
segmentacion del DNA nuclear y la activacion de enzimas con actividad
tipo caspasa. La necrosis suele ir acompanada de un incremento de Ca?*
citoplasmatico, produccion de ROS, disminucién en la produccién de
ATP y ruptura temprana de la membrana celular, liberando el contenido
del protoplasto (Mur efal., 2008; van Doorn efal, 2011). La muerte
vacuolar, por otra parte, se caracteriza por incluir eventos de micro y
macroautofagia, el mantenimiento de la integridad de la membrana
celular hasta los momentos finales y la presencia de actividad enzimatica
tipo caspasa, ligada a la ruptura del tonoplasto (van Doorn ez al, 2011;
Hatsugai ef al, 2015). Aunque la PCD de la mayor parte de las HRs
puede adscribirse a la necrosis, en muchos otros casos presenta también
caracteristicas propias de la muerte vacuolar. Asi, parece segura la
participacion de rutas de autofagia y de actividad enzimatica caspasa en
numerosos casos de PCD asociada a la HR (van Doorn eral., 2011;
Hatsugai ez al., 2015).

Un ejemplo de la participaciéon de proteinas con actividad caspasa
en el desarrollo de la HR se da en la interaccién incompatible entre TMV
y plantas de tabaco con el gen de resistencia N; la muerte celular
inducida por TMV (de Tobacco mosaic tobamovirus) en este hospedador va
precedida de la desintegraciéon del tonoplasto, hasta finalizar con el
colapso completo de la vacuola. Sin embargo, cuando se silencia VPE
(de Vacuolar processing engyme), una cistein proteasa con actividad tipo
caspasa-1, no se observa colapso vacuolar ni rastro de marcadores de
PCD (Hatsugai ef al., 2004). VPE se localizada en la vacuola y se sintetiza
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como precursor inactivo. Tras su activacion, interviene en la maduracion
de muchas otras proteinas vacuolares, y se considera responsable de la
ruptura del tonoplasto, dando lugar asf al inicio de cascadas proteoliticas
que culminan con la PCD de la HR. VPE también se ha relacionado con
la PCD asociada a otros procesos, tales como estrés en el ER, desarrollo

y respuesta a estreses abioticos (Carvalho e al, 2014; Hatsugai et al.,
2015).

La HR, inducida de forma local, genera una serie de sefiales que se
transportan sistémicamente, induciendo la activacién de respuestas
defensivas en tejidos de la planta que no han sufrido una exposicion
previa al patogeno. Esta defensa sistémica recibe el nombre de SAR (de

Systemic adguired resistance) (Spoel y Dong, 2012; Fu y Dong, 2013).

1.2.5. Proteinas R. Hipétesis “del guardian”

La mayor parte de los genes R aislados y caracterizados codifican
proteinas citoplasmaticas receptoras, las cuales presentan, al menos, dos
dominios caracteristicos: un dominio de unién a nucleétidos (NB, de
nucleotide binding domain), y un dominio de tipo LRR (de Lewucine-rich repear),
altamente polimérfico e implicado en el reconocimiento del factor Avr.
Debido a ello, estos receptores se denominan habitualmente NLRs (de
NB and 1.RR containing proteins) (Mottett, 2009, 2016; Shirasu, 2009; Spoel
y Dong, 2012). En el citosol, y en ausencia de ligando, estos NLRs se
encuentran inactivos y plegados a través de interacciones
intramoleculares, cuya estabilidad depende de su asociacién a complejos
de proteinas accesorias con actividad chaperona. Entre estas chaperonas
se encuentran HSP90 (de Heat shock protein 90), SGT1 (de Suppressor of the
G2 allele of SKPT) y RAR1 (de Reguired for MI.A12 resistance 1) (Azevedo
et al., 2002; Shirasu, 2009; Meldau ez al., 2011).

Aunque la inmunidad que aportan los factores R es altamente
especifica, parece improbable un reconocimiento directo y unico entre
un factor R y un factor Avr aislados. Este modelo, conocido como
“modelo de interaccion gen-a-gen” (Flor, 1956; Spoel y Dong, 2012), y
propuesto inicialmente para explicar esta especificidad, no puede
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explicar, sin embargo, la amplia capacidad inmune que presentan las
plantas pese a contar con un nimero muy limitado de genes R en su
genoma (Spoel y Dong, 2012). Por ello, se propuso la “hipdtesis del
guardian” (de guard hypothesis). Esta hipotesis se basa en la idea de que la
mision fundamental de los factores R, o “guards”, mas que unir factores
Avr en la célula, consiste en monitorizar el estado de factores clave del
hospedador, o “guardees”, con los cuales interaccionan. En este modelo,
los efectores que el patdgeno libera en la célula ejercen su accién sobre
estos guardees, modificandolos o induciendo su degradacion, lo cual
ocasiona cambios conformacionales en los factores R a los que estan
asoclados, y su activacion (Jones y Dangl, 2006; Spoel y Dong, 2012;
Moffett, 2016). De este modo, las plantas serfan capaces de reconocer
grupos especificos de patéogenos que emplean estrategias de infeccion
similares, ampliando enormemente su capacidad defensiva (Spoel y

Dong, 2012).

1.2.6. PTTI y ETI en infecciones viricas. El modelo de zig-zag

La vision actual del funcionamiento del sistema inmune contempla
el proceso coevolutivo planta-patbgeno como una sucesiéon de
mecanismos de “defensa” y “contra-defensa”, y queda representada a
través de un modelo en “zig-zag” en el que se distinguen hasta cuatro
etapas (FIG. 2) (Jones y Dangl, 20006). En la primera etapa, los PAMPs y
DAMPs son reconocidos a través de PRRs, activando la PTI. En Ia
segunda, los patégenos resistentes pueden liberar proteinas efectoras que
interfieran con el desarrollo de la PTI, contribuyendo a su virulencia y
originando de nuevo susceptibilidad en el hospedador (ETS, de ¢ffector-
triggered susceptibility). En la tercera etapa, las plantas desarrollan factores R
capaces de reconocer algunos de estos efectores, activando la ETI, que
generalmente desemboca en la HR. En la dltima etapa, la presion
selectiva sobre el patéogeno da lugar a la aparicion de nuevas cepas
capaces de evadir este reconocimiento. El esquema anterior puede
revisarse y ampliarse para dar cabida a las particularidades de la
interacciéon planta-virus. Asi, en la primera etapa habria que sefalar,
aparte de PAMPs y DAMPs clasicos, al dsRNA como otro motivo
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molecular conservado asociado a virus, y reconocido como tal en la
planta, dando lugar a la activacién de, ademas de la PT1, al silenciamiento
génico como principal linea defensiva. En la segunda etapa, las proteinas
efectoras liberadas por los virus serfan los VSRs. En la tercera etapa,
cualquier proteina virica es potencialmente susceptible de ser reconocida
por un factor R, incluido los VSRs, activando la ETI. Finalmente, en la
tercera etapa, la presion selectiva daria lugar a la aparicion de nuevas

cepas de virus capaces de eludir esta ETI (Zvereva y Pooggin, 2012).
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FIGURA 2. Modelo en zig-zag de la evoluciéon de la respuesta inmune frente a
patégenos, modificado para incluir a virus. En la etapa 1, PAMPs, DAMPs y dsRNA
asociados a microorganismos potencialmente patogénicos, también a virus, interactian con
moléculas receptoras que en ultima instancia activan los mecanismos defensivos de la PTT y
el silenciamiento génico. En la etapa 2, los patégenos liberan en la célula una serie de
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proteinas efectoras, capaces de interferir con el desarrollo de la PTT; en el caso de los virus,
estas moléculas efectoras son los supresores del silenciamiento, o VSRs. Estas proteinas
incrementan la virulencia del patégeno y la susceptibilidad del hospedador, o ETS (de
Effector-triggered susceptibility). En la etapa 3, algunas plantas resistentes desarrollan factores
de resistencia, producto de genes R, consistentes en proteinas con capacidad para detectar
algunas de estas moléculas efectoras, como VSRs, u otras proteinas asociadas a un
patégeno concreto. Este reconocimiento pone en marcha la ETI, la cual desemboca
habitualmente en la HR. En la etapa 4, bajo la presion selectiva a la que se somete el
patégeno, surgen nuevas variedades del mismo capaces de sortear el reconocimiento por
patte de los factores R, modificando o desarrollando nuevos efectores/VSRs, evitando de
este modo la ETI. Este proceso coevolutivo de “defensa” y “contra-defensa” se mantiene
de forma permanente. Con: PAMP, patron molecular asociado a patégenos (de Pathogen-
associated molecular pattern); DAMP, patrén molecular asociado a dafio celular (de Danzage-
assoctated molecular pattern); dsSRNA, RNA de doble cadena (de double-stranded RNA); PTI,
inmunidad inducida por patrones (de Pattern-triggered immmunity); ETI, inmunidad inducida
por efectores (de Effector-triggered immunity); ETS, susceptibilidad inducida por efectores (de
Elffector-triggered susceptibility); VSR, supresor del silenciamiento génico por RNA (de 1iral
suppressor of RINA  silencing); R, factor de resistencia; HR, respuesta hipersensible (de
Hypersensitive response); PCD, muerte celular programada (de Programmed cell death). Adaptado
de Jones y Dangl, 2006, y Zvereva y Pooggin, 2012.

1.2.7. ER, HR, SHR y SN con virus. Defensa y muerte celular

Existen casos en los que el reconocimiento Avr-R evita la
replicaciéon del patégeno en el tejido infectado en ausencia de muerte
celular. Este fenémeno tiene lugar, por ejemplo, en la interaccion entre
PVX y genotipos de patata portadores del gen de resistencia Rx; en las
que se produce un reconocimiento de la proteina CP del virus. Esta
resistencia recibe el nombre de resistencia extrema (ER, de extreme
resistance) (Bendahmane ef al, 1999; Palukaitis y Carr, 2008). No obstante,
la expresion de un factor Avr en un contexto de infecciéon distinto al
habitual, puede dar lugar a alteraciones en este reconocimiento. Asi,
cuando se expresa PVX CP a partir de un transgén y no de forma
asociada a la replicacién viral, la interacciéon Avr-R en estas mismas
plantas de patata Rx determina la activacién de una respuesta tipo HR, y
no de la ER habitual (Bendahmane ¢f a/, 1999). La ER, al contrario que
la HR, puede ser independiente de la acumulacién de SA, pero puede ir
asoclada a una acumulacién temprana y vigorosa de ROS y a la expresion
de genes defensivos (Kunstler ef a/, 2016).
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Algunos sistemas Avr-R que habitualmente conducen a la HR
también pueden mostrar distintos comportamientos en funciéon de
diversos factores. Un ejemplo bien estudiado lo constituye el gen de
resistencia N, cuyo producto es capaz de reconocer al fragmento P50 de
la proteina helicasa de TMV (Erickson ezal, 1999). N se aislé
originalmente en Nicotiana glutinosa, y se introgresé posteriormente en
distintas variedades de IN. Zabacum susceptibles a TMV (Whitham ef a/,
1994; Levy et al, 2004), donde induce una respuesta de tipo HR en
presencia de este virus. Esta HR retiene al patégeno en la zona de
infecciéon e impide su propagacion sistémica (Whitham ez al, 1994). El
analisis de mutaciones en los distintos dominios funcionales de N pone
de manifiesto que, en muchos casos, se puede producir una pérdida de la
capacidad de retener al patégeno en el sitio de infeccién sin que se pierda
la capacidad de inducir PCD. Asi, en tabacos mutados en el gen N este
comportamiento puede dar lugar a la dispersién del patégeno y a la
aparicion de HR en diversas localizaciones sistémicas de la planta. Esta
HR ineficaz recibe el nombre de respuesta hipersensible sistémica (SHR,
de Hypersensitive systemic response) (Dinesh-Kumar ez al., 2000).

La expresiéon de un gen R en un fondo genético distinto al
habitual, también da lugar a cambios en la respuesta obtenida. Asi, en
otros estudios, la resistencia a TMV debida a N se manifiesta de forma
distinta en N. benthamiana que en los fondos genéticos habituales, N
tabacum o N. glutinosa. En N. tabacum y IN. glutinosa resistentes, TMV
ocasiona respuestas HR definidas; en N. benthamiana, la resistencia
asociada al gen N se manifiesta a través de la aparicion de parches
cloroticos, con una HR poco definida (Peart e a/., 2002).

Ademas de HR y SHR, existe una tercera respuesta que implica la
aparicion de PCD, denominada necrosis sistémica (SN, de Systemic
necroszs). La SN es quiza el sintoma mas grave que un virus pueda inducir
en su hospedadort, y conlleva no solo la paralizaciéon del crecimiento, sino
también la muerte sistémica de muchas de las hojas j6venes, pudiendo
desembocar, en ocasiones, en la muerte de toda la planta en pocos dias
(Garcia-Marcos et al., 2009; Kunstler e al, 2016). A diferencia del resto
de respuestas comentadas mas arriba, la SN se da, en principio, frente a

virus compatibles, para los cuales no se ha caracterizado ningun factor de
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resistencia concreto, ni se ha determinado, en la mayoria de los casos, la
expresion de efectores por parte del virus que puedan ser reconocidos
especificamente. Aunque la muerte celular inducida en interacciones
incompatibles ha sido ampliamente estudiada, la asociada a patdégenos

compatibles permanece pobremente caracterizada.

La SHR y la SN presentan similitudes fenotipicas y moleculares.
En la SN; al igual que en la SHR, se induce PCD en ubicaciones alejadas
del lugar inicial de la infeccién, ligada a una pobre restricciéon de la
dispersion viral, o a la ausencia de la misma, que permite al virus invadir
sistémicamente la planta (Kunstler ef a/, 2016). Al igual que la HR y la
SHR, la SN va acompafiada de la condensacién y fragmentacién del
DNA, la expresion de genes relacionados con la defensa, la acumulacion
de SA, la producciéon de ROS vy la liberacion de electrolitos (Xu y
Roossinck, 2000; Kim e7 a/., 2008; Komatsu e 4/, 2010; Pacheco e# al.,
2012).

La SN puede inducirse en presencia de un solo virus compatible, o
como resultado de la interaccién de dos o mas de ellos. Asi, ejemplos de
SN inducida por virus compatibles en hospedadores experimentales son
la debida al potexvirus PIAMV en N. benthamiana (Ozeki et al., 20006), o al
tombusvirus TBSV en Nicotiana clevelandii vy IN. benthamiana (Chu et al.,
2000). En cuanto a las interacciones viricas que derivan en la aparicion
de necrosis, una de las mas conocidas es la correspondiente al sinergismo
PVX-potyvirus en Nicotiana spp., y es el objeto de estudio de esta tesis;
otro ejemplo conocido es el correspondiente a la interacciéon entre CMV

y su satélite RNA-D (satRNA-D), en tomate (Xu y Roossinck, 2000).

PIAMV-N. benthamiana constituye un patosistema modelo habitual
en el estudio de la SN; en este caso, el determinante viral de la SN se
localiza en la RNA polimerasa virica, RARp. Mediante la obtencién de
mutantes de delecién de esta RdRp, y su expresion local de forma
aislada, se ha determinado que la capacidad de inducir necrosis reside en
el dominio helicasa (HEL), y depende del grado de acumulacién de
RdRp. En el virus completo, mutaciones en el dominio polimerasa de
esta RARp (POL) también afectan a la capacidad del virus para inducir

SN, pese a que el dominio POL por si mismo, expresado de forma
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aislada, no produce necrosis. Esto sugiere que, en un contexto de
infeccioén, el dominio POL de la RdRp modula la replicacion viral, y esto
determina a su vez el grado de acumulacién de la polimerasa, la cual
induce la respuesta de SN a través de su dominio HEL, en funcién de su
acumulacion (Ozeki e al, 2006; Komatsu e al, 2010, 2011). En este
patosistema, ademas, la SN depende de SGT1 y RARI, chaperonas
asociadas a factores R; el silenciamiento de estos dos factores conduce a
una reduccion en la necrosis inducida por PIAMV, pese a que el virus se
acumula en mayor cantidad (Komatsu efal, 2010). La SN va
acompafada en este caso especifico de cierto grado de restriccion de la
replicaciéon viral; sin embargo, estudios de silenciamiento ponen de
manifiesto que la induccién de necrosis y la resistencia al virus se
desarrollan través de rutas independientes (Komatsu ef a/, 2010). No
obstante, en otros casos de SN, como la presente en el sinergismo PVX-
potyvirus, la muerte celular es ineficaz en el control de la replicacion viral
(Garcia-Marcos ef al., 2013).

Numerosos estudios sugieren que en algunas de las interacciones
planta-virus que derivan en SN podria producirse, al menos en cierto
grado, un reconocimiento del patégeno, el cual seria responsable del
inicio de una respuesta de resistencia. Aparte de la implicacién de
factores relacionados con la HR en la interaccion PIAMV-N. benthamiana
comentada mas arriba, también se ha podido establecer una asociacion
directa entre la SN y la presencia de ciertos genes R. Uno de estos genes
R es RT4-4, aislado originalmente a partir de Phaseolus vulgaris cv. Othello,
y cuya expresion, como la de muchos otros genes K, se induce en plantas
infectadas (Seo ez al., 20006). Este gen, expresado de forma transgénica en
N. benthamiana, induce una respuesta de SN en infecciones con cepas
especificas del cucumovirus CMV. Esta misma especificidad de
infeccién, con alguna diferencia, se observa en P. wulgaris, de donde
procede RT4-4: las cepas que inducen sintomas de mosaico en P. vulgaris
también inducen mosaico en N. benthamiana transgénica, pero aquellas
cepas para las que P. vulgaris es complemente resistente inducen SN en
N. benthamiana transgénica. Este hecho pone de manifiesto que, pese a
que la mayor parte de los genes R estan limitados en su rango de accién a

especies dentro de una misma familia, algunos pueden actuar en distintas
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familias de plantas, aunque el contexto genético altere la respuesta que
inducen, siendo mas o menos efectivas en la restriccion del patégeno
(Seo et al., 2006). Otro ejemplo de la implicaciéon de genes R en SN
ocurre con el gen I, también de P. vulgaris. Asi, el gen I en homozigosis,
confiere ER frente a BCMV (de Bean common mosaic potyvirus) a bajas
temperaturas, mientras que a altas ocasiona HR; sin embargo, en
heterozigosis, son las bajas temperaturas las que inducen HR frente a

este virus, mientras que las altas ocasionan una respuesta de SN (Collmer

et al., 2000).

Las observaciones anteriores sugieren que, en realidad, todas estas
respuestas podrian representar un continuo de posibilidades en el que el
proceso molecular subyacente es el mismo, un reconocimiento Avr-R,
que puede ser mas o menos efectivo (Pacheco ef a/, 2012; Kunstler ¢ al,
2016). Asi, un reconocimiento rapido y eficaz podria ir ligado a la
acumulaciéon temprana de ROS e induccién de genes defensivos que
permitirfan una contencién exitosa del patdgeno, en ausencia de muerte,
en la respuesta ER. LLa HR serfa fruto de una activacién mas tardia y
lenta de las respuestas defensivas, que aun puede ser efectiva en la
contenciéon del patégeno. Finalmente, un reconocimiento tardio e
ineficaz darfa lugar a respuestas defensivas intensas y sostenidas solo en
las etapas avanzadas de la infeccidn, que podrian verse, en parte, como
un intento fallido del hospedador para limitar al patégeno. En estos
casos, la aparicion de necrosis serfa un fenémeno colateral, como
consecuencia del estrés celular debido a una activacién prolongada de
estas respuestas defensivas, originando SHR o, en casos extemos, SN
(Kunstler ez al., 2016).

1.3. POTEXVIRUS Y POTYVIRUS

Los wvirus Potato virus X (PVX), v Plum pox potyvirus (PPV),
pertenecientes a los géneros Pofexvirus y Potyvirus, respectivamente, se
encuentran entre los virus mas estudiados. Se trata de virus capaces de
establecer interacciones compatibles en hospedadores experimentales
tales como N. benthamiana o A. thaliana. Estos virus se han modificado

para convertirlos en vectores, posibilitando la expresiéon sistémica de
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proteinas de interés en la planta. En esta tesis, se emplean PVX, PPV y

quimeras obtenidas a partir de los mismos. A continuacion, se describe

brevemente cada uno de ellos, con especial énfasis en algunos de los
, p g

factores viricos y detalles relevantes para el presente estudio.

1.3.1. Potexvirus. PVX

PVX es el virus modelo del género Pofexvirus, uno de los ocho
géneros pertenecientes a la familia Flexiviridae. lLos potexvirus se
caracterizan por presentar particulas filamentosas, flexuosas, de entre
470-580 nm de longitud. Presentan un genoma monopartito de
ssSRNA+, de 5,9-7,0 kilobases (kb), codificante de cinco proteinas. El
extremo 5 presenta una caperuza 5-metilguanosina (5-CAP) y el
extremo 3’ finaliza en un polinucleétido de adenina o cola poliA (3’-
poliA). El RNA gendémico se encuentra recubierto por proteinas de la
capsida (CP) dispuestas de forma helicoidal (Adams ez a/, 2004; Verchot-
Lubicz et al., 2007). Los potexvirus pueden ocasionar infecciones en un
elevado numero de especies de interés agronémico, tanto
monocotiledéneas como dicotiledéneas, incluyendo entre estas tltimas a
patata, papaya, tomate y fresa, y en algunas plantas ornamentales. Entre
los sintomas ocasionados se encuentran clorosis y mosaico clorético,
lesiones necroticas y reduccion del crecimiento (Alam ez al., 2014). PVX,
en el hospedador modelo N. benthamiana, produce una leve disminucion
del crecimiento y la aparicion de mosaico y moteados cloréticos. PVX se
transmite principalmente de forma mecanica, por el contacto de plantas
infectadas con plantas sanas, a través de heridas (Alam ez al, 2014).
Aparte de PVX, otros potexvirus tales como PIAMV se utilizan
ampliamente en investigacion. Otro de ellos, PepMV (de Pepino mosaic
potexvirus), es un potexvirus emergente, que actualmente esta recibiendo
una elevada atencion, debido a que supone una importante amenaza para

el cultivo de tomate a nivel mundial (Sempere ¢ al., 2015).

En el genoma de los potexvirus existen cinco ORFs que, en
direccién 5’-3°, codifican la replicasa virica, las proteinas del TGB (de
Triple Gene Block), que incluye a TGB1, TGB2 y TGB3, y en el extremo 3’
la secuencia codificante de CP. Las ORFs correspondientes al TGB
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solapan entre ellas, y mientras que la replicasa se expresa directamente a
partir del RNA gendémico (gRNA), que hace las veces de mRNA, el resto
de proteinas lo hacen a través de RNAs subgendémicos (sgRNAs),
coterminales en 3’ (FIG. 3). La replicasa virica (RdRp), es una proteina
de unos 166 kDa y presenta, en direccién N-terminal-C-terminal, un
dominio con actividad metiltransferasa, asociado a la adicién de la CAP,
al que le sigue un dominio con actividad helicasa, y finalmente un
dominio con actividad RNA-polimerasa dependiente de RNA (Li ez 4,
1998; Verchot-Lubicz et al, 2007; Park eral, 2013). TGB1 es una
proteina de 25 kDa, denominada también P25 o p25K; TGB2 y TGB3
son proteinas de 12 y 9 kDa, respectivamente. Las tres proteinas del
TGB actian de forma coordinada en la formacion de complejos de
replicacién y en el movimiento del virus, tanto dentro de la célula como
entre células, a través de los plasmodesmos (Solovyev e al., 2012). La CP
es una proteina de 25 kDa y podria estar implicada también en el
movimiento del virus dentro de la célula y entre células, en colaboracion
con las proteinas del TGB (Verchot-Lubicz ez al., 2007).

ORF Proteina de
interés
-.....\Ln“:
gRNA
| TGB2 |
5’-CAP — RdRp -  TGB1 | |TGB3 cP —3-poliA
TGB1 sgRNA1 (2,1 kb) 5-CAP——  1GB1 3’-poliA
|
TGB2-3 sgRNA2 (1,4 kb) 5-cAp—| TGB 'poli
sg ( ) 7GB3 3’-poliA
sgRNA adicional 5’-CAP--- SR— 3’-poliA
CP sgRNAS3 (0,9 kb) 5’-CAP— CcP —3"-poliA

FIGURA 3. Organizacion genémica de PVX. En la parte superior, se representa el
gRNA de PVX, codificante de cinco ORFs. La expresion de RdRp se efectia a través del
gRNA, que hace las veces de mRNA. La expresion del resto de ORFs se lleva a cabo a
través de sgRINAs coterminales en 3°, que aparecen representados bajo el gRNA, y cuyos
tamafios (kb) para la forma PVX silvestre se indican entre paréntesis. PVX ha sido
modificado para permitir la expresion sistémica de proteinas de interés; esto se ha logrado
duplicando el promotor de la CP, lo que se refleja en el esquema en la posicion localizada
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entre TGB3 y CP, a través de rectangulos en azul oscuro con flechas de inicio. La expresion
de una proteina de interés se realiza mediante la insercion de su secuencia codificante bajo
la acciéon del promotor duplicado de la CP, lo que se refleja en el esquema como un
rectangulo azul de borde punteado. La expresion de esta proteina adicional se realiza a
través de un “sgRNA adicional”, cuyo tamafio esta comprendido entre el del sgRNAZ2 y el
del sgRNA3, cuyos tamafios en kb se ven incrementados a su vez segin el tamano del
inserto. Con: 5-CAP, caperuza 5-metilguanosina; 3’-poliA, cola de polinucleétido de
adenina; gRNA, RNA genémico; RdRp, polimerasa virica; TGB1,2 y 3, Triple gene block 1, 2
y 3; CP, proteina de la capsida; sgRNA, RNA subgenémico; kb, kilobase; ORF, marco de
lectura abierto (de gpen reading frame).

A lo largo del genoma de potexvirus existen elementos reguladores
encargados del anclaje de la RdRp y del inicio de la replicaciéon viral.
Otros elementos se encargan de regular la expresion de los sgRNAs. Dos
secuencias promotoras se han caracterizado en el gRNA como origenes
para el inicio de la sintesis del sgRNA1 (2,1 kb) y del sgRNA3 (0.9 kb),
responsables de la expresion de P25 y de CP, respectivamente (Batten
et al., 2003; Verchot-Lubicz ¢z al., 2007). En estudios de expresion i vitro,
un tercer subgenomico, el sgRNA2 (1,4 kb), se necesita para expresar
TGB2 y TGB3, habiéndose confirmado su presencia en protoplastos de
tabaco infectados con PVX (Verchot ¢ al, 1998). Sin embargo, el origen
y la acumulacion del sgRNA2 todavia no se conocen con exactitud; en
plantas infectadas con potexvirus como PVX o CIYMV (de Clover yellow
mosaic potexvirus), solo se observan los sgRNA1 y 3. No obstante, estudios
de complementacion iz wvivo entre plantas transformadas y PVX
modificados en el TGB ponen de manifiesto que TGB2 y TGB3 deben
de expresarse a través de un mRNA bicistronico de baja acumulacion,
donde la expresion de TGB3 se inicia, seguramente, a través de
mecanismos de /laky ribosome scanning en el ORF TGB2. Este mecanismo
regula la proporcién en la que se acumulan las distintas TGBs,
manteniendo los niveles de TGB3 muy bajos (Verchot ezal, 1998).
Mediante la duplicacion del promotor que dirige la expresion de la CP, se
ha conseguido obtener vectores de PVX aptos para la expresion

sistémica de proteinas de interés, que pasan a expresarse a través de un

sgRNA adicional (FIG. 3) (Baulcombe ¢t al., 1995; Pruss ez al., 1997).
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1.3.2. Las proteinas del TGB de PVX. P25

Durante el proceso de infeccién de numerosos virus, es habitual
encontrar en las células infectadas estructuras a modo de cuerpos de
inclusién, que en un principio recibieron el nombre de “Cuerpos X (de
X-bodies), debido a que su funcibn no se conocia con exactitud
(Goldstein, 1924). Muchos de estos cuerpos de inclusion se han revelado
como estructuras en las que los virus replican asociados a sistemas
membranosos, por lo que ahora también se les conoce como factorias
viricas o VRCs (de VViral replication complexes) (Laliberté ez al., 2010). En el
caso de infecciones con PVX, estos cuerpos X presentan localizacion
perinuclear, y comienzan a aparecer en torno a los 1-2 dias post-
infeccién, con variaciones en nimero y tamafio segin la célula infectada;
en infecciones plenamente establecidas suele encontrarse uno por célula.
En potexvirus, son las proteinas del TGB las encargadas de llevar a cabo
la formacion del cuerpo X, a través de la remodelacion del sistema de
endomembranas, derivadas del ER y del aparato de Golgi, y el
citoesqueleto de filamentos de actina (Tilsner ef a/, 2012; Linnik ez al.,
2013). TGB2 y TGB3 son proteinas integrales transmembrana, que
aparecen asocladas a las vesiculas derivadas del ER; TGBI1, 2 y 3
interaccionan entre ellas, y TGB1 y 2 también con CP (Yan ez al., 2012,
Park ez al., 2014). TGB2 induce la vesiculacion de ER, y TGB3 parece
dirigir el movimiento de estas vesiculas desde el ER perinuclear al ER
cortical, lo que podtia tener importantes implicaciones en el movimiento
del virus dentro de la célula (Park ez a/., 2014).

En ausencia de P25 (T'GB1), no se observa formacién de cuerpo
X, v la expresion aislada de esta proteina forma estructuras que
recuerdan a este complejo, lo que sugiere que P25 es el componente
encargado de organizar la formacién del cuerpo X (Linnik e# al., 2013).
De este modo, P25 dirige el reclutamiento y la acumulacién en el cuerpo
X de las vesiculas granulares que derivan del ER, ricas en TGB2/3, y de
ribosomas y replicasa virica (Tilsner e al., 2012). Estudios detallados de
microscopia muestran como P25 forma inclusiones laminares granulares,
que se han descrito como beaded sheets, firmemente empaquetadas en el
centro del cuerpo X, y rodeadas por RNA virico no encapsidado. En

torno a estos agregados se empaquetan sistemas de endomembranas
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derivadas del ER, que presentan forma caracteristica de “aro” (de hoop).
La mayoria de estas membranas contienen unicamente TGB2; algunas
otras contienen TGB2/3 y podrian constituir sitios de replicacion.
Finalmente, haces de viriones encapsidados se acumulan en la periferia
del cuerpo X (Tilsner e al, 2012; Linnik ez al, 2013). En ausencia del
cuerpo X, PVX todavia es capaz de replicar aunque de forma ineficaz, lo

que sugiere que la funcién ultima de este VRC es optimizar la replicacion
viral (Tilsner e# al., 2012).

Como proteina de movimiento P25 resulta fundamental, y esta
funcién se encuentra asociada a la formacién del cuerpo X. Asi, cuando
se expresa de forma aislada una versién de P25 fusionada a la proteina
reportera GEFP (P25-GFP) se obtienen estructuras en forma de “barra”
(RL, de Rod-like structures), que recuerdan al cuerpo X, y los mutantes
incapaces de originar estructuras RL pierden su funcién como proteinas
de movimiento (Yan efal, 2012). En este movimiento, complejos
ribonucleoproteicos viricos (VRNP, de wiral Ribonucleoprotein complex),
constituidos por el gRNA parcialmente encapsidado, y unido a P25 en 5’,
se dirigen desde los cuerpos X hasta los plasmodemos, probablemente
en colaboracion con TGB2/3 en un movimiento asociado a membranas
del ER; en el plasmodesmo, P25, y puede que también TGB2/3, en
colaboraciéon con proteinas del hospedador, aumentan el limite de
exclusion del canal en un proceso conocido como gating, facilitando el

movimiento virico de célula a célula a través del desmotubulo (Park e al.,

2014).

P25 es también un VSR, funcién que ya se ha detallado mas arriba.
Estudios con varias P25 mutantes ponen de manifiesto que su actividad
como VSR es imprescindible para garantizar la movilidad del virus
célula-célula, pero no suficiente; la existencia de mutantes con actividad
VSR pero incapaces de actuar como proteinas de movimiento demuestra
que debe existir una funcién adicional de P25, independiente de la
actividad VSR, necesaria para el movimiento (Bayne ez al, 2005). P25
actia también como activador traduccional de la particula virica,
tavoreciendo el desensamblaje del virion y el acceso de la maquinaria de
traducciéon y de la replicasa al gRNA (Verchot-Lubicz ef al., 2007; Park

et al., 2014). Ademas, P25 se ha descrito también como una helicasa
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perteneciente a la superfamilia I de DNA/RNA helicasas, siendo una
especie de version “‘simplificada” de la DNA helicasa bacteriana PcrA,
con solo los dominios 1A y 2A, y ausencia de dominios 1B y 2B; el 1A
conserva los subdominios I, IA, II y III, y el 2A los subdominios IV, V y
VI, todos ellos caracteristicos de este tipo de helicasas (Morozov y
Solovyev, 2003). P25 actia sélo sobre dsRNA, en cualquiera de las
direcciones, de forma dependiente de ATP y Mg?*. La actividad helicasa
de esta proteina se ha relacionado con la funcién de gating en el
movimiento célula a célula del virus, y con la eliminacién de
apareamientos intramoleculares en el gRNA (Kalinina efal, 2002;
Morozov y Solovyev, 2003).

1.3.3. PVX. Respuestas defensivas y muerte celular

Aparte de la resistencia debida a Rx;, descrita mas arriba, existen
otros casos de respuestas defensivas del hospedador frente a PVX. La
proteina P25 también actiia a modo de factor de avirulencia en plantas
de patata que presentan el gen Nb. Esta respuesta consiste generalmente
en una HR dependiente de SA y eficaz en la restriccion del virus
(Sanchez et al., 2010), pero puede ser de tipo SHR cuando la inoculacién
se realiza a través de injerto, un sistema de inoculacion de alta intensidad
(Malcuit ef al, 1999). Aunque se conoce parcialmente la localizacion
genética de Nb (Marano e al., 2002), su caracterizacion detallada no se ha
llevado a cabo. Otro tipo de resistencia a potexvirus, diferente a la debida
a genes R, es la mediada por lectinas, proteinas con capacidad de
reconocimiento de carbohidratos. JAX-1 (de Jacalin-type lectin required for
potexcvirus resistance 1) es una lectina que, en ecotipos de A. thaliana tales
como Bay-0, restringe a nivel celular varios potexvirus, entre ellos
PIAMV, WCIMV (de White clover mosaic potexvirus) o PVX, evitando su
dispersion en la hoja inoculada y a nivel sistémico (Yamaji ez al., 2012). A
través del analisis de mutantes de PVX con capacidad para sortear la
restriccion impuesta por JAX-1, se ha determinado que un residuo
aminoacidico especifico del dominio metiltransferasa de la RdRp resulta

determinante para este reconocimiento, pese a que no parece evidente el
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anclaje de carbohidratos al mismo; este residuo se encuentra

ampliamente conservado en el género Pofexvirns (Sugawara ef al., 2013).

En infecciones de PVX en N. benthamiana, TGB3 induce estrés en
el ER, como pone de manifiesto el incremento que se observa en la
acumulacion de chaperonas residentes en el mismo, entre ellas BiP (de
ER luminal binding protein). La sobreexpresion de TGB3 conduce a la
puesta en marcha de la respuesta a proteina mal plegada (UPR, de
Unfolded protein response) y a la aparicion de PCD (Ye ez al., 2011, 2013). En
la UPR, BiP se une a las proteinas desnaturalizadas que se acumulan en el
ER. En ausencia de proteinas desnaturalizadas, BiP se une al dominio
luminal de receptores transmembrana residentes en el ER,
inactivandolos. Por ello, la acumulacion de proteinas desnaturalizadas en
ER conlleva la activacién de estos receptores, entre los que se
encuentran receptores de tipo IRE1 (de Inositol-requiring protein-1). IRE1
actia sobre el mRNA codificante del factor de transcripcion bZIP60 (de
basic lencine Zipper 60), procesandolo y determinando la expresion de su
forma funcional truncada. En el nucleo, la forma de bZIP60 procesada
activa la transcripcion de los genes codificantes de las chaperonas
residentes en el ER, entre ellas la propia BiP (Reis y Fontes, 2012; Zhang
y Wang, 2012; Verchot, 2014). Esta respuesta promueve por tanto la
supervivencia celular. Ademas, la acumulaciéon de chaperonas podria
promover la replicacion viral, y el virus activarfa esta ruta mediante la
induccién de un estrés moderado como parte fundamental del proceso
infectivo (Verchot, 2014). Cuando este estrés en el ER no se resuelve, se
activan rutas de muerte que finalizan en la PCD, como ocurre con la
sobreexpresion de TGB3; la sobreexpresion de BiP reduce el estrés y la
necrosis inducida por TGB3, lo que es coherente con el funcionamiento
de esta ruta (Ye efal, 2011, 2013). Mecanismos equivalentes a estos
podrian ponerse en marcha con la sobreacumulacién de otras TGBs,
debido a los efectos perturbadores que ejercen sobre el ER; esta

posibilidad se explorara en el presente trabajo en relacion a P25.

A. thaliana ecotipo Col-0, planta modelo ampliamente utilizada, se

ha descrito habitualmente como un no-huésped para PVX, resistencia
que se ha relacionado con la actividad de AGO2 (Jaubert ez al, 2011).

Pese a ello, otros estudios ponen de manifiesto que este virus, de hecho,
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es capaz de infectar a este hospedador, aunque se acumula a niveles

minimos, estableciendo infecciones que se han descrito como

“subliminales” (Andika ez a/, 2015).

1.3.4. Potyvirus. PPV

PPV es un virus perteneciente al género Potyvirus, género que
representa el 30% de los virus de plantas en cuanto a numero de especies
se refiere, lo que lo hace el mas numeroso (Chung e7 /., 2008; Olspert
et al., 2015). Con hasta 176 especies de virus, Potyvirus constituye también
el género mas grande dentro de los ocho que conforman la familia
Potyviridae (Adams et al, 2011). Los potyvirus se caracterizan por
presentar particulas filamentosas, flexuosas, de entre 680-900 nm de
longitud. Se trata de virus con genoma monopartito de ssRNA+, de unas
10 kb, codificante de una unica poliproteina (Riechmann ez al., 1992). En
el extremo 5 se encuentra unido covalentemente a una proteina
denominada VPg (de VVzral protein genome-linked), y el extremo 3’ finaliza
en una cola de poliA. La capsida que recubre al gRNA presenta forma
helicoidal. Son capaces de infectar a un elevado numero de plantas,
monocotiledéneas y dicotiledéneas, muchas de ellas de gran interés
agrondmico y ornamental. Los potyvirus ocasionan enfermedades con
sintomas variados, como clorosis o rayas necréticas en hojas de
monocotiledéneas, o clorosis de venas, mosaico, necrosis y
malformaciones en dicotiledoneas (Garcia ez al., 2014; Revers y Garcia,
2015). PVY (de Potato virus Y) es el virus modelo de este género, pero
muchos otros se utilizan ampliamente en investigacién, como por
ejemplo TEV (de Tobacco etch potyvirus), TuMV o PPV. En cuanto a este
ultimo, es el responsable de la enfermedad de la sharka (Plum pox), que
constituye la enfermedad virica mas seria para la industria de los frutos
de hueso (género Prunus), ocasionando importantes pérdidas vy
extendiéndose facilmente, asistida por pulgones. La sharka produce
desde cambios en la pigmentacién de los frutos, con aparicion de anillos
amarillentos o puntos cloréticos, hasta malformaciones, necrosis y caida
prematura de los mismos (Sochor ez al., 2012; Garcia ef al., 2014). Los

potyvirus, a diferencia de los potexvirus, se transmiten a través de
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insectos vectores, principalmente pulgones, de forma no persistente, y
algunos de ellos también pueden transmitirse a través de semillas (Wang
y Maule, 1994; Simmons ez al., 2013; Revers y Garcia, 2015).

El genoma de potyvirus codifica una udnica poliproteina, que
posteriormente se procesa de forma autoproteolitica en hasta diez
proteinas unicas multifuncionales, gracias a la presencia de secuencias de
procesamiento y dominios con actividad proteasa repartidos a lo largo de
la misma. Esta poliproteina se expresa directamente a partir del gRNA, el
cual hace las veces de mRNA. En direccion 5’-3’) se encuentran las
secuencias codificantes de P1, HC (de HCPro, Helper component proteinase),
P3, 6K1, CI (de Cilindrical inclusion protein), 6K2, VPg, Nla (de Nuclear
inclusion protein a), NIb (de Nuclear inclusion protein b), y ya en el extremo 3’
la proteina CP. Ademas, una proteina adicional, denominada PIPO (de
Pretty interesting Potyvirus ORF), se expresa gracias a la presencia de un
pequenio ORF situado en la region central de la secuencia codificante de
P3. La expresion de esta ORF se realiza a través del mecanismo de
cambio en el marco de lectura ribosémico (de ribosomal frameshift) de +2
nt (Chung ez al., 2008; Revers y Garcia, 2015), o a través del mecanismo
de deslizamiento de la polimerasa virica dentro de la secuencia de P3 (de
polymerase slippage); este ultimo mecanismo origina copias de gRNA con
un nucledtido adicional que permiten la lectura de PIPO (Olspert e al.,
2015). En ambos casos, el resultado es la producciéon de una proteina
con la porcién N-terminal de P3 fusionada a PIPO, o P3N-PIPO (FIG.
4).

Tres dominios con actividad proteasa se extienden a lo largo de la
poliproteina potyviral; dos de ellos, localizados en P1 y HC, posibilitan la
escision de estas proteinas por si mismas: P1 actuando en el extremo N-
terminal de HC, y esta ultima actuando en el extremo N-terminal de P3.
El resto de la poliproteina se procesa gracias a la accidén proteolitica
llevada a cabo por Nla, que reconoce secuencias de procesamiento
especificas que delimitan a cada una de las otras proteinas. Asi, mediante
la inserciéon de duplicados de secuencias de reconocimiento para Nla en
el interior del virus, se han obtenido vectores potyvirales aptos para la
expresion sistémica de proteinas (FIG. 4) (Pasin ef al, 2014). P1 y Nla
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son serin proteasas; HC es una cistein proteasa (Riechmann ez a/, 1992;
Adams et al., 2005; Revers y Garcia, 2015).

Aparte de su actividad proteasa, P1 también presenta otras
funciones. P1 potencia la actividad supresora de HC modulando su
acumulacién, efecto que parece relacionarse con un contexto mas
favorable a la traduccion de HC cuando la secuencia P1 se encuentra
presente aguas arriba (Tena Fernandez 7 al., 2013). En estudios con PPV
y TEV, aunque P1 no es imprescindible para la replicacién y dispersion
sistémica del potyvirus, su presencia incrementa la acumulacion del virus
(Verchot y Carrington, 1995; Pasin e al., 2014), y ese efecto no presenta
relacion con el silenciamiento génico (Pasin ef al, 2014). La escision de
P1 respecto de HC parece ser un evento clave, finamente regulado, pues
mutaciones que impiden esta escision comprometen la viabilidad del
virus, y mutaciones que la promueven incrementan las respuestas
defensivas del hospedador, lo que conduce también a una menor
acumulacion del virus a largo plazo; en la propia P1, el extremo N-
terminal harfa las veces de regulador negativo del autoprocesamiento de

P1 (Pasin e# al., 2014).

HC es una proteina citosolica de ca. 50 kDa, que forma
homodimeros, y puede que oligbmeros de mayor orden (Ruiz-Ferrer
et al., 2005). Aparte de como proteasa, actia como VSR, funciéon que ya
se ha detallo mas arriba. HC también se ha caracterizado como elemento
clave para la dispersion del virus por pulgones (Canto ez al., 1995; Revers
y Garcia, 2015). Dentro de la proteina, en el dominio N-terminal se
localizan las funciones relacionadas con la transmisiéon por pulgones y la
interacciéon con componentes del proteasoma; en el dominio central
reside la actividad supresora del silenciamiento; finalmente, en el extremo
C-terminal se localiza la actividad proteasa que posibilita la liberacion de
HC del resto de la poliproteina potyviral (Tena Fernandez et al, 2013;
Revers y Garcia, 2015). HC puede influir en la sefializacién hormonal,
como pone de manifiesto la expresiéon transgénica de esta proteina en

plantas de tabaco, donde modula las respuestas defensivas dependientes

de SA (Alamillo ¢z aZ, 2006).
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La funcién exacta de P3 todavia se desconoce, aunque se requiere
para la replicacion viral. Se ha descrito como una proteina de membrana
asociada a vesiculas del ER y a inclusiones en el aparato de Golgi,
probablemente con implicaciones en la replicacién y el movimiento del
virus (Eiamtanasate ¢z al., 2007; Cui ez al., 2010). P3N-PIPO, debido a su
localizacién en plasmodesmos (Wet e al, 2010), y a que mutantes en la
ORF PIPO carecen de movilidad (Wen y Hajimorad, 2010), parece ser
fundamental en el movimiento célula-célula del virus, en asociacién con
la proteina CI y con otros factores del hospedador (Vijayapalani ez al.,
2012; Sorel et al, 2014; Revers y Garcia, 2015). 6K1 aun no se ha
asociado con una funcién definida (Revers y Garcia, 2015). CI es una
proteina con capacidad de unién a RNA y actividad helicasa dependiente
de ATP; forma parte de complejos de replicacion viral en los que,
seguramente, actia impidiendo la formaciéon local de dsRNA. CI
interacciona con CP, formando estructuras conicas en los plasmodesmos
que podrian estar implicadas en el movimiento célula-célula del virus
(Deng et al., 2015). En el citosol, CI forma inclusiones cilindricas con un
perfil 2 modo de “molinillo” (de pinwheel), que es distintivo de las
infecciones por potyvirus. Estas inclusiones pueden estar funcionalmente
relacionadas con el movimiento del virus hasta la vecindad de los
plasmodesmos (Sorel ez al., 2014). 6K2, junto con CI, serfan responsable
de la emision de vesiculas del ER, relacionadas con la replicacion y la
traduccion del gRNA; estas vesiculas se acumulan en el ER cortical,
desde ahi luego son conducidas hacia las inmediaciones de los
cloroplastos, donde forman estructuras tubulares unidas a los mismos y
promueven su agregacion (Wei ez al., 2013; Sorel et al., 2014).

VPg se relaciona con la traduccion del gRNA; interacciona con el
factor de iniciacién eucaridtico elF4E. Ademas, se trata de una proteina
intrinsecamente desorganizada, y esta propiedad la dota de flexibilidad
para interaccionar con un elevado numero de componentes celulares y
viricos. VPg también se ha caracterizado como el segundo VSR de
potyvirus (Rajamiki ef al, 2014); la VPg de TuMV afecta a la etapa de
generacion de vsiRNAs secundarios, al interaccionar fisicamente con
SGS3 y determinar su degradaciéon por mecanismos de autofagia y a

través de la ruta ubiquitina-proteasoma (Cheng y Wang, 2017).
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Nla, aparte de su papel clave como proteasa en el procesamiento
de la poliproteina potyviral, presenta actividad DNasa, que podria estar
relacionada con la degradacion del DNA del hospedador y la regulacion
de la expresion génica. NIb es la replicasa virica, una RdRp, que modifica
y emplea a VPg como cebador durante la replicaciéon del gRNA (Revers
y Garcia, 2015).

CP, aparte de participar en movimiento y encapsidacion, también
esta implicada en la transmisién por vectores, funcion para la que resulta
fundamental la interacciéon entre CP y HC. En esta interaccién, HC
actia, seguramente, a modo de “puente” entre la particula virica y el

estilete del pulgén (Seo ef al., 2010).

ORF Proteina

ORF PIPO
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FIGURA 4. Organizacion genémica de PPV. En la parte superior, se representa el
gRNA de PPV, codificante de una unica ORF que comprende las secuencias de las diez
proteinas clasicas, denotado como “ORF POLIPROTEINA”. Una ORF adicional se
muestra como un pequefio rectangulo azul solapado con la ORF principal; esta ORF
codifica la proteina PIPO, y se denota en el esquema como “ORF PIPO”. La poliproteina
potyviral, denotada como “POLIPROTEINA”, se expresa directamente a través del gRNA,
que hace las veces de mRNA, en el que la proteina VPg, unida covalentemente en 5, actia
a modo de caperuza. Diversos mecanismos posibilitan la expresion de PIPO, fusionada a la
porciéon N-terminal de la proteina P3, de forma que cuando se procesa libera P3N-PIPO
(para una descripcion de estos mecanismos, consultese el texto). P1 y HC actuan sobre sus
respectivos extremos para escindirse de forma independiente, lo que se denota con flechas
curvas negras. El resto de protefnas se liberan a través de la accién proteolitica de Nla
sobre varias dianas; estas dianas se denotan como flechas naranjas y delimitan las restantes
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proteinas. PPV se ha modificado para permitir la expresion de proteinas de interés; esto se
ha logrado a través de la duplicacién de sitios de procesamiento reconocidos por Nla. En
el esquema, estos sitios de procesamiento artificiales se denotan con flechas naranjas
huecas, en la posicion situada entre NIb y CP. Cuando se inserta la secuencia codificante de
la proteina de interés entre estos sitios, la proteina se expresa como parte de la poliproteina
potyviral, y se libera finalmente como proteina madura gracias a la acciéon de Nla. En la
parte inferior del esquema, se reflejan las proteinas tras el procesamiento, denotadas como
“PROTEINAS MADURAS”. Con: RdRp, polimerasa virica; HCPro, Helper component
proteinase (HC); Cl, Cilindrical inclusion protein; NPg, 1iral protein genome-linked, Nla, Nuclear
inclusion protein; NIb, Nuclear inclusion protein b; CP, proteina de la capsida; PIPO, Presty
interesting Potyvirns ORF; P3N-PIPO, porcion N-terminal de P3 fusionada a PIPO; ORE,
marco de lectura abierto (gpen reading frame); RARp, polimerasa virica.

1.4. INFECCIONES MULTIPLES. EL SINERGISMO

Las infecciones viricas multiples son fenémenos habituales en
plantas, al contrario que en animales, donde las infecciones mixtas suelen
estar mas bien relacionadas con casos de depresion del sistema inmune
(Waner, 1994; Pruss efal, 1997; Kumar efal, 2016). De hecho, las
coinfecciones en plantas parecen ser mas bien la regla, y no la excepcion
(Syller, 2012). Las interacciones entre virus se dividen en antagonicas o
facilitadoras. En las antagonicas, la infeccién previa con un virus puede
evitar o interferir con el establecimiento de otro en el mismo
hospedador, lo que se conoce como “proteccion cruzada” (de cross-
protection); en otras ocasiones, un virus excluye a otro del lugar de
infeccién en el que se localiza, ya sea a nivel celular o a nivel de tejido, lo
que a veces conlleva la atenuacion de sintomas y la desaparicion de
ambos virus de la planta, en un proceso denominado “exclusion mutua”
(de mutual exclusion). En el caso de las interacciones facilitadoras, puede
darse el fenémeno de “dependencia del ayudante” (de hefper dependence),
por el cual un virus incrementa la gama de hospedadores de otro, o en el
que uno de ellos requiere factores derivados del otro para completar su
propio ciclo de infecciéon; o también puede darse el fenémeno de
sinergismo viral (de viral synergism), cuando uno de los virus incrementa su
acumulacién en presencia del otro (Syller, 2012). Ademas de lo anterior,
es necesario resaltar que entre la interacciéon antagonica y la facilitadora
se establece todo un continuo de posibilidades intermedias, en el que
unos mismos virus pueden presentar interacciones de un tipo u otro

segun el hospedador, asi como existir pares de virus que muestren
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peculiaridades en su interaccién, con rasgos mixtos. Todo ello hace que,
en la mayorfa de las ocasiones, las infecciones mixtas presenten
implicaciones biolégicas y epidemiolégicas impredecibles (Zhang y Holt,
2001; Syller, 2012).

Numerosas interacciones entre pares de virus se han descrito
como sinérgicas, e incluso se han analizado casos de sinergismo multiple
(Garcia-Cano etal, 2006). En infecciones mixtas, una Iinteraccion
sinérgica puede derivar en la apariciéon de sintomas que, en ocasiones,
son mucho mas graves que los sintomas que acompanan a las
infecciones sencillas, con cualquiera de los virus por separado; a este
fenomeno se le conoce, también, como sinergismo en patologia (Hull,
2002). Muchos de estos sinergismos desembocan en la aparicién de SN,
respuesta que puede suponer la muerte de la planta en pocos dias, y que
se ha descrito mas arriba (Gonzalez-Jara ef al., 2004; Syller, 2012).

En muchos de los sinergismos estudiados interviene un potyvirus
(Vance, 1991; Vance ez al., 1995; Pruss ez al., 1997; Syller, 2012). En la
mayoria de los casos, el potyvirus mantiene el mismo nivel de
acumulaciéon que en la infeccién sencilla, mientras que el otro virus
incrementa sus niveles, causando esta interaccioén, frecuentemente, la
muerte de la planta. Estas caracteristicas se cumplen, entre otros, en los
siguientes patosistemas: N. fabacum infectada con PVX y potyvirus,
sinergismo que generalmente desemboca en SN (Gonzalez-Jara ef al,
2004); Cucumis melo (melon) o Cucurbita pepo (calabacin), infectados con el
cucumovirus CMV y el potyvirus ZYMV, también con desarrollo de SN
(Wang et al., 2002); y Capsicum annunm (pimiento), infectado con CMV y
el potyvirus PepMoV (de Pepper mottle potyvirus), interaccion que no
conlleva SN, aunque si va acompanada de sintomas mas graves que los
observados en las infecciones sencillas (Murphy y Bowen, 20006). Se han
observado interacciones equivalentes a las anteriores también en ausencia
de potyvirus, incrementandose el nivel de uno de los virus del par en
relacién a la infeccion sencilla. Asi, en plantas de tomate infectadas con
ToCV (de Tomato chlorosis crinivirus) y TSWYV (de Tomato spotted wilt
tospovirus), se registra una mayor acumulacion de ToCV, mientras que

TSWV no experimenta cambios, y la interaccién va acompafiada de una
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exacerbacion de los sintomas que desemboca en SN (Garcia-Cano ef al,

2006).

Sin embargo, el sinergismo no siempre concurre con las
caracteristicas anteriores. Asi, en la infeccion de batata (Ipomea batatas 1..)
con el crinivirus SPCSV (de Sweet potato chlorotic stunt crinivirns) y el
potyvirus SPEMV (de Sweet potato feathery mottle potyvirus), el sinergismo
deriva en la aparicion de una enfermedad extrema, denominada SPVD
(de Sweet potato virus disease), y es el potyvirus el que, a diferencia de otros
sinergismos, incrementa su acumulacion respecto a la infeccion sencilla
(Karyetja ef al., 2000). Las infecciones mixtas del polerovirus PLRV con
PVY, en patata, dan lugar a un sinergismo que se circunscribe a lo
patélogico, pues aunque los sintomas son mas graves que en las
infecciones sencillas, con la aparicion de clorosis generalizada,
malformaciones y moteados necroticos, no se observan diferencias
importantes en la acumulacién de cualquiera de los virus respecto a las
infecciones sencillas (Srinivasan y Alvarez, 2007). En la infeccion de
pepino (Cucumis sativus) y calabaza (Legenaria siceraria) con los virus CMV
y ZYMV, el primero incrementa su acumulacién, mientras que el
segundo la reduce, pero igualmente la interaccion va acompafiada de un
agravamiento de los sintomas, lo que supone el desarrollo de
malformaciones, necrosis, marchitamiento y muerte de las plantas (Zeng
et al., 2007). Finalmente, otro tipo de interaccion virica sinérgica menos
habitual, es la que tiene lugar, por ejemplo, en melocotonero (Prunus
persica) infectado con PNRSV (de Prunus necrotic ringspot ilarvirns) y el
viroide PLMVA (de Peach latent mosaic viroid); en este caso, los niveles de
virus y viroide, y la gravedad de los sintomas no presentan diferencias
significativas respecto de los que se observan en las infecciones sencillas.
Pese a ello, la interaccion PNRVS-PLMVd si que origina importantes
cambios transcriptomicos en melocotonero, que pueden calificarse de
sinérgicos, en relacién a los cambios transcriptémicos minimos que se

producen en las infecciones sencillas del virus y del viroide (Herranz

et al., 2013).

El fenémeno del sinergismo se ha asociado, en aquellos casos en
los que participa un potyvirus, a la presencia de la proteina HC (Vance
et al., 1995; Pruss et al., 1997; Syller, 2012). En principio, HC podria ser
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responsable de la accion en #rans sobre la acumulacion del otro virus, al
suprimir de forma intensa las defensas del hospedador basadas en el
silenciamiento génico (Pruss ez al, 1997; Shi et al., 1997; Gonzalez-Jara
et al., 2005). No obstante, como se ha visto en los ejemplos comentados
mas arriba, no todos los casos de sinergismo viral van acompafiados de
sinergismo en patologia, ni a la inversa, lo que, en general, permite
cuestionar el incremento en la acumulacién de uno de los virus como la
causa principal del empeoramiento de los sintomas. Asi, en la mayoria de
los casos de sinergismos, el origen del incremento en la acumulacién viral

y la exacerbacién de sintomas no se conocen todavia con exactitud.

1.4.1. El sinergismo PVX-potyvirus

El sinergismo entre PVX y varios miembros del género Potyvirus,
en hospedadores susceptibles como N. tabacum y N. benthamiana, es una
de las interacciones viricas mejor estudiadas. Se sabe que la infeccion de
N. tabacum con PVX, en presencia de PVY, TEV, TVMV o PepMoV,
deriva en un agravamiento de los sintomas, incluida la aparicion de SN
(FIG. 5C y 5D), que va acompanada de un incremento drastico en los
niveles de PVX, de entre 3 a 10 veces en relacion a los niveles que PVX
alcanza en las infecciones sencillas (Shi ez al., 1997; Gonzalez-Jara e al.,
2004). En estos sinergismos se ha determinado que es HC el unico
componente potyviral responsable de los incrementos en la gravedad de
los sintomas y en la acumulacion de PVX; esto se ha puesto de
manifiesto, por ejemplo, a través de tabacos transgénicos que expresan la
P1-HC de TEV, en los cuales basta la infeccién sencilla con PVX para
reproducir el fenotipo de la interaccion sinérgica (Vance ef al, 1995;
Pruss et al, 1997). El par PVX-potyvirus también origina SN en otro
hospedador susceptible, N. benthamiana (FIG. 5A y 5B). Sin embargo, a
diferencia de lo que ocurre en N. tabacum, en N. benthamiana PVX no
incrementa de forma importante su nivel de acumulacién en presencia de
potyvirus (Gonzalez-Jara ez al., 2004); asi, la exacerbacién de sintomas
que acompafa al sinergismo PVX-potyvirus parece un fenémeno
generalizado, mientras que los incrementos en la acumulacion de PVX

son dependientes del hospedador. Una posible explicaciéon a esta
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ausencia de elevacion en los niveles de PVX es que N. benthamiana esté ya
soportando los maximos niveles de replicacion alcanzables por el virus
(Gonzalez-Jara ef al., 2004). En cualquier caso, esto hace improbable la
existencia de una relacion entre el nivel de acumulacién de PVX y el
agravamiento de los sintomas observado en este sinergismo (Gonzalez-
Jara et al, 2004, 2005; Garcfa-Marcos et al., 2009). HC también es el
componente potyviral unico y necesario para el desarrollo de este
sinergismo en IN. benthamiana. Asi, la infeccion de este hospedador con
formas quiméricas de PVX que incorporan la proteina HC de PPV es
capaz de originar SN, de forma equivalente a lo que sucede en
coinfecciones con PVX-PPV (Gonzalez-Jara ¢z al., 2005). Ademas, la

Control
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>

PVX-TEV Al

FIGURA 5. Ejemplos de interacciones sinérgicas con aparicion de necrosis
sistémica (SN). Se muestran plantas de Nicotiana benthamiana y Nicotiana tabacum cv.
Xanthi infectadas con el par PVX-potyvirus, en relacién a las infecciones sencillas
correspondientes, a 12 dfas tras la inoculacion. A. Sinergismo PVX-TEV en N. benthamiana.
B. Sinergismo PVX-PVY en N. benthamiana. C. Sinergismo PVX-TEV en N. tabacum cv.
Xanthi. D. Sinergismo PVX-PVY en N. zabacum cv Xanthi. Para A,B,C y D, en la esquina
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superior izquierda se muestra la infeccioén sencilla con PVX; en la esquina superior derecha
el control sano; y en la esquina inferior derecha, la infeccién mixta PVX-potyvirus
correspondiente. Para A y C, en la esquina inferior izquierda se muestra la infeccion
sencilla con TEV; para B y D, en la esquina inferior izquierda se muestra la infeccion
sencilla con PVY. Con: Control, planta sana no infectada; PVX, Potato virus X; TEV, Tobacco
eteh potyvirus; PNY, Potato virus Y. Adaptado a partir de Gonzdlez-Jara et al. 2004

presencia de mutaciones en esta HC, causantes de la pérdida de su
actividad supresora del silenciamiento, dan lugar a la desaparicion de la
respuesta de SN, pese a que los virus quiméricos mutados se acumulan a
un nivel equivalente al de las formas quiméricas con HC funcionales. Sin
embargo, ninguna quimera necrogénica se acumula a niveles superiores a
los que lo hace la forma silvestre de PVX en infecciones sencillas o en
combinacion con PPV (Gonzalez-Jara ef al, 2005; Barajas ef al, 2000).
Otras quimeras de PVX, en este caso portadoras de VSRs distintos al
potyviral, como por ejemplo PVX con la proteina P19 de tombusvirus
(Scholthof ez al., 1995), o con la 2b de cucumovirus (Del Toro efal,
2015), también dan lugar a la aparicion de sintomas mas graves que las
infecciones sencillas. Es por tanto habitual utilizar como modelo
simplificado de sinergismo a quimeras de PVX que expresan el HC de
potyvirus (PVX-HC) (Gonzalez-Jara et al, 2005; Barajas efal, 2000;
Pacheco etal, 2012; Del Toro etal, 2015). Parece, pues, que los
sinergismos asociados a PVX precisan de la participaciéon de un potente
VSR, que no tiene por qué ser necesarlamente potyviral. Sin embargo,
pese a los esfuerzos realizados en este campo, todavia se desconoce cual
es el factor de PVX udltimo responsable de la induccién de SN en un
contexto de sinergismo; este aspecto sera uno de los puntos que se

analizaran en la presente tesis doctoral.

1.4.2. El sinergismo PVX-potyvirus. SN y regulacion
hormonal

La respuesta de SN que se induce en el sinergismo PVX-potyvirus
presenta caracteristicas propias de la PCD. Asi, en . benthamiana, para el
sinergismo PVX-PVY, y para la quimera modelo PVX-HC, la muerte
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celular va acompafiada de la degradacion del DNA nuclear, como ponen
de manifiesto distintos estudios con la técnica TUNEL (de Termwinal
deoxcynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling). Ademas, esta interaccion
conlleva un incremento del estrés oxidativo, derivado de la produccion
masiva de ROS, como se pone de manifiesto a través de tinciones DAB
(3,3’-diaminobenzidina, para H>O;) o NBT (nitroazul de tetrazolio, de
nitroblue  tetrazolinm, para O;7) (Garcia-Marcos ez al., 2009, 2013). El
sinergismo PVX-PVY, en N. benthamiana, induce importantes cambios a
nivel transcriptébmico, en relacion a las infecciones sencillas,
correspondientes a la expresion de genes relacionados con el
metabolismo primario, el metabolismo de cloroplastos (asociado
seguramente a la exacerbacion del estrés oxidativo), y a la activacion de
MAPKSs responsables de la activacion de respuestas defensivas, como
SIPK (de Salicylic acid—induced protein kinase). En el analisis transcriptomico
también se observa que PVX-PVY comparte mas genes regulados
diferencialmente con las infecciones sencillas por PVX que con las

debidas a PVY (Garcia-Marcos e al., 2009).

El SA, hormona central en la defensa antiviral, también presenta
algin papel en estos sinergismos. Asi, el tratamiento con SA consigue
reducir la necrosis inducida por PVX-PVY en N. benthamiana. De un
modo equivalente, la activaciéon de la senalizacion por SA en IN.
benthamiana protege frente a la infeccion con PVX-HC, lo que se pone de
manifiesto a través de una disminucién en la respuesta de necrosis y en la
acumulacién de la quimera (Pacheco, 2014; Garcia-Marcos ef al., 2013).
Sin embargo, en plantas transgénicas NahG, que expresan la enzima
bacteriana salicilato hidroxilasa, que degrada al SA evitando su
acumulacién, no se observan cambios en la necrosis inducida por el par
sinérgico (Garcia-Marcos ez al, 2013). La SN que se produce en la
infeccion con PVX-HC, presenta importantes similitudes a nivel
transcriptémico y hormonal con la SHR inducida en una interacciéon
incompatible modelo, como es la infeccion con TMV de N. benthamiana
transgénica para el gen de resistencia N. Entre ambas respuestas existe
un marcado parecido en la represion de genes relacionados con la
fotosintesis; en el caso de la respuesta hormonal, la principal diferencia
estriba en una mayor activaciéon en la SHR de mecanismos de defensa
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mediados por SA. Ademas, el perfil de expresién génica global en SN,
una vez avanzada la infeccién, es mas parecido al de la SHR temprana
que al de una SHR tardfa. Todo lo anterior sugiere que la respuesta de
SN se presenta retardada en el tiempo con respecto a la SHR, puede que
fruto de un reconocimiento parcial o ineficaz del patégeno, que sélo
tiene lugar cuando este se ha extendido considerablemente, o debido a la
supresion temporal de los mecanismos defensivos de la planta en la
interaccion sinérgica (Pacheco ef al, 2012; Pacheco, 2014).

La participacion de otras hormonas en la defensa antiviral, como el
JA, es controvertida, a diferencia de lo que ocurre con el SA. El JA
forma parte de una gran familia de compuestos quimicos biolégicamente
activos, que derivan de la peroxidacion de acidos grasos, y que se
denominan oxilipinas (Mosblech ez a/., 2009). La ruta de biosintesis de
estos compuestos comienza con la accién inicial de tres actividades
enzimaticas distintas, denominadas 9-lipoxigenasa (9-LOX), 13-
lipoxigenasa (13-LOX) y o-dioxigenasa (x-DOX). Cada una de estas
actividades inicia una ruta de biosintesis distinta a partir de los mismos
sustratos, consistentes principalmente en los acidos linoleico (18:2) y
linolénico (18:3). La accién de 9-LOX, 13-LOX y a-DOX sobre estos
sustratos genera una serie de compuestos primarios, sobre los que
ejercen su actividad muchas otras enzimas secundarias, originando una
amplia familia de moléculas cuya participacion en procesos de defensa se
ha puesto de manifiesto en diversos patosistemas (Blée, 2002; Turner
et al., 2002; Garcia-Marcos ez al., 2013). Una de las oxilipinas que se
obtiene como producto de la ruta iniciada por 13-LOX es precisamente
el JA. La forma biol6gicamente activa del JA es el JA-Ile (JA-isoleucina),
que se obtiene bajo la accion de la enzima treonina desaminasa (TD). En
la percepcion del JA, en forma de JA-Ile, interviene una proteina
denominada COI-1 (de Coronatine-insensitive 1), a través de la cual el JA
ejerce la mayor parte de sus efectos en la regulacion de la expresion
génica (Devoto ef al., 2005; Kazan y Manners, 2008). TD es un gen que
se induce en presencia de JA, asi que es habitual su utilizacion como
indicador de la sefializacién por esta hormona (Samach ez a/., 1991; Kang
et al., 2006). El JA, junto con el etileno, se ha descrito habitualmente
como una hormona implicada en la defensa frente a patégenos
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necrotrofos; otras oxilipinas, en general, se han relacionado con la
muerte celular de la HR (Rustérucci ef al, 1999). Por el contrario, el SA
se suele identificar como hormona implicada en la defensa frente a
biotrofos (Bari y Jones, 2009). La interrelacion SA-JA ya se menciond
mas arriba, observandose, generalmente, efectos antagbnicos, y en
ocaslones, sinérgicos (Mur ez al., 2006; Kazan y Manners, 2008).

En la interaccion sinérgica PVX-PVY, el analisis transcriptémico
pone de manifiesto que la dnica ruta de sintesis hormonal regulada
diferencialmente en la infeccién mixta respecto a las sencillas es la
correspondiente a las oxilipinas (Garcia-Marcos ez al., 2009). La infeccion
por PVX-PVY incrementa la expresion de los genes de biosintesis de
oxilipinas 9-LOX, 13-LOX y «-DOX. En concordancia con esto, el
silenciamiento de estos genes, llevado a cabo a través de VIGS, conlleva
una disminucién en la necrosis inducida por la infeccién mixta, aunque
ninguin efecto sobre la acumulacion viral. Este resultado vuelve a poner
de manifiesto que la SN es una respuesta defensiva ineficiente o
descontrolada, y revela a las oxilipinas como moléculas clave en este
proceso, promoviendo la muerte celular en un contexto de sinergismo
viral (Garcfa-Marcos et al., 2009, 2013). En plantas infectadas con PVX-
PVY, el silenciamiento de COI-1 mediante VIGS ocasiona un
incremento en la necrosis y en la expresion de los genes de biosintesis de
oxilipinas; por tanto, es probable que COI-1 ejerza un control negativo
sobre la expresion de estos genes, y por extension, sobre la necrosis
inducida por este par sinérgico (Garcfa-Marcos e al., 2013). Efectos
similares se obtienen en plantas infectadas con la quimera PVX-HC
(Pacheco ez al., 2012). Ademas, en plantas infectadas con PVX-PVY y
tratadas con JA, lo que activa en ellas la sefalizacion a través de COI-1,
se observa una reducciéon de la expresion de este factor; esto ultimo
puede explicar el incremento en la necrosis que se observa en estas
mismas plantas, pues el tratamiento con JA serfa responsable de una
mayor produccién de oxilipinas, efecto que ejerce a través de la represion
del regulador negativo de estas, COI-1 (Garcia-Marcos ef al., 2013).

Algunos estudios sugieren la existencia de comportamientos
antagénico SA-JA en este patosistema. Asi, en plantas NahG infectadas

con PVX-PVY, la necrosis que se obtiene es equivalente a la que se
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registra en las plantas silvestres infectadas; también, el tratamiento con
JA eleva la necrosis a niveles equivalentes en ambos tipos de plantas
infectadas. Estos resultados sugieren que la disminucién de necrosis que
se observa en los tratamientos con SA, mas que a un efecto directo,

puede deberse a su acciéon antagénica sobre la ruta del JA (Garcia-
Marcos ¢ al., 2013; Pacheco, 2014).

1.5. INTERACCIONES PLANTA-VIRUS Y EL CAMBIO
CLIMATICO

Las interacciones planta-virus dependen fuertemente de las
condiciones ambientales reinantes, las cuales afectan a la morfologia, la
fisiologfa y la resistencia del hospedador a los virus, asi como a los ciclos
biologicos, la abundancia y la diversidad tanto del hospedador como del
virus. De este modo, los cambios que se estan registrando en parametros
ambientales asociados al cambio climatico, como son la [COg, la
temperatura o la disponibilidad de agua, seguramente alteraran el
resultado de estas infecciones, pero sus efectos son impredecibles y se
encuentran mayormente inexplorados (Canto ef al, 2009; Jones, 2010).
Menos aun se ha analizado el impacto de estos factores de estrés abidtico
en el resultado de las interacciones sinérgicas. Algunos de estos puntos

seran objeto de estudio en el presente trabajo de tesis.

1.5.1. Efectos del incremento de temperatura

Las altas temperaturas, aunque de forma variable, afectan a las
plantas practicamente en cualquier aspecto de su biologfa, desde el
desarrollo vegetativo hasta la reproducciéon. En muchas especies de
interés agricola, su efecto sobre el desarrollo reproductivo es
determinante, ocasionando una pérdida notable de la viabilidad del polen
y la consiguiente caida en la producciéon (Zinn ez al., 2010). En términos
de crecimiento vegetativo, las altas temperaturas conducen a cambios en
la arquitectura de hojas, tallos y raices, a la reduccion del crecimiento, y a
dafios o senescencia acelerada de hojas, tallos y frutos (Vollenweider y

Giunthardt-Goerg, 2005; Wahid ez a/., 2007).
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En plantas, la exposicion a altas temperaturas determina la
activacion de una serie de respuestas dirigidas a evitar el incremento de la
temperatura (mecanismos de evitacién) o, si esto sucede, minimizar o
reparar sus efectos dafinos (mecanismos de tolerancia) (Levitt, 1972). El
aumento de temperatura en la planta produce cambios en la fluidez de la
membrana que se relacionan con la apertura de ciertos canales de Ca?*,
lo que ocasiona un incremento de la concentraciéon citoplasmatica de este
cation y la activacion de numerosas rutas de seflalizacion (Saidi e al.,
2009). La activacion de estas rutas desemboca en una represion
generalizada de la sintesis proteica habitual y en un incremento de la
expresion de proteinas de choque térmico (HSP, de Heat shock protein), de
componentes de las rutas de degradacion proteica, y de enzimas
implicadas en la biosintesis de osmolitos y sustancias antioxidantes
protectoras. Las altas temperaturas también inducen cambios en la
organizacion del citoesqueleto y de los organulos celulares, y alteran los
balances hormonales habituales. Uno de los efectos mas tempranos del
estrés térmico consiste en la alteracion estructural y funcional del
cloroplasto, lo que implica cambios en los sistemas de membranas que
alojan al aparato fotosintético, y la reduccion o inhibicién de las enzimas
implicadas en la asimilacién de carbono, incluidas la propia enzima
ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (Rubisco), y su enzima
reguladora, la Rubisco activasa. Las alteraciones en el funcionamiento del
aparato fotosintético contribuyen a la liberacion de ROS, las cuales
intervienen en la oxidaciéon danina de componentes celulares (Bita y
Gerats, 2013). Estas ROS también participan en procesos de sefializacion
relacionados con la adquisiciéon de tolerancia, entre los que se encuentra
la expresion de proteinas HSP (Larkindale ez a/., 20050).

Las altas temperaturas ocasionan una reduccién en la acumulacion
de algunas fitohormonas, entre las que se encuentran las citoquininas
(CKs), las auxinas (AUXs) y las giberelinas (GAs). Otras, en cambio,
incrementan su acumulaciéon, como por ejemplo el acido abscisico
(ABA) y el etileno (ET), lo que se relaciona con la senescencia acelerada
observada bajo el estrés térmico (Bita y Gerats, 2013). También existen
estudios que demuestran que el estrés por calor conduce a una mayor

acumulacion de SA, de JA y de otras oxilipinas en numerosas especies
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vegetales (Bita y Gerats, 2013; Hayat ¢# a/., 2013; Sharma y Laxmi, 2016);
para SA y JA se observa un incremento rapido y transitorio tras la
exposicion inicial al calor, seguido de una bajada a los niveles previos en
pocas horas (Dat ef al, 1998; Hayat et al., 2013; Zandalinas ez al., 2010).
Los mutantes de A. thaliana alterados en la sefializaciéon por SA y JA
presentan una mayor liberacién de electrolitos a altas temperaturas en
relacién a las formas silvestres, lo que es indicativo de mayor dafio
celular; esta observacion pone de manifiesto el papel relevante de estas
dos hormonas en la adquisicion de tolerancia al estrés térmico
(Larkindale e# al., 2005a; Clarke e al., 2009). No se conoce exactamente
qué mecanismos protectores se activan en respuesta a estas hormonas,
aunque se sabe que son independientes de la expresion de HSPs
(Larkindale ez al., 2005a,b; Sharma y Laxmi, 2016). El SA, ademas, podria
condicionar la tolerancia al calor a través de la modulacion del estado

redox de la planta (Dat e a/, 1998; Khan ez al., 2015).

La temperatura también afecta a la actividad de la ruta de
silenciamiento génico mediado por sRNAs y al reconocimiento de
factores de avirulencia (Avr) mediado por factores de resistencia (R), lo
que puede suponer importantes cambios en el resultado de la interaccion
planta-virus. En general, los brotes de enfermedades viricas de plantas se
asocian con episodios de bajas temperaturas, mientras que las altas
temperaturas conducen a una desaparicion o atenuacion de los sintomas

de infeccion, fenémeno conocido como “enmascaramiento por calor”
(Johnson, 1922; Hull, 2002; Szittya ez al., 2003).

A bajas temperaturas, en plantas infectadas, se ha observado una
reduccién en los niveles de vsiRNNAs en relacion a los que se observan a
temperaturas habituales, mientras que estos comienzan a acumularse a
medida que la temperatura asciende. Este hecho es relevante para la
defensa, pues los vsiRNAs constituyen la molécula central de la ruta de
silenciamiento antiviral, y podria explicar la menor acumulacion viral que
se registra a temperaturas superiores a las habituales para una infecciéon
dada (Szittya ez al., 2003). Asi, en el patosistema N. benthamiana-CymRSV
(de Cymbidium ringspot tombusviras), €l virus se acumula de forma elevada a
24°C, induciendo la muerte de la planta, mientras que a 27°C la

acumulacion de CymRSV es menor y las plantas apenas muestran
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sintomas de infeccidn; este fenémeno correlaciona con una mayor
acumulacion de siRNAs derivados de CymRSV a 27°C que a 24°C
(Szittya et al., 2003). Este efecto de la temperatura también es comun
para virus de DNA, como pone de manifiesto la infecciéon de IN.
benthamiana con distintos tipos de geminivirus: el incremento de
temperatura desde los 25°C hasta los 30°C va acompafado de una
disminuciéon de la carga viral, una reduccién en la gravedad de los
sintomas y una mayor acumulacién de vsiRNAs (Chellappan ez al., 2005).
Para algunos otros virus, también se han observado reducciones en la
acumulacién y gravedad de los sintomas con el incremento de
temperaturas; entre estos virus se encuentran potexvirus como PVX, o
potyvirus como PVY (Del Toro etal, 2015). Los estudios de
silenciamiento de RDRO, también sugieren que esta proteina es una de
las implicadas en la regulaciéon de la resistencia dependiente de
temperatura; asi, en plantas infectadas, se ha determinado que el nivel de
esta proteina se incrementa a temperaturas elevadas, y que la disminucion
de la carga viral y de los sintomas correlaciona con la acumulaciéon de
esta proteina (Qu efal, 2005). Otro componente de la ruta de
silenciamiento, AGO1, también se relaciona con la atenuacién de
sintomas observada a altas temperaturas en infecciones de IN. benthamiana
con el nepovirus ToRSV (de Tomato ringspot nepovirns), a través de
mecanismos de represion traduccional (Ghoshal y Sanfacon, 2014). Sin
embargo, este efecto de atenuacion a altas temperaturas no se observa en
todos los casos. Asi, en N. benthamiana infectada con CMYV, el
incremento de temperaturas no ocasiona cambios apreciables en la

acumulacion viral ni en la gravedad de los sintomas (Del Toro efal.,

2015).

La alteracion del reconocimiento Avr-R a altas temperaturas, y por
tanto la ausencia de HR, es un fenémeno comuin que se da no solo en la
interaccion planta-virus, sino también en aquellas que implican hongos o
bacterias (Wang e# al., 2009). La HR que induce el gen N en presencia de
TMV desaparece de forma reversible a temperaturas superiores a 28°C
en tabaco (Samuel, 1931), y lo mismo ocurre cuando se expresa el gen N
de forma transgénica en tomate (Whitham ez al, 1996). La HR que se

desarrolla bajo la expresion simultanea del gen N y el dominio P50 de la
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helicasa de TMV en hojas de N. benthamiana también muestra esta
sensibilidad a la temperatura. Un comportamiento similar se observa con
la HR que se induce con el gen Rx en presencia del factor de avirulencia
PVX CP, cuando se coexpresan en plantas de N. benthamiana a
temperaturas de 30°C. Las wvariaciones de temperatura, incluso
moderadas, podrian estar ocasionando cambios en la expresiéon de
proteinas de choque térmico y de otras proteinas con funcién chaperona,
alterando por tanto la estabilidad de los complejos R y su activacion;
también pudiera ser que la propia planta reclute estas chaperonas para
funciones celulares mas esenciales durante el estrés térmico, afectando
esto a la defensa. Tampoco se puede excluir la posibilidad de que las altas
temperaturas estén afectando a la interaccion Avr-R en el
reconocimiento del patégeno, o modificando las rutas de sefializacion

que se ponen en marcha cuando este tiene lugar (Wang ez al., 2009).

Finalmente, también debe senalarse que el incremento de
temperatura puede afectar igualmente al funcionamiento de wvarios
componentes viricos y condicionar de este modo el desarrollo de
procesos biolégicos clave como son el movimiento intracelular o a larga
distancia del virus, asi como a su replicacion. Este efecto sobre la
replicacion se ha observado, por ejemplo, para bromovirus y
tobamovirus, cuya replicasa disminuye su actividad de sintesis de RNA a
medida que se incrementa la temperatura (Dawson, 1976; Dawson e al.,

1978).

1.5.2. Efectos del incremento en la [CO;]

Las plantas cultivadas en atmosferas enriquecidas en CO»
presentan un crecimiento acelerado y mayor porte, debido a un aumento
en el nimero y en el tamano de las células, generando de este modo mas
biomasa. Todo ello es fruto principalmente de tres factores: un mayor
numero y tamafio de los cloroplastos e incrementos en la actividad
fotosintética total (Madsen, 1973; Tripp e al, 1991; Amthor, 1995); una
mayor eficiencia en el uso del agua y menor transpiracion (Rogers y
Dahlman, 1993; Prior ez al., 2011); y cambios en los balances hormonales
habituales (Teng e al., 20006). El incremento en la produccién de biomasa
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deriva de una mayor fijacion de CO; producida por la inhibicién
competitiva de la fotorrespiracién, al disponer la Rubisco de una mayor
[CO;] tisular. Aunque este efecto sobre el crecimiento se registra para la
mayoria de las plantas, es mas importante en las de tipo C3 que en las de
tipo C4, como consecuencia de las diferencias en la arquitectura foliar y

en los mecanismos de fijacion de CO, que presenta cada una de ellas

(Prior et al., 2011).

Sin embargo, el incremento observado en la fotosintesis es
bastante inferior al esperado (Ainsworth y Rogers, 2007; Gutiérrez ef al.,
2013), lo que supone, por tanto, una alteracion de la actividad
fotosintética de las plantas bajo alta [CO,|. En estudios realizados sobre
A. thaliana, se observa que bajo altas concentraciones de este gas se
producen disminuciones de la densidad y de la conductividad
estomaticas por unidad de superficie. Aunque estas plantas presentan un
mayor numero de cloroplastos, estos muestran cambios importantes en
su arquitectura, entre ellos una reducciéon en el nimero de membranas
tilacoidales por grana. Este efecto puede estar relacionado con el
aumento en el nimero y en el tamafio de los granos de almidén
presentes en el estroma de estos organulos. A su vez, estos cambios van
acompafnados de una disminucion en el contenido de enzima Rubisco
por unidad de superficie. En conjunto, todo ello podria explicar esa
capacidad fotosintetica alterada de A. thaliana crecida en alta [CO;]
(Teng et al., 2006). La disminucién de Rubisco parece un fenémeno
comun en otras especies, pues también se ha observado en otras plantas
crecidas bajo estas condiciones (Gutiérrez ef al, 2013; Del Toro et al.,

2015).

Junto con este efecto sobre la fotosintesis, se observa una
disminucién generalizada de la acumulaciéon de nutrientes minerales
presentes por unidad de peso seco, lo que conlleva, entre otros cambios,
un incremento del coeficiente C:N. Se ha sugerido que esta disminucién
en el contenido de N, y también de otros nutrientes minerales, deriva del
efecto combinado de i) diluciéon en la hoja de los nutrientes por el
incremento de carbohidratos y ii) reduccion en el flujo de nutrientes
desde el suelo como consecuencia de la bajada en la conductividad
estomatica (Teng ez al, 2006; Gutiérrez et al., 2013). Esta reduccion de N
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afecta fundamentalmente a los tejidos jovenes (Gutiérrez ef al., 2013), y
podria ser responsable de la disminucion observada en el contenido total
de proteina por unidad de superficie de tejido foliar en estas plantas
(Huang e al., 2012; Del Toro et al., 2015), incluida la caida en la cantidad
de Rubisco (Ainsworth y Rogers, 2007; Gutiérrez ef al, 2013). En A.
thaliana, el CO, también conduce a cambios en la acumulacion de
fitohormonas en las hojas, observandose incrementos de AUXs, GAs y
CKs, y reduccion de ABA, lo que podria estar relacionado con el

incremento en el tamafio y numero de las células observado en ellas

(Teng et al., 20006).

El CO; es también capaz de elevar los niveles de SA y la expresion
de genes de respuesta a esta hormona en numerosas plantas, aunque los
mecanismos exactos a través de los cuales ejerce este efecto todavia se
desconocen (Canto ¢z al., 2009; Jones, 20106). Varios estudios ponen de
manifiesto que el incremento de CO; y la acumulaciéon de SA van
asoclados a una mayor defensa frente a patégenos fungicos, bacterianos
y viricos (Zhang et al., 2015; Mhamdi y Noctor, 2016). En A. thaliana, se
ha demostrado que esta resistencia esta ligada a los efectos metabolicos
que el SA ejerce sobre componentes del sistema redox de la planta
(Mhamdi y Noctor, 2016). Ademas, el efecto antagonico que el SA ejerce
sobre la sefializacion por la ruta del JA puede conducir a cambios en la
intensidad de las respuestas defensivas frente a distintos tipos de
patogenos en presencia de alta [COg]. Asi, cuando se exponen plantas de
tomate a atmosferas enriquecidas en COz, la acumulacion de SA conlleva
un incremento en la resistencia frente a patégenos biotrofos (sensibles a
SA), mientras que se observa una mayor susceptibilidad a patégenos
necrotrofos (sensibles a JA), seguramente debido a esta interferencia del
SA sobre la ruta del JA (Zhang ez al., 2015). Aunque el incremento de SA
inducido por el CO; se observa sobre numerosas especies vegetales, sus
efectos sobre la acumulaciéon de JA son contradictorios, habiéndose
observado una disminucién o ausencia de efecto sobre la acumulacién de
esta hormona (Huang e al., 2012; Zhang et al., 2015) o, en otros casos,
una activacioén conjunta de la sefializaciéon por SA y por JA (Mhamdi y
Noctor, 2016).
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El incremento en la [CO,] altera las respuestas defensivas frente a
virus. De este modo, en plantas de tomate sometidas a concentraciones
de este gas de hasta 800 ppm se observa un incremento de la resistencia
frente a TMV, con disminuciones en los niveles de virus y en la gravedad
de los sintomas (Zhang ezal., 2015). En infecciones de TYLCV (de
Tomato yellow leaf curl begomovirus), un virus de DNA, también se observa
una disminucién en el nimero de plantas que muestran sintomas asi
como en la gravedad de los mismos, ademas de una menor acumulacién
del virus, cuando las plantas de tomate infectadas crecen en una
atmosfera con 750 ppm de CO; (Huang e¢7 al., 2012). En estos dos casos,
la mayor resistencia a los virus se ha relacionado con un incremento en
los niveles de SA y con la interferencia de esta hormona con la ruta de
sefializacion por JA. En infecciones sencillas de N. benthanmiiana con tres
virus no relacionados, como son PVY, PVX y CMV, se observan
variaciones en la acumulacion de solo los dos ultimos virus: PVX reduce
su acumulacién, mientras que CMV la incrementa, analizado como
contenido de virus por unidad de superficie de tejido foliar, en
experimentos realizados a [CO;] de 970 ppm; sin embargo, la gravedad
de los sintomas es similar a la registrada en condiciones normales de CO,
(Del Toro et al., 2015). Cuando el titulo viral se midi6é en estos mismos
experimentos como proteina viral en relacion a la Rubisco, cuyos niveles
decrecieron significativamente en alta [CO;|, se obtuvo un incremento
importante de la acumulacién para los tres virus (Del Toro e al., 2015).
En plantas de tabaco sometidas a concentraciones de CO; de 1000 ppm,
las infecciones por PVY muestran, también, una disminuciéon en la
acumulacién viral y de compuestos fenoélicos asociados a la dispersion
sistémica del virus (Matros ef al, 2006). En contraposicion, la infeccion
con BYDV (de Barley yellow dwarf luteovirus) en trigo, en concentraciones
de 650 ppm de CO, da como resultado un incremento en la
acumulacién del virus que no parece estar relacionado con el aumento en
la produccién de biomasa observado; en este caso, los sintomas de la

infeccion no son mas graves que los de las plantas infectadas en

condiciones habituales de [COg] (Trebicki 7 al., 2015).

En los patosistemas analizados, el crecimiento a altas [COq]

conduce habitualmente a una mayor producciéon de biomasa, pero los
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efectos de este gas sobre la infeccion son dispares, y en el futuro, seran
necesarios analisis pormenorizados de mas casos hasta obtener una
imagen completa del fenémeno. No existe hasta la fecha ningin estudio
sobre el efecto del CO; en el resultado de las infecciones mixtas de virus

(Jones, 2016), a excepcion del analizado en el presente trabajo de tesis.

1.5.3. La tolerancia a la sequia. Control hormonal vy
metabolitos

La sequia, en relaciéon a la planta, supone una situaciéon de estrés
debida a una disminucioén en la disponibilidad de agua en el suelo, que se
puede definir en términos fisico-quimicos como una reduccién en el
potencial hidrico, o { (Verslues ef al, 2006). Este factor es comun a
otros tipos de estreses, como el osmético o la congelacion. Una
disminucion de ¢, implica un menor valor de la energia libre del agua, lo
que hace mas dificil su captacion por la planta, ya que el movimiento del
agua se produce desde zonas en las que esta presenta mayor potencial Yy
hacia zonas de menor potencial (Kramer y Boyer, 1995). Ante esta
situacion las plantas ponen en marcha una serie de mecanismos que se
desarrollan en tres etapas. En primer lugar, se ponen en marcha los
mecanismos de evitacion del estrés, destinados a mantener el balance
hidrico evitando la pérdida de agua a través de los tejidos de la planta, y
favoreciendo la toma de la misma, de forma que no se alteren los valores
de {y de los tejidos vegetales. En segundo lugar, cuando este balance no
se puede mantener, se ponen en marcha mecanismos de evitacion de la
deshidratacion, cuya mision es reducir los valores de ¢, de la planta por
debajo de los del suelo, garantizando asi el flujo de agua y evitando la
deshidratacion. En tercer lugar, si los mecanismos anteriores no
funcionan, y efectivamente los tejidos vegetales experimentan una
pérdida de agua, se activan los mecanismos de tolerancia a la
deshidratacion, cuya mision es evitar o reducir los dafios derivados de la
falta de agua en el tejido (Levitt, 1972; Verslues ez al., 2000).

La evitacion del estrés hidrico se consigue, generalmente, a través
de la modificacién de la arquitectura radicular, incrementando su

superficie, asi como mediante el cierre estomatico. La evitaciéon de la
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deshidratacion se lleva a cabo mediante la acumulacion de solutos
compatibles en la célula, o a través de un incremento en la elasticidad de
la pared celular, lo que redunda en una disminucién de la presién sobre
el protoplasto que contribuye, junto con la acumulacién de solutos, a la
bajada del ¢y del interior de la célula. Finalmente, los mecanismos de
tolerancia a la deshidratacién son variados, e implican cambios en el
metabolismo destinados a generar metabolitos anti-ROS y protectores de
componentes celulares, enzimas antioxidantes, proteinas con funcion
chaperona (entre ellas HSPs) y proteinas protectoras de membrana y
acidos nucleicos (Levitt, 1972; Bartels y Sunkar, 2005; Verslues ez al.,
2006). Aunque esta clasificacion es util, cabe destacar que existe un
solapamiento de respuestas, y que no necesariamente todas ellas se

suceden en progresion perfectamente lineal ni se encuadran en una tnica

de las etapas (Verslues ez al., 20006).

Una de los mecanismos mas importantes que las plantas ponen en
marcha para paliar el estrés hidrico consiste en el cierre estomatico, pues
es a través de estas estructuras por donde se produce la pérdida de hasta
el 90% del agua por transpiracion (Xu ez al., 2010). Sin embargo, este
cierre conduce a una reduccion en la cantidad de CO; disponible para la
fotosintesis y a una represion del aparato fotosintético, lo que conlleva
una disminucion del crecimiento y un aumento de la fotooxidacion, que
incrementa enormemente la cantidad de ROS en la célula (Osakabe ¢7 4/,
2014). El ABA es la hormona central reguladora de las respuestas a
estreses abioticos, y participa de una forma u otra en la activacion de
todos los mecanismos que se han mencionado mas arriba, entre ellas el
cierre de estomas (Fujita efal, 2006; Verslues et al., 2006; Seki e al.,
2007). En una situacion de estrés hidrico, algunas enzimas clave de la
biosintesis del ABA se inducen de forma especifica en el tejido vascular,
donde se acumula esta hormona (Daszkowska-Golec y Szarejko, 2013;
Osakabe ¢7 al., 2014). En las raices, la ausencia de agua también estimula
la producciéon de ABA, el cual es conducido hasta los tallos y las hojas,
donde regula el comportamiento de los estomas, haciendo las veces de
sefial de estrés (Xu et al, 2010). E1 ABA acumulado en el tejido vascular
pasa a las células guarda del estoma por difusiéon pasiva, cuando se
producen cambios de pH inducidos por la deshidratacion, y a través de
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transportadores especificos. En el interior de la célula guarda, el ABA
estimula la produccion de ROS, lo que activa la liberacion de iones Ca?*
al citosol desde reservorios intracelulares. El incremento de la
concentracién citosoélica de este catién activa a su vez a toda una serie de
canales que median la salida de varios aniones (de Cl, malato?, NOs,
etc.) hacia el apoplasto. Esto dltimo produce una despolarizacion de la
membrana celular, lo que a su vez activa a canales de K* que median la
salida de este cation, e inactiva a los canales que regulan su entrada,

ocasionando una pérdida de turgencia en la célula guarda y el cierre del

estoma (Daszkowska-Golec y Szarejko, 2013; Osakabe ez af., 2014).

En la apertura y cierre de estomas juegan un papel fundamental
otras fitohormonas. El JA activa la produccién de ROS y ‘NO en la
célula guarda, lo cual induce la acumulaciéon de Ca?* en el citosol debido
a la entrada del cation desde el apoplasto y a su liberacion desde
depdsitos intracelulares. La sefial de calcio vuelve a desembocar en la
despolarizacién de la membrana y en el cierre del estoma, en una
secuencia de sucesos equivalente a la que se produce bajo la activacion
de la senalizacion por ABA (Daszkowska-Golec y Szarejko, 2013). E1 SA
también promueve el cierre estomatico a través de la generacion y
acumulacion de ROS en los estomas (Miura efal, 2013; Khan et al,
2015). En consonancia con esto ultimo, los mutantes de A. thaliana en la
enzima SIZ-1 (de SIZ-type small unbiguitin-related modifier E3 ligase), que
acumulan mas SA (Lee ef al., 2007), presentan una mayor generacion de
ROS y una disminucién de la apertura estomatica, lo que correlaciona
con una mayor tolerancia a la sequia. Por el contrario, los mutantes
dobles siz-7/NahG pierden el fenotipo de resistencia a la deshidratacion
caracteristico de los mutantes sencillos s7z-7, debido a la degradacién del
SA por la expresion del gen NahG, y el consiguiente aumento de la
apertura estomatica (Miura efal, 2013). SA y ABA inducen la
acumulacién de ROS a través de dos rutas diferentes: el SA activa la
produccién de O~ a través de peroxidasas, mientras que el ABA
estimula la generacién de H;O; principalmente a través de NADPH
oxidasas (Miura ¢f al., 2013; Okuma ez al., 2014). Otros mutantes de A.
thaliana que acumulan SA en cantidades superiores a la planta silvestre

también exhiben este comportamiento de tolerancia incrementada a la
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deshidratacion, derivado igualmente del cierre estomatico. Ademas, estos
mutantes sobreexpresan de forma constitutiva genes de respuesta a la
sequia, como dehidrinas, oxidasa alternativa y enzimas metabolizadoras
de ROS, los cuales también podrian ser responsables de la mayor
tolerancia a la sequia inducida por SA (Okuma ez al., 2014).

Aunque el ABA y el SA intervienen en el cierre estomatico a través
de la produccion de ROS, ambas hormonas suelen mostrar un
comportamiento antagénico en otros ambitos (Fujita ef al, 2006; Bari y
Jones, 2009). Asi, el tratamiento con ABA puede suprimir la induccién
de la SAR en el estrés bidtico, la cual es dependiente de SA. La
sefializacion por ABA inhibe la ruta del SA aguas abajo y aguas arriba de
esta hormona, incluidas enzimas de biosintesis de SA como la ICS1 (de
1sochorismate synthase-1), codificada por el gen SID2 (de SA induction-deficient
2, mutante sid?2). La acciéon antagéonica que el ABA ejerce sobre la
sefializacion por SA se realiza de forma independiente del JA y de otras
hormonas. El SA, a su vez, inhibe la expresion de genes de biosintesis y
de respuesta a ABA durante la SAR (Yasuda ez a/, 2008).

Junto con el cierre estomatico, uno de los principales mecanismos
de tolerancia a la deshidratacion consiste en la acumulacién de
metabolitos compatibles, los cuales disminuyen el ¢y y actian como
antioxidantes o estabilizadores de estructuras subcelulares y proteinas sin
interferir de forma notable en el metabolismo celular (Verslues ef 4/,
20006). Diversos estudios fisiologicos, en distintas plantas, muestran
como azucares no estructurales, alcoholes de azucares, aminoacidos y

aminas o poliaminas presentan actividad osmoprotectora frente al estrés

hidrico (Seki ez al., 2007).

Los azucares y sus derivados actian como protectores osmoticos,
antioxidantes y estabilizadores de macromoléculas. Muchos de estos
azucares también pueden proteger a estructuras como la membrana
celular durante la desecacion, a través de la formacion de cristales,
interaccionando con las cabezas polares de los fosfolipidos de membrana
e impidiendo la fusién de las mismas (Bartels y Sunkar, 2005). Los
azucares y sus derivados mas relevantes en la tolerancia a estrés hidrico

son la sacarosa, la fructosa, la trehalosa, el sotrbitol, el manitol, el
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galactinol, y oligosacaridos y polisacaridos de la familia de la fructosa
(fructanos) y de la rafinosa (Seki e al, 2007). Los fructanos también
desempefian funciones relevantes en la estabilizacion de membranas
durante el estrés hidrico. La acumulacién de galactinol y rafinosa también
conduce a una mayor tolerancia a la deshidratacién, a través de una
reduccién de la transpiracion durante este estrés; de hecho, una de las
enzimas de biosintesis del galactinol, la galactinol sintasa 2, o GolS2 (de
Galactinol synthase 2), se ha caracterizado como una proteina inducible
bajo estrés hidrico (Taji ez al., 2002).

La prolina (Pro), es clave en la tolerancia a la sequia. Desempefa
un papel multifuncional, y se ha analizado su participacion en el ajuste
osmotico del y, en la estabilizacion de membranas, en la desactivacion
de radicales libres, y en la senalizaciéon del estrés haciendo las veces de
molécula mensajera. Su acumulacién tiene lugar en el citosol, donde
ademas de actuar a modo de chaperona, garantizando la estabilidad de las
proteinas, también tampona el pH (Hayat ef a/, 2012). Se ha encontrado
una fuerte correlacion entre la acumulacion de Pro y la resistencia a la
deshidratacion, de modo que mutantes de A. thaliana deficientes en la
sintesis de Pro son especialmente susceptibles a este estrés (Seki e al,
2007). En numerosas plantas, la acumulaciéon de Pro va ligada a la
activacion de la ruta de sefializacion por ABA (Verslues y Zhu, 2005;
Hayat ez al., 2012). El SA también regula positivamente la sintesis de Pro
durante numerosos estreses abidticos, incluido el estrés por sequia (IKKhan
et al., 2015).

Las poliaminas, pequefias moléculas policationicas, estan
implicadas en la tolerancia a numerosos estreses abidticos. Entre estos
compuestos destacan la putrescina (Put), la espermidina y la espermina
(Seki et al, 2007). Los niveles de estas tres poliaminas cambian
enormemente ante situaciones de estreses ambientales, e intervienen en
la adquisicién de tolerancia actuando a modo de moléculas
desactivadoras de radicales libres, como solutos compatibles
moduladores del valor del ¢, y como reguladores de canales de K* en
los estomas (Alet e al., 2011). En referencia a esto ultimo, la Put podria
tener papeles relevantes en la modulacion de la conductividad

estomatica, pues las plantas de A. thaliana que sobreacumulan este
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compuesto presentan menores niveles de transpiracion y una tolerancia
incrementada a la deshidratacion (Alcazar efal, 2010). La Put puede
obtenerse de forma indirecta a través de la arginina, gracias a la accién de
enzimas arginina descarboxilasa (ADC, de _Arginine decarboxilase), via
agmatina. En A. thaliana existen dos ADCs, ADC1 y ADC2; ADCI se
expresa principalmente en raices y hojas en situaciones de estrés por
congelacion, mientras que la sacarosa, la luz y el etileno actian como
reguladores clave de la expresion de ADC2; esta ultima, ademas, es
inducible bajo estreses osmoticos y por sequia, lo que conduce a una
elevada acumulaciéon de Put bajo estas situaciones (Alcazar ef al, 2000;
Seki et al., 2007; Alet et al., 2011). Ademas, en mutantes de A. thaliana
deficientes en ABA, como A. thaliana aba?2 (atectado en uno de los pasos
de la biosintesis de esta hormona), la induccion de ADC2 por sequia se
encuentra impedida, asi como la acumulacién de Put, lo que sugiere que
el ABA modula el metabolismo de la Put durante el estrés hidrico
(Alcazar et al., 2000). La expresion de ADC1 y ADC2 también puede ser
modulada por la propia infeccion virica, pues la expresion de estos dos
genes, asi como los niveles de Put, se ven incrementados en .A. thaliana
infectada con TRV (Fernandez-Calvino ef al., 2014).

En las plantas, algunos aspectos clave de su fisiologia estan
regulados a través de miRNAs, en cuyo procesamiento y funcién, como
se comenté mas arriba, interviene AGO1. AGO1, su miRNA regulador
miR168, y la hormona ABA estan ligados en la respuesta a la
deshidratacion. AGO1 y miR168 incrementan sus niveles de expresion
en respuesta al tratamiento con ABA y al estrés por sequia, por tanto
estos dos factores modulan el nivel de AGO1 a nivel transcripcional
(nivel de mRNA de AGO1l) y a nivel post-transcripcional
(procesamiento del mRNA de AGO1 por el miR168). Los mutantes de
A. thaliana que sobreexpresan miR168 y que por tanto acumulan menos
AGO1, o los mutantes A. thaliana agol, que no expresan AGOI,
presentan hipersensibilidad al ABA y una tolerancia incrementada a la
sequia (Li efal, 2012), a través de mecanismos que parecen operar a

través de modificaciones fisiolégicas de la raiz (Westwood ez al., 2013).
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1.5.4. La interaccién planta-virus y la tolerancia a la sequia

En la naturaleza, las plantas se encuentran expuestas habitualmente
a situaciones de estreses bidticos y abidticos, que ocurren de forma
simultanea. El estrés desencadena en la planta la puesta en marcha de
mecanismos de tolerancia, algunos de ellos especificos de estrés,
mientras que otros son comunes a muchos de ellos. Es posible, por
tanto, que los cambios en la fisiologia de la planta inducidos por un
estrés incrementen la tolerancia a otro estrés sobrevenido. También es
plausible que la ocurrencia simultinea de varios estreses pueda
desencadenar una serie de respuestas que no se puedan extrapolar
directamente a partir del estudio de los estreses individuales. Ademas,
que la planta tolere determinados estreses de forma independiente no
implica que esta sea capaz de tolerarlos cuando ocurren simultaneamente
(Prasch y Sonnewald, 2013; Ramegowda y Senthil-Kumar, 2015).

Una combinacion habitual de estreses se da en plantas infectadas
por un patégeno en las que sobrevienen periodos de escasez de agua,
esto es, un estrés bidtico junto con estrés hidrico. La infeccion conlleva
la activacion de respuestas defensivas en las que hormonas tales como el
SA y el JA juegan un papel fundamental, como se ha detallado mas
arriba, modulando, entre otros aspectos, el estado redox de la planta o la
seflalizacion por ABA. De este modo, las plantas infectadas y sometidas
a privacion de agua podrian mostrar una susceptibilidad incrementada al
estrés hidrico, derivada, por ejemplo, del exceso de acumulacion de ROS
por ambos estreses, o de cambios en la sensibilidad a la sefializacion por
ABA, fruto de las interferencias que ejercen las rutas del SA y JA sobre
esta hormona. Ademas, las plantas infectadas también podrian mostrar
una tolerancia incrementada al estrés hidrico, debida a la acumulacién de
metabolitos inducida por la infeccién, o a un manejo mas eficiente del
estrés oxidativo que se produce por la falta de agua, a través de
mecanismos de desactivacion de radicales libres establecidos previamente

durante el estrés bidtico (Ramegowda y Senthil-Kumar, 2015).

En estudios realizados sobre maiz infectado con MDMYV (de Mazze
dwarf mosaic potyvirus), y sometido a estrés hidrico, se observa una

reduccion importante en el crecimiento y rendimiento obtenidos, en
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relaciéon a las plantas analizadas bajo cada uno de los estreses por
separado (Olson, 1990). Estos resultados sugieren un efecto aditivo y
perjudicial de ambos estreses. En cambio, en otro estudio realizado
sobre varias especies vegetales, entre ellas el hospedador experimental N.
benthamiana, y hospedadores de interés agronémico tales como arroz,
pimiento, melén, calabaza o remolacha, se ha observado una mayor
tolerancia a la sequia cuando las plantas estan infectadas con distintos
tipos de virus de RNA, como BMV (de Brome mosaic bromovirns), CMV,
TMV o TRV. Asi, estas plantas infectadas tardan varios dias mas que las
sanas en mostrar sintomas asociados a la deshidrataciéon, como son la
pérdida de turgencia y el marchitamiento. Ademas, también se observa
un menor nivel de transpiraciéon en las plantas de remolacha infectadas
con CMV, seguramente debido al cierre estomatico inducido por la
infeccién. El analisis metabdlico de plantas de arroz infectadas con
BMV, y de remolacha infectada con CMV, antes y después del estrés
hidrico, y en relacién a los controles no infectados, pone de manifiesto
una elevada acumulacion de varios metabolitos, muchos de los cuales se
han caracterizado como antioxidantes y osmoprotectores, entre los que
destacan la trehalosa, la Pro y la Put, ademas de la hormona SA. Estos
resultados sugieren que la infeccién virica incrementa en la planta la
tolerancia a la deshidratacion a través de su aclimataciéon previa, como
consecuencia del estrés fisiolégico derivado de la infeccidn inicial, que

queda reflejado en la acumulaciéon de metabolitos protectores (Xu e al,

2008).

Frente a la defensa antiviral basada en sRNAs, los virus de planta
expresan VSRs. Estos factores interfieren también con la regulacion
enddgena de la planta, lo cual puede afectar a procesos tales como la
tolerancia a estreses. De este modo, el incremento en la tolerancia a la
deshidratacion que experimenta A. thaliana infectada con CMV se ha
relacionado con el VSR de este virus, 2b. Coherente con este hecho son
dos observaciones: A. thaliana intectada con mutantes de CMV sin este
VSR (CMVAZ2b) no muestran tolerancia a la deshidratacion, y las plantas
transgénicas 4. thaliana que expresan 2b, por el contrario, si que
presentan una mayor tolerancia a este estrés. La expresion de este 2b

interfiere en la sefializacion por ABA, y conlleva incrementos en la
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transpiracion y en el tamafio y numero de raices. 2b ejerce su actividad
supresora a nivel de AGOI1, pero su papel en la tolerancia al estrés por
deshidratacion parece independiente de su actividad supresora, y aunque
module la ruta de respuesta a ABA, parece que no tiene efectos sobre la

senalizacion ABA-miR168-AGO1 (Westwood ez al., 2013).
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-Aunque la necrosis sistémica (SN) asociada al sinergismo PVX
(Potato virus X)-potyvirus en Nicotiana spp. se ha caracterizado con cierto
detalle, todavia se desconoce qué factor virico es el responsable ultimo
en la induccién de esta respuesta, y cuales son los mecanismos

moleculares que subyacen a la misma.

-La concentracion de CO; ([CO,]) y la temperatura (T), son dos
factores ambientales que influyen en la interacciéon planta-virus. Dadas
las tendencias actuales de aumento de ambos factores a nivel global, es
posible prever alteraciones futuras en las interacciones planta-virus, cuyas
implicaciones en la manifestacion de sintomas son, en su mayor parte,
desconocidas. Ningun estudio al respecto se ha realizado en el caso

concreto de las infecciones virales sinérgicas y la SN.

-Algunos estudios sugieren que la situacién de estrés producida en
las plantas por las infecciones viricas induce algin grado de adaptacion a
estreses abiodticos, como por ejemplo a la sequia, aunque las bases
fisiol6gicas, metabodlicas y hormonales exactas de esta tolerancia
incrementada se desconocen en su mayor parte. Debido al cambio
climatico, las predicciones contemplan un incremento en los episodios
naturales extremos con efectos perniciosos para los cultivos, lo que
incluye, entre otros, sequias frecuentes en numerosas regiones del

planeta.

Teniendo todo ello en cuenta, se ha considerado conveniente
establecer los siguientes tres objetivos basicos para el presente trabajo de

tesis:

1. Identificacién del factor o factores viricos implicados en la
induccién de uno de los sintomas mas graves en patologia vegetal, como
es la respuesta de SN asociada al sinergismo PVX-potyvirus en N.
benthamiana (Capitulo 4).

2. Analisis del efecto de alteraciones en condiciones ambientales
ligadas al cambio climatico, como son incrementos de T o de [CO;],en la
manifestacién de sintomas asociados a la infeccién con PVX, PPV (Plum
pox potyvirus), o con el par sinérgico PVX-PPV en N. benthamiana
(Capitulo 5).
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3. Estudio del efecto de las infecciones viricas en la respuesta de la
planta a un estrés abiético, como es la sequia, empleando como modelos
a N. benthamiana y A. thaliana intectadas con PVX, PPV, PVX-PPV, o
con quimeras obtenidas a partir de ambos virus. Analisis de los cambios
metabolicos, fisiologicos y hormonales sobre los que se sustenta el

incremento de la tolerancia a la sequia en plantas infectadas (Capitulo 6).
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3.1. MATERIAL VEGETAL, AGROINFILTRACION Y
AGROINOCULACION

En esta tesis se emplearon plantas de Nicotiana benthamiana
silvestres, Nicotiana tabacum cv. Xanthi, y Arabidopsis thaliana ecotipo Col-
0 (Columbia). La cepa de Agrobacterium tumefaciens empleada a lo largo de
los experimentos fue GV3101.

3.1.1. Cultivo de N. benthamianay N. tabacum

Las plantas de IN. benthamiana, en condiciones normales, crecieron
a 25°C, en ciclo de difa largo (16 h luz/8 h oscuridad), a 2500 lux y un
65% de humedad relativa. Como sustrato se emple6 una mezcla de
tierra:vermiculita en proporciéon 3:1 v/v. Los tiestos empleados
presentan una circunferencia de 8 cm de diametro y una profundidad de
7 cm. Estas plantas se cultivaron inicialmente en semillero, y a las 3
semanas de edad se transfirieron a tiestos individuales para su
crecimiento final, bajo las mismas condiciones. El cultivo de N. fabacum

se realizo en condiciones equivalentes a las de IN. benthamiana.

A parte de N. benthamiana silvestre, en el presente estudio se
empleé una version transgénica de la misma, N. benthamiana NahG,
transformada con el gen de la salicilato hidroxilasa bacteriana, que se ha

descrito previamente (Ying ef al., 2010).

3.1.2. Agroinfiltracion de N. benthamianay N. tabacum

Para los ensayos de expresion transitoria de proteinas (ensayos de
parches en hoja, del inglés patch assay) o de infecciones con virus, los
cultivos correspondientes de A. fumefaciens se incubaron hasta alcanzar la
etapa de crecimiento exponencial, en 5 mL. de medio LB suplementado
con los antibiéticos de seleccién apropiados, en agitacion de 210 rpm y a
28°C, durante 24 h. Una vez saturados, estos cultivos se centrifugaron a
4000 rpm durante 10 min y el sedimento de bacterias se resuspendi6 en
medio de agroinfiltracién, constituido por 10 mM MES (acido 2-N-
morfolino-etanosulfénico pH 5,6), 10 mM de MgCl, y 150 uM de
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acetosiringona (Tenllado y Diaz-Ruiz, 2001). La D.O final alcanzada
dependi6é del tipo de experimento; asi, para los ensayos de expresion
transitoria de proteinas se fij6 una D.Ogp (densidad optica a 600 nm)
final de 0,6, mientras que para las infecciones viricas la D.Ogn final fue
de 0,3, para cada cultivo resuspendido. De este modo, para la
agroinfiltracion de combinaciones de proteinas o de virus se realizaron
mezclas 1:1 v/v de las disoluciones de agrobacteria correspondientes.
Las disoluciones finales se infiltraron a través del envés de IN.
benthamiana, presionando con una jeringa de 1 ml sin punta, y
consiguiendo parches de unos 2 cm de diametro. Para los experimentos
de expresion transitoria de proteinas se emplearon plantas de porte
adulto (8-10 hojas), pero siempre en etapas previas a la floracién. En los
experimentos de infeccion, por el contrario, se emplearon plantas con un
grado de desarrollo de 4-6 hojas. La agroinfiltracion de N. tabacum se

realiz6 siguiendo las mismas especificaciones que para N. benthamiana.

3.1.3. Cultivo in vitro de A. thaliana

Para A. thaliana, aparte de la forma Col-0 silvestre, se emplearon
las siguientes lineas transgénicas y los siguientes mutantes, los cuales se
han descrito previamente: aba?-1 (Rook et al., 2001), NahG (Lawton

et al., 1995), sid2-2 (Wildermuth ez al., 2001) y coi1-1 (Feys et al., 1994),
todos ellos derivados también del ecotipo Col-0.

En primer lugar, A. thaliana se cultiv en placa con el objetivo de
inocularla con los virus pertinentes antes de su traspaso a tierra. Para el
cultivo 7z vitro, se esterilizé en primer lugar la superficie de las semillas, y
posteriormente se sembraron en placas con medio MS (de Murashige and
Skoog medinm) consistente en 4,4 g/L de sales MS (Duchefa Biochemie)
suplementado con un 0,7% w/v de sacarosa, y solidificado con 1% de
Bacto Agar (Difco). Una vez preparadas, las placas se sellaron con cinta
permeable al intercambio gaseoso (Millipore), y se mantuvieron a 4°C y
oscuridad durante 3 dias (estratificacion), transcurridos los cuales se

pasaron a crecer en camaras de cultivo a 21°C, bajo condiciones de dia

largo (16h luz/8h oscuridad).
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Para los mutantes ¢0i7-7, los homozigotos recesivos se
seleccionaron a partir de semillas derivadas de la autofecundacion de
parentales heterozigotos. Esta seleccion se realiz6 en base a las
deferencias de sensibilidad al metil-jasmonato de la descendencia cuando
crecieron en estas mismas placas MS suplementadas con 50 pM de metil-
jasmonato (MeJA). De este modo, las plantulas heterozigotas y las
silvestres presentan un desarrollo disminuido en estas condiciones,

mientras que las homozigotas ci7-1 pueden crecer aun en presencia de

MeJA.

3.1.4. Agroinoculacion in vitro de A. thaliana

La inoculacion de A. thaliana con los virus se realizé en la propia
placa de cultivo, a los 14 dias tras la germinacién. Para esta
agroinoculacion 7 vitro, los cultivos de A. tumefaciens correspondientes se
crecieron en condiciones equivalentes a las que se comentaron para IN.
benthamiana (punto 3.1.2), y el sedimento de bacterias se resuspendio en
medio de agroinfiltracién hasta conseguir una D.Og final de 1,5. Con
estas disoluciones se impregnaron palillos mondadientes que se utilizaron
para punzar dos hojas por plantula, tras lo cual se dejaron crecer en placa

bajo las mismas condiciones.

3.1.5. Cultivo de A. thaliana

A distintos intervalos de tiempo, de 6 u 11 dfas tras la
agroinoculaciéon (dias post-agroinoculaciéon, dpa), las plantas se
transfirieron a tiestos para su crecimiento final, permaneciendo un
numero de dias variable cubiertas por una bolsa de plastico, la cual se
abri6 gradualmente hasta dejar a las plantas creciendo bajo las
condiciones finales de cada experimento. A. fthaliana, en condiciones
normales, se cultivd a 21°C, en ciclo de dfa largo (16 h luz/8 h
oscuridad), a 17000 lux y un 65% de humedad relativa. Como sustrato se
empled una mezcla de tierra:vermiculita en propotcion 3:1 v/v. Los
tiestos empleados presentan una circunferencia de 5 cm de diametro y

una profundidad de otros 5 cm.
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3.1.6. Cultivo y agroinfiltraciéon/agroinoculacion de N.
benthamiana y A. thaliana bajo condiciones alteradas, asociadas
al cambio climatico

En la presente tesis, N. benthamiana se ha crecido bajo tres

condiciones ambientales alteradas distintas:

-Para los experimentos en alta concentracion de CO, ([COy]), IN.
benthamiana se crecié en camaras de cultivo (SANYO Electronic Co.) con
atmosferas suplementadas con este gas, hasta las 970 ppm. Las plantas se
sometieron a estas condiciones una semana antes de la agroinfiltracion
con el objetivo de conseguir su aclimatacion. Como controles, se

mantuvieron plantas a la [CO;] de referencia de 401 ppm.

-Para los experimentos en alta o en baja temperatura (T), N.
benthamiana se crecié en camaras de cultivo (SANYO Electronic Co.) a
30°C (en experimentos de infeccion viral) y a 16°C o 32°C (en
experimentos de expresion transitoria de proteinas). Las plantas se
sometieron a estas condiciones una semana antes de la agroinfiltracion
con el objetivo de conseguir su aclimatacion. Como controles, se
mantuvieron plantas a la T de referencia de 25°C (T estandar). Para los
experimentos de agroinfiltraciéon a elevada T (30 y 32°C), se requiere una
ventana de un minimo de 24 h para conseguir la transferencia del T-
DNA de A. tumefaciens a la planta, ya que este proceso es ineficaz a T
superiores a 28°C (Del Toro etal, 2014). En el presente trabajo, se
determiné como tiempo Optimo una ventana de 48h para lograr una
acumulacion de proteina equivalente entre alta T y la conseguida a los
25°C de referencia. Por ello, una vez agroinfiltradas, las plantas se
mantuvieron 48 h a 25°C, transcurridos los cuales se devolvieron a las

camaras con alta T.

-Para los experimentos de estrés por sequia, N. benthamiana se
infect6 con los virus pertinentes mediante agroinfiltracion.
Posteriormente, a 10 dias tras la agroinfiltracion (10 dias post-
agroinfiltracion, 10 dpa) las plantas se mantuvieron con agua en las
bandejas durante 3 h, con el objetivo de saturar los tiestos y
homogeneizar de este modo el contenido en agua del sustrato. Tras este

tiempo, se eliminé por completo el agua y estas plantas no se volvieron a
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regar. Como controles, se mantuvieron plantas con el riego habitual. Los
analisis de contenido (%) en agua y de eficacia bioldgica se realizaron
sobre estas plantas a distintos dias tras la retirada del riego (dfas post-
riego, o dpr).

En esta tesis, A. thaliana también se ha crecido bajo condiciones
de estrés por sequia. En los experimentos de determinacion de tolerancia
a este estrés, a los 16 dpa, se retiré la bolsa de plastico que cubria a las
plantas que habian sido transferidas a tierra cinco dfas antes (a 11 dpa), y
se mantuvieron en riego por saturacion durante 3 h, afiadiendo agua en la
bandeja hasta conseguir la completa homogenizacién de la humedad del
sustrato en todos los tiestos. Tras este tiempo se eliminé el agua por
completo de las bandejas y estas plantas no se volvieron a regar. Como
controles, se mantuvieron plantas con el riego habitual. También, los
analisis de contenido (%) en agua y de eficacia biolégica se realizaron

sobre estas plantas a distintos dpr.

Con el objetivo de minimizar la variabilidad entre los distintos
experimentos, asi como entre sus repeticiones, las plantas control no
infectadas (pero agroinfiltradas o agroinoculadas con GUS) y las
infectadas se crecieron en las mismas bandejas una vez se homogeneizé
el contenido en agua de los tiestos, y tras haber eliminado toda el agua.
De forma periddica y aleatoria se cambi6 la posicion que ocupaban las
plantas en la bandeja, asi como las posiciones de estas bandejas dentro de
las camaras de cultivo. Todos los experimentos se repitieron al menos
dos veces y se emplearon un minimo de 12 plantas de N. benthamiana, o

de 15 plantas de A. thaliana, por repeticion.

3.2. CONSTRUCCIONES DE VECTORES BINARIOS

En el presente trabajo, en IN. benthamiana se expresaron de forma
transitoria los siguientes factores virales: PPV HC (Hebper component
proteinase de Plum pox potyvirns); PPV HCLH (o HCL34H), una forma
mutada de HC sin actividad supresora del silenciamiento (Gonzalez-Jara
et al., 2005); TEV HC (Helper component proteinase de Tobacco etch potyvirus)
(Goytia et al., 2006); TBSV P19 (P19 de Tomato bushy stunt tombusvirus)
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(Uhrig et al., 2004); P1 de PVY (P1 del potyvirus Potato virus Y) (Tena
Fernandez et al, 2013); CMV 2b (2b de Cucumber mosaic cucumovirus)
(Canto etal, 2002); y CTIV P23 (P23 de Citrus tristeza closterovirus)
(Fagoaga e al., 2000); la amplificacion por PCR vy la clonaciéon de todos
estos factores en vectores binarios de A. tumefaciens ha sido descrita
previamente. Como proteina de referencia sin efectos notables sobre la
acumulacién de otras proteinas, o sobre la apariciéon de necrosis, se

emple6 a la B-glucuronidasa (GUS), cuya secuencia se clondé en
pCAMBIA 1305.1 y se transformoé en A. fumefaciens.

La proteina BiP de N. benthamiana (NbBiP4, o NDbBLP4,
FJ463755.1) se obtuvo a partir de la retrotranscripciéon (RT) con
oligonucle6tido de poliT realizada sobre RNA total de N. benthamiana,
con el kit de SuperScript Reverse Transcriptase 11 (Invitrogen). Esta RT
se emple6 como sustrato para una PCR posterior realizada con
cebadores que contenfan en sus extremos 5’ las secuencias de
recombinacion attB1 y attB2; estos cebadores se denominaron directo
attB1 BiP y reverso attB2 BiP (TABLA 1). El producto de PCR se cloné
en un plasmido pDONR207 a través de un proceso de recombinacion
bajo la accién de la clonasa II BP (Gateway Technology; Invitrogen). La
secuencia de BiP se transfirié posteriormente desde el pDONR207
original hasta el vector binario de destino pGWB14, a través de una
reaccion de recombinacién asistida por la clonasa II LR (Invitrogen).
Una vez obtenido pGWB14 con el inserto correspondiente, se
transformé A. tumefaciens con él. Este vector de destino pGWB14
permite expresar BiP fusionada en su extremo C-terminal a un epitopo
de hemaglutinina (HA). Todas las clonaciones se realizaron con la DNA
polimerasa Phusion (Finnzymes), confirmandose la fidelidad de la

amplificacion mediante secuenciacion de los clones.

En los ensayos de coagroinfiltraciéon en los que la proteina GFP
formo parte, se empled la GFP T65S, expresada a partir de un vector
pCAMBIA2300 (Haselofft e al.,, 1997).
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3.2.1. Clonaciones de P25

La regiéon codificante completa de P25 se amplificé por PCR a
partir de pP2C2S-402, un clon de cDNA de PVX derivado de pP2C2S
(Baulcombe e¢fal, 1995). Para esta amplificaciéon se emplearon los
oligonucleétidos directo P25Ncol y reverso P25Xmal (TABLA 1). El
fragmento resultante de la PCR realizada con estos cebadores se clond
en el vector pRTL2 (Restrepo e al., 1990) abierto previamente con Ncol
y Xmal. El casete de expresion de pRTL2, ya con la secuencia de P25, se
aisl6 mediante digestion con Pstl y se inserté en un vector de
transformacion apto para la expresion de proteinas en plantas, como es
pCAMBIA2300, originando el plasmido final pCAM-P25, con el cual se

transformo A. tumefaciens.

La version silvestre de P25 marcada con el epitopo T7 (P25-T7), o
las formas mutantes de esta misma P25-T7, se obtuvieron a través de
PCRs realizadas con pCAM-P25 como sustrato y con cebadores que
inclufan la secuencia de este T7 en el extremo C-terminal de la secuencia
codificante de P25. Estos cebadores fueron: directo P25Ncol y reverso
P25T7Xmal (TABLA 1). Las sustituciones aminoacidicas A104V,
T117A y K124E, y un codén de parada prematuro en posicion 18
(P25Stop), se introdujeron separadamente en la secuencia codificante de
P25 mediante dos PCRs consecutivas (Higuchi ef a/, 1988), utilizando
como molde pCAM-P25, el cebador directo P25Ncol, el cebador
reverso P25T7Xmal, y dos cebadores especificos para cada forma
mutante, de acuerdo a las secuencias de los mutantes que han sido
descritas previamente (Bayne ¢z a/., 2005). Brevemente, cada producto de
PCR se clon6 en vectores pRTL2 previamente digeridos con
Ncol/Xmal, y posteriormente se transfiriecron a  vectotes
pCAMBIA2300 digeridos con Pstl. La presencia de las sustituciones
nucleotidicas adecuadas se confirmé mediante secuenciacion. Todas las
PCRs para estas clonaciones se realizaron con la DNA polimerasa
Phusion (Finnzymes) y con los plasmidos finales se transformé _A.

tumefaciens.
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3.2.2. Clonaciones de virus y quimeras

El vector binario pGR107, que contiene la secuencia infectiva de
PVX en forma de c¢cDNA, fue cedido por el Dr. D.C. Baulcombe
(University of Cambridge, UK). El mutante de PVX delecionado en P25
(PVXAP25) se obtuvo tras digerir el vector pGR107 con Apal (en
posicion 4945 de PVX) y tratar los extremos originados con el fragmento
Klenow, procediendo finalmente a su religaciéon. Este mutante
PVXAP25 expresa una forma de P25 no funcional, que carece de los 73

aminoacidos del extremo C-terminal.

El clon infectivo de cDNA correspondiente a PVX con el factor
HC de PPV (pPVX-HC), con este dltimo factor bajo el control del
promotor duplicado de la proteina de la capsida (CP), ha sido descrito
previamente (Gonzalez-Jara e# al., 2005). Este PVX-HC se amplificé por
PCR a partir de pPPVX-HC, se inserté en pDONR207 y de este se llevo
finalmente al vector binario de destino pGWB2 (Nakagawa ¢z a/., 2007), a
través de la tecnologia Gateway que se describié mas arriba para NbBiP.

Las secuencias codificantes de P25 y de GFP se clonaron en un
vector con la secuencia infectiva de PPV en forma de cDNA, cedido por
el Dr. J. A. Garcia (Centro Nacional de Biotecnologia, Madrid, Espafa).
De este modo, se obtuvieron las quimeras PPV-P25 y PPV-GFP, esta
ultima utilizada a modo de quimera control, y referida en adelante
simplemente como “PPV”. La secuencias de P25 y de GFP se
amplificaron por PCR con DNA polimerasa Phusion (Finnzymes), P25 a
partir del vector pCAM-P25, y GFP a partir del vector pCAMBIA
2300/GFP que ha sido desctito previamente. Los cebadores empleados
para P25 fueron directo attB1 P25 y reverso attB2 P25; para GFP fueron
directo attB1 GFP y reverso attB2 GFP (TABLA 1). Una vez finalizada
la PCR, estas secuencias se llevaron a pDONR207, y de ahi al vector
binario de destino pGWBInPPV-3xHA, a través de la tecnologia
Gateway. Este vector pGWBIinPPV-3XHA, derivado de pBinPPV
(Alamillo ez al., 2006), permite expresar en la planta a P25 y a GFP
fusionadas en C-terminal a un epitopo constituido por tres repeticiones

de HA. Con los plasmidos finales se transformo A. tumefaciens.
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3.3. ANALISIS DE LA ACTIVIDAD SUPRESORA DE P25

En los ensayos de evaluacién de la actividad supresora del
silenciamiento génico de la proteina P25, se coagroinfiltré la proteina
reportera GFP (pCAMBIA2300/GFP) con P25-T7 silvestre o con las
formas mutantes del mismo (expresadas a partit de pCAMBIA2300).
Como control de ausencia de actividad supresora del silenciamiento, se
coagroinfiltr6 GFP con la proteina control GUS (expresada esta ultima a
partir de pCAMBIA1305.1). En estos experimentos, con el objetivo de
evitar la variabilidad entre hojas y plantas, para aquellas combinaciones
que se pretendian comparar entre si las agroinfiltraciones se procuraron
realizar sobre la misma hoja, en forma de parches separados.
Visualmente, la evolucién de la acumulacion de GFP se siguid
empleando iluminacién UV de onda larga, para analizar la fluorescencia
emitida por esta proteina. Posteriormente, todos los parches de una
misma combinacion de proteinas, pertenecientes a distintas plantas, se
pusieron en comun a la hora de realizar el analisis a nivel de proteina
(western blot de P25 y de GFP) o a nivel de RNA (northern blot de GFP). A
determinados  tiempos, se tomaron imagenes de fenotipos
representativos con una camara Leica DFC 320. Este método basico
para analizar la actividad supresora de una proteina, a través del efecto
que ejerce sobre la acumulacién de otra proteina reportera agroinfiltrada

simultaneamente, ha sido descrito previamente (Del Toro ez al, 2015).

3.4. TRATAMIENTO HORMONAL DE N. benthamiana
CON ACIDO SALICILICO (SA)

Para analizar el efecto del SA sobre la necrosis inducida por la
proteina P25 en N. benthamiana, se trataron estas plantas con una
solucion de 2 mM SA en agua (Sigma). Este tratamiento se realizé por
pulverizacion diaria, desde el dia anterior a la agroinfiltracién, sobre las

hojas a analizar, hasta los 8 dias tras la agroinfiltracion.
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3.5. ANALISIS DE ILA LIBERACION DE
ELECTROLITOS, ESTRES OXIDATIVO Y ACTIVIDAD
LIPOXIGENASA EN N. benthamiana

3.5.1. Liberacion de electrolitos

El dafio celular ocasionado por las infecciones virales, o por la
necrosis inducida por la proteina P25 de PVX| se cuantifico a través de la
medida de la liberacién de electrolitos. Para llevar esto a cabo, se
tomaron 24 discos de 0,3 cm? de tejido sistémico (infeccion viral, hojas
con sintomas evidentes de infeccidon) o de tejido agroinfiltrado
(expresion local de proteinas), utilizando un sacabocados. Las hojas se
aclararon inicialmente con agua destilada, y los discos obtenidos a partir
de ellas se incubaron en 5 mL de agua durante 6 h, en agitaciéon a 150
rpm y a una T estandar de 25°C. A las seis horas de determiné la
conductividad del agua de incubacién mediante un conductimetro de
platino (Crison), lo que constituye la lectura 1, que mide de la extensién
del dafo celular. Después, las muestras se hirvieron durante 20 min a
90°C, transcurridos los cuales los tubos se enfriaron en hielo hasta
alcanzar de nuevo la temperatura ambiente, y se midi6 la conductividad
de nuevo. Esta ultima medicién constituye la lectura 2, y ofrece una
cuantificaciéon de los electrolitos totales de cada muestra. LLa liberacion de
electrolitos se determiné como el % de los electrolitos totales de una
muestra liberados al medio acuoso durante las 6 h de agitacién;
matematicamente: 100 x [(Lectura 1 - conductividad del agua) /
(Lectura 2 - conductividad del agua)]. Con el objetivo de clarificar la
interpretacion de los resultados, al % de liberacion de electrolitos
correspondiente al tratamiento control se le asigné el valor 1, y los

valores del resto de los tratamientos se calcularon en relacion a este.

3.5.2. Tinciéon con DAB

Para analizar el estrés oxidativo inducido en N. benthamiana en
tejido infectado, o en parches agroinfiltrados con las combinaciones de

proteinas correspondientes, se emple6 tincién histoquimica con DAB
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(3,3’-diaminobenzidina). E1 DAB es sensible a la presencia de H,O», y en
la zona del tejido en la que esta especie reactiva se acumula el DAB
origina un precipitado marrén. Para esta tinciéon se emple6 una solucion
de 1 mg/ml DAB pH 3,8. Una vez preparada, el tejido se sumergié en
ella y se infiltré6 mediante la aplicacién de un ligero vacio con bomba,
durante unos 5-10 min en funcién del tamano del tejido. Posteriormente,
se incubo en agitacion durante 3 h a temperatura ambiente, transcurridos
los cuales se desecho la solucion de DAB, y se eliminaron los pigmentos
vegetales mediante incubacidon con etanol 96% a 65°C, en agitacioén
durante 3 h. Una vez blanqueado el tejido, los fenotipos representativos

se fotografiaron con camara Leica DFC 320.

3.5.3. Actividad lipoxigenasa (LOX)

Para analizar la actividad LOX, se prepar6 un extracto de proteinas
a partir de tejido agroinfiltrado con las combinaciones de proteinas
correspondientes. En concreto, se trituré el tejido en mortero refrigerado
con N liquido, y se homogeneiz6 con 100 mM de tampon fosfato
sodico (Na,HPO,/NaH,POy4) pH 6,5, en proporciéon 1 ml de tampén
por cada 0,5 g de tejido. La suspension se centrifugd a 15000x g durante
30 min a 4°C. Se tomo el sobrenadante y se determind su concentracion
proteica con reactivo Bradford (Quick Start™ Bradford Protein Assay
kit, Sigma). La actividad lipoxigenasa en este sobrenadante se determiné
espectrofotométricamente,  monitorizando  la  formacién  del
hidroperéxido dieno conjugado a través de mediciones de la Az
(absorbancia a 234 nm), utilizando acido linoleico como sustrato
(Sigma). Para ello, se prepararon reacciones consistentes en: 100 mM de
tampon fostato soédico pH 6,5, 0,1 mM de acido linoleico, 0,6 mM de
KCN vy extracto de proteina, llevado a un volumen total de reaccién de 1
ml. La reaccién se llevé a cabo durante 10 min y a 25°C. El KCN se
afiadi6 a la reacciéon con el objetivo de verificar la genuina actividad
lipoxigenasa, que es resistente al cianuro. La cantidad de proteina del
extracto que se afladi6 a la reaccion se determind previamente mediante
la puesta a punto del ensayo. Esta actividad lipoxigenasa se calculé en

nkat/mg de proteina usando para ello un coeficiente de extincién molar
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(e) de 25000 M- cm-!. Sin embargo, para clarificar la interpretacion de los
resultados, a la actividad LOX de la muestra control se le asigné el valor
de 1, y los valores del resto de tratamientos se calcularon en relacién a
este. El ensayo se realiz6 con plantas agroinfiltradas y crecidas a 32°C, en
vez de a los 25°C habituales, ya que a esta mayor T se observd un
incremento de la necrosis que se correlacioné con una actividad LOX
mas elevada, y con diferencias mucho mas claras entre combinaciones de

proteinas de las que se observaron a una temperatura mas baja.

En general, los resultados mostrados para la liberacién de
electrolitos y la actividad LOX se corresponden con la media y la
desviacion estandar de los valores obtenidos en un minimo de dos
experimentos independientes, consistente cada uno en 12 plantas y
alrededor de 6 réplicas técnicas; cada una de estas réplicas técnicas se
obtuvo a partit de material procedente de 4 plantas distintas del
tratamiento correspondiente (esto es, 6 discos de tejido por planta para

un tratamiento dado).

3.6. ANALISIS DE RNA Y PROTEINAS

3.6.1. Extraccion, northern bloty cuantificacion de RNA

La extracciéon de RNA total a partir de tejido foliar se realizéd
utilizando TRIzol (Invitrogen), y ha sido descrito previamente (Pacheco
et al., 2012). Para N. benthamiana, en plantas infectadas se tomaron
muestras de hojas apicales con sintomas en torno a los 6-13 dias tras la
agroinfiltracion, o muestras de tejido local (tejido agroinfiltrado con virus
o con mezclas de proteinas) en torno a los 3-6 dias tras la
agroinfiltracion. Para A. thaliana se tomaron las hojas no inoculadas de la
roseta, justo antes del traspaso a tierra desde placa a los 12-15 dias tras la
agroinoculacién, o bien justo antes de comenzar la exposicion al estrés
hidrico, ya en tiesto, a los 15 dias tras la agroinoculacién. Para ambos
hospedadores se introdujeron variaciones en la toma de muestra en
funcién de los requerimientos experimentales. Estos datos se reflejan en

el apartado de resultados correspondiente.
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Para su analisis por northern blot, las muestras de RNA se separaron
en geles de 1% de agarosa en presencia de 7% formaldehido y se
transfirieron a membranas de nylon Hybond-N (Roche Molecular
Biochemicals). Para la deteccion de los RNAs diana la membrana se
hibridé durante toda la noche a una T de 65°C en presencia de sondas
marcadas con digoxigenina (DIG-ribosonda) o con 3P (3?P-sonda).
Como control de carga se tomaron imagenes de los rRNAs tefiidos con
bromuro de etidio. Para la detecciéon de los RNAs gendémico y
sugbenémicos de PVX se emplearon DIG-ribosondas de la PVX CP
(nucleodtidos 5739-6400) (Gonzalez-]ara ef al., 2004); para la deteccion del
mRNA de GFP se emplearon DIG-ribosondas derivadas de GEFP
(Gonzalez-Jara et al., 2005). Para la deteccion del mRNA de la VPE-1 (de
Vacuolar processing engyme-1), en N. benthamiana, se emplearon 3?P-sondas
derivadas de un fragmento de 344 pares de bases (pb), correspondientes
a los nucledtidos 229-572 de la proteina homoéloga en tabaco, NtVPE-1a
(AB075947), obtenidas mediante cebado aleatorio (de random-priming). La
deteccion del mRNA de ADC1 (de Arginine decarboxilase), en A. thaliana,
se realiz6 con 3?P-sondas derivadas de un fragmento de 199 pb,
correspondiente a los nucleotidos 2345-2543 de AtADC1 (At2g16500),
mediante cebado aleatorio (Fernandez-Calvino efal, 2014). Para la
deteccion por northern blot de PVX se emplearon 2 ng de RNA total; para
la deteccion de los diversos mRINAs se utilizaron 10-14 ug de RNA total.

La determinacién de la acumulacion de acidos nucleicos por PCR
cuantitativa, o qRT-PCR (de Real-time quantitative reverse transcription PCK),
se realiz6 mediante el método de cuantificacion relativa en base a la
comparacion de valores Ct (de #threshold cycle) para las secuencias
problema, normalizadas respecto a un gen enddégeno (control interno) y
en relacién a una muestra de referencia (calibrador), o 2-44Ct (Livak y
Schmittgen, 2001). La aplicacién de este método se llevé a cabo tal y
como ha sido descrita por Garcia-Marcos y colaboradores (Garcia-
Marcos et al., 2013). Como gen enddgeno para la normalizacion, en .
benthamiana se empled 18 tRNA, v en A. thaliana se utilizé 3-tubulina 5
(TUB5; Atl1g20010), debido a que sus respectivos niveles de acumulacion
se mantuvieron equivalentes a todos los tiempos y entre todos los

tratamientos ensayados. Para la cuantificacion de PVX se emplearon
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cebadores que amplifican la region comprendida entre los nucleétidos
2621-2753 (Garcia-Marcos ¢z al., 2013). Para PPV y sus quimeras, se
amplificé la region comprendida entre los nucleétidos 4668-4810. El
analisis de expresion por qRT-PCR de los genes de A. thaliana PR1 (de
Pathogenesis related 1) y RD29B (de Responsive to desiccation 29B) se realizd
con los cebadores indicados mas abajo (TABLA 2). Para clarificar los
resultados, a la muestra control se le asigno el valor de 1, y el resto de

valores se calcularon en relacidon a este.

La técnica de RT-PCR semicuantitativa (de Reverse transcription
PCR) se emple6d para el analisis de expresion de la TD (de Threonine
deaminase) v de la PI-1 (de Proteinase inhibitor 1) en IN. benthamiana
pulverizada con SA, siguiendo el procedimiento establecido previamente
por Garcfa-Marcos y colaboradores (Garcia-Marcos et al, 2013). La
retrotranscripcion se realizé sobre 480 ng de RNA puro con el kit de
SuperScript Reverse Transcriptase II (Invitrogen), utilizando como
cebador un oligonucleétido de poliT. Una vez finalizada, para la PCR
con los cebadores especificos se emplearon como sustrato 4 pl del
cDNA obtenido previamente. Como control interno se amplifico el gen
de la actina. Como control negativo se realizaron PCRs con los
cebadores de los genes problemas y del control de actina, en las que se
emple6 como sustrato RNA sobre el que no se llevd a cabo
retrotrascripcion alguna. Ia PCR se detuvo a los ciclos 33, 36 y 39,
escogidos porque en ellos el proceso de amplificacion aun no se

encuentra saturado. Los cebadores utilizados se muestran mas abajo

(TABLA 2).

3.6.2. Western blot

Cuando fue necesario determinar la acumulaciéon de las distintas
proteinas analizadas en el presente trabajo, o cuando se sigui6 la
acumulacion viral a través del analisis de alguna de las proteinas del virus,
se realizaron western blots siguiendo las especificaciones descritas por Tena
Fernandez y colaboradores (Tena Fernandez eral, 2013). El tejido
sometido a analisis, bien parches de hoja agroinfiltradas o tejido foliar

sistémico, se tritur6 en mortero refrigerado con N liquido, y
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posteriormente se homogeneizé6 con el tampén de extraccion de
proteinas (0,1 M de Tris-HCI pH 8,0, 10 mM de EDTA, 0,1 M de LiCl,
1% v/v de B-mercaptoetanol, 1% w/v de SDS), en una proporciéon de
400 pL. de tampon por cada 100 mg de tejido. Se tomaron 50 pl. de este
extracto y se mezclaron con 50 pl. de solucion Laemmli 2x (4% w/v de
SDS, 2% v/v B-metcaptoetanol, 0,1 M de Tris-HCI pH 6,8, 0,05% w/v
de BPB [Bromophenol Blue, Sigma], 20% v/v de glicerol). Una vez
mezcladas con Laemmli, estas muestras se hirvieron a 95°C durante 5
min, y se centrifugaron a maxima velocidad durante 5 min. Llas muestras
se analizaron en electroforesis SDS-PAGE, y las proteinas se resolvieron
en geles de SDS-poliacrilamida del 15% en la mayor parte de los casos.
En estos geles se cargaron 16-20 pl. de muestra para la mayor parte de
las proteinas agroinfiltradas, y de 10 uLL en los casos de GFP y de
proteinas viricas, dado la elevada acumulacién que mostraron en la
planta. Las proteinas se transfirieron a membranas de PVDF Hybond-P
(GE Healthcare Life Sciences), y se tifieron con Ponceau-S (0,1% w/v
Ponceau-S en acido acético al 5% v/v) para detectar la proteina Rubisco
como control de carga. Después de esto, la membrana se lavé en agua
destilada y se bloque6 durante 2 h en solucién de bloqueo con leche,
seguida de la incubacién con los anticuerpos primarios a la dilucién
correspondiente durante toda la noche, a temperatura de 25°C. Para las
distintas P25 con el epitopo T7 se emplearon anticuerpos anti-17 de
conejo conjugados con HRP (de Horseradish peroxidase) (Novagen) a una
dilucion  1:5000. Para la identificacion de P25-HA o GFP-HA,
expresadas a partir de las quimeras PPV-P25 o PPV-GFP,
respectivamente, se emplearon anticuerpos monoclonales de rata anti-
HA (Roche Molecular Biochemicals), a una dilucién 1:10000. PPV HC
se detectd mediante anticuerpos policlonales de raton anti-PPV HC, a
una dilucién 1:300 (Gonzalez-Jara ef al, 2005). La acumulaciéon de PPV
se determind a través de la acumulacién de la CP, empleando anticuerpos
policlonales de conejo anti-PPV CP, a una dilucién 1:2000 (Instituto
Valenciano de Investigaciones Agrarias, Valencia, Espafia). Del mismo
modo, la acumulacion de PVX se sigui6 empleando anticuerpos
policlonales de conejo anti-PVX CP (Loewe Biochemica GmbH), a una
dilucién 1:300. La deteccion de la proteina GFP sin epitopo se realizo

utilizando anticuerpos de conejo anti-GFP que reconocen el extremo N-
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terminal de esta proteina (Sigma-Aldrich), a una dilucién 1:3000 En los
casos en los que fue necesario, se emplearon los anticuerpos secundarios
pertinentes conjugados con HRP o con AP (de Alkaline phosphatase). El
revelado con HRP se llevé a cabo por quimioluminiscencia utilizando el
sistema ECL (Amersham Biosciences); con AP, la reaccion cromogénica
que deposita un precipitado coloreado sobre la banda correspondiente se
llev6 a cabo con el sistema de tabletas SigmaFast ™ BCIP/NBT (Sigma-
Aldrich).

En aquellos casos en los que se requiri6 una cuantificacion mas
precisa de la cantidad de proteina, se llevaron a cabo analisis
densitométricos sobre las bandas de proteinas obtenidas en los western
blots anteriores. Para ello, se utiliz6 el software de dominio publico
Image] (National Institutes of Health website, image processing and

analysis in Java).

3.7. ENSAYOS DE SILENCIAMIENTO GENICO
INDUCIDO POR VIRUS (VIGS)

Para los ensayos de silenciamiento génico inducido por virus
(VIGS, de Virus-induced gene silencing) se emplearon vectores derivados del
virus TRV (de Tobacco rattle tobravirus), cuyo genoma bipartito se
encuentra clonado en los plasmidos pTRV1 (contiene el RNA genémico
1) y pTRV2 (contiene el RNA genémico 2). Este pTRV2 incluye en la
secuencia viral un sitio de clonaje multiple, apto para la insercion de
fragmentos de secuencias de los genes que se deseen silenciar (Liu et al.,
2002a). Para silenciar RAR1 (de Reguiered for MI.A12 resistance 1) de IN.
benthamiana, se empleé un fragmento de cDNA de unas 366 pb
correspondiente a la parte 3’ de su secuencia codificante. Este fragmento
se amplificé a partir de una muestra de RNA total que se sometio a
retrotranscripcién con SuperScript II (Invitrogen) y oligonucledtido de
polidT, seguida de una PCR con DNA polimerasa Phusion (Finnzymes),
utilizando cebadores de RAR1 que se obtuvieron a partir de la secuencia
de la proteina homodloga en N. tabacum (AF480487). Estos cebadores,
NtRAR1 directo y reverso, incorporan dianas de restriccion BamHI y
Xhol, respectivamente (TABLA 3). El fragmento amplificado se digirié
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con BamHI y Xhol, y se ligo con un plasmido pTRV2 previamente
digerido con las mismas enzimas, para dar lugar a pTRV2:RAR1. Para el
silenciamiento por VIGS del factor SGT1 (de Suppressor of the G2 allele of
SKP1) de N. benthamiana, se empled la construccion pTRV2:SGT1 (Liu
et al., 20020), la cual se obtuvo a través del Arabidopsis Biological
Resource Center (ABRC, The Ohio State University). pITRV1, pTRV2 y
los derivados de este ultimo se transformaron separadamente en ..
tumefaciens. La agroinfiltraciéon de estas bacterias se realizo siguiendo las
especificaciones comentadas anteriormente (punto 3.1.2) con algunas
salvedades. Los sedimentos de bacterias se resuspendieron a una D.Oggo
final de 0,4, y partes iguales de la suspension con la agrobacteria pTRV1
se mezclaron con las suspension pTRV2 (mezcla control que carece de

inserto), con pTRV2:RAR1 o con pTRV2: SGT1.
El silenciamiento del mRNA de los factores NbRAR1 o NbSGT1

se analiz6 por RT-PCR semicuantitativa, sobre muestras de tejido
sistémico, a los 14 dias tras la agroinfiltracion. En estas RT-PCRs se
empled la actina como control enddégeno, y para los genes silenciados se
emplearon cebadores que anillaran fuera de la zona diana de
silenciamiento, para asegurar que efectivamente el gen enddgeno estaba
siendo analizado (TABLA 3). La PCR se detuvo a los ciclos 30, 33 y 36
en todos los casos salvo para la amplificacion de RARI1, en la que se

sigui6 41, 44 y 43.

A los 14 dias, sobre las hojas en las que el silenciamiento fue
efectivo se agroinfiltré la combinacién de proteinas P25 y HC PPV, o la
quimera necrogénica PVX-HC, para estudiar la induccién de necrosis en
presencia de cantidades reducidas de SGT1 y RAR1. Como control se
empled la agroinfiltracién con GUS, proteina no inductora de necrosis.
Simultaneamente, se llevaron también plantas agroinfiltradas con la
combinacion pTRV1-pTRV2, y por tanto no silenciadas, a las que se
volvi6 a agroinfiltrar a los 14 dias con las combinaciones de proteinas o
con el virus descritos mas arriba. La necrosis se analizé a los 9 dfas (para
la combinacién de proteinas) o a los 11 dias (para el virus PVX-HC)

mediante la determinacién de la liberacion de electrolitos y tincion DAB.
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3.8. ANALISIS DE TERMOGRAFIA Y FLUORESCENCIA

Para estos ensayos, se emplearon unas 0-12 plantas de IN.
benthamiana y 15 de A. thaliana a dos tiempos distintos. En el primer
tiempo, se analizaron plantas sanas o infectadas aun hidratadas, a las que
se les retir6 el agua una vez finalizada la toma de imagenes. En el
segundo tiempo, se estudiaron estas mismas plantas tras haber pasado

una setie de dias sometidas a este estrés hidrico.

Para la toma de este tipo de imagenes, se posiciond
cuidadosamente la porcion sistémica de las distintas plantas analizadas,
con el objetivo de que todas ellas recibieran la luz de excitacion de forma
equivalente, de modo que la fluorescencia o la radiacién infrarroja
emitida no se viese afectada por diferencias de posicion en relacion al

detectot.

3.8.1. Analisis de fluorescencia multicolor (MCFI)

Para analizar diversos parametros, entre ellos la acumulaciéon de
metabolitos secundarios relacionados con la defensa y el estrés, se
analiz6 la emisiéon de fluorescencia multicolor (MCFI, de Multicolor
fluorescence imaging) en plantas de A. thaliana y IN. benthamiana sanas o
infectadas, regadas o sometidas a estrés hidrico. Para ello, las plantas se
sometieron a excitacion luminica mediante luz UV (355 nm), y se analiz6
la emisién de fluorescencia mediante la obtencion de imagenes
multicolor, en cuatro regiones del espectro: 440 nm (azul), 520 nm
(verde), 680 nm (rojo) y 740 nm (rojo lejano). Para ello, cada planta
individual y completa se introdujo en una camara Open FluorCamFC
800-O (Photon Systems Instruments, Brno, Czech Republic). Las
imagenes obtenidas se procesaron con el software FluorCam 7 v.1.0.3.0
(Photon  System Instruments, Brno, Czech Republic), con el que se
seleccionaron regiones representativas de interés entre las hojas
sistémicas fotografiadas, cuya fluorescencia se tradujo a datos numéricos
manejables. Los protocolos para la toma y el procesamiento de imagenes

han sido descritos previamente (Granum ez al., 2015; Pérez-Bueno ¢z al.,
2015).
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3.8.2. Analisis de fluorescencia de la clorofila (Chl-F)

La eficiencia cuantica maxima del fotosistema II (PSII) se
determiné en las plantas anteriores como la relaciéon F, /Fy, valor que
ademas es indicativo de la inhibicién de la fotosintesis bajo condiciones
de estrés. Este F,/Fy se calculd a través del método de saturacidén como
(Fax-Fo)/Fa, siendo Fo y Fy las fluorescencias minima y maxima de las
clorofilas (Chl-F, de Chlorophyll fluorescence) registradas en el estado de
adaptacion a la oscuridad. Para conseguir este estado de adaptacion a la
oscuridad, las plantas se almacenaron durante 30 min en camaras a
oscuras. Posteriormente, cada planta individual se introdujo en una
camara FluorCam 700 MF (Photon Systems Instruments, Brno, Czech
Republic), donde se midi6 el valor de fluorescencia basal Fy en
condiciones de iluminacién débil no saturante, seguido de la aplicacion
de un pulso de luz saturante con el que se determiné el valor de Fy. Las
imagenes de fluorescencia obtenidas se analizaron con el software Fluor
Cam v.5.0, con el que se seleccionaron regiones representativas de
interés entre las hojas sistémicas fotografiadas, cuya fluorescencia se
tradujo a datos numéricos manejables. Los protocolos para la toma y el
procesamiento de imagenes han sido descritos previamente (Pineda ef a/,
2008; Granum e# al., 2015; Pérez-Bueno e al., 2015).

3.8.3. Analisis de termografia

Para analizar la temperatura superficial de las hojas se tomaron
imagenes infrarrojas de las porciones sistémicas de las plantas analizadas
mas arriba. Para ello se empled una camara FLIR A305sc (FLIR Systems,
Wilsonville, Oregon, USA) tal y como ha sido descrito por Pérez-Bueno
y colaboradores (Pérez-Bueno efal, 2016). Esta camara térmica se
coloc6 verticalmente sobre cada planta individual, a unos 0,3 m de
distancia, mantenida sobre un tripode. De este modo, se pudo obtener
un video digital de 10 s de cada planta, con imagenes infrarrojas tomadas
cada segundo, las cuales se analizaron con el software Research &
Development software (FLIR Systems, Wilsonville, Oregon, USA), con
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el que se seleccionaron regiones representativas de interés entre las hojas
sistémicas grabadas, cuya emision infrarroja se tradujo a datos numéricos
manejables. La temperatura superficial estd intimamente relacionada con
procesos tales como la transpiracién, pues un incremento de la

evaporacion lleva asociada una disminucion de la temperatura.

3.9. ANALISIS DE CONTENIDO EN AGUA

En los analisis de tolerancia al estrés por sequia, se analizé el
contenido en agua de las plantas hidratadas y deshidratadas, determinado
como el porcentaje que supone el peso del agua respecto al peso fresco
total de la planta. Para ello, se tomé la parte aérea de las plantas y se
obtuvo su peso fresco (wg). Una vez tomado este valor, estas mismas
muestras se dejaron secar en horno a 65°C durante 5 dfas. Transcurrido
este tiempo, se volvieron a pesar para obtener su peso seco (Wg). La
diferencia wr- wq permite determinar el peso del agua presente en cada
muestra, y el contenido (%) en agua (WC, de water (%) content) de cada
planta se calculé como WC = 100 x [(w¢ - wq) / we], tal y como ha sido
descrito previamente (Verslues ez al, 2006; Xu et al., 2008; Westwood
et al., 2013). El contenido relativo (%) en agua de plantas sometidas a
estrés por sequia frente a sus plantas control hidratadas, para cada
tratamiento, se calcul6 como rWC = 100 x [(WC % deshidratadas /
WC % hidratadas)]. Al menos se analizaron 15 plantas sanas y 15
infectadas por virus y por régimen hidrico, y el experimento se repitid

tres veces.

El contenido de agua (%) relativo del suelo (RSWC, de relative soil
water (%o) content) se calculé como sigue. Los tiestos con tierra y con cada
planta se regaron hasta la saturacioén (riego en bandeja durante 3 h), y una
vez conseguido esto se les elimind el exceso de agua y se pesaron; esta
primera medida constituye el peso inicial (swg). Posteriormente, una vez
retirado el riego y sometidos a deshidratacion, los tiestos se pensaron
periddicamente hasta el final del experimento; estas medidas constituyen
el peso fresco a un dia t (swgy). A los 15 dias, tras el inicio del periodo de
deshidratacién, los tiestos se secaron en un horno a 60°C durante 5 dias,

transcurridos los cuales se pesaron de nuevo; estas medidas constituyen
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el peso seco (swq). E1 RSWC se obtuvo como RSWC = 100 x [(swg —
swq) / (swo — swq)], tal y como ha sido descrito previamente por Miura

y colaboradores (Miura ez al., 2013).

3.10. ANALISIS DE TRANSPIRACION, ESTOMAS Y
ARQUITECTURA RADICULAR

3.10.1. Curvas de pérdida de agua

Para A. thaliana se cortaron a ras de suelo 12 rosetas por
tratamiento virico mas 12 rosetas de plantas sanas, y se colocaron,
individualmente, en placas Petri con la parte abaxial hacia arriba, a
temperatura de 22°C y condiciones de iluminaciéon controladas. Para N.
benthamiana, se cortaron 8 discos de hoja pertenecientes a 8 plantas
distintas y se repartieron separadas sobre una placa Petri con la parte
abaxial hacia arriba, también bajo condiciones controladas. Se analizaron
cuatro de estas placas (4 réplicas) por tratamiento. El peso fresco de las
muestras se determiné inmediatamente después del corte del tejido, y los
pesos de las muestras continuaron registrandose a intervalos de tiempo
hasta el final del ensayo. El peso medido a cada tiempo se expresé como
porcentaje respecto del peso fresco de la muestra al comienzo del
experimento. Estos ensayos se repitieron dos veces para ambas especies
de planta.

3.10.2. Conductancia estomatica y analisis de estomas

La conductancia estomatica se analizé en N. benthamiana utilizando
un porometro de hoja (SC-1 Decagon-T). Para ello, se analizaron hojas
jovenes perfectamente extendidas, y las mediciones se realizaron sobre
plantas completas situadas en la camara de crecimiento, con el objetivo
de evitar modificaciones en el comportamiento estomatico debido a
cambios de temperatura, humedad o iluminacién durante la
manipulacién de las plantas. En este experimento se realizaron

mediciones sobre unas 12 plantas de cada tratamiento, a 25°C, un 65%
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de humedad relativa y a horas tempranas de la mafiana, ya que las plantas
tienden a cerrar estomas a medida que el dfa avanza. El ensayo se realizo6
varias veces, con distintos tratamientos viricos y regimenes hidricos, y a

distintos dias desde el inicio del experimento.

Para realizar recuentos del numero de estomas y de células
epidérmicas en A. thaliana y N. benthamiana, se tomaron hojas jovenes
completamente extendidas, y de cada una de ellas se realizaron
impresiones de la superficie abaxial sobre geles de agarosa al 3% w/v
parcialmente solidificados, tal y como se ha descrito previamente por
Delgado y colaboradores (Delgado ef al, 2012). Se examinaron ca. 10
plantas por tratamiento. Estas impresiones se analizaron y fotografiaron
con un microscopio Leica DM 2500 equipado con una camara Leica
DFC 320. Se obtuvieron ca. 40 imagenes de diferentes campos por
tratamiento. Sobre estas imagenes, se determiné la densidad estomatica
(nimero de estomas por area), la densidad de células epidérmicas
(namero de células epidérmicas por area) y el indice estomatico (numero

de estomas en relacion al numero de células totales, por area).

3.10.3. Analisis de la arquitectura radicular

Para el analisis de las raices en .A. thaliana, las semillas se
germinaron en placas de medio MS dispuestas verticalmente, lo que
permiti6 el desarrollo de la raiz desde un extremo de la placa al otro, y su
completa expansion. A 10 dias de la germinacion, las plantulas se
agroinocularon con los distintos tratamientos viricos tal y como se ha
descrito mas arriba (punto 3.1.4). A los 11 dias tras la agroinoculacion, se
realizaron analisis de tres parametros de la raiz en 12 plantas por
tratamiento, empleando para ello el software de analisis de imagen
Image] (National Institutes of Health website, image processing and
analysis in Java). En concreto, se analizo el numero de raices laterales por
centimetro de raiz principal, asi como la longitud de esa raiz principal.
Finalmente, también se analiz6 el grosor de la raiz principal a tres alturas
distintas.
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3.11. ANALISIS DE LA EFICACIA BIOLOGICA
(FITNESS)

En los experimentos de estrés por sequia de A. thaliana se
emplearon dos regimenes de estrés por déficit hidrico distintos, definidos
como condiciones de sequia moderada (el estandar seguido en la mayoria
de los experimentos de este tipo en el presente trabajo) y sequia
extendida. En las condiciones de sequia moderada, las plantas se
transfirieron a tiesto con tierra a los 11 dpa, permaneciendo cubiertas
con una bolsa de plastico hasta los 16 dpa, momento en el que este se
eliminé y las plantas se sometieron a riego por saturacion durante 3 h
(afladiendo el agua a la bandeja con los tiestos), hasta conseguir la
completa homogeneizaciéon de la humedad. Para los experimentos de
sequia extendida, las plantas se transfirieron a tiestos con tierra a los 6
dpa, quedando cubiertos con una bolsa de plastico hasta los 11 dpa,
momento en el que esta se retiré y las plantas pasaron a crecer del modo
habitual, pero sin ningun riego adicional, a diferencia de los
experimentos de sequia moderada. El valor de RSWC se calcul6 a
distintos dfas para estas dos condiciones de estrés por sequia descritas,

tal y como se ha indicado mas arriba (punto 3.9).

Las condiciones de estrés hidrico a las que se someti6 N.
benthamiana ya han sido descritas mas arriba (punto 3.1.6), y se emplearon
también en los experimentos de determinacion de la eficacia biologica de

este hospedador.

Para estudiar la eficacia biologica, se realizaron analisis del namero
de plantas productoras de semillas, y de la producciéon de semillas por
planta, en A. zhaliana y IN. benthamiana, manteniendo los esquemas de
estrés hidrico descritos y dejando a las plantas crecer hasta la completa
senescencia. El total de semillas producido por cada planta se recogié
individualmente, se limpid, y se peso, lo que constituye la produccion de
semillas (mg) por planta. El peso correspondiente a una tnica semilla se
estimé para A. thaliana a través del peso conjunto obtenido para una
alicuota de 200 semillas, derivadas de la produccién total de una planta, y
para lo que se analizaron cuatro plantas por tratamiento. Para A. #haliana,

la viabilidad de las semillas producidas se calculé como el porcentaje de
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germinaciéon de ca. 100 semillas por planta, a las cuales se les esterilizé la
superficie y se germinaron en placas con medio MS tras 3 dias de
estratificacion. La viabilidad se determiné como el porcentaje de semillas

germinadas a los 10 dias de cultivo en placa.

3.12. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE
METABOLITOS Y HORMONAS EN A. thaliana

Para analizar el contenido de metabolitos y hormonas relevantes
en plantas de A. thaliana sanas o infectadas con los distintos virus, y
sometida a distintos regimenes hidricos, se efectuaron cuatro réplicas
biologicas independientes, realizandose en cada una de ellas un muestreo
en el que se reuni6 material vegetal de 10-13 plantas distintas, por
tratamiento viral y régimen hidrico. El tejido analizado consistié en hojas
de la roseta tomadas de las mismas posiciones para plantas infectadas o
sanas, con el objetivo de minimizar el efecto de la variacién del
contenido de metabolitos a lo largo de la planta. Una vez tomado, el
tejido fue inmediatamente congelado en N liquido, y se almacené en

congelador a -80°C hasta su uso.

Para este experimento, A. thaliana se creci6 e inoculd siguiendo el
protocolo habitual descrito mas arriba (puntos 3.1.3-3.1.6). En concreto,
las plantas se trasplantaron a los tiestos correspondientes a los 11 dpa,
manteniéndose cubiertas con una bolsa de plastico hasta los 16 dpa. Una
vez trascurrido este tiempo la bolsa se retiré y se aplicaron 3 h de riego a
saturacion, transcurridas las cuales se eliminé completamente el agua. A
continuacion se tomaron las muestras a distintos dias tras el riego (dfas
post-riego, dpr) segin el régimen hidrico analizado. Asi, se analizaron
plantas en régimen de i) hidrataciéon, a tiempo 0 dpr (W, de watered, a los
16 dpa), ii) sequia, a 7 dpr (D, de drought, a los 23 dpa) y iii) sequia
intensa, a 10 dpr (SD, de severe drought, a los 26 dpa). Un cuarto régimen
hidrico, rehidratacion (R, de re-watered) se analizé6 sobre plantas
previamente sometidas a SD, las cuales una vez transcurridos los 10 dpr

se sometieron a rehidratacion durante 6 h.
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3.12.1. Niveles de metabolitos

La extraccion de metabolitos se realizo triturando las muestras de
tejido en mortero refrigerado con N liquido y afadiendo
inmediatamente el tampoén de extraccion adecuado, siguiendo un método
para la obtencién de perfiles metabolicos previamente establecido
(Osortio et al., 2013). La derivatizacién de los compuestos y su posterior
analisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
TOF (de Time-of-flight), o GC/TOF-MS, ha sido desctita previamente
(Lisec etal, 20006). Los cromatogramas y los espectros de masas
obtenidos se evaluaron con la herramienta TAGFINDER (Luedemann
et al., 2008).

3.12.2. Niveles hormonales

Para la extraccion de la hormona 4cido salicilico (SA), las muestras
congeladas obtenidas a partir del experimento anterior se trituraron en
mortero refrigerado con N liquido, al que se le afadieron 1,5 mL de
metanol al 90% v/v. El extracto asi obtenido se sonic6 durante 15 min y
los residuos celulares se eliminaron mediante centrifugacion a 13000x g
durante 10 min. Posteriormente se recogio el sobrenadante y se secéd en
viales de cristal a 40°C. El residuo deshidratado obtenido se disolvio en 1
mlL de HCl 4M vy se hidroliz6é a 80°C durante 1 h. La mezcla hidrolizada
se extrajo con una solucién de ciclopentano/etilacetato (1:1 v/v),
recuperandose la fase organica, la cual se deshidraté a 40°C bajo

corriente de nitrégeno.

Para la extraccion de los acidos abscisico (ABA) y jasmoénico (JA),
se partid de 500 u 800 pg de tejido congelado al que se le afnadieron 20
ml. de metanol al 80% v/v, y cuya extraccién se llevé a cabo durante
toda la noche. Después de la extraccion, cada muestra se redujo en vacio,
y se diluy6 con 20 mL de agua. La fase acuosa se ajusté a un pH de 2,8
con HCl 1M y se decant6 cuatro veces con volumenes equivalentes de
etilacetato. Los extractos de etilacetato se combinaron y se evaporaron
hasta secar completamente las muestras. El residuo obtenido se

resuspendié en 1 ml de metanol al 10% v/v y se inyecté en una
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columna C18 previamente equilibrada. I.a columna se lavé con acido
acético acuoso a pH 3,0, y entonces el ABA, SA y JA se eluyeron con
metanol al 80% v/v. Después de someterlas a evaporacion hasta secarlas
completamente, las muestras del analisis de ABA, SA y JA se disolvieron
en 40 pL. de una disolucién de 20 mg/L de hidrocloruro de metoxiamina
en piridina, durante 2 h a 37°C, para proteger los grupos carbonilo. Los
protones acidos se derivatizaron gracias al tratamiento con 70 uLL de N-
metil-N-(trimetilsilil)trifluoroacetamida durante 30 min a 37°C. Un
volumen de 1 pl. de muestra se empled para el anilisis por GC/TOF-
MS. La cromatografia se realiz6 en una columna de 30 m MDN-35. La
temperatura de inyeccion fue de 230°C, la linea de transferencia y la
fuente de ionizaciéon se termostatizaron a 250°C. La temperatura inicial
del horno (85°C) se increment6 de forma constante hasta un valor final
de 360°C, con un gradiente de 15°C/min. L.as muestras se cuantificaron
utilizando los patrones internos [*Hg|-ABA, [2H4-SA y  [*H¢]-JA
(OlChemlm Ltd., Olomouc, Czech Republic).

3.13. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

En los casos en los que se pretendié comparar el conjunto de
valores asociados a un tratamiento con el de otro u otros tratamientos, se
aplicaron diversos test estadisticos para los que el inicio de todos fue el
mismo: la determinaciéon del cumplimiento de la normalidad y de la
homogeneidad de varianzas (homocedasticidad). En los casos en los que
alguno de estos requisitos no se cumplio, se aplicoé una serie de
transformaciones matematicas sobre los datos brutos. Cuando no se
lograron transformaciones satisfactorias de los datos, se emplearon test
alternativos. Basicamente, el esquema de analisis seguido fue: i) para la
comparacion de mas de dos grupos normales y homocedasticas, se
realiz6 un analisis de varianza ANOVA (de Analysis of variance) seguido
del test post hoc de Schefté; ii) para la comparacion de mas de dos grupos
normales no homocedasticos, se realizo un analisis ANOVA-Welch
seguido del test post hoc T3 de Dunnett; iit) para la comparaciéon de dos
grupos normales y homocedasticos se aplicé el test t de Student,

mientras que en ausencia de homocedasticidad se aplico el test t de
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Student con la correccion de Welch (test t de Welch); iv) para la
comparacion de dos grupos en los que al menos uno de ellos no era
normal se aplicé el test de U de Mann-Whitney; v) para la comparacion
de mas de dos grupos en los que al menos uno de ellos no era normal se
aplico el test de Kruskal-Wallis seguido de comparaciones dos a dos con
U de Mann-Whitney con el nivel de significacién o modificado a o’ con
la correccion de Bonferroni, segun la ecuacion o’= o/m, con m

representando el nimero de comparaciones realizadas.

Ciertos test estadisticos adicionales se emplearon para el analisis de
determinados conjuntos de datos. Para comparar el % de plantas
productoras de semillas entre tratamientos se aplico el test exacto de
Fisher para comparaciones dos a dos, corregido con Bonferroni para
comparaciones multiples. En el analisis del perfil metabolico y hormonal
se aplicé el test de Dunnett a los datos correspondientes a cada
metabolito u hormona, para determinar diferencias en el contenido de
dicho metabolito entre tratamientos, tomando como grupo control de
referencia el tratamiento WA (esto es plantas hidratadas no infectadas
con virus). Sobre el total de datos metabolicos se aplicaron analisis de
agrupamiento jerarquico (de Hierarchical clustering), utilizando el método
euclideo (Euclidean distance method) para obtener la matriz de distancias, y
el método de promedios (Awverage method) de distancias para la
construccion del dendrograma. Sobre el conjunto de todos los datos
metabolicos, o sobre los datos correspondientes a plantas sanas o
infectadas del régimen hidrico W, se realizaron analisis de componentes
principales (PCA, de Principal component analysis), con los que se determind
en funcion de qué componente se separaban las muestras de los distintos
tratamientos, y qué metabolito o metabolitos presentaban una mayor
contribucién a la variabilidad global observada. La medida del grado de
relacién lineal entre los niveles de acumulacidn para pares de hormonas,
en el conjunto de todas las muestras, se determiné mediante la obtencion

del coeficiente de correlacion de Pearson.

Para los analisis estadisticos se empled el programas IBM SPSS
Statistics v.20 (IBM Corp.) En general, el nivel de significaciéon o se
mantuvo en 0,05, salvo en los casos en los que se corrigié con

Bonferroni, o en los que se emplearon valores mas restrictivos. En la
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elaboraciéon de agrupamientos jerarquicos, y en los analisis de PCA

realizados sobre todos o parte de los datos se empleé el paquete de
programaciéon R v. 3.3.3 (The R Project for Statistical Computing).
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directo attB1 BiP GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTITG
ATGGCTGGTGGTGCGTGGAATAG
reverso attB2 BiP GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGC
TGGGTCCAGCTCGTCATGATCATCATC
directo P25Ncol CATGCCATGGATATTCTCATCAGTAG
reverso P25Xmal TCACCCGGGTTATGGCCCTGCGCGGAC
reverso TCACCCGGGCTAACCCATCTGTTGTCCACCCGTCA
P25T7Xmal TACTTGCCATTGGCCCTGCGCGGAC
directo GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGC
attB1 P25 AGGCTTGATGGATATTCTCATCAGTAG
reverso GGGGACCA
attB2 P25 CTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTGGCCCTGCGCG
GACATATG
directo GGGGACAAGTTTGTACA
attB1 GFP AAAAAGCAGGCTTGATGAGTAAAGGAGAAGAAC
reverso GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTC
attB2 GFP TTTGTATAGTTCATCCATGC

TABLA 1. Oligonucleétidos cebadores empleados en las clonaciones de algunas de
las proteinas utilizadas en el presente trabajo. En negrita, aparecen reflejados los
nucleétidos correspondientes a la secuencia codificante de la proteina correspondiente. En
rojo se muestran las dianas de restriccion correspondientes (Ncol para P25Ncol; Xmal
para P25Xmal y P25T7Xmal). Finalmente, subrayado aparece la secuencia correspondiente
al epitopo T7, para P25T7Xmal.
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NOMBRE SECUENCIA (5-3)) USO  CODIGO
AtPR-1
ot CGTCTTIGTAGCTCTTGTAGG oo A14610
AtPR-1 TGCCTGGTTGTGAACCCTTAG — TCR A. thaliana
reverso
AtRD29B
R CACCACCGTTGGGACTATG R Atsgs2300
AtRD29B oo cecemantertoa | PCR A thaiana
reverso
A{TUBS
ireoto GCAACAATGAGCGGTGTGACTT  pr oo
AtTUB5 GAAATGGAGACGAGGGAATGG —TCR - A thaliana
reverso
AtADCI GTGGTGATAAGGGGAACGACA
directo od AtZgl 6500
AtADCI CAACCGAAATAAGACCAATTICTC  *°"? 4 thadiana
reverso AT

PPV directo AAGTCGATGGGCGAACTATG qRT-

PPV reverso AAACCGAAGTCCACAACCAC PCR EF569215
Nb18S rRNA
directo GCCCGTTGCTGCGATGATTC oRT- AJ236016
NbL18S rRNA GCTGCCTTCCTTIGGATGTGG PCR N. benthamiana
reverso
PVX directo ATTTGGGACCAGCAACAGAG qRT- M95516
PVX reverso ATGCTGATTTCGGTGACTCC PCR
Na’ll“\l]? ;;;ecto TTTCGATCACCCAGATGTGA RT- AE220927
2 CCAAATGGCTCAACTCCAAT PCR  N. attennata
reverso
NbLPI-I
directo ACTCGGGAATGCGATACAAG RT- DQ158182
NbPI-I GAGGACATGGCTTTGGATTT PCR  N. benthamiana
reveso
NbActina
directa GATGGACAAGTCATCACCATTG RT. AY179605
NbActina PCR N. benthamiana

CTGAGGACAATGTTTCCGTACA

reversa

TABLA 2. Oligonucledtidos cebadores empleados en analisis de expresion génica.
En esta tabla aparecen reflejados algunos de los cebadores utilizados en los ensayos por
PCR cuantitativa (QRT-PCR), por PCR semicuantitativa (RT-PCR) y en la obtencién de

sondas para northern blot.
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NOMBRE SECUENCIA (5-3) USO CODIGO
NtRAR1 CGGGATCCGGTTCACAACCCAG

directo AGAAGT VIGS

NtRAR1 CCCTCGAGTTAGGACGCTGGGC RARI

reverso TGGC AF480487
Sq-NtRAR1 CCATCGATATGGAGAGCTTCGTT N. tabacum
directo GCCAGA RT-

Sq-NtRAR1  CGGGATCCGTGATCAGAACAAA PCR

reverso AGAATCCC

NbSGT1

heoto GTGCAGAGGCCTAATGTAGG (1

NbSGT1 SGT1

oo GCTTCCTTCGACCTTCTTTGT AF494083
S¢-NbSGT1 ot S CCAAGGGAATACCAGCCAA IN. benthamiana
directo RT-

S¢-NbSGTL Lt CATTTCTTCAGCTCCATGE T OR

reverso

NbActina

I GATGGACAAGTCATCACCATTG .. AY179605
1\12“:223 CTGAGGACAATGTTTCCGTACA LCR N benthamiana

TABLA 3. Oligonucleétidos cebadores empleados para la construccion y el analisis
de los vectores VIGS para el silenciamiento de SGT1y RARI. En la tabla se muestran,
marcados en la columna de uso como “VIGS”, los cebadores utilizados para amplificar el
fragmento génico cuya secuencia se pretende silenciar, insertandolos en pTRV2. Para
NtRART1 directo y reverso, se muestran en rojo las dianas para las enzimas de restriccion
BamHI y Xhol, respectivamente. Marcados en la columna de uso como “RT-PCR”
aparecen los cebadores empleados en los ensayos de RT-PCR semicuantitativa (Sq), con los
que se confirmo el silenciamiento génico inducido por las construcciones obtenidas.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION. La
proteina P25 de Potato virus X (PVX)
es el principal determinante de
patogenicidad responsable de la
necrosis sistémica en los sinergismos

asociados a PVX
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4.1. RESULTADOS

4.1.1. La agroinfiltracion de PVX con supresores del
silenciamiento génico induce respuestas de tipo HR (de
Hpypersensitive response), que correlacionan con incrementos en la
acumulacion de los RNAs subgenémicos de PVX

En los sinergismos asociados a PVX en Nicotiana benthamiana existe
una interrelacion entre 1) la participacion de PVX| ii) la presencia de un
supresor del silenciamiento génico (VSR, de iral suppressor of RINA
silencing) fuerte en el otro virus participante del sinergimo y ii) la
aparicion de necrosis sistémica (SN, de Systemic necrosis). Para entender
mejor la relacioén entre estos factores se determiné en primer lugar si la
expresion conjunta de PVX y de una serie de VSRs era capaz de inducir
necrosis a nivel local. De ser asi, esta aproximacion permitiria reproducir
la interaccion sinérgica entre PVX y los virus de los que proceden estos
VSRs. Para ello, se infiltraron en hojas de N. benthamiana una serie de
mezclas de Agrobacterium portadoras de construcciones binarias, para la
expresion de PVX y de alguno de los siguientes VSRs: PPV HC (Helper
component proteinase de Plum pox potyvirus), PPV HCLH (en adelante,
HCLH), TBSV P19 (proteina P19 de Tomato bushy stunt tombusvirus, en
adelante P19) o [-glucuronidasa (GUS), esta ultima como proteina
control. HCLH es una forma mutada de PPV HC, en la que la presencia
de una mutacién puntual (LL134H) conduce a una pérdida de la actividad
supresora y de la capacidad de inducir necrosis cuando se expresa desde
un vector PVX (Gonzalez-Jara ez al., 2005). En el presente trabajo, la
necrosis se analizé cuantitativamente mediante ensayos de liberacion de
electrolitos, y la produccion de H,O, asociada se determiné mediante
tinciones histoquimicas con DAB (3,3’-diaminobenzidina). En torno a
los 6-8 dias tras la agroinfiltraciéon (dfas post-agroinfiltracién, dpa), PVX
dio lugar a una fuerte necrosis y a la produccién de H>O; cuando se
coexpresé con PPV HC, mientras que la agroinfiltraciéon simultanea de
PVX'y P19 también dio lugar a necrosis, aunque en este caso a tiempos
mas tardios (FIG. 6A). Las combinaciones de PVX con HCLH o con la

proteina control GUS no indujeron necrosis a ninguno de los tiempos
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examinados. Para analizar cuantitativamente el grado de necrosis
inducido por las distintas combinaciones PVX/VSRs, se tomaron
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FIGURA 6 (en Ia pdgina anterior). La expresion de PVX junto con VSRs induce
necrosis de tipo HR en N. benthamiana. A. Hojas infiltradas con combinaciones de
cultivos de Agrobacterinm, portadoras de construcciones binarias, para la expresion de PVX
junto con alguno de los siguientes productos: GUS, PPV HC, PPV HCLH (HCLH) o
TBSV P19 (P19), tal y como se indica en la imagen correspondiente. Se fotografié una hoja
(panel izquierdo) que luego se tifié6 con solucién DAB (panel derecho) a 7 dpa. El DAB
forma un precipitado marrén intenso debido a la reaccion con H»O,. B, Liberaciéon de
electrolitos a 7 y 12 dpa de discos de hoja infiltrados con distintas combinaciones. Los
graficos representan las medias * desviacion estandar de 16 réplicas, cada una de ellas
consistente en 4 plantas que recibieron el mismo tratamiento en dos experimentos
independientes. Las diferencias entre las medias de las distintas combinaciones se
analizaron estadisticamente de forma independiente para 7 o 12 dpa, mediante el test de
rangos multiples de Scheffé (distintas letras indican diferencias significativas, P<0,05). C.
Analisis por northern blot de extractos de RNA total obtenido a partir de parches de hojas de
N. benthamiana agroinfiltrados como los mostrados en el panel A, a 3 y 6 dpa. Para cada
combinacién se analizaron dos conjuntos independientes de muestras. D. Analisis por
northern blot de extractos de RNA total obtenidos a partir de parches de hojas de IN. Zabacum
infiltrados con combinaciones de cultivos de Agrobacterinm que contenian construcciones
binarias, para expresar PVX junto con GUS, PPV HC o HCLH, a 6 dpa. E. Analisis por
northern blot de extractos de RNA total obtenidos a partir de plantas de N. benthamiana
infectadas unicamente con PVX (PVX + GUS) o con PVX en combinacién con PPV-GFP
(PVX + PPV). El extracto de RNA se obtuvo a partir de parches de hojas infiltrados (IL) a
3y 6 dpa, o a partir de hojas sistémicas infectadas (UL) a 6 y 9 dpa. El total del RNA (2 pg)
se hibridé con una DIG-ribosonda complementaria a la secuencia de la CP de PVX. Al
lado de las imagenes de cada hibridacién aparece sefialado el RNA genémico (gRNA) y los
dos principales RNAs subgenémicos (sgRNAs): el TGB1 sgRNAT (sgRNA a partir del cual
se expresa TGB1, la proteina P25) y el CP sgRNA3 (sgRNA a partir del cual se expresa la
CP). Debajo de los northern blots se muestran los geles previos en los que se corrid el
extracto de RNA total, tefiidos con bromuro de etidio, a modo de control de carga.

muestras del tejido necrosado y se analiz6 su liberacion de electrolitos a
tiempos distintos. En concordancia con los resultados anteriores, la
necrosis inducida por la combinacién de PVX/PPV HC fue superior a la
registrada para las combinaciones de PVX con P19, HCLH o GUS, a los
7 dpa (FIG. 6B). A 12 dpa, momento en el que los parches
agroinfiltrados con PVX/PPV HC se encontraban totalmente
necrosados y desecados, se observd un incremento de la liberacion de

electrolitos para la mezcla PVX/P19, en comparacion con los controles.
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Para determinar si los cambios en el fenotipo de necrosis entre las
distintas combinaciones PVX/VSRs estan asociados a diferencias en la
acumulacién de los RNAs de PVX, se efectuaron analisis por northern blot
sobre extractos de RNA total obtenidos a partir de los parches
agroinfiltrados, a 3 y 6 dpa (FIG. 6C). Mientras que el RNA genémico
(eRNA) se acumul6 practicamente al mismo nivel en las diferentes
combinaciones PVX/VSR y PVX/GUS a los 3 y 6 dpa, los RNAs
subgendmicos (sgRNA) 1 y 3, responsables de la expresion de TGBI1
(TGB1 sgRNA1, de Triple gene block 1 sgRNA 1) y de la CP (CP sgRNA3,
de Capsid protein sgRNA 3) se acumularon a mayor nivel en las
combinaciones PVX/PPV HC y PVX/P19 que en las combinaciones
PVX/HCLH y PVX/GUS, a los 6 dpa. Cuando se llevaron a cabo estos
experimentos de coexpresion transitoria de PVX con PPV HC, HCLH o
GUS en N. tabacum, los resultados obtenidos a 6 dpa fueron equivalentes
a lo observado para N. benthamiana (FI1G. 6D). Sin embargo, en N.
tabacum, la combinacion PVX/PPV HC no fue capaz de inducir necrosis,
probablemente debido a que la expresion transitoria de PVX en este

hospedador es menos eficiente que en N. benthamiana (Nausch et al.,
2012).

Tras realizar estos estudios a nivel local, se analiz6 si estas
variaciones en la acumulaciéon de los sgRNAs de PVX en presencia de
VSRs podrian extrapolarse a lo que sucede durante la interaccioén
sinérgica PVX-potyvirus, a nivel sistémico y con virus completos. Para
ello, se agroinfiltraron plantas de IN. benthamiana con mezclas de PVX'y
PPV (este ultimo como quimera PPV-GFP), o de PVX en presencia de
GUS. Tal y como se muestra en la FIG. 6E, en la infecciéon mixta PVX-
PPV la acumulacién de los sgRNAs de PVX fue mayor no solo en la
muestra correspondiente a tejido local infectado, sino también en las
muestras correspondientes a tejido sistémico, en relacién a las muestras
locales o sistémicas de la infeccidon sencilla PVX/GUS. Todos estos
resultados indican que las combinaciones PVX/VSRs capaces de inducir
respuestas de necrosis en IN. benthamiana incrementan y/o estabilizan los
niveles de acumulacion de los sgRNAs de PVX.
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4.1.2. La proteina P25 de PVX induce respuestas de tipo HR
en Nicotiana spp.

Estudios previos han mostrado como la proteina potexviral P25, o
TGBI1, es un determinante de patogenicidad responsable de la supresion
del silenciamiento por RNA (Voinnet ¢7 al., 2000). Para determinar si P25
contribuye a la necrosis inducida por las combinaciones PVX/VSRs, se
levé a cabo en N. benthamiana la agroinfiltracion de una serie de
combinaciones de P25 con PPV HC, o con otra seriec de VSRs
pertenecientes a distintas familias de virus (FIG. 7A), tales como TEV
HC (HC derivado de Tobacco etch potyvirns), P19, CTV P23 (proteina P23
de Citrus tristeza closterovirus, en adelante P23), CMV 2b (proteina 2b de
Cucumber mosaic cucumovirus, en adelante 2b), HCLH y GUS, esta dltima a
modo de control. Las combinaciones de P25 con PPV HC, TEV HC,
P19, P23 o 2b indujeron una fuerte necrosis, asociada a la produccién de
H>03, a 7 dpa. La coexpresion de P25 con HCLH o GUS indujo una
débil produccion de H2O» a este tiempo, que se incrementd respecto a
los controles sin proteina P25 a los 11 dpa (FIG. 7B). El incremento en
la necrosis inducida por P25 en presencia de otros VSRs se cuantifico
mediante liberacion de electrolitos, para una seleccion relevante de estos
VSRs, ofreciendo resultados equivalentes (FIG. 7D). Las combinaciones
consistentes en los distintos VSRs con GUS, o combinaciones de VSRs
entre ellos, excluyendo P25, como por ejemplo combinaciones de TEV
HC y P19, o P19 y 2b, no originaron necrosis o incrementos de
liberacion de electrolitos en comparaciéon con los controles. Es mas, la
coexpresion de P25 con un determinante de sintomas como es la
proteina P1 potyviral (en este estudio, P1 de Pozato virus Y [PVY]), la cual
no es un VSR (Tena Fernandez ez al., 2013), tampoco origind necrosis
(FIG. 7A, panel inferior derecho). Estos resultados, por tanto, muestran
a P25 como una proteina con capacidad para inducir necrosis, y sefialan
a la actividad supresora de los distintos VSRs como responsables del
incremento de la necrosis asociada a P25. La coexpresion de P25 y PPV
HC en N. tabacum también fue capaz de inducir respuestas de tipo HR
(FIG. 7C). Para determinar si existia correlacién entre los niveles de
acumulaciéon de P25 y la necrosis inducida por las combinaciones
P25/VSRs, se obtuvo una version de P25 fusionada a un epitopo T7 en
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FIGURA 7. La expresion de PVX P25 junto con VSRs induce una necrosis de tipo
HR en Nicotiana spp. A. Las hojas de N. benthamiana se infiltraron con combinaciones de
cultivos de Agrobacterium portadoras de construcciones binarias, para la expresion de PVX
P25 (P25) junto con alguno de los siguientes factores: GUS, PPV HC, PPV HCLH
(HCLH), TEV HC, TBSV P19 (P19), CTV P23 (P23), CMV 2b (2b) o PVY P1 (P1);
también, se analizaron las combinaciones de Agrobacterinm que permiten expresar P19 junto
con las que permiten expresar TEV HC o 2b, tal y como se indica en las imagenes. Las
hojas se fotografiaron (panel superior izquierdo) y luego se tifieron con soluciéon DAB a 7
dpa. B. Las hojas de N. benthamiana se infiltraron con GUS en solitario o en combinaciones
de cultivos de Agrobacterinm que contenian GUS mas P25, PPV HC o P19. Las hojas se
tifieron con solucién DAB a 7 dpa (panel izquierdo) y 11 dpa (panel derecho). C. Hoja de
N. tabacum infiltrada con combinaciones de cultivos de Agrobacterium para la expresion de
P25 junto con GUS, PPV HC o HCLH, y la combinacién de GUS mas PPV HC, tal y
como se indica en las imagenes. La hoja se fotografié (panel izquierdo) y luego se tifié6 con
solucién de DAB (panel derecho) a 11 dpa. D. Liberacion de electrolitos a 7 dpa de discos
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de hojas infiltrados con diferentes combinaciones de cultivos de Agrobacterium. Los graficos
representan las medias * desviacién estandar de 12 réplicas, cada una de ellas consistente
en material de 4 plantas que recibieron el mismo tratamiento en dos experimentos
independientes. Las diferencias entre medias se analizaron estadisticamente mediante el test
de rangos multiples de Scheffé (distintas letras indican diferencias estadisticamente
significativas, P<0,05). E. Analisis por western blot de extractos derivadas de parches de
hojas infiltrados con combinaciones de cultivos de Agrobacterium que contenian una version
de P25 marcada con el epitopo T7 (P25-T7) junto con GUS, PPV HC, HCLH o P19,a 3y
5 dpa. Para la deteccién de la proteina P25-T7 se empleé un anticuerpo anti-17 (panel
izquierdo). Se cuantifico la intensidad de cada banda mediante analisis densitométrico con
Image]. Se tomé como 1 la densidad de la banda correspondiente a los parches de hoja
infiltrados con P25-T7 mas GUS a 3 dpa, y las otras combinaciones se calcularon en
relacion a este valor; los datos aparecen reflejados debajo de la imagen correspondiente a la
hibridacién. Ademas, en el panel derecho, se muestra una hoja tefiida con solucién DAB a
9 dpa, con las combinaciones de proteinas analizadas por western blot. . Analisis por western
blot de extractos derivadas de parches de hojas infiltrados con combinaciones de cultivos de
Agrobacterium para la expresion de PPV HC junto con P25 o GUS, y HCLH mas P25 o
GUS, a 3y 5 dpa, utilizando anticuerpos anti HC de PPV. El panel situado inmediatamente
debajo de cada hibridacion, en E y I, muestra la membrana tefiida con Ponceau-S justo
después de la transferencia, a modo de control de carga. G. Efectos de la disminucién en la
cantidad del cultivo de Agrobacterium que expresa la proteina P25 de PVX en la liberacion de
electrolitos analizada a 7 dpa. Las hojas se infiltraron con combinaciones de PPV HC junto
con GUS o junto a una serie de diluciones de P25, realizadas también con GUS, tal y como
se indica. H. Efecto de coagroinfiltrar BiP o GUS con la mezcla necrogénica P25/PPV
HC, en N. benthamiana. La hoja se tiné con solucion DAB a 7 dpa. 1. Analisis northern blot de
extractos de RNA total derivados de parches de hoja infiltrados con GUS en solitario o en
combinaciones de GUS mas P25 o PPV HC, y la combinacién P25 con PPV HC,a 2y 3
dpa. El RNA total (15 pg) se hibridé con una **P-sonda complementaria a NtVPE-1a.
Debajo del northern blot se muestra el gel previo en el que se corrid el extracto de RNA total,
tefiido con bromuro de etidio, a modo de control de carga.

su extremo C-terminal (P25-T7). Esta P25-T7 se agroinfiltr6 en N.
benthamiana en combinaciones con PPV HC, HCLH, P19 o GUS. La
mayor necrosis inducida por las combinaciones de P25-T7 con PPV HC
o P19 correlacioné con niveles de acumulacién de P25-T7 superiores a
los correspondientes para las combinaciones de P25-T7 con HCLH o
GUS, determinado por western blot sobre extractos de proteinas
procedentes de parches de hoja agroinfiltradas (FIG. 7E). El epitopo
afiadido a P25 no alter6 el fenotipo de necrosis exhibido en presencia de
otros VSRs, aunque la aparicion de esta respuesta si se demord

levemente, de 1-2 dias. Para determinar si P25 presenta efectos sobre la
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acumulacién de los otros VSRs coagroinfiltrados con ella, se realizaron
analisis por western blot con anticuerpos especificos para detectar PPV
HC, y con ellos se determiné la acumulacién de PPV HC y HCLH (FIG.
7F). La presencia de un supresor del silenciamiento débil como es P25
tuvo efectos inapreciables sobre la acumulacién de PPV HC y de HCLH.
La acumulacion de PPV HC fue superior a la de HCLH tanto en
presencia de P25 como sin ella, tal y como se ha descrito previamente
para la expresion transitoria de mutantes de PPV HC afectados en su
actividad ~ supresora, los cuales acaban por silenciarse post
transcripcionalmente  (Gonzalez-Jara  eral, 2005). En cambio,
coagroinfiltrada con un supresor fuerte como es P19, HCLH fue capaz
de acumularse a niveles equivalentes a los de la forma silvestre PPV HC
(Valli ez al., 2014). Puesto que la coexpresion de P25 no alteré de forma
significativa la acumulacion de PPV HC, los niveles de acumulacion de
este supresor en presencia de P25 seguramente no fueron un factor

significativo por si mismo en la necrosis inducida por la combinacioén.

Para confirmar que efectivamente la respuesta de necrosis inducida
por P25 es dependiente de dosis, se llevaron a cabo una serie de
experimentos de agroinfiltraciéon de la mezcla P25/PPV HC con
diluciones de P25, en los que las cantidades decrecientes de P25 se
sustituyeron por cantidades crecientes de GUS, manteniendo constante
la cantidad de PPV HC (propotciones P25/GUS de 7:3, 1:1 y 3:7). La
necrosis se cuantificé mediante ensayos de liberacion de electrolitos,
observandose reducciones en la liberaciéon a medida que se incrementaba
la diluciéon del cultivo de Agrobacterium codificante de P25; la dilucién 3:7,
pese a ello, todavia indujo mayores niveles de liberacién de electrolitos

que la mezcla control PPV HC/GUS (FIG. 7G).

Estudios previos han mostrado como otra proteina del TGB de
PVX, TGB3, sobreexpresada en N.  lbenthamiana  mediante
agroinfiltracion, induce necrosis relacionada con la apariciéon de estrés en
el reticulo endoplasmatico (ER, de Endoplasmatic reticulum). Esta necrosis,
sin embargo, se reduce cuando se coexpresa la chaperona BiP (de Binding
luminal protein), residente en el ER (Ye et al, 2011). Para determinar si el
estrés en el ER desempefia algin papel en la muerte inducida por P25, se

coagroinfiltré la combinacién necrogénica P25/PPV HC con BiP o con
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GUS, esta ultima como control. La sobreexpresion de BiP no conllevo

cambios apreciables en la induccion de muerte, pues la produccion de
H,O, en la combinacion P25/PPV HC/BiP fue tan intensa como en la
combinacién P25/PPV HC/GUS (FIG. 7H).

También, en estudios previos, se ha determinado un incremento
en la acumulacion del mRNA de VPE-1 (de Vacuolar processing engyme-1,
cistein proteasa con actividad de tipo caspasa-1) en la respuesta HR
inducida durante la infeccién de plantas de tabaco con TMV (de Tobacco
mosaie tobamovirus) (Hatsugal ef al., 2004). Para determinar si la expresion
de P25 afecta a los niveles de acumulaciéon del mRNA de VPE-1, se
llevaron a cabo andlisis por northern blot sobre extractos de RNA total
procedentes de parches agroinfiltrados con GUS, P25, PPV HC o la
combinaciéon P25/PPV HC. El northern blot mostrd como la acumulacién
del mRNA de VPE-1 se encontraba mayormente inhibida en los parches
agroinfiltrados con P25/PPV HC, y en menor extensién también en los
parches agroinfiltrados solo con P25, entre los 2 y 6 dpa (FIG. 71I).

4.1.3. P25 es el principal determinante de patogenicidad
implicado en la induccién de respuestas de tipo HR en los
sinergismos asociados a PVX

La expresion de la proteina PPV HC a partir de un vector PVX es
suficiente para inducir un incremento de la virulencia de este virus,
llevando a la aparicion de SN (Gonzalez-Jara efal, 2005). Para
determinar si la expresion de la proteina P25 a partir de un vector
potyviral podria conducir también a estos incrementos de virulencia y a
la aparicion de SN, se llevo a cabo la insercion de P25 en un vector PPV
modificado (PPV-P25), el cual expresa una version de P25 fusionada al
epitopo HA (P25-HA). Como control, se llevo a cabo la insercion de la
secuencia de GFP en el mismo vector PPV (PPV-GFEP), el cual expresa
GFP-HA. Cuando se agroinfiltraron estos virus en IN. benthamiana,
aunque las hojas inoculadas no exhibieron alteraciones notables, las hojas
sistémicas no inoculadas pronto comenzaron a mostrar sintomas de
mosaico suaves, a los 7 dpa, con ambos virus quiméricos. Mas

tarde, la expresion de P25 a partir del virus PPV-P25 ocasioné un
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FIGURA 8. La expresion de PVX P25 a partir de un vector PPV incrementa la
gravedad de los sintomas en N. benthamiana. A. Imagenes representativas de los
sintomas inducidos en N. benthamiana por la infecciéon con la quimera PPV-P25 (izquierda)
o con la quimera control PPV-GFP (derecha), a los 15 dpa. B. Imagenes correspondientes
a hojas sistémicas procedentes de plantas infectadas con PPV-P25 o con PPV-GFP, tefiidas
con solucion DAB, a los 15 dpa (paneles superiores). Los fenotipos representativos se
muestran en imagenes ampliadas (paneles inferiores; barra de escala de 0,5 mm en la
esquina inferior derecha de cada imagen). C. Analisis por western blot de extractos obtenidos
a partir de hojas sistémicas infectadas con PPV-P25 o con PPV-GFP, a los 15 dpa, y
analizados con anticuerpos anti-HA (western blot superior, marcado como aHA; muestra la
acumulaciéon de los productos GFP-HA y P25-HA expresados por la quimera
correspondiente), o con anticuerpos anti-PPV CP (western blot inferior, marcado como
aPPV CP). Los paneles situados inmediatamente debajo de cada hibridacién muestran la
membrana tefiida con Ponceau-S justo después de la transferencia, a modo de control de
carga.

empeoramiento notable de los sintomas, incluido fuerte mosaico, rizado
y reduccion del tamafio de las hojas, que pronto evolucionaron hacia la
apariciéon de moteados necréticos en las hojas sistémicas, a 15 dpa, sin
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que se observarse un agravamiento equivalente de los sintomas en las
plantas infectadas con la quimera control PPV-GFP (FIG. 8A). En
concordancia con estas observaciones, cuando se tifieron con DAB las
hojas sistémicas de plantas infectadas con PPV-P25 estas mostraron una
produccién de H,O, mucho mas intensa que las procedentes de plantas
infectadas con la quimera control PPV-GFP (FIG. 8B). El analisis por
western blot de los extractos de proteinas procedentes de hojas sistémicas
infectadas mostraron que las proteinas P25-HA o GFP-HA
efectivamente se estaban acumulando en estas plantas, a los 15 dpa
(FIG. 8C). La acumulacion viral, evaluada en estas mismas muestras a
través de la cantidad de proteina PPV CP, no mostré diferencias
importantes entre ambas quimeras, lo que permite descartar que el
tenotipo de necrosis exhibido por PPV-P25 sea debido a una mayor
acumulacion de esta quimera, en relacién al control PPV-GFP. Por
tanto, P25, como muchos otros VSRs expresados a partir del vector
PVX, actia como determinante de virulencia en N. benthamiana cuando
se expresa a partir de un vector PPV.

Para determinar si otras proteinas potexvirales distintas a P25
podrian contribuir a la respuesta de tipo HR inducida por las
combinaciones PVX/VSRs, se obtuvo una versiéon del virus PVX
mutada en la ORF codificante de P25, denominada PVXAP25.
PVXAP25 expresa una forma de P25 delecionada en C-terminal, debido
a la presencia de un codén de parada prematuro. Los cultivos de
agrobacterias con PVX o PVXAP25 se mezclaron con los de PPV HC o
P19, y las mezclas se agroinfiltraron en N. benthamiana en lados opuestos
de una misma hoja, con el objetivo de llevar a cabo una comparacion
directa entre la necrosis inducida por ambos virus. Se considero,
hipotéticamente, que la coexpresion de un VSR como PPV HC o P19
podria complementar funcionalmente al virus PVXAP25, defectivo en la
actividad supresora del silenciamiento por la falta de una P25 funcional
(Bayne e# al., 2005). Esta hipotesis se confirmé hasta cierto punto, pues
tal y como se muestra en la FIG. 9A la acumulacion del RNA de
PVXAP25 en presencia de PPV HC o de P19 fue similar a la de PVX en
combinaciéon con PPV HC o P19, a 6 dpa. La menor acumulacion de los

sgRNAs de PVXAP25 en presencia de P19 podria deberse a que la
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supresion del silenciamiento sobre PVXAP25 es ejercida de forma
menos efectiva por P19 que por PPV HC. Sin embargo, mientras que las
combinaciones de PVX con PPV HC o con P19 originaron una intensa
necrosis asociada a la produccion de HyOz a 7 y 12 dpa, respectivamente,
ni PPV HC ni P19 fueron capaces de incrementar la virulencia de
PVXAP25 (FIG. 9B). De acuerdo con estos resultados, la liberacion de
clectrolitos de los parches agroinfiltrados con PVXAP25/VSRs fue
bastante inferior a la registrada para las combinaciones de PVX con PPV
HC (7 dpa) o con P19 (12 dpa) (FIG. 9C). Es mas, la liberacion de
electrolitos en los parches agroinfiltrados con combinaciones
PVXAP25/VSRs fue equivalente a la observada para los parches
agroinfiltrados con PVX/GUS, o simplemente con GUS. Todos estos
resultados indican que P25 es el principal factor inductor de la respuesta

de tipo HR en los sinergismos asociados a PVX.
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FIGURA 9 (en Ia pdgina anterior). PVXAP25 expresado en combinaciéon con VSRs
no induce respuestas de tipo HR. En hojas de N. benthamiana se agroinfiltr6 GUS en
solitario, o combinaciones de PVX con GUS, PPV HC o TBSV P19 (P19), o
combinaciones de PVXAP25 con GUS, PPV HC o P19. A. Analisis por northern blot de
extractos de RNA total obtenidos a partir de parches de hoja agroinfiltrados con
combinaciones de PVX mas PPV HC o P19, o con combinaciones de PVXAP25 mas PPV
HC o P19, a los 6 dpa. El RNA total (2 pg) se hibridé con una DIG-ribosonda
complementaria a la secuencia de la PVX CP. Al lado de las imagenes de cada hibridacion
aparece sefialado el RNA gendémico (gRNA) y los dos principales RNAs subgendmicos
(sgRNAs): el TGB1 sgRNAT (sgRNA a partir del cual se expresa TGB1, la proteina P25) y
el CP sgRNA3 (sgRNA a partir del cual se expresa la CP). Debajo del northern blot se
muestra el gel previo en el que se corrié el extracto de RNA total, tefiido con bromuro de
etidio, a modo de control de carga. B. Una serie de hojas con fenotipos representativos se
tifieron con solucion DAB a los 7 dpa (panel superior, combinaciones con PPV HC) o a
los 12 dpa (panel inferior, combinaciones con P19). C. La liberaciéon de electrolitos de
discos de hoja agroinfiltrados con las diferentes combinaciones se analizaron a los 7 y 12
dpa. El grafico muestra el valor medio * desviacién estandar de 10 réplicas, cada una de
ellas consistente en 4 plantas que recibieron el mismo tratamiento, en dos experimentos
independientes. Las diferencias entre las medias de distintas combinaciones se analizaron
independientemente para 7 o 12 dpa, mediante el test de rangos multiples de Scheffé
(distintas letras indican diferencias estadisticamente significativas, P<0,05).

4.1.4. La actividad supresora del silenciamiento de P25 es
necesaria para la induccion de respuesta de tipo HR

Para evaluar si la actividad supresora del silenciamiento génico de
P25 es necesaria para la inducciéon de respuestas de tipo HR, se
obtuvieron tres mutantes puntuales de P25-T7, con las mutaciones
A104V, T117A y K124E, los cuales han sido descritos previamente
(Bayne et al., 2005). Ademas, para excluir la participacion del mRNA
codificante de P25 en la induccién de necrosis también se obtuvo un
mutante con un codén de parada prematuro (P25Stop). Todos estos
mutantes se evaluaron en su capacidad para inducir necrosis. Estudios
previos mostraron como los mutantes T117A y K124E eran deficientes
en la actividad supresora del silenciamiento; este aspecto se confirmé en
el presente trabajo coexpresando dichos mutantes con la proteina
reportera GFP, y analizando los niveles de acumulacién de su mRNA.
Como era esperable, solo el mutante A104V mostré actividad supresora
del silenciamiento de GFP, mientras que T117A y KI124E fueron
deficientes en esta actividad (FIG. 10A).
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FIGURA 10. La induccién de respuestas de tipo HR correlaciona con la actividad
supresora de PVX P25. A. Se agroinfiltraron hojas de N. benthamiana con GUS en solitario

o con combinaciones de cultivos de Agrobacterinm con construcciones binarias, para la

expresion de una proteina reportera GFP junto con versiones de P25 con el epitopo T7,
bien su version silvestre (P25-T7), o bien mutada en A104V, T117A o K124E, o junto con
el mutante P25Stop (codén de parada prematuro), tal y como se indica en las imagenes. A

los 3 dpa se obtuvieron imagenes de fenotipos representativos mediante iluminacién UV
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(paneles superiores). A partir de estos parches agroinfiltrados se obtuvieron extractos de
RNA total, de los que 10 ug se analizaron por northern blot, para lo que se hibridaron con
una DIG-ribosonda complementaria al mRNA de GFP (panel inferior). Debajo del northern
blot se muestra el gel previo en el que se corrid el extracto de RNA total, tefiido con
bromuro de etidio, a modo de control de carga. B. Analisis western blot de extractos
obtenidos a partir de discos de hoja agroinfiltrados con las combinaciones de PPV HC con
P25-T7, o con sus formas mutadas A104V, T117A o K124E, o con P25Stop, a los 6 dpa,
empleando anticuerpos anti-T7. El panel situado inmediatamente debajo de la hibridacion
muestra la membrana tefiida con Ponceau-S justo después de la transferencia, a modo de
control de carga. C. Se agroinfiltraron hojas con GUS en solitario o con combinaciones de
cultivos de Agrobacterium para la expresion de PPV HC junto con P25-T7 silvestre o sus
mutantes A104V, T117A, K124E o P25Stop, o junto con GUS. Estas hojas se tifieron
posteriormente con soluciéon DAB, a los 9 dpa. D. Determinacién de la liberaciéon de
electrolitos a 9 dpa en parches de hoja agroinfiltrados con combinaciones de PPV HC o
GUS junto con P25-T7 silvestre o sus formas mutadas A104V, T117A, K124E o P25Stop.
Se agroinfiltré igualmente GUS en solitario a modo de control. El grafico representa los
promedios * desviacion estandar de 18 réplicas, cada una de ellas con material procedente
de cuatro plantas, que recibieron el mismo tratamiento en tres experimentos
independientes. Las diferencias entre medias se analizaron estadisticamente a través del test
de rangos multiples de Scheffé (distintas letras indican diferencias estadisticamente
significativas, P<0,05).

Para el analisis se agroinfiltraron versiones de P25 silvestre o
mutadas marcadas con el epitopo T7, en combinaciéon con PPV HC o
con GUS, estas ultimas a modo de control. L.a combinacién del mutante
A104V con PPV HC dio lugar a la apariciéon de necrosis y a la liberacion
de electrolitos, si bien ligeramente menor que la inducida por la forma no
mutada, pero todavia muy por encima de la registrada para la
combinacion control GUS o la combinacién de PPV HC con P25Stop
(FIG. 10C y 10D). En cambio, los parches agroinfiltrados con la
combinacion de PPV HC y el mutante T117A o el K124E no fueron
capaces de inducir necrosis, y los niveles de electrolitos registrados
fueron similares al de los parches controles. La agroinfiltraciéon de los
mutantes T117A o K124E en presencia de la proteina control GUS
también dieron lugar a una liberacién de electrolitos menor que la que
indujeron las combinaciones de GUS con la forma silvestre de P25 o con
el mutante A104V. Para descartar que las diferencias observadas en la
necrosis fueran debidas a diferencias en los niveles de acumulacién para

cada mutante, se analiz6 la estabilidad de los mismos mediante western
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blot, empleando anticuerpos anti-17, observandose niveles equivalentes a
los de la forma silvestre para todos ellos (FIG. 10B). En conjunto, todos
estos resultados sugieren que la actividad supresora de la proteina P25 es

necesaria para activar las respuestas de tipo HR en N. benthamiana.

4.1.5. Los factores RAR1 y SGT1 regulan la respuesta de
tipo HR inducida por P25 y la virulencia de la quimera PVX-HC

El funcionamiento de los factores de resistencia (R) depende en
muchos casos de su asociacion a una serie de complejos con funcién
chaperona, constituidos por varias proteinas entre las que se incluyen los
tactores SGT1 (de Suppressor of the G2 allele of SKPT) y RAR1 (de Reguired
for MLAT2 resistance 1) (Liu ef al, 2002a,b). Para analizar el papel
desempenado por estos dos factores en la respuesta de tipo HR inducida
por la combinaciéon P25/PPV HC, se clonaron separadamente unos
fragmentos homologos a SGT7 y RART de N. benthamiana en vectores
basados en el virus TRV (de Tobacco rattle tobravirus), con el objetivo de
conseguir su silenciamiento mediante la técnica VIGS (de irus-induced
gene silencing). Una serie de plantas de N. benthamiana se agroinfiltraron
con el vector recombinante (TRV2:SGT1 o TRV2:RARI) o con el
vector vacio (TRV2:00) como control. A los 14 dias tras infiltrar los
vectores TRV se llevaron a cabo analisis de RT-PCR semicuantitativa
sobre extractos de RNA total obtenidos de las hojas sistémicas, con el
objetivo de confirmar el silenciamiento de SGT1 o de RAR1. Tal y como
se muestra en las FIG. 11A y 11B, los niveles de sus respectivos
transcritos efectivamente se redujeron en relaciéon al de los controles
agroinfiltrados con los vectores vacios TRV2:00. Posteriormente, sobre
estas mismas plantas silenciadas y sobre los controles no silenciados se
agroinfiltraron las combinaciones P25-T7/PPV HC o GUS, esta dltima a
modo de control, en lados opuestos de una misma hoja. El desarrollo de
la respuesta de necrosis y de produccién de H,O; inducida por P25-
T7/PPV HC se atenu6 en las plantas silenciadas en SGT1 o en RART,
en comparaciéon con las plantas controles no silenciadas, a los 9 dpa
(FIG. 11C y 11D). En concordancia con estas observaciones, las
plantas silenciadas en SGT1 o en RART1 infiltradas con P25-T7/PPV HC
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FIGURA 11. El silenciamiento de los factores SGT1 o RAR1 en N. benthamiana
atenda la respuesta de tipo HR inducida por la combinacion PVX P25/PPV HC.
Las plantas de N. benthamiana se infiltraron con cultivos de Agrobacterium portadoras de
construcciones binarias, para la expresion de TRV2:SGT1, TRV2:RAR1 o TRV2:00, este
ultimo sin inserto, empleado como control. El silenciamiento de los transcritos de SGT1
(A) y de RAR1 (B) se monitorizé a través de RT-PCR semicuantitativa realizada sobre
extractos de RNA total obtenidos a partir de hojas sistémicas, a los 14 dias tras la
infiltraciéon de las construcciones TRV. La misma reacciéon de retrotranscripcion (RT)
utilizada para amplificar SGT1 o RARI, se emple6 igualmente para amplificar transcritos
de actina, a modo de control. El nimero de ciclos de PCR se indica debajo de cada
tratamiento. (-RT) indica las reacciones control llevadas a cabo sobre muestras sin
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retrotranscriptasa. Las hojas de plantas infiltradas previamente con TRV2:SGT1 o
TRV2:RARI, y las plantas control no silenciadas, se agroinfiltraron a los 14 dfas con la
combinacién necrogénica P25-T7/PPV HC o con GUS en solitario, este ultimo a modo de
control, en mitades opuestas de una misma hoja. Las hojas de plantas silenciadas en SGT1
(C) o en RAR1 (D) y posteriormente agroinfiltradas con las combinaciones sefialadas, se
tomaron y tifieron con solucion DAB a los 9 dpa (paneles superiores). Se efectuaron
analisis western blot sobre extractos obtenidos a partir de parches de hoja agroinfiltrados,
tomados a los 6 dpa. En la hibridaciéon se emplearon anticuerpos anti-T7 (paneles
intermedios). Los paneles situados inmediatamente debajo de cada hibridacién muestran las
membranas teflidas con Ponceau-S justo después de la transferencia, a modo de control de
carga. A los 9 dpa, también se efectuaron medidas de la liberacion de electrolitos sobre
discos de hoja agroinfiltrados con las combinaciones P25-T7/PPV HC o con GUS en
solitario, obtenidos a partir de plantas silenciadas en SGT1 (E) o en RAR1 (F), asi como de
sus respectivos controles no silenciados. Los graficos muestran los valores promedios *
desviacion estandar correspondientes a 12 réplicas, cada una de ellas con material
procedente de cuatro plantas que recibieron el mismo tratamiento en dos experimentos
independientes. Las diferencias entre pares de medias se analizaron estadisticamente
mediante el test U de Mann-Whitney (el asterisco indica diferencias estadisticamente
significativas entre las plantas silenciadas en SGT1 o RAR1 y sus respectivos controles no

silenciados, para cada combinacién de proteinas, P<0,05).

mostraron una reduccién significativa en la liberacion de electrolitos, en
comparacion con las plantas control (FIG. 11E y 11F). Mediante analisis
western blot se determiné que la acumulacion de P25-T7 en las plantas
silenciadas en SGT1 o en RARI era equivalente al de los controles no
silenciados, lo que permite descartar una variaciéon en la acumulacion de
P25-T7 como responsable de las diferencias de necrosis observadas
(FIG. 11C y 11D, paneles inferiores).

Para evaluar si SGT1 y RAR1 estan también implicados en la SN
inducida en el sinergismo PVX-potyvirus, se agroinfiltré la quimera
PVX-HC (PVX con PPV HC) en plantas silenciadas en uno de estos dos
factores y en controles no silenciados. A los 11 dpa, el nimero de plantas
afectadas por la necrosis alcanzé entre el 95-100% tanto en plantas
controles como en plantas silenciadas, aunque el desarrollo de la muerte
celular en las hojas silenciadas en SGT1 o en RARI1 se atenud en
comparacion con el de los controles no silenciados, medido a través de la
liberacion de electrolitos, también a 11 dpa (FIG. 12A y 12B). Este

analisis se realiz6 sobre cinco réplicas obtenidas a partir de 20 plantas
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por tratamiento, y el experimento se repitié un minimo de dos veces. En
estas mismas plantas, se determiné también si la reduccién del fenotipo
de necrosis estaba asociada a cambios en la acumulacién de la quimera
PVX-HC, para lo que se analizaron por PCR cuantitativa (qQRT-PCR)
extractos de RNA total obtenidos a partir de hojas sistémicas de plantas
infectadas, silenciadas en SGT1, en RAR1 o en controles no silenciados
(FIG. 12C y 12D). Los ensayos de gRT-PCR mostraron como la
quimera PVX-HC alcanz6 en estas plantas silenciadas niveles

ligeramente inferiores a los que presenté en los controles no silenciados,

a 11 dpa.
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FIGURA 12. El silenciamiento de los factores SGT1 o RAR1 en N. benthamiana
atenua la SN inducida por la quimera PVX-HC. Las plantas de N. benthamiana se
infiltraron con cultivos de Agrobacterium portadoras de construcciones binarias, para la
expresion de TRV2:SGT1, TRV2:RAR1 o TRV2:00, este ultimo sin inserto, a modo de
control. Estas mismas plantas se infectaron mediante agroinfiltraciéon con PVX-HC, o se
agroinfiltraron con GUS (control no infectado), a los 14 dfas tras haber iniciado el
silenciamiento. Posteriormente, a los 11 dias tras la agroinfiltracién de PVX-HC o de GUS
(11 dpa) se analiz6 la liberacion de electrolitos, a partir de discos de hoja obtenidos de estas
plantas. La liberacion de electrolitos de plantas silenciadas en SGT1 (A) o en RAR1 (B), asf
como de sus respectivos controles no silenciados, se expresé de forma relativa, como el
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cociente entre los niveles de liberacién en plantas infectadas con PVX-HC frente a los de
las plantas no infectadas (agroinfiltradas con GUS). Se analiz6 mediante PCR cuantitativa
(qRT-PCR) la acumulaciéon de PVX-HC en extractos de RNA total, obtenidos a partir de
hojas sistémicas de plantas silenciadas en SGT1 (C) o en RAR1 (D), en comparacién con
sus respectivos controles no silenciados, a 11 dpa. Los graficos representan los valores
promedios * desviacion estandar de cinco réplicas, cada una con material procedente de
cuatro plantas que recibieron el mismo tratamiento. Las diferencias entre pares de medias
se analizaron estadisticamente mediante el test U de Mann-Whitney (el asterisco indica

diferencias estadisticamente significativas, P<0,05).

4.1.6. La coexpresion de P25 con VSRs potencia la actividad
lipoxigenasa (LOX)

La SN se ha descrito ligada a incrementos en la actividad LOX, en
plantas de N. benthamiana infectadas con el par sinérgico PVX-PVY, lo
que sugiere la implicaciéon de la sefializaciéon por la hormona acido
jasmoénico (JA) en la manifestacion de sintomas (Garcia-Marcos ¢7 al.,
2013). En el presente trabajo se ha analizado la actividad LOX en
parches de hoja agroinfiltrados con P25 en combinacién con PPV HC,
HCLH, P19 o GUS, a 7 dpa (FIG. 13A). El nivel de actividad enzimatica
fue mayor en las combinaciones que dieron lugar a respuestas de tipo
HR, es decir, en P25 con PPV HC o P19, en comparaciéon con las
combinaciones de P25 con HCLH o GUS. Posteriormente se comprobd6
si el tratamiento con acido salicilico (SA) podria afectar a la necrosis
inducida por P25-T7/VSRs, ya que esta hormona actia como regulador
positivo de numerosas respuestas defensivas. El tratamiento con SA dio
lugar a una disminucién estadisticamente significativa en la liberaciéon de

electrolitos en los parches de hoja infiltrados con las combinaciones de

¢ c
2 4 b b
1,5 4
a
1 4
Ols -J
0_.

GUS + GUS + P25+ P25 + P25 +
GUS P25 PPV HC HCLH P19

Actividad LOX relativa

130



Resultados y Discusion: P25 y SN

*
© -
2 25 m-SA
& 2 H+SA *
-
5 £ 15 -
)
QO @
Co 17
a
5 0,5 4
T GUS+ P25-T7+  P25-T7+  P25-T7+
GUS GUS PPV HC P19
SA: -+ - + - o+ - +
P25-T7 — —_— - e e —— G
i, -
— e —l S ——-
-RT
c -SA +SA SA +SA

PI-I _

2,5 1 mwt

2 1 B NahG
1,5 4

1 -
0,5 -

0 .

GUS + GUS GUS+P25 P25+PPVHC P25+P19

Liberacion relativa
electrolitos

FIGURA 13 (comienza en la pdgina anterior). La agroinfiltracion de las
combinaciones PVX P25/VSRs potencia en N. benthamiana la actividad
lipoxigenasa (LOX). A. Las hojas de N. benthamiana se infiltraron con combinaciones de
cultivos de Agrobacterium portadoras de construcciones binarias, para la expresion de PVX
P25 junto con GUS, PPV HC, PPV HCLH (HCLH) o TBSV P19 (P19). La actividad LOX
se analizé sobre extractos procedentes de discos de hoja agroinfiltrados, a los 7 dpa,
empleando acido linoleico (0,1 mM) como sustrato. El grafico representa el promedio *
desviacion estandar de seis réplicas, cada una de ella con material procedente de cuatro
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plantas, que recibieron el mismo tratamiento. Las diferencias entre medias se analizaron
estadisticamente mediante el test de rangos multiples de Scheffé (distintas letras indican
diferencias estadisticamente significativas, P<0,05). B. Sobre hojas agroinfiltradas con GUS
en solitario, o con combinaciones de cultivos de P25-T7 con GUS, PPV HC o con P19, se
pulverizé una solucién de acido salicilico (SA) (2 mM) o agua (para las plantas control). Se
tomaron discos de hoja y se analiz6 la liberacion de electrolitos a los 8 dpa (panel superior).
También se efectud un analisis por western blot sobre extractos derivados de estos mismos
parches agroinfiltrados, a 6 dpa, empleando para ello anticuerpos anti-T7 (panel medio).
Inmediatamente debajo de la imagen de la hibridacién, se muestra la membrana tefiida con
Ponceau-S justo después de la transferencia, a modo de control de carga. C. Analisis de
RT-PCR semicuantitativa para determinar la represion de los genes treonina desaminasa
(TD) e inhibidor de la proteinasa I (PI-I), en las plantas tratadas con SA en relacion a los
controles. La misma reaccion de retrotranscripciéon (RT) utilizada para amplificar TD o PI-
I, se empled igualmente para amplificar transcritos de actina, a modo de control. El nimero
de ciclos de PCR se indica debajo de cada tratamiento. (-RT) indica la reacciéon control sin
retrotranscriptasa. D. Se agroinfiltraron plantas transgénicas NahG o silvestres (wt) con las
combinaciones de cultivos descritos mas arriba. A los 8 dpa se tomaron discos de hoja
agroinfiltrados y se analiz6 su liberacion de electrolitos. El grafico representa el promedio
T desviacion estandar de 12 réplicas, cada una de ellas con material procedente de cuatro
plantas que recibieron el mismo tratamiento en dos experimentos independientes. La
diferencias entre pares de medias, correspondientes a plantas tratadas con SA o controles
no tratados, o a plantas NahG frente a wt, se analizaron estadisticamente mediante el test t
de Student (los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas, P<0,05).

P25-T7 con PPV HC o con P19, en relacién a los controles no tratados
(FIG. 13B, panel superior). En estos experimentos, al igual que en los
anteriores, también se comprobd que efectivamente los niveles de
acumulacion de P25-T7 en las plantas tratadas con SA era comparable al
de las plantas control no tratadas, lo que de nuevo descarta variaciones
en la acumulacion de proteina como factor responsable de la reduccion
observada en la necrosis (FIG. 13B, panel inferior). La activacion de la
seflalizacion por SA actia de forma antagénica sobre la ruta de
seflalizaciéon por JA y sobre su propia biosintesis (Thaler ez al, 2012).
Para determinar si la reduccién de necrosis observada en plantas tratadas
con SA respondia a una inhibicién de las respuestas mediadas por JA, se
analizé6 mediante RT-PCR semicuantitativa la expresiéon de una serie de
genes de respuesta a JA, como son TD (de Threonine deaminase) y PI-I (de
Proteinase inbibitor-I). Para ello se obtuvieron extractos de RNA total a
partir de parches de hoja agroinfiltrados con P25-T7/PPV HC derivados
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de plantas tratadas con SA o de controles no tratados. Como era de
esperar, el tratamiento con SA reprimi6 la expresion de TD y PI-I en
comparacion con las plantas control (FIG. 13C). Para evaluar la
contribucion del SA a la necrosis inducida por P25/VSRs, se
agroinfiltraron estas combinaciones en plantas transgénicas NahG de N.
benthamiana, las cuales no acumulan SA. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre la liberacién de electrolitos en estas
plantas NahG y la de los controles wt (silvestres). Estos resultados
sugieren que el efecto del SA sobre la necrosis inducida por P25/VSRs
depende de la relaciéon antagonica existente entre las rutas de sefalizacion

de esta hormona y la del JA (FIG. 13D).

4.2. DISCUSION

En el presente trabajo, se llevaron a cabo ensayos de
agroinfiltracion para reproducir en el tejido local la respuesta de SN
inducida en N. benthamiana durante la interaccion sinérgica PVX-
potyvirus, y por quimeras de PVX que expresan proteinas VSR
(Scholthof ez al., 1995; Pruss et al., 1997; Gonzalez-Jara et al., 2004). En
los trabajos realizados se observé un incremento y/o estabilizacion de
los sgRNAs de PVX, uno de los productos de la replicacién viral,
cuando PVX se coexpresé con PPV HC o con P19, y también durante la
infeccién mixta PVX-PPV. Sin embargo, no se observaron variaciones
importantes en la acumulacion del gRNA de PVX. Por ello, la
interaccion PVX-potyvirus en N. benthamiana podria definirse como
sinergismo en un sentido amplio, en el que tanto la gravedad de los
sintomas como los niveles de acumulacion de algunos de los productos
virales se incrementan. El grado de acumulacién de los RNAs de PVX
parece reflejar una accesibilidad diferencial a los mismos por parte de la
maquinaria de silenciamiento  génico. Esto sugiere que la
compartimentalizacion subcelular del gRNA de PVX en complejos de
replicacion viral, asociado a compactos sistemas membranosos (Tilsner
et al., 2012) puede jugar un papel importante en la limitaciéon de la
accesibilidad de la maquinaria de silenciamiento de RNA a su potencial

diana. Alternativamente, la encapsidacién total o parcial del gRNA
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podria protegerlo del silenciamiento. Todo ello llevaria aparejada la
ausencia de efectos de un VSR sobre la acumulaciéon del gRNA. En
cambio, los sgRNAs, los cuales si estarfa sometidos a la accién del
silenciamiento, si experimentarian cambios apreciables en su nivel de

acumulacion en presencia de un VSR.

Mas adelante, se puso de manifiesto como la expresion de la
proteina P25, codificadas por el TGB1 sgRNA1, en presencia de VSRs
de distintos virus es capaz de inducir respuestas de necrosis de tipo HR,
en Nicotiana spp. Es mas, P25 demostré actuar como factor capaz de
incrementar la virulencia de un vector PPV hasta dar lugar a la aparicion
de sintomas de necrosis. Estos resultados sugieren que durante el
sinergismo asociado a PVX| la apariciéon de respuestas de necrosis (es
decir, la SN) podria ser resultado de una respuesta inmune atrasada
inducida por P25, que tiene lugar solo cuando esta proteina alcanza un
nivel umbral en etapas tardias de la infeccion, gracias a la accion de los
VSRs. Este modelo contempla la SN como una respuesta defensiva
ineficiente debida a un débil reconocimiento de la multiplicacién del
virus en etapas tempranas del proceso infectivo, o a un reconocimiento
tardio, en el que los mecanismos defensivos activados no son lo
suficientemente intensos como para restringir la propagacion del virus.
Mas tarde, cuando el nivel de acumulacion del factor implicado en este
reconocimiento (P25) se incrementa gracias a la acciéon de los VSRs, se
activa una respuesta de tipo HR sistémica, también ineficaz en la
contenciéon del patégeno, que finaliza con la muerte de la planta. La
dependencia de dosis determinada para la SN en el presente trabajo no
es una observacion completamente nueva. Komatsu y colaboradores
describieron como los sintomas de necrosis inducidos por PIAMV (de
Plantago asiatica mosaic potexirus), en IN. benthamiana, dependen del nivel de
acumulacién de la RNA polimerasa dependiente de RNA viral (RdRp, de
RNA-dependent RNA  polymerase), cuyo dominio helicasa (HEL) es el
determinante inductor de la respuesta de necrosis. El dominio
polimerasa (POL) de RdRp, del que depende la replicacién viral, modula
de este modo los niveles de acumulaciéon de las proteinas del virus,
incluida la propia RdRp, y por tanto del dominio HEL inductor de
necrosis (Komatsu ez al., 2011). En el caso concreto de la interaccion

134



Resultados y Discusion: P25 y SN

PVX-potyvirus, puede que la presencia de un VSR fuerte como es el HC
potyviral reproduzca el efecto del dominio POL sobre la accién
inductora de HEL descrito mas arriba; este VSR potyviral incrementaria
la acumulacién de P25 mas alla de cierto umbral, desencadenando
respuestas de tipo HR. La expresion de P25 por parte de PVX es un
proceso finamente regulado, con el objetivo de mantener bajos niveles
de acumulacién de esta proteina, a través de su expresion a partir del
TGB1 sgRNA1 (Verchot-Lubicz ef al., 2007). El control de la expresion
de P25 podria constituir una estrategia del virus para evitar efectos
negativos sobre el hospedador, presentando pequefios cambios en los
niveles del TGB1 sgRNA1 un impacto importante sobre la acumulacion
de la proteina. Este efecto de la acumulaciéon de proteina sobre el grado
de necrosis inducida se puso de manifiesto cuando P25 se expreso a
distintos niveles, o cuando se agroinfiltré6 en presencia de VSRs o en
ausencia de ellos, determinado como cambios en la liberacion de

electrolitos, indicador del grado de dafio en la membrana celular.

Previamente se ha descrito como la sobreexpresion de la proteina
TGB3 de PVX, mediante agroinfiltraciéon, ocasiona lesiones necroéticas
en N. benthamiana (Ye etal., 2011). Los resultados mostrados en la
presente tesis, gracias al empleo del mutante PVXAP25, en el cual la
ORF de TGB3 no se encuentra alterada, indican que la proteina P25 es
el principal determinante de PVX implicado en la induccién de SN en los
sinergismos asociados a PVX. Es mas, a diferencia de lo observado para
TGB3, la actividad inductora de necrosis de la combinacion P25/PPV
HC en N. benthamiana no disminuy6 de forma apreciable en un examen
de visu cuando se coexpresé con BiP, lo que hace improbable que el
estrés en el ER sea la causa principal de esta necrosis, aunque no descarta
su contribuciéon al proceso mismo. En un contexto mas amplio, es
probable que la actividad inductora de necrosis de P25 contribuya a la
exacerbacion de sintomas descrita en otros estudios en los que también
se ha hecho uso de formas recombinantes de PVX para la expresion de
otros factores virales, entre ellos proteinas con actividad supresora del
silenciamiento por RNA (Pfeffer ef al, 2002; Luna ez al., 2012; Zhang
et al., 2012). Por tanto, deberian tomarse precauciones a la hora de

evaluar proteinas viricas como determinantes de patogenicidad cuando se
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expresan a partir de quimeras de PVX. Otra implicaciéon que se deriva de
este conjunto de resultados es que diferentes determinantes de
patogenicidad no descritos aun suficientemente podrian ser responsables
de otros casos de sinergismo, en los cuales un virus “ayudante” (de helper)
codificante de VSRs fuertes (como los potyvirus) incrementaria la
acumulaciéon del virus codificante del factor de patogenicidad, o de

alguno de los productos derivados de su replicacion (Syller, 2012).

Todavia se desconocen los mecanismos por los que PVX P25
induce la SN, una vez alcanza unos niveles de acumulacién umbral por
accion de VSRs. Sin embargo, los resultados obtenidos apuntan hacia la
posible existencia de un gen de resistencia R, en Nicotiana spp., cuyo
producto sea capaz de reconocer P25 como factor de avirulencia Avr, en
lo que serfa un reconocimiento Avr-R imperfecto que daria lugar a
respuestas de tipo HR ineficaces. Esto podria justificar que el
silenciamiento de los factores SGT1 y RAR1 ocasione una disminucion
en la respuesta de tipo HR inducida por la combinacién P25/PPV HC y
en la SN inducida por la quimera PVX-HC. Los factores SGT1 y RARI
son necesarios en numerosas respuestas defensivas contra virus iniciadas
bajo la activaciéon de factores R (Liu e @/, 20024; Komatsu et al., 2010).
Es mas, en trabajos previos, empleando el par sinérgico PVX-PVY
(Garcia-Marcos ez al., 2013), o en el presente trabajo, empleando las
combinaciones P25/VSRs, la necrosis inducida ha ido acompafiada de
marcadores distintivos de la PCD registrada en las respuestas HR
(Montillet e al., 2005), entre ellos la acumulacién de especies reactivas del
oxigeno (H>O,) y una mayor actividad LOX. Varias estudios previos han
mostrado que en la HR de plantas pueden intervenir diferentes
actividades de tipo caspasa (Hatsugai ef a/, 2004, 2015; Jones y Dangl,
2006). Sin embargo, mientras que la acumulaciéon de VPE-1 se
incrementé de forma rapida y transitoria en etapas tempranas de la
respuesta HR frente a TMV, el mRNA de VPE-1 se reprimié en
presencia de P25, sugiriendo que VPE-1 no desempena un papel

relevante en la ejecucion de la muerte celular inducida por P25.

La inmunidad vegetal esta regulada por una compleja red de rutas
de sefalizacién interconectadas. De este modo, se decidié analizar si la

ruta de sefializacién por SA estaba implicada de algin modo en la
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regulacion de la respuesta de tipo HR inducida por P25. La necrosis
registrada en plantas NahG agroinfiltradas con combinaciones
necrogénicas P25/VSRs fue equivalente a la obtenida en plantas wt,
analizado a través de la liberacién de electrolitos, lo que indica que la
respuesta de tipo HR inducida por P25 no es dependiente de SA. El
efecto de reduccion de esta necrosis que si se observo en plantas tratadas
con SA podria atribuirse al efecto antagénico del SA sobre la
seflalizacion por JA (Thaler ez al, 2012). En este sentido, se ha descrito
previamente la participacion del metabolismo de oxilipinas en la
ejecucion de la SN inducida en la interaccion sinérgica PVX-potyvirus
(Garcfa-Marcos et al., 2013).

En trabajos previos ha sido descrito el papel de PVX P25 como
factor Avr, en genotipos de patata resistentes portadores del gen Nb
(Malcuit et al, 1999). Puesto que tanto Nicotiana spp. como Solanum
tuberosum forman parte de la familia Solanaceace, muchos de cuyos
miembros pueden actuar como hospedadores de PVX, no es
descabellado pensar que el supuesto gen R implicado en el
reconocimiento de P25 en N. benthamiana esté funcionalmente
relacionado con el gen NJ, e incluso que puedan compartir homologia
estructural. Esta posibilidad se ve sustentada por los estudios de
clonacion de genes R, en los que ortélogos de conocidos genes K se han
identificado en diversas especies de Solanaceae (Grube et al., 2000). De
forma alternativa, se ha demostrado que PVX P25 es necesaria y
suficiente para remodelar el citoesqueleto de actina y el sistema de
endomembranas (Golgi y ER), reclutando a otras proteinas potexvirales,
TGB2 y TGB3, hacia los complejos viricos de replicacion y movimiento
(Tilsner et al., 2012; Yan et al, 2012). Esto sugiere que la reorganizacion
subcelular requerida para la replicacion de PVX y el movimiento del
virus podria estar implicada en la activacién de las respuestas de necrosis
inducidas por la sobreacumulacién de P25. Sin embargo, esta explicacion
no es apoyada por los resultados obtenidos a partir de los estudios con
mutantes de P25. Las mutaciones puntuales T117A y K124E, pero no la
A104V, eliminaron la capacidad de P25 para inducir necrosis pese a
acumularse a niveles equivalentes a los de la P25 silvestre. Ademas, en

estudios previos se observo como una version del mutante T117A
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marcada con GFP fue capaz de formar estructuras tipicas semejantes a
los complejos de replicacién y movimiento de PVX, pero no asi el
mutante A104V, cuando se expresaron en N. benthamiana (Yan et al.,
2012). Esto sugiere que la redistribucién de componentes subcelulares y
la respuesta de necrosis, ambos inducidos por P25, son procesos

independientes.

Varios estudios han puesto de manifiesto que algunos supresores
del silenciamiento génico por RNA también actian a modo de factores
de avirulencia Avr, aunque ha existido bastante controversia sobre hasta
qué punto la actividad supresora de estas proteinas esta relacionada con
la induccién de respuestas de resistencia mediadas por factores R. La
actividad supresora de la proteina CP de TCV (de Tump crinkle
carmovirus) y la de NSs de TSWV (de Tomato spotted wilt tospovirus) parece
ser independiente de su papel como inductores de respuestas de
resistencia mediadas por los genes HRT y Tsw, respectivamente (Chot
et al., 2004; de Ronde e7 al., 2014). Sin embargo, otros estudios apoyan la
idea de que la activacion del gen R correspondiente requiere la actividad
VSR del factor viral que actia como Awr. La proteina 2b del virus TAV
(de Tomato aspermy cucumovirns) induce una fuerte resistencia en tabaco
cuando se expresa a partir de vectores basados en TMV. Es mas, en dos
estudios independientes se ha puesto de manifiesto la importancia del
mismo residuo de Arg en posicion 28 de la secuencia de TAV 2b para la
actividad como VSR (Chen ez a/, 2008) y para la induccién de respuestas
de resistencia en la planta (Li ez al., 1999).

En el presente estudio se muestra como las formas mutantes de
P25 afectadas en su capacidad supresora del silenciamiento, T117A y
K124E, no son capaces de actuar como determinantes A»r en presencia
de PPV HC. Este hecho refuerza la importancia de la actividad supresora
del silenciamiento por RNA en la induccién de respuestas de tipo HR
por VSRs, al menos en algunos casos.

Las proteinas P25 de los potexvirus actian sobre multiples dianas
en la ruta de silenciamiento antiviral por RNA. Se ha descrito la accion

de PVX P25 a nivel de ARGONAUTA 1 (AGOI1), induciendo su
degradacion de forma dependiente de proteasoma (Chiu et al, 2010);
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recientemente, también se ha descrito su capacidad para desestabilizar
otras AGOs adicionales (Brosseau y Moffett, 2015). Para la proteina
PIAMV P25, se ha descrito su accién sobre la RNA polimerasa
dependiente de RNA 6 (RDRO) y sobre SGS3 (de Swuppressor of Gene
Silencing 3), inhibiendo la sintesis de dsSRNA (de double-stranded RINA) y la
produccién de pequenios RNAs secundarios (Okano ef al., 2014). Aunque
el modo de accién de los genes R dominantes todavia es materia de
debate, uno de los modelos comunmente mas aceptados es el de la
hipétesis del guardian (de guard hypothesis) (Jones y Dangl, 2006; Moffett,
2016). En este modelo de deteccién indirecta, el factor Avr del patégeno
actia sobre una diana del hospedador, la cual se encuentra bajo el
control de la proteina R. La activacion del factor R, mas que ocurrir de
forma directa, tiene lugar cuando los cambios inducidos en la diana
celular (guardee) por el Avr ocasionan cambios conformacionales en el
factor R asociado (grard). Si AGO1, RDR6 o SGS3 hacen las veces de
guardee en la HR inducida por P25 es algo que deberia examinarse en el
futuro. Recientemente, se ha determinado como diferentes VSRs, entre
ellos HC o P19, son responsables de la sobreacumulaciéon del
microRNA168 (miR168), el cual regula negativamente los niveles de
acumulacion de la proteina AGO1 (Varallyay y Havelda, 2013). Ademas,
muchos VSRs son potentes inhibidores de los mecanismos de
silenciamiento mediados por RDRO, los cuales por ejemplo restringen la
acumulacion de PVX en tabaco (Mallory ezal, 2002) y también en
Arabidopsis Moissiard et al., 2007). St durante los sinergismos asociados a
PVX, la accién de multiples VSRs contribuye junto con P25 a la
reduccion en cantidad/actividad de AGO1/RDRG6, con el consiguiente
incremento en la acumulaciéon de los sgRNAs de PVX, y como estos
eventos se relacionan con las respuestas de tipo HR inducidas por P25,

son aspectos que deberian analizarse detalladamente en el futuro.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION.
Efectos de la elevacion de la
concentracion de CO, o la
temperatura sobre la virulencia y los
determinantes de patogenicidad del
sinergismo Potato virus X (PVX)-

potyvirus
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5.1. RESULTADOS

5.1.1. Efecto de la concentracion de CO; ([CO;]) en la
virulencia de los sinergismos asociados a PVX

Para determinar si la elevada [CO;] afecta al incremento de la
virulencia de PVX mediada por la expresion de la proteina HC de PPV
(HC de Plum pox potyvirus, o PPV HC), se infectaron plantas de N.
benthamiana con cultivos de Agrobacterium que contenfan construcciones
binarias para la expresiéon de PVX o de la quimera PVX-HC (PVX con
PPV HC), en condiciones de [CO,] ambiental o elevada (alrededor de
401 partes por millén [ppm]| frente a 970 ppm, respectivamente). A
modo de control, se inocularon plantas con cultivos de Agrobacterinm que
contenfan una construcciéon binaria para la expresion de la B-
glucuronidasa (GUS). Se evalu6 la liberacion de electrolitos sobre discos
de hojas sistémicas infectadas, a los 10 dfas post-agroinfiltracién (10
dpa), lo que permiti6 determinar la extension del dano inducido sobre la
membrana celular, como indicador cuantitativo de virulencia (De Ledn
et al., 2002). Las plantas infectadas con PVX mostraron unos niveles
significativamente mas bajos de liberacion de electrolitos en condiciones
de elevada [CO;] en comparacion con lo ocurrido bajo una
concentracion ambiental. De hecho, los niveles de liberacion de
electrolitos en condiciones de elevada [CO;| se redujeron hasta valores
equivalentes a los de los controles no infectados. Sin embargo, una alta
[CO,] en comparacion con el nivel ambiental, no fue capaz de inducir
alteraciones en la virulencia de la quimera PVX-HC (FIG. 14A). Ademas,
la infeccién PVX-HC indujo incrementos en la produccion de H>O,, un
indicador de estrés, en plantas crecidas en ambos niveles de [CO;], en
relacion a lo observado para plantas infectadas con PVX o en el control
GUS (FIG. 14B). La produccion de H,O; se analizé mediante tincion
histoquimica con DAB (3,3’-diaminobenzidina).

Se infectaron plantas de N. benthamiana con cultivos de
Agrobacterium portadores de construcciones binarias, para la expresion de
PVX o PPV-GFP (quimera de PPV con la secuencia codificante de la

GFP; en adelante, PPV). Las infiltraciones se llevaron a cabo con estos
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FIGURA 14. Analisis del grado de virulencia realizado sobre plantas de V.
benthamiana crecidas bajo concentraciones de didoxido de carbono ([CO2])
ambientales (401 ppm) o elevadas (970 ppm). A. Analisis de la liberacion de electrolitos
realizado a partir de discos de hoja de plantas agroinfiltradas con PVX, PVX-HC o GUS,
esta ultima a modo de control, a los 10 dpa. El grafico representa las medias * desviacion
estandar de siete réplicas, cada una de ellas con material procedente de cuatro plantas que
recibieron el mismo tratamiento. Las diferencias entre medias correspondientes a plantas
crecidas bajo las mismas concentraciones de CO, (a 970 ppm o a 401 ppm) se analizaron
independientemente, mediante el test de rangos multiples de Scheffé (distintas letras
indican diferencias estadisticamente significativas, P<0,05). Las diferencias entre pares de
medias, entre valores de liberaciéon de electrolitos en alta [CO.] frente a los de [COy]
ambiental, dentro de un mismo tratamiento virico, se analizaron con el test t de Student
(los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas, P<0,0005). B. Las hojas
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se tifieron con una solucién de DAB a 10 dpa. El DAB forma un precipitado de color

marrdn intenso tras reaccionar con H,Oo.

cultivos aislados o con mezclas de ambos cultivos, en el ultimo caso para
conseguir infecciones mixtas PVX-PPV. La virulencia de las infecciones
sencillas se vio atenuada bajo alta [CO;] en comparaciéon con lo
observado en condiciones ambientales, mientras que la virulencia de la
infeccién mixta permanecié inalterada (FIG. 15). Asi; los resultados
obtenidos en el analisis de la virulencia del par sinérgico PVX-PPV en
ambas condiciones de [COy], y en relacién a las infecciones sencillas,

resulta similar a los obtenidos para el virus recombinante PVX-HC.
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FIGURA 15. Analisis de la virulencia de distintas infecciones sobre plantas de V.
benthamiana crecidas bajo concentraciones de CO; ([CO.]) elevada (970 ppm) o
ambiental (401 ppm). Liberacion de electrolitos de discos de hoja procedentes de plantas
agroinfiltradas con GUS (a modo de control), con las infecciones sencillas PVX y PPV, o
con las infecciones mixtas PVX-PPV, a 10 dpa. Los datos representan las medias *
desviacion estandar de siete réplicas, cada una de ellas consistente en cuatro plantas que
recibieron el mismo tratamiento. Las diferencias entre medias correspondientes a plantas
crecidas bajo las mismas concentraciones de CO, (a 970 ppm o a 401 ppm) se analizaron
independientemente, mediante el test de rangos multiples de Scheffé (distintas letras
indican diferencias estadisticamente significativas, P<0,05). Las diferencias entre pares de
medias, entre valores de liberaciéon de electrolitos en alta [CO,| frente a los de [COy]
ambiental, para un mismo tratamiento virico, se analizaron con el test t de Student,
P<0,05).

145



Resultados y Discusion: Capitulo 5

Para examinar si la virulencia estaba asociada a los niveles de
acumulacion de PVX y PVX-HC, se cuantificé la cantidad de RNA viral
genémico (gRNA) en plantas infectadas a 10 dpa mediante ensayos de
PCR cuantitativa (QRT-PCR) (FIG. 16A). El gRNA de PVX se acumul6
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FIGURA 16 (en Ia pdgina anterior). Comparacion de los niveles de acumulacion
viral relativos en plantas de IN. benthamiana crecidas bajo concentraciones de
diéxido de carbono ([CO:]) ambientales (401 ppm) o elevadas (970 ppm). A.
Mediante PCR cuantitativa (QRT-PCR) se analiz6 la acumulacién de gRNA en extractos de
RNA total procedentes de hojas sistémicas de plantas infectadas con PVX o con la quimera
PVX-HC, a los 10 dpa. El grifico representa las medias * desviacién estandar de dos
réplicas, cada una de ellas consistente en cuatro plantas que recibieron el mismo
tratamiento. Las diferencias entre medias se analizaron estadisticamente mediante el test U
de Mann-Whitney, con « corregido por Bonferroni a 0,008 para comparaciones multiples
(distintas letras indican diferencias significativas, P<0,008). Las comparaciones entre pares
de medias, realizadas entre valores en alta [COy] frente a los de [CO,| ambiental, para un
mismo tratamiento virico, se efectuaron con el test U de Mann-Withney (los asteriscos
indican diferencias significativas, *P<0,05 o **P<0,0001). B. Los diagramas muestran la
organizacion de los genomas y los tamafios aproximados de los distintos RNA virales para
PVX y para el virus PVX recombinante que contiene las secuencia de HC de Plum pox
potyvirns (PNX-HC). C. Analisis northern blot realizado a partir de los mismos extractos de
RNA total que en A. El total del RNA (2 pg) se hibridé con una DIG-ribosonda
complementaria a la secuencia de la CP de PVX. Al lado de las imagenes de la hibridacion
aparece sefialado el RNA genémico (gRNA) y los dos principales RNAs subgenémicos
(sgRNAs). TGB1 sgRNAT es el sgRNA a partir del cual se expresa TGB1, la proteina P25.
CP sgRNA3 es el sgRNA a partir del cual se expresa la proteina de la capsida (CP). Se
analizaron dos conjuntos de muestras independientes por combinaciéon. En Elev X2, se
cargb el doble de RNA que en el resto de carriles, a fin de llevar a cabo la comparacién.
Debajo del northern blot se muestra el gel previo en el que se corrié el extracto de RNA total,

tefiido con bromuro de etidio, a modo de control de carga.

a menores niveles (una reduccion a la mitad) en plantas crecidas bajo
elevada [CO;] en comparacion con la [CO,| ambiental, en consonancia
con los menores niveles de liberacién de electrolitos observados en esas
mismas plantas. Sin embargo, se observé un ligero, pero significativo
incremento en los niveles de gRNA de PVX-HC en plantas crecidas en
alta [CO;] respecto a las crecidas a concentraciones ambientales. No
obstante, la acumulacién del gRNA de PVX-HC en plantas infectadas
con la quimera fue varias veces menor que el correspondiente al gRNA
de plantas infectadas con PVX, con independencia de la [CO,], lo que
permite cuestionar el incremento global de la acumulaciéon de gRNA
como causa principal de la mayor virulencia exhibida por la quimera
PVX-HC. En este sentido, se ha descrito previamente como la insercién

de secuencias externas en el vector PVX tiene un efecto debilitador en la
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multiplicacién del virus en comparacion con el vector PVX' vacio

(Chapman e# al., 1992).

Se ha demostrado que la proteina P25 (o TGB1, de T7iple gene block
1), expresada a través del RNA subgenomico 1 (TGB1 sgRNAT), actia
como el principal determinante de patogenicidad responsable de la
exacerbacion de los sintomas en los sinergismos asociados a PVX
(capitulo 4 de la presente tesis). Para examinar si la alteracién de la
virulencia a distintas [CO;| estaba relacionada con cambios en la
acumulacién del TGB1 sgRNAI1, se midi6 la cantidad total de RNA
mediante northern blot, utilizando las mismas preparaciones de RNA
analizadas anteriormente (FIG. 16B y 16C). La acumulaciéon de TGB1
sgRNAL1, pero no del sgRNA responsable de la expresion de la CP (CP
sgRNA3), fue mucho mayor en plantas infectadas con PVX-HC que en
aquellas infectadas con PVX, independientemente de la [CO,]. Resulta
destacable el hecho de que la que la virulencia atenuada de PVX bajo
elevada [CO;] también se correlacionase con menores niveles de
acumulacion de TGB1 sgRNAT1 en estas plantas.

5.1.2. Efecto de la [CO;] en la respuesta de tipo HR inducida
por la proteina P25 de PVX

En el capitulo 4 de la presente tesis, se determiné que la expresion
transitoria de PVX P25 a través de A. tumefaciens en combinaciéon con
otros VSRs reproduce, en tejidos locales, la necrosis inducida por PVX
recombinantes que expresan dichos VSRs, en N. benthamiana. También
se analiz6 la capacidad necrogénica de P25 marcada con el epitopo T7
(P25-T7), encontrandose equivalente a la de P25 silvestre. Para
determinar si la elevada [CO;| afecta a las respuestas de tipo HR
inducidas por P25-T7, se infiltraron parches de hoja de N. benthamiana
con P25-T7 en combinaciéon con GUS, a modo de control, o en
combinacion con la proteina PPV HC, PPV HCLH (HCLH, una
variante de PPV HC que contiene una tnica mutacioén puntual [LissH]) o
con TBSV P19 (proteina P19 de Tomato bushy stunt tombusvirus, en
adelante P19). El proceso se llevé a cabo en condiciones de alta [CO;] o

de concentracién ambiental. HCLH es incapaz de incrementar la
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virulencia cuando se expresa a partir de un vector de PVX (Gonzalez-
Jara ez al., 2005). La expresion de P25-T7 con GUS, o de combinaciones
de P25-T7 junto con PPV HC o P19 dio lugar a una menor liberaciéon de
electrolitos en plantas crecidas a alta [CO»|, a 7 dpa, en comparaciéon con
las plantas mantenidas en los valores ambientales (FIG. 17A). Los
ensayos de western blot confirmaron que P25-T7 se acumulé a niveles
comparables en las plantas crecidas bajo elevada [CO;] y bajo las
condiciones control (FIG. 17B). Los mayores niveles de liberacion de
electrolitos observados en las combinaciones de P25-T7 con VSRs, se
han correlacionado con una mayor acumulacién de P25-T7 en estos
parches, en comparacion con los registrados para P25-T7 con GUS, o
junto al VSR no funcional HCLH, los cuales ademas inducen menores

grados de necrosis (ver capitulo 4).

A continuacién se analizé la eficiencia de la actividad supresora del
silenciamiento de P25-T7 a elevada [CO;| en comparacion con las
condiciones ambientales. En hojas de N. benthamiana se agroinfiltraron
parches con una construccion para la expresion de la proteina reportera
GFP, junto con construcciones para la expresiéon de GUS (como control
de ausencia de actividad supresora) o para la expresion de P25-T7.
Después, a 3 dpa, se examiné la fluorescencia derivada de la GFP en
cada uno de los parches agroinfiltrados, mediante iluminacién con luz
UV. En los parches en los que se coexpres6 GFP con P25-T7 la
fluorescencia detectada fue mas intensa que en los que se coexpreso
GFP con GUS (FIG. 17C). Ademas, en presencia de P25-T7, tanto la
intensidad visual de la fluorescencia como las cantidades de GFP, estas
ultimas analizadas por western blot, a 3 y 6 dpa, fueron similares en ambas
condiciones de [CO;] (FIG. 17D, panel superior). Esta observacion
indica que P25 muestra una actividad supresora del silenciamiento
equivalente bajo [CO,] elevada o ambiental. También se detecté P25-T7
mediante western blot en los parches correspondientes (FIG. 17D, panel

intermedio).
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FIGURA 17. Expresion transitoria de la proteina PVX P25 junto con VSRs en
plantas de N. benthamiana crecidas bajo concentraciones de CO, ([CO2])
ambientales (401 ppm) o elevadas (970 ppm). A. Liberacion de electrolitos de discos de
hoja de N. benthamiana infiltrados con mezclas de cultivos de Agrobacterinm portadores de
construcciones binarias, para expresar la combinacion de P25-T7 (PVX P25 marcada con el
epitopo T7) con GUS, o con VSRs como PPV HC, HCLH o P19, y la combinaciéon de
GUS junto con PPV HC, HCLH o P19, estas ultimas a modo de control, a los 7 dpa, tal y
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como se indica en las imagenes. También se agroinfiltr6 GUS en solitario. El grafico
representa las medias & desviacion estandar de seis réplicas, cada una de ellas con material
procedente de cuatro plantas que recibieron el mismo tratamiento. Las diferencias entre
medias correspondientes a plantas crecidas bajo las mismas concentraciones de CO; (a 970
ppm o a 401 ppm) se analizaron independientemente, mediante el test de rangos multiples
de Scheffé (distintas letras indican diferencias estadisticamente significativas, P<0,05). Las
diferencias entre pares de medias, entre valores de liberacién de electrolitos en alta [CO]
frente a los de [CO,] ambiental, para una misma combinacioén de proteinas, se analizaron
con el test t de Student, P<0,05). B. Analisis por western blot de extractos derivados de
parches de hoja infiltrados con combinaciones de cultivos de _Agrobacterinm para la
expresion de combinaciones de P25-T7 mas GUS, o mas PPV HC, HCLH o P19, 7 dpa,
utilizando anticuerpos anti-T7. El panel inferior muestra la membrana tefiida con Ponceau-
S justo tras la transferencia, a modo de control de carga. C. Analisis de la actividad
supresora del silenciamiento ejercida por P25-T7 en plantas crecidas a [CO,] elevado o
ambiental. Las hojas se infiltraron con mezclas de cultivos de Agrbacterium portadores de
construcciones binarias, para la expresion de la proteina reportera GFP junto P25-T7 o
GUS, este ultimo a modo de control de ausencia de actividad supresora. Las fotografias se
tomaron con luz UV a 3 dpa. D. Analisis western blot de extractos derivados de parches de
hojas agroinfiltrados como en C, a 3 y 6 dpa, utilizando anticuerpos anti-GFP (panel
superior) o anti-T7 (panel intermedio). Debajo de los carriles seleccionados se presentan
los analisis densitométricos de las bandas de proteina. Para GFP, a los niveles de proteina
en la combinacién GUS/GFP mantenida a [CO,| ambiental se le asigné el valor de 1, y el
resto de valores se calcularon en relacion a este. Para P25-T7, a los niveles de proteina en la
combinacién P25-T7/GFP mantenida a [CO,| ambiental se le asign6 el valor de 1, y el
resto de valores se calcularon en relacion a este. Ademas, debajo del analisis densitométrico
para GFP se muestran también los cocientes entre la acumulacién de GEFP en presencia de
P25-T7 y la acumulacién de GFP en ausencia del VSR (con GUS), para cada dia y
condicién analizada. El panel situado inmediatamente debajo de la hibridaciéon muestra la
membrana tefiida con Ponceau-S justo después de la transferencia, a modo de control de

carga.

5.1.3. Efecto de la temperatura (T) en la virulencia del
sinergismo asociado a PVX

Los intentos iniciales para determinar si la T elevada afecta a la
virulencia de la quimera PVX-HC no tuvieron éxito debido a la rapida
eliminacién de las secuencia de PPV HC a 30°C (dato no mostrado). Por
tanto, se optd por infectar las plantas de IN. benthamiana con cultivos de
Agrobacterium portadores de construcciones binarias que expresan PVX o
PPV, o se mezclaron ambos tipos de cultivos para conseguir infecciones
mixtas de PVX-PPV. Estas plantas infectadas se analizaron tanto en
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FIGURA 18. Analisis del grado de virulencia de las infecciones sobre plantas de V.
benthamiana crecidas bajo temperatura (T) estandar (25 °C) o elevada (30 °C). A.
Plantas infectadas con PVX, PPV o la combinacion PVX-PPV, crecidas a 25 o 30°C, tal y
como aparecen los 13 dpa. B. Liberacion de electrolitos determinada a 13 dpa sobre discos

de hoja procedentes de plantas infectadas por PVX, PPV o por la combinacién PVX-PPV,
o de plantas agroinfiltradas solo con GUS a modo de control. Los datos representan las
medias * desviacion estandar de seis réplicas, cada una de ellas consistente en cuatro
plantas que recibieron el mismo tratamiento. Las diferencias entre medias correspondientes
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a plantas crecidas bajo las mismas condiciones de T (a 30°C o a 25°C) se analizaron
independientemente, mediante el test de rangos multiples de Scheffé (distintas letras
indican diferencias estadisticamente significativas, P<0,05). Las diferencias entre pares de
medias, entre valores de liberacion de electrolitos en alta T frente a los de T ambiental,
dentro de un mismo tratamiento virico, se analizaron con el test t de Student (los asteriscos
indican diferencias estadisticamente significativas, P<0,005). C. Las hojas de plantas
crecidas a 25°C (fila superior) o a 30°C (linea inferior) se tifieron con una soluciéon de DAB
a 13 dpa. E1 DAB forma un precipitado marrén intenso tras reaccionar con H»O..

condiciones de T elevada como a T estandar (30°C frente a 25 °C). A
30°C, las plantas infectadas con combinaciones PVX-PPV mostraron
sintomas atenuados en comparaciéon con aquellas infectadas vy
mantenidas a 25°C (FIG. 18A). La medida de la liberacién de electrolitos
revelé que la virulencia de las infecciones mixtas se atenué a elevada T
en comparacion con las plantas a la T estandar, a 13 dpa (FIG. 18B). En
concordancia con los resultados anteriores, las plantas infectadas por
PVX-PPV que crecieron bajo alta T presentaron una reducciéon en la
producciéon de H,O; en comparacion con las plantas a T estandar (FIG.
18C). Las plantas infectadas unicamente con PPV mostraron una ligera
reduccién en la liberacion de electrolitos a elevada T en contraposicion

con la T estandar. Sin embargo, la alta T no altero la virulencia de PVX.

A fin de examinar si los cambios en la virulencia a elevada T
estaban asociados con cambios en la carga viral, se cuantificé la
acumulacion de virus en plantas infectadas a 13 dpa. Los analisis
comparativos de acumulaciéon de PVX realizados mediante qRT-PCR
revelaron que los niveles de gRNA de PVX se habian reducido a la
mitad, en plantas crecidas bajo elevada T en relacién a las crecidas bajo T
estandar, tanto en plantas con infecciones sencillas como con infecciones
mixtas (FIG. 19A). Como observacion relevante, cabe destacar que la
virulencia atenuada de PVX-PPV en condiciones de alta T también
correlacion6 con menores niveles de acumulaciéon del TGB1 sgRNA, de
acuerdo al analisis realizado por northern blot (FIG. 19B). De forma
similar, los niveles de proteina PPV HC (FIG. 19C) y CP (no mostrado)
se redujeron drasticamente a alta T tanto en plantas con infecciones
sencillas como con infecciones mixtas, en comparacion con lo

observado a T estandar.
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FIGURA 19. Comparacion de los niveles de acumulacion viral relativos en plantas
de N. benthamiana crecidas bajo temperatura (T) estandar (25°C) o elevada (30°C).
A. Mediante PCR cuantitativa (QRT-PCR) se analiz6 la acumulacion del gRNA de PVX en
extractos de RNA total procedentes de hojas sistémicas de plantas infectadas con PVX o
con la combinacién PVX-PPV, a los 13 dpa. El grafico representa las medias * desviacion
estandar de dos réplicas, cada una de ellas consistente en cuatro plantas que recibieron el
mismo tratamiento. Las diferencias entre medias se analizaron estadisticamente mediante el
test U de Mann-Whitney, con o corregido por Bonferroni a 0,008 para comparaciones
multiples (distintas letras indican diferencias significativas, P<0,008). Las comparaciones
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entre pares de medias, realizadas entre valores en alta T frente a los de T estandar, para un
mismo tratamiento virico, se efectuaron con el test U de Mann-Withney (los asteriscos
indican diferencias significativas, P<0,01). B. Analisis northern blot realizado a partir de los
mismos extractos de RNA total que en A. El total del RNA (2 pg) se hibridé con una DIG-
ribosonda complementaria a la secuencia de la CP de PVX. Al lado de las imagenes de la
hibridacién aparece sefialado el RNA genémico (gRNA) y los dos principales RNAs
subgenomicos (sgRNAs). TGB1 sgRNAT es el sgRNA a partir del cual se expresa TGB1,
la proteina P25. CP sgRNA3 es el sgRNA a partir del cual se expresa la proteina de la
capsida (CP). Para cada combinacion se analizaron dos conjuntos independientes de
muestras. Debajo del northern blot se muestra el gel previo en el que se corrié el extracto de
RNA total, tefiido con bromuro de etidio, a modo de control de carga. C. Analisis western
blot realizado sobre extractos derivados de plantas infectadas con PPV, la combinacién
PVX-PPV o PVX como control a 13 dpa. Se emplearon anticuerpos anti-PPV HC. El
panel situado inmediatamente debajo de la hibridacién muestra la membrana tefiida con
Ponceau-S justo después de la transferencia, a modo de control de carga.

5.1.4. Efecto de la T en la respuesta de tipo HR inducida por
la proteina P25 de PVX

Con el objetivo de determinar si la elevada T afecta a la respuesta
de tipo HR inducida por P25, se llevé a cabo un analisis de la produccion
de H,O; a diferentes dias, mediante tincion DAB. Se analizaron parches
de hoja agroinfiltrados con P25-T7 junto con GUS, o en combinaciéon
con las proteinas PPV HC, HCLH o P19. El ensayo se realizé6 a T
estandar o elevada. Después de una serie de experimentos preliminares,
la T elevada se increment6 de los 30°C previos a 32°C, ya que 30°C se
observaron solo pequefias diferencias en comparacion con la T estandar
(25°C), mientras que a 32°C estas diferencias fueron mas nitidas. La
producciéon de H>O; fue mas rapida e intensa a alta T en los parches con
las combinaciones P25-T7/PPV HC y P25-T7/P19, en relacién a la T
estandar (Fig. 20A). Este incremento en la respuesta de tipo HR
inducida por P25 en combinaciéon con VSRs funcionales se corrobord
mediante ensayos de liberaciéon de electrolitos realizados a 7 dpa (FIG.
20B). Los ensayos mediante western blot confirmaron que P25-T7 se
acumulo a niveles comparables en plantas a elevada T y a la T estandar
(FIG. 20C). Por el contrario, la expresion de P25-T7 con GUS o de la
combinacion de P25-T7 con PPV HC, a 16°C, dio lugar a una respuesta
de tipo HR desfasada en el tiempo y de menor intensidad queala T
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FIGURA 20. Expresion transitoria de la proteina PVX P25 junto con VSRs en
plantas de NN. benthamiana crecidas bajo condiciones de temperatura (T) elevada
(32°C) o estandar (25°C). A. Se infiltrd6 N. benthamiana con combinaciones de cultivos de
Agrobacterium portadoras de construcciones binarias, para expresar la proteina P25-T7 (PVX
P25 marcada con el epitopo T7) junto con GUS, PPV HC, HCLH o P19, y GUS en
solitario o con las proteinas PPV HC, HCLH o P19, tal y como se indica. Las plantas se
mantuvieron a 25 °C (serie superior) o a 32 °C (serie inferior) y se tifieron con una
solucién de DAB a 6, 8 y 10 dpa. B. Liberacion de electrolitos a 7 dpa de discos de hoja
infiltrados con diferentes combinaciones de cultivos de _Agrbacterinm. lLos datos
representan las medias * desviacion estandar de tres réplicas, cada una de ellas consistente
en cuatro plantas que reciben el mismo tratamiento. Las diferencias entre medias
correspondientes a plantas crecidas bajo las mismas condiciones de T (a 32°C o a 25°C) se
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analizaron independientemente, mediante el test de rangos multiples de Scheffé (distintas
letras indican diferencias estadisticamente significativas, P<0,05). Las diferencias entre
pares de medias, entre valores de liberacion de electrolitos en alta T frente a los de T
estandar, dentro de una misma combinacién de proteinas, se analizaron con el test t de
Student (los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas, P<0,05). C.
Analisis western blot realizado sobre extractos derivados de parches de hojas infiltradas con
combinaciones de cultivos de Agrobacterium para la expresion de P25-T7 junto con GUS,
PPV HC, HCLH o P19. Las muestras proceden de plantas mantenidas a T elevada o a T
estandar, recogidas a 7 dpa. Las membranas se hibridaron con anticuerpos anti-T7. El
panel situado inmediatamente debajo de la hibridacién muestra la membrana tefiida con

Ponceau-S justo después de la transferencia, a modo de control de carga.

ambiental, tal y como se puso de manifiesto en la reduccion
estadisticamente significativa de la liberaciéon de electrolitos, y en la
menor intensidad de la tinciéon con DAB, determinadas para estas plantas

en comparacion con las de plantas mantenidas a T estandar (FIG. 21).

A continuacién se analizo la eficiencia de la actividad supresora del
silenciamiento de P25-T7 a elevada T, en comparaciéon con las
condiciones estandar. En hojas de N. benthamiana se agroinfiltraron
parches con una construccion para la expresion de la proteina reportera
GFP, junto con construcciones para la expresion de GUS (como control
de ausencia de actividad supresora) o para la expresion de P25-T7.
Después, a 4 dpa, se examiné la fluorescencia derivada de la GFP en
cada uno de los parches agroinfiltrados, mediante iluminacién con luz
UV. En los parches en los que se coexpresé GFP con P25-T7 la
fluorescencia detectada fue mas intensa que en los que se coexpreso
GFP con GUS (FIG. 22A). Ademas, en presencia de P25-T7, tanto la
intensidad visual de la fluorescencia como las cantidades de GFDP, estas
ultimas analizadas por western blot, a 4 y 7 dpa, fueron similares en ambas
condiciones de T (FIG. 22B, panel superior). Esta observacion indica
que P25 muestra una actividad supresora del silenciamiento equivalente
bajo ambas condiciones de T. También se detecté P25-T7 mediante
western  blot  en los parches correspondientes (FIG. 22B, panel
intermedio). Sin embargo, el empleo de formas mutantes de P25-T7
puso de manifiesto que la actividad supresora del silenciamiento de esta

proteina si es requerida para la potenciacién de la respuesta HR bajo
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FIGURA 21. Expresion de la proteina PVX P25 junto con PPV HC en plantas de N.
benthamiana crecidas bajo condiciones de temperatura (T) estandar (25°C) o a baja
T (16°C). A. Las hojas de IN. benthamiana se infiltraron con combinaciones de cultivos de
Agrobacterium portadores de construcciones binarias, para expresar la proteina P25-T7
(proteina PVX P25 marcada con el epitopo T7) mas GUS o PPV HC. Se infiltré GUS en
solitario como control. Las hojas se tifieron con una soluciéon de DAB a 7 dpa. B.
Liberaciéon de electrolitos a 7 dpa de discos de hoja infiltrados con las distintas
combinaciones de cultivos de Agrobacterium. 1.os datos representan las medias = desviacién
estandar de seis réplicas, cada una de ellas consistente en cuatro plantas que recibieron el
mismo tratamiento. Las diferencias entre medias correspondientes a plantas crecidas bajo
las mismas T (a 25°C o a 16°C) se analizaron independientemente, mediante el test de
rangos multiples de Scheffé (distintas letras indican diferencias estadisticamente
significativas, P<0,05). Las diferencias entre pares de medias, entre valores de liberaciéon de
electrolitos en T estandar frente a los de baja T, para una misma combinacién de proteinas,
se analizaron con el test t de Student (los asteriscos indican diferencias estadisticamente
significativas, P<0,05). C. Analisis western blot realizado sobre extractos derivados de parches
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de hojas infiltrados con combinaciones de cultivos de Agrobacterium, para la expresion de
P25-T7 mas GUS o HC de PPV, y GUS en solitario, a 7 dpa. En la hibridacién se
emplearon anticuerpos anti-17. El panel situado inmediatamente debajo de la hibridacion
muestra la membrana tefiida con Ponceau-S justo después de la transferencia, a modo de

control de carga.

elevada T. De este modo, los mutantes puntuales de P25-T7 afectados en
la actividad supresora (T117A y K124E), agroinfiltrados en combinacion
con PPV HC, no indujeron mayores niveles de liberacién de electrolitos
a elevada T, en relaciéon a la liberacion de electrolitos mostrada por las
plantas mantenidas a T estandar. Por el contrario, el mutante A104V, el
cual conserva la actividad supresora del silenciamiento, si indujo mayores
niveles de liberacion de electrolitos a elevada T (FIG. 23).

W
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FIGURA 22. Analisis de la actividad supresora del silenciamiento ejercida por P25-
T7 en plantas crecidas a T elevada (32°C) o estandar (25°C). A. Las hojas de I.
benthamiana se infiltraron con mezclas de cultivos de _Agmbacterium portadores de
construcciones binarias, para la expresion de la protefna reportera GFP junto P25-T7 o
GUS, este ultimo a modo de control de ausencia de actividad supresora. Las plantas se

sometieron a crecimiento bajo T elevada o T estandar. Las fotografias se tomaron con luz
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UV a 4 dpa para la deteccion de GFP. B. Analisis western blot de extractos derivados de
parches de hojas agroinfiltrados como en A, a 4 y 7 dpa, e hibridados con anticuerpos anti-
GFP (panel superior) o anti-T7 (panel intermedio). Debajo de los carriles seleccionados se
presentan los analisis densitométricos de las bandas de proteina. Para GFP, a los niveles de
proteina en la combinacién GUS/GFP mantenida a la T estandar se le asigné el valor de 1,
y el resto de valores se calcularon en relacion a este. Para P25-T7, a los niveles de proteina
en la combinacién P25-T7/GFP mantenida a T ambiental se le asigné el valor de 1, y el
resto de valores se calcularon en relacion a este. Ademas, debajo del analisis densitométrico
para GFP se muestran también los cocientes entre la acumulaciéon de GFP en presencia de
P25-T7 y la acumulacién de GFP en ausencia del VSR (con GUS), para cada dia y
condicién analizada. El panel situado inmediatamente debajo de la hibridacién muestra la
membrana tefiida con Ponceau-S justo después de la transferencia, a modo de control de

carga.
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FIGURA 23. La actividad de PVX P25 como supresor del silenciamiento por RNA
es necesaria para el incremento en la respuesta de tipo HR inducido por
temperatura (T) elevada (32°C). Liberacion de electrolitos a 8 dpa en discos de hoja
infiltrados con mezclas de cultivos de Agrobacterium portadores de construcciones binarias.
Se agroinfiltraron combinaciones de PPV HC con P25-T7 (PVX P25 marcada con epitopo
T7) silvestre o con sus versiones mutantes. También se agroinfiltr6 GUS en solitario, como
control. Los mutantes de P25-T7 analizados, A104V, T117A y K124E, ya se han descrito
en el capitulo 4. Los mutantes T117A y K124E fueron deficientes en la supresion del
silenciamiento de de la proteina reportera GFP, mientras que A104V mantuvo esta
funcién. Los datos representan las medias * desviacion estandar de seis réplicas, cada una
de ellas consistente en cuatro plantas que recibieron el mismo tratamiento. Las diferencias
entre medias correspondientes a plantas crecidas bajo las misma T (a 25°C o a 32°C) se
analizaron independientemente, mediante el test de rangos multiples de Scheffé (distintas
letras indican diferencias estadisticamente significativas, P<0,05). Las diferencias entre
pares de medias, entre valores de liberacion de electrolitos en elevada T frente a los de T
estandar, para una misma combinacién de proteinas, se analizaron con el test t de Student,
P<0,05).
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5.2. DISCUSION

La aparicion de enfermedad en la planta estd fuertemente
condicionada por los factores ambientales en los que se desarrolla la
interacciéon planta-patogeno (McElrone ef al, 2010). La alta [CO,] y la
elevada T son factores ambientales asociados al cambio climatico (IPCC,
2013). Varios estudios previos se han centrado en los efectos de estos
dos factores en la susceptibilidad de especies vegetales a virus
individuales (Qu ez al, 2005; Huang ez al., 2012). Sin embargo, hasta la
fecha, no existian estudios que abordasen la influencia de la alta [CO;] y
la elevada T sobre las interacciones viricas sinérgicas, desconociéndose
sus efectos sobre parametros tales como la virulencia y la carga viral.
Esta cuestion ha sido objeto de estudio en el presente trabajo, utilizando

como patosistema modelo a N. benthamiana-PVX-potyvirus.

La virulencia de PVX se redujo en plantas de N. benthamiana
crecidas bajo elevada [CO,], probablemente debido a una reduccién de la
carga viral. De forma similar, varios estudios previos centrados en las
respuestas sistémicas de tomate frente a TYLCV (de Tomato yellow leaf
begomovirus) 'y de tabaco frente al potyvirus PVY (de Potato virus Y),
describen que la elevada [CO;] disminuye la incidencia y gravedad de la
enfermedad (Matros ez al., 2006; Huang ez al., 2012).

Estos hallazgos sugieren que las plantas hospedadoras podrian
beneficiarse de un futuro aumento de las concentraciones de CO;
atmosférico, a través de una reducciéon en el dano causado por los
patogenos virales. En contraposiciéon a esto, la virulencia del PVX
recombinante PVX-HC, y la del par sinérgico PVX-PPV, se mantuvo
inalterada bajo elevada [CO;]. De forma general, se asume que la mayor
parte de las respuestas defensivas a los virus estan mediadas por la ruta
de senalizacion del 4cido salicilico (SA) (Whitham ez 4/., 2006). De hecho,
el tratamiento con SA induce resistencia a PVX en N. benthamiana (Lee
et al., 2011). Se ha descrito que la elevada [CO,] puede inducir
incrementos en el nivel de SA en plantas de tomate y Arabidopsis (Huang
et al., 2012; Sun etal, 2013; Zhang et al., 2015), sugiriendo que la
reduccién en la virulencia de PVX bajo elevada [CO3] que se observo en

este trabajo esta potencialmente relacionada con cambios en los niveles
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de esta fitohormona. La falta de efecto de la alta [CO,] en la virulencia de
PVX-HC podrian estar conectados con hallazgos previos que sugieren
que la proteina potyviral HC causa una alteracién en la regulacion de la
seflalizacion mediada por SA (Murphy ez al., 2004; Alamillo e al., 2000).
De esta forma, la interferencia de la PPV HC codificada por PVX-HC
sobre la sefializacion de SA podria contrarrestar el aumento de las

defensas descrito en plantas crecidas a elevada [CO,].

La presencia de secuencias génicas externas en formas
recombinantes de PVX representa una carga desventajosa, ya que
tienden a eliminarse durante la infeccion, especialmente en condiciones
de fuerte presion selectiva (Barajas e a/, 20006). Este parecid ser el caso
en PVX-HC a T de 30°C, impidiendo su uso en el estudio de la
virulencia en plantas crecidas a elevada T. La alta T tuvo un impacto
negativo tanto en la virulencia como en la carga viral del par sinérgico
PVX-PPV, lo que podria implicar que la virulencia estaba, hasta cierto
punto, asociada con la acumulaciéon del virus. Se ha descrito que el
silenciamiento mediado por RNA se incrementa con el aumento de T,
observandose una tendencia general de atenuaciéon de los sintomas a
temperaturas elevadas, incluso en infecciones virales en las que estan
presentes VSRs fuertes (Szittya e# al., 2003; Chellappan e al., 2005). Sin
embargo, a juzgar por los ensayos de supresion transitoria del
silenciamiento realizados en este trabajo, la elevada T no afect6
negativamente a la actividad de P25 como supresor del silenciamiento
por RNA, en comparacién con las condiciones estandar, y la misma
ausencia de efecto negativo se ha descrito para la proteina HC (Del Toro
et al., 2015). Estos hallazgos sugieren que la restriccion de la acumulacion
de PVX y PPV a alta T no se encuentra relacionada con la efectividad de
la supresion del silenciamiento por RNA ejercida por los dos VSRs
involucradas en el sinergismo PVX-potyvirus. De este modo, otros
procesos, distintos al silenciamiento por RNA, podrian estar teniendo
lugar en plantas infectadas por virus, los cuales reducirfan la virulencia y
la carga viral a altas temperaturas. Las interacciones entre productos
viricos y factores del huésped, involucrados en movimiento o en

replicacion viral, o en ambos procesos, podrian ser menos efectivas con
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T elevada y, en consecuencia, se producirian reducciones en la

acumulacién del virus y su virulencia (Chellappan ez a/., 2005).

Los hallazgos descritos previamente (capitulo 4) han mostrado que
P25 es el principal factor de PVX implicado en la inducciéon de
respuestas sistémicas de tipo HR, en los sinergismos asociados a PVX.
De hecho, las marcas distintivas de una muerte celular programada de
tipo HR (Montillet ezal, 2005), como por ejemplo dano en las
membranas celulares, acumulacién de especies reactivas de oxigeno
(H,O7) vy actividad lipoxigenasa (LOX) incrementada, se han
documentado tanto para plantas infectadas con el par sinérgico PVX-
PVY como para la infecciéon con la quimera PVX-HC (Pacheco ¢z 4L,
2012; Garcfa-Marcos ef al., 2013). En el presente trabajo de tesis, estas
caracteristicas también acompafiaron a la necrosis inducida por
combinaciones del factor PVX P25 con otros VSRs. Asi, P25 se
comporta como un determinante de virulencia en Nicotiana spp., cuya
capacidad necrogénica correlaciona con su capacidad para suprimir el
silenciamiento por RNA (capitulo 4). Varios estudios indican que
algunos supresores del silenciamiento por RNA pueden actuar también
como factores viricos inductores de respuestas defensivas mediadas por
genes de resistencia R (Li ez al., 1999; Wang ez al., 2015). En este trabajo
se determiné que la respuesta de tipo HR inducida por P25 en
combinacion con VSRs fuertes aumenté significativamente a la T de
32°C. En general, las altas temperaturas perjudican la respuesta
defensivas mediadas por factores R, inclusive la respuesta HR, en
distintos sistemas vegetales (Zhu ez al, 2010), aunque también se han
descrito los efectos contrarios (Carter ez al, 2009). La proteina P25 de
PVX tiene como diana a multiples componentes de la ruta de
silenciamiento por RNA. Por ejemplo, se ha descrito la interacciéon de
PVX P25 con ARGONAUTA 1 (AGO1), induciendo su degradacion a
través de rutas dependientes del proteasoma (Chiu ¢/ a/, 2010). Para la
P25 de PIAMV (de Plantago asiatica mosaic potexvirns) se ha descrito su
interacciéon con la RNA polimerasa dependiente de RNA 6 (RDRO) y
con SGS3 (de Suppressor of gene silencing 3), inhibiendo la sintesis de
dsRNA (de double-stranded RNA) y de los pequefios siRNAs secundarios
(de small interfering RNA) (Okano et al., 2014). Es interesante mencionar
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que la expresion de RDR6 se encuentra inducida en plantas de IN.
benthamiana infectadas con TCV (de Turnip crinckle carmovirus) y crecidas a
27°C, en comparacion con plantas infectadas mantenidas a 21°C (Qu
et al., 2005). Por otra parte, un incremento en la T desde los 22°C hasta
los 30°C reduce la abundancia de la proteina SGS3 en _Arabidopsis,
atenuando la formacion del dsRNA estable necesario para la biogénesis
de siRNAs (Zhong efal, 2013). Sera necesario realizar nuevas
investigaciones a fin de determinar si las variaciones en la acumulacion
de proteinas del huésped implicadas en interacciones con P25, o de las
propias dianas de P25, contribuyen al incremento observado en la

induccién de respuestas de tipo HR a alta T.

En este trabajo se ha mostrado como la respuesta de tipo HR
inducida por P25 en combinacion con VSRs fuertes disminuye
significativamente a elevada [CO,]. Como se ha mencionado antes, la alta
[CO,] generalmente favorece la biosintesis de SA y su senalizacion, pero
al mismo tiempo la ruta del acido jasmonico (JA) se ve reprimida (Zhang
et al., 2015). En el capitulo 4 se ha descrito como la respuesta HR
mediada por P25 se correlaciona con un incremento en la actividad
LOX, lo que sugiere la implicacion de la sefializacion por JA en esta
respuesta. Ademas, el tratamiento con SA induce un retraso en la HR y
una significativa reduccion de la liberacion de electrolitos en los parches
de hoja infiltrados con combinaciones de P25 junto con PPV HC o P19,
en comparacion con las plantas no tratadas, lo que correlaciona con la
represion de genes de repuesta a JA. Asi, los efectos sobre la HR
inducida por P25 observados tanto en el tratamiento con SA (capitulo 4)
como por la elevada [CO;] (en el presente capitulo) podrian atribuirse al
efecto antagénico del SA sobre la sefializacion por JA. Una
interpretacion mas compleja requiere la observacion relativa a por qué la
elevada [CO;] redujo la respuesta tipo HR inducida por combinaciones
P25/PPV HC mientras que la misma alta [CO;] no alter6 la vitulencia de
la quimera PVX-HC ni de la combinaciéon PVX-PPV, en comparacion
con la [CO;] ambiental. Pudiera ser que la mayor acumulacién de gRNA
y del TGB1 sgRNA1 registrada para la quimera PVX-HC a alta [COg],
conlleve una mayor acumulaciéon de proteina P25 en la célula, lo que

podria compensar esa menor virulencia registrada para P25 en estas
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condiciones de elevada [CO;]. Por otra parte, podria existir alguna
diferencia fundamental a nivel de sefializacion hormonal entre la
expresion transitoria de determinantes viricos de virulencia (respuesta
local) y la infeccion por el virus (respuesta sistémica), o algin efecto

atribuible a otros genes viricos o a la propia agrobacteria.

Los miembros del género Potyvirus se transmiten predominante por
pulgones de una forma no persistente, mientras que la transmisioén de
PVX se produce exclusivamente por medios mecanicos (Hull, 2002). Los
cambios ambientales asociados al calentamiento global probablemente
conllevaran un marcado efecto sobre las poblaciones de pulgones,
debido a sus cortos ciclos de generacién y a sus bajos umbrales térmicos
de desarrollo, asi como a su habilidad para sobrevivir a inviernos suaves
(Harrington et al., 2007). Incrementos en la frecuencia y en la intensidad
de las tormentas de verano con vientos fuertes, lluvia y granizo daran
lugar a un mayor numero de heridas en las plantas y en consecuencia a
un incremento en la transmisiéon de los virus por medios mecanicos. Por
lo tanto, a pesar del efecto de atenuacién en la virulencia de PVX-PPV
observada a T elevada, es esperable que sinergismos como los de PVX-
potyvirus aumenten su importancia relativa respecto a las infecciones
sencillas en condiciones de cambio climatico. Es esperable que la
importancia de estos sinergismos sea incluso mayor si la alta [CO;]
contribuye en cierta medida a aumentar las defensas a través del SA, que
aunque son efectivas contra la infecciéon sencilla por PVX, parecen
ineficaces en infecciones mixtas PVX-potyvirus. Ademas, los hallazgos
presentados en este trabajo sobre el efecto de 1a T en la necrosis inducida
por la proteina PVX P25 sugieren que la virulencia causada por los
sinergismos PVX-potyvirus podria incrementarse a alta T, una vez que se
superara por adaptaciéon la sensibilidad térmica de los procesos de
movimiento y replicacion viral, a través de mutaciones especificas que
confirieran funciones termoestables. La investigacion futura deberia
considerar los efectos de la interaccion entre los factores elevada T-
elevada [CO;] en la virulencia de los sinergismos PVX-potyvirus.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION.
Las infecciones viricas inducen
efectos beneficiosos en las plantas
durante el estrés por sequia, a través
de la produccion de acido salicilico
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6.1. RESULTADOS

6.1.1. Tolerancia a la sequia en plantas de Nicotiana
benthamiana infectadas con virus

Para estudiar la tolerancia a la sequia en IN. benthamiana, se llevaron
a cabo una serie de experimentos en los que se agroinfiltraron las plantas
con la B-glucuronidasa (GUS, controles no infectados con virus), PVX
(potexvirus Potato virus X), PPV-P25 (quimera derivada del Plum pox
potyvirus con la secuencia codificante de P25), PPV-GFP (quimera de
PPV a la que se le ha insertado la secuencia codificante de GFP; en
adelante, PPV) o con la combinacion PVX-PPV. La acumulaciéon de los
virus se determiné mediante western blot a partir de extractos obtenidos
con material derivado de hojas sistémicas infectadas (FIG. 25A). Se
analizaron plantas infectadas con virus o no infectadas (agroinfiltradas
con GUS) que, o bien se continuaron regando normalmente (controles
hidratados), o bien se sometieron a estrés por sequia a partir de los 10
dias post-agroinfiltracion (10 dpa). La gravedad de los sintomas de la
infeccién, estimada a través de sus efectos sobre la cantidad de biomasa
generada por la planta (tejido aéreo) en condiciones de riego habitual, fue
mayor para las infecciones con PPV-P25 y con la combinacién PVX-
PPV, en relacion a las infecciones sencillas con PPV o PVX (FIG. 24A),
a 17 dpa.

Después de retirar el riego, los sintomas de deshidratacion
aparecieron primero en las plantas no infectadas, consistentes en
marchitamiento, pérdida de turgencia y rizado de las hojas. El periodo de
sequia finalizé con el colapso de estas plantas (FIG. 24B, panel inferior).
En las plantas infectadas con PPV-P25 o con PVX-PPV, y en menor
medida las infectadas con PVX o con PPV, la aparicién de los sintomas
de deshidratacion se retraso varios dias y, en general, mostraron mejor
apariencia (tejido foliar con menor flacidez) que las plantas no infectadas

a lo largo de todo el experimento.

La obtencién de imagenes de fluorescencia de clorofila (Chl-F, de
Chlorophyll fluorescence) 'y de fluorescencia multicolor (MCFI, de Multicolor
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FIGURA 24 (en Ia pdgina anterior). Comparacion de la tolerancia a la sequia entre
plantas de N. benthamiana no infectadas e infectadas por virus. A. Produccion de
biomasa correspondiente al tejido aéreo de plantas hidratadas infectadas o no infectadas, a
los 17 dpa. Los graficos representan el valor promedio * desviacion estandar de, al menos,
14 plantas que recibieron el mismo tratamiento. Las diferencias entre medias se analizaron
estadisticamente mediante el test de rangos multiples de Scheffé (distintas letras indican
diferencias significativas, P< 0,05). B. A los siete dias de ausencia de riego (7 dias post-
riego, o 7 dpr) (panel inferior), se fotografiaron una serie de plantas con fenotipo
representativo, al lado de las cuales se muestran los correspondientes controles hidratados
(sometidos al riego habitual) a la misma edad (panel superior). C. Contenido (%) en agua en
plantas infectadas o no infectadas, sometidas a riego habitual o a estrés por sequia, a los 7
dpr. D. Proporcion (%) entre el contenido (%) en agua de plantas deshidratadas frente al
de las hidratadas que recibieron el mismo tratamiento virico. Los graficos representan el
valor promedio * desviacién estandar de 14 plantas que recibieron el mismo tratamiento.
Las diferencias entre medias correspondientes a plantas de cada tratamiento hidrico
(plantas hidratadas o plantas sometidas a estrés por sequia) se analizaron
independientemente mediante el test U de Mann-Whitney, con o corregido por Bonferroni
a 0,005 para comparaciones multiples (distintas letras indican diferencias significativas,
P<0,005). Las comparaciones entre pares de medias, realizadas entre plantas hidratadas y
deshidratadas de un mismo tratamiento virico se efectuaron con el test U de Mann-
Withney (los asteriscos indican diferencias significativas, P< 0,05). GUS hace referencia a
los controles no infectados con virus (pero agroinfiltrados con GUS).

fluorescence imaging) constituyen técnicas que proporcionan informaciéon
util sobre las alteraciones en el metabolismo primario y secundario
asoclados a respuestas de estrés (Pérez-Bueno ef al, 2016) (FIG. 25). De
este modo, fue posible observar aumentos en la emisién de fluorescencia
azul (F440, de 440 nm) y verde (F520, de 520 nm) en las plantas
infectadas con PPV-P25 o con la combinacion PVX-PPV bajo riego
habitual, aumentos que fueron mas importantes a los 3 dias tras haber
retirado el agua (3 dias post-riego, o dpr). Simultaneamente, los estudios
de ChI-F mostraron como la maxima eficiencia cuantica del fotosistema
IT (valor F, / Fy para el PSII) decreci6 en plantas infectadas con PPV-
P25 a los 3 dpr, en relacién a los valores en las plantas no infectadas o

infectadas con otros virus a ese mismo tiempo.

Se realizaron comparaciones del contenido (%) en agua de las
plantas no infectadas y de las infectadas con virus, bajo condiciones de
riego habitual o de estrés hidrico, a los 17 dpa (7 dpr, FIG. 24C). El

contenido en agua promedio de las plantas sometidas a estrés por sequia
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FIGURA 25. Impacto de la infeccion viral en la fotosintesis y el metabolismo
secundario de NN. benthamiana. A. Analisis por western blot de extractos derivados de
hojas sistémicas de plantas infectadas o no infectadas a los 15 dpa, utilizando anticuerpos
anti-PPV CP (panel izquierdo) o anti-PVX CP (panel derecho). El panel situado
inmediatamente debajo de cada hibridacién muestra la membrana tefiida con Ponceau-S
justo después de la transferencia, a modo de control de carga. B. Valores relativos de
fluorescencia azul (F440) y verde (F520) determinada por técnicas de MCFI. C. Valores de
eficiencia del PSII (F, / Fy) determinada por técnicas de Chl-F. Los andlisis se realizaron
sobre hojas de plantas no infectadas o infectadas con virus, bajo condiciones de riego
habitual (a los 10 dpa) o a los 3 dpr (13 dpa). Para la obtencién de imagenes se
posicionaron de forma adecuada un minimo de cuatro hojas por planta, y se analizé un
total de 6 plantas por tratamiento. En B se tomaron como referencia los valores de
fluorescencia correspondientes a las muestras de plantas hidratadas no infectadas, a los que
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se les asigno el valor 1, y el resto de muestras se calcularon en relacién a ella. Los graficos
muestran los promedios de los valores de fluorescencia relativos & desviacion estandar de 6
plantas que recibieron el mismo tratamiento. ILas diferencias entre las medias
correspondientes a cada tratamiento virico se compararon entre si de forma independiente
para cada tratamiento hidrico (plantas hidratadas o sometidas a sequia) y tipo de
fluorescencia (F440, F520 o Chl-F), mediante el test U de Mann-Whitney, con « corregido
por Bonferroni a 0,005 para comparaciones multiples (distintas letras indican diferencias
significativas, P<0,005). LLas comparaciones entre pares de medias de Chl-F, realizadas
entre plantas hidratadas o deshidratadas de un mismo tratamiento virico, se efectuaron con
el test U de Mann-Withney (los asteriscos indican diferencias significativas, P< 0,05). GUS
hace referencia a los controles no infectados con virus (pero agroinfiltrados con GUS).

fue mayor en las infectadas con PVX, PPV-P25 y PVX-PPV que en las
no infectadas, mientras que la infeccién con PPV solo incrementd
minimamente este contenido en agua. También, el contenido en agua fue
significativamente menor en las plantas hidratadas infectadas con PPV-
P25 que en las hidratadas infectadas con PPV o con PVX. Cuando se
calculo la proporcion entre el contenido en agua de plantas deshidratadas
frente al de las hidratadas se pudieron observar diferencias significativas
en las plantas infectadas con PPV-P25 o con la combinacién PVX-PPV,
en comparacion con los niveles observados en las plantas sanas o con
cualquiera de las infecciones sencillas (FIG. 24D). Estos resultados
muestran una correlacion positiva entre la tolerancia al estrés por sequia
inducida por los virus en N. benthamiana y la virulencia, y una
contribucion del factor PVX P25 al balance hidrico de la planta en

infecciones con PPV-P25, en relacion a las infectadas por PPV.

6.1.2. La transpiracion disminuye en plantas de N.
benthamiana infectadas por virus

Debido a que la disminucién de la transpiraciéon es un mecanismo
fundamental de resistencia a la deshidratacion, se examiné la pérdida de
agua a lo largo del tiempo en discos de hoja tomados de plantas de N.
benthamiana hidratadas, sanas o infectadas (FIG. 26A). Los discos de
hojas de plantas infectadas con PVX, PVX-PPV o PPV-P25 perdieron
agua de forma significativamente mas lenta que los de plantas no

infectadas, mientras que los de plantas infectadas con PPV no
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presentaron un comportamiento significativamente diferente a los de
plantas no infectadas. La temperatura de las hojas puede emplearse como
indicador de las diferencias en transpiracién, pues incrementos en la
transpiracion llevan aparejada una disminucion de la temperatura de la

hoja (Metlot e al., 2002). Cuando se analiz6 la emisién infrarroja de
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FIGURA 26 (comienza en Ia pigina anterior). Comparaciones de pérdida de agua
entre plantas de NN. benthamiana no infectadas o infectadas con virus. A. Ocho
discos de hoja, agroinfiltrados con GFP (plantas no infectadas) o con virus (plantas
infectadas) se cortaron a los 3 dpa y se colocaron sobre una placa Petri con la cara abaxial
expuesta. Tras medir el peso inicial de estas muestras, se continuaron efectuando medidas
cada cierto intervalo de tiempo, durante un periodo de 380 min, considerando el peso
inicial como el valor 100% de contenido en agua, y calculando los pesos de cada uno de los
tiempos posteriores como un porcentaje relativo al mismo. Las diferencias entre las medias
correspondientes a cada tratamiento virico se analizaron estadisticamente mediante el test
de rangos multiples de Scheffé (distintas letras indican diferencias significativas, P<0,05). B.
Temperaturas promedio de las hojas de plantas no infectadas o infectadas por virus, bajo
riego habitual (10 dpa) o a los 3 dpr (13 dpa). Los graficos representan el valor promedio *
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desviacion estandar de 10 réplicas (plantas) que recibieron el mismo tratamiento. Un
minimo de 4 hojas por planta se analizaron simultineamente mediante su correcto
posicionamiento para la toma de imagenes térmicas. Las diferencias entre las medias
correspondientes a cada tratamiento hidrico (plantas hidratadas o plantas sometidas a estrés
por sequia) se analizaron independientemente mediante el test de rangos multiples de
Scheffé (distintas letras indican diferencias significativas, P<0,05). I.as comparaciones entre
pares de medias, realizadas entre las plantas hidratada y deshidratadas de un mismo
tratamiento virico, o entre tratamientos de interés, se efectuaron con el test t de Student
(los asteriscos indican diferencias significativas, P< 0,05; ns, diferencias no significativas).
C. Efecto de la sequia en la conductancia estomatica de plantas infectadas o no infectadas
crecidas en condiciones de riego habitual (10 dpa), a 3 dpr (13 dpa) o a 5 dpr (15 dpa). Las
diferencias entre medias correspondientes a plantas de cada tratamiento hidrico (plantas
hidratadas, plantas a 3 dpr o plantas a 5 dpr) se analizaron independientemente mediante el
test U de Mann-Whitney, con o corregido por Bonferroni a 0,005 para comparaciones
multiples (distintas letras indican diferencias significativas, P<0,005). Las comparaciones
entre pares de medias, realizadas entre plantas hidratadas y deshidratadas de un mismo
tratamiento virico, o entre tratamientos de interés, se efectuaron con el test U de Mann-
Withney (los asteriscos indican diferencias significativas, P<0,05; ns, diferencias no
significativas). D. Para el analisis del contenido de estomas se realizaron impresiones en
agarosa correspondientes a la cara abaxial de las hojas, las cuales se examinaron bajo
microscopio. Se tomaron imagenes a 20X y se analiz6 el nimero de estomas y de células
epiteliales (n = 40 campos por tratamiento). Se analizaron estadisticamente las diferencias
entre los promedios de densidad estomadtica (numero de estomas por campo) por
tratamiento virico mediante el test de rangos multiples de Scheffé (distintas letras indican
diferencias significativas, P<0,05). Las imagenes mostradas se corresponden con campos
representativos de plantas no infectadas o infectadas con PPV. La barra de escala, en la
esquina superior izquierda de estas imdagenes, representa 40 um. El indice estomatico
(relacion nimero de estomas:nimero total de células de la epidermis, incluido estomas) se
calculd a partir de estas imagenes; la comparacion de los valores promedios de este indice
entre plantas no infectadas o infectadas con PPV se realizé con el test t de Student, sin que
se determinasen diferencias estadisticamente significativas (P<0,05). GUS o GFP hacen
referencia a los controles no infectados con virus (pero agroinfiltrados con GUS o GFP).

estas plantas, a través de la toma de imagenes térmicas, se determiné un
incremento de la temperatura de las plantas infectadas hidratadas, en
comparacion con las no infectadas hidratadas, mas acentuada en el caso
de la infecciéon con PPV-P25 (FIG. 26B). Estos resultados sugieren que
las plantas de N. benthamiana infectadas presentan una conductancia
estomatica reducida en comparaciéon con las no infectadas. De hecho,

cuando se efectuaron medidas de conductancia estomatica en estas
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mismas plantas, mediante la aplicaciéon directa de un conductimetro o
“porémetro” sobre la hoja, se observo que efectivamente estas
infecciones viricas ocasionaban una disminucién de la conductancia
estomatica, mucho mas acentuada en la infeccién con PPV-P25 o con la
combinacién PVX-PPV (FIG. 26C). Estos resultados muestran una
correlacion entre una mayor tolerancia a la sequia y unos menores niveles
de transpiracion en N. benthamiana bajo el efecto de las infecciones

analizadas.

Tras varios dias de ausencia de riego, las plantas infectadas con
PVX o con PPV mostraron una reduccién en la conductancia
estomatica, en comparacion con lo observado para estas mismas
infecciones bajo riego habitual, mientras que las infectadas con PPV-P25
o la combinaciéon PVX-PPV no mostraron cambios en la conductancia a
lo largo del tiempo (FIG. 26C). En concordancia con estas ultimas
observaciones, la temperatura de las plantas infectadas con PPV-P25 o
con PVX-PPV no mostré6 cambios significativos cuando se crecieron
bajo riego o cuando se sometieron a estrés por sequia (FIG. 26B). Es
mas, tanto la temperatura como la conductancia estomatica que
mostraron las plantas no infectadas bajo déficit hidrico fue similar al
observado para las plantas infectadas con PPV-P25 o PVX-PPV crecidas
bajo riego habitual.

Posteriormente, se examiné si las infecciones podrian estar
induciendo alteraciones en el numero de estomas, para lo que se
realizaron impresiones en agarosa de la parte abaxial de la hoja, y se
analizaron por microscopio. Este analisis llevé a la conclusion de que,
efectivamente, la densidad estomatica era mayor en las plantas infectadas
con los distintos virus en relacién a las plantas no infectadas. Debido a
que las células epidérmicas de las plantas infectadas eran menores que las
de las plantas no infectadas, el indice estomatico (proporcién n°® estomas
/ [n° células epidérmicas + n°® estomas]) fue similar en todas ellas (FIG.
26D). Todos estos resultados sugieren que, pese al incremento
observado en la densidad estomatica, las infecciones de IN. benthamiana
con los virus analizados modulan la conductancia estomatica en el
mismo sentido en el que lo hacen las plantas no infectadas durante el

estrés hidrico, esto es cerrando estomas para evitar la pérdida de agua.
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6.1.3. Tolerancia a la sequia en plantas de Arabidopsis
thaliana infectadas con virus

Para estudiar la tolerancia a la sequia en esta planta modelo, se
llevaron a cabo una serie de experimentos en los que las plantulas de 4.
thaliana se crecieron in vitro y se agroinocularon con GUS, PVX, PPV,
PPV-P25 o con la combinacién PVX-PPV. Los niveles de acumulacion
de los virus se analizaron por western blot y northern blot en extractos
derivados de hojas jévenes de la roseta, no inoculadas, a los 11 dpa
(FIG. 27A y 27B). A. thaliana se ha descrito habitualmente como un “no
huésped” para PVX (Jaubert ez 4/, 2011); otros autores han sido capaces
de detectar acumulacién sistémica de PVX en este hospedador, aunque a
niveles minimos, en lo que ha sido descrito como una “infecciéon
subliminal” (Andika ef a/, 2015). Sin embargo en el presente trabajo, la
acumulacion de PVX en A. #haliana solo fue detectable en coinfecciones
con PPV. Es mas, la infeccién con la quimera PVX-HC, la cual expresa
el VSR de PPV (PPV HC), tampoco llevé a una acumulacion del virus
detectable por western o northern blot. Estas observaciones sugieren que la
replicacion de PVX en este hospedador podria no estar limitada
exclusivamente por el silenciamiento génico. Por todo ello, las

infecciones sencillas con PVX se excluyeron de este analisis.

A los 11 dias post-agroinoculacién (11 dpa), las plantas se
transfirieron desde la placa a crecimiento en tierra. Todos los
tratamientos continuaron con el riego habitual o se sometieron a estrés
por sequia a partir de los 16 dpa. Los sintomas de infeccion observados
en las plantas inoculadas con PPV-P25 fueron pronto mucho mas graves
que los observados en las infectadas con PPV o con la combinacion
PVX-PPV, incluyendo fuerte retraso del crecimiento, rizado de hojas y
mayor necrosis (FIG. 27D). La gravedad de los sintomas de la infeccion,
estimada a través de sus efectos sobre la cantidad de biomasa generada

por la planta (tejido aéreo) en condiciones de riego habitual, fue mayor

para PPV-P25 que para PVX-PPV o PPV, a los 30 dpa (FIG. 28A).

Una vez suprimido el riego, comenzaron a aparecer los primeros
sintomas de deshidrataciéon en las plantas no infectadas, consistentes en
hojas lacias y marchitas, y tallos deshidratados (FIG. 28B, panel inferior).
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FIGURA 27. Efectos de la infeccion en A. thaliana y acumulacion viral. A. Analisis
por western blot de extractos procedentes de hojas de la roseta no agroinoculadas, a los 11
dpa, utilizando anticuerpos anti-PVX CP (panel izquierdo), anti-PPV CP (panel central) y
contra el epitopo de hemaglutinina (anti-HA, panel derecho); este anti-HA permite detectar
las proteinas expresadas a partir de los vectores PPV, esto es GFP-HA (para PPV [PPV-
GFP]) y P25-HA (para PPV-P25). El panel situado inmediatamente debajo de cada
hibridacién muestra la membrana tefiida con Ponceau-S justo después de la transferencia, a
modo de control de carga. B. Analisis por northern blot de extractos de RNA total
empleando una DIG-ribosonda complementaria a la secuencia de la CP de PVX. En la
imagen se seflalan el RNA genémico (gRNA) y uno de los RNAs subgenémicos (el
sgRINA3, a partir del cual se expresa la CP, o CP sgRNA3). Las bandas especificas
correspondientes a las secuencias de PVX aparecieron solo tras unos tiempos de
exposicion elevados. C. Analisis por northern blot de extractos de RNA total empleando una
?P-sonda complementatria a la secuencia de ADC1, gen de biosintesis de putrescina (Put).
Debajo de los northern blots se muestran los geles previos en los que se corrid el extracto de
RNA total, tefiidos con bromuro de etidio, a modo de control de carga. D. Imagenes de
fenotipos representativos de A. thaliana infectada con los distintos virus empleados en estos
experimentos, a 16 dpa. Noétese la mayor gravedad de los sintomas inducidos por la
quimera PPV-P25 en este hospedador, manifestado a través de un incremento en la
clorosis y en el nimero y extension de lesiones necréticas. PVX-HC es la quimera
correspondiente al virus PVX portando el factor HC de PPV. GUS hace referencia a los
controles no infectados con virus (pero agroinoculados con GUS).
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FIGURA 28. Comparacion de la tolerancia a la sequia entre plantas de A. thaliana
no infectadas e infectadas por virus. A. Producciéon de biomasa correspondiente al
tejido aéreo de plantas hidratadas infectadas o no infectadas, a los 30 dpa. B. A los 12 dpr
se fotografiaron una serie de plantas con fenotipo representativo (panel inferior), al lado de
las cuales se muestran los correspondientes controles hidratados (sometidos al riego
habitual) a la misma edad (panel superior). C. Determinaciéon y evolucién del contenido
(%) en agua relativo del suelo después de 3 h de homogeneizacién con riego intenso (0 d),
y en los dias posteriores en ausencia de riego, hasta el final del experimento, para los tiestos
correspondientes a plantas de cada uno de los tratamientos viricos (n = 20 por
tratamiento). D. Contenido (%) en agua en plantas infectadas o no infectadas, sometidas a
riego habitual o a estrés por sequia, a los 15 dpr. E. Proporcion (%) entre el contenido (%)
en agua de plantas deshidratadas frente al de las hidratadas que recibieron el mismo
tratamiento virico. En todos los casos se muestra el valor promedio * desviacién estandar
de 14 plantas que recibieron el mismo tratamiento. Las diferencias entre las medias
correspondientes a cada tratamiento hidrico (plantas hidratadas o plantas sometidas a estrés

180



Resultados y Discusion: Tolerancia a la sequia inducida por virus

por sequia) se analizaron independientemente mediante el test de rangos multiples de
Scheffé (distintas letras indican diferencias significativas, P<0,05). L.as comparaciones entre
pares de medias, realizadas entre plantas hidratadas y deshidratadas de un mismo
tratamiento virico se efectuaron con el test t de Student (los asteriscos indican diferencias
significativas, P< 0,05). GUS hace referencia a los controles no infectados con virus (pero
agroinoculados con GUS).

El estrés por sequia prolongada finalmente ocasioné el colapso completo
de la planta. En las plantas infectadas, la aparicion de los sintomas de
deshidratacion se retrasé varios dias, y cuando comenzaron a aparecer
fueron menos evidentes que en plantas no infectadas, mostrando en
general mejor aspecto y mayor turgencia a lo largo de todo el
experimento. La ADC1 (de Arginine decarxoylase 1; At2g16500) es una de
las enzimas responsables de la biosintesis de la Putrescina (Put), una
poliamina implicada en la tolerancia a estreses abioticos (Alet ez al., 2011);
el incremento de su expresion se confirmd en las plantas infectadas en el
presente trabajo, mediante ensayos de northern blot (FIG. 27C). También
se realiz6 una cinética del contenido (%) relativo de agua del sustrato,
siendo similar en todos los tratamientos, lo que sugiere que la
evaporacion de agua es el principal motivo de la desecacion del sustrato a
medida que el estrés hidrico progresa (FIG. 28C), y permite descartar a
este factor como responsable de las diferencias de comportamiento

observadas entre plantas infectadas y no infectadas.

La alteracion del metabolismo primario y secundario en las plantas
infectadas se determin6 mediante el analisis de 1a Chl-F y MCFI en hojas
de la roseta. Bajo condiciones de riego habitual, el valor F, / Fy fue
equivalente en plantas infectadas y no infectadas, y solo se detectaron
pequenas diferencias entre tratamientos en la emision de fluorescencia
F440 (FIG. 29). Sin embargo, en etapas mas avanzadas de la infeccion, a
7 dpr, las plantas infectadas mostraron niveles de fluorescencia F440 y
F520 superiores a los de las plantas no infectadas, indicativos de la
activacion del metabolismo secundario, particularmente notable en el
caso de las plantas infectadas con PPV-P25 o con la combinacién PVX-
PPV. También se registraron disminuciones del valor F, / Fy en las
plantas infectadas con PPV-P25, indicativo de pérdida de actividad del
PSII.

181



Resultados y Discusion: Capitulo 6

A
2 5 B GUS
g 181 m PPV ¢
£ 16 PPV-P25 c X ¢
= c
g 14 a EPVX-PPV a
®  124{p, P ab|
‘S , a_ab 2a Ta
c 1 - T
a
2
a2 08 -
& 06 -
E ,
w 0,4
0,2 1
0
F440 F520 F440 F520
Hidratado Deshidratado
B
0,93 1 a . a . a . a .
0,92 b T a b
0,91 - | T
s
w 09 4 .
5 ® Hidratadas
e
0,89 Deshidratadas
0,88 -
0,87 A
0,86 -

GUS PPV PPV-P25 PVX-PPV

FIGURA 29. Impacto de la infeccion viral en la fotosintesis y el metabolismo
secundario de A. thaliana. A. Valores relativos de fluorescencia azul (F440) y verde
(F520) determinada por técnicas de MCFI. B. Valores de eficiencia del PSII (F, / Fy)
determinada por técnicas de Chl-F. Los analisis se realizaron sobre hojas de rosetas no
infectadas o infectadas con virus, bajo condiciones de riego habitual (a los 16 dpa) o a los 7
dpr (23 dpa). Se obtuvieron cuatro imagenes de fluorescencia por tratamiento, consistentes
en un minimo de cuatro rosetas cada una, y se analiz6 la fluorescencia correspondiente a un
minimo de seis hojas por roseta. En A se tomaron como referencia los valores de
fluorescencia correspondientes a las muestras de plantas hidratadas no infectadas, a los que
se les asigno el valor 1, y el resto de muestras se calcularon en relacion a ella. Los graficos
muestran los promedios de los valores de fluorescencia relativos & desviacion estandar de
16 plantas que recibieron el mismo tratamiento. Las diferencias entre las medias
correspondientes a cada tratamiento virico se compararon entre si de forma independiente
para cada tratamiento hidrico (plantas hidratadas o sometidas a sequia) y tipo de
fluorescencia (F440, F520 o Chl-F), mediante el test U de Mann-Whitney, con a corregido
por Bonferroni a 0,008 para comparaciones multiples (distintas letras indican diferencias
significativas, P<0,008). Las comparaciones entre pares de medias de Chl-F, realizadas
entre plantas hidratadas o deshidratadas de un mismo tratamiento virico, se efectuaron con
el test U de Mann-Withney (los asteriscos indican diferencias significativas, P< 0,05). GUS
hace referencia a los controles no infectados con virus (pero agroinoculados con GUS).
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A los 30 dpa (14 dpr), se llevaron a cabo comparaciones del
contenido en agua entre las plantas infectadas con los virus y las no
infectadas. El contenido en agua promedio fue mayor en las plantas
infectadas comparado con el de las plantas no infectadas, en crecimiento
bajo estrés por sequia; en el caso de los controles mantenidos con riego
habitual, el contenido en agua de las plantas infectadas fue inferior
comparado con el de las plantas no infectadas (FIG. 28D). Ademas, el
contenido en agua fue significativamente menor en las plantas hidratadas
infectadas con PPV-P25 comparado con el de las infectadas con PPV o
con la combinacién PVX-PPV. También se llevo a cabo el cilculo de la
proporcion entre el contenido en agua de las plantas deshidratadas en
relacién a las hidratadas, obteniéndose para este parametro un valor
significativamente mayor en las infecciones con PPV-P25 en relaciéon a
las infecciones con PPV (FIG. 28E). Estos resultados sugieren para 4.
thaliana, al 1gual que para N. benthamiana, una correlacion positiva entre la

virulencia y la tolerancia al estrés por sequia inducida por la infeccion.

6.1.4. La transpiraciéon se incrementa en plantas de A.
thaliana infectadas por virus

Para el analisis de la pérdida de agua a lo largo del tiempo en A.
thaliana, se tomaron rosetas de plantas regadas de forma habitual, sanas o
infectadas, las cuales se cortaron a ras de suelo. Como para IN.
benthamiana, estas curvas de pérdida de agua son indicativas del grado de
transpiracion (FIG. 30A). Paraddjicamente, las plantas infectadas con
PPV-P25 mostraron ser las de mayor grado de transpiracién, pues su
pérdida de peso tras la escision fue significativamente mas rapida que la
de las plantas no infectadas, mientras que las infectadas con PPV o con
la. combinaciéon PVX-PPV mostraron valores intermedios. La
temperatura de las hojas de plantas hidratadas, medida mediante la toma
de imagenes térmicas, fue menor en las plantas infectadas comparada
con la de las plantas no infectadas, mas acentuado en el caso de las
infecciones con PPV-P25 o con la combinacion PVX-PPV (FIG. 30B).
A los 7 dias de ausencia de riego (7dpr), la temperatura de las hojas de las

plantas no infectadas y de las infectadas se increment6 en comparacion
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con la que se registro bajo riego habitual. Sin embargo, la temperatura de
las hojas de plantas infectadas con PPV-P25 o PVX-PPV continud
siendo mas baja que la del resto de tratamientos, y por tanto estas
infecciones indujeron en la planta mayores tasas de transpiracion que en
las plantas no infectadas. De este modo, las diferencias entre
tratamientos en las tasas de transpiracion antes y después del
establecimiento del estrés por sequia, no tuvieron correlaciéon con la
tolerancia incrementada observada en las plantas infectadas de A
thaliana. Al igual que para N. benthamiana, en A. thaliana intectada con
PPV-P25 también se determiné una mayor densidad estomatica, pero
igual indice estomatico, en comparacion con las plantas no infectadas.
Para plantas infectadas con PPV o con PVX-PPV también se observé
una tendencia hacia un incremento en el nimero de estomas, comparado
con las plantas no infectadas (FIG. 30C).
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FIGURA 30 (comienza en Ia pdgina anterior). Comparaciones de pérdida de agua
entre plantas de A. thaliana no infectadas o infectadas con virus. A. Doce rosetas
procedentes de plantas sanas o infectadas se cortaron a ras de suelo a los 23 dpa y se
colocaron sobre una placa Petri con la cara abaxial expuesta. Tras medir el peso inicial de
estas muestras, se continuaron efectuando medidas cada cierto intervalo de tiempo, durante
un periodo de 4 h, considerando el peso inicial como el valor 100% de contenido en agua,
y calculando los pesos de cada uno de los tiempos posteriores como un porcentaje relativo
al mismo. Las diferencias entre las medias correspondientes a cada tratamiento virico se
analizaron estadisticamente mediante el test de rangos multiples de Scheffé (distintas letras
indican diferencias significativas, P<0,05). B. Temperaturas promedio de las hojas de
plantas no infectadas o infectadas por virus, bajo riego habitual (a los 16 dpa) o alos 7 dpr
(23 dpa). Los graficos representan el valor promedio * desviacién estandar de 5 réplicas
(cada una de 4 plantas) que recibieron el mismo tratamiento. Un minimo de 6 hojas por
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planta se analizaron simultineamente mediante su correcto posicionamiento para la toma
de imagenes térmicas. Las diferencias entre las medias correspondientes a cada tratamiento
hidrico (plantas hidratadas o plantas sometidas a estrés por sequfa) se analizaron
independientemente mediante el test U de Mann-Whitney, con o corregido por Bonferroni
a 0,008 para comparaciones multiples (diferentes letras indican diferencias significativas,
P<0,008). Las comparaciones entre pares de medias, realizadas entre plantas hidratadas y
deshidratadas de un mismo tratamiento virico se efectuaron con el test U de Mann-
Withney (los asteriscos indican diferencias significativas, P< 0,05). C. Para el analisis del
contenido de estomas se realizaron impresiones en agarosa correspondientes a la cara
abaxial de las hojas, las cuales se examinaron bajo microscopio. Se tomaron imagenes a
20X y se analiz6 el nimero de estomas y de células epiteliales (n = 40 campos por
tratamiento). Se analizaron estadisticamente las diferencias entre los promedios de densidad
estomatica (numero de estomas por campo) por tratamiento virico mediante el test de
rangos multiples de Scheffé (distintas letras indican diferencias significativas, P<0,05). Las
imagenes mostradas se corresponden con campos representativos de plantas no infectadas
o infectadas con PPV-P25. La barra de escala, en la esquina superior izquierda de estas
imagenes, representa 40 um. El indice estomatico (relacién numero de estomas:nimero
total de células de la epidermis, incluido estomas) se calcul6 a partir de estas imagenes; la
comparacion de los valores promedios de este indice entre plantas no infectadas o
infectadas con PPV-P25 se realizdé con el test t de Student, sin que se determinasen
diferencias estadisticamente significativas (P<0,05). GUS hace referencia a los controles no

infectados con virus (pero agroinoculados con GUS).

Estos resultados muestran que en .A. thaliana las infecciones con
estos virus Incrementan la densidad estomatica, lo que podtia
relacionarse con las mayores tasas de transpiracion observadas en
comparacion con las plantas no infectadas, incluso en situaciones de

estrés hidrico.

Estudios previos han demostrado como la modificacion de la
arquitectura radicular puede incrementar la tolerancia a la deshidratacion
(Uga et al., 2013). Por ello, en este trabajo también se efectuaron analisis
comparativos del sistema radicular de plantas infectadas y no infectadas,
consistentes en la cuantificaciéon de parametros de la raiz primaria y de la
densidad de raices laterales, analizadas a los 11 dpa a través de Image].
No se observaron diferencias significativas en el valor de ninguno de los

parametros analizados, entre plantulas infectadas y no infectadas (FIG.

31).
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FIGURA 31. La arquitectura radicular en A. thaliana no se altera por la infeccién.
Los parametros de las raices se determinaron en plantulas crecidas en placas verticales, a los
11 dias tras la agroinfiltracion de los distintos virus (21 dias de edad). Los parametros
analizados fueron los siguientes. A. Longitud de la rafz primaria (mm). B. Numero de rafces
laterales por centimetro de raiz primaria (densidad de raices, cm™). C. Didmetro de la raiz
principal (mm) medido a distintas alturas, desde el inicio hasta el extremo de la rafz. Los
graficos muestran los valores promedios * desviacién estaindar de 12 plantulas que
recibieron el mismo tratamiento. Las diferencias de medias de un mismo parametro entre
tratamientos viricos se analizaron estadisticamente mediante el test de rangos multiples de
Scheffé (mismas letras indican ausencia de diferencias estadisticamente significativas,
P<0.05). GUS hace referencia a los controles no infectados con virus (pero agroinocuados

con GUS).
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6.1.5. Eficacia reproductiva (fitness) en plantas infectadas por
virus

Se estim6 el efecto de las distintas infecciones viricas en la eficacia
reproductiva o biolégica (fitness) en plantas de A. thaliana o de .
benthamiana crecidas bajo el régimen hidrico habitual o sometidas a estrés
por sequia. Para ello, se determiné el nimero de plantas productoras de
semillas y el peso total de semillas producidas en plantas infectadas bajo
estas condiciones, y se compararon con la produccion en las plantas no

infectadas.

En A. thaliana bajo condiciones de riego habitual, las infecciones
viricas no alteraron el numero de plantas productoras de semillas
(TABLA 4). Sin embargo, las plantas infectadas con PPV o con PVX-
PPV mostraron una produccion de semillas hasta cuatro veces menor en
comparacion con la produccion de las plantas no infectadas; la infeccion
con PPV-P25 tuvo un efecto negativo ain mayor en la eficacia biologica
(FIG. 32A). Bajo las condiciones de estrés hidrico habituales (sequia
moderada), la produccién de semillas en plantas infectadas con PPV o
con PVX-PPV se igual6 a la de las plantas no infectadas, con diferencias
negligibles en el nimero de plantas productoras de semillas. I.a infecciéon
por PPV-P25, aun en condiciones de estrés hidrico, ocasioné un efecto
negativo sobre la produccion de semillas por planta, en relacion al resto

de tratamientos (FIG. 32B, TABLA4).

Se examiné el efecto en A. thaliana de un estrés por sequia mas
acentuado (sequia extendida), transfiriendo las plantas agroinoculadas de
placa a tierra a los 6 dpa, en vez de a los 11 dpa habituales, y
permaneciendo sin riego desde los 11 dpa, y no desde los 16 dpa
habituales. Las diferencias en el contenido de agua relativo del suelo bajo
estos dos tipos de estreses hidricos se confirmaron a distintos dfas, tal y
como se muestra en la FIG. 33. Bajo el estrés por sequia extendida se
observé una eficacia biologica incrementada (de hasta el doble) en las
plantas infectadas con PPV o con PVX-PPV, en comparacién con las
plantas no infectadas, como se puso de manifiesto a través del numero
de plantas productoras de semillas (TABLA 4). No se observaron

diferencias significativas en la producciéon de semillas entre plantas
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FIGURA 32. Efectos de la infeccion con virus en la produccion de semillas (eficacia
biolégica o fitness) en plantas de A. thaliana crecidas bajo distintos regimenes
hidricos. Los esquemas ilustran el disefio experimental para de las plantas sometidas a
hidratacién por riego habitual (A), o a estrés por sequia moderada (B) o extendida (C). Las
semillas se recogieron, limpiaron y pesaron separadamente para cada planta. El numero de
individuos analizados por tratamiento virico fue de 12 (no infectadas), 27 (PPV), 19 (PPV-
P25) y 21 (PVX-PPV) para plantas hidratadas; 30 (no infectadas), 26 (PPV), 24 (PPV-P25)
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y 23 (PVX-PPV) para sequia moderada; y 11 (no infectadas), 23 (PPV), 8 (PPV-P25) y 26
(PVX-PPV) para sequia extendida. Los graficos muestran el promedio del peso de semillas
por planta * desviacién estandar. Las diferencias entre las medias correspondientes a cada
tratamiento virico se analizaron estadisticamente mediante el test de rangos multiples de
Scheffé (A) o con T3 de Dunnett (B y C) (distintas letras indican diferencias significativas,

P<0,05). GUS hace referencia a los controles no infectados con virus (pero agroinoculados
con GUS).
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FIGURA 33. Analisis del estatus hidrico del suelo en sequia moderada y sequia
extendida. El contenido (%) en agua relativo del suelo se determiné un dia después de
haber eliminado la bolsa de plastico (t =1), momento a partir del cual las plantas no se
volvieron a regar. A diferencia de las plantas sometidas a sequia extendida, las plantas del
tratamiento de sequia moderada recibieron un riego intenso de 3 h inmediatamente después
de la apertura de la bolsa de plastico. Este parametro se analizé también a 7 y a 14 dfas tras
el inicio del estrés hidrico. El grafico muestra los valores promedios = desviacion estandar
de 15 plantas que recibieron el mismo tratamiento para cada dfa. Las comparaciones de
medias realizadas para cada dia entre sequia moderada y sequia extendida se realizaron con

el test de U de Mann-Whitney (el asterisco indica diferencias estadisticamente significativas,
P<0,05).

infectadas o no infectadas bajo estas condiciones de sequia extendida
(FIG. 32C). Las infecciones tampoco afectaron al peso individual de la
semilla o a la viabilidad de las mismas, tanto en condiciones de sequia
moderada como de sequia extendida (FIG. 34). Por tanto, las infecciones

con PPV o con la combinacion PVX-PPV fueron capaces de conferir
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una mayor eficacia biologica a A. thaliana en condiciones de estrés por
déficit hidrico extendido.

Hidratacion Infeccion n %

GUS 12 100a

: . PPV 19 1002
Riego habitual PPV-P25 27 100a
PVX-PPV 21 100a
GUS 35 457a
Sequia moderada PPV 57 40,53
PPV-P25 38 31,6a
PVX-PPV 38 39.,5a
GUS 63 20,6a
Sequia extendida PPV 7 44,1b
PPV-P25 79 10,1a

PVX-PPV 72 43b

TABLA 4. Efectos de las infecciones viricas sobre el numero (%) de plantas de A.
thaliana productoras de semillas, bajo condiciones de riego habitual, estrés por
sequia moderada o estrés por sequia extendida. Las diferencias en los % de plantas
productoras entre infecciones dentro de un mismo tratamiento hidrico (plantas hidratadas,
en sequia moderada o en sequia extendida) se analizaron independientemente con el test
exacto de Fisher, con o corregido por Bonferroni a 0,008 para comparaciones multiples
(diferentes letras indican diferencias significativas, P<0,008). Con: n, como numero de
plantas analizadas en la produccion de semillas; %, porcentaje de plantas productoras de
semillas determinado sobre el total n; GUS, hace referencia a los controles no infectados

con virus (pero agroinoculados con GUS).

En N. benthamiana, las infecciones con PVX, PPV-P25 o PVX-
PPV tuvieron un efecto negativo en la producciéon de semillas bajo
condiciones de riego habitual. Bajo condiciones del estrés por sequia, sin
embargo, la produccién de semillas y el nimero de plantas productoras
de semillas en infecciones con PVX fue equivalente al de las plantas no
infectadas. Las plantas infectadas con PPV-P25 o PVX-PPV, bajo estrés
por sequia, presentaron reducciones muy importantes en el nimero de
plantas productoras de semillas (PPV-P25 y PVX-PPV) y en la
produccién de semillas (PVX-PPV) (FIG. 35).
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FIGURA 34. Efecto de la infecciéon en la viabilidad de las semillas y en el peso
individual de la semilla en A. thaliana crecida bajo estrés por sequia moderada o
extendida. A. Viabilidad de semillas en sequia moderada. B. Viabilidad de semillas en
sequia extendida. A y B, se determinaron como el % germinacién en ca. 100 semillas por
planta, para lo que se analizaron las semillas producidas por 11 (sequia moderada) o 4
(sequia extendida) individuos por tratamiento virico. C. Peso individual de cada semilla
segun tratamiento virico bajo estrés por sequia extendida. El peso de cada semilla se estimé
a partir del peso conjunto de una alicuota de 200 semillas por individuo, analizandose
cuatro de estas alicuotas derivadas de otros tantos individuos Las diferencias se analizaron
estadisticamente en A mediante el test T3 de Dunnett, y en B y C con el test de multiples
rangos de Scheffé (mismas letras indican ausencia de diferencias estadisticamente
significativas, P< 0,05). GUS hace referencia a los controles no infectados con virus (pero

agroinoculados con GUS).
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FIGURA 35. Efectos de la infecciéon con virus en la produccién de semillas y en el
namero de plantas productoras de semillas (eficacia biologica o fitness) en plantas
de N. benthamiana. N. benthamiana se crecié bajo condiciones de riego habitual (A) o
condiciones de estrés por sequia (B y C). Todas las plantas crecidas bajo condiciones de
hidratacién, tanto infectadas como no infectadas, produjeron semillas. Las semillas se
recogieron, limpiaron y pesaron separadamente para cada planta. El nimero de individuos
analizados por tratamiento virico fue en A (plantas hidratadas) de 7 (no infectadas), 7
(PVX), 7 (PPV), 7 (PPV-P25) y 6 (PVX-PPV); y en C (plantas en sequia) de 7 (no
infectadas), 4 (PVX), 6 (PPV) y 4 (PPV-P25). De las tres repeticiones realizadas para By C,
solo hubo produccién de semillas en un unico individuo con infeccién mixta, siendo

contabilizado para B pero impidiendo su inclusiéon en C. Los graficos muestran en A 'y C el
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promedio del peso de semillas por planta £ desviacion estandar. Las diferencias entre las
medias correspondientes a cada tratamiento virico se analizaron estadisticamente mediante
el test de rangos multiples de Scheffé (distintas letras indican diferencias significativas,
P<0,05). En el grafico B se muestran los % de plantas productoras de semillas. Las
diferencias entre los % de plantas productoras-no productoras entre tratamientos viricos se
analizaron estadisticamente mediante el test exacto de Fisher, con a corregido por
Bonferroni a 0,005 para comparaciones multiples (diferentes letras indican diferencias
significativas, P<0,005). GUS hace referencia a los controles no infectados con virus (pero
agroinfiltrados con GUS).

6.1.6. Analisis metabdlico y hormonal de A. thaliana infectada
or virus y sometida a estrés por sequia
P y P q

Para estudiar el impacto de la infeccion viral y la falta del agua en la
respuestas de la planta, se analizé el perfil metabdlico y hormonal en
muestras de hojas de A. thaliana infectada o no infectada a 16, 23 y 26
dpa, tiempos de infeccion correspondientes a los regimenes hidricos de 0
dpr (tratamiento hidratado, W), 7 dpr (tratamiendo de sequia suave, D) y
10 dpr (tratamiento de sequia intensa, SD), respectivamente. Ademas, un
cuarto régimen hidrico analizado consistié en plantas sometidas a SD, a
las que trascurridos los 10 dpr se rehidraté abundantemente durante 6 h
(tratamiento de rehidratacién, R). Las muestras correspondientes a
plantas no infectadas se identificaron como “A”; y las infectadas por
PPV, PPV-P25 o PVX-PPV como B, C o D, respectivamente. En las
muestras de estos distintos tratamientos se analizaron los niveles de
acumulacion de 44 metabolitos a través de cromatografia de gases
seguida de espectrometria de masas. Los niveles estimados de estos
metabolitos se relativizaron respecto a su concentracion en las plantas no
inoculadas del tratamiento W (muestras WA) (TABLA S1, en soporte
electronico). Los compuestos identificados se clasificaron en una de las
siguientes tres categorias: azucares y alcoholes de azucares (14

compuestos), aminoacidos y aminas (21) y acidos organicos (9).

Para determinar el grado de similitud de los distintos tratamientos
de acuerdo a su perfil metabdlico completo, se efectuaron analisis de
agrupamiento jerarquico (de Hierarchical clustering) sobre el conjunto de
todos los datos metabdlicos obtenidos (FIG. 36A). El principal factor
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FIGURA 36. Perfil metabdlico de plantas de A. thaliana infectadas con virus o no
infectadas, crecidas bajo diferentes regimenes hidricos. A. Agrupamiento jerarquico
(Hierarchical clustering) realizado sobre el conjunto de todos los datos metabdlicos, en el que
quedan separadas en distintas ramas las muestras correspondientes a distintos regimenes
hidricos. El conjunto de datos metabodlicos procede del analisis de 4 muestras (4 réplicas,
n=4) obtenidas por tratamiento hidrico y por infeccién, en las que se analizaron los niveles
de 44 metabolitos representativos. LLos regimenes hidricos seguidos fueron: riego habitual o
tratamiento hidratado (W), sequia (D), sequia intensa (SD) y rehidratacion (R). Los
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tratamientos viricos seguidos fueron: plantas no infectadas (A), PPV (B), PPV-P25 (C) y
PVX-PPV (D). El agrupamiento se realiz6 mediante programacién en lenguaje R. B.
Contenidos relativos de rafinosa. C. Contenidos relativos de putrescina (Put). Para By C, la
cantidad de metabolito por peso fresco de la muestra WA se tom6 como referencia y se le
asigné el valor de 1, calculando el resto de tratamientos en relacion a este. Las graficas
muestran los valores relativos promedios T desviacion estandar correspondientes a 4
réplicas. Las diferencias entre las medias correspondientes a cada tratamiento virico se
compararon entre si de forma independiente para cada régimen hidrico, mediante el test de
rangos multiples de Scheffé (distintas letras indican diferencias significativas, P<0,05; nd,
muestras no determinadas). GUS hace referencia a los controles no infectados con virus
(pero agroinoculados con GUS).

condicionante del agrupamiento fue el tipo de régimen hidrico al que
estuvieron sometidas las plantas (W, D, SD y R), especialmente relevante
en el caso de las muestras correspondientes a W, las cuales formaron un
grupo aislado de las demas en el dendrograma obtenido. En este
dendrograma, ademas, dentro de la rama correspondiente a las muestras
W, las plantas infectadas con PPV-P25 (WC) también aparecieron
separadas de forma evidente del resto de infecciones y de las plantas no
infectadas, lo que sugiere un estatus metabodlico caracteristico y
diferenciado del resto conferido por esta infeccion de forma previa al
estrés por sequia. Bajo las condiciones D, el perfil metabdlico de las
muestras  PPV-P25 (DC) aun se encontré separado de los
correspondientes al resto de infecciones viricas. Dentro de las ramas del
dendrograma correspondientes a regimenes hidricos con estrés por
sequia (D, SD y R), las plantas no infectadas (DA, SDA y RA) pudieron
distinguirse claramente por su perfil metabolico del resto de plantas con
los distintos tipos de infecciones, lo que sugiere que la infeccién virica
confiere un importante cambio metabdlico aparte del ocasionado por el
propio estrés por sequia. Las muestras correspondientes al régimen
hidrico R agruparon de forma separada de las del régimen SD, por lo que
en las 6 h de riego adicional las plantas sometidas a estrés hidrico fueron
capaces de responder a nivel metabodlico a la nueva disponibilidad de

agua.

Para analizar mas detalladamente las diferencias de perfiles
metabodlicos entre muestras, y determinar la contribucién de cada

metabolito a las diferencias observadas, se realizaron analisis de
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componentes principales (PCA, de Principal component analysis). Dos
componentes principales fueron capaces de explicar el 80,7% de la
varianza del conjunto de los datos metabdlicos (62,53 y 18,23% para los
componentes principales 1 [PC1] y 2 [PC2], respectivamente; FIG. 37A).
De nuevo, el analisis por PCA revel6 una clara separacion de las distintas
muestras de acuerdo al régimen hidrico al que habian sido sometidas,
como la principal fuente de variacion. Entre los metabolitos cuya
contribucién al PCl fue mayor (valores de /lading mas elevados en
términos absolutos) se encuentran el triptéfano (Trp), galactinol, fructosa
(Fru), prolina (Pro), rafinosa, 4-hidroxiprolina, isoleucina (Ile),
fenilalanina (Phe) y glucosa (Glc) (TABLA S2, en soporte electrénico),
cuyos niveles estaban incrementados en todas las muestras procedentes
de plantas sometidas a estrés hidrico (D, SD y R) en comparacién con las
muestras W. Ademas, el PC2 defini6 una clara separacién entre muestras
en las que las plantas habfan recibido riego en algin momento (W y R) y
las correspondientes a plantas sin riego desde el inicio del experimento
(D y SD). Los metabolitos que mostraron mayores niveles en muestras R
frente a las SD pertenecen fundamentalmente a la clase correspondiente
a aminoacidos, mientras que aquellos con niveles reducidos en R frente

SD se corresponden sobre todo con aztcares.

A continuacidn, se identificaron metabolitos cuyos niveles se
alteraron de forma significativa en las plantas infectadas en relacion a las
no infectadas, para cada régimen hidrico analizado (TABLA S1, en
soporte electronico). En las muestras W, los niveles de acumulacién de
18, 29 y 17 metabolitos sufrieron modificaciones significativas tras la
infeccién con PPV, PPV-P25 y PVX-PPV, respectivamente (TABLA 5).
La mayor parte de las diferencias entre PPV-P25 y las otras infecciones
ocurrieron en el nimero de metabolitos cuyos niveles se incrementaron.
Siguiendo la progresion de la infeccidn, en el régimen hidrico D un
numero mayor de metabolitos también incrementaron su acumulacion
en las plantas infectadas con PPV-P25 (DC), en comparacién con las
infectadas con PPV o PVX-PPV. Sin embargo, el numero de metabolitos
totales cuyos niveles se vieron alterados fue convergiendo entre las
distintas infecciones en los regimenes hidricos D, SD y R. También

se efectué un analisis PCA sobre las muestras correspondientes al
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FIGURA 37 (en Ia pdgina anterior). Analisis de componentes principales (PCA)
realizado sobre el conjunto del total de datos metabdlicos, consistente en el analisis de la
acumulacién de 44 metabolitos relevantes determinados por GC/TOF-MS. Las muestras
analizadas se corresponden con plantas de A. thaliana infectadas o no infectadas, sometidas
a distintos regimenes hidricos (en A) o correspondientes unicamente a plantas hidratadas
(en B). El % de varianza explicada por cada componente principal (PC) aparece reflejado
en cada grafico. Los regimenes hidricos seguidos fueron: riego habitual o tratamiento
hidratado (W), sequia (D), sequia intensa (SD) y rehidratacién (R). Los tratamientos viricos
seguidos fueron: plantas no infectadas (A), PPV (B), PPV-P25 (C) y PVX-PPV (D). El
analisis de PCA se realiz6 mediante R.

Hidratacion Infeccion Incremento Reduccion Total

" PPV 12 6 18
ego
. PPV-P25 23 6 29
habitual (W) i~ ppv 10 7 17
PPV 7 15 22
Sequia (D)  PPV-P25 14 13 27
PVX-PPV 2 25 27
Sequia PPV 10 15 25
intensa (SD) PVX-PPV 11 18 24
. ~ PPV 6 18 24
Rehld&’i‘;acmn PPV-P25 15 12 27
PVX-PPV 13 12 27

TABLA 5. Numero de metabolitos cuyos niveles se alteraron significativamente
(aumentaron o disminuyeron) en las plantas infectadas en relacién al control no infectado

(controles agroinoculados con GUS), para cada uno de los regimenes hidricos examinados.

tratamiento hidrico W, para evaluar la contribucién individual de cada
metabolito (FIG. 37B; TABLA S2, en soporte electrénico). Los
principales metabolitos que contribuyeron al PC1, dando cuenta del 58%
de la varianza, fueron la serina (Ser) y la treonina (Thr), cuyos niveles se
incrementaron en las tres infecciones en comparacion con las plantas no
infectadas. Otros metabolitos importantes en su contribuciéon al PC1
fueron la lisina (Lys), fucosa y Glc, los cuales se acumularon a mayor

nivel unicamente en infecciones con PPV-P25. Los principales
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metabolitos que contribuyeron al PC2 (25% de la varianza) fueron el
acido trednico, Fru y rafinosa, cuyos niveles se elevaron en las tres
infecciones. Es mas, cambios significativos en los niveles de acumulacion
de rafinosa se detectaron en todas las muestras correspondientes a las
plantas infectadas por virus en todos los regimenes hidricos examinados
(FIG. 36B). También fueron notables los incrementos en la acumulacién
de Put en las muestras de los regimenes hidricos W y D
correspondientes a plantas infectadas por PPV-P25 (WC y DC), pero no
en las infecciones de PPV o PVX-PPV (FIG. 36C). Tanto la rafinosa
como la Put funcionan como osmoprotectores durante el estrés por
sequia (Seki ez al., 2007).
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FIGURA 38 (comienza en Ia pdgina anterior). Perfil hormonal de plantas de A.
thaliana infectadas con virus o no infectadas, crecidas bajo diferentes regimenes
hidricos. El conjunto de datos hormonales procede del analisis de 4 muestras (4 réplicas,
n=4) obtenidas por tratamiento hidrico y por infecciéon, en las que se analizaron los niveles
de acido abscisico (ABA), acido jasmonico (JA) y acido salicilico (SA). A. Niveles relativos
de ABA. B. Niveles relativos de SA. C. Niveles relativos de JA. Para A, B y C, a la cantidad
de hormona por peso fresco de la muestra no infectada (WA para ABA; WB para SA; WC
para JA) se tom6 como referencia y se le asigné el valor de 1, calculando el resto de
tratamientos en relacion a este. Las graficas muestran los valores relativos promedios *
desviacion estandar correspondientes a 4 réplicas. Las diferencias entre las medias
correspondientes a cada tratamiento virico se compararon entre si de forma independiente
para cada régimen hidrico, mediante el test U de Mann-Whitney, con a corregido por
Bonferroni a 0,008 para comparaciones multiples (para A; distintas letras indican
diferencias significativas, P<0,008; nd, muestras no determinadas), o el test de rangos
multiples de Scheffé (para B y C; distintas letras indican diferencias significativas, P<0,05;
nd, muestras no determinadas). D. Representaciéon tridimensional de los perfiles
hormonales para cada tratamiento. Los regimenes hidricos seguidos fueron: riego habitual
o tratamiento hidratado (W), sequia (D), sequia intensa (SD) y rehidratacién (R). Los
tratamientos viricos seguidos fueron: plantas no infectadas (A), PPV (B), PPV-P25 (C) y
PVX-PPV (D). GUS hace referencia a los controles no infectados con virus (pero
agroinoculados con GUS). FW indica peso fresco (de fresh weighi).

En paralelo con el analisis metabolico anterior, se evalué por GC-
MS la dinamica de acumulacién de las hormonas acido salicilico (SA),
jasmonico (JA) y abscisico (ABA) a través de los distintos regimenes
hidricos (TABLA S1, en soporte electrénico; FIG. 38). E1 ABA se
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acumulé a niveles similares en plantas infectadas por virus y no
infectadas en el régimen hidrico W. La privaciéon de agua (tratamientos D
y SD) ocasioné un incremento progresivo de los niveles de ABA en las
plantas no infectadas, mientras que las plantas infectadas no mostraron
incrementos significativos en el contenido de ABA bajo estrés por
sequia. La hormona SA fue indetectable en las plantas hidratadas no
infectadas (WA). Sin embargo, la infeccion con PPV-P25 indujo una
mayor acumulacién de SA que las infecciones PPV o PVX-PPV en todos
los regimenes hidricos examinados. Los niveles de ABA en las muestras
R correspondientes a plantas infectadas con PPV-P25 y PVX-PPV (RCy
RD) se encontraron por debajo del limite de deteccidn, lo cual podria

explicarse por los elevados niveles de SA que se detectaron en estas
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FIGURA 39. Anilisis de correlacion entre niveles de hormonas. El analisis para
encontrar correlacion lineal entre los niveles de pares de hormonas se efectud sobre el
conjunto del total de datos para todas las muestras analizadas. A. Correlacién negativa entre
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los niveles de ABA y de SA en muestras procedentes de plantas de A. #haliana no infectadas
o infectadas con virus, crecidas bajo diferentes regimenes hidricos. B. Analisis de
correlacion realizado sobre el conjunto de datos hormonales, y obtenciéon de los
coeficientes de correlaciéon de Pearson y niveles de significacion para cada par de
hormonas. C. Analisis de correlacion parcial, en el que para el calculo del coeficiente de
correlacion de Pearson y los niveles de significacion se ha eliminado el efecto de
interferencia de la tercera hormona (JA). Para B y C, resultados obtenidos mediante analisis
de datos con el programa estadistico SPSS v.20 (IBM Corp.) Con: N, tamafio muestral; df,
grados de libertad; Sig., significacion; FW, peso fresco (de fresh weight).

plantas. La interaccién antagénica entre las rutas de estas dos
fitohormonas, SA y ABA, ha sido descrita previamente en infecciones
viricas (Sade ez al., 2014). De forma coherente con este comportamiento
antagonico, cuando se realizaron analisis de correlacion entre los niveles
de acumulacién de las distintas hormonas en todo el conjunto de
muestras, se observo una correlacion negativa entre los niveles de ABA y
los de SA (coeficiente de correlacion de Pearson -0,802; P < 0,01),
correlaciéon que no se observo para ningun otro par de hormonas (FIG.
39). Todos estos datos apuntan hacia una regulacion hormonal
diferenciada en las plantas infectadas con PPV-P25, previa a la privacion
de agua. Este estatus hormonal diferenciado resulta claramente visible en
la representacion tridimensional de los niveles de las tres hormonas para
cada muestra (FIG. 38D), donde la muestra W correspondiente a la
infeccion por PPV-P25 (WC) se localiz6 proxima a las muestras de
plantas sometidas a estrés por sequia, claramente separadas del resto de

muestras W.

6.1.7. La tolerancia a la sequia inducida por la infeccion viral

se ve modificada en plantas alteradas en rutas hormonales

Para dilucidar si la acumulacién hormonal alterada presenta algun
papel en la tolerancia al estrés hidrico inducida por las infecciones viricas,
se emplearon lineas mutantes de A. thaliana deficientes en la biosintesis
de ABA (ABA deficient? |aba2-1]) y en la percepcion de JA (coronatine
insensitive 1 [coil]), junto con lineas transgénicas que expresan la enzima

salicilato hidroxilasa, capaz de degradar SA evitando su acumulacion
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FIGURA 40. Tolerancia al estrés por sequia inducida por la infecciéon con PPV-P25
en plantas de A. thaliana afectadas en la sefializaciéon hormonal. A. Contenido (%) en
agua en plantas wt, NahG y aba2-1 no infectadas o infectadas con PPV-P25, a 14 dpr. B.
Contenido (%) en agua en plantas wt y co/7-1 no infectadas o infectadas con PPV-P25, a 14
dpr. C. Contenido (%) en agua en plantas wt y sz42-2 no infectadas o infectadas con PPV-
P25, a los 14 dpr. Los graficos representan el valor promedio * desviaciéon estandar de, al
menos, 14 plantas que recibieron el mismo tratamiento. Las diferencias entre las medias
correspondientes a cada tratamiento hidrico (plantas hidratadas o plantas sometidas a estrés
por sequia) se analizaron independientemente mediante el test de rangos multiples de
Scheffé (distintas letras indican diferencias significativas, P<0,05). Las comparaciones entre
pares de medias, realizadas entre plantas hidratadas y deshidratadas de un mismo
tratamiento vitico, o entre tratamientos de interés, se efectuaron con el test t de Student
(los asteriscos indican diferencias significativas, P< 0,05; ns, diferencias no significativas).
D. Niveles de acumulacion de PPV-P25; E. Niveles de expresion de PR-1; F. Niveles de
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expresion de RD29B. En D, E y F, los niveles de acumulacién/expresion se analizaron por
qRT-PCR (PCR cuantitativa) en plantas de .A. thaliana wt o afectadas en la sefializacion
hormonal, a los 16 dpa. En cada uno de los experimentos mostrados, a la acumulacion de
virus o a la expresion del gen problema en la muestra wt se le asigné el valor de 1, y el resto
de muestras se calcularon en relacion a esta. Como gen enddgeno (control interno) para la
normalizacién se amplific6 TUB5. Los graficos representan el valor promedio * desviacién
estandar de muestras obtenidas a partir de 13-20 plantas que recibieron el mismo
tratamiento. Las diferencias entre las medias correspondientes a cada tratamiento virico
(plantas infectadas con PPV-P25 o no infectadas) se analizaron independientemente
mediante el test U de Mann-Whitney, con a corregido por Bonferroni a 0,017 para
comparaciones multiples (distintas letras indican diferencias significativas, P<0,017). Las
comparaciones entre pares de medias, realizadas entre plantas infectadas o no infectadas de
un mismo fondo genético, o entre otros pares de medias de interés, se efectuaron con el
test U de Mann Withney (los asteriscos indican diferencias significativas, P< 0,05). GUS
hace referencia a los controles no infectados con virus (pero agroinoculados con GUS).

(NahG), y plantas Col-0 como controles silvestres (wt, de wzld Hjpe). En
todas ellas se determino la tolerancia a la sequia inducida por la infeccion
con PPV-P25. Las plantas infectadas con PPV-P25 o los controles no
infectados se sometieron al riego habitual o a privacién de agua, para
iniciar el estrés por sequia. A los 30 dpa (14 dpr), se compard el
contenido en agua de las plantas infectadas con el de las no infectadas
(FIG. 40). Bajo condiciones de estrés por sequia, el contenido en agua de
las plantas NahG no infectadas fue similar al de las plantas wt (FIG.
40A). Como cabria esperar, el contenido en agua promedio de las plantas
no infectadas fue menor en aba 2-1 comparado con wt (FIG. 40A),
mientras que fue mayor en c/7-7 comparado con wt (FIG. 40B) (Harb
et al., 2010). Destacable fue el hecho de que la infeccién viral no indujo
tolerancia a la deshidratacion en las lineas NahG, deficientes en la
acumulacion de SA. El contenido en agua de las plantas NahG infectadas
alcanz6 niveles similares a los observados en las NahG controles no
infectadas, mientras que el contenido en agua en las plantas aba2-1'y coil-
! infectadas fue mayor que el de sus respectivos controles no infectados.
Es mas, el mutante aba2-1 infectado con PPV-P25 mostré un contenidos
en agua 3,5 veces superior al de su control no infectado, mientras que en
la wt esta proporcion fue de solo 2 veces; pese a ello, la respuesta en
aba2-1 fue menos intensa que en wt en términos de contenido (%) en

agua. En una serie de experimentos independientes, se analizo el
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contenido en agua del mutante afectado en la biosintesis de SA salicylic
acid induction deficient? (sid2-2), infectado con PPV-P25. Como se puede
observar en la FIG. 40C, bajo condiciones de estrés hidrico, el
contenido en agua en las plantas infectadas fue menor para el mutante
sid2-2  que para las wt. La acumulaciéon de PPV-P25 fue
significativamente mas baja en las plantas NahG y sd2-2 que en las wt
(11,1 y 1,8 veces menor que en wt, respectivamente), mientras que el
virus se acumulé hasta 3,3 veces mas en aba2-1 que en wt (FIG. 40D).
Wang y colaboradores han descrito previamente reducciones en la carga
viral en plantas de A. thaliana deficientes en SA, en relacién a los
controles silvestres y en etapas tardias de la infeccién, lo que es

coherente con las observaciones del presente trabajo (Wang ez a/, 2011).

En experimentos realizados con plantas NahG de N. benthamiana,
infectadas con PPV-P25 y sometidas a estrés por sequia, se observé una
reduccién significativa del contenido en agua en comparacién con los
controles wt infectados con este virus (FIG. 41). Del mismo modo que
en A. thaliana, el contenido en agua de las plantas de . benthamiana
NahG infectadas con el virus se redujo a los niveles observados en los
controles NahG no infectados. En este caso no se observaron
diferencias estadisticamente significativas en la acumulacion de PPV-P25
entre las plantas deficientes en SA y los controles wt, confirmando
investigaciones previas que muestran como en N. benthamiana la defensa
mediada por SA frente a PPV, si es que existe, es de poca importancia
(Ying et al., 2010).

Finalmente, para confirmar la relacion entre la sefializacién por SA
y la tolerancia al estrés por sequia inducida por la infeccién, se analizé la
expresion de genes de respuesta a esta fitohormona y de respuesta al
estrés por sequia, en plantas de A. thaliana wt o alteradas en sefializacion
hormonal, infectadas o no con PPV-P25, justo antes de iniciar el estrés
por sequia (15 dpa); estos genes fueron: PR-7 (de Pathogenesis-related 1,
At2¢14610) y RD29B (de Responsive to desiccation 29B; At5g52300). Los
analisis por qRT-PCR mostraron que la expresion del gen de respuesta a
SA PR-1 era mayor en el mutante aba2-1, tanto en plantas no infectadas
como bajo infeccion con PPV-P25, en comparaciéon con los controles

wt, lo que sugiere que la sefializacién por SA potenciada en este mutante
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aba2-1 podtia ser responsable del incremento en la tolerancia a la sequia
observados en esta linea mutante bajo la infeccion viral (FIG. 40E). Sin
embargo, no se observaron diferencias significativas en la expresioén de
RD29B entre las plantas aba2-1 y wt en infecciones con PPV-P25 (FIG.
40F). En conjunto todos estos resultados sugieren que el incremento de
tolerancia a la sequia inducido por la infeccion viral se correlacion6
positivamente con la activacion de la sefializaciéon por SA, la cual esta
modulada negativamente por la sefializaciéon por ABA. La contribucion
de la ruta del JA a la tolerancia al estrés hidrico inducida por la infeccion,

si es que tuvo lugar, fue negligible.
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FIGURA 41. Sensibilidad al estrés por sequia en plantas infectadas de N
benthamiana deficientes en la acumulacion de SA (NahG). A. Contenido (%) en agua
en plantas wt o NahG no infectadas o infectadas con PPV-P25, hidratadas o a 15 dpr (25
dpa). Los graficos muestran valores promedio  desviacion estandar de un minimo de 12
plantas que recibieron el mismo tratamiento. Las diferencias entre medias del mismo
tratamiento hidrico (plantas hidratadas o sometidas a sequifa) se analizaron
independientemente mediante el test U de Mann-Whitney (distintas letras indican
diferencias estadisticamente significativas, P<0,05). Las comparaciones entre pares de
medias, realizadas entre plantas hidratadas o deshidratadas de un mismo tratamiento virico,
o entre otros pares de medias de interés, se efectuaron con el test U de Mann-Whitney (el
asterisco indica diferencias estadisticamente significativas, P<0,05; ns, diferencias no
significativas). B. Analisis comparativo de la carga viral (PPV-P25) entre wt y NahG a los
15 dpa. Al valor de acumulacién en las wt se le asigné el valor de 1, y se tomaron como
referencia para el calculo el resto. Como gen endégeno (control interno) para la
normalizacién se amplificé el fRNA 18S. El par de medias se analizé con el test U de
Mann-Whitney (ausencia de diferencias estadisticamente significativas, P<0,05). GUS hace
referencia a los controles no infectados con virus (pero agroinfiltrados con GUS).
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6.2. DISCUSION

En linea con lo descrito en trabajos previos, en los que se
utilizaron distintas combinaciones planta-virus (Xu efal, 2008;
Westwood ez al., 2013), en el presente trabajo se determindé como la
infeccion de A. thaliana y de IN. benthamiana con una serie de virus de
RNA o formas recombinantes de los mismos, en infecciones sencillas o
mixtas, fueron capaces de inducir incrementos de la tolerancia al estrés
por déficit hidrico, aunque en un grado variable. En este trabajo de tesis
se analizaron diversos parametros, entre los que se encuentran el efecto
de la infeccion sobre el crecimiento vegetativo (produccion de biomasa),
las respuestas de estrés (analisis de emisiéon de fluorescencia), la eficacia
biologica (fitness) y la relacion entre el contenido (%) en agua en plantas
sometidas a estrés hidrico frente al de plantas hidratadas. Las infecciones
de ambos hospedadores, N. benthamiana y A. thaliana, con PPV-P25, y la
infeccion de N. benthamiana con la combinacion PVX-PPV, confitrieron
unos fenotipos de tolerancia a la sequia superiores a los que indujeron las
infecciones sencillas con PPV o PVX. El resultado de estos analisis
sugiere una asoclacion positiva entre la virulencia y la tolerancia a la

deshidratacion en el conjunto de infecciones estudiadas.

En trabajos previos, el analisis del perfil transcriptémico de plantas
de N. benthamiana coinfectadas con PVX y PVY (de Potato virus Y, otro
potyvirus), revel6 wuna alteracién transcripcional de los genes
relacionados con la funciéon del cloroplasto (reprimida), sintesis y
degradacion de proteinas (inducidas), metabolismo de carbohidratos
(inducido), y respuesta al estrés y estimulos bidticos (inducida) (Garcia-
Marcos et al., 2009). El sinergismo asociado a la infecciéon mixta PVX-
PVY dio lugar a un incremento en el nimero de genes expresados
diferencialmente y en la magnitud del cambio, en comparaciéon con las
infecciones sencillas. De acuerdo con esto, la infeccion PVX-potyvirus
indujo un intenso estrés oxidativo en las hojas de N. benthamiana, a juzgar
por la elevada acumulacién de especies reactivas del oxigeno (ROS) que
se observo, lo que correlaciond con una mayor virulencia respecto a las
infecciones sencillas (Garcia-Marcos ef al, 2009). Sin embargo, en la
coinfeccion de A. thaliana con PPV y PVX no se observo este

incremento de virulencia, en relacion a la observada con la infeccion
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sencilla por PPV (en el presente estudio), seguramente debido a la baja
acumulacion de PVX en este hospedador, en el que establece infecciones
“subliminales” (Andika e7al, 2015). Ya se mostré anteriormente, en el
capitulo 4, como la proteina P25 de PVX es el principal determinante
viral implicado en la aparicion de la necrosis asociada al sinergismo PVX-
potyvirus en N. benthamiana. Como determinante de virulencia, en el
presente estudio, la expresion de P25 a partir de un vector PPV también
dio lugar a un incremento de la virulencia de PPV en A. thaliana.
Ademas, también se determiné que las plantas de A. #haliana infectadas
con PPV-P25 presentaban un estatus metabdlico y hormonal alterado,
mas acentuado que las alteraciones observadas en las infecciones con
PPV. Estudios recientes muestran una conexion entre las
compensaciones beneficiosas asociadas a una interacciéon planta-virus
compatible y la presencia de proteinas virales que actian como
determinantes de virulencia. Por ejemplo, en trabajos previos se ha
descrito la implicacion de la proteina 2b de CMV en la tolerancia al estrés
por sequia en A. thaliana (Westwood et al., 2013) y en la atraccion de
insectos polinizadores en tomate (Groen efal, 2016). De modo
equivalente, la proteina P25 de PVX podria estar induciendo en las
plantas infectadas un cierto grado de aclimatacién metabélica al estrés
abiotico, resultado de sus propiedades como factor de virulencia. Esta
virulencia debida a P25 podria activar las respuestas de aclimatacion
antes y después de que la planta sea expuesta al estrés por sequia. En este
sentido, se ha descrito que plantas transgénicas de N. benthamiana que
expresan la proteina P25 muestran una resistencia incrementada a un
estrés biotico como es la infeccion por Pseudomona syringae pv tomate DC
3000 (Jada efal, 2013). En conjunto, los resultados aqui reunidos
muestran como las infecciones mas virulentas, esto es las
correspondientes a PPV-P25 o a la combinaciéon PVX-PPV, tienen un
mayor impacto en las respuestas de tolerancia al estrés por sequia en los

hospedadores analizados.

Numerosos estudios han sugerido previamente una conexion entre
el establecimiento de respuestas defensivas o ligadas a enfermedad y la
tolerancia al estrés por sequia. Por ejemplo, la expresion constitutiva del

gen ADRT, gen R de A. thaliana, no solo potencia la resistencia a
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patogenos biotrofos, sino que también incrementa la tolerancia a la
deshidratacion (Chini e al, 2004). De modo equivalente, las plantas de
N. benthamiana transgénicas que expresan la proteina efectora CRN161
de Phytophthora sgjae muestran una resistencia incrementada a dos
oomicetos patégenos y una mejor tolerancia al estrés por sequia y por
salinidad (Rajput ez al., 2015). El motivo de esta tolerancia incrementada
a los estreses abidticos en estas plantas podria residir en la red de rutas
de sefializacion interconectadas responsable de las respuestas a diversos
estreses ambientales, existiendo probablemente una intercomunicacion
entre las rutas de sefializacion para estreses bidticos y abidticos (Fujita
¢t al., 2006). Los resultados del presente trabajo sugieren que la amplia
reprogramacion del metabolismo de la planta inducida por la infeccion
viral podria conferir algin tipo de ventaja competitiva, es decir, una
aclimatacion metabolica, al hospedador infectado frente al estrés
ambiental. Este cambio metabdlico podria resultar beneficioso para la
eficacia biolégica global de la planta, siempre que los individuos
infectados puedan producir descendencia a tasas mas elevadas que los no

infectados bajo condiciones de crecimiento con estrés.

Los trabajos previos realizados sobre tolerancia al estrés por sequia
inducida por los virus no analizaron la eficacia biolégica o reproductiva
(fitness) de las plantas hospedadoras (Xu ez al., 2008; Westwood ez al.,
2013). En el presente trabajo, se ha sometido a estudio la hipotesis
consistente en que las infecciones viricas podrian incrementar la eficacia
biologica de A. thaliana y N. benthamiana bajo condiciones variables de
estrés por sequia. En A thaliana, la infeccion viral redujo
ostensiblemente la produccién de semillas en plantas sometadas a riego
habitual. Asimismo, un incremento gradual en la exposicion a la sequia
redujo drasticamente la produccién de semillas, aunque este efecto fue
de menor grado en las plantas infectadas que en las no infectadas. De
esta manera, las plantas de A. #haliana infectadas con PPV o con la
combinacion PVX-PPV produjeron una cantidad de semillas equivalente
a la de las plantas no infectadas cuando crecieron bajo condiciones de
estrés por sequia moderada o extendida. Mas importante fue el hecho de
que el nimero de plantas productoras de semillas fuera dos veces

superior en el caso de plantas infectadas que en plantas no infectadas,
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cuando crecieron bajo condiciones de estrés por sequia extendida. Esto
plantea la posibilidad sugerida en estudios previos (Roossinck, 2011;
Westwood e7 al., 2013) de que bajo condiciones naturales, especialmente
en areas donde los episodios de sequia son comunes, las infecciones
sencillas o mixtas de virus podrian proporcionar un importante beneficio
al hospedador en términos de eficacia reproductiva. Sin embargo, los
efectos negativos derivados de la infecciéon con PPV-P25 en la eficacia
biologica del hospedador superaron los efectos beneficiosos asociados a
la aclimatacion metabdlica al estrés por sequia inducida por el virus. De
modo equivalente, la tolerancia al estrés por sequia inducida por los virus
en N. benthamiana no compens6 la reduccion en la produccion de
semillas en plantas infectadas y crecidas bajo las condiciones de sequia
usadas en el estudio. Por tanto, los efectos beneficiosos para el
hospedador derivados de las infecciones viricas en situaciones de estrés
por sequia, y posiblemente bajo otros tipos de estreses abidticos, podrian

estar condicionados por los niveles de virulencia.

Un estudio reciente ha mostrado como la infeccion de N. Zabacum y
A. thaliana con TMV y con TVCV (de Turnip vein-clearing tobamovirus),
respectivamente, tuvo efectos sobre el desarrollo estomatico,
conduciendo a una reduccién en la densidad e indice estomaticos
(Murray e al., 2016). Estudios previos han puesto de manifiesto que son
precisamente la densidad estomatica y el tamano del estoma los
principales condicionantes de la conductancia estomatica (Franks ef a/,
2009). En consecuencia, en N. zabacum la infeccion con TMV ocasiond
una reduccién significativa de la tasa de transpiracion. En el presente
trabajo, la infeccién con otros virus de RNA ocasioné un incremento de
la densidad estomatica, pero no del indice estomatico, en hojas de 4.
thaliana y IN. benthamiana. Sin embargo, mientras que la tasa de
transpiracion se increment6 en las plantas de A. thaliana infectadas, lo
cual podria atribuirse precisamente a esa mayor densidad estomatica, en
N. benthamiana las infecciones viricas ocasionaron una reduccion de la
tasa de transpiracion. Esta reduccién de la tasa de transpiracion en las
plantas de N. benthamiana infectadas fue evidente incluso en condiciones
de riego habitual, y fue proporcional al grado de tolerancia a la sequia
exhibido por las plantas bajo los distintos tipos de infeccion. Estos
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resultados sugieren que los virus de plantas pueden regular la tolerancia
del hospedador a la sequia a través de diferentes mecanismos, que no son
mutuamente excluyentes, y que ademas son dependientes de hospedador.
El cierre de estomas, a través del cual se reduce la pérdida de agua por
transpiracion, constituye un importante mecanismo para la supervivencia
de la planta en condiciones de estrés por sequia (Acharya y Assmann,
2009). Por tanto, el efecto positivo que presentan las infecciones en la
tolerancia a la sequia en N. benthamiana probablemente sea debido a la
reduccién de la apertura estomatica. Otros mecanismos, como el ajuste
osmoético (ver mas abajo) responsable de la aclimatacién metabolica al
estrés, podrian también jugar algin papel en la tolerancia al estrés por

sequia inducida por las infecciones en este hospedador.

La tolerancia a la sequia inducida por los virus en A. thaliana, sin
embargo, no derivé de una reduccion en la tasa de transpiracion, como
pusieron de manifiesto los estudios de pérdida de agua realizados en
rosetas infectadas, y el analisis de la temperatura de las hojas. No
obstante, las infecciones viricas no impidieron el cierre de estomas
cuando las plantas se sometieron a estrés por sequia, aunque la respuesta
en las plantas infectadas fue menos intensa que en las no infectadas.
Estos resultados estan de acuerdo con lo observado por Weswood y
colaboradores (2013), donde las plantas de .A. #haliana infectadas con el
cucumovirus CMV mostraron mayores tasas de transpiraciéon, pese a
presentar una tolerancia incrementada al estrés por sequia. Del mismo
modo, en el presente trabajo tampoco se observaron cambios en la
arquitectura radicular, destinados a maximizar la captaciéon de agua del
sustrato, que pudieran explicar esta tolerancia incrementada al estrés
hidrico en las plantas de .A. thaliana infectadas. Por tanto, otros
mecanismos deben de estar implicados en los efectos de los virus sobre

la tolerancia a la sequia en .A. thaliana.

Cuando el agua perdida no se compensa con la captada, las plantas
afrontan el déficit hidrico acumulando solutos (osmoprotectores)
tolerando de este modo la reducciéon del contenido en agua. Los
osmoprotectores protegen a la planta del estrés a través de un ajuste
osmotico que permite mantener la turgencia, y estan implicados en

procesos de desactivaciéon de especies dafiinas como ROS y en la
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estabilizacion de la estructura de membranas y de proteinas (Verslues
et al., 2006). En el presente estudio, se realiz6 un analisis del perfil
metabolico y hormonal de plantas de A. #haliana no infectadas o
infectadas con los diferentes virus, bajo distintos regimenes hidricos,
analisis que mostr6 una gama de cambios metabolicos y hormonales que
correlacionaron positivamente con un mayor impacto de la infeccién en
la tolerancia de la planta al estrés por sequia. Cuando estos datos se
sometieron a agrupamiento jerarquico y a analisis de PCAs, se determiné
que el tipo de régimen hidrico al que fueron sometidas las plantas fue el
factor mas influyente en la configuracion del perfil metabdlico. Estudios
previos en los que se habfa analizado combinaciones de estreses también
encontraron que las respuestas al estrés por sequia de la planta eran
dominantes sobre las de infeccion por virus (Prasch y Sonnewald, 2013).
Entre los metabolitos acumulados en condiciones de déficit hidrico se
encontraron el Trp, galactinol, Fru, Pro, rafinosa, Ile y Phe, los cuales
también han sido descritos previamente como metabolitos inducidos
bajo estrés por sequia (Seki ez al, 2007; Vasquez-Robinet ez al, 2008;
Bowne ez al., 2012; Prasch y Sonnewald, 2013). Cuando se realizaron
comparaciones de la respuesta metabdlica entre las plantas infectadas y
los controles sanos, dentro de cada régimen hidrico, se observé que las
infecciones viricas alteraron mas del 40% de los metabolitos primarios
analizados. Las diferencias entre los distintos tratamientos viricos fue
particularmente evidente antes de exponer las plantas al estrés adicional
por sequia, observandose como la infeccion con PPV-P25 duplicaba el
numero de metabolitos inducidos en relacién al resto de infecciones.
Entre los principales metabolitos que contribuyeron a las diferencias
entre plantas infectadas y no infectadas bajo condiciones de riego
habitual se encontraron a aminoacidos como la Ser, Thr, Lys y Glu; y
derivados de aztcares como el acido trednico, fucosa, Fru y rafinosa,
cuyos niveles se incrementaron por las infecciones viricas. La
acumulacion de elevadas concentraciones de aminoacidos individuales, y
de aminoacidos totales, tras la infeccién, ha sido descrita previamente
para diferentes interacciones planta-virus (Llave, 2016). Pese a ello, mas
alla de la Pro, todavia no esta clara la contribuciéon del resto de
aminoacidos a la tolerancia a estreses en plantas infectadas. Para los

fructanos y la rafinosa se han propuesto funciones osmoprotectoras en
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numerosas especies, contribuyendo a la estabilizaciéon de membranas y
proteinas y protegiéndolas del dafio oxidativo ocasionado en diferentes
situaciones de estrés, incluida la sequia (Tajt ef al, 2002; Nishizawa e al.,
2008; Van den Ende, 2013). Ademas, para la Put también se
determinaron incrementos en su acumulaciéon en plantas infectadas con
PPV-P25, lo que podria haber contribuido a la mejor tolerancia de estas
plantas bajo estrés por sequia. La Put actia como mediador del ajuste
osmotico, estabiliza estructuras subcelulares y participa en la
desactivacion de ROS (Seki ef a/, 2007). El incremento en la biosintesis
de Put inducido por TRV en A. thaliana se ha relacionado con una mayor
tolerancia a la congelacidn, otro estrés abidtico que implica alteraciones
del estatus hidrico de la planta (Fernandez-Calvino ezal, 2014). La
acumulacion de osmoprotectores como la Pro y la Put se ha descrito en
otras interacciones planta-virus en las que también se observé una mayor
tolerancia al estrés hidrico inducida por la infeccion (Xu e al., 2008). Por
tanto, puede que en las plantas de A. #haliana intectadas la acumulacion
de osmoprotectores confiera un estado de aclimatacion metabolica que
permita a la planta afrontar con éxito el estrés derivado de la falta de
agua, pese a presentar unas mayores tasas de transpiracion. A cambio, el
ajuste osmotico, para el que se requiere la acumulaciéon de solutos
compatibles, puede suponer un importante gasto energético para la
planta (Bohnert y Shen, 1999), lo que podria tener efectos negativos en la
eficacia bioldgica, tal y como se observo para las infecciones con PPV-
P25 en este hospedador.

Numerosos estreses bidticos y abidticos ocasionan incrementos en
la acumulacién de SA (Janda ef al, 2007). Aparte de la implicacién del
ABA en la sefalizacion por estrés hidrico (Fujita ef al., 2011), numerosos
estudios también sugieren la participacioén del SA en la tolerancia al estrés
por sequia, de forma independiente de ABA. Asi, la expresion
constitutiva del gen ADRT (un factor de resistencia) en A. thaliana induce
una mayor acumulaciéon de SA y tolerancia a la deshidratacion, mientras
que la expresion del gen NahG en estas mismas plantas (dobles mutantes
NahG/ADRT) conduce a una reduccion significativa del fenotipo de
tolerancia (Chini ef al, 2004). De forma equivalente, los mutantes de A.

thaliana acd6 y cpr5, los cuales acumulan altos niveles de SA, mostraron
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una mayor tolerancia a la deshidratacién que los controles wt (Miura
et al., 2013; Okuma ez al., 2014). Es mas, cuando las plantas se tratan con
concentraciones apropiadas de SA se observan igualmente incrementos
en la tolerancia al estrés salino o por sequia (Senaratna e a/., 2000). En el
presente estudio, las plantas de .A. #haliana infectadas con PPV-P25
acumularon mayores niveles de SA que las infectadas con PPV o con la
combinacion PVX-PPV, lo que sugiere la existencia de una correlacion
entre la acumulacién de SA y la tolerancia al estrés por sequia en estas
plantas infectadas. Del mismo modo, durante el sinergismo PVX-
potyvirus en N. benthamiana también se observan incrementos en la
acumulacion de SA (Pacheco ¢z a/., 2012). Xu y colaboradores mostraron
como el SA se acumula también a altas concentraciones en arroz (Oryza
sativa) y en remolacha (Buta vulgaris), en infecciones con BMV (de Bromze
mosaic  bromovirus) 'y CMV, respectivamente, aunque no pudieron
establecer una relacion clara entre esta acumulacién y una mayor
tolerancia al estrés hidrico (Xu ez al, 2008). En el presente trabajo, los
resultados obtenidos en el analisis de lineas transgénicas deficientes en la
acumulaciéon de SA o de mutantes afectados en su biosintesis apoyan la
implicacion de esta hormona en la tolerancia al estrés por sequia inducida
por la infeccion. Consistente con esto fue la pérdida de la tolerancia a la
sequia inducida por la infeccion con PPV-P25 en plantas de A. thaliana y
N. benthamiana transgénicas NahG, en las que no se acumula SA. Es mas,
en mutantes szd2-2 afectados en la biosintesis de SA, también se observd
una disminucién significativa de la tolerancia a la sequia inducida por
PPV-P25. Por otra parte, las plantas infectadas con PPV-P25
correspondientes a los mutantes co/7-7 (afectados en la percepcion del
JA) no mostraron comportamientos significativamente diferentes a los
de las wt. Por tanto, es improbable que el JA desempefie una funcién

relevante en la tolerancia al estrés por sequia inducida por la infeccion.

Westwood y colaboradores mostraron como la infeccion de A.
thaliana con CMV, capaz de incrementar la tolerancia al estrés por sequia
en este hospedador, sin embargo no afectd a los niveles de acumulacion
de ABA, pese a que la infeccién si que ocasiond interferencias en la
expresion de genes de respuesta a ABA (Westwood 7 al., 2013). Estudios

previos han puesto de manifiesto como la activacion de la sefializacion
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por SA, una respuesta defensiva inducida por la infeccién con CMV,
puede suprimir la expresion de genes de respuesta a ABA (Yasuda ez al.,
2008; Lewsey ef al., 2010). De modo semejante, en el presente trabajo los
niveles de ABA no se incrementaron en plantas infectadas con PPV-P25,
y un gen de respuesta a sequia como es RD29B se indujo bajo infeccion,
de una forma independiente de ABA. En el presente estudio también se
ha puesto de manifiesto como el fenotipo de hipersusceptibilidad a la
sequia que muestra el mutante aba2-1 pudo suprimirse en parte bajo la
infeccién con PPV-P25. Estos resultados demuestran la existencia de
mecanismos de tolerancia a la sequia independientes de ABA, que
pueden activarse bajo las infecciones viricas. El gen PR-1, marcador de la
activacion de la sefalizacion por SA, se indujo a mayores niveles en los
mutantes aba2-1 que en las plantas wt, antes y después de la infeccion
con PPV-P25. Varios trabajos previos han mostrado como determinados
puntos de la ruta de senalizaciéon por SA se pueden potenciar en usencia
de ABA (Yasuda et al, 2008; Munoz-Espinoza et al., 2015). Como era de
esperar, el contenido en agua de los mutantes aba2-1 no infectados cayo
abruptamente durante el estrés por sequia, en comparacion con las
plantas wt. En plantas infectadas, el incremento del contenido en agua en
el mutante aba2-1 relativo al mutante no infectado fue ca. 75% mayor
que en las plantas wt, lo que estuvo asociado a una acumulaciéon doble de
PR-1. Pese a ello, la tolerancia global a la sequia de aba2-1 se redujo en
comparacion con las plantas wt, debido a que este mutante tiene

impedida la activacion de las respuestas de tolerancia a la sequia

dependientes de ABA.

¢Coémo podria la acumulacion de SA inducida por los virus
conferir fenotipos de tolerancia a la sequia en sus hospedadores? En
estudios previos, se ha puesto de manifiesto que la acumulaciéon de SA
juega un papel importante en el cierre estomatico a través de la
produccién de ROS (Khokon efal, 2011; Miura et al, 2013). Una
posibilidad es que el cierre estomatico inducido por la acumulacién de
ROS durante la infeccién ocasione una disminucion de la transpiracion,
evitando de esta manera uno de las principales formas de pérdida de agua
en las hojas durante el estrés por sequia. Este escenario es compatible

con el intenso estrés oxidativo observado en IN. benthamiana durante la

216



Resultados y Discusion: Tolerancia a la sequia inducida por virus

interacciéon sinérgica PVX-potyvirus (Garcia-Marcos ez al., 2009).
Ademas, el SA esta implicado en la regulacidon de varios procesos
metabdlicos y modula la produccién de numerosos osmolitos (Pro,
azucares solubles, aminas, etc.) y metabolitos secundarios, manteniendo
el estatus nutricional y protegiendo de este modo a la planta del estrés
abiotico (Khan ezal, 2015). Por ejemplo, se ha documentado la
participacion del SA en el incremento del metabolismo de la Pro durante
estreses abioticos (Misra y Saxena, 2009). Es mas, la aplicacion exdgena
de SA es capaz de incrementar el contenido de Put en maiz (Németh
et al., 2002). El SA también modula de forma significativa la captacién y
el metabolismo de nutrientes minerales y por tanto promueve el
crecimiento y desarrollo de las plantas durante el estrés abiotico (Gunes
et al., 2007). De modo equivalente, las plantas de A. #haliana del presente
estudio acumularon un elevado numero de metabolitos con conocidas

propiedades osmoprotectoras implicadas en la tolerancia a estreses.

En conclusion, en el presente trabajo queda establecido como las
infecciones virales afectan positivamente a la tolerancia de las plantas al
estrés por sequia, induciendo en ellas incrementos de la hormona SA, la
cual puede ser responsable de estas respuestas de tolerancia, de forma
independiente del ABA. En las plantas en las que la acumulaciéon de SA
se anul6 (plantas NahG), se produjo una pérdida de la tolerancia a la
sequia inducida por los virus, observandose en ellas una susceptibilidad a

la sequia equivalente a la de las plantas wt.
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7.1. Comportamiento de PVX en el sinergismo

Las infecciones multiples de virus en hospedadores vegetales
compatibles son un fenémeno habitual en la naturaleza, y en el caso de
las interacciones sinérgicas suelen ir acompafiadas de un agravamiento de
los sintomas, siendo la necrosis sistémica (SN, de Systemic necoris) la
manifestacion mas extrema de este tipo de interaccidn, ocasionando
generalmente la muerte de la planta en pocos dias (Pruss efal, 1997,
Gonzalez-Jara et al., 2004; Garcia-Marcos e al., 2009). A diferencia del
analisis detallado que se ha realizado de la necrosis en la respuesta
hipersensible (HR, de Hypersensitive response) inducida en interacciones
planta-virus incompatibles, la necrosis producida durante interacciones
planta-virus compatibles se ha caracterizado pobremente en la mayoria
de los casos. Una excepcion a esto dltimo es la SN que acompafa al
sinergismo modelo PVX-potyvirus, en hospedadores modelo como son
N. benthamiana y N. tabacum. 1a regulacion hormonal, las caracteristicas
asocladas a esta necrosis en cuanto a marcadores celulares y alteraciones
metabolicas se refiere, asi como la participaciéon de algunos factores
viricos en su induccién se han analizado en trabajos previos (Pruss ez af,
1997; Garcia-Marcos ef al., 2009, 2013; Pacheco e al., 2012). Aun asi, el
factor o factores viricos ultimos responsables de esta SN y la naturaleza

de la misma han permanecido, en esencia, desconocidos.

En la interaccién sinérgica PVX-potyvirus en N. zabacun, PVX
incrementa de forma notable su nivel de acumulacién, y a esta
interacciéon le sigue la aparicion de SN, lo que constituye un
comportamiento sinérgico clasico, tanto en acumulacion del patdgeno
como en efectos patologicos (Gonzalez-Jara ef al, 2004). Este par virico,
por el contrario, no da lugar a incrementos importantes de la
acumulacion de PVX en el hospedador N. benthamiana, pese a ir
acompafnado también de la aparicion de SN (Gonzalez-Jara ef al., 2004;
Garcia-Marcos ef al., 2009), lo que permite cuestionar el incremento de la
acumulacion de PVX como la razén fundamental sobre la que se asienta
la mayor virulencia observada en esta interaccion virica. El empleo de
quimeras de PVX que expresan el factor HC (de HCPro, Helper component
proteinase) de potyvirus (quimeras PVX-HC), capaces de inducir SN,

demuestran que es este factor el tnico componente potyviral necesario
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para reproducir el sinergismo en patologia observado en la infeccién
mixta (Vance ¢z al., 1995; Pruss et al., 1997; Gonzalez-Jara ef al., 2005). El
factor HC es un supresor del silenciamiento génico por RNA (VSR, de
Viral suppressor of RINA silencing); su sustitucion en estas quimeras por otro
VSR no potyviral, como el VSR P19 de tombusvirus (quimeras PVX-
P19), también permite recrear la respuesta de SN (Scholthof ez al., 1995).
Estas observaciones sugieren que en PVX deben existir uno o mas
factores de virulencia que, en presencia de un VSR potente, de naturaleza
potyviral (como sucede en la interaccion PVX-potyvirus) o de cualquier

otra naturaleza, son capaces de inducir respuestas de muerte celular.

Para desvelar la naturaleza de estos factores de PVX, en este
trabajo de tesis se pretendié reproducir a nivel local la respuesta de
necrosis inducida de forma sistémica por estas quimeras de PVX. Para
ello se expreso transitoriamente (agroinfiltracion) y de forma simultanea
PVX junto con VSRs procedentes de distintos virus, del género Pozyvirus
o de otros, observandose necrosis en el parche agroinfiltrado, lo que
sugiere que distintos VSRs son capaces de actuar en #ans potenciando la
virulencia de algun factor derivado de PVX. En los parches
agroinfiltrados se observé una mayor acumulacion o estabilizacion de los
RNAs subgenémicos de PVX, o sgRNAs, sin que se determinasen
variaciones importantes en los niveles del RNA genémico del virus, o
gRNA. Un analisis equivalente, pero realizado con virus completos y a
nivel sistémico, en infecciones mixtas de PVX con PPV (de Plum pox
potyvirus) ofrecié resultados equivalentes, dando lugar a la aparicion de
SN e incrementos en la acumulacion de los sgRNAs de PVX. Estas
observaciones permiten definir la interacciéon PVX-potyvirus en N.
benthamiana como sinergismo en un sentido amplio, en el que el
agravamiento de sintomas va acompafiado de la acumulaciéon de los
RNAs de PVX, aunque no del gRNA. Ademas, estos resultados
apuntaban hacia la posibilidad de que alguno de los factores viricos
codificados en estos sgRNAs pudiera ser el responsable de inducir la
respuesta de SN. Para analizar esta posibilidad, se comenz6 estudiando la
proteina P25 de PVX, un factor de patogenicidad viral que presenta

funciones relevantes en replicacion y movimiento del virus, ademas de
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constituir el VSR de PVX (Verchot-Lubicz efal, 2007; Senshu ez al,
2009; Park et al., 2014).

7.2. Papel de P25 en la SN

Para analizar la implicacién de P25 en la induccién de necrosis, se
realizaron experimentos de coexpresion en parche de esta proteina junto
con varios VSRs, derivados de distintos virus, del género Potyvirus o de
otros géneros, en plantas de N. benthamiana y N. tabacum. En estos
ensayos, los parches agroinfiltrados en los que P25 estaba presente
mostraron necrosis. En cambio, los parches en los que se habia llevado a
cabo la agroinfiltracién de una proteina control, o la agroinfiltraciéon de
dos VSRs distintos a P25, permanecieron sin necrosis hasta el final del
experimento. Este resultado revela a P25 como un factor de PVX con
capacidad para inducir necrosis en presencia de VSRs heterdlogos, y
apunta a la posibilidad de que su capacidad para inducir necrosis
dependa de su nivel de acumulacién. Esto ultimo se confirmdé
agroinfiltrando diluciones de la agrobacteria transformada con el factor
P25 junto con cantidades constantes de la agrobacteria transformada con
el factor HC de PPV (PPV HC), de modo que la necrosis observada en

el parche agroinfiltrado fue menor para diluciones mayores de P25.

Una vez identificado P25 como factor de PVX con capacidad para
inducir necrosis de forma local, se comprobé su capacidad para inducir
necrosis de forma sistémica. Para ello, se hizo uso de un virus PPV
habilitado como vector (Pasin ef al, 2014), en el que se inserté la ORF
codificante de P25, para dar lugar a la quimera PPV-P25. La expresion
sistémica de P25, en presencia del resto de proteinas del potyvirus, entre
las que se encuentra PPV HC, ocasionoé un agravamiento de los sintomas
en relacién a la infeccion sencilla con PPV, tal y como ocurre con la
infeccion mixta PVX-PPV. Asi, la quimera PPV-P25 origin6 en IN.
benthamiana la apariciéon de focos de necrosis en las hojas emergentes de
la planta, asi como una fuerte reduccion del crecimiento. Mientras tanto,
las plantas agroinfiltradas con un vector PPV control no mostraron
sintomas mas alla de los caracteristicos de este potyvirus, consistentes en

mosaico y retraso leve del crecimiento. Este experimento demuestra que
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la proteina P25 de PVX, en el contexto de la interaccion sinérgica PVX-
PPV, esto es en presencia de la HC de potyvirus y a nivel sistémico,
también es capaz de inducir necrosis. Y ello, pese a no contar con la

presencia del resto de proteinas del potexvirus.

Llegados a este punto, quedaba la posibilidad de que PVX
codificase otro factor o factores con capacidad para inducir necrosis en
un contexto de sinergismo. De hecho, la proteina TGB3 (de Triple gene
block 3) de PVX ha sido caracterizada como una proteina inductora de la
respuesta a proteina mal plegada (UPR, de Unfolding protein response),
cuando se expresa de forma transitoria en N. benthamiana (Ye et al., 2011,
2013). Para descartar esta posibilidad se obtuvo un clon de PVX mutado
en la ORF de P25, el cual expresa una version truncada de esta proteina,
sin el extremo C-terminal, que resulta no funcional (Bayne ez a/., 2005).
Este mutante delecionado en P25 (PVXAP25) fue incapaz de inducir
necrosis de forma local cuando se agroinfiltré junto con otros VSRs,
entre ellos PPV HC. Esta pérdida de necrosis no se debié a una menor
acumulacién del virus delecionado, pues en presencia de PPV HC los
distintos RNAs de PVX y de PVXAP25 se acumularon a niveles
equivalentes. De este modo, en esta tesis se ha identificado a P25 como
el tnico factor de PVX responsable de la induccién de SN asociada a los

sinergismos PVX-potyvitus.

En PVX, la expresion de las proteinas del TGB se encuentra
finamente regulada, manteniéndose a bajos niveles (Verchot e al, 1998;
Verchot-Lubicz et al., 2007); esta regulacion, sin embargo, seguramente
se vea alterada en las infecciones mixtas con potyvirus. La estabilizacion
de los sgRNAs de PVX debida a la accién de un potente VSR, como es
el HC de potyvirus, podria producir, a su vez, una sobreacumulacion de
proteinas como P25, en el contexto de la infeccion mixta PVX-potyvirus.
De este modo, la SN asociada a este sinergismo se produciria solo
cuando P25 se acumulase por encima de un cierto nivel umbral gracias a
la accién en #rans de HC sobre el sgRNA1 de PVX, a partir del cual se
expresa precisamente P25 (TGB1 sgRNA1). Este esquema podria
extenderse a otros casos de sinergismo diferentes a PVX-potyvirus que
han sido pobremente estudiados. En ellos, otros factores de virulencia

no identificados podrian estar implicados en el agravamiento de los
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sintomas durante la interaccién viral, en la que el virus codificante de un
fuerte VSR serfa responsable de exacerbar la acumulacion del otro virus
y/o los productos génicos codificados por el mismo, entre ellos el propio

factor de virulencia.

La necrosis inducida por P25 fue ligada a incrementos de la
actividad lipoxigenasa en el tejido agroinfiltrado, y se redujo en
tratamientos con la hormona acido salicilico (SA). Experimentos
adicionales en plantas transgénicas NahG, que no acumulan SA debido a
la expresién de la enzima bacteriana salicilato hidroxilasa, también
sugirieron la posibilidad de que el SA no estuviera ejerciendo este efecto
de forma directa, sino a través del comportamiento antagénico con la
hormona acido jasmonico (JA). Observaciones equivalentes se han
realizado en otros trabajos para la necrosis inducida por la quimera PVX-
HC o los sinergismos PVX-potyvirus (Garcia-Marcos ef al., 2009, 2013;
Pacheco ¢t al., 2012).

7.3. Hipétesis sobre la naturaleza de la necrosis inducida por
P25

La necrosis inducida por P25 parece estar ligada a su actividad
supresora del silenciamiento génico, tal como se determiné a través del
analisis de mutantes de esta proteina. De este modo, en presencia de
PPV HC, solo el mutante capaz de suprimir el silenciamiento, A104V,
fue capaz de inducir necrosis, y no asi los mutantes T117A o K124E,
carentes de esta actividad supresora. Estos mutantes y sus funciones

alteradas se encuentran caracterizados en la literatura (Bayne ¢7 a/, 2005).

Con el objetivo de determinar la naturaleza de la SN inducida por
P25 se estudio la posible implicaciéon de factores celulares asociados
frecuentemente a la HR, como son SGT1 (de Suppressor of the G2 allele of
SKPT) y RAR1 (de Reguired for ML.AT2 resistance 7). Estos dos factores
forman parte de complejos chaperona junto con HSP90 (de Heat shock
protein 90), que se asocian a factores de resistencia R de la planta,
resultando fundamentales para su funcion (Shirasu, 2009). Cuando se
silenciaron SGT1 y RAR1 en N. benthamiana, y se agroinfiltraron los
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tactores P25 y PPV HC en estas plantas, se observo una reduccion en la
necrosis inducida en relacion a la observada para estos mismos parches
en plantas no silenciadas. Estos resultados sugieren la participacién de
mecanismos comunes a la HR en la necrosis inducida por estos factores,
y apunta a la existencia de un factor R implicado en el reconocimiento de
P25. Esta observacion esta en consonancia con la visién de la SN como
una respuesta defensiva ineficaz y tardia, en la que un reconocimiento
parcial o alterado de un factor de avirulencia Avr por un factor de
resistencia R conllevarfa una restriccion ineficaz del patégeno, y una
dispersion sistémica del mismo. Asi, en un contexto de interaccién viral
sinérgica, HC inducirfa la acumulaciéon de P25 por encima de cierto
umbral, alcanzado ya en etapas avanzadas del ciclo de infeccidn, lo que
posibilitaria el reconocimiento de esta proteina por un hipotético factor

R, desembocando en una respuesta de necrosis o SN.

En el modelo de accién que se ha expuesto, en el que la necrosis
inducida por P25 se debe a un reconocimiento Avr-R, se podria integrar
la dependencia observada en esta tesis entre la necrosis inducida por P25
y la actividad supresora del silenciamiento. P25 ejerce su accion
supresora actuando a distintos niveles dentro de la ruta de silenciamiento
génico mediado por pequenos RNAs (sRNAs, de small RNAs). Asi, para
PVX P25 se ha descrito su accion sobre distintas proteinas
ARGONAUTA (AGO) (Chiu ezal., 2010; Brosseau y Moffett, 2015);
para otra P25, en este caso PIAMV P25 (P25 de Plantago asiatica mosaic
potexvirus), se ha descrito su accién a nivel de la RNA polimerasa
dependiente de RNA 6 (RDRO), v de Supressor of gene silencig 3 (SGS3)
(Okano et al., 2014). Uno de los modelos de reconocimiento Avr-R
manejados en la actualidad, como es el contenido en la “hipdtesis del
guardian” (de Guward hypothesis), contempla un reconocimiento indirecto
del factor Avr, mas que una interaccion directa Avr-R (Jones y Dangl,
2006; Moffett, 2016). Asi, la activacion del factor R estarfa mas bien
determinada por la accién del factor Avr sobre una diana celular, o
guardee, cuya monitorizaciéon se encuentra bajo el control del factor R, o
guard. La desestabilizacion de la interaccion R-guardee por el factor Avr
determinaria la aparicién de los cambios conformacionales que conllevan

la activaciéon de este R (Jones y Dangl, 2006). Algunas de las dianas
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celulares sobre las que P25 ejerce su actividad supresora del
silenciamiento, como AGOs, RDR6 o SGS3, bien podrian actuar a
modo de guardees bajo el control de un hipotético factor R. De este
modo, las formas mutadas de P25 sin actividad supresora, no darfan
lugar a la desestabilizacién de sus dianas ni a la activacion de este
supuesto R. Alternativamente, puede que las mutaciones T117A y
K124E, que ocasionan la pérdida de la actividad supresora, afecten
gravemente la conformacién de la proteina. Esto daria lugar a una
pérdida de la capacidad de reconocimiento por parte del factor R, bien
de forma directa, o bien de forma indirecta debido a la ausencia de
efectos sobre las dianas celulares de P25. No obstante, esta posibilidad
parece improbable, pues en una proteina de tan pequefio tamafio en la
que residen multiples funciones la pérdida de la conformaciéon daria
lugar, seguramente, a una pérdida del resto de sus actividades, y estos
mutantes todavia retienen algunas de sus funciones, o son capaces de

complementarse funcionalmente entre si (Bayne ez al, 2005; Yan et al,
2012).

Sin embargo, las interpretaciones propuestas no excluyen otras
posibles, como por ejemplo que P25 pudiera estar ejerciendo estos
efectos a través de la profunda remodelaciéon que lleva a cabo en el
citoesqueleto de actina y en el reticulo endoplasmatico (ER) durante la
formacion de los complejos de replicacion, o cuerpos X, caracteristicos
de PVX (Tilsner et al., 2012; Linnik ef al., 2013). De este modo, el estrés
ocasionado por P25 en el ER en presencia de la proteina HC de
potyvirus, la cual incrementa la acumulaciéon de P25 en la célula, seria
mas elevado y activarfa las respuestas de UPR y de necrosis. Algo
equivalente sucederia con P25 en las infecciones de PVX-PPV, con una
sobreacumulacion de este factor y la activacion de UPR y necrosis en las
infecciones mixtas, que no tiene lugar en las infecciones sencillas con
PVX. Este comportamiento ya se ha observado previamente para otra

proteina de PVX, como es TGB3.

En N. benthamiana, la sobreexpresion de la proteina TGB3 activa la
respuesta UPR, lo que se pone de manifiesto a través del incremento en
la expresion de chaperonas residentes en el ER. Este incremento,

ademas, es proporcional al grado de acumulacion de TGB3, y finaliza
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con la aparicién de necrosis (Ye efal, 2011, 2013). La contribucién de
esta proteina a la necrosis asociada al sinergismo PVX-potyvirus debe
tener poca importancia, como se ha puesto de manifiesto en la presente
tesis a través de la utilizaciéon del mutante PVXAP25, el cual no induce
necrosis en presencia de PPV HC. Ye y colaboradores mostraron que la
necrosis resultante de la sobreexpresion de TGB3 disminuye cuando se
coexpresa con la chaperona BiP (de ER /uminal binding protein) (Ye et al.,
2011), la cual juega un papel fundamental en la respuesta UPR (Reis y
Fontes, 2012; Zhang y Wang, 2012; Verchot, 2014); este hecho es
coherente con la induccién de muerte celular por estrés en el ER. Sin
embargo, la necrosis inducida por P25 no se redujo en presencia de BiP,
al menos no con la suficiente intensidad como para ser detectado en un
analisis cualitativo, lo que hace mas improbable una asociaciéon entre
estrés en el ER por P25 y la necrosis observada en el sinergismo. Un
hecho adicional que vendria a confirmar esto es que el mutante A104V,
el cual indujo necrosis en presencia de PPV HC, es sin embargo incapaz
de formar las estructuras caracteristicas de replicacién y movimiento
asociadas a la remodelacion del ER (Yan efal, 2012). La observacion
inversa también se cumplio, esto es que un mutante como T117A capaz
de remodelar el ER (Yan ¢7al., 2012), sin embargo no produjo necrosis
en presencia de PPV HC.

En plantas, SGT1 y RAR1 también se encuentran asociados a
componentes de, al menos, dos etapas en la ruta de degradacion proteica
ubiquitina-proteasoma. SGT1 y RARI interactian con componentes de
la ruta con actividad ubiquitina-ligasa, bien de forma directa o bien a
través de HSP90 (Shirasu, 2009). Ademas de esto, SGT1/RAR1 también
muestran asociacion funcional con el complejo regulador CSN (de COPY
signalosome, y COP9 de Constitutive photomorphogenesis 9) (Shirasu, 2009), el
cual inactiva a los complejos SCF (de S&p, Cullin, F-box: containing complex)
(Schwechheimer, 2004), también con actividad E3 ubiquitina-ligasa.
Estos complejos SCF resultan fundamentales para la degradacion de
proteinas e intervienen directamente en la sefalizaciéon de numerosas
fitohormonas (Kelley y Estelle, 2012; Chen y Hellmann, 2013). La
conexién existente entre la ruta de degradacion proteica y la ruta de

activacion de la respuesta mediada por factores R es profunda (Shirasu,
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2009); asi, alteraciones en el funcionamiento de CSN impiden la correcta
activacion de respuestas defensivas mediadas por algunos factores de
resistencia, entre los que se encuentra el factor N (Liu ez al, 20025).
Estos papeles desempafiados por SGT1/RAR1 son compatibles con los
dos escenarios propuestos para la activacion de la muerte celular por
P25. Asi, el silenciamiento de SGT1/RAR1 podria alterar el
funcionamiento de los CSNs con los que estan asociados, lo que o bien
podria implicar una pérdida de la actividad de un factor R hipotético
implicado en la percepcion de P25, o bien podria evitar la inactivacion de
complejos SCF, que de esta forma aliviarfan la acumulacién de proteina
desplegada inducida por P25 a través de la ruta ubiquitina-proteasoma
26S. En cualquier caso, ambos escenarios serfan coherentes con la
reduccién observada en la necrosis inducida por P25 en plantas

silenciadas en RAR1 o SGT1.

Estudios posteriores deberfan indagar en el mecanismo por el que
P25 es capaz de inducir necrosis. Para ello, serfa util la busqueda del
hipotético gen R mediante estudios de homologia con otros genes de
resistencia, como Nb. La importancia de este ultimo radica en que es el
responsable de la respuesta de tipo HR inducida por P25 en otra
solanacea como es la patata, Solanum tuberosum (Malcuit ef al., 1999).
Lamentablemente, aunque se ha caracterizado su comportamiento
(Sanchez et al., 2010) y localizacion genética (Marano e al., 2002), todavia
no se conoce su secuencia. También serfa interesante encontrar
variedades de N. benthamiana o de IN. fabacum en las cuales P25 no
indujese necrosis. Con ellas, mediante el cruce entre variedades con
distinta respuesta a P25, seguido del analisis de la herencia de la respuesta
de necrosis a este factor, se podtia arrojar algo de luz sobre la naturaleza
de la misma. Se determinarfa, por ejemplo, si se trata de un rasgo
heredable, como un factor de resistencia, y se podria caracterizar de este
modo su modelo de herencia. También podrian resultar tutiles estudios
de inmunoprecipitacion de P25 seguidos del analisis de las proteinas del
hospedador que coprecipitasen. El analisis funcional de estas proteinas
del hospedador, realizado por ejemplo a través de VIGS, permitiria
deducir una probable implicacién de las mismas en la inducciéon de

necrosis.
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7.4. El sinergismo ante el cambio climatico

Desde finales del s.XX, y comienzos del s.XXI, se ha
documentado un aumento en la temperatura media global del planeta,
asociado a incrementos en la concentracion de CO; ([CO3]) y de otros
gases de efecto invernadero en la atmoésfera (IPCC, 2013). Aunque el
cambio climatico resultante de estas alteraciones ya ha dejado sentir
algunos de sus efectos, las previsiones basadas en diversos modelos
manejados por el IPCC contemplan para el afio 2100 una mayor
frecuencia en los fenémenos meteorologicos extremos, todo ello debido
a un sistema climatico mas inestable, derivado del previsible incremento
de la [COy] en la atmodstera hasta las 1000 ppm, y del aumento de hasta
3-4°C en la temperatura media global del planeta (IPCC, 2013). Los
cambios en las condiciones ambientales determinan cambios en el
comportamiento, la fisiologia y la morfologia de las plantas, asi como de
los insectos asociados a las mismas, los cuales en muchos casos actian
como vectores transmisores de enfermedades viricas. L.a importancia de
las enfermedades viricas podria asi verse incrementada en el futuro,
debido un debilitamiento o modificacién en las respuestas defensivas del
huésped, a cambios en la capacidad atractiva del mismo para los vectores
potenciales y a, en general, una mayor impredecibilidad en la aparicion y
el curso de los brotes epidémicos. El cambio climatico conllevara
modificaciones de la distribucién espacial y temporal de las plantas
cultivadas, de muchas plantas silvestres y de los insectos vectores
asoclados a las mismas, lo que hara frecuente el contacto entre
poblaciones de especies vegetales y de insectos vectores que
anteriormente habian estado aisladas (Canto ez al, 2009; Jones, 2010).
Estos factores podrian sentar las bases para la aparicion de nuevas
enfermedades viricas, asi como una mayor probabilidad en la ocurrencia
de infecciones mixtas, las cuales derivarian en interacciones viricas
también de consecuencias impredecibles, en el contexto de unas

condiciones ambientales alteradas.

Ante esta situacion, es relevante caracterizar el comportamiento de
interacciones planta-virus modelo bajo factores ambientales asociadas al
cambio climatico. A excepciéon del estudio contenido en el presente

trabajo de tesis, hasta ahora no se habia realizado ningtn analisis sobre el
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efecto de las altas temperaturas o la alta [CO;] en el resultado de una
interaccion sinérgica entre virus (Jones, 2016). Para abordar este tema, se
tomé como modelo a la interaccion sinérgica PVX-PPV, y a la quimera
obtenida a través de la inserciéon del factor HC de PPV en PVX (PVX-
HC), en el hospedador modelo N. benthamiana, estudiandose el
comportamiento de las infecciones mixtas en relaciéon a las infecciones
sencillas. Se analiz6, por separado, el efecto de la alta temperatura y el de
una atmosfera enriquecida en CO,, ensayando temperaturas de 30-32°C
en relacion a los 25°C habituales, y [CO;] de 970 ppm en relacion a las
401 ppm actuales. Se prestd especial atenciéon al efecto de las nuevas
condiciones ambientales sobre el agravamiento de sintomas que sigue a
la interaccion sinérgica entre ambos virus, asi como al efecto de estos
parametros en la necrosis inducida por el factor P25 en presencia de
PPV HC. También se analiz6 la actividad supresora del silenciamiento
génico de P25 bajo estos parametros ambientales. La actividad supresora
del silenciamiento es relevante en la capacidad del virus para establecerse
en el hospedador, y como se ha puesto de manifiesto en el presente
estudio, en P25 parece existir relacion entre la presencia de esta actividad

y la capacidad de la proteina para inducir necrosis.

7.5. Sinergismo y CO;

En una atmosfera enriquecida en CO», la exacerbacion de sintomas
que conduce a la apariciéon de SN en la interacciéon PVX-PPV, asi como
la. SN inducida por la quimera PVX-HC, se mantuvo a niveles
equivalentes a los que mostraron las plantas infectadas mantenidas a la
[CO,] ambiental. Sin embargo, las infecciones sencillas con PVX o con
PPV mostraron reducciones en la virulencia, como se puso de manifiesto
a través del analisis en la liberacién de electrolitos. Este gas también
ocasioné una disminuciéon en la carga viral de PVX en la infeccion
sencilla, mientras que la quimera PVX-HC mostré un incremento leve.
Para estos dos virus, PVX y PVX-HC| sin embargo, previamente no se
habian descrito cambios en la virulencia de la infeccion en elevada [CO)
(Del Toro et al., 2015), pero este parametro se determiné a través del

analisis visual de sintomas, y no a través del analisis de electrolitos, de
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mayor sensibilidad e indicativo del dafio ocasionado en la integridad de la
membrana celular. También se determinaron reducciones en la necrosis
inducida por la combinacién de la proteina P25 con PPV HC, reduccién
que no fue acompafiada de modificaciones en la actividad supresora del
silenciamiento génico para la proteina P25, estimada a través de sus

efectos sobre la acumulacion de una proteina GFP reportera.

En algunos trabajos anteriores, se ha observado un incremento en
la acumulacion de la hormona SA en atmodsferas ricas en CO», lo cual se
ha correlacionado con incrementos en la resistencia a infecciones viricas
y reducciones en las cargas virales, lo que redundaria a su vez en una
menor gravedad de los sintomas (Huang ef al, 2012; Zhang et al., 2015;
Jones, 2016). En el presente trabajo, la menor acumulacién viral
observada en la infeccidon sencilla con PVX puede ser debida a un
probable incremento en los niveles de SA en N. benthamiana; de hecho,
altos niveles de SA y resistencia a PVX se han observado previamente en
este huésped (Lee ¢z al., 2011). Esta reduccion en el nivel de PVX, que
conlleva a su vez una reduccién en el nivel del sgRNA1 codificante de
P25, es seguramente el principal motivo de la reduccién observada en la
virulencia, medida como liberacion de electrolitos. I.a menor necrosis
inducida en los parches agroinfiltrados con la combinaciéon de proteinas
P25/PPV HC podtia estar igualmente relacionada con el incremento del
SA enddgeno en estas plantas por la accion de las altas concentraciones
de CO,. Mas arriba se coment6 el resultado obtenido en el presente
trabajo de tesis consistente en una reduccion de la necrosis inducida por
P25/PPV HC cuando las plantas se trataron con SA. EHsta menor
capacidad de P25 para inducir necrosis en atmosferas enriquecidas en
CO; también podria contribuir a la reduccién de la virulencia observada

en infecciones sencillas de PVX.

Sin embargo, mas complejo es el comportamiento de la quimera
PVX-HC y de la infecciéon mixta PVX-PPV, las cuales mantuvieron los
niveles de virulencia habituales en alta [CO;]. PVX-HC experiment6
incrementos en los niveles de gRNA y de sgRNA1 en relacién al que se
acumulo en condiciones ambientales, lo que podtia suponer también una

mayor acumulaciéon de P25 en elevada [CO;]. Sin embargo, la menor
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capacidad de P25 para inducir necrosis en alta [CO,] podria ser la
responsable de que el grado de virulencia de la quimera PVX-HC se
mantenga equivalente al que se registra bajo las condiciones ambientales
control. Para la interaccién sinérgica PVX-PPV, no se determiné la
acumulacién relativa de cada uno de los virus. Una explicacion a la
ausencia de efectos de la [CO,] elevada en la virulencia de las
interacciones sinérgicas estriba en el hecho de que el factor HC de
potyvirus interfiere con las respuestas defensivas dependientes de SA
(Alamillo ez al., 2006). El SA es una hormona central en la defensa
antiviral, e interviene en la activacion de rutas defensivas dependientes e
independientes del silenciamiento génico. La senalizacion por esta
fitohormona es modulada no solo por HC, sino también por otros VSRs
como 2b de CMV (de Cucumber mosaic cucumovirns) o P6 de CaMV (de
Canliflower mosaic canlimorus) (Alazem y Lin, 2015).

En cuanto a la actividad supresora de P25, puesto que no se
modificé de forma significativa bajo una atméstera enriquecida en COp,
es improbable que constituya un factor relevante a la hora de explicar el
comportamiento observado. En cualquier caso, estos experimentos
ponen de manifiesto un comportamiento diferencial entre infecciones
mixtas y sencillas bajo las nuevas condiciones ambientales. Puesto que en
un futuro es previsible un incremento en la frecuencia de las
interacciones sinérgicas, muchas de las cuales podrian derivar en
sintomas de SN, es probable que estas respuestas de necrosis se
conviertan en algo mas habitual. Mayor relevancia podria tener este
hecho si se confirmase la hipétesis segun la cual la mayor resistencia
observada a las infecciones por algunos virus, como PVX es debida a
incrementos de SA en las plantas expuestas a alta [CO;|, pues como se
ha comentado esta ruta podria verse comprometida por otros factores

viricos, como la HC de potyvirus, durante la interaccion sinérgica.

7.6. Sinergismo y temperatura

Las altas temperaturas constituyen un factor de estrés abidtico

frecuente en las plantas. En los ultimos afos se viene registrando un
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incremento en el nimero y en la intensidad de las olas de calor,
atribuidas cada vez mas frecuentemente al cambio climatico (IPCC,
2013). En la presente tesis, se ha analizado el impacto de las
temperaturas elevadas en el sinergismo modelo PVX-PPV. Bajo
temperaturas elevadas, de 30°C, la infeccién sencilla por PPV y la mixta
por PVX-PPV mostraron reducciones significativas en el nivel de
virulencia en relacion a las plantas infectadas mantenidas a temperaturas
habituales. Sin embargo, este efecto de reducciéon no se observé para las
infecciones por PVX| las cuales mantuvieron el nivel de virulencia. En
cuanto a los niveles de acumulaciéon viral, PVX y PPV mostraron
reducciones drasticas, tanto en las infecciones sencillas como en las
infecciones mixtas. Como era de esperar, estas reducciones en la carga
viral de PVX fueron acompanadas de reducciones en la acumulacion de
sgRNAL, y por tanto es previsible una reducciéon en la sintesis de la
proteina P25 bajo estas condiciones. En contraste con esta menor
virulencia de las infecciones con virus completos, la agroinfiltracion de la
combinaciéon necrogénica de proteinas P25/PPV HC, en plantas
sometidas a una temperatura de 32°C, mostré mayor grado de necrosis
que los controles a temperatura estandar (25°C), lo que se manifest6 a
través de un incremento en la liberacion de electrolitos y en una
aparicion mas temprana de esta necrosis. Esta mayor necrosis, sin
embargo, no fue acompafiada de modificaciones en la actividad
supresora del silenciamiento de la proteina P25, estimada a través de sus

efectos sobre la acumulacién de una proteina GFP reportera.

Estas observaciones sugieren que la reduccion en la virulencia
determinada para la infeccion sencilla con PPV y la mixta PVX-PPV se
debe a la disminucién en la acumulacion viral inducida por el incremento
de temperatura. En el caso de PVX, en el que la reduccién de la carga
viral seguramente conlleve una disminucién en la acumulacién de la
proteina P25, no se observaron diferencias en la virulencia, lo que podria
deberse al incremento en la capacidad necrogénica de esta proteina
constatado para altas temperaturas. Este incremento en la necrosis
inducida por P25 seria suficiente, por tanto, para equiparar los niveles de
virulencia de las infecciones sencillas de PVX a altas temperaturas con

los que se registran a temperaturas habituales, y compensar asf la caida de
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carga viral que se observa en este caso. Con el par sinérgico PVX-PPV,
la virulencia es tan elevada a las temperaturas habituales que el
incremento en la capacidad necrogénica de P25 no compensa la caida de
la carga viral de PVX que se produce a altas temperaturas, alcanzando
PVX niveles equivalentes a los que muestra en la infecciéon sencilla, y

observandose, también, una virulencia equivalente.

El incremento en la actividad de la ruta de silenciamiento mediado
por sRNAs a altas temperaturas se ha relacionado en algunos estudios
con disminuciones en el grado de acumulacién de virus y con la
atenuacion de sintomas (Szittya ez al., 2003; Chellappan ez al., 2005; Qu
et al., 2005). Aunque esta mayor actividad de la ruta de silenciamiento a
alta temperatura pueda estar teniendo lugar en los presentes
experimentos, P25 sigue siendo capaz de suprimir el silenciamiento
génico de la proteina GFP de forma eficaz, pues no se observaron
diferencias a este respecto entre las plantas mantenidas a altas
temperaturas y los controles a temperatura estaindar. Este hecho hace
improbable que la reduccion en la acumulaciéon de PVX inducida por las
altas temperaturas sea debida al silenciamiento. Una observacion
equivalente ya fue realizada para el factor HC de PVY vy los niveles de
acumulacion de este virus a 30°C (Del Toro et al., 2015). En cambio, las
altas temperaturas podrian haber alterado parametros tales como la
eficacia replicativa del virus o su capacidad de movimiento tanto a nivel
celular como a nivel sistémico. Tal como se coment6 en la Introduccion,
las plantas sometidas a estrés térmico incrementan el contenido de
especies ROS, y se han observado incrementos puntuales en la
concentracion de fitohormonas tales como el SA y el JA en algunas
especies (Bita y Gerats, 2013; Hayat ef /., 2013; Sharma y Laxmi, 2016);
estos factores podrian estar jugando un papel relevante en la modulacion

de la carga viral.

La razén por la que P25, en presencia de PPV HC, ocasion6
mayor necrosis a altas temperaturas es desconocida. La respuesta HR
inducida a través del reconocimiento Avr-R suele atenuarse a
temperaturas superiores a las habituales para una interaccién planta-
patogeno especifica (Wang ef al., 2009). Si bien es cierto que se conoce

algin ejemplo en el que esta respuesta HR se produce solo a
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temperaturas superiores a las habituales (Carter ez al., 2009), no deja de
ser una observacion poco frecuente, aunque algunas hipétesis se pueden
esbozar para explicar este fenémeno. Si la necrosis inducida por P25 se
desarrollase a través de mecanismos que se ajustan a la “hipétesis del
guardian”, los cambios observados en el grado de necrosis podrian
deberse a la alteracién que ocasiona la temperatura en la actividad y/o
acumulacion de los componentes de la ruta de silenciamiento con los que
P25 interactia (Qu ez al, 2005; Zhang efal, 2015). Las variaciones
registradas en estos factores, o guardees, sobre los que P25 ejerce su
actividad supresora, podrian a su vez modificar la activacién de un
hipotético factor R.

El estrés por calor también va asociado a un incremento en la
expresion de proteinas, como HSPs y componentes de la ruta de
degradacion proteolitica ubiquitina-proteasoma, para replegar proteinas
que se hubieran desnaturalizado o eliminar aquellas que no pudieran
replegarse (Lyzenga y Stone, 2012; Bita y Gerats, 2013). El estrés
conjunto ocasionado en el ER por i) la remodelacion inducida por P25,
i) la acumulaciéon de proteina desplegada y iii) el incremento de la
sintesis proteica durante la adquisicion de tolerancia a dicho estrés,
podrian activar las respuestas de UPR vy finalizar en muerte celular, como

consecuencia de un estrés no resuelto.

La regulacion hormonal alterada también podria jugar algin papel,
pues en algunas plantas se ha observado una acumulacién transitoria de
varias oxilipinas, JA incluido, durante el estrés térmico, que en caso de
ocurrir en este patosistema podrian incrementar la necrosis inducida por
P25. De hecho, como se comenté en el capitulo 4, la actividad
lipoxigenasa registrada a 32°C en parches agroinfiltrados con P25/PPV
HC fue superior que la observada a 25°C. Hasta qué punto la mayor
necrosis registrada podria ser debida a una mayor actividad lipoxigenasa
inducida por altas temperaturas, o a una mayor activaciéon de esta ruta
hormonal debida a un incremento en la actividad elicitora de P25 como

Avr, continua siendo desconocido.

Aunque el incremento de temperatura atenud la virulencia de la

infeccion sinérgica PVX-PPV, el hecho de que la capacidad necrogénica
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de P25 no solo no se viese afectada negativamente por este factor
ambiental, sino que incluso fuese mayor a elevada temperatura,
constituye una observacién relevante. Los virus de RNA muestran una
gran capacidad de adaptacién a las nuevas condiciones ambientales,
debido a la variabilidad y simplicidad inherentes a su naturaleza genética
(Jones, 2016), lo que podria hacer factible la apariciéon de nuevas formas
viricas aptas para su replicacion a elevadas temperaturas. De este modo,
una vez adaptados a las nuevas condiciones climaticas, la mayor
capacidad necrogénica de P25 podria aumentar la virulencia asociada a
los sinergismos PVX-potyvirus, y puede que comportamientos
equivalentes se observasen en otras interacciones sinérgicas. Aunque un
incremento mas o menos homogéneo de la [CO;] es esperable en todo el
planeta, el aumento de temperatura dependera de muchas mas variables
como la latitud, la altitud y la cercania a los océanos o sistemas
montafiosos (IPCC, 2013). De este modo, la combinacion especifica de
alta [COg-alta temperatura sélo tendra lugar en regiones concretas del
planeta. Sin embargo, seria util el estudio del sinergismo entre virus bajo
el efecto combinado de estas dos variables, lo que proporcionaria una
vision global del problema y permitirfa concluir qué factor podria resultar
dominante, condicionando de este modo el resultado de la interaccion.
Nuevas respuestas, resultante de la accion combinada de los tres estreses
virus-temperatura-[CO,|, también podrian tener lugar, sin que resulten

por ahora predecibles.

7.7. Infecciones viricas y respuestas al estrés por sequia

Las predicciones de cambio climatico contemplan una
modificacion en el patron de lluvias habitual de numerosas regiones del
planeta; algunos de estos cambios, de hecho, ya han comenzado a
producirse (IPCC, 2013). Aunque incrementos en la pluviosidad también
son esperables en zonas de Asia o Africa, la mayor parte de las latitudes
medias podrian verse sometidas a frecuentes episodios de sequia
extrema, y en los casos en los que la pluviosidad pudiera incrementarse,
las precipitaciones se concentrarfan en cortos intervalos de tiempo,

seguido por largos periodos de sequia (IPCC, 2013). De este modo, el
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estrés por falta de agua seguramente sera uno de las principales amenazas
a las que tendra que hacer frente la agricultura del s.XXI, y afectara no

solo a las especies domésticas, sino también a las plantas silvestres.

Los virus ocasionan importantes cambios en el metabolismo
primario de la planta, e inducen la sintesis de una amplia gama de
metabolitos secundarios (Garcia-Marcos ez al., 2009; Fernandez-Calvino
et al., 2014). También alteran los balances hormonales habituales (Garcia-
Marcos et al., 2009; Pacheco ez al., 2012), y activan diversas respuestas
entre las que se encuentra la UPR y la degradacion proteica a través de la
ruta ubiquitina-proteasoma (Verchot, 2014), cuyos objetivos son eliminar
proteina mal plegada y aliviar el estrés derivado del incremento en la
sintesis proteica necesario para hacer frente a este estrés biotico. Muchos
de estos cambios podrian ser inducidos por el propio virus como
estrategias clave para la infeccion. Asi, la activaciéon de una UPR suave
conllevarfa un incremento de la acumulaciéon de proteinas chaperonas
que podrian asistir el plegamiento de las propias proteinas del virus (Ye
et al., 2011, 2013; Verchot, 2014). Al mismo tiempo, la ruta ubiquitina-
proteasoma podria ser empleada por el virus con el objetivo de degradar
factores del huésped implicados en respuestas defensivas (Chiu ef al,
2010; Dielen et al, 2010; Cheng y Wang, 2017). Otro conjunto de
respuestas derivarfan de la activacion de mecanismos defensivos
genéricos por parte del huésped, como son la producciéon de metabolitos
secundarios especificos, proteinas defensivas como las PR (de pathogenesis
related), la generacion de especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno
(ROS y NO+) o la acumulacion de fitohormonas defensivas tales como
el SA y el JA (Spoel y Dong, 2012). Algunas de estas respuestas no son
exclusivas del estrés bidtico, sino que obedecen a una serie de
mecanismos genéricos de defensa frente a estreses, que se ponen en
marcha con el objetivo de garantizar la homeostasis celular en
condiciones adversas. Es concebible, por tanto, que la activacion de estas
respuestas por un estrés previo, como podria ser el derivado de una
infeccion virica, pudiera aportar una ventaja al huésped ante otro estrés
sobrevenido, como podria ser un estrés abidtico, al proporcionar una
aclimatacion metabodlica previa. Esta posibilidad, en la que los virus

emergerian como factores promotores de la viabilidad del huésped mas
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que como causantes de un perjuicio en el mismo, solo se ha comenzado
a explorar recientemente (Ramegowda vy Senthil-Kumar, 2015;
Roossinck, 2015).

Como se ha comentado mas arriba, uno de los estreses abiéticos
mas relevantes, en la actualidad y también de cara al futuro, es el
derivado de la falta de agua. Xu y colaboradores, en un estudio
empleando distintas combinaciones de virus de RNA y hospedadores
vegetales, mostraron como este estrés bidtico efectivamente era capaz de
incrementar la tolerancia a la sequia, lo cual se relacion6 con la
acumulacién de metabolitos tales como la prolina, la putrescina o la
trehalosa inducidos por la infecciéon (Xu ez al., 2008). Estos metabolitos
no se acumulan solo bajo estrés bidtico, sino también ante otros tipos de
estreses abioticos, como son el osmoético, la congelacién, y también la
sequia. En todos ellos, podrian tener funciones relevantes en la
desactivacion de radicales libres, sobre el mantenimiento de la integridad
de estructuras celulares y sobre la modulaciéon del potencial hidrico,

actuando como moléculas protectoras (Alet efal, 2011; Fernandez-

Calvino e# al., 2014; Khan ez al., 2015).

Sin embargo, Xu y colaboradores no analizaron detalladamente el
efecto de la infeccién virica sobre otros parametros morfologicos y
fisiologicos que son basicos en la regulacion del estatus hidrico de la
planta, como son la transpiracién y el comportamiento estomatico o la
arquitectura radicular. Tampoco se dio respuesta a un dato clave como es
la regulacion hormonal de la tolerancia a la deshidratacion en las plantas
infectadas, la cual seguramente esté alterada, dado que si se registré una
mayor acumulaciéon de SA inducido por la presencia del virus. Se sabe
que entre la hormona acido abscisico (ABA), hormona por excelencia
implicada en la modulacién de las respuestas a estreses abioticos, y el SA,
existe, de hecho, un comportamiento antagonico (Fujita e a/, 2006; Bari
y Jones, 2009), y los niveles elevados de SA en plantas infectadas podrian
alterar la respuesta a la senalizacién por ABA inducida bajo
deshidrataciéon. Aunque las plantas infectadas presenten, efectivamente,
una tolerancia incrementada al estrés por sequia, medida en este y otros
trabajos como el contenido (%) en agua de la planta (Verslues e al., 20006;
Xu et al., 2008; Westwood efal., 2013), puede que esto no implique,
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necesariamente, un incremento de la eficacia biolégica (o fitness) respecto

a las plantas no infectadas y deshidratadas.

7.8. Infecciones viricas, virulencia y tolerancia a la sequia

En el presente trabajo de tesis, se llevo a cabo el analisis de la
tolerancia a la deshidratacién inducida por los virus participantes en la
interaccion sinérgica estudiada mas arriba, tanto en infecciones sencillas
como mixtas, sobre N. benthamiana, y también sobre el hospedador
modelo por excelencia en biologia vegetal, Arabidopsis thaliana. De este
modo, se analizé la respuesta al estrés por sequia en IN. benthamiana
infectada con PVX, PPV, PPV-P25 y con la infecciéon mixta PVX-PPV.
Aunque A. thaliana ecotipo Col-0 se ha descrito como un no-huésped
para PVX (Jaubert e al., 2011), en otro trabajo reciente este virus si se
acumul6é a niveles minimos, estableciendo infecciones en este
hospedador que se han descrito como ‘“subliminales” (Andika ez al.,
2015). Por ello, en el presente trabajo, en A. thaliana se estudiaron las
infecciones sencillas con PPV y PPV-P25, pero no con PVX dada la
incapacidad de detectar su acumulacién en las condiciones
experimentales que fueron empleadas; en cambio, si se analizé la
infecciéon mixta PVX-PPV, dado que la presencia del potyvirus

incremento la acumulacién del potexvirus hasta niveles detectables.

En otros estudios anteriotes, se ha observado también como PVX|
en presencia de otro virus, es capaz de incrementar su acumulacion
sistémica en _A. thaliana hasta hacerse detectable. Asi, Jaubert y
colaboradores observaron como PVX en presencia de PepRSV (de
Pepper ringspot tobravirus) acumula a niveles detectables en A. thaliana,
mientras que en sus estudios PVX resulté indetectable en ausencia de
otro virus coinfectante. Esta interaccion, descrita también como
sinérgica, conduce igualmente a un agravamiento de los sintomas, con
intensificacion de la necrosis inducida en relacion a la que se observa en
infecciones sencillas con PepRSV (Jaubert ez al., 2011). En el presente
trabajo de tesis, la infecciéon simultinea de PVX con PPV posibilité que
el primero acumulase hasta niveles detectables bajo las condiciones

analizadas, lo que también podria ser descrito como una interaccion
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sinérgica entre ambos virus, pese a que en este caso a esta interacciéon no
le sigui6 un empeoramiento de los sintomas, en relacién a lo que se
observé en infecciones sencillas con PPV. La infeccion de A. thaliana por
PVX parece estar fuertemente limitada por acciéon del silenciamiento
génico (Jaubert eral, 2011; Andika efal, 2015); de este modo, el
incremento de la acumulacién de PVX en coinfecciones con PepRSV se
ha achacado a la actividad supresora de la proteina VSR 12K codificada
por este virus, (Jaubert ez al, 2011). De igual modo, pudiera pensarse que
HC de PPV fuera el responsable de la acumulaciéon incrementada de
PVX en la infecciéon mixta a través de la supresion del silenciamiento. Sin
embargo, la quimera PVX-HC analizada tampoco fue capaz de infectar a
niveles detectables 4. #haliana; Jaubert y colaboradores tampoco fueron
capaces de detectar acumulacion alguna de la quimera PVX-12K (Jaubert
et al., 2011). Todos estos datos sugieren que otros procesos, aparte de la
supresion del silenciamiento génico, deben de estar siendo alterados por
la coinfecciéon del potyvirus, favoreciendo la acumulacién de PVX, en las
infecciones mixtas PVX-PPV en A. thaliana.

La infecciones mixtas PVX-PPV o con la quimera PPV-P25, como
era esperable, originaron en N. benthamiana sintomas mas graves que los
correspondientes a las infecciones sencillas de PVX o PPV, siendo la
infeccién de mayor virulencia la correspondiente a PPV-P25. En A.
thaliana, no se observaron diferencias notables entre la infeccién sencilla
con PPV o con la mixta PVX-PPV, seguramente porque en este
hospedador PVX, aun en presencia de PPV, acumula a bajo nivel. En
este hospedador, la mayor virulencia correspondié también a la quimera
PPV-P25. La expresion de P25 a partir de la quimera PPV-P25 derivé en
un incremento notable de la virulencia en relacion a las infecciones
sencillas con PPV, observandose una acusada reduccién en el peso
fresco de la planta, una fuerte disminucion en la produccion de semillas y
un aumento de la necrosis en las hojas de la roseta, lo que revela a P25

como un factor de virulencia asociado a necrosis también en _A. thaliana.

La mayor gravedad de los sintomas provocados por la quimera
PPV-P25 en comparaciéon con el par sinérgico PVX-PPV podria ser
debida a numerosos factores. La expresion de P25 a partir del vector

potyviral, como constituyente de la poliproteina potyviral inicial,
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conducirfa a una acumulaciéon de esta P25 equivalente a la del resto de
proteinas del virus, una vez la poliproteina es procesada. Esto
seguramente represente unos niveles de acumulaciéon de P25 muy
superiores a los que se producen en infecciones con PVX en presencia
de PPV, debido al control de la expresion del sgRNA1 de PVX. Este
sgRNAL, tal y como se ha descrito previamente (Verchot 7 al., 1998), se
acumula a niveles muy bajos en relaciéon al gRNA, o incluso a otro
sgRNA como es el de la CP, en la infeccién sencilla con PVX. En
presencia del potyvirus, aunque los niveles del sgRNAT1 se estabilizan, lo
que potencialmente podria ocasionar una mayor acumulaciéon de P25,
puede que esta aun sea baja en comparaciéon con la que tiene lugar en
infecciones con PPV-P25. Alternativamente, diferencias en la cinética de
infeccién de PVX y de PPV en la infecciéon mixta, podrian hacer que los
picos de acumulacién del P25 de PVX y de HC de PPV no solapen
perfectamente en la célula, de forma que aunque se incremente la
acumulacion de P25 esta no sea maxima. Con la quimera PPV-P25 la
cinética de infeccion seria la de un solo virus, y por tanto la accion
supresora de HC sobre el silenciamiento de PPV-P25, y la consiguiente
acumulacién de todos los factores virales, tendria lugar de forma

sincronizada en espacio y tiempo.

Las plantas de N. benthamiana y A. thaliana con las infecciones
mencionadas mas arriba se sometieron a distintos periodos de sequia, y
se analizaron diversos parametros. Asi, se determiné la tolerancia a la
deshidratacion, a través del calculo del contenido en agua, y se examiné
la eficacia biolégica o fitness, a través del recuento del nimero de plantas
productoras de semillas y de la cantidad de semillas producida por las
mismas. El efecto metabdlico de estos estreses se estimé a través del
analisis de imagenes de fluorescencia de las plantas, y en A. thaliana,
ademas, a través de la determinacién del contenido en hormonas clave y
metabolitos especificos. También se analiz6 mediante termografia el
impacto de la infeccién sobre la transpiracion, en plantas hidratadas y
sometidas a deshidratacién; la validez de esta técnica fue corroborada,
cuando fue posible, mediante mediciones directas a través de un
conductimetro aplicado sobre la hoja. En relacién a la transpiracion,

también se estudiaron parametros morfologicos tales como el nimero de
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estomas y la relacion estoma/células totales, o indice estomitico, en la
superficie abaxial de la hoja. También se llevo a cabo un analisis sobre el
efecto de las infecciones en la arquitectura de la raices en A. thaliana.
Para determinar el estado hormonal de las plantas y su relaciéon con la
tolerancia a la sequia, se analiz6 el contenido en agua de mutantes de A.
thaliana afectados en la sintesis o la percepcion de ABA, SA o JA, en
plantas no infectadas o infectadas con PPV-P25, sometidas a riego o a

estrés por sequia.

En consonancia con lo que se ha observado en otros trabajos,
todas las infecciones analizadas en la presente tesis fueron acompafiadas
de incrementos en la tolerancia a la deshidratacion, pues en todos los
casos el contenido en agua fue mayor en las plantas infectadas
deshidratadas que en los controles deshidratados no infectados. Fueron
las plantas infectadas con PVX-PPV, en N. bentamiana, o con la quimera
PPV-P25, en N. benthamiana y A. thaliana, las que precisamente
mostraron mayor tolerancia a la deshidratacion, lo que sugiere, al menos
dentro del conjunto de infecciones estudiadas, una asociaciéon entre

mayor virulencia y tolerancia a la sequia.

7.9. Infecciones viricas y eficacia biologica en el estrés por

sequia

Como se ha mencionado mas arriba, pudiera ser que una mayor
tolerancia a sequia de las plantas infectadas no redundase en un
incremento de su eficacia biologica respecto a plantas no infectadas, por
lo que este parametro fue analizado en detalle. En A. #haliana, las
infecciones con PPV o con PVX-PPV dieron lugar a incrementos en el
numero de plantas productoras de semillas respecto a plantas no
infectadas en una situaciéon de sequia extendida, aunque la produccion de
semillas por planta fue esencialmente la misma. En cambio, la infeccion
con la quimera PPV-P25, la de mayor virulencia, no aporté ninguna
ventaja a este respecto en relacion al control no infectado, pese a que
estas plantas mostraron el mayor grado de tolerancia a sequia. En el caso
de N. benthamiana, las infecciones menos virulentas, PVX o PPV, pese a

incrementar levemente la tolerancia a la deshidratacién, no afectaron de
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modo significativo a la eficacia biolégica del hospedador; en las
infecciones mas virulentas, PPV-P25 o PVX-PPV, la mayor tolerancia
fue acompanada, sin embargo, de una reduccion drastica en el nimero
de plantas productoras de semillas, en relacion a las infecciones sencillas
o al control no infectado. De este modo, tanto en N. benthamiana como
A. thaliana, el elevado perjuicio morfoldgico y fisiolégico ocasionado en
las plantas por las infecciones de mayor virulencia, no compensa el
posible beneficio que pudiera derivarse de una mayor aclimatacion
metabolica a la deshidratacion y de la mayor acumulacion de agua en la
planta. Por tanto, estos resultados ponen de manifiesto que no debe
inferirse para todos los patosistemas una conexiéon directa entre
tolerancia a la sequia y eficacia biolégica en el contexto de este estrés

combinado, sin considerar la contribucion negativa de la virulencia.

7.10. Infecciones viricas y transpiracion en el estrés por

sequia

Para ambos huéspedes, las infecciones analizadas condujeron a un
incremento en la densidad estomatica, pero no asi en el indice
estomatico. Esta ultima observacion se podria conciliar con el hecho de
que las infecciones provocaron reducciones en el tamano de las células
pero no alteraron la proporcién entre los distintos tipos celulares, lo que
conduciria a la mayor densidad estomatica observada. La conductancia
estomatica depende principalmente del tamano de los estomas y de la
densidad estomatica, habiéndose observado una fuerte correlacion
negativa entre ambos parametros. Un menor tamano de los estomas
combinado con una mayor densidad estomatica supone a su vez unos
mayores valores de conductancia, tal y como ha sido descrito por Franks
y colaboradores (Franks ez a/., 2009). Esta densidad estomatica, por tanto,
no parece un factor que contribuya positivamente a las tolerancias
observadas, en el sentido de disminuir las pérdidas de agua por

transpiracion.

Una mayor densidad estomatica no excluye, sin embargo, una
regulacion diferencial de la apertura y cierre de los estomas en las plantas

infectadas. Asi, en N. benthamiana, se observé una disminucién de la
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transpiraciéon para las infecciones con PPV-P25 y la infeccién mixta
PVX-PPV, tanto en los controles hidratados como durante el periodo de
deshidrataciéon, lo que puede constituir una explicacién a la mayor
tolerancia a la deshidrataciéon que mostraron estas plantas. En el caso de
A. thaliana, sin embargo, se observé un incremento en la transpiracién en
todas las plantas infectadas, mas acentuado aun en las infectadas con la
quimera PPV-P25, diferencias que se mantuvieron cuando las plantas se
sometieron a deshidratacion. Esta observacion esta en consonancia con
lo descrito para este hospedador cuando se infecté con otro virus de
RNA no relacionado, como es el cucumovirus CMV (Westwood et al.,
2013). Esta transpiracion incrementada podria deberse a la mayor
densidad estomatica, y hace improbable una contribuciéon positiva de
este factor a la tolerancia a la sequia observada en las infecciones de A.
thaliana. Los resultados sugieren que la tolerancia a la deshidratacion
inducida por las infecciones podria regularse a través de mecanismos
esencialmente diferentes en A. thaliana y en N. benthamiana en lo que
concierne a la regulacion de la pérdida de agua por transpiracion, lo que
no excluye la existencia de mecanismos comunes, como podrian ser la

aclimatacion metabolica y la modificacion de los balances hormonales.

En A. thaliana, también se analizé si estas infecciones podrtian
ocasionar cambios apreciables en la arquitectura radicular, en el sentido
de incrementar su superficie, lo que facilitaria la adquisiciéon de agua del
sustrato y justificaria los incrementos de tolerancia a la sequia
observados. No se encontraron diferencias relevantes en ninguno de los
parametros estudiados, lo que no excluye la posibilidad de que tuviera

lugar algtin cambio fisiolégico.

7.11. Infecciones viricas y aclimatacion al estrés por sequia

En plantas, la acumulaciéon de determinados metabolitos es una
estrategia comun para hacer frente al estrés por deshidratacion. Al
disminuir el potencial hidrico del suelo, también debe reducirse el de la
planta de forma que el primero siga siendo mayor que el segundo,
garantizando asi el flujo de agua (Verslues e a/., 20006). La disminucién

del potencial hidrico en la planta se consigue, entre otros mecanismos, a
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través de la acumulacion de solutos compatibles, los cuales no interfieren
con el metabolismo general aun a concentraciones elevadas (Verslues
et al., 2000). Para determinar si esta acumulacion estaba teniendo lugar en
A. thaliana infectada con los distintos virus, o bajo la infeccién mixta, y si
esto podria explicar el incremento en la tolerancia a la sequia observado,
se analizaron los perfiles metabdlicos de plantas no infectadas e
infectadas, sometidas a distintos regimenes hidricos, y se compararon
entre si. Estos distintos regimenes hidricos consistieron en plantas
hidratadas, plantas sometidas a un periodo de deshidratacion suave o a
uno intenso, y plantas rehidratadas tras el periodo de deshidratacion

intenso.

En este analisis, el tipo de régimen hidrico fue el principal factor
que influyé sobre el perfil de acumulaciéon de metabolitos. Varios
metabolitos frecuentemente asociados a la respuesta al estrés por sequia,
como el triptéfano, la prolina, la fructosa, la rafinosa, la 1soleucina o la
fenilalanina, se acumularon en todos los regimenes hidricos que
implicaban privacion de agua, en relacion a las plantas hidratadas (Bartels
vy Sunkar, 2005; Seki efal, 2007). Todas las infecciones analizadas
condujeron a una alteracion del perfil metabodlico de la planta previa a la
exposicion a la sequia, con metabolitos incrementados o disminuidos en
relacién a las sanas, lo que sugiere un estatus metabolico general alterado
por la infeccion viral. Este efecto fue mas marcado en plantas infectadas
con PPV-P25. Ademas, el analisis de los datos metabdlicos mediante
agrupamiento jerarquico (HCL, de hierarchical clustering) también mostro
como las plantas infectadas con la quimera PPV-P25, antes de la
deshidrataciéon, ya presentaban un perfil metabdlico particular,
claramente diferenciado del resto de infecciones virales. Entre los
metabolitos cuyos niveles se incrementaron esta la putrescina, cuyo papel
en la defensa frente a estreses abidticos ha quedado confirmado en
numerosos estudios previos (Seki ez al., 2007; Alcazar ef al., 2010; Alet
et al., 2011; Fernandez-Calvino ez al., 2014). Es posible que este estatus
metabélico alterado por la infeccion, de forma previa a la exposicion al
estrés por sequia, y que conlleva la acumulaciéon de metabolitos
protectores, aclimate a la planta al posterior estrés por sequia. De este

modo, pese a los mayores niveles de transpiracion, la acumulaciéon de
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metabolitos bajo esta infeccién podria explicar la tolerancia incrementada
a la deshidratacion que presentaron estas plantas de A. #haliana. La mayor
acumulacién de metabolitos podria ocasionar a su vez un coste adicional
en términos de eficacia reproductiva, ocasionando la disminucién en la
producciéon de semillas observada en relaciéon a las otras infecciones

menos virulentas.

Otro aspecto clave de la tolerancia a la sequia es la regulacion
dependiente del ABA. Esta hormona, tal y como se detallé en la
Introduccion, es responsable de la puesta en marcha de muchos de los
mecanismos de defensa frente a estreses (Fujita ef al, 2006; Verslues
et al., 2000; Seki ez al., 2007). Asi, por ejemplo, el ABA regula la apertura
y cierre de estomas (Daszkowska-Golec y Szarejko, 2013), esta implicado
en la sefializacion que deriva en la acumulaciéon de prolina durante el
estrés por sequia (Hayat efal, 2012) y modula el metabolismo de
poliaminas como la putrescina (Alcazar e al, 2000). Sin embargo, otras
hormonas también parecen jugar un papel clave en la tolerancia a este
estrés de forma independiente del ABA. Entre ellas, el SA es aquella en
la que mejor se ha caracterizado una accién promotora de la tolerancia a
la sequia. El SA interviene también en el cierre de estomas por
mecanismos independientes al ABA, y activa la expresiéon de enzimas
implicadas en la biosintesis de compuestos antioxidantes y de enzimas
responsables de la desactivacion directa de radicales libres (Miura e7 al.,
2013; Okuma ezal., 2014, Khan efal, 2015). El SA también se ha
relacionado con la acumulacién de prolina y de putrescina en algunas

plantas (Németh ez a/, 2002; Khan et al., 2015).

Por todo ello, aparte del estatus metabolico también se analizé el
contenido hormonal en A. thaliana, en plantas no infectadas o infectadas
bajo los regimenes hidricos mencionados mas arriba, y se compararon
entre si. Como era de esperar, en los controles no infectados se dio un
incremento en el contenido de ABA bajo deshidrataciéon intensa, en
relacion a los niveles de las plantas control bajo hidrataciéon. Sin
embargo, este incremento no se dio en las plantas infectadas. Las plantas
infectadas con la quimera PPV-P25 e hidratadas presentaron, a su vez,
los mayores niveles de acumulacion de SA, niveles que también se

mantuvieron mas elevados que en el resto en deshidratacién y en
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rehidratacion. Esta tendencia a la acumulacién de SA y ausencia de
cambios en la acumulacién de ABA en plantas infectadas, mas acentuado
en la infeccion mas virulenta con PPV-P25, sugiere que el
comportamiento antagénico descrito para ABA-SA podria estar teniendo
lugar en las condiciones del presente estudio. Cuando se analizé el
contenido en SA y en ABA para el conjunto de todos los tratamientos
hidricos e infecciones, se pudo determinar la existencia de una

correlacion negativa y significativa entre los niveles de ambas hormonas.

El papel del SA en la tolerancia a este estrés se analizé mas a fondo
a través del empleo de plantas transgénicas NahG de A. #baliana o de N.
benthamiana, atectadas en la acumulacion de SA debido a la expresion de
la enzima bacteriana salicilato hidroxilasa. El incremento de la tolerancia
a la sequia inducido por la quimera PPV-P25 en plantas silvestres, no
tuvo lugar en estas transgénicas NahG, situandose el contenido en agua
de las plantas deshidratadas NahG, infectadas o sanas, a niveles
equivalentes. En plantas de A. thaliana afectadas en la biosintesis de
ABA, aba2-1, hipersusceptibles a la deshidratacion, la infeccion con PPV-
P25 ocasionod, sin embargo, un incremento de la tolerancia a la
deshidratacion en relacion al control aba2-1 no infectado muy superior al
que se observa en las plantas silvestres. Esto ultimo podtia estar
ocasionado por la ausencia de ese efecto antagéonico ABA-SA, lo que
potenciaria la sefializacion por SA en estas plantas, como sugiere el
incremento en la acumulacién de PR-1 (de Pathogenesis-related 1, un gen de
respuesta a SA) en estas mismas plantas aba2-1 sanas o infectadas. Un
analisis equivalente a los anteriores llevado a cabo con plantas de A.
thaliana coi 1-1, afectadas en la percepcion del JA, mostré la contribucion
irrelevante de esta hormona a la tolerancia a sequia inducida por la
infeccion con PPV-P25 en estas plantas.

Todos estos hechos sugieren que es el SA, acumulado como
consecuencia de la infecciéon, el que desencadena los mecanismos
protectores que incrementan la tolerancia al estrés por sequia en las
plantas analizadas. Este efecto de aclimatacion metabodlica que produce la
infeccién, y que incrementa la tolerancia a la sequia, esta ligado en los
casos observados a la virulencia de la infeccion. Lla comparacion entre las

infecciones con la quimera PPV-P25, en relacion a la infecciéon con el

248



Discusion general

virus PPV, pone de manifiesto el papel fundamental de P25 en el
incremento de la virulencia. Por tanto, este factor es el responsable, en
ultima instancia, de la reprogramaciéon metabolica especifica que conlleva
la adquisicion de una mayor tolerancia a la sequia en las infecciones
sinérgicas PVX-PPV o con la quimera PPV-P25 en N. benthamiana, y de
la infeccién con PPV-P25 en A. thaliana. En el futuro, seria interesante
determinar hasta qué punto la virulencia determina la puesta en marcha
de mecanismos defensivos utiles en la tolerancia a la deshidratacion, y si
es posible desligar en algiin grado la primera de la segunda. Esto se
podria lograr a través del analisis de formas mutadas de P25, o de formas
viricas atenuadas, capaces de incrementar la tolerancia a la sequia en

ausencia del perjuicio derivado de una mayor virulencia.
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1. La proteina P25 de PVX (TGB1) es el principal determinante de
patogenicidad responsable de la necrosis sistémica (SN) asociada al
sinergismo PVX-potyvirus, en los hospedadores Nicotiana benthamiana y
N. tabacum.

2. P25 induce necrosis de forma dependiente de dosis. La proteina
HC (HCPro, de Helper component proteinase) de potyvirus actiia en los
sinergismos PVX-potyvirus estabilizando los niveles del RNA
subgenémico 1. Esto podria ocasionar, en ultima instancia, una mayor

acumulacion de P25 y ser el motivo de la aparicion de SN.

3. La necrosis inducida por P25 se desarrolla a través de
mecanismos que implican a factores comunes con la respuesta
hipersensible, como SGT1 (de Suppressor of the G2 allele of SKPT) y RAR1
(de Reguired for MI.A12 resistance 7). Ademas, esta necrosis parece estar
asociada a la actividad supresora del silenciamiento génico de P25. Todo
ello es compatible con la existencia de un hipotético factor R, el cual

reconoceria P25 de forma ineficaz.

4. Parametros asociados al cambio climatico, tales como el
incremento de la concentracién de CO; ([COy]) o las altas temperaturas
(T), tienen un efecto diferencial sobre la virulencia de las infecciones
sencillas frente a las infecciones mixtas, en los virus responsables del

sinergismo PVX-PPV (de Plum pox potyvirus), en N. benthamiana.

5. La alta [CO;] o la elevada T no modifican la actividad supresora
del silenciamiento génico de P25, aunque s tienen efectos dispares sobre
la capacidad necrogénica de este factor y sobre la carga viral. De este
modo, estos estreses ambientales deben de estar modulando otros
procesos distintos al silenciamiento génico, condicionando el resultado

de las infecciones en IN. benthamiana.

6. En Arabidopsis thaliana y N. benthamiana la quimera PPV-P25
presenta mayor virulencia que PPV. P25 actta, por tanto, como factor de

virulencia en distintos huéspedes.
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7. Las infecciones mas virulentas, PPV-P25 en N. benthamiana y A.
thaliana, y 1la combinacion PVX-PPV en N. benthamiana, confieren mayor
tolerancia a la sequia que las infecciones sencillas con PVX o PPV. Esta
mayor tolerancia, sin embargo, no siempre va acompanada de una mayor
eficacia biologica del hospedador. De este modo, los efectos beneficiosos
derivados de una tolerancia incrementada a la deshidratacion se pueden
ver contrarrestados por el perjuicio en la eficacia biologica que una
infeccién mas virulenta ocasiona sobre el hospedador. Las infecciones de
virulencia moderada, sin embargo, son capaces de producir incrementos
de la eficacia biolégica de la planta bajo condiciones de estrés por sequia,
aunque este fenotipo condicional varfa de forma dependiente de

hospedador.

8. Los mecanismos por los que las infecciones mas virulentas
inducen mayores niveles de tolerancia a la deshidratacién difieren entre
especies. Asi, en IN. benthamiana, la reduccion de la tasa de transpiracion
ocasionada por los virus probablemente es responsable de un
incremento en la tolerancia. Por otra parte, las infecciones incrementan
la tasa de transpiracion en A. thaliana, seguramente debido a la mayor
densidad estomatica, por lo que este factor no podria explicar la

tolerancia a la sequia de este hospedador.

9. En A. thaliana, las infecciones examinadas otorgan a estas
plantas un estado metabolico y hormonal alterado, caracterizado por la
elevada acumulacion de sustancias osmoprotectoras y antioxidantes, y
por un incremento en la acumulaciéon de acido salicilico (SA). Sin
embargo, las infecciones no van acompanadas de cambios en los niveles
de acido abscisico (ABA) durante el proceso de deshidratacién, que si
ocurren en las plantas no infectadas sometidas al estrés por sequia. Esta
aclimatacion metabolica y hormonal inducida por la infeccion, que es
mas intensa en la infeccion mas virulenta (PPV-P25), puede justificar la

tolerancia incrementada a la deshidratacion constatada en estas plantas.

10. El SA es la hormona implicada en la activaciéon de los
mecanismos protectores responsables de la tolerancia incrementada al
estrés por sequia en los dos hospedadores examinados, A. thaliana y N.

benthamiana.
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1. The P25 (T'GB1) protein of PVX is the main determinant of
pathogenicity responsible for systemic necrosis (SN) in PVX-potyvirus-
associated synergisms, in the experimental hosts Nicotiana benthamiana
and N. tabacum.

2. Necrosis induced by P25 is dose-dependent. Potyviral HC
(HCPro, Helper component proteinase) protein acts on PVX-potyvirus
synergisms by stabilizing the level of subgenomic RNA 1. This
stabilization may lead to higher accumulation of P25, which in turn may

cause SN.

3. P25-induced necrosis and hypersensitive response are executed
through shared mechanisms, involving factors like SGT1 and RARI.
Moreover, necrotic symptoms seem to be associated with the silencing
suppressor activity of P25. These results are compatible with a putative R
factor recognizing P25 inefficiently.

4. Parameters associated with climate change, such as increased
CO; concentrations ([COy]) or elevated temperatures (T), affect the
virulence of single and mixed infections in a different way, as
exemplified by the viruses responsible for the PVX-PPV (Plum pox

potyvirus) synergistic interaction in N. benthamiana.

5. High [CO;] or elevated T do not have any effects on the
silencing suppressor activity of P25, but they affect necrogenic properties
of this factor and viral titre in a different manner. Therefore, these
abiotic stresses may be modulating processes other than gene silencing,

which determine the outcome of the infection in N. benthamiana.

6. The chimeric virus PPV-P25 shows higher virulence than PPV
in both Arabidopsis thaliana and IN. benthamiana. So P25 acts as a virulence
factor in different hosts.

7. The most virulent infections, i.e. PPV-P25 in both A. thaliana
and N. benthamiana, and the combination PVX-PPV in N. benthamiana,

confer an enhanced drought-tolerant phenotype compared to single
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infections with PPV or PVX. Nevertheless, a higher tolerance to drought
is not always accompanied by an increase in fitness. So, the potential
benefits deriving from an increased tolerance to dehydration would be
counteracted by fitness costs caused by the most virulent infections in
the host. Nevertheless, infections showing moderate virulence are able to
increase host fitness under drought conditions, although this conditional

phenotype varies in a host-dependent manner.

8. The mechanisms by which the most virulent infections induce
higher tolerance to dehydration stress seem to differ between species. A
reduced transpiration rate caused by virus infection is likely responsible
for increased tolerance in IN. benthamiana. In the other hand, transpiration
rate is increased in A. thaliana, probably caused by higher stomatal
density and, thus, cannot explain virus-induced drought tolerance in this
host.

9. In A. thaliana, viral infections confer an altered metabolic and
hormonal status to plants, which is characterized by the accumulation of
antioxidant, osmoprotective compounds, and by increased levels of
salicylic acid (SA). However, infections are not accompanied by changes
in abscisic acid levels during the dehydration process, as occurs in non-
infected, stressed plants. This metabolic and hormonal acclimation
induced by infections, more prominent with the most virulent infection
(PPV-P25), could explain the increased tolerance to dehydration
observed in these plants.

10. SA is the hormone involved in activating the tolerance mechanisms
responsible for the increased tolerance to drought stress induce by virus
infection in both A. #haliana and N. benthamiana plants.
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