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RESUMEN

Esta tesis ha tenido como objetivo profundizar en el estudio de la evolucién de
los begomovirus asociados a la enfermedad del rizado amarillo del tomate (TYLCD) en
algunos de sus huéspedes. La TYLCD estd causada por un complejo de especies
virales pertenecientes al genero Begomovirus (familia Geminiviridae) y ocasiona
cuantiosas pérdidas econdmicas en tomate en numerosos paises donde se encuentra
difundido el insecto vector de los begomovirus, la mosca blanca Bemisia tabaci. La
resistencia genética mas explotada como estrategia de control es la proporcionada por
el gen de tolerancia Ty-1, proveniente de Solanum chilense. Debido al uso extensivo
de esta fuente de resistencia, el trabajo de la presente tesis hace énfasis en la

evolucion de estos begomovirus en tomate tolerante portador de este gen.

En primer lugar, se ha estudiado la evolucion de las cuasiespecies de los
begomovirus mas relevantes en Espafa [tomato yellow leaf curl virus (TYLCV), tomato
yellow leaf curl Sardinia virus (TYLCSV) y tomato yellow leaf curl Malaga virus
(TYLCMaV)] tras la inoculacién de sus clones infectivos en dos especies horticolas
(tomate con o sin el alelo de tolerancia Ty-1 y Phaseolus vulgaris) y un reservorio
silvestre (Solanum nigrum). Los resultados indicaron que el alelo Ty-1 disminuy6 en
tomate la eficacia bioldgica de TYLCSV y TYLCV (permitiendo una acumulacion
estable de TYLCMaV) y que ésta fue inferior a la alcanzada en P. vulgaris y S. nigrum.
La complejidad y heterogeneidad genéticas de los espectros de mutantes de las
regiones Rep, C4, IR, V2 y CP fue comparable a la encontrada para virus de RNA y
fue superior en P. vulgaris y S. nigrum. La adaptacion a los distintos huéspedes,
medida como cambios en la eficacia bioldgica, tuvo lugar sin variacion de la secuencia
consenso, a pesar de alta complejidad y heterogeneidad de las cuasiespecies virales
en todos los huéspedes. En segundo lugar, se estudid la evolucion de la cuasiespecie
viral en coinfecciones prolongadas de TYLCV y TYLCSV en tomate con o sin el alelo
Ty-1. La progenie resultante a los 421 dpi presenté una alta frecuencia de genomas
virales recombinantes, en muchos casos con mas de dos puntos de recombinacién.
Sélo en ausencia del alelo Ty-1, se han detectado genomas defectivos de diversos
tamafos formados por deleciones, repeticiones, inversiones y translocaciones a partir
de los virus parentales. En tercer lugar, para localizar los determinantes moleculares
de distintos aislados de begomovirus asociados a TYLCD que dan cuenta del
comportamiento biolégico diferencial en tomate con el alelo Ty-1, se emplearon clones

infectivos de virus quiméricos y mutantes. Los resultados reflejaron que la diferencia



de acumulacion entre TYLCV-MId y TYLCSV-ES en tomate tolerante reside en las
regiones gendmicas Rep, C4 e IR, probablemente debido a la actividad supresora del
silenciamiento génico transcripcional producido por el alelo Ty-1. TYLCV-IL y las
quimeras derivadas de éste y de TYLCV-MId indujeron una leve expresion de
sintomas en el huésped tolerante, aunque no se han podido localizar los
determinantes moleculares de virulencia asociados. El mutante de TYLCV-MId
deficiente en la proteina C4 mostré una mayor acumulacién en presencia del alelo de
tolerancia Ty-1 respecto al correspondiente virus salvaje, por lo que apoya su papel
como factor de patogenicidad. Finalmente, para determinar si es posible romper la
tolerancia a begomovirus mediada por el alelo Ty-1 en tomate, se incrementd la
diversidad genética viral empleando dos estrategias. En la primera, el tratamiento de
plantas infectadas con el analogo de base 5-fluorouracilo tuvo un efecto mutagénico
leve sobre el genoma de los begomovirus (probablemente causada por una fuerte
seleccion purificadora) y una elevada toxicidad en tomate. En la segunda estrategia, la
elevada diversidad genética presente en la mutateca producida por error-prone rolling
circle amplification (epRCA), tras su inoculacién en tomate y varios pases de injerto, se
redujo a algunas mutaciones polimérficas (sinbnimas o cuyo impacto estuvo cercano a
la neutralidad) detectadas en la secuencia consenso viral. En ningun caso se han
obtenido signos de superacién de la tolerancia. La durabilidad de la tolerancia a
begomovirus puede atribuirse a una fuerte presion purificadora presente en tomate

superior a la seleccién adaptativa que pudiese ejercer el producto del gen Ty-1.



CONCLUSIONES

1. TYLCV y TYLCSV presentaron una mayor eficacia biolégica en P. vulgaris
y S. nigrum que en tomate. La eficacia bioldgica de TYLCMaV no se ve

afectada por la presencia del alelo Ty-1.

2. La complejidad y la heterogeneidad genéticas de los begomovirus fue
mayor en P. vulgaris y S. nigrum que en tomate, especialmente en las
regiones V2, IRy CP.

3. La adaptacién de los begomovirus a los distintos huéspedes, reflejada por
los cambios en la eficacia bioldgica, tuvo lugar sin variacién de la secuencia
consenso en ninguna de las cuasiespecies, a pesar de la alta complejidad y

heterogeneidad detectada en todos los huéspedes.

4. La progenie generada en las coinfecciones prolongadas de TYLCV y
TYLCSV en tomate mostré una alta frecuencia de genomas virales
recombinantes, a menudo asociados a patrones de recombinacion
complejos. En presencia del alelo Ty-1, la progenie mostré una mayor

frecuencia de genomas de virus recombinantes.

5. En las coinfecciones prolongadas de TYLCV y TYLCSV en tomate en
ausencia del alelo Ty-1, y no en el huésped tolerante, se formaron genomas
defectivos de diversos tamafos con caracteristicas genéticas complejas,
incluyendo fendmenos de recombinacion, delecién, duplicacion, inversion y

translocacion.

6. El estudio del comportamiento biolégico de los virus quiméricos apunta a
que probablemente en las regiones Rep, C4 e IR se localicen los
determinantes moleculares implicados en la acumulacion diferencial de
TYLCV y TYLCSV en presencia del alelo Ty-1.

7. El mayor nivel de acumulacién asociado al mutante de TYLCV deficiente en
la proteina C4 respecto al correspondiente virus salvaje refleja el posible
papel de este factor viral como determinante de avirulencia en tomate con

el alelo de tolerancia Ty-1.



8.

10.

11.

TYLCV-IL, asi como los virus quiméricos derivados de éste con TYLCV-
MId, son capaces de superar la tolerancia asociada al alelo Ty-7 induciendo
la expresion de sintomas, aunque mantienen una acumulacion disminuida

respecto a tomate susceptible.

La mutagénesis por epRCA ha supuesto una estrategia eficiente para
incrementar la diversidad genética de TYLCV a partir del clon infectivo,
llegando a multiplicar por 9 la complejidad e incluso el grado maximo de
heterogeneidad. En cambio, con el tratamiento con el analogo de base
mutagénico 5-fluorouracilo, se ha conseguido un modesto incremento de la
frecuencia de mutacion de TYLCV y TYLCSV y se ha visto que resulta muy

téxico para el huésped.

La inoculacion de la mutateca de TYLCV generada por epRCA en tomate
ha producido la aparicibn de mutaciones polimérficas en la secuencia
consenso de la cuasiespecie viral. El caracter probablemente neutro del
impacto de la mayoria de estas mutaciones lleva a pensar en la accién de
una fuerte seleccion negativa y sucesivos cuellos de botella sobre la

diversidad genética inicial.

A pesar de la alta diversidad genética presente en la mutateca de TYLCV,
no se ha observado ningun evento de superacion de la tolerancia asociada
al alelo Ty-1, incluso habiendo prolongado la replicacion viral en el huésped
a través de injertos. Asumimos que esto se debe a que la seleccién positiva
que pudiese ejercer la presencia del alelo Ty-1 a favor de un virus mutante

sea inferior a la fuerte seleccién negativa que se ha visto en tomate.



