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RESUMEN:

Botrytis cinerea es un hongo patégeno de plantas que causa podredumbre gris en mas de 3000
especies de plantas, incluyendo mas de 200 cultivos. Se encuentra ampliamente distribuido por
todo el mundo y causa importantes pérdidas econdmicas en cultivos como la vid, tomate, o
pimiento, entre otros. Existen diversos factores que lo hacen uno de los principales hongos
patégenos del mundo. En primer lugar, ademds de presentar una amplia gama de huéspedes,
posee diversas formas de infeccion y supervivencia que incluyen esporas, micelio y esclerocios.
Estas estructuras pueden infectar distintas partes de la planta en campo, y a los frutos en
postcosecha. En segundo lugar, B. cinerea presenta una gran plasticidad genética que le permite

generar resistencia a fungicidas en un tiempo corto. La principal medida de control de B. cinerea



es la aplicacién de fungicidas quimicos, pero debemos encontrar alternativas mas respetuosas
con el medio ambiente, que eviten la generacidn de resistencias en el hongo, y que puedan ser
usadas en estrategias de control integrado. En la bisqueda de soluciones alternativas mas

sostenibles el uso de micovirus se encuentra en pleno proceso de investigacion.

Los micovirus son virus que infectan a hongos de manera natural. A pesar de que la mayoria de
micovirus no presentan ningun efecto observable en el fenotipo del hongo, existen cada vez mas
ejemplos de micovirus que son capaces de reducir la virulencia de los hongos en la planta. Esta
tesis tiene como objetivo caracterizar el micoviroma del hongo B. cinerea en aislados de campo
procedentes de vid, para asi poder proponer nuevas vias de control biolégico basadas en el uso
de micovirus. En este trabajo se obtuvo una coleccién de aislados de campo de B. cinerea que
se encontraron infectando racimos de uvas de vifiedos de diferentes regiones de Espafia (Jerez,
La Rioja, Penedés y Ribera del Duero) y de ltalia (Piemonte, Lombardia, Véneto, Basilicata y
Sicilia). A partir de la coleccidn obtenida, se llevé a cabo una caracterizacion biolédgica de los
aislados de Espafia para determinar su fenotipo y su virulencia, e identificar aislados
hipovirulentos para, posteriormente, asociar la disminucién de virulencia con la presencia de
determinados micovirus. Los datos obtenidos muestran que algunos de los aislados son
hipovirulentos, y que esa caracteristica puede estar asociada con la presencia de micovirus. Por
otra parte, se determind el micoviroma de las colecciones de Espafia e Italia mediante
secuenciacién masiva de ARN total (RNA-Seq). Los datos obtenidos de RNA-Seq fueron
analizados mediante un pipeline bioinformatico y se detectaron un total de 92 micovirus. Los
micovirus identificados pertenecian a diversas familias de virus con genomas de ARN de simple
cadena y sentido positivo y negativo, de ARN de doble cadena y de ADN de simple cadena
circular. Algunos de los virus identificados pertenecian a grupos que no habian sido asociados
previamente a B. cinerea como narnavirus y micovirus tipo alfavirus, umbravirus y timovirus de
ARN de simple cadena positiva; virus bisegmentados y tetrasegmentados de ARN de doble
cadena; un virus trisegmentado de ARN de simple cadena negativa y un virus de DNA de simple
cadena circular. Entre los resultados mas relevantes obtenidos, se descubrieron los primeros
micovirus trisegmentados relacionado filogenéticamente con los narnavirus, Botrytis cinerea
binarnavirus 1, 2, 3y 5 (BcBNV1, 2, 3, y 5), que tienen el gen que codifica para la RNA polimerasa
dependiente de RNA (RdRp) dividido en dos segmentos gendmicos; se identificd el primer virus
trisegmentado tipo bunyavirus, Botrytis cinerea bocivirus 1, con segmentos gendmicos
monocistrénicos que codifican para una RdRp, una proteina de capsida y una proteina hipotética
relacionada con las proteinas de movimiento de virus de plantas. Adicionalmente, se identifico

el primer micovirus tetrasegmentado de ADN de simple cadena de circular perteneciente a la



familia Genomoviridae, Botrytis cinerea ssDNA virus 1 (BcssDV1). BcBNV2 y BessDV1 han sido
caracterizados molecularmente en detalle en esta tesis doctoral. Adicionalmente, se intenté la
construccion de un clon de cDNA basado en BcBNV2 para determinar los requerimientos del
micovirus para replicar su genoma usando dos proteinas independientes que deben constituir
una RdRp funcional. El desarrollo de sistemas genéticos reversos basados en micovirus es util
para realizar estudios de gendmica funcional del hongo. Para ello se caracterizd molecularmente
un virus previamente identificado infectando B. cinerea en distintas partes del mundo, Botrytis
virus F (BVF), y se uso para construir un clon infeccioso. La construccién del clon infeccioso fue
exitosa y permitié determinar la region promotora de la sintesis del RNA subgendmico para la
traduccion de su proteina de cdpsida, y el efecto de la infeccidn sobre el fenotipo de dos cepas
del hongo, una cepa de laboratorio libre de virus, y una cepa de campo infectada con otros dos
micovirus. El no efecto sobre el fenotipo del hongo, o la disminucidn de la virulencia de la cepa
del hongo infectada con otros micovirus, lo convierten en un candidato ideal para usarlo en

estrategias de control biolédgico o biotecnoldgico.

En resumen, los resultados de esta tesis han permitido ampliar el conocimiento de la gran
diversidad micoviral existente, de la transferencia horizontal de micovirus entre diferentes
hongos, pero también de eventos de cruces de virus entre reinos, frecuentemente, hongos y

plantas; y generar herramientas que pueden ser usadas en estrategias de control bioldgico y

para el estudio de las interacciones entre micovirus, hongos y plantas.

La doctoranda, y algunos de los miembros del tribunal y directores después de la defensa de
la tesis. De izquierda a derecha: Julio Javier Diez Casero (Vocal), Dolores Fernandez Ortufio
(Vocal), Ana Ruiz Padilla (Doctoranda), Maria Angeles Ayllén Talavera (Directora de la tesis),
Fernando Garcia-Arenal Rodriguez (Presidente), Massimo Turina (Vocal) y Soledad Sacristan
Benayas (Secretaria).
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