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The planet is a pretty amazing thing, it’s big and
horrible, and big and wonderful, and it does all
kinds of things we don’t know anything about.

— Kary Mullis

A.P.

Why do we fall sir?

So that we can learn to pick ourselves up.
B.W.

You still haven’t given up on me.
A.P.

Never

Batman Begins (2005)
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Summary

Fungal viruses (micoviruses) are viruses that infect fungi. Micoviruses are widespread
throughout the major taxonomic groups of fungi, including plant-pathogenic species. They
lack extracellular routes of transmission and are transmitted intracellularly by hyphal
anastomosis (horizontal transmission) and during sporogenesis (vertical transmission).
Frequently, mycovirus infections are cryptic, i.e. no discernible phenotypic effects are
observed in their hosts, but in some cases the viral infection has been associated with the
alteration of particular phenotypic traits in its fungal host. The most interesting cases are
those of mycoviruses that induce hypovirulence in phytopathogenic species, that is, that
reduce the virulence of the fungus against its host plant, because the possibility of using
them as biological control agents of the diseases caused by their fungal hosts. Mycoviruses
that induce hypovirulence have all single-stranded (ss) or double-stranded (ds) RNA
genomes, and include representatives of the families Totiviridae, Chrysoviridae, Hypoviridae,
Narnaviridae and Reoviridae. In this study we describe the complete genomic structure, the
effect on the fungal phenotype, and the transmission, of mycovirus Fusarium oxysporum f.
sp. dianthi virus 1 (FodV1), a new member of the family Chrysoviridae identified in isolate
Fod 116 of Fusarium oxysporum f. sp. dianthi. FodV1 consists of four dsRNA segments of
3,555 bp (dsRNA1), 2,809 bp (dsRNA2), 2,794 bp (dsRNA3), and 2,646 pb (dsRNA4),
respectively. DsRNA1 and dsRNA3 encode a RNA-dependent RNA polymerase and a coat
protein, respectively; dsRNA2 and dsRNA4 encode hypothetical proteins with unknown
functions. Phylogenetic analysis using aminoacid sequences places FodV1l in the
Chrysoviridae family, very close to the designated as “chryso-like” mycoviruses, all of them
associated to the alteration of phenotypic traits in their hosts. The effect of FodV1 on the
phenotype of the fungus has been analysed using two versions of isolate Fod 116: the
original one infected with a very high titer of the virus (Fod 116V"), and another one with a
very low titer obtained by single conidia selection (Fod 116V’). Comparative analysis of both
versions evidences a significative effect of FodV1 on all the phenotypic traits analyzed.
Presence of a high titer of FodV1 in isolate Fod 116 alters the morphology and reduces the
radial growth of the colony on solid medium, diminishes the conidiation in liquid medium,
and reduces the virulence against carnation of its fungal host. All these results place FodV1
in the group of hypovirulent micoviruses, and open the possibility to its use as a biological
control agent of Fusarium wilt of carnation. The successful application of mycoviruses to the
control of phytopathogenic fungi depends both on their ability to stably accumulate in the
fungal host and on their efficient transmission among isolates in the natural fungal
populations. FodV1 reaches a very high level of accumulation in the originally infected
isolate. Results obtained in this work show that this high level remains stable over time,
after successive subculture or passage through plant. Moreover, it has also been shown that
FodV1 can be transferred by hyphal anastomosis among vegetatively compatible isolates. To
evidence this, we have used the strain originally infected (Fod 116V*, donor), and another
vegetatively compatible virus-free strain that had been previously transformed with a
hygromycin resistance gene (Fod 77Hyg", recipient). Results obtained show that FodV1 not
only transfers to the recipient isolate, but also accumulates at a similar high level in it.
Comparative analysis of isolates Fod 77Hyg" (virus-free) and Fod 77Hyg"V* (virus-infected)



proves that FodV1 induces in its new host similar phenotypic alterations that those
described in the original infected isolate Fod 166V"*. Another factor that could contribute to
the spread of the mycovirus in the fungal population is the efficiency in the vertical
transmission through asexual spores. In this Thesis we have analized the efficiency in the
vertical transmission of FodV1 in both virus-infected isolates, Fod 116V* and Fod 77Hyg"V".
Results show that this efficiency varies depending on the isolate considered. FodV1 is the
first mycovirus associated to hypovirulence identified in the species F. oxysporum.

Resumen



Los micovirus son virus que se encuentran infectando a hongos. Estas infecciones viricas
afectan a la mayoria de los grupos taxondmicos de hongos, incluyendo los hongos
patdgenos de plantas. La caracteristica mas sefialada de los micovirus es que carecen de
una ruta extracelular de infeccidn, y solo se transmiten intracelularmente mediante
anastomosis hifal (transmisidon horizontal) o durante la esporogénesis (transmisidn
vertical). Usualmente, las infecciones por micovirus son asintomaticas, pero en algunos
casos la infeccion viral se ha asociado a la alteracion de determinados caracteres
fenotipicos en sus hongos hospedadores. Particularmente interesantes son los micovirus
que inducen hipovirulencia en especies fitopatdgenas, es decir, que reducen la
virulencia del hongo frente a su planta huésped, debido a la posibilidad de ser utilizados
como agentes de control biolégico de las enfermedades causadas por sus hongos
hospedadores. Todos los micovirus asociados a hipovirulencia tienen genomas de RNA
de cadena sencilla (ssRNA) o de cadena doble (dsRNA), e incluyen representantes de las
familias Totiviridae, Chrysoviridae, Hypoviridae, Narnaviridae y Reoviridae. En este
trabajo se describe la estructura gendmica completa, el efecto sobre el fenotipo del
aislado hospedador, y la transmisién, del micovirus Fusarium oxysporum f. sp. dianthi
virus 1 (FodV1), un nuevo miembro de la familia Chrysoviridae identificado en el aislado
Fod 116 de Fusarium oxysporum f. sp. dianthi. FodV1 consta de 4 segmentos de dsRNA
de 3.555pb (dsRNA1), 2.809 pb (dsRNA2), 2.794 pb (dsRNA3), y 2.646 pb (dsRNA4).
DsRNA1 y dsRNA3 codifican una ARN polimerasa dependiente de ARN y una proteina
de la capsida, respectivamente; dsRNA2 y dsRNA4 codifican proteinas hipotéticas de
funcién desconocida. El andlisis filogenético basado en las secuencias aminoacidicas
sitia a FodV1l en la familia Chrysoviridae, dentro del grupo de los que han sido
denominados como “chriso-like” micovirus, todos ellos asociados a la induccién de
alteraciones fenotipicas en sus hongos hospedadores. El efecto de FodV1 sobre el
fenotipo del hongo se ha determinado utilizando dos versiones del aislado portador Fod
116: una con titulo elevado del virus (la versién original, Fod 116V"), y otra con niveles
residuales de infeccion viral, obtenida mediante seleccién y analisis de conidias (Fod
116V"). El andlisis comparado de ambas versiones ha puesto de manifiesto un efecto
significativo del micovirus FodV1 sobre todos los caracteres fenotipicos analizados. La
presencia de titulos altos de FodV1 en el aislado Fod 116 altera la morfologia y reduce la
velocidad de crecimiento radial en medio sélido, disminuye la tasa de conidiacidn en
medio liquido, y reduce la virulencia sobre clavel del aislado fiungico. Todos estos
resultados identifican a FodV1 como un nuevo micovirus inductor de hipovirulencia, con
potencial para ser utilizado como agente de control bioldgico. El éxito en la utilizacién
de micovirus para controlar poblaciones de hongos fitopatdogenos depende de la
capacidad del micovirus para acumularse de manera estable en su hospedador fungico,
asi como de su eficiencia para transmitirse entre aislados y dispersarse en las
poblaciones fungicas naturales. FodV1 presenta un elevado nivel de acumulacion en su
aislado portador original. Nuestros resultados demuestran que este nivel de
acumulacién permanece estable a lo largo del tiempo, tras sucesivos subcultivos, o
después del paso por planta. Por otra parte, también ha quedado demostrado que
FodV1 puede transferirse mediante anastomosis hifal entre aislados vegetativamente
compatibles. Para evidenciar dicha transferencia se ha utilizado el aislado originalmente
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infectado (Fod 116V", donante) y otro aislado compatible libre de virus y marcado con
un gen de resistencia a higromicina (Fod 77Hg®, receptor). Los resultados evidencian que
el virus no solo se transfiere al aislado receptor, sino que ademas se acumula en éste a
niveles inusualmente altos, similares a los detectados en el aislado donante. El andlisis
comparado de los aislados Fod 77Hg" (libre de virus) y Fod 77Hg V" (infectado con el
virus) ha puesto de manifiesto que FodV1 induce en el nuevo aislado hospedador las
mismas alteraciones fenotipicas identificadas en el aislado originalmente infectado. La
otra via de diseminacion de la infeccidn viral es a través de las esporas asexuales, o
transmisidn vertical. En esta tesis se ha analizado la eficiencia en la transmisién vertical
de los dos aislados infectados con FodV1, Fod 166V' y Fod 77Hg"V’. Los resultados
muestran que dicha eficiencia varia dependiendo del aislado considerado. FodV1 es el
primer micovirus asociado a hipovirulencia identificado en la especie F. oxysporum.



CAPITULO 1: INTRODUCCION GENERAL



Capitulo 1

1.1. El cultivo del clavel

El clavel (Dianthus caryophyllus L.) es una planta herbacea perteneciente a la familia de las
Caryophyllaceae, originaria de la cuenca mediterranea. Como en el caso de otras flores, los
claveles reciben su nombre en la antigua Grecia, cuando los sabios de la época empezaron a
realizar los primeros compendios de botdnica de la zona. Fue el griego Theopharastus quien
catalogo la flor bajo el nombre "Dianthus". El nombre deriva de dos palabras griegas: "Dia",
o Dios; y "anthos", que significa flor. En otras palabras, los claveles fueron reconocidos por
su belleza como "las flores de Dios".

Los primeros claveles adaptados a la produccion de flor cortada fueron seleccionados en
Lyon alrededor del afio 1845. A partir de 1942, William Sim obtuvo por hibridaciones y
selecciones una serie de claveles que llevan su nombre "Clavel Sim o Clavel Americano", que
han dado origen al espectacular desarrollo de la produccién en invernadero y bajo tuneles
(Fig. 1a).

Fig. 1. El cultivo del clavel. a Cultivo en invernadero de distintas variedades de clavel. Foto cedida por la empresa Barberet &
Blanc (Puerto Lumbreras, Murcia). b Clavel estandar. Fuente: https://www.pinterest.com.mx/pin/668080925943709157/ ¢ Mini
clavel. Fuente: http://chipionaflor.com/tienda/mini-clavel/20-mini-clavel.html

Los claveles estandar y miniatura son una de las mas importantes flores de corte en el
comercio mundial (Figs. 1b y 1c). Ademas, debido a su facil y rdapida multiplicacién, el clavel
es objeto de un importante comercio internacional de esquejes. Estados Unidos es el mayor
mercado de clavel del mundo y en la actualidad Colombia, con mas de 4.000 hectareas
dedicadas a este cultivo, es el principal proveedor y el principal productor mundial de clavel
estandar. En Espafia, aunque no se dispone de datos actualizados, se estima que la
superficie dedicada al cultivo ronda las 2.000 hectareas. Andalucia se sitla a la cabeza con
unas 1000 hectareas de cultivo, y el 80% de la produccidn de clavel espafiol. Las zonas de
produccién andaluzas se concentran fundamentalmente en las provincias de Cadiz
(localidades de Chipiona, Sanltcar de Barrameda, Jerez, Arcos y Rota) y, en menor medida,
Sevilla (localidades de Los Palacios, Lebrija, EI Cuervo, Las Cabezas de San Juan y Utrera).
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1.2. La fusariosis vascular del clavel

La fusariosis o marchitez vascular del clavel, causada por el hongo de suelo Fusarium
oxysporum f. sp. dianthi (Fod), es la enfermedad mds importante y severa de las que afectan
al cultivo del clavel en practicamente todo el mundo (Baayen, 1988; Garibaldi y Gullino,
1987).

Como ya hemos mencionado, la principal area de producciéon de clavel en Espafia se
localiza en la costa noroeste de Cadiz, y es alli donde los problemas de fusariosis
comenzaron a aparecer sobre los afos 1980-1982, es decir, apenas cinco afios tras la
introduccion de las primeras plantaciones de clavel alrededor del afio 1975 (Garcia-Ruiz et
al., 2009). Prospecciones llevadas a cabo en esa zona entre marzo de 2004 y marzo de 2007,
pusieron de manifiesto la presencia de Fod en un 74.30% de la superficie muestreada
(Garcia-Ruiz et al., 2009). Prospecciones posteriores, realizadas entre los afios 2008 y 2014,
evidenciaron igualmente una elevada presencia del patégeno en los suelos muestreados
(Gémez-Lama et al., 2012). Esta amplia diseminacion del patégeno, unida a las condiciones
climatoldgicas de la zona, hace que el potencial de desarrollo de la enfermedad sea muy alto

(Fig. 3).

Fig. 3. Invernadero de clavel afectado por fusariosis (F.
oxysporum f. sp. dianthi).
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1.2.1. El agente patogeno: Fusarium oxysporum f. sp. dianthi

Fusarium oxysporum f. sp. dianthi es un hongo necrotrofo, capaz de sobrevivir en el suelo
durante afios en ausencia de la planta huésped. Crece por medio de micelio, sobre el cual
puede formar tres tipos de conidias:

e Microconidias: unicelulares, de pared delgada, de forma redonda o elipsoidal (5-13 pum x
1.6-5 um) (Fig. 4a).

e Macroconidias: de 3-6 células, de pared también delgada, en forma de huso (36-70 um x
3-6.3 um). Las macroconidias pueden degradarse fragmentandose en células individuales
cuyas paredes se engrosan formando estructuras de supervivencia (Fig. 4b).

e Clamidosporas: miden 8-12 um vy tienen la pared engrosada; su funcién es
particularmente aquella de la supervivencia en ausencia de planta huésped (Fig. 4c).
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Fig. 4. Morfologia de las conidias de Fusarium oxysporum. a Microconidias de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. b
Macroconidias de Fusarium oxysporum f. sp. dianthi en azul de lactofenol. ¢ Clamidosporas de Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici. Fotos a y c tomadas por: Toussoun, TA, and Nelson, P.E., 1976
https://projects.ncsu.edu/cals/course/pp728/Fusarium/Fusarium_oxysporum.htm. Foto b tomada por: Casanova, C. en el
laboratorio de Dr. José M. Melero Vara.

F. oxysporum f. sp. dianthi infecta al clavel desde el suelo. El patégeno se localiza a
distintas profundidades en el suelo y puede infectar a la planta en cualquier época del afio,
aunque se detecta mas frecuentemente desde principios de primavera a inicios del verano y
al comienzo del otofio, cuando las condiciones climatoldgicas son mas favorables para el
desarrollo del hongo (Ben-Yephet et al., 1996). La enfermedad se inicia con el crecimiento
de las hifas o con la germinacidn de las clamidosporas en dormancia estimuladas por los
exudados secretados por las raices de las plantas de clavel. Las hifas del hongo penetran
directamente la epidermis de las raices, pasan a la corteza y a la endodermis e invaden los
vasos xilematicos (Baayen, 1988; Baker et al., 1978). Las hifas también pueden penetrar a
través de las heridas, hechas en forma mecanica durante el manejo de los esquejes o bien
por nematodos, insectos, o miridapodos (Garcia-Ruiz et al., 2009). Una vez dentro de la

4


https://projects.ncsu.edu/cals/course/pp728/Fusarium/Fusarium_oxysporum.htm

Introduccién General

planta, el hongo progresa hacia el tejido vascular intracelularmente, e invade los vasos del
xilema (Nelson et al, 1960). El patdégeno coloniza por crecimiento de micelio o por
transporte pasivo de microconidias en la corriente xilematica (Baayen, 1988).

1.2.2. Sintomatologia

Los sintomas aparecen cuando el hongo empieza a colonizar, y por tanto a ocluir, los vasos
xilematicos. La falta de agua y nutrientes provoca el decaimiento de la planta y su muerte.
Generalmente, la enfermedad progresa acrépetamente. Primero las hojas basales
amarillean, y puede aparecer un enrollamiento hacia abajo de la parte superior de la planta.
En los estadios avanzados, el amarilleamiento afecta también a las hojas superiores, y la
planta se seca y muere. Internamente puede observarse una decoloracion café en los tejidos
vasculares (Fig. 5).

Fig. 5. Proliferacion en tallo de la Fusariosis
vascular del clavel. Tallo de clavel en el que
se observa la invasion de los tejidos
vasculares por Fusarium oxysporum f. sp.
dianthi (http://donsgarden.co.uk/pests).

En lo que respecta al sistema radical, al principio las raices permanecen intactas, pero mas
tarde se pudren, y al arrancar la planta ésta se rompe por el cuello, quedando parte de las
raices en la tierra.

1.2.3. Diversidad de las poblaciones del patégeno

Fusarium oxysporum f. sp. dianthi (Fod), al igual que otras formas especiales de F.
oxysporum, presenta una amplia diversidad genética y patogénica. Se han descrito once
razas fisiolégicas de Fod en base a diferencias en la reaccidon de cultivares de clavel
diferenciadores. Inicialmente, Garibaldi (1977) describid la existencia de las razas 1y 2 en
Italia y en Francia. Con posterioridad, se describieron seis razas mas (razas 3 a 8) (Aloi y
Baayen, 1993; Garibaldi, 1983), aunque la raza 3 fue después redefinida como F. redolens f.
sp. dianthi raza 3 (Baayen et al., 1997). Finalmente, se identificaron tres nuevas razas
infectando claveles en Australia (raza 9, Wright et al.,, 1996) y Holanda (razas 10 y 11,
Baayen et al., 1997).
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La raza 2 (R2), que probablemente se origind en Europa, se ha extendido a la mayoria de
los paises productores a través del material de propagacion, y en la actualidad se encuentra
distribuida por todo el mundo (Aloi y Baayen, 1993; Baayen et al., 1997). Lasrazas 1 (R1) y 8
(R8) se originaron aparentemente en la Riviera Italiana, donde se asociaron especificamente
a los ecotipos mediterraneos de clavel (Garibaldi et al., 1986). La raza 4 (R4) esta asociada
con los cultivares de clavel americanos y ha sido descrita en EEUU (Aloi y Baayen, 1993;
Baayen et al., 1997), Italia (Garibaldi, 1983; Garibaldi et al., 1986), Israel (Ben-Yephet et al.,
1992), Espana (Aloi y Baayen, 1993; Andrés Arés et al., 2001; Baayen et al.,, 1997) y
Colombia (Cevallos et al., 1990). Las razas 5 (R5), 6 (R6) y 7 (R7) han sido descritas en Gran
Bretafia, Francia y Holanda (Garibaldi, 1983), pero en la actualidad se conservan pocos
representantes de éstas. Por ultimo, las razas 9, y 10 y 11 parecen muy restringidas a las
zonas geograficas donde se identificaron (Wright et al., 1996; Baayen et al., 1997).

Como ya hemos dicho, la raza 2 es la mas ampliamente extendida, y ha sido localizada en
todas las zonas productoras del mundo (Aloi y Baayen, 1993; Baayen et al., 1997). En
Espafia, igualmente, la raza mas ampliamente distribuida es la R2 (Andrés Arés et al., 2001;
Tello y Lacasa, 1990), aunque en zonas y momentos determinados también se ha referido la
presencia de las razas R1, R4 6 R8 (Aloi y Baayen, 1993; Andrés Arés et al., 2001; Baayen et
al., 1997). En las zonas productoras Andaluzas, los muestreos mas recientes indican la
presencia conjunta de las razas R1 y R2 (Gomez-Lama Cabanas et al., 2012). La diversidad
patogénica descrita en Fod se corresponde con una diversidad genética que también ha sido
objeto de estudio. El analisis de dicha diversidad llevé a final de los 90 al desarrollo de
protocolos basados en PCR-especifica que permitian identificar a aislados de R1 o R8, de una
parte, y a aislados de R2, R5 o R6, de otra (Chiochetti et al., 1999). Posteriormente, el
analisis de una amplia coleccidn de aislados de R1 y R2 obtenidos de las zonas productoras
del Sur de Espafia puso de manifiesto por primera vez la existencia de diversidad molecular
dentro de estas razas, y llevé al disefio de nuevos iniciadores para PCR especifica que
permitian la identificacidon de los definidos como grupos moleculares dentro de cada raza
(Gémez-Lama Cabanas et al., 2012). Mas aun, la realizacion de pruebas de patogenicidad
comparativa con representantes de los grupos moleculares definidos dentro de cada raza
permitio asignar perfiles de virulencia diferentes a cada grupo, asignando un perfil de alta
virulencia a los aislados del grupo |, y un perfil de baja virulencia a los aislados del grupo |l
(Gémez-Lama Cabanas et al., 2012).

Esta subdivision de los aislados de raza 1 y raza 2 espafioles en grupos moleculares,
distinguibles entre si por marcadores PCR-especificos y asociados a distintos grupos de
virulencia, se ha visto reforzada por los resultados obtenidos en la determinacién de Grupos
de Compatibilidad Vegetativa (VCGs) en la poblacidon (Gémez-Lama Cabands y Pérez-Artés,
2014). Todos los trabajos realizados con F. oxysporum f. sp. dianthi hasta el momento
asignaban a los aislados de R1 y R2 a VCGs distintos, i.e. los aislados de R1 al VCG 0022 y los
aislados de R2 al VCG 0021 (Aloi y Baayen, 1993; Andrés Arés et al., 2001; Baayen et al.,
1997; Garibaldi, 1981). Los resultados obtenidos por Gémez-Lama Cabands y Pérez-Artés
(2014) aportaron un dato novedoso, ya que demostraron que aislados de R1 y R2 pueden

6



Introduccién General

compartir VCG siempre que pertenezcan al mismo grupo molecular (Gomez-Lama Cabanas y
Pérez-Artés, 2014) (Fig. 6).
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1.2.4. Control de la enfermedad: estrategias de control integrado

Como en otras muchas fusariosis, el control de la fusariosis vascular del clavel (FVC) requiere
del uso conjunto de medidas que tiendan a, de una parte, utilizar suelos libres del patégeno
o con bajas densidades de él y, de otra, utilizar variedades de clavel resistentes o tolerantes
a las razas de Fod presentes en la zona. La aplicacién exitosa de ambas medidas resulta
complicada debido, de una parte, a la dificultad para eliminar los propagulos fungicos en el
suelo y, de otra, a la existencia de mas de una raza del patégeno en una misma zona de
cultivo. Hasta hace poco, para su desinfeccidn, los suelos se venian tratando con
fumigantes, principalmente el Bromuro de metilo (BM), antes de la plantacion. Sin embargo,
el efecto nocivo del BM sobre la capa de ozono de la atmédsfera llevé a la UE a prohibir su
uso en el Protocolo de Montreal. La aplicacidn de esta disposicion estimulé a la comunidad
cientifica a investigar sobre otras vias de control de las poblaciones del patégeno en el
suelo, fundamentalmente la adicién de enmiendas organicas. En este sentido, los trabajos
realizados por el grupo de los Drs. Melero-Vara y Prados-Ligero demostraron que la adicidn
de gallinaza o compost de pimiento, seguida de la solarizacién del suelo, ejerce un control
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efectivo, aunque no definitivo, sobre los propagulos de Fod presentes en él (Melero-Vara et
al., 2011; Navas Becerra et al., 2002).

En relacién al uso de cultivares de clavel resistentes/tolerantes a la enfermedad, aunque
existen variedades comercializadas como resistentes a Fusarium oxysporum f. sp. dianthi,
dicha resistencia no es completa, puesto que depende de las condiciones ambientales y de
la raza o razas del patégeno presentes. Los cultivares con resistencia/tolerancia especifica
muestran generalmente resistencia/tolerancia completa a una raza concreta del patégeno
en la mayoria de las condiciones ambientales, mientras que en aquéllos que presentan
resistencia/tolerancia a mas de una raza ésta es menos estable, variando las reacciones a la
enfermedad (Ben-Yephet et al., 1997).

1.3. Micovirus: virus que infectan hongos

Los virus que infectan especies fungicas se denominan micovirus. En el pasado, los micovirus
se consideraban virus cripticos con genomas de RNA de doble hebra (dsRNA). Sin embargo
esta visidn ha cambiado en los Ultimos afios, descubriéndose que los micovirus pueden
poseer genomas de caracteristicas distintas, que presentan un alto grado de diversidad, y
gue existen micovirus que afectan de manera notable el fenotipo de su hongo hospedador
(Ghabrial et al., 2015). El primer micovirus del que se tiene evidencia en la literatura es
Agaricus bisporus virus 1 (AbV-1) (Hollings, 1962), causante de una enfermedad de gran
relevancia econdmica en el hongo cultivado Agaricus bisporus. Esta enfermedad fue
identificada por primera vez en 1948, en la casa productora de hongos propiedad de los
hermanos La France en Pennsylvania (Sinden y Hauser, 1950), de ahi que se denominara
“enfermedad de La France”. En 1962, Hollings observd y aislé al menos 3 particulas virales
provenientes del basidiocarpo de hongos enfermos, y demostré la transmisién de la
enfermedad a hongos asintomaticos utilizando estas particulas aisladas. Estos eventos
marcaron el inicio de la micovirologia moderna.

1.3.1. Caracteristicas generales de los micovirus

Al igual que los virus de plantas y animales, los micovirus necesitan de células vivas de otros
organismos para poder replicarse. Sin embargo, aunque los micovirus comparten algunas
caracteristicas con los virus de plantas y animales, también tienen caracteristicas Unicas (Son
et al., 2015):

(a) Salvo en casos excepcionales, no se han identificado rutas extracelulares de infeccién en
los micovirus.

(b) Los micovirus se transmiten de manera eficiente por vias intracelulares, como
anastomosis hifal (transmisién horizontal) y divisién celular y esporulacion (transmision
vertical).

(c) Aparentemente, los micovirus carecen de una proteina de movimiento que es esencial
para el ciclo de vida de los virus de plantas y animales.
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Aunque el descubrimiento de los micovirus es reciente, se piensa que sus origenes son
ancestrales. De hecho, se ha propuesto que los micovirus han coevolucionado en estrecha
asociacién con sus hospedadores (Lemke, 1979), dando como resultado una asociacion
beneficiosa para ambas partes. El hecho de que la gran mayoria de infecciones por
micovirus sean latentes y persistentes estaria en concordancia con esta idea. La latencia
beneficiaria al hospedador permitiendo su supervivencia, en tanto que la persistencia
beneficiaria al micovirus, que es un virus que carece de un modo de transmisidon
extracelular.

1.3.2. Clasificacion

El genoma de los micovirus presenta una gran diversidad, existiendo virus con genomas de
RNA de doble hebra (dsRNA), de RNA de cadena sencilla (ssRNA) tanto de polaridad positiva
como negativa, y de DNA circular de cadena sencilla (ssDNA). Cada una de estas clases de
micovirus se divide en distintas familias de acuerdo con la estructura de su genoma y
diversas caracteristicas del mismo. Los micovirus que poseen genomas de dsRNA se
clasifican en 7 familias: Chrysoviridae, Endornaviridae, Megabirnaviridae, Quadriviridae,
Partitiviridae, Reoviridae, y Totiviridae. Los micovirus con genomas de ssRNA de polaridad
positiva pueden pertenecer a 5 familias distintas: Alphaflexiviridae, Barnaviridae,
Gammaflexiviridae, Hypoviridae, y Narnaviridae. Finalmente, los micovirus que poseen
genomas de ssRNA de polaridad negativa y los de ssDNA estan aun sin clasificar (Ghabrial et
al., 2015; Son et al., 2015).

1.3.2.1. Clasificacion de los micovirus de RNA de doble hebra

La gran mayoria de los virus de hongos que se han identificado hasta el momento poseen
genomas de dsRNA y, como se ha indicado anteriormente, los micovirus de este tipo pueden
pertenecer a 7 familias distintas.

Familia Totiviridae

El genoma de los micovirus de esta familia es monosegmentado, con un tamafio que oscila
entre 4.6 y 7.0 kilobases (kb). Usualmente, este Unico segmento de dsRNA contiene dos
marcos abiertos de lectura (ORFs) que se solapan parcialmente en el mismo sentido de la
cadena de RNA. El primer ORF (mas cercano al extremo 5’) codifica una proteina de la
capsida/envoltura del virus (CP), mientras que el segundo ORF (mas cercano al extremo 3’)
codifica una polimerasa de RNA dependiente de RNA (RdRp).

Los géneros Totivirus y Victorivirus son los Unicos de ésta familia que se han encontrado
infectando hongos. Los miembros del género Totivirus se han identificado en una amplia
variedad de organismos hospedadores, desde levaduras hasta basidiomicetos. La especie
tipo de este género es Saccharomyces cerevisiae virus L-A (Icho y Wickner, 1989). Por el
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contrario, los miembros del género Victorivirus se ha encontrado solamente infectando
hongos filamentosos, y la especie tipo de este género es Helminthosporium victoriae virus
190S (Huang y Ghabrial, 1996) (revisado por Ghabrial et al., 2015).

Familia Partitiviridae

El genoma de los micovirus de esta familia es bisegmentado, con tamafios que oscilan entre
1.4y 2.4 kb. Cada segmento estd encapsidado por separado y contiene un ORF que codifica
una proteina especifica. Generalmente, el segmento de mayor tamafio (dsRNA1) codifica
una RdRp, y el segmento de tamafio mas pequefio (dsRNA2) codifica una CP. Esta familia se
compone de 5 géneros, con un rango muy variado de especies hospedadoras (plantas,
hongos, y protozoarios). Los géneros Alpha-, Beta-, y Gammapartitivirus son los Unicos de
esta familia que se han encontrado infectando hongos. Los virus del género Alphapartitivirus
se han identificado en hongos y plantas, y su especie tipo es White clover cryptic virus 1
(Boccardo et al., 1985). Los virus del género Betapartitivirus también se han encontrado
infectando hongos y plantas, y su especie tipo es Atkinosella hypoxylon virus (Oh y Hillman,
1995). Por ultimo, el género Gammapartitivirus parece exclusivo de hongos, y su especie
tipo es Penicillium stoloniferum virus S (Kim et al., 2003).

Familia Megabirnaviridae

El genoma de estos virus se compone de dos segmentos encapsidados por separado en
particulas isométricas de =50 nm de didmetro. Hasta el momento, el Unico género en esta
familia es el género Megabirnavirus, y su especie tipo es Rosellinia necatrix megabirnavirus
1, identificado en el hongo fitopatdgeno Rosellinia necatrix (Chiba et al., 2009). El tamario de
los segmentos de este micovirus es de 8.9 kb y 7.2 kb, respectivamente. El segmento mayor
(dsRNA1) contiene dos ORFs que se solapan parcialmente en el mismo sentido de una
cadena de RNA; el ORF1 codifica una CP y el ORF2 una RdRp. El segundo segmento (dsRNA2)
contiene dos ORFs que no se solapan, el ORF3 que aparentemente codifica un producto que
es procesado en pequefias proteinas por el micelio infectado, y el ORF4 que codifica una
proteina de funcién desconocida (Kanematsu et al., 2014).

Familia Chrysoviridae

El genoma de los miembros de esta familia contiene 4 segmentos de dsRNA encapsidados
por separado, con tamafios que oscilan entre 2.4 y 3.6 kb. Cada segmento contiene un
Unico ORF; El ORF1 (dsRNA1) codifica una RdRp, el ORF2 (dsRNA2) codifica una CP, y los
ORFs 3 y 4 (dsRNAs 3 y 4) codifican proteinas de funcidn desconocida. El género Chrysovirus
es el Unico género de esta familia, y su especie tipo es Penicillium chrysogenum virus
(Ghabrial y Castdn, 2012). Ademas, dentro de esta familia se han descrito al menos dos
clados divergentes de virus, denominados “chryso-like” virus, con entre 3 y 5 segmentos,
gue no han sido aun asignados a otra categoria taxondmica por el Comité Internacional de
Taxonomia de Virus (ICTV en inglés) (Li et al., 2013; Urayama et al., 2010, 2012; Wang et al.,
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2014). A diferencia de los chrysovirus tipo, algunos de estos chryso-like virus tienen la
capacidad de alterar la morfologia de la colonia y reducir la virulencia de su huésped fungico
(Darissa et al., 2012; Urayama et al., 2012, 2014).

Familia Quadriviridae

El genoma de estos micovirus contiene 4 segmentos de dsRNA con tamanos de entre 3.7 y
4.9 kb, encapsidados por separado. Dentro de esta familia sélo se ha descrito un género, el
género Quadrivirus, con una Unica especie, Rosellinia necatrix quadrivirus 1 (Lin et al., 2012,
2013). Cada segmento del genoma de Rosellinia necatrix quadrivirus 1 contiene un Unico
ORF: el ORF1, que codifica una proteina de funcién desconocida; los ORFs 2 y 4, que
codifican CPs; y el ORF3, que codifica una RdRp.

Familia Reoviridae

El genoma de los miembros de esta familia se compone de multiples segmentos (11-12) de
dsRNA, con tamafios comprendidos entre 0.7 y 4.11 kb. Existen 3 mycovirus descritos
dentro de esta familia, pertenecientes al género Mycoreovirus, que se han denominado
Mycoreovirus 1 a 3. Los dos primeros se aislaron de Cryphonectria parasitica, en tanto que
el Mycoreovirus 3 se aislé de Rosellinia necatrix (Hillman y Suzuki, 2004; Wei et al., 2004). A
diferencia de lo que ocurre con los virus anteriormente descritos, en los que cada segmento
de dsRNA se encapsida de forma independiente, en los reovirus cada particula virica
contiene todos los segmentos del genoma. Todos los micoreovirus descritos hasta el
momento inducen hipovirulencia en sus hospedadores naturales.

Familia Endornaviridae

Aungque inicialmente todos los micovirus asignados a esta familia se clasificaban junto a los
micovirus de dsRNA, en la actualidad se consideran mds préoximos a los virus de ssRNA de
tipo alfa (Ghabrial y Suzuki, 2009; Hacker et al., 2005). Los endornavirus son los Unicos
micovirus no encapsidados; los replicones lineales de dsRNA, de entre 14 y 17 kb, no forman
verdaderos viriones y se localizan en vesiculas citoplasmicas. Cada genoma codifica un Unico
polipéptido que incluye secuencias aminoacidicas tipicas de helicasas, UDP
glucosiltransferasas y RdRp viricas.

1.4. Micovirus de especies fitopatdgenas: el fendmeno de la hipovirulencia

Los micovirus parecen ser organismos ampliamente extendidos, habiéndose identificado
en la mayoria de los grupos taxonémicos de hongos, incluidos los hongos patégenos de
plantas (revisado en Ghabrial y Suzuki, 2009, y Ghabrial et al., 2015). Como ya se ha dicho,
usualmente las infecciones por micovirus son asintomaticas. Sin embargo, este no es
siempre el caso, ya que la presencia de un nimero de micovirus se ha asociado a la
alteracion de determinados caracteres fenotipicos en sus hongos hospedadores.

11



Capitulo 1

Particularmente interesante fue el descubrimiento de micovirus que inducian hipovirulencia
en especies fitopatdgenas, es decir, que reducian la virulencia del hongo frente a su planta
huésped. El fendmeno de la hipovirulencia inducida por micovirus se identificéd por primera
vez en poblaciones de Cryphonectria parasitica, el agente causal del chancro del castafio. La
introduccion de este hongo procedente de Asia en Norteamérica y Europa provocé la
destruccién de millones de arboles maduros en ambas zonas durante la primera mitad del
siglo XX. Sin embargo, en los aislados de C. parasitica en Europa se observd una reduccién
en virulencia que se habia extendido de forma natural en las poblaciones. Posteriormente se
determind que esta hipovirulencia estaba asociada a elementos citoplasmaticos
transmisibles por anastomosis hifal que se identificaron como micovirus (Day et al., 1977;
Choi & Nuss, 1992). Estos posefan genomas monopartitos de ssRNA de polaridad positiva, y
constituian una nueva familia a la que se denomind Hypoviridae y cuyos miembros se
conocen con el nombre genérico de hipovirus (Milgroom y Cortesi, 2004). El descubrimiento
de los hipovirus ha tenido un papel determinante en potenciar el interés en la investigacion
con micovirus.

Ademas de reducir la virulencia, las infecciones por hipovirus producen una serie de
cambios fenotipicos en el hongo hospedador. Por ejemplo, en el caso de hongos con ciclo
sexual se ha observado que los hipovirus inducen siempre la pérdida de fertilidad femenina.
La presencia de hipovirus induce también habitualmente cambios en la morfologia de la
colonia y una reduccién de la tasa de esporulacién. Finalmente, en algunas ocasiones la
infeccién altera la produccidon de pigmentos y disminuye la acumulacion de metabolitos
tales como el acido oxdlico (Anagnostakis, 1984; Anagnostakis y Day, 1979; Elliston, 1985).

Con posterioridad se ha visto que el fendmeno de la hipovirulencia no esta asociado
Unicamente a la familia Hypoviridae. En estos momentos existen ejemplos bien
caracterizados de hipovirulencia inducida por micovirus de una variedad de familias en
hongos fitopatdgenos que afectan distintos tipos de plantas, desde plantas herbaceas hasta
arboles. Los patdgenos fungicos en los que se han identificado micovirus que reducen la
virulencia son principalmente miembros de los Ascomycota. Sin embargo, un caso bien
caracterizado de este tipo de micovirus se ha identificado también en un miembro de los
Basidiomycota (Lakshman et al., 1998). Las clases taxondmicas de micovirus que causan
hipovirulencia varian ampliamente en relacion a aquéllas de sus hongos hospedadores.
Todos los micovirus asociados a hipovirulencia tienen genomas de ARN de cadena sencilla
(ssRNA) o de cadena doble (dsRNA) y, ademas de la ya mencionada familia Hypoviridae,
incluyen representates de las familias Totiviridae, Partitiviridae, Chrysoviridae, y Reoviridae.
En algunos casos, el fendmeno de la hipovirulencia se ha asociado a la presencia de mas de
una clase virica. Asi, se han encontrado cepas hipovirulentas del patégeno de avena
Haelminthosporium victorae que contienen dos micovirus de familias distintas, un totivirus y
un chrysovirus (Ghabrial et al., 2002).
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1.5. Micovirus inductores de hipovirulencia como posibles agentes de control biolégico

En la actualidad numerosos trabajos estan dedicados al analisis de estrategias de control de
las enfermedades fungicas basadas en el uso de agentes de control bioldgico, ya que éstas
pueden contribuir a una agricultura sostenible. En afios recientes ha despertado particular
interés la hipovirulencia mediada por micovirus como herramienta de control bioldgico de
enfermedades fungicas en plantas (Nuss, 2005). Los micovirus se consideran actualmente
organismos de gran interés en fitopatologia, llegdndose a plantear la posibilidad de utilizar
micovirus que interfieren con la virulencia fungica como herramientas para explorar e
incluso manipular la interaccion entre el patdgeno fungico y la planta hospedadora.

La induccidn de hipovirulencia en C. parasitica por virus de la familia Hypoviridae, y la
utilizacion de aislados hipovirulentos para el control del chancro del castafio, sigue siendo el
caso mas claro y mejor estudiado de este fenédmeno (Dawe y Nuss, 2001; Eusebio-Cope et
al., 2015; Milgroon y Cortesi, 2004). La hipovirulencia inducida por micorivus, que se
extendid primero de forma natural en Europa, se sigue utilizando en la actualidad para
controlar el chancro del castafo en los viveros de castafios europeos, y a ella se atribuye la
reduccion de la gravedad y extension de la epidemia (revisado en Heiniger y Rigling, 1994).
Sin embargo, aunque se han identificado micovirus inductores de hipovirulencia en una
variedad de hongos patdgenos, el chancro del castafio es hasta el momento la Unica
enfermedad que se ha controlado de manera efectiva con micovirus. Lo que es mas, los
esfuerzos para controlar el chancro del castafio en Norteamérica mediante la introduccién
artificial de cepas hipovirulentas de C. parasitica infectadas con hipovirus han resultado
infructuosos (Griffin y Elkins, 1986; MacDonald y Fulbright, 1991; Milgroon y Cortesi, 2004).

La utilizacidn con éxito de micovirus como agentes de biocontrol parece por lo tanto algo
complejo. Esta no depende solo de la identificacién de micovirus que induzcan
hipovirulencia, sino que es necesario también que dichos micovirus se mantengan de forma
estable en las células del hongo y se transmitan de forma eficiente en las poblaciones
naturales del patégeno. Como se ha mencionado anteriormente, los micovirus carecen de
una fase infectiva extracelular, y solo se transmiten a través de mecanismos intracelulares
como la anastomosis hifal, y a través de las esporas. La anastomosis hifal viable entre dos
aislados fungicos requiere que ambos sean compatibles vegetativamente, es decir, que
pertenezcan al mismo Grupo de Compatibilidad Vegetativa (VCG). La interaccidon entre
cepas incompatibles vegetativamente da lugar a muerte celular programada, impidiendo el
intercambio de material celular (Leslie y Zeller, 1996). Desde hace tiempo se piensa que este
sistema evolucioné como un mecanismo de defensa para limitar la transmisién de virus,
transposones y plasmidos que confieren senescencia. Por lo tanto, cabe esperar que una
alta diversidad de VCGs en una poblacion fungica suponga un obstaculo que ralentice, e
incluso impida, que un hipovirus se extienda. Las poblaciones de C. parasitica de Europa y
Norteamérica presentan importantes diferencias en su estructura de VCGs. Las poblaciones
de Europa muestran una baja diversidad y, consecuentemente, un bajo nimero de VCGs
(Anagnostakis y Kranz, 1987; Bissegger et al., 1997; Liu y Milgroom, 1996), en tanto que las
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poblaciones presentes en los bosques americanos contienen una alta diversidad en VCG (Liu
y Milgroom, 1996; Cortesi et al., 2001). Esta se ha propuesto, por lo tanto, como una de las
causas de las diferencias en la eficiencia del tratamiento de biocontrol con cepas
hipovirulentas en ambas zonas del mundo.

La dispersion de los hipovirus también viene determinada por la eficiencia en la
transmisién dentro de los distintos individuos de la poblacién, que se produce
fundamentalmente a través de las conidias. Dicha eficiencia puede variar entre un 1% y un
99%, dependiendo del virus y el aislado fungico implicados (Chen et al., 1996; Enebak et al.,
1994; Shain y Miller, 1992). Por ello, el éxito en el tratamiento de biocontrol con hipovirus
también dependera de la eleccién adecuada del aislado(s) portador(es).

1.6. Micovirus identificados en especies del género Fusarium

El género Fusarium comprende una variedad de especies fitopatdégenas que en su conjunto
afectan numerosos cultivos de interés agrondmico. Se han identificado micovirus en varias
especies de este género, concretamente en Fusarium graminearum (Aminiam et al., 2011,
Chu et al., 2002, 2004; Darissa et al., 2011; Yu et al., 2009, 2011; Wang et al., 2013; Lee et
al., 2014; Li et al., 2015, 2016), Fusarium solani (Nogawa et al., 1993), Fusarium proliferatum
(Heaton y Leslie, 2004), Fusarium poae (Fekete et al., 1995; Wang et al., 2016), Fusarium
virguliforme (Marvelli et al., 2014), y Fusarium oxysporum (Kilic y Griffin, 1998; Sharzei et al.,
2007). Sin embargo, solo tres de los micovirus aislados de especies de Fusarium se han
podido asociar a una induccidon de hipovirulencia en su hongo hospedador. Estos tres
micovirus se han identificado todos en el complejo de especies de Fusarium graminearum
(Darissa et al., 2012; Lee et al., 2014).

Fusarium graminearum virus China 9 (FgV-ch9) es el primer virus de Fusarium que se ha
asociado a hipovirulencia (Darissa et al., 2012). Para determinar el efecto de FgV-ch9 en el
hospedador, se analizaron tres versiones del aislado China 9 de F. graminearum que
presentaban distintas cargas virales (baja, media, y alta). Este analisis comprendia desde la
visualizacidon de conidias por microscopia electrénica de barrido, hasta la inoculacion y
evaluacion de sintomas en espigas de trigo y mazorcas de maiz. Se determind que la
presencia de titulos altos del micovirus FgV-ch9 daba lugar a la aparicién de un gran niumero
de vacuolas en el citoplasma de las conidias, proliferacion de vacuolas que no se observaba
en las conidias producidas por el aislado con titulos bajos de FgV-ch9. También se observd
que la presencia de titulos medios y altos del micovirus FgV-ch9 disminuia de forma
significativa el crecimiento en placa del hongo, y alteraba la morfologia de la colonia. Por
ultimo, los ensayos sobre trigo y maiz demostraron la asociacién de los titulos altos y medios
del micovirus FgV-ch9 con una reduccion significativa del desarrollo de sintomas de
enfermedad (Darissa et al., 2012).

Posteriormente se han identificado otros dos virus asociados a hipovirulencia en F.
graminearum, Fusarium graminearum virus 1y 2 (FgV1 y FgV2) (Lee et al., 2014). En este
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caso, para determinar los posibles efectos fenotipicos de la infeccidn virica, FgV1l y FgV2
fueron transferidos mediante fusidon de protoplastos a la cepa de F. graminearum libre de
virus PH1. Las cepas infectadas construidas de esta manera se denominaron PH1/FgV1 y
PH1/FgV2. El analisis comparado de las versiones con vy sin virus de la cepa PH1 puso de
manifiesto que la presencia de ambos micovirus reducia significativamente el diametro de
las colonias fungicas en placas de PDA. Se observé ademas que la presencia de FgV1 reducia
de forma significativa la produccién de conidias, mientras que la presencia de FgV2 alteraba
de forma significativa la morfologia de las conidias, reduciendo su longitud y aumentando su
anchura. Por otra parte, ambos virus produjeron un incremento en la pigmentacion de las
colonias fungicas. Finalmente, y aun mas importante, ensayos de inoculacién con espigas de
trigo pusieron de manifiesto que tanto FgV1l como FgV2 inducian una disminucién en la
virulencia del aislado PH1 (Lee et al., 2014).

1.6.1. Micovirus identificados en la especie Fusarium oxysporum

El nimero de micovirus descritos en la especie Fusarium oxysporum es aun limitado. Lo que
es mas, ninguno de los micovirus identificados hasta el momento en esta especie se ha
asociado a la induccién de hipovirulencia en sus aislados portadores.

En el afo 1998 se describieron por primera vez particulas virales infectando un total de 6
aislados de F. oxysporum (Kilic y Griffin, 1998). Se trataba de virus de dsRNA cuyo genoma
estaba conformado por 4 segmentos con tamafos estimados de 4, 3.1, 2.7 y 2.2 kb. Sin
embargo, no se encontré una asociacién entre la presencia o no de estos dsRNAs y la
virulencia del aislado fungico evaluada en ensayos realizados con semillas de soja. El patrén
de segmentos de dsRNA que mostraban los micovirus identificados los situaba como
miembros de la familia Chrysoviridae. Sin embargo, la falta de informacidn relacionada con
su secuencia gendmica limita su adecuada clasificacion filogenética.

En la forma especialis melonis de F. oxysporum se ha identificado otro micovirus cuyo
patron de segmentos de dsRNA también corresponde a un miembro de la familia
Chrysoviridae (Sharzei et al., 2007). Se trata del micovirus Fusarium oxysporum Chrysovirus
1 (FoCV1), cuyo genoma se compone de 4 segmentos de dsRNA de aproximadamente 3, 2.5,
2.3, y 0.7 kb. Sélo se ha secuenciado de forma parcial su segmento de mayor tamafio
(dsRNA 1), que codifica una proteina que exhibe una gran similitud con RdRps de chrisovirus.
Se ha mostrado que la presencia de FoCV1 no tiene ningun efecto en el crecimiento, la
morfologia, o la virulencia de su hongo hospedador (Sharzei et al., 2007)

En el presente trabajo se describe la estructura molecular completa, el efecto sobre el
huésped, y la capacidad de transmision, de Fusarium oxysporum f. sp. dianthi micovirus 1
(FodV1), el primer micovirus inductor de hipovirulencia identificado en la especie F.
oxysporum.
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Objetivos de esta tesis
Los objetivos concretos de esta Tesis doctoral han sido:

1. Determinar la secuencia y estructura gendmica completa del micovirus FodV1, y
analizar las relaciones filogenéticas con otros micovirus previamente descritos
(Capitulo 2)

2. Determinar el efecto de FodV1 sobre el fenotipo del aislado fungico en relacién a: a)
la morfologia de la colonia y la velocidad de crecimiento en medio sélido, b) la tasa
de conidiacién en medio liquido, y c) la virulencia sobre una gama de cultivares de
clavel (Capitulo 3)

3. Comprobar la capacidad de transmisién de FodV1 entre aislados compatibles
vegetativamente, y a través de las esporas, y determinar el efecto de su presencia
sobre el fenotipo del nuevo aislado portador (Capitulo 4)

Cada uno de los referidos Capitulos constituye el contenido de sendos articulos, publicados
0 en revision en las revistas:

Capitulo 1: “Complete genome sequence of a novel dsRNA mycovirus isolated from the
phytopathogenic fungus Fusarium oxysporum f. sp. dianthi”, publicado en Archives of
Virology (2015) 160: 2375-2379. DOI 10.1007/s00705-015-2509-9.

Capitulo 2: “Fusarium oxysporum f. sp. dianthi virus 1 affects the virulence and other
phenotypic traits of its fungal host”, publicado en Phytopathology (2018).
https://doi.org/10.1094/PHYTO-06-17-0200-R

Capitulo 3: “Horizontal and vertical transmission of the hypovirulence-associated mycovirus

Fusarium oxysporum f. sp. dianthi Virus 1”, en revision en European Journal of Plant
Pathology.
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Fungal viruses (mycoviruses) are widespread throughout the major taxonomic groups of
fungi, including plant pathogenic species. Mycoviruses with RNA genomes are classified in
13 families, of which 6 accommodate mycoviruses with single stranded RNA genomes, and
the remaining 7 include those with double stranded RNA (dsRNA) genomes. Mycoviruses
with dsRNA genomes are classified into seven major families depending on the number and
size of dsRNA segments: Totiviridae (monopartite, 4.6-7 kbp), Endornaviridae (monopartite,
14-17 kpb), Partitiviridae (2 segments, 1.4-2.3 kbp), Megabirnaviridae (2 segments, 7-9 kbp),
Chrysoviridae (4 segments, 2.4-3.6 kbp), Quadriviridae (4 segments, 3.7-4.9 kbp), and
Reoviridae (11/12 segments, 0.7-5 kbp) (Ghabrial and Suzuki, 2009; Ghabrial et al., 2015). In
recent years, the potential use of mycoviruses as biocontrol agents for their pathogenic host
has increased the research interest in this topic (Nuss, 2005; Pearson et al., 2009).

Fusarium oxysporum is the causal agent of vascular wilt in many different plant species,
including crops of agronomic interest (Agrios, 2005; Di Pietro et al., 2003). Although only
one mycovirus has been identified in Fusarium oxysporum (Fusarium oxysporum chrysovirus
1, FoCV1), its genome characterization hasn’t been completed (Sharzei et al., 2007). Four
dsRNA segments were found in one isolate of Fusarium oxysporum f. sp. dianthi (Fod 116),
the causal agent of the vascular wilt of carnation (Baayen, 1988; Garibaldi y Gullino, 1987).
This chapter describes the complete sequence of the four segments, purified from isolate
Fod 116. The phylogenetic analysis of the deducted amino acid (aa) sequences showed that
these dsRNAs constitute the genome of a new Chrysoviridae family member, which has
been designated Fusarium oxysporum f. sp. dianthi mycovirus 1 (FodV1).

The isolate Fod 116 was obtained from a diseased carnation plant located in the Cadiz
province of Spain, in 2008 (Gomez-Lama Cabands et al., 2012). The mycovirus dsRNA was
purified from mycelium using cellulose column chromatography (Valverde et al., 1990).
Single Primer Amplification Technique (SPAT) (Darissa et al., 2010) and production and
analysis of cDNA libraries (Valverde and Gutierrez, 2007) generated partial sequence data
for each segment. Analysis of these partial sequences with the BLASTX algorithm in the NCBI
database (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) allowed arranging them in segments. To fill in the
gaps, specific primers were designed. Softwares Lasergene SeqMan™ Version 7.0.0
(DNASTAR®Inc., Madison, USA), CLUSTALX Version 2.1 (Conway Institute UCD Dublin,
Ireland), and MEGA 6.06 program (Tamura et al.,, 2013) were used to assamble full
sequences, to compare conserved motifs, and to do the phylogenetic analyses; evolutionary
history was inferred using the Neighbor-Joining (NJ) method (Saitou and Nei, 1987), and the
evolutionary distances were computed using the JTT matrix-based method (Jones et al.,
1992).

dsRNA 1 is 3555-bp long (accession number: KP876629) and encodes for a putative RNA
dependent RNA polymerase (RdRp) of 1139aa; dsRNA 2 is 2809-bp long (accession number:
KP876630), and encodes for a putative protein (P2) of 878aa; dsRNA 3 segment is 2794-bp
long (accession number: KP876631), and encodes for a putative capsid protein (CP) of
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852aa; and dsRNA 4 is 2646-bp long (accession number: KP876632) and encodes a putative
protein (P4) of 830aa.

The deduced aa sequence of the potentially encoded RdRp (dsRNA 1) contained the
conserved motifs characteristic of the RNA-dependent RNA polymerases (RdRps) of
mycoviruses, particularly of RdRps of viruses in the family Chrysoviridae (Ghabrial and
Caston, 2012). Specifically, the most closely related RdRps were those of Fusarium
graminearum dsRNA mycovirus-2 (FgV2) (Yu et al., 2011) and Fusarium graminearum
mycovirus-China 9 (FgV-ch9) (Darissa et al., 2011), showing 63% and 62% aa sequence
identity, respectively. In contrast, the sequence identity with the RdRp of the other
chrysovirus reported in the same fungal species, Fusarium oxysporum chrysovirus 1 (FoCV1)
(Sharzei et al., 2007), was only 26%. The deduced aa sequence of the hypothetical proteins
(named P2 and P4) encoded by dsRNA 2 and dsRNA 4 showed similarity to hypothetical
proteins found only in known and tentative members of the family Chrysoviridae. All these
hypothetical proteins have unknown functions. The putative protein enconded by dsRNA 3
ORF indicated that it probably corresponded to a coat protein (CP), having similarities to
other coat proteins found in other mycoviruses in the Chrysoviridae family.

The phylogenetic analysis, using RdRp and CP aa sequences of FodV1l and other
mycoviruses of the Partitiviridae, Totiviridae, and Chrysoviridae families, showed that RdRp
and CP of FodV1 grouped in the Chrysoviridae family branch, very close to the RdRps and
CPs proteins of FgV-ch9 and FgV2. These mycoviruses have been recently designated as
chryso-like viruses, which group in a divergent clade corresponding to tentative members of
the Chrysoviridae family not yet recognized as distinct taxa.

In summary, the complete genomic sequence and organization, and the phylogenetic
analyses, support the classification of FodV1 as a novel member of the Chrysoviridae family,
closely related to other chryso-like viruses previously reported. This is the first report of the
complete genomic characterization of a mycovirus identified in the plant pathogenic species
Fusarium oxysporum.
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Fungal viruses are often associated with latent infections of their hosts, but in some cases
alterations in growth, sporulation, pigmentation, and colony morphology, have been
described as a consequence of virus infection. More interestingly, a number of mycoviruses
have been reported to attenuate fungal virulence (hypovirulence). Hence, interest in
mycoviruses has increased because their potential contribution to sustainable agriculture as
biological control agents of their fungal hosts (reviewed in: Ghabrial and Suzuki, 2009;
Ghabrial et al., 2015; Pearson et al., 2009; Xie and Jiang, 2014).

We have described a new dsRNA mycovirus found in the isolate Fod 116 of Fusarium
oxysporum f. sp. dianthi. This new mycovirus has been designated as Fusarium oxysporum f.
sp. dianthi virus 1 (FodV1) (Lemus-Minor et al., 2015). Phylogenetic analysis applied to the
RdRp and CP aa sequences showed that FodV1 is more similar to FgV-ch9 and FgV2, two of
the F. graminearum-infecting mycoviruses that have been associated with the induction of
phenotypic changes in their fungal hosts, including hypovirulence (Darissa et al., 2012; Lee
et al., 2014). In this chapter the hypothesis that the presence of mycovirus FodV1 could
induce phenotypic changes associated with hypovirulence in F. oxysporum f. sp. dianthi has
been tested. To do so, a comparison of fungal mycelium growth rate, conidiation rate, and
virulence on carnation, using two isolates of Fod 116, one with a high titer and another with
a low titer of the mycovirus, was assessed. Results confirm the correlation between the high
accumulation level of FodV1 and significant changes in fungal mycelium growth rate,
conidiation rate, and virulence on carnation plants.

Origin and characteristic of strain Fod 116 and dsRNA purification methods are well
described above (see Capitulo 2). This originally infected isolate with high titer of mycovirus
was designated Fod 116 V'. Another isolate with low titer of mycovirus was selected by
single conidia analyses (Lemus-Minor et al., 2018), and designated Fod 116 V'. These isolates
were used for all the phenotypic traits evaluated. Full details of all material and methods
used are described in (Lemus-Minor et al., 2018).

A relative quantification between the viral RNA and the fungal host RNA was performed
doing electrophoresis gel analysis of the total RNA extract of isolate Fod 116 V'. Results
showed that the viral RNA constituted 34% of the total RNA extracted.

To determine the difference in viral titer among isolates Fod 116 V' and Fod 116 V, a
relative quantification was performed, using the retrotranscription (RT) and real time PCR
(qPCR) techniques. To do so, specific primers were designed that amplified the FodV1 RdRp
segment; amplification of two fungal housekeeping genes (actin beta/gamma 1 and PB-
tubulin) (Lopez-Fernandez et al., 2013) was used to determine the relative amount of FodV1
dsRNA. Total RNA extractions from both isolates were used as templates. Comparisson using
the mean of both housekeeping genes showed that the FodV1 dsRNA contained in isolate
Fod 116 V' was extremely low (approximately 2.86x10° times lower) compared to that in
isolate Fod 116 V".
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To estimate differences in growth on solid medium, including colony appearance and
growth rate, 100 conidia of each Fod 116 V' and Fod 116 V" were inoculated in the center of
PDA plates (9 cm diameter). The radial growth of the four cardinal points was measured
using a milimetric sheet. Presence of FodV1 significantly reduced the growth rate in Fod 116
at days 5 to 8, and modified the fluffy appearance of the colonies. To estimate the
differences in conidiation rate, 200 conidia-mL-" of the two isolates were inoculated in 5 mL
of casein hydrolysate medium, and conidia counted at 2, 3, 4 and 6 days of growth. The
presence of a high titer of FodV1 in isolate Fod 116 led to a significantly lower conidiation
rate reaching a proportional difference of approximately two to one (V : V') in the last days
of growth. Finally, to asses the effect of FodV1 on the virulence of isolate Fod 116, two
pathogenicity tests were performed. Resutls showed statistical differences between the
standardized area under the disease progress curve (sAUDPC) (P<0.05) percentages,
obtained with both inoculated isolates, observing a significant reduction of disease severity
values with all susceptible carnation cultivars when the fungal isolate was infected with high
levels of FodV1. There was an exception with one of the cultivars (cultivar Candela), in one
of the pathogenicity tests where this cultivar showed no significant differences in the
severity of symptoms between the two inoculated isolates. To solve this inconsistency, two
additional assays were performed using only the cultivar Candela. Results of both
pathogenicity tests revealed that the prescence of high accumulation levels of FodV1 in the
inoculated isolate Fod 116 significantly reduced the sAUDPC percentage.

The results presented in this chapter support the initial hypothesis that a high titer of
mycovirus FodV1 was associated with phenotypic changes and hypovirulence in F.
oxysporum f. sp. dianthi.
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Capitulo 4

Recently, mycovirus Fusarium oxysporum f. sp. dianthi virus 1 (FodV1) was found infecting
isolate Fod 116 of the phytopathogenic fungus Fusarium oxysporum f. sp. dianthi (Lemus-
Minor et al., 2015). The high accumulation levels of this virus were related to an effect on
some phenotypic traits of its fungal host, including hypovirulence (Lemus-Minor et al.,
2018), thus enhancing its potential to be used as a biological control agent. To determine
this posibility, we have studied if FodV1 transfers horizontally through hyphal anastomosis
between vegetatively compatible isolates, and vertically through spores, and if it presence in
the new fungal host reproduces the same phenotypic changes observed in the originally
infected one.

A vegetatively compatible virus-free strain of Fusarium oxysporum f. sp. dianthi,
previously transformed with the hygromicyn resistant gene (Fod 77Hyg"), was used as
recipient isolate in the horizontal transmission assays. Isolates Fod 116 V*(donor) and Fod
77Hyg" (recipient) were grown together in the same potato dextrose agar (PDA) plate until
mycelium of both isolates came in contact. Mycelium from the contact zone was propagated
in PDA plates with hygromycin. After a single conidia selection, a new version of the isolate
Fod 77Hyg" infected with a high titer of FodV1 was obtained (Fod 77Hg"V").

The effect of FodV1 on particular phenotypic traits of its new fungal host was determined
using isolates Fod 77Hyg" and Fod 77Hyg"V*, as described above (see Capitulo 3). The newly
infected isolate showed significant lower rates of growth on solid medium and conidiation in
liguid medium. Results obtained from two pathogenicity tests also evidenced that the
prescence of FodV1 significantly reduced the disease severity values obtained with all
susceptible carnation cultivars.

Spread of the mycovirus in the fungal population is also determined by the efficiency in
the vertical transmission through asexual spores. A number of conidia were obtained from
both virus-infected isolates, which were analysed for the presence of viral dsRNA. Results
demonstrate that FodV1 tranfers through asexual spores, but the efficiency depends on the
isolate considered

The results contained in this chapter demonstrate that FodV1l can be transferred
horizontally through hyphal anastomosis between vegetatively compatible isolates, and
vertically during conidiation, and that the new recipient isolate reproduces the same
phenotypic alterations that the donor does. These characteristics enhance the possibility to
use FodV1 as a biological control agent against Fusarium wilt of carnation.
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Hace casi 60 anos que se caracterizé el primer micovirus, detectado en la especie cultivada
Agaricus bisporus (Hollings, 1962), pero no fue hasta la década de los 70 del pasado siglo
qgue se descubrié la existencia de micovirus infectando especies de hongos filamentosos
patégenos de plantas, y se mostré que éstos podian ser importantes determinantes de
virulencia (Anagnostakis, 1982; Day et al., 1977; Day y Dodds, 1979; Ghabrial, 1980;
Sanderlin y Ghabrial, 1978; Van Alfen et al., 1975). Desde entonces, el interés en estos virus
qgue infectan hongos fitopatdégenos ha ido creciendo, entre otras cuestiones debido a su
potencial uso como agentes de control biolégico de las enfermedades causadas por sus
hongos hospedadores (revisado en: Ghabrial y Suzuki, 2009; Ghabrial et al., 2015; Pearson
et al., 2009; Xie y Jiang, 2014).

Durante el proceso de andlisis de la diversidad genética y patogénica de una amplia
coleccion de aislados de Fusarium oxysporum f. sp. dianthi (Fod), se identificé un elemento
extracromosémico multisegmentado en uno de los aislados (Fod 116). Dicho elemento
presentaba un nivel de acumulacién notable, siendo visible en extractos de ADN total
sometidos a electroforesis en gel de agarosa. Los primeros andlisis demostraron que el
elemento extracromosémico era resistente a la digestion con DNAsa, RNAsa H, exonucleasa
IIl'y exonucleasa A, pero susceptible a la degradacién con RNAsa A. Todo ello indicaba que se
trataba de moléculas de RNA de doble cadena (dsRNA), y por tanto de probable naturaleza
viral.

Con este precedente, en la presente Tesis Doctoral nos planteamos los siguientes
Objetivos: 1) determinar la secuencia y organizacién genémica del mycovirus, 2) analizar las
relaciones filogenéticas con otros micovirus previamente descritos, 3) estudiar el efecto del
micovirus sobre determinadas caracteristicas fenotipicas de su hongo hospedador, y 4)
determinar la capacidad de transmisién horizontal del mycovirus entre aislados compatibles
vegetativamente, y vertical a través de las esporas, y comprobar los efectos del micovirus
sobre el fenotipo del nuevo aislado hospedador.

El andlisis de la secuencia y organizacion gendmica ha puesto de manifiesto que el
micovirus, al que hemos denominado Fusarium oxysporum f. sp. dianthi virus 1 (FodV1),
estd compuesto por 4 segmentos de dsRNA de entre 3.555 y 2.646 pb. El segmento 1
codifica una RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRp), y el segmento 3 una proteina de
la cdpsida (CP). Los segmentos 2 y 4, por su parte, codifican para proteinas hipotéticas de
funciones desconocidas (Lemus-Minor et al., 2015). El andlisis filogenético basado en las
secuencias aminoacidicas determinadas para la RdRp y la CP situa claramente a FodV1 en la
familia Chrysoviridae, dentro del grupo de los que han sido denominados como chryso-like
micovirus (Lemus-Minor et al., 2015). A este grupo pertenecen también dos micovirus
previamente identificados en el complejo de especies Fusarium graminearum: Fusarium
graminearum virus China 9 (FgV-ch9) (Darissa et al., 2012) y Fusarium graminearum virus 2
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(FgV2) (Lee et al., 2014), ambos asociados a la induccién de alteraciones fenotipicas, incluida
la induccidn de hipovirulencia, en su huésped flngico.

La similitud gendmica de FodV1 con micovirus inductores de hipovirulencia nos hizo
plantearnos la hipdtesis de que FodV1 podria también inducir alteraciones fenotipicas
asociadas a hipovirulencia en su hongo hospedador Fusarium oxysporum f. sp. dianthi. Para
probar esta hipdtesis, en el segundo objetivo de esta Tesis analizamos el efecto que la
infeccion por FodV1 ejerce sobre determinadas caracteristicas fenotipicas en su aislado
hospedador. Para llevar a cabo dicho analisis, era necesario obtener una versién curada (sin
virus) del aislado originalmente infectado Fod 116 (a partir de ahora denominado como Fod
116V*). La aproximacién para obtener una versién curada, consistid en la seleccién de
conidias individuales del aislado Fod 116V" y el subsiguiente andlisis de los cultivos
monoconidicos obtenidos para determinar la presencia o ausencia de infeccién viral en cada
uno de ellos. De esta manera pudimos seleccionar una version de Fod 116 aparentemente
libre de virus (a partir de ahora denominada como Fod 116V’) (Lemus-Minor et al., 2018). A
diferencia del aislado original infectado con FodV1, el aislado Fod 116V no dio sefial de
infeccién virica ni en extractos de ADN total, ni en extractos enriquecidos en dsRNA
obtenidos mediante cromatografia en columna de celulosa (Lemus-Minor et al., 2018). No
obstante, al realizar una RT-PCR cuantitativa para corroborar lo anterior, se detectaron
niveles residuales de infeccién por FodV1 (infeccién latente) en el aislado Fod 116V (Lemus-
Minor et al., 2018). Esta dificultad en conseguir versiones curadas de la infeccidn virica no
parece un hecho inusual. Asi, en el caso de Fusarium graminearum y su micovirus FgV-ch9
tampoco fue posible obtener una version curada, y los andlisis comparados se llevaran a
cabo igualmente con un aislado con alta acumulacién y otro con baja acumulacién de virus
(Darissa et al., 2012). Por ello, en nuestro caso, y considerando la extrema diferencia en los
niveles de acumulacién del micovirus, estas dos versiones del aislado Fod 116, V' y V, se
usaron para estudiar el efecto de FodV1 sobre determinadas caracteristicas fenotipicas de
su huésped fungico (Lemus-Minor et al., 2018).

Los resultados obtenidos han puesto de manifiesto un claro efecto del micovirus FodV1
sobre todos los caracteres fenotipicos analizados. El andlisis comparado de la morfologia y
velocidad de crecimiento de la colonia en medio sdélido, la tasa de conidiacion en medio
liquido, y la virulencia sobre una gama de cultivares de clavel susceptibles, utilizando los
aislados Fod 116V' y Fod 116V, evidencid alteraciones significativas en todos estos
caracteres fenotipicos cuando el aislado fungico estaba infectado con grandes cantidades
del micovirus FodV1 (Lemus-Minor et al., 2018). Asi, altos niveles de acumulacién de FodV1
dieron lugar a cambios en la morfologia de la colonia y a una disminucidn de la velocidad de
crecimiento en medio sdlido, asi como a una reduccién de la tasa de conidiacion en medio
liguido (Lemus-Minor et al., 2018). Efectos similares han sido descritos para otros micovirus
que infectan diferentes especies fungicas, como es el caso de los micovirus FgV-ch9 (Darissa
et al., 2012) y FgV2 (Lee et al., 2014) en F. graminearum; de los micovirus MoCV1-A
(Urayama et al., 2010) y MoCV1-B (Urayama et al., 2014) en Magnaporthe oryzae; y del
micovirus BdCV1 (Wang et al., 2014) en Botryosphaeria dothidea. Todos estos micovirus se
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agrupan, junto con el micovirus FodV1 analizado en esta Tesis, en el clado de los chryso-like
micovirus dentro de la familia Chrysoviridae (Liu et al., 2012; Lemus Minor et al., 2015;
Ghabrial et al., 2015). El hecho de que casi todos los chryso-like micovirus descritos hasta el
momento induzcan cambios similares en la morfologia de la colonia, en el crecimiento, y en
la tasa de conidiacion de sus hospedadores fungicos, sugiere que este grupo de virus podria
estar implicado de manera especifica en la alteracién de procesos celulares relacionados con
el crecimiento y la esporulacidn en hongos.

Aln mas interesante resulta el efecto del micovirus FodV1 sobre la virulencia del aislado
fungico. La presencia de altos niveles de infeccién virica provocéd una disminucién
significativa en los valores de severidad de la enfermedad, apreciable en todos los cultivares
susceptibles de clavel utilizados (Lemus-Minor et al., 2018). En el caso de Fusarium
oxysporum f. sp. dianthi, un patégeno vascular, esta reduccion de la severidad podria estar
relacionada con la reduccién significativa del crecimiento micelial y de la tasa de conidiacidn
provocada por la infecciéon viral. Ambas alteraciones podrian estar afectando la eficiencia en
la colonizacidn del sistema vascular de la planta, contribuyendo a una disminucién en la
severidad de los sintomas. Los resultados obtenidos de las pruebas de reaislamiento fungico
realizadas al final de cada ensayo de patogenicidad apoyan esta idea. Se observé que,
mientras en las plantas inoculadas con Fod 116V el hongo se reaislaba con éxito de la mitad
superior del tallo, en el caso de las plantas inoculadas con el aislado hipovirulento Fod 116V*
el hongo sdlo se reaislaba de la parte basal de la planta (Lemus-Minor et al., 2018). Sin
embargo, es posible que FodV1 afecte la virulencia de F. oxysporum f. sp. dianthi a través de
otros mecanismos que no sean el impacto negativo directo que un crecimiento vy
esporulacion reducidas puedan tener en la capacidad de éste de colonizar la planta. En este
sentido, es interesante sefialar que en el hipovirus tipo CHV1-EP713 de C. parasitica se ha
mostrado que la inducciéon de alteraciones en crecimiento vegetativo y el efecto en
virulencia residen en partes distintas del genoma del micovirus, y que son efectos
independientes que pueden ser separados. Asi, las actividades de las proteinas p29 y p40,
correspondientes a la parte N-terminal y C-terminal de la proteina p69 codificada por la
ORF1 respectivamente, son necesarias para inducir pigmentacion y esporulacién reducidas
en C. parasitica pero prescindibles para la induccion de hipovirulencia; hypovirus carentes
de estas proteinas pierden en gran medida la capacidad de inducir esporulacion vy
pigmentacién reducida pero mantienen intacta su capacidad de inducir hipovirulencia
(Craven et al., 1993; Suzuki et al., 1999; Suzuki y Nuss, 2002).

Todos estos resultados confirman la hipdtesis inicial y demuestran que la presencia de
altos niveles de acumulacion del micovirus FodV1 altera significativamente todos los
caracteres fenotipicos analizados, incluida la virulencia del aislado frente a clavel (Lemus-
Minor et al., 2018). Estos resultados son similares a los publicados para otros chryso-like
micovirus, como es el caso de FgV-ch9 (Darissa et al., 2012), MoCV1-A (Urayama et al.,
2012), y MoCV1-B (Urayama et al., 2014), y sitian a FodV1l en el grupo de micovirus
inductores de hipovirulencia, con potencial para ser utilizado como agente de control
bioldgico en la fusariosis vascular del clavel.
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Una cuestién importante desde el punto de vista del posible uso de FodV1 como agente
de control biolégico, es la estabilidad de las infecciones que establece en su aislado
hospedador. Para determinar si, en efecto, los niveles de infeccidon viral se mantenian
estables tras sucesivos subcultivos y a lo largo del tiempo, las colonias fungicas obtenidas de
los reaislamientos al final de cada bioensayo se analizaron para comprobar la presencia y
nivel de acumulaciéon de FodV1 en cada una de las versiones de Fod 116 (V'y V') inoculadas.
En todos los casos se constatd que los niveles de infeccion viral en cada uno de los aislados
Fod 116 V'y Fod 116 V" permanecian estables a lo largo del tiempo.

El éxito en la utilizacion de micovirus para controlar poblaciones de hongos
fitopatdgenos no solo depende de su capacidad para acumularse de manera estable en su
hospedador fungico, sino también de su eficiencia para transmitirse entre aislados y
dispersarse en las poblaciones fungicas naturales. Los micovirus carecen de una fase de
infeccién extracelular, y solo se transmiten intracelularmente mediante anastomosis hifal
(transmisién horizontal), y durante la esporogénesis (transmisidén vertical). La transmision
horizontal ocurre naturalmente entre individuos que pertenecen al mismo Grupo de
Compatibilidad Vegetativa (VCG). La transmisidon vertical a través de esporas asexuales
también ocurre cominmente, pero su frecuencia varia ampliamente dependiendo del virus
y la cepa implicados (Chen et al., 1996; Enebak et al., 1994; Shain y Miller, 1992).

En el ultimo objetivo de esta Tesis nos planteamos investigar algunos de estos aspectos
relacionados con la transmisién viral que determinaran el potencial de FodV1 como posible
agente de control bioldgico. Para ello, hemos analizado si FodV1l se transfiere
horizontalmente mediante anastomosis hifal entre aislados compatibles vegetativamente,
de una parte, asi como la frecuencia de transmisidn vertical durante la conidiacién, de otra.
Ademsds, en el caso de la transmision horizontal, hemos determinado si el nuevo aislado
hospedador reproduce las alteraciones fenotipicas previamente identificadas en el aislado
infectado original.

Para analizar la transferencia horizontal, se ha utilizado el aislado originalmente
infectado (Fod 116V*, donante), y otro aislado marcado con un gen de resistencia a
higromicina (Fod 77Hg", receptor). Ambos son aislados que pertenecen al mismo VCG (VCG
0021), y proceden de la misma zona geografica (Chiclana, Cadiz), pero que habian sido
muestreados en afios diferentes (2000 y 2008, respectivamente). Nuestros resultados han
demostrado que FodV1 puede transferirse horizontalmente desde el aislado Fod 116V al
aislado Fod 77Hg® mediante anastomosis hifal. Mas aun, hemos comprobado que FodV1 se
acumula en el nuevo aislado hospedador (Fod 77Hg" V') a niveles inusualmente altos,
similares a los detectados en el aislado Fod 116V" originalmente infectado con el virus. Este
resultado muestra que FodV1 tiene una capacidad de acumularse a altos niveles que viene
determinada por el propio virus, ya que mantiene dicha capacidad en fondos genéticos
distintos del hospedador. Sin embargo, nuestros datos indican también que FodV1 no
siempre mantiene niveles altos de acumulacion en las células fungicas, pudiendo presentar
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niveles residuales de infeccién que requieran técnicas sensibles como RT-PCR para su
deteccion. Los mecanismos que determinan la carga viral de FodV1 parecen por lo tanto
complejos y elucidarlos requerira futuras investigaciones.

El analisis comparado de los aislados Fod 77Hg" (libre de virus), y Fod 77Hg" V* (infectado
con el virus) ha puesto de manifiesto que FodV1 induce alteraciones fenotipicas en su nuevo
hospedador, y que estas alteraciones son similares a las previamente identificadas en el
aislado fungico originalmente infectado. La presencia de Fod V1 produjo una disminucién en
la velocidad de crecimiento en medio sélido, y en la tasa de conidiacién en medio liquido, y
alterd la pigmentacion y el aspecto algodonoso de la colonia fungica en el nuevo aislado
infectado. Ademas, y mas importante aln, también hemos comprobado que la transferencia
del micovirus FodV1 desde el aislado original portador a un nuevo aislado receptor provoca
hypovirulencia en este ultimo, cumpliéndose de esta manera el requisito de reproduccion
de sintomas asociados a hipovirulencia en aquéllos nuevos aislados de la poblaciéon que
pudieran actuar como receptores en la transferencia viral.

Como hemos mencionado anteriormente, mientras que a nivel de poblaciones la
principal via de propagacion de la infeccién viral es por anastomosis hifal (transmision
horizontal), a nivel de individuo los micovirus se propagan fundamentalmente a través de
las esporas asexuales (transmision vertical). La eficiencia en dicha transmisién vertical es un
factor que, al determinar como de estable se mantiene la infeccidn virica en los aislados
durante su reproduccién, condicionaria la efectividad del posible tratamiento de biocontrol.
Nuestros resultados han puesto de manifiesto que la eficiencia en la transmisién vertical
varia dependiendo del aislado portador del virus analizado. En el caso de otras especies
fungicas infectadas con otros micovirus también se han descrito diferencias en la eficiencia
de transmisidn vertical entre aislados (Chen et al., 1996; Enebak et al., 1994; Shain y Miller,
1992; Zamora et al., 2017). Esta evidencia de variabilidad en el grado de eficiencia en la
transmisién vertical sugiere que la seleccién del aislado fungico adecuado como
diseminador de la infeccion viral puede ser determinante para el éxito en la transmisidn de
hipovirulencia en la poblacidn.

Como ha quedado establecido desde el primer momento, el micovirus FodV1 ha sido
identificado infectando a un aislado de Fusarium oxysporum f. sp. dianthi. Aunque existen
publicaciones previas describiendo la presencia de dsRNA de origen viral en otras especies
del género Fusarium, solo en el caso de Fusarium graminearum se ha podido establecer una
relacidn entre la presencia del micovirus y la alteracién de caracteres fenotipicos asociados
a hipovirulencia (Chu et al., 2002; Darissa et al., 2012). Por tanto, FodV1 constituye el primer
caso de un micovirus asociado a induccidn de hipovirulencia en la especie fitopatdgena F.
oxysporum. Fusarium oxysporum es responsable de un amplio rango de enfermedades de
plantas, incluyendo cultivos de enorme interés agrondmico. Esta especie fungica se
estructura en las que se denominan formae speciales, es decir, aislados del patdgeno
especializados en la infeccidn de una, o unas pocas, especies vegetales. Aunque el micovirus
FodV1 ha sido detectado en la formae specialis dianthi, que infecta clavel, su uso como
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agente de control bioldgico podria extenderse a otros cultivos por transfeccién de otras
formae speciales de F. oxysporum. La transmision de virus de dsRNA entre aislados de
distintas formae speciales se ve dificultada por la barrera que supone la incompatibilidad
vegetativa. No obstante, dicha barrera podria ser superada en el laboratorio utilizando la
fusidon de protoplastos. En la literatura existen varios ejemplos en los que se ha conseguido
transferir micovirus de dsRNA via fusién de protoplastos a otros aislados de la misma o
diferente especie, e incluso de diferente género (van Diepeningen et al., 2000; Kanematsu et
al., 2010; Lee et al., 2011). Un caso representativo es el de la transferencia del micovirus
FgV1-DK21, el virus asociado a hipovirulencia en la cepa DK 21 de F. graminearum
(posteriormente F. bothii) a aislados de F. asiaticum, F. oxysporum f. sp. lycopersici, y
Cryphonectria parasitica (Lee et al., 2011). El éxito en la transfeccion de otras formae
speciales de F. oxysporum abriria la posibilidad de utilizar el micovirus FodV1 no solo para el
control biolégico de la marchitez vascular del clavel, sino también para el control de otras
marchiteces de cultivos de interés agrondmico producidas por Fusarium.

Todos los resultados descritos en la presente Tesis doctoral estimulan a continuar las
investigaciones sobre el uso de FodV1 en el control bioldgico de las marchiteces vasculares
producidas por Fusarium. Para ello seria necesario, de una parte, profundizar en el
conocimiento de la interaccién virus-hongo, y de otra, comprobar la efectividad en la
propagacion de la infeccién por el virus y sus efectos sobre la poblacién del patégeno en
condiciones de campo.
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El micovirus FodV1, identificado en el aislado Fod 116 de Fusarium oxysporum f. sp.
dianthi, consta de 4 segmentos de dsRNA de 3.555pb (dsRNA1), 2.809 pb (dsRNA2),
2.794 pb (dsRNA3), y 2.646 pb (dsRNA4). Los segmentos 1 y 3 codifican una ARN
polimerasa dependiente de ARN y una proteina de la cdpsida, respectivamente. Los
segmentos 2 y 4, por su parte, codifican supuestas proteinas desconocidas.

El perfil de segmentos de dsRNA, la secuencia y organizaciéon gendmica, y los valores de
similaridad observados en el andlisis filogenético, identifican al micovirus FodV1 como un
nuevo miembro de la familia Chrysoviridae, muy relacionado con otros chryso-like virus
previamente descritos.

FodV1 presenta un elevado nivel de acumulacidn en su aislado hospedador. Este nivel de
acumulacidén permanece estable a lo largo del tiempo, tras sucesivos subcultivos o
después del paso por planta.

La presencia de altos niveles de acumulaciéon de FodV1 altera una serie de caracteres

fenotipicos en su aislado hospedador:

a) De una parte, modifica la morfologia y disminuye la velocidad de crecimiento de la
colonia en medio sélido.

b) Ademas disminuye la tasa de conidiacidon en medio liquido.

c) Finalmente, provoca una disminucion significativa de la virulencia del aislado fungico
frente a todas las variedades de clavel susceptibles ensayadas.

FodV1 puede transferirse horizontalmente mediante anastomosis hifal a otro aislado de
Fusarium oxysporum f. sp. dianthi compatible vegetativamente con el aislado portador.
Ademas, FodV1 se acumula en el nuevo aislado a niveles elevados similares a los del
aislado portador original.

La transferencia de FodV1 al nuevo aislado flngico provoca, en este ultimo, alteraciones
fenotipicas similares a las observadas en el aislado portador original, incluyendo la
induccion de hipovirulencia.

FodV1l también se transmite verticalmente a través de las esporas asexuales. La
eficiencia en esta transmisidon vertical depende del aislado considerado. Asi, mientras el
aislado Fod 116, originalmente portador de la infeccidn viral, mostré una baja eficiencia
en la transmision, el aislado Fod 77, el nuevo aislado portador, mostré una eficiencia del
100% en dicha transmision vertical.

FodV1l es el primer micovirus asociado a hipovirulencia descrito en la especie F.
oxysporum. Sus efectos sobre el huésped y su capacidad de transmisidn lo identifican
como un potencial agente de control bioldgico de la fusariosis vascular del clavel.
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