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Resumen

Fusarium oxysporum es el hongo fitopatogeno de suelo causante de la
marchitez vascular, una enfermedad fangica que origina importantes pérdidas
econdmicas en una gran variedad de cultivos de interés agrondmico. F.
oxysporum f. sp. dianthi (Fod) es la ‘forma specialis’ que causa la marchitez
vascular en clavel (Dianthus caryophyllus). Actualmente no existe ningun
método de control eficiente para esta enfermedad, y por ello diversos estudios
se han dirigido a la busqueda de nuevas herramientas de control, incluyendo la
utilizaciéon de micovirus como agentes de control biologico de los hongos

fitopatogenos.

Los micovirus son virus que infectan hongos. Estos virus se han descrito
infectando a la mayoria de grupos taxondmicos de hongos, incluyendo hongos
fitopatogenos. La mayoria de estos virus poseen genomas de ARN, de doble
cadena (dsRNA) o de cadena sencilla (ssRNA), aunque se han descrito unos
pocos con genomas de ADN circular (ssDNA). Generalmente, los micovirus
carecen de una via de infeccion extracelular, y solo se transmiten entre aislados
mediante anastomosis hifal (transferencia horizontal), o durante la produccién
de esporas (transferencia vertical). La mayoria de las infecciones por micovirus
son cripticas, es decir, no tienen un efecto sobre su huésped fungico, pero en
algunos casos la infeccidn viral se ha asociado a la alteracion de determinados
caracteres fenotipicos, siendo el de mayor relevancia la reducciéon de la

virulencia (hipovirulencia).

En estudios recientes se ha identificado y caracterizado el micovirus
‘Fusarium oxysporum f. sp. dianthi virus 1" (FodV1), detectado infectando una
cepa de F. oxysporum f. sp. dianthi. Hasta el momento, FodV1 es el unico
micovirus de F. oxysporum que ha sido asociado a la induccién de
hipovirulencia. En esta tesis se ha usado la microscopia laser confocal y dos
cepas isogénicas de Fod, infectada y no infectada con FodV1, marcadas ambas
con el gen que expresa la proteina fluorescente GFP, para analizar el efecto del
micovirus sobre el patrén de colonizacion fungica en el sistema vascular de la
planta. Los resultados obtenidos han demostrado que la infecciéon por FodV1
produce una disminucion en la velocidad y una restriccion en la distribuciéon
espacial de la colonizacion fungica en el interior de la planta. Ademas, también
se ha analizado la incidencia de infecciones por FodV1 en una coleccién de 221

aislados de Fod obtenidos entre 2008 y 2012 en la misma é4rea geografica que la



cepa originalmente infectada, observandose finalmente una baja incidencia de

la infeccion viral entre los aislados analizados (<2%).

Como continuacién de la busqueda de micovirus con potencial como
agentes de virocontrol de las fusariosis vasculares, en esta tesis se han
identificado nuevos micovirus que se encuentran infectado aislados de Fod. El
primer micovirus identificado y caracterizado molecularmente ha sido
‘Fusarium oxysporum f. sp. dianthi hypovirus 2’ (FodHV2), detectado en un
aislado de F. oxysporum f. sp. dianthi procedente de Marruecos. El genoma de
FodHV?2 tiene una longitud de 9,444 pb excluyendo la cola poli(A), y un tnico
marco abierto de lectura (ORF) que codifica una poliproteina. Esta poliproteina
contiene 3 dominios altamente conservados de UDP glucosa/esterol
glucosiltransferasa, una polimerasa dependiente de ARN (RdRp), y una ARN
helicasa viral. Ademas, se han identificado tres residuos de cisteina, histidina, y
glicina en la region N-terminal, que podrian representar el sitio catalitico de una
papain like-proteasa. La secuencia gendmica completa de FodHV2 se ha
comparado con la de otros micovirus en el género Hypovirus. Los resultados de
esta comparacion y del andlisis filogenético apoyan la distincion, recientemente
propuesta por otros autores, de tres géneros (Alphahypovirus, Betahypovirus, and
Gammahypovirus) dentro de la familia Hypoviridae, e identifican a FodHV2 como
un nuevo miembro del grupo de los Betahipovirus. El efecto bioldgico de
FodHV2 en su aislado portador ha sido determinado utilizando dos cepas
isogénicas, infectada y no infectada con FodHV2, obtenidas mediante
transferencia horizontal del hipovirus via anastomosis hifal. La comparacion de
ambas cepas mostré que FodHV2 no tiene efecto sobre el crecimiento
vegetativo, la conidiacidn, ni la virulencia de su aislado hospedador. FodHV?2 es
el primer hipovirus que se describe infectando una especie F. oxysporum, y

ademas es el primero descrito en un aislado procedente de Africa.

El segundo micovirus identificado en esta tesis ha sido el micovirus
‘Fusarium oxysporum f. sp dianthi mitovirus 1° (FodMV1), detectado en un
aislado de F. oxysporum f. sp. dianthi procedente de Colombia. FodMV1 posee
un genoma de 2,313 pb de longitud, en el que se ha identificado un tinico ORF
que codifica una RdRp viral. Una btusqueda de homologia usando la secuencia
nucleotidica y el programa BlastX mostré que FodMV1 es un nuevo miembro
del género Mitovirus en la familia Narnaviridae. Una de las caracteristicas de los
mitovirus es que se replican en la mitocondria. De acuerdo con esto, el genoma

de FodMV1 presenta una serie de caracteristicas comunes al resto de mitovirus,



como son una alta concentracién de A+U (58.8%) y la presencia de un numero
de codones UGA, que codifican el aa triptdfano en vez de una senal de ‘stop’
cuando se aplica el cddigo genético mitocondrial. Asimismo, los extremos 5’- y
3’- UTR presentan una estructura secundaria caracteristica también de
mitovirus. El analisis filogenético sitia a FodMV1 en un clado separado del

resto de mitovirus que infectan otras especies de Fusarium.

FodMV1 parece tener una relativamente alta incidencia, ya que se ha
identificado infectando a otros 22 aislados de Fod. Entre estos aislados
infectados existen aislados procedentes de Espafia (18) y Colombia (4). La
presencia del mismo mitovirus en aislados de zonas geograficas tan separadas
sugiere una dispersion de la infeccién viral a través de la comercializaciéon de

esquejes de clavel entre ambos paises.






Summary

Fusarium oxysporum is a soilborne fungal pathogen that causes vascular wilt
disease in a wide number of agronomically important crops. F. oxysporum f. sp.
dianthi (Fod) is the ‘forma specialis’ that causes vascular wilt in carnation
(Dianthus caryophyllus). Currently there is no efficient method for the control of
this disease, and therefore several studies have been directed to the search for
new control tools, including the use of mycoviruses as biological control agents

of phytopathogenic fungi.

Mycoviruses are viruses that infect fungi. They have been described
infecting all major taxonomic groups of fungi, including phytopathogenic fungi.
The majority of mycoviruses have double-stranded or single-stranded RNA
genomes. Generally, mycoviruses lack an extracellular route of infection and
are transmitted by hyphal anastomosis between isolates (horizontal
transmission), and during the production of spores (vertical transmission). Most
mycovirus-infections are cryptic, that is, they do not have an effect on their
hosts, but in some cases the viral infection has been associated to the alteration
of particular phenotypic traits of the fungal host, including the induction of

hypovirulence.

In recent studies we have identified and characterized mycovirus ‘Fusarium
oxysporum f{. sp. dianthi virus 1" (FodV1), found infecting a strain of Fod. Till
now, FodV1 is the only mycovirus that has been associated to the induction of
hypovirulence in F. oxysporum. In this thesis, we have used confocal laser
scanner microscopy and two isogenic GFP-labelled strains of F. oxysporum f. sp.
dianthi, infected and not infected with FodV1, to analyze the effect of the
mycovirus on the plant colonization pattern of its fungal host. Results
demonstrate that FodV1 decreases the speed and alters the spatial distribution
of the fungal colonization into the plant. We have also analysed the incidence of
FodV1-viral infections in a collection of 221 isolates sampled between 2008 and
2012 in the same geographic area where the originally infected isolate was
obtained. Results evidenced a very low (<2%) incidence of viral infections.
These results provide the first microscopic evidence about the effect of a
hypovirulence-inducing mycovirus on the pattern of plant colonization by its

fungal host.

As a continuation of the search for mycoviruses with potential as

virocontrol agents of vascular fusariosis, in this thesis we have identified and



characterized new mycoviruses that are infecting F. oysporum f. sp. dianthi
isolates. The first mycovirus identified has been ‘Fusarium oxysporum f. sp.
dianthi hypovirus 2" (FodHV2), found infecting a strain of F. oxysporum f. sp.
dianthi from Morocco. The genome of FodHV2 is 9,444 nucleotides (nt) long
excluding the poli(A) tail, and has a single open reading frame (ORF) encoding
a polyprotein. The polyprotein contains three highly conserved domains of
UDP glucose/sterol glucosyltransferase, RNA-dependent RNA polymerase, and
viral RNA helicase. In addition, some particular residues of Cys, Hys, and Gly
were detected in the N-terminal region that could represent the catalytic site of
a former papain-like protease. The complete genomic sequence of FodHV2 has
been compared with that of other mycoviruses in the genus Hypovirus. Results
from this comparison and from phylogenetic analyses support the distinction,
recently proposed by other authors, of three genera (Alphahypovirus,
Betahypovirus, and Gammahypovirus) within the family Hypoviridae, and identifies
FodHV2 as a new member of the Betahypovirus group. The biological effect of
FodHV2 on the fungal host has also been determined using two isogenic
isolates, infected and no-infected with the mycovirus, obtained by horizontal
transference of the virus through hyphal anastomosis. Comparison of the
infected and non-infected isogenic strains showed that FodHV2 did not alter
the vegetative growth, neither the conidiation, nor the virulence of its fungal
host. FodHV2 is the first member of the family Hypoviridae identified in F.
oxysporum. Another unique feature of FodVH2 has to do with its geographical
origin, because it is the first hypovirus identified in a fungal strain from the

African continent.

Another mycovirus identhified in this thesis has been ‘Fusarium
oxysporum f{. sp dianthi mitovirus 1’ (FodMV1), found infecting a strain of F.
oxysporum {. sp. dianthi from Colombia. The genome of FodMV1 is 2,313 nt long,
and comprises a 172-nt 5’-UTR, a 2,025-nt single ORF encoding a RdRp of 675
aa residues, and a 113-nt 3’-UTR. Homology BlastX searches identied FodMV1

as a novel member of the genus Mitovirus in the family Narnaviridae

Mitoviruses are characterized by replicating within the mitochondria of the
host. According to this, the genome of FodMV1 presents a series of
characteristics common to the rest of mitoviruses, as are a high percentage of
A+U (58.8%), and the presence of a number of UGA codons that encode the aa
tryptophan rather than acting as stop codons as in the universal genetic code.
Also, the 5'- and 3’- UTR regions of FodMV1, like other mitoviruses, can be



folded into potentially stable stem-loop structures. Results from phylogenetic
analyses place FodMV1 in a different clade than the rest of mitoviruses

described in Fusarium spp.

Incidence of FodMV1-infections is relatively high. Of particular interest is
the fact that FodMV1 has been detected infecting Fod isolates from Spain and
Colombia. The presence of the same mitovirus species infecting fungal strains
from two geographical areas so far away could be explained by the the
dispersion of the viral infection through the commercialization of infected

carnation cuttings between both countries.
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1.- Floricultura

Actualmente existe una gran confusion en las diferentes fuentes de
informacion existentes acerca del cultivo de plantas ornamentales debido a que
se trata de un sector muy diverso. Los diferentes términos que hacen referencia
a este sector, como pueden ser ‘floricultura’, ‘jardineria’, ‘plantas ornamentales’,
no son usados de manera apropiada. Dentro de lo que todos conocemos como

el area de la floricultura, habria que distinguir tres grupos:

e DPlantas ornamentales. Son aquéllas que son comercializadas vivas, en
diferentes tipos de soportes (macetas, contenedores, etc), para ser usadas
como decoracién en los interiores de las casas o en jardines.

e Material vegetal. En este grupo englobamos a esquejes, plantones, etc,
usados para la venta a otros invernaderos o viveros donde completan el
desarrollo de las plantas.

e Planta para corte (flor cortada). En este caso, el objeto de venta es la flor,
la cual es cortada en el momento mas dptimo de su desarrollo para su
venta en ramos. En este caso, se trata de un producto perecedero con una
limitada vida post-cosecha. Normalmente, la parte que es cortada es la
flor con el tallo, aunque en algunas ocasiones lo que se corta son las

ramas, tallos y hojas.

Estos productos, constituyen la base de un importante sector dentro de la
economia de la Unién Europea, siendo Espafia uno de los mayores productores,
sOlo detras de Holanda. La floricultura en general cada vez estd tomando mayor
relevancia dentro del panorama hortofruticola nacional. Los cultivos destinados
a la obtencién tanto de plantas ornamentales como de plantas para flor cortada
se distribuyen entre las Comunidades Auténomas de Andalucia, Murcia,
Canarias, Cataluna, Galicia y Valencia, estando Andalucia a la cabeza con un

56% de la superficie nacional.
1.1.- Floricultura en Andalucia

A principios de los anos 70, en el Aljarafe Sevillano se comenzé a cultivar

plantas para la obtencion de flor cortada asi como plantas ornamentales.

Répidamente estos cultivos se extendieron hacia la zona de Los Palacios-

Lebrija, llegando a implementarse en los suelos de las costas gaditanas
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(Chipiona-Sanlucar). En Almeria también se desarrolld rapidamente este sector,
convirtiéndose esta provincia en la principal productora de flor cortada; sin
embargo, esto fue durante poco tiempo. El desplome que sufrieron los precios
debido a la excesiva produccién, no pudo ser soportado por los agricultores,
decidiendo gran parte de ellos cambiar sus cultivos a producciones
hortofruticolas. Actualmente, a pesar de diversos periodos de crisis en el sector,
Andalucia cuenta con mas de 1.200 hectareas (ha) de suelo destinadas a estos

cultivos, repartidas mayoritariamente entre las provincias de Sevilla y Cadiz.

La produccion de flor cortada en Andalucia, al igual que en el resto de
Espafia, se concentra fundamentalmente en el clavel y la rosa, representando

ambas aproximadamente el 60% del total de la produccion.
2.- El cultivo del clavel
2.1.- Importancia econdmica y distribucion geografica.

El clavel constituye uno de los cultivos con mayor relevancia a nivel
mundial. Su féacil y rdpida multiplicacion lo ha convertido en objeto de
numerosas comercializaciones de esquejes a nivel internacional. Los principales
productores de este cultivo son Colombia y Espafia, seguidos por otros paises
situados en la cuenca mediterrdnea como Israel, Turquia, Italia, Palestina,

Marruecos, Grecia y Francia.

Actualmente, Colombia es el principal proveedor y productor de clavel
estandar a nivel mundial, con mas de 4.000 ha dedicadas a este cultivo. En
Espafia, se estima que la superficie dedicada al cultivo de clavel ronda las 2.000

ha, encontrdndose aproximadamente el 50% localizadas en Andalucia.

La implantacién de este cultivo en la comunidad andaluza supuso el
comienzo de la floricultura en esta zona. La alta rentabilidad obtenida por los
agricultores lo convirtié en una buena alternativa dentro de la horticultura
intensiva. De este modo, el clavel ha llegado a ser a dia de hoy el cultivo mas
representativo de la flor cortada en la Comunidad Auténoma, con un 80% de la

produccion espanola.

Las zonas de produccion andaluzas estan concentradas fundamentalmente

en las provincias de Cadiz (localidades de Chipiona, Sanlticar de Barrameda,
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Jerez, Arcos, y Rota) y, en menor medida, Sevilla (localidades de Los Palacios,

Lebrija, El Cuervo, Las Cabezas de San Juan, y Utrera).
2.2.- Origen del clavel

El clavel (Dianthus caryophyllus L.) es una planta herbacea perteneciente a la
familia de las Caryophyllaceae, cuyo origen se sitia en Asia Menor, Persia o
India, desde donde se extendié a la cuenca mediterranea. Como ocurre con
otras especies, el clavel que conocemos actualmente es el resultado de la
domesticacion de claveles silvestres. Los primeros datos que conocemos de este
cultivo proceden de los primeros compendios de botdnica redactados en la
antigua Grecia. En ellos, se catalog¢ la flor del clavel bajo el nombre "Dianthus”,
nombre derivado de dos palabras griegas: "Dia", o Dios; y "anthos", que
significa flor. Por lo tanto, los claveles fueron reconocidos como "las flores de
Dios".

El origen del cultivo como tal para la produccion de flor cortada ocurri6 en
Lyon alrededor del ano 1845. Los agricultores buscaban variedades de clavel
con floracion ‘remontante’ (floracion continua), con el objetivo de asegurar el
abastecimiento floral durante los meses de invierno. Asi, un floricultor lionés
cruzo una variedad herbacea con una lefiosa existente en el sur de Francia, cuya
floracion era continua durante el invierno. Este clavel fue denominado ‘Clavel
Niza’. Mas tarde, en 1942, William Sim, tras diferentes hibridaciones y
posteriores selecciones, obtuvo una nueva variedad a la que le puso su nombre:
‘Clavel Sim o Clavel Americano’. De esta manera se generaron los dos grandes
grupos de clavel precursores de las mas de 250 variedades actuales, las cuales
han sido producidas mediante la mejora cldsica y nuevas técnicas como la
radiacion ionizante, capaz de provocar la aparicion de quimeras cuyos

caracteres se mantienen mediante multiplicacion vegetativa.
2.3.- Morfologia e histologia del clavel

Las plantas de clavel son perennes y pertenecen a la clase Magnoliopsida,
es decir, son plantas dicotileddneas. Su forma tipica es una planta cespitosa, que
presenta un sistema radicular fibroso. Sus raices son axomorfas, de gran
longitud, pudiendo alcanzar los 30cm de profundidad. Posee numerosos tallos
glabros y con nudos muy pronunciados, que pueden alcanzar hasta Im de

altura. Sus hojas son lineales, angostas, opuestas y envainadoras, mas anchas
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las basales que las caulinares, con nerviacion articulada. Sus flores son vistosas,
pedunculadas en panicula o cima laxa, y a veces pueden encontrarse solas o en
grupos de cinco. Estas flores ademds son muy olorosas (Rallo y Ferndndez,
1998) (Figura 1).

Figura 1.- Imagenes de clavel donde se pueden observar algunas caracteristicas botanicas de este cultivo. (A) Planta
herbécea. Fuente: http://malinalli-herbolariamedica.blogspot.com/2013/05/clavel-carnation-dianthus-caryophyllus_8.html. (B)

Clavel estandar solitario. Fuente: https://www.gtush.com/los-claveles/. (C) Clavel en panicula o cima laxa. Fuente:
https://imagenesflores.com/fotos-de-flores-claveles-14-imagenes-bellisimas-hd-gratis/.

Desde el punto de vista histologico, en un corte trasversal del tallo de una
planta de clavel se pueden observar los haces vasculares situados de forma
circular, delimitando una zona externa y una interna de tejido fundamental:
cortex y médula, respectivamente. Los haces vasculares pueden encontrarse
muy proximos o separados mediante el parénquima interfascicular. El cortex,
por su parte, se encuentra formado por los tejidos que se encuentran en la
epidermis y el sistema vascular, constituidos por parénquima y tejidos de
sostén como son el colénquima y el esclerénquima. Por dltimo, la médula,
formada casi por completo por parénquima, queda encerrada por el sistema
vascular. En las plantas de clavel podemos encontrar también el cambium, una
estructura secundaria que da lugar a tejidos vasculares secundarios y que se

sitiia en los meristemos laterales de forma cilindrica (Figura 2).
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Figura 2.- Histologia de raiz y tallo de clavel. (A) Esquema de un corte trasversal de raiz de clavel (Baayen, Van Eijk y
Elgersma, 1989). (B) Imagen al microscopio 6ptico de una seccién de un corte trasversal de raiz de clavel (Baayen, Van
Eijk y Elgersma, 1989). (C) Imagen al microscopio electrénico de una seccion de un corte trasversal de raiz de clavel. (D)
Esquema de un corte trasversal de tallo de clavel. Fuente: http://www.vi.cl/gepe/Seccion%206/36-20a.jpg. (E) Imagen al
microscopio electronico de una seccién de un corte trasversal de tallo de clavel. Per: peridermis; ph: tejido floematico; ep:
epidermis; c: cortex; e: endodermis; hv: haces vasculares; m: médula.

2.4.-Plagas y enfermedades del clavel
Las principales plagas que sufren los cultivos de clavel son:

o Tortrix europeo (Cacoecimorpha pronubana) y tortrix surafricana
(Epichoristodes acerbella). Son lepidopteros cuyas larvas se comen las
hojas y perforan los botones florales, devorandolos. Tienen entre tres y

cuatro generaciones anuales.
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e Pulgones (Myzus persicae). Es una plaga muy frecuente en el cultivo del
clavel. Los pulgones pican las hojas y flores para succionar los azticares
que se transportan por el floema.

o Trips (Frankliniella occidentalis). Son pequenos insectos chupadores
que pueden penetrar facilmente al boton floral cuando se ha formado y
realizar alli su puesta. Los nuevos individuos se alimentan de los pétalos
que se estan desarrollando y cuando la flor madura aparecen
decoloraciones sobre los bordes de los pétalos. En algunas ocasiones
atacan a los nuevos brotes, retrasando el desarrollo.

e Minadores (Psedonapomyza dianthicola). Se trata de un diptero
frecuente en la zona mediterranea. Sus larvas forman galerias en las
hojas. Produce un debilitamiento y una depreciacion comercial de los
claveles.

e Arafha roja (Tetranychus urticae): Se presenta cuando la humedad
ambiental disminuye. Los sintomas que se manifiestan son pequefas
punteaduras amarillentas con posterior abarquillamiento y caida de la
hoja. Ademads, se observan pequenas telarafias en el envés del limbo
foliar.

e Mosca blanca (Bemisia tabaco): Se presenta principalmente cuando las
temperaturas alcanzan los 25°C. Los sintomas son manchas amarillas y
marchitamiento de las hojas. Para evitar/prevenir el ataque severo de

mosca blanca, se deben colocar trampas cromotrdpicas de color amarillo.

Ademads de las plagas ya descritas, los claveles pueden sufrir otras
enfermedades ocasionadas por diferentes agentes, como pueden ser virus,

bacterias y hongos.
Enfermedades causadas por virus o viroides:

e Virus del jaspeado del clavel o Carnation Mottle Carmovirus (CarMV).
Produce un leve moteado foliar.

e Virus de las manchas anilladas del clavel o Carnation Ringspot
Dianthovirus (CRSV). Ocasiona manchas amarillas cubiertas por anillas
que se tornan grises, y producen ondulacion en la hoja.

e Virus del mosaico de las nerviaciones del clavel o Carnation Vein
Mottle Potyirus (CVMYV). Provoca sobre los cultivares americanos un
jaspeado foliar difuso localizado cerca de las nerviaciones.

e Virus del jaspeado del clavel o Carnation Etched Ring Virus (CERV). Se
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manifiesta por pequefias manchas necrdticas en lineas o anillos sobre el
limbo. En ocasiones, las necrosis se ensanchan en placas bordeadas de
color pardo o purpura, situadas en la punta de las hojas deformando el
limbo.

e El debilitamiento o stunt del clavel (CarSAVd). Produce alteraciones
importantes en el crecimiento, y proliferacion anarquica de las yemas
axilares. Las plantas toman un aspecto vegetativo achaparrado, siendo
frecuente la ausencia total de floracion.

e Virus latente del clavel o Carnation latent virus (CLV). Produce
manchas pequefas de lesiones clordticas locales que posteriormente
degeneran en manchas sistémicas.

e Enfermedad de las estrias o Carnation Streak (CNFV). Provoca veteado
y aclarado de venas, y al cabo de tres a cinco semanas lineas grises o

manchas necroticas rojas.
Enfermedades causadas por bacterias:

e Mancha foliar (Pseudomonas andropogonis). Se manifiesta con lesiones
foliares circulares e irregulares, centros marrones y bordes pardo rojizo,
con o sin halo clordtico.

e Marchitamiento bacteriano (Burkholderia caryophylli). Produce una
coloracion verdosa en los brotes, hinchazon del tallo bajo los nudos y
estallido de la corteza.

e Retardo en el crecimiento y marchitez bacteriana (Erwinia
chrysanthemi). Causa marchitez. Las hojas apicales crecen erectas con
bordes enrollados, las inferiores se vuelven rojizas y luego amarillean, se
acortan los entrenudos y el tallo se hincha.

e Escoba de brujas o Fasciantion (Rhodococcus fascians). Da lugar a un
cepillo de hijuelos cortos y gruesos unidos entre si en la base del tallo y/o
en las axilas de las hojas.

o Agallas de cuello (Agrobaterium tumefaciens). Forma voluminosas
agallas, sobre todo en el cuello del tallo (interseccion entre tallo y raiz),

aunque también en las raices y tallo.
Enfermedades causadas por hongos:

¢ Roya (Uromyces caryophillinus). Desarrolla pequefas pustulas redondas
y alargadas, con esporas pardas en las hojas y ocasionalmente en los

tallos, amarilleando los tejidos circundantes.




Introduccion general ]

e Marchitamiento (Phialophora cinerescens). Produce marchitamiento
debido a la invasion de los vasos vasculares, impidiendo el transporte de
agua a las hojas.

e Tizon (Alternaria saponariae). Causa pequefias manchas de color rojo y
borde amarillo en hojas, tallos y flores.

e Mancha foliar anillada (Mycosphaerella dianthi). Se manifiesta como
manchas foliares blanquecinas o de color pajizo, de dos a seis mm de
didmetro, con un halo oscuro negro-violdceo difuminado hacia el
exterior que le da el aspecto de ocelos. Cuando las manchas son
numerosas, la hoja se seca. Afecta a todas las partes verdes del clavel.

e Pudricion de cuello (Rhizoctonia solani). Provoca pudricion de la base
del cuello y la raiz formando una constriccién de color marrén en el
cuello sin atacar a los haces vasculares.

e Podredumbre gris (Botrytis cinérea). Provoca manchas foliares y
chancros en tallo, rizoma y flores.

e Fusariosis (Fusarium oxysporumy). Se trata de la enfermedad mas grave
que afecta a clavel. La fusariosis vascular se caracteriza por los sintomas
externos que presenta la planta, que son: decaimiento, clorosis y

marchitez hasta la muerte de la planta.
3.- Fusariosis Vascular del Clavel

La Fusariosis Vascular del Clavel (FVC), o marchitez vascular, es producida
por el hongo Fusarium oxysporum f. sp dianthi (Prill. & Del.) Snyd. & Hans. Esta
enfermedad fue descrita por primera vez por Prilleux y Delacroix en 1899.
Desde su identificacion ha sido considerada una de las enfermedades mas
importantes que afectan al cultivo del clavel (Garibaldi, 1978a y 1978b), pero las
numerosas pérdidas que ocasiona desde hace mas de 30 afios la han situado
como la enfermedad mas limitante y severa en todo el mundo (Baayen, 1988;
Garibaldi y Gullino, 1987).

En 1970 se observd por primera vez en Espafia sintomas de fusariosis
vascular en cultivos del sureste peninsular (Tello y Lacasa, 1990), propagandose
rapidamente hasta los cultivos de Galicia (Andrés Arés, 1995). La intensidad de
la enfermedad era limitada debido a la previa desinfeccion del suelo utilizando
bromuro de metilo de manera generalizada. Sin embargo, estas medidas no
fueron suficientes para frenar la enfermedad, de manera que tras cinco afos

desde la introduccion de las primeras plantaciones, en las principales areas de
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produccion de clavel en la costa noroeste de Cadiz, la enfermedad comenzo a

ser un problema (Garcia-Ruiz et al., 2009).

Muestreos posteriores, realizados entre los afios 2008 y 2014, evidenciaron
igualmente una elevada presencia del patogeno en los suelos de cultivo
(Goémez-Lama et al., 2012). Esta amplia diseminacion del patoégeno, unida a las
condiciones climatoldgicas de la zona, hace que el potencial de desarrollo de la

enfermedad sea muy alto.
3.1.- Fusarium oxysporum {£. sp. dianthi, agente causante de la FVC

F. oxysporum f. sp. dianthi (Fod) es el hongo de suelo causante de la fusariosis
vascular del clavel. Se trata de un hongo necrotrofo que produce conidias con
un rapido crecimiento, y estructuras de resistencia capaces de sobrevivir en el
suelo durante afios en ausencia de la planta huésped. El micelio es,
generalmente, aéreo, abundante y algodonoso, con una coloracion variable, de
blanco a rosado, pero, comtinmente, con un tinte purpura o violeta mas intenso

en la superficie del agar (Booth, 1970) (Figura 3).

Figura 3.-Diversidad morfolégica de F. oxysporum f. sp. dianthi. La imagen muestra la diversidad en el crecimiento,
morfologia y coloraciéon del micelio de diferentes cepas de F. oxysporum f. sp. dianthi.

Los tres tipos de conidias que puede producir son:

o Microconidias. Son esporas unicelulares, sin septas, hialinas, de
elipsoidales a cilindricas, rectas o curvadas. Las microconidias tienen 5 —
12 micras de largo por 2,5 - 3,5 micras de ancho (Nelson, 1981) (Figura 4-
A).

o Macroconidias: son esporas de pared delgada, fusiformes, largas,

moderadamente curvadas en forma de hoz, con varias células y de 3 a 5
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septas transversales, con la célula basal elongada y la célula apical
atenuada. Tiene un tamafo de 27 a 46 micras de largo por 3,0 a 4,5
micras de ancho (Nelson, 1981) (Figura 4-B)

o Clamidosporas. Son esporas formadas a partir de la condensacion del
contenido de las hifas y de las macroconidias de paredes gruesas,
mediante las cuales el hongo sobrevive en condiciones ambientales
desfavorables y en ausencia de plantas hospedantes. Estas esporas se
forman simples o en pares, son terminales o intercalares y tienen un

tamafio de 5 a 15 micras de didmetro (Nelson, 1981) (Figura 4-C).
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Figura 4.-Iméagenes de las diferentes conidias producidas por F. oxysporum f. sp dianthi. (A) Microconidas; (B)
Macroconidias: (C) Clamidospora. (Fourie et al.. 2011).

La enfermedad se inicia con el crecimiento de las hifas o con la germinacién
de las clamidosporas en latencia estimuladas por los exudados secretados por
las raices de las plantas de clavel recién sembradas. Las hifas del hongo
penetran directamente a la epidermis de las raices, pasan a la corteza y a la
endodermis y entran a los vasos del xilema (Baker, 1978; Baayen, 1988). Las
hifas pueden penetrar también a través de heridas hechas de forma mecdanica
hecha durante el manejo de los esquejes, o por nemadtodos, insectos o
miridpodos (Garcia-Ruiz et al., 2009). Una vez dentro de la planta, el hongo
progresa hacia el tejido vascular intracelularmente, e invade los vasos del
xilema (Nelson et al., 1960). La colonizacion inicial se encuentra restringida al
tejido vascular, y cuando la planta se encuentra muy afectada la infeccion se
trasvasa a los tejidos adyacentes, como son la médula, el cambium, el floema y
la corteza (Pennypacker y Nelson, 1972; Harling et al, 1988). El patdgeno va
colonizando la planta de manera tanto apical como radial, ya sea por el
crecimiento de micelio o por el transporte pasivo de microconidias en la

corriente xilematica (Baayen, 1988). Cuando las plantas se encuentran a punto
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de morir, el hongo pasa de los tejidos vasculares a la superficie, produciendo en

ésta esporodoquios de color naranja (Demmink et al., 1989).
3.2.- Sintomatologia e identificacion de la enfermedad

Aparentemente, F. oxysporum no causa sintomas en los primeros dias de la
infeccion. En este tiempo, el hongo se encuentra colonizando los haces
vasculares a partir de su entrada por la raiz. El continuo crecimiento de las hifas
a través del tejido vascular provoca que la planta de clavel ocluya los vasos
xilématicos colindantes a aquellos que se encuentran invadidos, para asi poder
frenar la invasion. En estos momentos la planta comienza a mostrar sintomas de
amarilleamiento en las hojas basales. En un corte trasversal del tallo se puede

observar el colapso del tejido vascular que adquiere tonalidades marrones.

El progreso de la colonizacion deriva en la falta de agua y nutrientes que da
lugar al sintoma mas caracteristico de la enfermedad, la marchitez de la planta.
El avance unilateral de las hifas por los haces vasculares provoca, ademas de los
sintomas de marchitamiento, el amarilleamiento parcial de las hojas y el

doblamiento de los brotes hacia el lado de la planta enferma.

En los estados finales de la enfermedad, las raices de la planta se pudren y
el tallo muestra agrietamientos por la parte exterior tomando aspecto de lefia

seca. Por ultimo la planta se seca por completo y muere (Figura 5).

Planta sana Planta muerta
Progresion de sintomas de la enfermedad

Figura 5.- Sintomatologia de la Fusariosis vascular del clavel. Progresion de sintomas de la Fusariosis vascular en clavel; los
nimeros 1-5 indican el progreso en la severidad de sintomas, desde planta sana a planta muerta. Esquema tomado de ‘Tesis
doctoral de Carlos Germéan Lemus- Minor (2018).

3.3.-Diversidad genética y patogénica en Fusarium oxysporum f. sp. dianthi

Fusarium oxysporum f£. sp. dianthi (Fod), al igual que otras formas especiales
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de F. oxysporum, presenta una amplia diversidad genética y patogénica. Un total
de 11 razas fisioldgicas han sido descritas en base a diferencias en la reaccion de
cultivares de clavel diferenciadores. En 1977, Garibaldi describié la existencia
de las razas 1 y 2 en Italia y en Francia. Posteriormente, 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).
Por ultimo, 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).

El origen de las razas 1 (R1), 2 (R2) y 8 (R8) reside probablemente en
Europa, desde donde se extendid al resto de los paises productores por medio
del material de propagacion. En la actualidad, la R2 se encuentra distribuida
por todo el mundo (Aloi y Baayen, 1993; Baayen et al., 1997), mientras que las
razas 1 y 8, procedentes de la Riviera Italiana, 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), aunque actualmente 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).

En Espafia, la raza mas ampliamente distribuida es la R2 (Andrés Arés et al.,
2001; Tello y Lacasa, 1990), aunque también han sido identificados en
determinadas zonas y momentos, aislados pertenecientes a 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 (Gémez-Lama Cabanas et al., 2012).

La amplia diversidad patogénica descrita en Fod se corresponde con una
amplia diversidad genética que también ha sido objeto de estudio. El estudio de
esta diversidad genética culminé en los afios 90 con el desarrollo de protocolos
basados en PCR-especifica que permitian identificar a aislados de R1 o RS, de
una parte, y a aislados de R2, R5 o R6, de otra (Chiochetti et al., 1999). El estudio
de aislados de R1 y R2 obtenidos de las diferentes zonas productoras del sur de

Espafia aplicando estos protocolos, demostré por primera vez la existencia de
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diversidad molecular dentro de las razas 1 y 2, y llevo al disefio de nuevos
cebadores para PCRs especificas que permitian la identificacion de los definidos
como grupos moleculares I y II dentro de cada una de esas razas (Gémez-Lama
Cabanas et al.,, 2012). Ademas, la realizacion de ensayos de patogenicidad
comparativa entre representantes de los grupos moleculares previamente
definidos dentro de cada raza, permiti6 asignar perfiles de virulencia diferentes
a cada grupo, asignando un perfil de alta virulencia a los aislados del grupo 1, y
un perfil de baja virulencia a los aislados del grupo II (Gémez-Lama Cabanas et
al., 2012).

Esta subdivision de los aislados de raza 1 y raza 2 espanoles en grupos
moleculares, distinguibles entre si por marcadores de PCR-especificos y
asociados a distintos grupos de virulencia, se ha visto reforzada por los
resultados obtenidos en la determinacion de Grupos de Compatibilidad
Vegetativa (VCGs) en la poblacion (Gomez-Lama Cabanas y Pérez-Artés, 2014).
Hasta el momento, todos los trabajos realizados con F. oxysporum f. sp. dianthi
habian asignado 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). Sin embargo, los resultados
obtenidos por Goémez-Lama Cabands y Pérez-Artés (2014) han aportado

RACE GROUP novedosos datos,

N S >
& & e

& e demostrando que aislados
de Rl y R2 pueden

compartir VCG siempre que

pertenezcan al mismo grupo

molecular (Figura 6).

Figura 6. Representacion esquematica de la
complementacion entre mutantes nit de distintos
aislados de Fus oxysporum f. sp. dianthi.

Las marcas “| y -, corresponden a
complementaciones positivas. R1l: raza 1 Grupo
molecular I; R11l: raza 1 Grupo molecular Il; R1t:
raza 1 tipo; R2I: raza 2 Grupo molecular I; R2II: raza
2 Grupo molecuar II; R4: raza 4; R6: raza 6; y R8:
raza 8. Tomada de Gomez-Lama y Pérez-Artés
(2014), Eur J Plant Pathol. DOl 10.1007/s10658-
014-0412-y

dNOYD 30VvH
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3.4.- Control de la fusariosis vascular de clavel

La amplia variabilidad racial del Fod, junto con las excelentes condiciones
climaticas y agrondmicas, hacen dificil el control de esta enfermedad. Para ello,
de manera tradicional, se han tratado los suelos con fumigantes como bromuro
de metilo (BM) antes de la plantacion, pero el efecto perjudicial de estos
quimicos sobre la capa de ozono hizo que la UE dispusiera en el Protocolo de
Montreal el fin de su uso como agente de control fungico. La aplicacion de esta
disposicion estimuld a la comunidad cientifica a investigar otras vias de control
de las poblaciones del patogeno en el suelo, como la adicion de enmiendas
organicas fundamentalmente. En este sentido, los trabajos realizados por el
grupo de los Drs. Melero-Vara y Prados-Ligero demostraron que la adicion de
gallinaza o compost de pimiento, seguida de la solarizacion del suelo, ejerce un
control efectivo, aunque no definitivo, sobre los propagulos de Fod presentes en
¢l (Melero-Vara et al., 2011; Navas Becerra et al., 2002).

Como ocurre con otras enfermedades vasculares, el control de la fusariosis
vascular del clavel (FVC) hoy en dia, requiere del uso integrado de una serie de
medidas, como son la utilizaciéon de suelos libres del patégeno o con bajas
densidades de él y la plantacion de variedades de clavel resistentes o tolerantes
a las razas de Fod presentes en la zona. Aunque existen variedades
comercializadas como resistentes a Fusarium oxysporum f. sp. dianthi, dicha
resistencia no es completa, ya que depende de otros factores como son las
condiciones ambientales y la raza o razas del patdogeno presentes en el suelo de
cultivo. Los cultivares con resistencia/tolerancia especifica muestran
generalmente resistencia/tolerancia completa a una raza concreta del patdogeno
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).

Actualmente, para el desarrollo de medidas de control eficientes, ademas de
la busqueda de resistencia en la planta huésped, es de gran utilidad conocer los
mecanismos moleculares que controlan la virulencia en el patdgeno. Los
determinantes de virulencia en las especies fungicas pueden estar asociados
tanto a elementos cromosomicos como extracromosémicos, pudiéndose
encontrar entre estos ultimos ARNSs con caracteristicas de genomas viricos, los

denominados micovirus (Ghabrial, 1998).
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4.- Micovirus

Los virus que infectan hongos se denominan micovirus. Estos virus son
organismos cosmopolitas presentes en la mayoria de los grupos fungicos,
incluidos los hongos fitopatogenos (Ghabrial y Suzuki, 2009). Generalmente,
sus genomas estan constituidos por ARN de doble cadena (dsRNA) o cadena
sencilla (ssRNA), aunque se han identificado algunos micovirus con genomas
de ADN circular de cadena sencilla (ssDNA) (Ghabrial et al., 2015). Su
replicacion es paralela a la del hongo, y para ello hacen uso de una polimerasa
dependiente de ARN (RdRp) que suele estar codificada en su genoma.
Numerosos estudios han puesto de manifiesto la amplia diversidad de genomas
que podemos encontrar entre estos virus (Ghabrial et al., 2015), que aunque en
muchos casos parecen ser de naturaleza criptica, se ha demostrado que pueden

tener importantes efectos fenotipicos sobre su aislado hospedador.

Los primeros indicios acerca de la existencia de micovirus en los hongos
microscopicos surgieron en investigaciones sobre el comportamiento de
extractos obtenidos de cultivos en medios liquidos de Penicillium funiculosum y
P. stoloniferum (Shope, 1953, 1966). Previamente, en levaduras se habia descrito
la presencia de particulas virales por Lindergreen (1962). Border (1972) también
presento pruebas sobre la presencia de estas particulas virales en Saccharomyces
cerevisiae, y mas tarde Buck (1973) logrod purificarlas en gradientes de densidad
de sacarosa, demostrando a la vez que sus acidos nucleicos consistian en
dsRNA. En ese mismo afio, Nesterova (1973) observo las particulas virales al

microscopio electronico en cepas termosensibles de Candida tropicalis.

El primer micovirus descrito en macromicetos fue “Agaricus bisporus virus
1" (Hollings, 1962), causante de una enfermedad de gran relevancia econémica
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’. Mas tarde, en 1962, Hollings observo y
aisl6 al menos 3 particulas virales provenientes del basidiocarpo de hongos
enfermos, y demostro la transmision de la enfermedad a hongos asintomaticos
utilizando estas particulas aisladas. Este fue el inicio de la micovirologia

moderna.
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4.1.- Caracteristicas generales de los micovirus

Aunque los micovirus tienen caracteristicas virales fundamentales, como la
necesidad de infectar células vivas de otros organismos para poder replicarse,
también presentan peculiaridades que los distinguen o hacen diferentes de los
virus de plantas y animales (Son et al., 2015). Algunas de estas caracteristicas
especificas son:

o Los micovirus se encuentran confinados en las células de su aislado
hospedador. Salvo en casos excepcionales, no se han identificado rutas
extracelulares de infeccion en los micovirus.

o Las vias de transmision son mediante anastomosis hifal (transmision
horizontal) o durante el proceso de division celular y esporulacion
(transmision vertical).

o Aparentemente, los micovirus carecen de una proteina de movimiento que es

esencial para el ciclo de vida de los virus de plantas y animales.

Aunque el descubrimiento de los micovirus es reciente, se piensa que su
existencia es ancestral. Ademas, se ha propuesto que los micovirus han
coevolucionado en estrecha asociacién con sus hospedadores (Lemke, 1979),
dando como resultado una asociacidon beneficiosa para ambas partes. Este hecho
es apoyado por los numerosos datos que demuestran que la mayoria de
infecciones son inocuas y persistentes. El estado latente del micovirus permitiria
al aislado hospedador sobrevivir, mientras que la permanecia en las células del
huésped beneficiaria al micovirus al carecer este de un modo de transmision

extracelular.
4.2.- Efecto de los micovirus sobre las caracteristicas fenotipicas del huésped.

De manera general, una de las principales caracteristicas de los micovirus es
su naturaleza criptica, es decir, sus infecciones normalmente son asintomaticas.
Sin embargo, en algunas ocasiones se ha observado que las infecciones por estos
virus pueden tener efectos sobre el fenotipo del huésped, como puede ser
cambios en la morfologia de la colonia, reducciones en la tasa de crecimiento,
infertilidad femenina, reduccidon en la esporulacion asexual, y pigmentacion
reducida (Anagnostakis, 1982; MacDonald y Fulbright, 1991; Nuss, 1996; Castro
et al., 2003; Moleleki et al., 2003; Suzaki et al., 2005). Entre los diferentes efectos
que han sido observados en los aislados infectados, el mas estudiado y de
mayor relevancia ha sido la capacidad que poseen algunos micovirus de reducir

la virulencia de su hongo hospedador, es decir, la induccion de hipovirulencia
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(Pearson et al., 2009).

Este fendmeno se describio por primera vez en poblaciones de Cryphonectria
parasitica, el agente causal del chancro del castafio, por lo que lo ha convertido a
su vez en el caso mas estudiado (Dawe y Nuss, 2001). La introduccién de este
hongo procedente de Asia en Norteamérica y Europa provocé la destruccion de
millones de drboles maduros en ambas zonas durante la primera mitad del siglo
XX. Sin embargo, en los aislados de C. parasitica en Europa se observéd una
reduccion en virulencia que se habia extendido de forma natural en las
poblaciones. Diversos estudios posteriores demostraron que la hipovirulencia
estaba asociada a elementos citoplasmaticos transmisibles por anastomosis hifal
que se identificaron como micovirus (Day et al., 1977; Choi y Nuss, 1992). La
caracterizacion molecular de estos micovirus dio lugar a la descripcion de una

nueva familia, que se denomind Hypoviridae (Milgroom y Cortesi, 2004).

El fendmeno de la hipovirulencia no solo se encuentra asociado a algunos
miembros de la familia Hypoviridae. También se han descrito micovirus con
capacidad para inducir hipovirulencia pertenecientes a la mayoria de las
familias virales (Tabla 1). Ademads, en algunos casos, el fendmeno de la
hipovirulencia no se debe sélo a la presencia de un micovirus, sino que la cepa
descrita como hipovirulenta se encuentra infectada por mas de un micovirus.
Este es el caso de cepas hipovirulentas del patégeno de avena Helminthosporium
victoriae, infectadas por dos micovirus de familias distintas, un totivirus y un
chrysovirus (Ghabrial et al., 2002).

Actualmente, se han identificado una amplia variedad de cepas
hipovirulentas infectadas por micovirus, pertenecientes a casi todas las familias
fangicas existentes, como por ejemplo Sclerotinia sclerotiorum, Alternaria
alternata, Rhizoctonia solani, y Botrytis cinerea (Azhar et al., 2019; Li et al., 2019;
Zheng et al., 2019; Kamaruzzaman et al., 2019). La constante identificacion de
nuevas cepas hipovirulentas resulta ser un aliciente para proseguir con la

busqueda e identificacion de nuevos micovirus.
4.2.-Clasificacion de los micovirus

Al igual que ocurre con los virus de animales y plantas, los micovirus
presentan una amplia diversidad en sus genomas. Entre ellos podemos
encontrar virus con genomas de dsRNA y ssRNA, como ya se ha indicado

anteriormente. Estos tltimos a su vez pueden ser tanto de polaridad positiva
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como negativa. También se han identificado micovirus de ADN circular de
cadena sencilla (ssDNA). Los micovirus, al igual que el resto de virus, pueden
encontrarse envueltos, o no, por una membrana lipidica procedente de la célula
hospedadora. Esta envuelta ayuda al virion a sobrevivir e infectar otras células.
Por otra parte, su genoma puede estar encapsidado por péptidos codificados

por ellos mismos.

Los micovirus que poseen genomas de dsRNA se clasifican en 8 familias:
Alternaviridae, Botybirnaviridae, Chrysoviridae, Megabirnaviridae, Quadriviridae,
Partitiviridae, Reoviridae, y Totiviridae. Los micovirus con genomas de ssRNA de
polaridad positiva pueden pertenecer a 8 familias distintas: Alphaflexiviridae,
Barnaviridae, Deltaflexiviridae, Endornaviridae, Fusariviridae. Gammaflexiviridae,
Hypoviridae, y Narnaviridae. Finalmente, entre los micovirus que poseen
genomas de ssRNA de polaridad negativa, sélo encontramos una familia,
Mymonaviridae, mientras que los micovirus de ssDNA estan adn sin clasificar
(Ghabrial et al., 2015; Son et al., 2015).

4.2.1.- Clasificacion de micovirus con genomas de dsRNA

Los micovirus con genomas de dsRNA constituyen el grupo mas numeroso
de los descritos hasta ahora y, como ya hemos dicho, sus miembros pueden

pertenecer a 8 familias distintas.
Familia Alternaviridae

La familia Alternaviridae ha sido recientemente propuesta a partir de la
identificacion de micovirus tales como ‘Fusarium graminearum alternavirus 1’
(Hao et al., 2018), “Alternaria alternata virus 1" (Aoki et al., 2009), y “Aspergillus
foetidus dsRNA mycovirus’ (Kozlakidis et al., 2013). Los diversos andlisis
filogenéticos situaban a estos micovirus en un clado claramente diferenciado de
otras familias de micovirus de dsRNA descritas, como la familia Totiviridae y la

familia Chrysoviridae.

Los miembros de esta familia poseen un genoma multisegmentado formado
por 3 o 4 elementos de dsRNA. Los tamafios de estos segmentos oscilan entre
3.5y 2 kb, siendo algo mdas pequefios que los segmentos de miembros de la
familia Chrysoviridae. Normalmente el segmento de mayor peso molecular
codifica una RdRp, mientras que del resto de los segmentos no se tiene

informacion ain. Todos los segmentos poseen una cola poli(A) en su extremo 3’
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y secuencias no codificantes (UTR) altamente conservadas en el extremo 5'.

Alternaviridae
51 RNA dependent RNA polymerase
S22 == P2 —
S3 P3

Fuente: ViralZone (https://viralzone.expasy.org )

El alineamiento de las secuencias de aminoacidos de las RdRp de estos
micovirus con las de miembros de otras familias, muestra la presencia de los 8
motivos conservados caracteristicos de estas proteinas. Todos los miembros de
la familia Alternaviridae presentan una diferencia en comdn con otras familias
viricas, y es la presencia del tripéptido ADD que codifica una alanina en el
dominio VI, en vez de poseer el tripéptido GDD universalmente conservado
(Gilbert et al 2019).

Género Botybirnavirus

El género Botybirnavirus, aunque aun no ha sido asignado a ninguna familia
virica, ha sido recientemente aprobado. Dicho género fue propuesto tras la
identificacién del micovirus ‘Botrytis porri botybirnavirus 1” (Wu et al., 2012).
Actualmente cuenta con al menos 6 nuevas especies que se encuentran
infectando aislados pertenecientes a familias fingicas tales como Sclerotinia
sclerotiorum (Liu et al., 2015; Wang et ak., 2019), Botryosphaeria dothidea (Zhai et
al., 2019), Bipolaris maydis (Wang et al., 2018), Botrytis cinerea (Cottet et al., 2019) y
Alternaria alternata (Shsamsi et al., 2019).

Los genomas de estos micovirus son bipartitos, con segmentos de dsRNA
cuyos pesos moleculares oscilan entre 6.5 y 5.9 kb. En cada segmento se puede
identificar un ORF, y en cada uno de ellos se encuentran codificadas dos
proteinas estructurales, encontrandose en el ORF1 el dominio codificante de la

RdRp (Wu y Li, propuesta ICTV, 2014). Los viriones se encuentran
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encapsidados por una cubierta formada por tres tipos de proteinas.

El micovirus ‘Bipolaris maydis botybirnavirus 1’, identificado inicialmente
en la cepa BAEW220 de Bipolaris maydis, asi como el micovirus ‘Botrytis porri
botybirnavirus 1’, identificado en un aislado de Botrytis porri, fueron detectados
infectando a nuevos aislados hipovirulentos de Botryosphaeria dothidea (Zhai et
al. 2019) y Sclerotinia sclerotiorum (Wang et al., 2019), respectivamente. La
aparente capacidad de estos micovirus para transferirse entre especies fungicas
diferentes, ademds de su capacidad para inducirles hipovirulencia, ha

convertido a estos virus en interesantes objetos de estudio.

Botybirnavirus
Segment 1 5'— ORFl RdRp | L 3
6.2 kb)
Segment 2 5= ORFIl =3
(5.9 ki)

Fuente: Viral Zone (https://viralzone.expasy.org)

Familia Chrysoviridae

El genoma de los miembros de esta familia es multisegmentado, formado por
un grupo de entre 3 y 5 segmentos de dsRNA encapsidados por separado, con
tamanos que oscilan entre 2.4 y 3.6 kb. Cada segmento contiene un tnico ORF.
El ORF1 (dsRNA1) codifica una RdRp, el ORF2 (dsRNA2) codifica una CP, y los
ORFs 3,4y 5 (dsRNAs 3,4 y 5) codifican proteinas de funcién desconocida.

Chrysoviridae

Segment 1 . RNA dependent RNA polymerase
(3.5 kb)

Segment2 —_§ Capsid protein
(3.2 kb)

Segment3 — P3 =
(2.9 kb)

Segment 4 ! P4
(2.7 kb)

Fuente: Viral Zone (https://viralzone.expasy.org)
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Estos micovirus se caracterizan por poseer un extremo 5'UTR que
generalmente oscila entre los 140 y los 400 nt de longitud y que contiene dos
regiones altamente conservadas, ‘Box 1’ y ‘Box 2’ (Ghabrial et al., 2018). Sin
embargo, nuevos virus identificados entre los que se encuentra ‘Cryphonectria
nitschkei chrysovirus 1" (Kim et al., 2010) poseen extremos 5 UTR bastante mas

cortos, que oscilan entre los 80 y los 110 nt.

El género Chrysovirus es el inico género de esta familia, y su especie tipo es
‘Penicillium chrysogenum virus’ (Ghabrial et al., 2018). Filogenéticamente, los
chrysovirus se agrupan en dos clados, donde el clado 1 agrupa a los miembros
que poseen genomas de entre 3 y 4 segmentos, y el clado 2 contiene los virus
formados por 4 o 5 segmentos (Ghabrial et al., 2018). Los micovirus
pertenecientes al clado 2, denominados “chryso-like” virus, no han sido aun
asignados a otra categoria taxonomica por el Comité Internacional de
Taxonomia de Virus (ICTV) (Lemus-Minor et al., 2015; Li et al., 2013; Urayama et
al., 2010, 2012; Wang et al., 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;
Lemus-Minor et al., 2018; Urayama et al., 2012, 2014).

Familia Megabirnaviridae

Los micovirus que conforman esta familia presentan un genoma compuesto
de dos segmentos encapsidados por separado. Hasta el momento, el tnico
género en esta familia es el género Megabirnavirus, que incluye al micovirus
‘Rosellinia necatrix megabirnavirus 1’, identificado en el hongo fitopatdégeno
Rosellinia necatrix (Chiba et al., 2009; Sato et al., 2019), al cual le confiere

hipovirulencia.

Los segmentos de este micovirus tienen una longitud de 8.9 y 7.2 kb,
respectivamente. El segmento mayor (dsRNA1) contiene dos ORFs que se
solapan parcialmente en el mismo sentido. El ORF1 codifica una CP y el ORF2
una RdRp. El segundo segmento (dsSRNA2) también contiene dos ORFs, pero en
este caso no se solapan. El ORF3 aparentemente codifica un producto que es
procesado en pequefas proteinas por el micelio infectado, y el ORF4 codifica
una proteina de funciéon desconocida (Kanematsu et al., 2014). Ambos

segmentos se caracterizan por tener regiones 5 no traducidas de mas de 1.6 kb.
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Megabirnaviridae
Segment 1 5'————} Capsid protein = RdRp L 3
(8.9 kb)
Segment 2 5= : ORF3 {ORF4: = 3’
(7.2 kb)

Fuente: Viral Zone (https://viralzone.expasy.org)

Familia Partitiviridae

La familia Partitiviridae es una familia formada por virus pequenos,
isométricos, sin envoltura, con genomas de dsARN bisegmentados de 3-4.8 kb.
Los dos segmentos del genoma estan encapsidados individualmente y cada uno
contiene un ORF que codifica una proteina especifica. Generalmente, el
segmento de mayor tamafo (dsRNA1) codifica una RdRp, y el segmento de
tamano mas pequefo (dsRNA2) codifica una CP. Los extremos 5" UTR de cada
uno de los segmentos del genoma poseen secuencias altamente conservadas
(Vainio et al., 2018).

Partitiviridae
Segment 1 : RMA dependent RMA polymerase
Segment 2 = Capsid protein

Fuente: Viral Zone (https://viralzone.expasy.org)

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 inicos de esta familia que se han encontrado
infectando hongos (Nibert et al., 2014).

23



Introduccion general ]

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).
Algunos miembros de este género, como es el caso de ‘Cherry chlorotic rusty
spot associated partitivirus’ (Covelli et al., 2008), pueden presentar secuencias
de dsRNA satélite. 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 altimo, el género Gammapartitivirus
parece exclusivo de hongos, y su especie tipo es ‘Penicillium stoloniferum virus
S (Kim et al., 2003).

Dos nuevos géneros han sido propuestos para formar parte de esta familia,
el género Epsilonpartitivirus y el género Zetapartitivirus. Diversos andlisis
filogenéticos realizados con los micovirus recientemente identificados
‘Colletotrichum eremochloae partitivirus 1° (no publicado), ‘Penicillium
aurantiogriseum partiti-like virus” (Nerva et al., 2017), ‘Penicillium brasilianum
partitivirus 1” (Horn et al., 2015), y ‘Delitschia confertaspora partitivirus 1" (no
publicado), los agruparon en dos nuevos clados separados del resto de los
miembros de los demas géneros de esta familia, aunque relativamente cercanos
a los gammapartitivirus. Los miembros del género Epsilonpartitivirus han sido
identificados tanto en hongos como en invertebrados. Por otro lado, los
micovirus descritos del género Zetapartitivirus presentan caracteristicas
especificas de este género como son la presencia de 10 nt altamente conservados
en el extremo 3" UTR y un rango de longitud de la RdRp y la CP tnico entre los
miembros de este género (Vainio et al., 2018).

Anteriormente, se pensaba que los miembros de la familia Partitiviridae
estaban asociados a infecciones latentes, ya que no tenian ningtin efecto sobre
su aislado hospedador (Ghabrial et al., 2012). Sin embargo, esta consideracion
cambid al identificarse el micovirus ‘Sclerotinia sclerotiorum partitivirus 1’
(Xiao et al. 2014) y el alphapartitivirus ‘Rhizoctonia solani partitivirus 2’ (Zheng

et al., 2014), los cuales son capaces de inducir hipovirulencia en sus huéspedes.
Familia Quadriviridae

La familia Quadriviridae es una familia monogenérica de virus esféricos no
envueltos, con genomas de dsRNA cuadripartitos cuyos segmentos poseen un
tamanio de entre 3.5-5 kb y que se encuentran encapsidados por separado

(Chiba et al., 2018). Dentro de esta familia s6lo se han descrito hasta el momento
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dos especies, ‘Rosellinia necatrix quadrivirus 1’ (Lin et al., 2012, 2013), y
‘Leptosphaeria biglobosa quadrivirus-1” (Shah et al., 2018). Actualmente, no se

ha informado acerca de la patogenicidad de estos virus.

Los quadrivirus tienen caracteristicas estructurales muy especificas en
comparacion con las de otros virus de dsRNA conocidos. Cada segmento de su
genoma contiene un unico ORF. El ORF1, codifica una proteina de funcién
desconocida, mientras que los ORFs 2 y 4, codifican CPs, que pueden ser
procesadas durante el ensamblaje del virion. Por ultimo, el ORF3, codifica una
RdRp.

Quadriviridae

Segment 1 ORF1
{4.9kb) '

Segment2 | Structural proteins? P2
(4.3 kb)

Segment3 — RNA dependent RNA polymerase —
{4.0kb)

Segment4 | Structural proteins? P4
(3.6kb)

Fuente: ViralZone (https://viralzone.expasy.org)

Familia Reoviridae

En la familia Reoviridae se encuentran agrupados numerosos virus que
infectan tanto plantas, como hongos o insectos. Estos virus se clasifican en 15
géneros dentro de 2 subfamilias. Los micovirus asignados a esta familia se
encuentran agrupados en el género Mycoreovirus. Entre ellos podemos
encontrar a ‘Cryphonectria parasitica mycoreovirus-1" y ‘Rosellinia necatrix
W370 virus” (Hillman y Suzuki, 2004; Wei et al., 2004).

Los micoreovirus se encuentran encapsidados en una estructura doble,
donde se agrupan los multiples segmentos (11-12) de dsRNA que forman parte
de su genoma. Estos segmentos tienen unos tamafios comprendidos entre 0.7 y
4.11 kb, y cada uno de ellos codifica una proteina. Todos los micoreovirus
descritos hasta el momento inducen hipovirulencia en sus hospedadores

fangicos.
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Mycoreovirus

CPMYRV-1 |

Segment 8 (1.5kb)
- Segment 2 (3.8kb) - Segment 5 (2.0kb)  Segment 9 (1.0kb)

— VP2 ® o] \VP5 b—e o= VP9 =
Segment 3 (3.2kb) Segment 6 (2.0kb)  Segment 10v (0.9kb)

.- VP3 e o= W = = VP10}—=
Segment 4 (2.2kb) Segment 7 (1.5kb)  egment 11 (0.7kb)

" i A o= VW] == e—{\pi =z

Fuente: ViralZone (https://viralzone.expasy.org)

Familia Totiviridae

Los miembros de la familia Totiviridae son micovirus icosaedricos no
envueltos, que poseen un genoma monosegmentado cuyo tamarfo oscila entre
46 y 7.0 kb. Usualmente, este tinico segmento de dsRNA se encuentra
encapsidado y contiene dos ORFs que se solapan parcialmente en el mismo
sentido de la cadena de RNA. El primer ORF codifica un solo tipo de proteina
para la cdpside, mientras que el segundo ORF codifica una RdRp. Algunos
miembros de esta familia pueden poseer un tercer ORF de pequenio tamano en
el extremo 5, asi como RNA satélites que codifican proteinas ‘killer’ que son

encapsidadas de manera separada (Gilbert et al., 2019).

Aunque esta familia se encuentra formada por 5 géneros, tan solo en los
géneros Totivirus y Victorivirus podemos encontrar micovirus. 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
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). A diferencia de los miembros del género Totivirus, los
micovirus del género Victorivirus no parecen presentar solapamiento entre la
proteina de la capside y la RdRp (Preisig et al., 1998). Otra diferencia entre

ambos géneros es la abundancia de residuos de alanina, glicina y prolina en el
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extremo carboxilo de la secuencia proteica de la capside de los victorivirus
(Gilbert et al., 2019).

Actualmente, en ambos géneros podemos encontrar micovirus capaces de
inducir hipovirulencia en su aislado hospedador, como es el caso de ‘Botrytis
cinerea virus 1 (Yu et al., 2015) del género Totivirus, y la especie tipo del género

‘Victorivirus, Helminthosporium victoriae virus 190S” (Xie et al., 2016)

Totivirus
= GAG i =
POL ‘
Capsid protein ] l
RNA dependent RNA polymerase
4 1 ']‘- S Nna 1’&3'1‘-.-[-‘?
Fuente: ViralZone (https://viralzone.expasy.org )
Victorivirus
=t GAG %
POL
i RNA dependent RNA polymerase

- Ribosomal termination-rainitiat

Fuente: Viral Zone (https://viralzone.expasy.org)

4.2.2.- Clasificacion de micovirus con genomas de ssRNA

El porcentaje de micovirus de ssRNA identificados parece ser inferior al de
virus de dsRNA. En ocasiones, debido a que los métodos usados para el
aislamiento de estos organismos estan basados en el enriquecimiento de ARN
de doble cadena, se cometen errores al clasificar a los micovirus identificados.
Entre los micovirus de ssRNA podemos encontrar dos subtipos, genomas de

polaridad positiva y genomas de polaridad negativa.
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4.2.2.1.- Clasificacion de micovirus con genomas de ssRNA (+)
Familia Alphaflexiviridae

La familia Alphaflexiviridae pertenece al orden Tymouvirales. Miembros de esta
familia también se han identificado infectando plantas, ademas de hongos. Los
viriones no se encuentran envueltos, son flexibles y filamentosos. Su genoma
linear de ssRNA de polaridad positiva posee una longitud de entre 5.4 - 9 kb y
puede codificar de 1 a 6 proteinas, siendo una de ellas una RdRp. El extremo 3’
se encuentra poliadenilado. La RdRp es traducida directamente del ARN
genomico, mientras que cuando se presentan otros péptidos estos son

traducidos a partir de transcritos de subgnendmicos de ARNm monocistrénico
(Adams et al., 2011).

Los micovirus asignados a esta familia se pueden clasificar a su vez en 7
géneros, aunque solo en dos de ellos podemos encontrar micovirus. Estos

géneros son Botrexvirus y Sclerodarnavirus.

Actualmente, el género Botrexvirus se encuentra constituido por un solo
representante, ‘Botrytis virus X’ (Howitt et al., 2006). Este micovirus presenta un
genoma encapsidado con una longitud de 7 kb, y en él se pueden identificar 5
OREFs. El primero de ellos codifica una RdRp, la cual muestra homologia con la
replicasa de virus de plantas de la familia Potyviridae. El tercer ORF codifica

para proteinas de la capside (CP), mientras que el resto codifican proteinas aun

desconocidas.
Botrexvirus
Botrytis virus X G
= RdRp [ orF2_| 0453 | BBES °%°° ™ s 3

ORF4

|

5@ LML Hel Pol_| MY 3

Genomic RNA
S’:c-l 30kD I AanaARRARARL 3

Putative 5@ |24kD | cp @:;d‘ -
Subgenomic RNAs Ll

Fuente: Viral Zone (https://viralzone.expasy.org)
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Al igual que ocurre en el anterior género, el género Sclerodarnavirus se
encuentra formado por un solo miembro, ‘Sclerotinia sclerotiorum debilitation
associated RNA virus’ (Xie et al., 2006). Este micovirus no se encuentra ni
envuelto ni encapsidado, y no genera viriones verdaderos. El tamafio de su
genoma es de 5.5 kb, en el cual tan sélo se encuentra codificada una RdRp. Su
extremo 3’ se encuentra poliadelinado como ocurre en el resto de los miembros

de esta familia.

Andlisis realizados con este micovirus para determinar el posible efecto
sobre su aislado hospedador, han demostrado que Sclerotinia sclerotiorum
debilitation associated RNA virus debilita a su huésped e incluso puede llegar a

inducirle hipovirulencia (Xie et al., 2006).

Sclerodarnavirus

RdR
75 : OH 3'

Fuente: ViralZone (https://viralzone.expasy.org)

Familia Barnaviridae

La familia Barnaviridae es una familia en la que tan solo se conoce un
género, Barnavirus, y una especie, ‘Mushroom bacilliform virus’" (ICTV 9th
Report, 2011). Los viriones de esta especie son baciliformes y no estan envueltos
aunque si encapsidados. Su genoma contiene una unica molécula lineal de
ssRNA de sentido positivo, con un tamano de 4 kb. El ARN tiene unida una
proteina VPg (viral protein genome-linked) en su extremo 5, que actiia como

cebador durante la sintesis del ARN, y parece carecer de una cola poli(A).

En su genoma podemos encontrar 4 ORFs principales que codifican una
proteasa (ORF2), una RdRp (OREF3), y la proteina de la capside (ORF4), y 3

ORFs de menor longitud que codifican polipéptidos de bajo peso molecular.
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Barnaviridae
ORF4
, &ou | ORF1 ORF3 1 B
5 VFg - 3
| ORF2 Polyprotein |
? vy 7 2
| Protease | VPgl |
R RdRp [
4 3
5 Py
Subgenomic RNA

Fuente: Viral Zone (https://viralzone.expasy.org)

Familia Deltaflexiviridae

La familia Deltaflexiviridae ha sido recientemente propuesta. Dentro de esta
familia sélo se han descrito 3 micovirus, ‘Fusarium deltaflexivirus 1’ (Chen et
al., 2016), ‘Sclerotinia sclerotiorum deltaflexivirus 1" (Li et al., 2015), y ‘Soybean-
associated deltaflexivirus 1° (Marzano y Domier, 2016). Estos micovirus se

agrupan en un unico género, Deltaflexivirus.

Aunque no han sido observados, en base a sus caracteristicas gendmicas se
piensa que carecen de capside. Su genoma tiene una longitud que oscila entre 6
y 8 kb y el 3’ se encuentra poliadenilado. En su secuencia gendmica se pueden
identificar entre 4 y 5 ORFs. El ORF1 codifica una RdRp que es traducida
directamente del ARN gendmico, en el cual la polimerasa se salta la lectura de
un coddén de parada que se encuentra separando la regidon codificante de la

helicasa y la RdRp.
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Deltaflexivirus

Sovbean-associated deltaflexvirus T
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Fuente: Viral Zone (https://viralzone.expasy.org)

Familia Endornaviridae

Las primeras clasificaciones situaban a los endornavirus junto a los
micovirus con genomas de dsRNA, pero diversos estudios filogenéticos los
consideraban mads proximos a los virus de ssRNA (Ghabrial y Suzuki, 2009;
Hacker et al., 2005). Finalmente, se ha demostrado que los endornavirus poseen
genomas de ARN lineales, monocatenarios y de sentido positivo, que varian de
9.7 a 17.6 kb, y se ha informado que infectan plantas, hongos y oomicetos
(Valverde et al., 2019).

Los micovirus asignados a esta familia no forman verdaderos viriones y se
localizan en vesiculas citoplasmaticas. Generalmente, los endornavirus
codifican una unica poliproteina, en la que se pueden identificar un dominio
RdRp y un domino helicasa. También, en algunos casos, se puede se puede
encontrar en estos genomas un dominio metiltransferasa viral (MET) y/o un

dominio glicosiltransferasa (UGT).
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Endornaviridae

| Polyprotein?
Y
” | ? RdRp

Fuente: ViralZone (https://viralzone.expasy.org)

La familia consta de dos géneros, Alphaendornavirus y Betaendornavirus
(Khalifa y Pearson, 2014) en los que los virus se clasifican segin su tamafio
gendmico, huésped, y presencia de dominios tnicos. El género Alfaendornavirus
incluye especies cuyos miembros infectan plantas, hongos y oomicetos,
mientras que el género Betaendornavirus incluye especies cuyos miembros
infectan hongos ascomicetos. Los miembros del género Alphaendornavirus
poseen genomas de entre 13.8 y 17.5 kb, y presentan un dominio UGT. Ademas,
aunque estos virus codifican un tnico ORF, se han identificado sitios de
excisiéon en la secuencia, que darian lugar a dos péptidos (Moriyama et al.,
1999). Por otro lado, los micovirus agrupados en el género Betaendornavirus,
poseen genomas algo mas cortos, encontrandose en un rango de entre 9.5 a 11.4
kb de longitud. Los betaendornavirus poseen un dominio que codifica una
metiltransferasa, pero no poseen un dominio UGT, ni tampoco el sitio especifico

de escision (Khalifa y Pearson, 2014).
Familia Fusariviridae

Los miembros de la familia propuesta Fusariviridae tienen genomas
monosegmentados, que codifican entre 2 y 4 ORFs. E1 ORF1 es el mas largo, y
contiene motivos de la RdRp y helicasa. El siguiente ORF en longitud codifica
una proteina desconocida, que a menudo contiene un motivo de
‘mantenimiento estructural de cromosomas’ (SMC). Algunos virus asignados a
esta familia pueden codificar pequefias proteinas adicionales en el extremo 3’
(Gilbert et al., 2019).
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Fusariviridae

o ORF1 | [ ORF2_| >

o RdRp Hel | [ SMC | »

Diversos andlisis filogenéticos basados en la secuencia aminoacidica de la
RdRp, clasifican a los fusarivirus en dos grupos. La estructura genodmica de
estos dos grupos sugieren algunos patrones generales. Todos los miembros del
‘Grupo 1’, normalmente poseen so6lo dos ORFs, y codifican un dominio
funcional en el segundo ORF de mayor longitud (Yang et al., 2015; Kellner et al.,
2014). Por el contrario, los virus asignados al ‘Grupo 2’, suelen presentar 3
ORFs, pero en este caso en el segundo, de mayor longitud, no hay codificada

ninguna proteina funcional (Hulvey et al., 2012).

Como la familia Fusariviridae atn no ha sido oficialmente reconocida, las
caracteristicas especificas para distinguir nuevas especies o géneros ain no

estan claramente establecidas.

Entre los fusarivirus descritos hasta el momento, ‘Botrytis cinerea
fusarivirus 1’, es el unico asociado a la induccidon de hipovirulencia en su

hospedador fungico. (Hao et al., 2018).
Familia Gammaflexiviridae

La familia Gammaflexiviridae también pertenece al orden Tymouvirales, como
ocurre con la familia Alphaflexiviradae. Actualmente, sélo hay un género,
Moycoflexivirus, y una especie, ‘Botrytis virus F’, formando parte de esta familia
(ICTV: 'Virus Taxonomy: 2018b Release’; Pearson y Bailey, 2013).
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Los viriones no poseen una envuelta y son flexibles y filamentosos. Su
genoma lineal tiene una longitud de 6.8 kb. El extremo 3" se encuentra
poliadenilado. En este genoma podemos encontrar dos ORFs claramente
separados. El ORF1 contiene motivos conservados correspondientes a una
metiltransferasa y a una helicasa que terminan con un codén de parada UGA.
En este mismo ORF se encuentra codificada la RdRp. El ORF2 codifica la
proteina de recubrimiento. La RdRp es traducida directamente del ARN
genomico mediante el salto en la lectura del codon de parada, que se encuentra
entre la region codificante de una helicasa y la RdRp, y la proteina de la capside

parece que es trascrita como un ARN subgendmico (Howitt et al., 2001).

Mycoflexivirus,
Botrytis virus |
6827 nt
&) RdRp 1 .
oo L M Hel Pol | ML 3"
Genomic RNA
Putative m
Subgenomic RNA 5' e
Fuente: Viral Zone (https://viralzone.expasy.org)
Familia Hypoviridae

La familia Hypoviridae es una familia de virus sin cdpside, con genomas de
ssRNA de sentido positivo monosegmentados cuya longitud oscila entre 9 y 13
kb. Pueden contener uno o dos ORF, cada uno de los cuales codifica una
poliproteina (Suzuki et al., ICTV report Consortium, 2018). En el extremo 3’ se
puede identificar una cola poli(A), y su genoma no codifica proteinas
estructurales. Estos virus se replican dentro de vesiculas lipidicas procedentes
del aparato de Golgi del huésped. (Fahima et al., 1993; Jacob-Wilk et al., 2006).

Ademas pueden presentar moléculas de ARN asociadas.

Una de las caracteristicas mds importantes de esta familia, razon por la
que reciben su nombre, es que, a menudo, la infeccion por estos micovirus

puede reducir la virulencia del hospedador fingico.
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Hypoviridae
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Fuente: Viral Zone (https://viralzone.expasy.org)

Actualmente, hay cuatro especies oficialmente reconocidas en la familia
Hypoviridae, Cryphonectria hypovirus 1, 2, 3, y 4 (CHV1, CHV2, CHV3, y
CHV4), identificados en aislados de Cryphonectria parasitica, aunque se han
descrito miembros de esta familia infectando otras muchas especies de hongos.
En base a las relaciones filogenéticas entre estos 4 hipovirus y las caracteristicas
que presentan, se han propuesto dos géneros, Alphahypovirus, que contendria a
los hypovirus CHV1 y CHV2 (Li et al., 2015) y Betahypovirus, en el que se
agrupan CHV3 y CHV4 (Yaegashi et al., 2012). Los miembros del género
Alphahypovirus poseen genomas mas largos (de 12.5 a 14.4 kb) y estdn
caracterizados por poseer dos ORFs. El ORF1 parece codificar diversas
proteasas, mientras que el segundo ORF contiene los dominios proteasa, RdRp
y helicasa. Por otro lado, los virus que forman parte del género Betahypovirus
tienen un genoma algo mas pequefio (9 - 11 kb), que contiene un tinico ORF.
Generalmente, este ORF codifica una poliproteina en la que pueden observarse
dominios proteasa, UGT, RdRp y helicasa. Este ultimo género posee en su

extremo 5’ secuencias altamente conservadas entre sus miembros.

Actualmente, se especula acerca de la propuesta de un nuevo género en
esta familia, el género Gammahypovirus (Hu et al., 2014; Li et al., 2019). Este seria
el resultado de la separacion filogenética de los micovirus identificados
‘Sclerotium rolfsii hypovirus 1” y ‘Sclerotinia sclerotiorum hypovirus 2" los
cuales parecen presentar algunas diferencias claras en el genoma con respecto al

resto los miembros de esta familia.
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Familia Narnaviridae

La familia Narnaviridae se encuentra formada por micovirus no envueltos,
con genomas de ARN de cadena sencilla de polaridad positiva de pequefio
tamano. Su longitud oscila entre 2 y 2.9 kb, y codifican una RdRp como tnico
péptido (Hillman y Cai, 2013). Estos micovirus no codifican proteinas
estructurales. Su genoma posee un alto contenido en A+U y no parecen tener su
extremo 3’ poliadenilado. Actualmente, se pueden distinguir dos géneros

dentro de esta familia, Narnavirus y Mitovirus.

Mientras que los micovirus del género Narnavirus presentan las
caracteristicas tipicas de la familia y se replican en el citoplasma, los micovirus
agrupados en el género Mitovirus se caracterizan por replicarse dentro de la
mitocondria de su huésped fungico (Hillman y Cai, 2013). Ademads, el ORF
codificante de estos genomas comienza con el codén de inicio mitocondrial
UGA (Osawa et al., 1992).

Normalmente los miembros de esta familia son cripticos, aunque en
algunos casos, la infeccion porestos micovirus tiene efectos sobre la morfologia
de la mitocondria, el crecimiento in vitro y la virulencia de su huésped fangico,
(Wu et al., 2010; Polashock et al., 1997; Xie et al., 2012; Xu et al., 2015).

Narnaviridae

RdR
75’ = OH 3'

Fuente: Viral Zone (https://viralzone.expasy.org)

4.2.2.2 Clasificacion de micovirus con genomas de ssRNA (-)
Familia Mymonaviridae

Actualmente, la familia Mymonaviridae es la tnica familia con virus de
ssSRNA de polaridad negativa que infectan hongos. En ella s6lo se encuentra
asignado un género, Sclerotimonavirus, en el cual se encuentran asignadas 5
especies. Tres de ellas se han identificado infectando al hongo fitopatdgeno
Sclerotinia sclerotiorum (Liu et al., 2014; Mu et al., 2017; Marzano et al., 2016), otra

a Botrytis cinérea (Hao et al., 2018) y la tultima especie se ha identificado
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infectando a Fusarium graminearum (Wang et al., 2018).

Los miembros de la familia Mymonaviridae producen viriones filamentosos
envueltos que contienen una sola molécula de ARN lineal de sentido negativo
de aproximadamente 10 kb. Su genoma codifica hasta 6 proteinas en diferentes
ORFs. En el ORF5, de mayor longitud, se encuentra codificada la RdRp viral.
Esta, una vez que es traducida, se une al genoma en la “leader regiéon’’ y
transcribe secuencialmente cada gen al reconocer las senales de inicio y parada

que flanquean los diferentes ORFs.

Sclerotimonavirus
y-{oRFIH N H oA {4 L - ORF6}— 5
leader Trailer

Fuente: ViralZone (https://viralzone.expasy.or)

El micovirus ‘Sclerotinia sclerotiorum negative-stranded RNA virus 1/, un
mymonavirus que se encuentra infectando un aislado de Sclerotinia scleoriotum,
causa fenotipos de hipovirulencia, incluyendo lentitud en el crecimiento y

pérdida de patogenicidad.
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Tabla 1 | Clasificacion y caracteristicas generales de las distintas familias de micovirus

EFECTO
FAMILIA GEENERO GENOMA ESQUEMA SOBRE EL HUESPED REFERENCIA
HUESPED
L . Tetrasegmentado Si Ghabrial et al.,
Chrysoviridae Chrysovirus 3527 kb Hongos 2018
Monosegmentado Hongos Fukuhara and
Endornaviridae Alphaendornavirus Bete 05175 kb -—-- Plantas Gibbs, 2012
Oomycetos
Alternaviridae Alternavirus Tetrasegmentado Si Hongos Aoki et al., 2009
3.5- 2kb
gib ...
S
o Totivirus : £} . Hongos Yuetal., 2015
- %3 3
Totiviridae Victorivirus Monosegmentado 4.6-7 kb (O oasf gy — Si Protozoarios Xie et al., 2016
T=2
Alphapartitivirus
. Betapartitivirus . Hongos
Partitiviridae Gammapartitivirus lB':eg'Z“Z”ktgdo si Plantas Vainio et al., 2018
Epsilonpartitivirus aye Protozoarios
Zetapartitivirus
. . . . Bisegmentado . Ghabrial et al.
M )
egabirnaviridade Megabirnavirus 72-8.9 kb Si Hongos 2015
Ghabrial et al.,
A Quadrivirus Tetrasegmentado Si Hongos 2015; Linetal,,
Quadriviridae 3.7-4.9 kb 2012
Hongos
Reoviridae . Multisegmentado . Plantas .
Mycoreovirus 0.7-5 kb \ Si Protozoarios Attoui et al., 2012
o Vertebrados
. . Bisegmentado .
Botybirnavirus 6.2-5.9 Kb Si Hongos Wu et al., 2012
Alphaflexiviridae Botrexvirus Monosegmentado. No Plantas Howitt et al., 2005
7 kb Hongos

38



Introduccion general ]

. Monosegmentado. RdRp . Plantas .
Sclerodarnavirus 5.5 kb ? 5‘\/0\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/OH 3 Si Hongos Xie et al., 2006
Barnaviridae Barnavirus Monosegmentado. No Honaos ICTV 9th Report,
4kb 9 2011
- - Monosegmentado. Pearson y Balley,
Gammaflexiviridae
Mycoflexivirus 6.8 kb No Hongos 2013
SSRNA (+)
Plantas
. Narnavirus Monosegmentado. RdRp . . .
Narnaviridae Mitovirus 23 kb 9 ? 5-\ﬁ0\/\_/\/\,\/\,\/\,\,\,OH 3 Si Hongos Hillman y Cai, 2013
. Alphahipovirus Monosegmentado. 3 " . Lietal, 2015
Hypoviridae Betahipovirus 0-14.4 kb Si Hongos Yaegashi et al.,
' 2012
Gruno 1 Monosegmentado.
Fusariviridae GruSo 5 6-8 kb - Hongos Hao et al 2018
Monosegmentado. Hongos
Deltaflexiviridae Deltaflexivirirus 6-8 kb - Plantas Lietal., 2015
RNA Mymonaviridae Monosegmentado.
sSRNA (-) Sclerotimonavirus 10 kb 9 ' Si Hongos Liu et al. 2014

Basado en: Nuss (2005), Nature reviews Microbiology, vol 3; Ghabrial et al. (2015), Virology 479-480, (2015),
aEsquemas que muestran la estructura de los viriones de las diferentes familias y géneros (Fuente: ViralZone
(https:/fviralzone.expasy.org))

b Familias o géneros en los que se agrupan especies con capacidad para inducir hipovirulencia.

4.3.- Micovirus como agentes de control bioldgico

Los micovirus parecen et al., jugar un importante papel en la modulacién de
la interaccién hongo-planta, de manera que aquellos virus con capacidad para
reducir la virulencia del aislado hospedador, y por tanto limitar las
enfermedades de las plantas, se convierten en candidatos idéneos para su uso
como agentes de control biologico (Dawe y Nuss, 2001; Ghabrial y Suzuki, 2009;
Dawe y Nuss, 2013). Este hecho supondria un avance en el desarrollo de nuevas
estrategias de control de enfermedades fungicas menos perjudiciales para el
medio ambiente. Asi, los micovirus se consideran actualmente organismos de
gran interés en fitopatologia, llegandose a plantear la posibilidad de su uso no
s0lo como agentes de control biologico (virocontrol), sino también como

herramientas para estudiar e incluso manipular la interaccion entre el patégeno
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fangico y la planta hospedadora.

Aunque el nimero de micovirus identificados con capacidad para inducir
hipovirulencia es elevado, el tinico que hasta el momento se ha usado como un
agente efectivo de virocontrol es ‘Chryphonectria hypovirus 1’ (CHV1). Desde
que se observo en Europa como las infecciones por Cryphonectria parasitica se
controlaban de manera natural por CHVI1, este micovirus se ha estado
utilizando hasta ahora para controlar el chancro del castafio en los viveros de

castafios europeos (Bissegger et alet al., 1997; Milgroon y Cortesi, 2004).

La utilizacion exitosa de micovirus en el control de enfermedades causadas
por hongos fitopatdgenos no solo requiere que el micovirus induzca
hipovirulencia, sino que también es necesario que dicho micovirus se
mantengan de forma estable en las células y que se transmita 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
(transmision horizontal), y a través de las esporas (transmisién vertical). Para
que se produzca la anastomosis hifal entre dos aislados fungicos es necesario
que ambas cepas sean compatibles vegetativamente, es decir, que pertenezcan
al mismo Grupo de Compatibilidad Vegetativa (VCG). La interaccion entre
cepas incompatibles vegetativamente da lugar a muerte celular programada,
impidiendo el intercambio de material celular (Leslie y Zeller, 1996). Una de las
hipdtesis mas extendidas es que este sistema evolucioné como un mecanismo
de defensa para limitar la transmision de virus, transposones y plasmidos que
confieren senescencia. Los trabajos de campo realizados con cepas
hipovirulentas de C. parasitica han mostrado que el uso de micovirus como
herramientas de control biologico funciona mejor cuando las poblaciones del
patogeno a controlar poseen una baja diversidad en VCGs. Por lo tanto, cabe
esperar que una alta diversidad de VCGs en una poblacién fungica suponga un
obstaculo que ralentice, e incluso impida, que un hipovirus se disperse. La alta
diversidad en VCGs ha sido, en efecto, la causa de que la utilizacién de cepas
hipovirulentas de C. parasitica infectadas con CHV1, utilizada con éxito en
Europa, no haya sido efectiva en el control del chancro del castafio en

Norteamérica (Liu y Milgroom, 1996; Cortesi et al., 2001).

La eficiencia en la transmision vertical dentro de los distintos individuos de

una poblacion también juega un papel importante en el posible uso de los
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micovirus como agentes de virocontrol. Esta transmision se produce
fundamentalmente a través de las conidias, y la 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; Lemus-Minor et al., 2019; Shain y Miller, 1992). Por
ello, el éxito en el tratamiento de biocontrol con virus inductores de
hipovirulencia también dependera de la eleccion adecuada del aislado(s)

portador(es) de la infeccidn viral.

4.4.- Micovirus identificados en especies del género Fusarium

Fusarium ha resultado ser una de las familias fangicas con mayor nimero
de infecciones virales. Gracias a las nuevas tecnologias, actualmente se conocen
una amplia diversidad de especies de micovirus infectando distintos géneros y
especies de este hongo fitopatogeno. Entre los géneros infectados podemos
encontrar a 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; Lemus-Minor et al., 2015).

Hasta el momento, se han descrito micovirus infectado a Fusarium en casi
todas las familias viricas, presentado genomas que pueden ser de dsRNA,
ssRNA de polaridad positiva y ssRNA de polaridad negativa, pero hasta el
momento no se ha identificado ningin micovirus de ADN. A pesar del amplio
numero de micovirus identificados, tan solo cuatro de ellos parecen poseer la
capacidad de inducir hipovirulencia en su huésped fungico. Tres de ellos han
sido identificados en Fusarium graminearum (Darissa et al., 2012; Lee et al., 2014),
mientras que el cuarto ha sido identificado en el género Fusarium oxysporum
(Lemus-Minor et al., 2018)

‘Fusarium graminearum virus China 9" ha sido el primer virus de Fusarium
que se ha asociado a hipovirulencia (Darissa et al., 2012). Mas tarde, fueron
identificados otros dos virus en F. graminearum, ‘Fusarium graminearum virus
1" y ‘Fusarium graminearum virus 2’ (Lee et al., 2014). Los estudios realizados
con estos micovirus y sus aislados hospedadores los han convertido en un
modelo para el estudio de la interaccion hongo-virus, especialmente para

determinar los cambios en el fenotipo (incluyendo la hipovirulencia), y la
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reduccion de la produccion de micotoxinas causadas por la infeccion del

micovirus.
4.4.1.- Micovirus identificados en la especie Fusarium oxysporum

A dia de hoy, el nimero de micovirus descritos en la especie Fusarium
oxysporum es muy reducido, es mas, tan solo han sido identificados cinco
micovirus infectando esta especie. Sin embargo, s6lo uno de ellos se ha podido

asociar a la induccion de hipovirulencia

En 1998, Killic y Griffin describieron por primera vez particulas virales
infectando un total de 6 aislados de F. oxysporum. Se trataba de virus de dsRNA
cuyo genoma estaba formado por 4 segmentos con tamafios estimados de 4, 3.1,
2.7 y 2.2 kb. El patron de segmentos de dsRNA que mostraban los micovirus
identificados los situaba como miembros de la familia Chrysoviridae. Sin
embargo, la falta de informacién relacionada con su secuencia gendmica limita
su adecuada clasificacion filogenética. Por otro lado, Killic y Griffin no
observaron una asociacion clara entre la presencia de estos dsRNAs y la

virulencia del aislado fungico evaluada en ensayos con semillas de soja.

Otro micovirus, denominado ‘Fusarium oxysporum chrysovirus 1
(FoCV1), ha sido identificado en la forma especialis melonis de F. oxysporum
(Sharzei et al., 2007). FoCV1 es también un miembro de la familia Chrysoviridae,
cuyo genoma se compone de 4 segmentos de dsRNA de aproximadamente 3,
2.5,2.3, y 0.7 kb. Solo se dispone de la secuencia parcial del segmento de mayor
tamano (dsRNA I), que codifica una proteina que exhibe una gran similitud con
RdRps de chrysovirus. Se ha mostrado que la infecciéon por FoCV1 no tiene
ningn efecto en el crecimiento, la morfologia, o la virulencia de su hongo
hospedador (Sharzei et al., 2007)

El micovirus identificado mas recientemente ha sido ‘Fusarium oxysporum
f. sp. dianthi virus 1’ (Lemus-Minor et al., 2015), detectado infectando una cepa
de F. oxysporum f. sp dianthi, y el unico hasta el momento asociado a la
induccién de hipovirulencia. A él nos referiremos madas extensamente en el

apartado siguiente.
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4.4.2- FodV1: El primer micovirus asociado a la induccidon de hipovirulencia

en Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum f. sp. dianthi virus 1 (FodV1) fue identificado con un
alto nivel de acumulacion en la cepa Fod 116 de F. oxysporum f. sp dianthi , una
cepa aislada en 2008 de una planta de clavel enferma procedente de la provincia
de Cadiz (Gémez-Lama Cabanas et al., 2012)et al).

El genoma de FodV1 consta de cuatro segmentos de dsRNA, que fueron
nombrados, desde el de mayor tamafo hasta el mas pequeno, como dsRNA 1,
2, 3 y 4. Cada uno de estos segmentos contiene un tinico ORF y sus tamafios
oscilan entre 3.5 kb y 2.6 kb. En los segmentos dsRNA 1 y 3 se encuentran
codificadas una RdRp y una proteina de la capside (CP), respectivamente. Los
segmentos de dsRNA 2 y 4 codifican hipotéticas proteinas de funcion
desconocida, nombradas como P2 y P4. El andlisis de su estructura gendmica,
las busquedas de homologias de las secuencias aminoacidicas, y el andlisis
filogenético, indican que FodV1 es un nuevo miembro de la familia
Chrysoviridae (Lemus-Minor et al., 2015)
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Figura 7.- Caracterizacién de Fusarium oxysporum f. sp. dianthi virus 1 (FodV1). (A) Patrén de bandas de dsRNA deFodV1
analizado por electroforesis en gel de agarosa. La linea 1 corresponde al marcador de peso A-Hindlll; La linea 2 corresponde a los
extractos enriquecidos en dsRNA del aislado Fod 116 obtenidos por cromatografia. (B) Representacion esquematica del genoma de
FodV1. Imagen tomada de Lemus-Minor et al., Archives of Virology, 2015.

Con el objetivo de poder estudiar los posibles efectos de este micovirus
sobre su aislado hospedador, los investigadores obtuvieron un aislado de la
cepa Fod 116 con niveles residuales de FodV1, la cual compararon con la cepa
originalmente infectada. Esta comparacién mostro significativas alteraciones en
el fenotipo del hospedador debidas al micovirus. La presencia de un alto titulo
viral de FodV1 se mostr6 asociada a modificaciones morfoldgicas y reduccion

del crecimiento de las colonias en medio solido, a una disminucion de la
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conidiacion en medio liquido, y a una pérdida de virulencia del aislado fingico
(Figura 8) (Lemus-Minor et al., 2018).

Figura . 8.- Diferencia en la severidad de sintomas de la
enfermedad en claveles inoculados con cada version de
la cepa de FodV1: (A) bajo titulo viral y (B) alto titulo
viral.

También se ha analizado la capacidad de FodV1 para ser trasnmitido
horizontalmente por anastomosis hifal, y verticalmente a través de las conidias,
ademas de comprobar si los niveles de acumulacion en los aislados receptores
se mantenian similares a los altos niveles detectados en la cepa originalmente
portadora. Las resultados mostraron que el micovirus FodV1 se transferia
horizontalmente entre aislados compatibles, manteniendo altos niveles de
acumulacion en el nuevo aislado receptor. Asimismo, se ha demostrado que
FodV1 se transmite eficientemente a través de las esporas, aunque dicha

eficiencia depende del aislado portador considerado (Lemus-Minor et al., 2019).

Las nuevas cepas infectadas obtenidas por transmision horizontal fueron
usadas para comprobar si las alteraciones fenotipicas que originaba FodV1 en el
aislado originalmente portador, se reproducian en los nuevos aislados
receptores. Los resultados obtenidos mostraron que la presencia de FodV1 en
los nuevos aislados inducia alteraciones fenotipicas similares a las descritas en
el aislado portador original, incluyendo la induccién de hipovirulencia (Lemus-
Minor et al., 2019).

Todos estos resultados sugieren que FodV1 podria ser un buen candidato
para su aplicacion como agente de virocontrol de la fusariosis vascular de

clavel.
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Objetivos de esta Tesis

Los objetivos generales de esta Tesis han sido dos:

1. Analizar el efecto del micovirus FodV1 sobre el patron de colonizacion

vascular del aislado fungico infectado (Capitulo 1).

2. Identificar nuevos micovirus en poblaciones de Fusarium oxysporum f sp.
dianthi: analizar sus estructuras gendmicas y sus relaciones filogenéticas,
y determinar sus efectos sobre el fenotipo del aislado infectado (Capitulos
2y 3).

Cada uno de los referidos Capitulos constituye el contenido de sendos articulos,

publicados, en revision, o enviados a las revistas:

Capitulo 1: “‘Mycovirus Fusarium oxysporum f. sp. dianthi Virus 1 decreases the
colonizing efficiency of its fungal host’ Publicado en: Front. Cell. Infect. Microbiol
(2019). Online publication doi:10.3389/fcimb.2019.00051

Capitulo 2: ‘Molecular and biological characterization of the first hypovirus
identified in Fusarium oxysporum’. Aceptado con modificaciones en Frontiers in

Microbiology

Capitulo 3: “Characterization and incidence of the first member of the genus
Mytovirus identified in the phytopathogenic species Fusarium oxysporum”.

Enviado a Viruses.
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CAPITULO1

Mycovirus Fusarium oxysporum f. sp. dianthi virus
1 decreases the colonizing efficiency of its fungal
host

Publicado como/Published as:

Torres-Trenas, A., Prieto, P., Canizares, M. C., Garcia-Pedrajas, M. D., and
Pérez-Artés, E. (2019). Mycovirus Fusarium oxysporum f. sp. dianthi Virus 1
Decreases the Colonizing Efficiency of Its Fungal Host. Front. Cell. Infect.
Microbiol. 9, 51. d0i:10.3389/fcimb.2019.00051.
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Resumen

Los micovirus que inducen hipovirulencia en hongos fitopatogenos son
interesantes debido a su potencial uso como agentes de control biologico de las
enfermedades de las plantas causadas por hongos. El chrysovirus recientemente
identificado Fusarium oxysporum f. sp. dianthi virus 1 (FodV1) se ha asociado a
la inducciéon de hipovirulencia en Fusarium oxysporum f. sp. dianthi, la ‘forma
specialis” de F. oxysporum que causa marchitez vascular en el clavel (Dianthus
caryophyllus). En este trabajo, se ha utilizado microscopia de escaner laser
confocal y dos cepas isogénicas de F. oxysporum sp. dianthi, una infectad con
FodV1 (V +) y otra sin infectar (V-), marcadas con el gen que expresa la proteina
verde fluorescencia GFP, para analizar el efecto del micovirus en el patrén de
colonizacién de plantas de su huésped fuingico.

Los resultados demuestran que la infeccion viral por FodV1 afecta a la
velocidad y la distribucion espacial de la colonizacion del hongo en la planta.
Las etapas iniciales de la colonizacion externa de la raiz fueron similares para
ambas cepas, pero la cepa libre de virus colonizé los tejidos vegetales internos
mas rapido que la cepa infectada por el virus. Ademads, se observaron otras
diferencias relacionadas con la zona especifica colonizada y la densidad de
colonizacién entre ambas cepas de F. oxysporum f. sp. dianthi. Las hifas de las
cepas V-y V+ progresaron a través de los vasos del xilema, pero se encontraron
diferencias en el nimero de vasos colonizados y del nimero de hifas dentro de
ellos. Ademas, a medida que progresaba la colonizacion, las hifas tanto de V-
como de V+ se propagaban horizontalmente hasta llegar a la médula central,
pero, mientras que la cepa V-, libre de virus colonizaba densamente el interior
de las células de la médula, la cepa V+, infectada por virus aparecia
principalmente en los espacios intercelulares y con una menor densidad de
colonizacion.

Finalmente, también se analizé la incidencia de infecciones virales por
FodV1 en una coleccidon de 221 aislamientos muestreados entre 2008 y 2012 en
el drea geogréfica donde se obtuvo el aislado originalmente infectado. Aqui se
discute la baja (<2%) incidencia de infecciones virales por FodV1. Hasta donde
sabemos, este trabajo proporciona la primera evidencia microscdpica sobre el
efecto de un micovirus inductor de hipovirulencia en el patron de colonizacion

de plantas por su huésped fangico.
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Abstract

Mycoviruses that induce hypovirulence in phytopathogenic fungi are
interesting because their potential use as biological control agents of the plant
diseases caused by their fungal hosts. The recently identified chrysovirus
Fusarium oxysporum f. sp. dianthi virus 1 (FodV1) has been associated to the
induction of hypovirulence in Fusarium oxysporum f. sp. dianthi, the forma
specialis of F. oxysporum that causes vascular wilt in carnation (Dianthus
caryophyllus). In this work, we have used confocal laser scanner microscopy and
two isogenic GFP-labelled strains of F. oxysporum f. sp. dianthi infected (V*) and
not infected (V-) with the Fusarium oxysporum f. sp. dianthi virus 1,
respectively, to analyze the effect of mycovirus FodV1 on the plant colonization
pattern of its fungal host. Results demonstrate that FodV1-viral infection affects
the speed and spatial distribution of fungal colonization into the plant. Initial
stages of external root colonization were similar for both strains, but the virus-
free strain colonized the internal plant tissues faster than the virus-infected
strain. In addition, other differences related to the specific zone colonized and
the density of colonization were observed between both F. oxysporum f. sp.
dianthi strains. The hyphae of both V-and V* strains progressed up through the
xylem vessels but differences in the number of vessels colonized and of hyphae
inside them were found. Moreover, as colonization progressed, V- and V~*
hyphae propagated horizontally reaching the central medulla but, while the
virus-free strain V- densely colonized the interior of the medulla cells, the virus-
infected strain V* appeared mainly in the intercellular spaces and with a lower
density of colonization. Finally, the incidence of FodV1-viral infections in a
collection of 221 isolates sampled between 2008 and 2012 in the geographic area
where the originally infected isolate was obtained has been also analyzed. The
very low (<2%) incidence of viral infections is discussed here. To the best of our
knowledge, this work provides the first microscopic evidence about the effect of
a hypovirulence-inducing mycovirus on the pattern of plant colonization by its

fungal host.
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Molecular and biological characterization of the
first hypovirus identified in Fusarium oxysporum

Aceptado con modificaciones como / accepted with modifications as:
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Resumen

Un nuevo micovirus llamado Fusarium oxysporum f. sp. dianthi hypovirus
2 (FodHV2) se ha identificado infectando a dos aislados, Fod 408 y Fod 409, de
Fusarium oxysporum f. sp. dianthi procedentes de Marruecos. En ambos aislados
también se observo la presencia de una forma defectuosa de FodHV2.

El genoma de FodHV?2 tiene una longitud de 9,444 nucleétidos, excluyendo
la cola poli(A), y presenta un tinico marco abierto de lectura (ORF), que codifica
una poliproteina. La poliproteina contiene tres dominios altamente
conservados, un dominio de UDP glucosa/esterol glucosiltransferasa, el domino
de una ARN polimerasa dependiente de ARN y el de una ARN helicasa viral.
Ademads, se detectaron algunos residuos particulares de Cys, Hys y Gly en la
region N-terminal que podrian representar el sitio catalitico de una proteasa
extinta. La organizacion genomica, la presencia de determinados motivos
conservados y el resultado de diferentes andlisis filogenéticos basados en
alineaciones multiples, claramente agruparon al micovirus FodHV2 con los
miembros del nuevo género propuesto Betahypovirus en la familia Hypoviridae.

FodHV2, junto con su forma defectuosa, fue transferido por anastomosis
hifal a una cepa receptora libre de virus marcada con el gen de resistencia a
higromicina (HgR). La comparaciéon de las cepas isogénicas obtenidas, una
infectada y otra no infectada por el hipovirus, mostré que FodHV2 no altera el
crecimiento vegetativo, ni la conidiacion ni la virulencia de su huésped fangico.
La eficiencia en la transmision del FodHV2 a través de las conidias fue similar
(100%) tanto en los aislados infectados originales como en los receptores.

Hasta donde sabemos, este es el primer informe de un hipovirus que infecta
la especie patdgena de plantas F. oxysporum, y también el primero descrito en

una cepa de hongos del continente africano.
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Abstract

A novel mycovirus named Fusarium oxysporum f. sp. dianthi hypovirus 2
(FodHV2) has been identified infecting isolates Fod 408 and Fod 409 of Fusarium
oxysporum f. sp. dianthi from Morocco. The presence of a defective form of
FodHV2 has also been observed in both isolates. The genome of FodHV2 is 9444
nucleotides long excluding the poli(A) tail, and has a single open reading frame
(ORF) encoding a polyprotein. The polyprotein contains three highly conserved
domains of UDP glucose/sterol glucosyltransferase, RNA-dependent RNA
polymerase, and viral RNA helicase. In addition, some particular residues of
Cys, Hys, and Gly were detected in the N-terminal region that could represent
the catalytic site of a former papain-like protease. Genomic organization,
presence of particular conserved motifs, and phylogenetic analyses based on
multiple alignments clearly grouped FodHV2 with the members of the new
proposed genus Betahypovirus in the family Hypoviridae. FodHV2, together
with its defective, was transferred by hyphal anastomosys to a recipient HgR-
tagged virus-free strain. Comparison of the infected and non-infected isogenic
strains showed that FodHV2 did not alter the vegetative growth, neither the
conidiation nor the virulence of its fungal host. Efficiency in the transmission of
the FodHV2 through the conidia was similar (100%) in both the original and the
recipient infected-isolates. To the best of our knowledge, this is the first report
of a hypovirus infecting the plant pathogenic species F. oxysporum, and also the

tirst one described in a fungal strain from the African continent.
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Resumen

En este trabajo se ha identificado un nuevo micovorus llamado micovirus
‘Fusarium oxysporum f{. sp dianthi mitovirus 1" (FodMV1) infectando un ailado
de Fod procedente de Colombia. FodMV1 posee un genoma de 2,313 pb de
longitud, en el que se ha identificado un tnico ORF que codifica una RdRp
viral. Una busqueda de homologia usando la secuencia nucleotidica y el
programa BlastX mostr6 que FodMV1 es un nuevo miembro del género
Mitovirus en la familia Narnaviridae.

Una de las caracteristicas de los mitovirus es que se replican en la
mitocondria. De acuerdo con esto, el genoma de FodMV1 presenta una serie de
caracteristicas comunes al resto de mitovirus, como son una alta concentracion
de A+U (58.8%) y la presencia de un numero de codones UGA, que codifican el
aminodcido triptéfano en vez de una senal de ‘stop” cuando se aplica el codigo
genético mitocondrial. Asimismo, los extremos 5- y 3’- UTR presentan una
estructura secundaria caracteristica también de mitovirus. El analisis
filogenético sitia a FodMV1 en un clado separado del resto mitovirus que
infectan otras especies de Fusarium.

FodMV1 parece tener una relativamente alta incidencia, ya que se ha
identificado infectando a otros 22 aislados de Fod. Entre estos aislados
infectados podemos encontrar aislados procedentes de Espafia (18) y Colombia
(4). La presencia del mismo mitovirus en aislados de zonas geograficas tan
separadas sugiere una dispersion de la infeccion viral a través de la

comercializacion de esquejes de clavel entre ambos paises.
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Abstract

A novel mycovirus named Fusarium oxysporum f. sp. dianthi mitovirus 1
(FodMV1) has been identified infecting a strain of Fusarium oxysporum f. sp.
dianthi from Colombia. The genome of FodMV1 is 2,313 nt long, and comprises
a 172-nt 5"-UTR, a 2,025-nt single ORF encoding a RdRp of 675 aa residues, and
a 113-nt 3’-UTR. Homology BlastX searches identied FodMV1 as a novel
member of the genus Mitovirus in the family Narnaviridae. Mitoviruses are
characterized by replicating within the mitochondria of the host. According to
this, the genome of FodMV1 presents a series of characteristics common to the
rest of mitoviruses, as are a high percentage of A+U (58.8%), and the presence of
a number of UGA codons that encode the aa tryptophan rather than acting as
stop codons as in the universal genetic code. Also, the 5’- and 3’- UTR regions of
FodMV1, like other mitoviruses, can be folded into potentially stable stem-loop
structures. Results from phylogenetic analyses place FodMV1 in a different
clade than the rest of mitoviruses described in Fusarium spp.

Incidence of FodMV1-infections is relatively high. Of particular interest is the
fact that FodMV1 has been detected infecting Fod isolates from Spain and
Colombia. The presence of the same mitovirus species infecting fungal strains
from two geographical areas so far away could be explained by the the
dispersion of the viral infection through the commercialization of infected

carnation cuttings between both countries.
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1. El andlisis mediante microscopia laser confocal, utilizando dos cepas
isogénicas de F. oxysporum f. sp. dianthi, infectada y no infectada con el
micovirus Fusarium oxysporum f. sp. dianthi Virus 1 (FodV1), demuestra
que la infeccién por FodV1 produce una disminucion en la velocidad y una
restriccion en la distribucion espacial de la colonizacion fungica en el interior

de la planta.

2. El micovirus Fusarium oxysporum f. sp. dianthi Virus 1 presenta una baja
incidencia en la coleccion de Fusarium oxysporum f. sp dianthi de un total de
221 aislados fungicos obtenidos en su misma area geografica. Este dato

podria sugerir una baja eficiencia en su transmision.

3. Un nuevo micovirus, Fusarium oxysporum f. sp. dianthi hipovirus 2
(FodHV2), ha sido identificado infectando un aislado de Fusarium oxysporum
f. sp. dianthi procedente de Marruecos. La organizacion gendmica, la
presencia de determinados motivos conservados, y los andlisis filogenéticos
basados en alineamientos multiples, identifican a FodHV2 como un nuevo
miembro de la familia Hypoviridae, y lo sitian agrupado con los miembros

del atin no aprobado género Betahipovirus.

4. El genoma de Fusarium oxysporum f. sp. dianthi hipovirus 2 tiene una
longitud de 9,444 pb excluyendo la cola poli(A), y un tinico marco abierto de
lectura que codifica una poliproteina. Esta poliproteina contiene 3 dominios
altamente conservados de UDP glucosa/esterol glucosiltransferasa, una
polimerasa dependiente de ARN, y una ARN helicasa viral. Ademads, se han
identificado tres residuos de cisteina, histidina, y glicina en el extremo N-
terminal, que podrian representar el sitio catalitico de una papain like-

proteasa.

5. El andlisis comparado de dos cepas isogénicas de F. oxysporum f. sp. dianthi,
infectada y no infectada con FodHV2, muestra que este hipovirus no tiene
efecto sobre el crecimiento vegetativo, la conidiacion, ni la virulencia de su

aislado hospedador.
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6. El segundo micovirus identificado en esta tesis es Fusarium oxysporum f. sp
dianthi mitovirus 1 (FodMV1), detectado en un aislado de F. oxysporum f. sp.
dianthi procedente de Colombia. FodMV1 es un nuevo miembro del género

Mitovirus en la familia Narnaviridae.

7. Fusarium oxysporum f{. sp dianthi mitovirus 1 posee un genoma de 2,313 pb,
en el que se ha identificado un tnico ORF que codifica una RdRp viral.
FodMV1 presenta caracteristicas comunes al resto de mitovirus derivadas de
su replicacidon en la mitocondria, como son una alta concentracion de A+U y
la presencia de un numero codones UGA, que codifican el aminoacido

triptéfano en vez de una senal de ‘stop’.

8. Los analisis filogenéticos sitian a FodMV1 en un clado separado del resto de
mitovirus descritos en otras especies de Fusarium, lo que lo sefiala como el

mas diferente al resto de mitovirus descritos en este género fingico.

9. FodMV1 parece tener una alta incidencia, ya que se ha identificado
infectando a otros 22 aislados de F. oxysporum f. sp. dianthi. Entre estos
aislados infectados existen aislados procedentes de Espafa y Colombia. La
presencia del mismo mitovirus en aislados de zonas geograficas tan
separadas sugiere una dispersion de la infeccién viral a través de la

comercializacion de esquejes de clavel entre ambos paises.
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