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RESUMEN

Espafia tiene el vifiedo mas extenso del mundo y ocupa el tercer lugar en la lista de
paises productores de vino a nivel mundial. En Castilla y Ledn la vid es un cultivo estratégico.
En la actualidad los factores que limitan de manera mas importante la produccién de vid en
nuestra Comunidad se derivan de los efectos de patdgenos en campo. B. cinerea es uno de los
principales patdgenos de la vid y en Castilla y Leén afecta de manera muy notable a este
cultivo. Si las condiciones climaticas lo favorecen, B. cinerea puede tener efectos devastadores
y determinar pérdidas de hasta el 50-70% de la cosecha. La utilizacién de procedimientos de
control basados en la aplicacion de tratamientos quimicos haciendo uso de fungicidas es una
practica cada vez menos recomendada y, sobre todo, menos aceptada. Las leyes que rigen la
produccion de alimentos para el consumo humano y animal son cada dia mas rigurosas en
relacién a una produccién agricola segura, saludable y respetuosa con el medio ambiente.
Frente a este tipo de practicas mas convencionales se hace necesario desarrollar
procedimientos y métodos de control de las enfermedades en campo alternativos, lo que exige
profundizar en el conocimiento de la biologia del patégeno y de la dindmica de sus poblaciones.
Estas consideraciones cobran especial importancia cuando se trata de patégenos que
muestran una gran diversidad y adaptabilidad, como es el caso de B. cinerea y de sus

poblaciones naturales.

En este trabajo nos hemos planteado profundizar en la caracterizacién de las
poblaciones de B. cinerea de los vifiledos de Castilla y Ledn, en particular evaluando la
diversidad fisiologica y genética existente en las mismas y determinando la forma en que esta
diversidad genética se estructura. Para la recoleccién de muestras hemos seleccionado areas
productoras importantes y de gran tradicion vitivinicola de nuestra Comunidad Auténoma. Se
trata de las D.O. Ribera del Duero, Toro, Cigales y Rueda. Hemos incluido también dos areas
localizadas en nuestro entorno mas préximo, en la provincia de Salamanca, en las que del
cultivo de la vid se esta derivando una notable actividad econémica local y en las que se
mantienen algunas variedades de vid autdctonas, muy poco utilizadas, y cultivadas en muchos
casos de forma artesanal: la D.O. Arribes del Duero y la Zona de Vinos de la Tierra Sierra de
Salamanca. Dentro de estas zonas productoras hemos seleccionado una serie de municipios y
vifiedos representativos. Fruto del trabajo de muestreo llevado a cabo hemos generado una
coleccién numerosa de aislados obtenidos cubriendo un espacio geografico amplio y en el que
se ha trabajado con un buen numero de variedades de vid, desde las mas comunes y
comerciales hasta algunas cultivadas de forma muy localizada y restringida. Disponemos asi de
aislados de B. cinerea recogidos sobre las variedades Garnacha, Juan Garcia, Malvasia,
Rufete, Tempranillo, Tinta de Toro, Verdejo, Viura, Brufial, Gajo Arroba, Sauvignon Blanc,
Tempranillo Blanco, Moscatel, Pedro, Merlot, Malvec, Pinot Noir, Cabernet Sauvignon, Albillo,

Petit Verdd, Syrah, Jeromo, Bastardillo, Jerez Palomino, Maldén, Pipajo y Mazuelo.
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Nuestro trabajo demuestra la gran incidencia de B. cinerea en los vifiedos de Castilla y
Ledn. En la campafia de 2007, en todos los vifiedos visitados fue posible constatar la
ocurrencia de podredumbre gris y en un 84% de los racimos recogidos y analizados fue posible
detectar la presencia de propagulos de B. cinerea que pudimos recuperar y purificar. Un 17%
de los racimos infectados resultaron ser racimos asintomaticos en los que B. cinerea estaba
presente pero aun no se habian hecho evidentes los sintomas de infeccion. En la mayor parte
de los racimos analizados y en los que se purificd B. cinerea, fue posible obtener varios
aislados. En algunos casos del mismo racimo se obtuvieron aislados idénticos, considerados
clones, pero en la mayor parte de los racimos analizados se purificaron varios aislados que
resultaron ser genéticamente diferentes. Estas observaciones constituyen indicaciones claras
de que en los racimos de nuestros vifiedos se estan produciendo con mucha frecuencia

infecciones multiples.

La coleccion de aislados de campo de B. cinerea recogidos sobre vid en la
recolecciones llevadas a cabo durante las campafias 2002 y 2007 incluye 626 aislados. Para la
caracterizacion de diversidad fisiolégica y genética en las poblaciones del patégeno de los
vifiedos de nuestra Comunidad Auténoma se ha seleccionado una poblacién de trabajo de 316
aislados de campo que constituye una muestra representativa y equilibrada de aislados

recogidos en las distintas zonas productoras.

La caracterizacion fisiolégica de los aislados seleccionados se ha centrado en la
evaluacion de la capacidad de cada uno de ellos para infectar a un huésped de caréacter
general y de facil manejo en el laboratorio, la judia, y de su capacidad de crecimiento
saprofitico. Los analisis llevados a cabo con la coleccién de aislados en su conjunto en relacion
con ambos caracteres indican que existe una gran diversidad fisiolégica en los dos casos en las
poblaciones del patégeno recogidas en los vifiedos de Castilla y Ledn, y que ambos son
caracteres de tipo cuantitativo, de variacion continua, en cuya determinacién participan varios
genes. La correlacion entre los dos caracteres es moderadamente elevada, lo que supone que
la variacién observada en el crecimiento saprofitico de los aislados explica una parte importante

de la variacion observada en la capacidad para infectar judia.

Ademas de la agresividad de B. cinerea sobre judia, y con el objeto de profundizar en
el andlisis del caracter "agresividad" o "virulencia" de este patégeno y de abordar el estudio de
su naturaleza como patdgeno generalista, en este trabajo hemos evaluado la agresividad sobre
tomate y la agresividad sobre una serie de variedades representativas de vid. En este caso,
utilizando una muestra representativa de aislados seleccionados en funcién de su agresividad
sobre judia y que incluye aislados muy agresivos, aislados moderadamente agresivos y
aislados muy poco agresivos 0 "no patdgenos”, ha sido posible obtener evidencias que indican
(1) que B. cinerea, como poblacion de individuos, es ciertamente un patdgeno generalista; (2)
gue sobre cada huésped la poblacién de individuos seleccionados muestra variacion en el
caracter "agresividad" en B. cinerea; y (3) que el perfil de patogenicidad que dibuja el conjunto

de aislados seleccionados sobre cada huésped es diferente y especifico, o que sugiere que
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cada huésped presenta una configuracion particular de factores que median en la
susceptibilidad/resistencia del huésped al patégeno. Por otra parte, la valoracion de la
respuesta de los distintos huéspedes analizados a los aislados estudiados permite proponer (1)
gue la vid (en general) es una especie de planta huésped con un nivel de resistencia a B.
cinerea superior al de la judia y el tomate, una mayor resistencia que es consecuencia, en gran
medida, de una mayor capacidad para limitar el ingreso del patégeno, y (2) que las variedades
blancas muestran un nivel de resistencia frente a B. cinerea superior al que muestran las

variedades tintas analizadas en nuestro trabajo.

El analisis conjunto de los datos generados permite concluir que la poblacion de
aislados de B. cinerea que hemos caracterizado fisiologicamente esta integrada
mayoritariamente por aislados que pueden ser considerados como patdgenos generalistas que
pueden infectar los tres huéspedes analizados (y en el caso de la vid, las siete variedades
utilizadas en nuestro estudio), aunque muestran diferencias en el grado en que causan la
infeccion en cada huésped particular. Pero en la poblacion se identifican también, aunque en
una proporcién pequefia, aislados "no patdégenos”, incapaces de infectar ninguno de los
huéspedes considerados, y aislados con comportamientos que permiten proponer cierto grado

de adaptacion a un huésped particular.

El conjunto de aislados caracterizados fisiolégicamente ha sido analizado también
desde la perspectiva de la genética de poblaciones con un doble objeto: (1) caracterizar
genéticamente los individuos que la integran y evaluar las relaciones de similitud genética entre
ellos, y (2) cuantificar la variabilidad genética existente y determinar el modo en el que esta
variabilidad se estructura en las poblaciones naturales del patégeno. Hemos comprobado que
se trata de una poblacién integrada exclusivamente por aislados de tipo Il, portadores de
trasposones. Haciendo uso de un juego amplio de marcadores moleculares de tipo AFLP, y una
vez estimados los coeficientes de similitud genética, ha sido posible comprobar que la gran
mayoria de aislados analizados (un 97%) conforman una gran poblacion sin una estructura
evidente, no pudiéndose apreciar una organizacién y agrupamiento de aislados claros ni por
D.O. ni por variedad de vid. Es interesante destacar, no obstante, que se detecta un grupo de
individuos muy poco numeroso que muestra diferencias genéticas muy notables con el resto de

la poblacion.

En su conjunto constituye una poblacién con una gran diversidad genética, como
indican los valores obtenidos en todos los indices analizados, en particular el valor de
Diversidad Genotipica, de Diversidad Genotipica Normalizada y de la Fraccion Clonal. Ello
supone que se trata de una poblacion con una elevada variabilidad genética y con una gran
riqgueza genética, lo cual constituye un argumento en favor de la ocurrencia de reproduccion
sexual del hongo en el campo en los vifiedos de nuestra comunidad autonoma, y por lo tanto
de recombinacién, como mecanismo que genera variabilidad genética en esta poblacién. No
obstante, ha sido posible identificar clones, aunque sea en ndmero reducido; y se obtienen

valores significativos de desequilibrio de ligamiento en la poblacion en su conjunto y en todas
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las subpoblaciones consideradas atendiendo a los distintos criterios tenidos en cuenta en este
trabajo, observaciones que sugieren fuertemente que la reproduccién asexual tiene lugar en el
campo, probablemente de forma preferente teniendo en cuenta la capacidad de esporulacion
de B. cinerea. Ambos tipos de reproduccién, por lo tanto, parecen tener lugar en las

poblaciones naturales de B. cinerea de los vifiedos de nuestra comunidad auténoma.

Los analisis de evaluacion de diferenciacién genética atendiendo a las poblaciones
establecidas en funcion del criterio geogréfico, es decir, la D.O. en la que se ubica el vifiedo en
el que se realiz6 el aislamiento, permiten determinar un valor del Coeficiente de Diferenciacién
indicativo de una diferenciacién baja, pero no nula. Por lo tanto, la poblaciéon en su conjunto
muestra un nivel importante de uniformidad, pero el factor D.O. determina o condiciona una
cierta estructuracion. Quizas las restricciones al movimiento de materiales vegetales entre D.O.
gue se han ido imponiendo con el objeto de garantizar que se elaboran productos, en este
caso, vinos, de caracteristicas propias y peculiares con uvas cultivadas de vifiedos
seleccionados y acogidos a cada D.O. determinen un cierto nivel de diferenciaciéon en la
poblacién. Pero, ciertamente, el grado de diferenciaciébn que determinan es menor. A
contrarrestar y compensar este efecto de diferenciacion puede contribuir la facilidad de
dispersion que tienen un hongo como B. cinerea. El alto valor de nUmero de migrantes que se
obtiene en nuestro analisis puede estar apuntando precisamente en esta direccién. Una
situacion similar se deriva del andlisis AMOVA. Este demuestra que la mayor parte de la
variacion total observada en las poblaciones (un 94,8%) tiene su origen en la variacion dentro
de las poblaciones y que un porcentaje muy reducido (5,20%) de la variacion tiene su origen en
las diferencias entre poblaciones. El factor "variedad de vid de origen" y el factor "temporal®

tienen un impacto menor a la hora de determinar una posible diferenciacién entre poblaciones.

Es interesante destacar que nuestro analisis permite detectar una poblaciéon minoritaria
dentro de la poblacién global, integrada por individuos de caracteristicas particulares (incluye
un buen nimero de aislados muy poco agresivos sobre judia), que presenta una diferenciacion
notable en relaciébn con aquélla y con la que muestra un flujo genético muy limitado. La
poblacién general, en consecuencia, no es absolutamente panmictica. La caracterizacién de los
individuos que integran esta poblacion abre una via de investigacion que atrae el interés del

grupo de investigacion y que centra futuras propuestas de investigacion.
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INTRODUCCION

Las enfermedades de plantas pueden ser causadas por virus, viroides, bacterias,
fitoplasmas, hongos, nematodos, protozoos, algas y plantas parasitas. Pero el mayor grupo de
organismos fitopatdgenos es el de los hongos. Esto hace que la situacion difiera
considerablemente en relacion con lo que sucede cuando se consideran los patégenos
humanos, sistema en el que la mayoria de los patégenos son bacterias y virus (Trigiano et al.,
2010).

Los patdgenos pueden ser clasificados en diversos grupos como: biotréficos (necesitan
tejido huésped vivo para completar su ciclo de vida), saprofitos facultativos (frecuentemente se
comportan como saprofitos), parasitos facultativos (es el sapréfito facultativo que en
condiciones determinadas tornase un parasito) y necrotréfico (matan antes de alimentarse de

las células o contenidos celulares).

Los hongos tienen caracteristicas especificas que los diferencian de los demas grupos
de organismos fitopatégenos. Asi, se trata de organismos eucariéticos y aclorofilados. En
general, son organismos filamentosos, ramificados, que se reproducen a través de esporas y
gue poseen paredes celulares de quitina y otros polimeros. La mayor parte de su vida
transcurre en estado haploide (N) o dicaridtico (N+N). Los hongos son generalmente
clasificados segun su estadio o forma teleomorfa (sexual).

Los filamentos de los hongos, que tienen forma de hilo, son conocidos como hifas y su
conjunto como micelio. Las esporas son los cuerpos reproductivos o propagativos de los
hongos. Las esporas pueden ser producidas en el estado anamoérfico (asexuado) de dos
maneras: dentro de un esporangio (las esporas producidas de esta manera son conocidos
como esporangiosporas) o en los extremos de hifas especializadas denominadas conidiéforos
(las esporas producidas asi son conocidas como conidios, p.e. en Botrytis cinerea).

Los hongos forman estructuras asexuadas de supervivencia como las clamidosporas
(estructuras de reposo de pared espesa que pueden tener incluso una pared celular doble) o
esclerocios (que son hifas prensadas fuertemente formando estructuras de formas variadas,
duras, fuertemente melanizadas y muy resistentes a las condiciones ambientales adversas, p.e.

en B. cinerea).



1 - BOTRYTIS CINEREA

1.1 - ASPECTOS GENERALES

Botrytis spp. es un género de hongo filamentoso, cuyas especies son conocidas por su
capacidad para atacar a muchas plantas hospedadoras y su presencia en todos los climas del
mundo. Normalmente se encuentra en areas tropicales y subtropicales pero se han descrito
casos extremos. Asi, la especie B. cinerea ha sido encontrada en Alaska en 1924 (Anderson,
1924) y en el desierto por Yunis y Elad en 1989 (Yunis and Elad, 1989).

Infecta principalmente la parte aérea de las plantas (hojas, flores, frutos, yema y tallo),
pero también puede atacar a semillas, bulbos y otros materiales de propagacion vegetativa, en
viveros de plantas, en hortalizas, sobre ornamentales, en el campo y huertos, y también ataca a
productos transportados y almacenados (Elad et al., 2004). La gran variedad de sintomas que
determina en los distintos 6rganos de la planta y en tan numerosas especies puede sugerir que
B. cinerea posee un gran “arsenal de armas”, muy rico y diverso, para atacar las plantas

hospedadoras (Choquer et al., 2007).

Las plantas monocotiledoneas son huéspedes especificos de algunas especies de
Botrytis spp., tales como B. fabae, B. squamosa y B. tulipae, que atacan sélo haba, cebolla y
tulipan, respectivamente. B. cinerea es una excepcion en el género, ya que no tiene ninguna
especificidad en relacion a la planta huésped y causa grandes pérdidas econdmicas en muchos
cultivos. De ello se deriva el gran interés que tiene profundizar en la caracterizacion de este

importante patégeno.

La gama de sintomas que Botrytis puede causar en sus huéspedes es muy diversa,
desde pequefias lesiones necroéticas secas hasta grandes lesiones himedas o dispersivas o
podredumbres totales de los tejidos infectados, con o sin la aparicién de micelio esporulando en
su superficie. El factor limitante para el brote de la epidemia es hormalmente la ocurrencia de

un microclima adecuado y la presencia de una fuente de indculo.

B. cinerea es un hongo con una incidencia importante en Espafia y estudiado por
distintos grupos de investigadores desde distintas perspectivas, ya que es responsable de
notables pérdidas econdmicas en cultivos importantes en varias regiones de nuestro pais. Este
hongo causa grandes pérdidas en las producciones protegidas de Almeria, en el sureste de
Espafia, donde los viveros de plastico cubren un area de aproximadamente 30000 ha (Alfonso
et al., 2000). Segun Melgarejo, B. cinerea es el agente causal de una de las enfermedades mas
importantes en los cultivos protegidos debido por una parte a su alta incidencia y por otra a su
dificil control, que es realizado exclusivamente con productos quimicos en cultivos horticolas
protegidos (Melgarejo et al., 2002). En los trabajos de Rebordinos et al. (2000) y Vallejo et al.

(1996 y 2001), se describe la caracterizacion de cepas de B. cinerea aisladas de V. vinifera, C.
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sativus y V. faba de distintas partes de Espafia, lo que demuestra la presencia de este
patdégeno en varios cultivos de este pais. Es un problema importante también en el cultivo de
fresa en Huelva. En Castilla y Leon, la vid es el cultivo mas afectado por el ataque de B.

cinerea.

1.2 — SISTEMATICA Y DESCRIPCION

El género Botrytis es uno de los géneros de hongos més antiguos, descrito inicialmente
por Michaeli en 1729. Pero la enfermedad que causa B. cinerea, "la podredumbre gris", es
conocida desde la antigiiedad. Ya fue identificada por Plinio "el viejo", un cientifico apasionado,

entre otras muchas cosas, en el primero siglo de nuestra era.

El género Botrytis Persoon comprende dos clados en los que se agrupan 22 especies
reconocidas y un hibrido (Staats et al., 2005): el primero incluye cuatro especies que atacan
Unicamente especies de dicotiledoneas (B. cinerea se incluye en ese clado) y el segundo que
contiene 18 especies que atacan principalmente a monocotiledéneas (Choquer et al., 2007).
Antes del desarrollo y la utilizacién de técnicas moleculares para la deteccién de variabilidad
genética, ampliamente difundidas y empleadas en la actualidad, fueron los estudios basados en
el analisis de caracteristicas morfolégicas, especialmente relacionadas con la ontogenia del
macroconidio, y de las relaciones de patogenicidad de las distintas especies dentro del género
con diferentes especies de plantas huésped los que generaron los criterios mas ampliamente
utilizados para delinear las especies incluidas en el mismo (Jarvis, 1977).

B. cinerea esta clasificada en el Reino de los hongos, en el Filo Ascomycota, Subfilo
Pezizomycotina, en el Orden Leotiales (antes Helotiales), Familia Sclerotiniaceae, Género
Botryotinia, siendo clasificada su forma sexual como Botryotinia fuckeliana. B cinerea es el
nombre de la forma asexual de esta especie, el anamorfo (Williamson et al., 2007). Aunque
normalmente se conoce a los hongos por el nombre del estado sexual, en el caso de B. cinerea
es el nombre del estado asexual el que se utiliza a todos los niveles para identificar al patégeno
(XI™ Internacional Botrytis Symposium, 1996, Wageningen, The Netherlands).

B. cinerea tiene en media 16 cromosomas (Shirane et al., 1988; Faretra and Grindle,
1992) y es un organismo haploide en su fase micelial. Es considerado un necrotrofo genuino,
pues responde a los criterios clasicos para ser considerado como tal: ataca a numerosos
huéspedes diferentes, secreta muchos enzimas degradantes de la pared celular y compuestos
fitotéxicos de bajo peso molecular, mata rapidamente el tejido del huésped y es capaz de

extraer nutrientes de tejidos muertos (Tudzynski and Kokkelink, 2009).



1.3 - CicLO DE VIDA

En el ciclo de vida de B. cinerea podemos distinguir una fase asexual y una fase sexual
(Figura 1). Como ascomicete tipico, B. cinerea presenta un micelio tabicado, incoloro cuando
se desarrolla en el interior de la planta huésped y de color marrén oliva que forma masas
algodonosas de hifas de 11-23 ym de diametro, hifas ramificadas y entrelazadas cuando crece
sobre el tejido vegetal o cuando se cultiva sobre medios sintéticos. Este micelio genera también
hifas aéreas especializadas en cuyos extremos se diferencian los conidi6foros. Estos
conidioforos, de 1-3 mm de largo, se ramifican profusamente para terminar en una célula apical
alargada donde se producen los conidios, dando el aspecto de racimo engrosado y
arborescente cargado de macroconidios caracteristico de la especie (ver Figura 2). Estos
conidios (con un tamafio de 10-12 x 8-10 ym) son ovoides o globulosos, lisos, unicelulares y
ligeramente grisaceos, pudiendo contener normalmente entre 5-10 ndcleos. La formacién de
conidios esta estimulada por longitudes de onda especificas (Epton and Richmond, 1980), por
lo que es practica comin exponer el micelio del hongo a luz en las longitudes de onda del
ultravioleta cercano para favorecer la induccién de la esporulacion sobre medios sintéticos.
Estos macroconidios son dispersados facilmente por el aire y por el agua, o0 por insectos, y en
condiciones apropiadas (humedad relativa alta y temperaturas templadas) germinan
rapidamente produciendo micelio que reinicia el ciclo asexual. Constituyen, por lo tanto, las
esporas vegetativas, asexuales del hongo y son su principal mecanismo de dispersion. El
hongo también puede producir un segundo tipo de conidio a partir de micelio viejo, éste, de

menor tamafio (de 2 a 3 um de diametro), unicelular y esférico, y denominado microconidio.
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Figura 1. Ciclo de vida de B. cinerea (Tomado de Anselem et al., 2001).
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Cuando las condiciones ambientales o climaticas se vuelven desfavorables (por
ejemplo, en la naturaleza durante el otofio y al principio del invierno), el micelio produce
esclerocios negros, discoidales, con un tamafio de 2-4 x 1-3 mm y fuertemente sujetos al
sustrato. Estas estructuras de resistencia representan un importante mecanismo de
supervivencia y suelen ser de color blancuzco al principio, oscureciéndose posteriormente.
Estan formados por una médula de filamentos de micelio agregados y de una cubierta de
células corticales melanizadas que protege al micelio del interior de la desecacion, de la
radiacion ultravioleta y del ataque de microorganismos durante largos periodos de tiempo
(Backhouse and Willetts, 1984). Normalmente, estos esclerocios se hacen confluyentes dando
la impresion de poseer mayor tamafio. Superadas las condiciones desfavorables, el esclerocio
germina y se desarrolla produciendo de nuevo micelio. En cultivo in vitro sobre medios
sintéticos el micelio se desarrolla muy rapidamente, con un color blanco que cambia
posteriormente a un marrén oliva. A temperaturas inferiores a 15°C el micelio produce
numerosos esclerocios. A temperaturas superiores a 15°C, el micelio esporula profusamente
produciendo conidios de color gris.

Los microconidios y los esclerocios juegan un papel fundamental en el ciclo sexual del
hongo. La mayoria de los aislados de campo de B. cinerea son heterotalicos, es decir,
pertenecen a una de dos formas sexuales alternativas, determinadas cada una de ellas por la
presencia de una u otra forma alélica del gen responsable del tipo sexual: el alelo MAT1-1 o el
alelo MAT1-2 (Faretra et al., 1988). Cuando aislados de tipo sexual diferente coinciden y las
condiciones ambientales lo permiten es posible iniciar el ciclo sexual. No obstante, también se
han descrito aislados, con muy poca frecuencia, capaces de reaccionar sexualmente con los
dos tipos sexuales descritos (Faretra and Pollastro, 1996; van der Vlugt-Bergmans et al., 1993).
Los microconidios tienen como funcién la espermatizacion (actian como parental masculino en
el cruzamiento) de los esclerocios de cepas de sexo diferente (que actian como parental
femenino). La “fecundacion” de estos esclerocios desencadena el ciclo sexual, produciéndose
apotecios (Figura 2) con ascas que contienen 8 ascosporas binucleadas derivadas de una
meiosis. Estas ascosporas son proyectadas al exterior por un poro apical que se forma en la
madurez por la presién osmética de las vacuolas del citoplasma. Las ascosporas germinan
originando un micelio que reinicia el ciclo asexual (o sexual) y que, en su caso, también puede
infectar a la planta huésped. Aunque ciertamente la forma sexual del hongo ha sido descrita y
tiene lugar en la naturaleza, son muy escasas las notificaciones sobre la formacién o
recoleccion de apotecios en el campo y son raros, o totalmente ausentes en muchos casos, en
la mayoria de los cultivos atacados por B. cinerea. Estos apotecios son mas comunes en otras

especies del género.



Figura 2. B. cinerea en distintas fases de su ciclo de vida. Desde arriba a la izquierda en sentido horario:
conidioforo con esporas, apotecios, 2 ascas con 8 ascosporas, micelio infectando a una planta y espora
germinando (tomado de Williamson et al., 2007).

1.4 — CICLO DE INFECCION Y EPIDEMIOLOGIA

Tanto las esporas asexuales como las esporas sexuales pueden infectar al huésped.
La Figura 3 presenta de forma general y simplificada el ciclo de infeccién de B. cinerea. Como
podemos intuir, los conidios constituyen la forma de propagacion mas importante del patdgeno
durante el periodo vegetativo de la planta huésped, mientras que los esclerocios y el propio
micelio son los responsables de la supervivencia y su reproducciéon de un afio al otro. Los
conidios generados en los focos primarios de la infeccion siguen unos ciclos muy bien definidos
de generacion, produccién y diseminacion, regulados por las fluctuaciones en la temperatura y

la humedad que se dan a primeras horas de la mafiana (Jarvis, 1962).
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Figura 3. Ciclo de infeccion de B. cinerea.
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El ciclo de infeccion general de B. cinerea sobre la planta huésped comienza cuando
los conidios, que pueden ser transportados incluso a grandes distancias por corrientes de aire o
por insectos, alcanzan la superficie del huésped. Si las condiciones ambientales lo permiten, el
conidio germina y se inicia el desarrollo germinativo que se abre camino por la superficie del
huésped. El conidio germinado se adhiere fuertemente a la superficie de las células vegetales.
En muchas especies vegetales, no en todas, se diferencian estructuras de penetracion
consistentes en hinchamientos de los extremos de los tubos germinativos, similares, aunque no
idénticos, a los apresorios descritos en otras especies de hongos fitopatégenos. La formacién
de apresorios por B. cinerea esta confirmada tanto por estudios citologicos (Tenberge, 2004)
como genéticos (Gourgues et al.,, 2004), asi como la formacion de una matriz extracelular
alrededor de la zona de penetracion. Tanto la longitud del tubo germinativo como la secrecién
de la matriz extracelular pueden verse incrementados si los conidios son inoculados en sus-
pensiones acuosas, en comparacién con las inoculaciones en seco (Cole et al., 1996). Los
apresorios formados por B. cinerea son distintos a los formados por las especies de los
géneros Colletotrichum o Magnaporthe, en cuanto que, a pesar de contener melanina en la
matriz celular asociada a la pared celular fungica (Doss et al., 2003), carecen de septo que
aisle el apresorio del tubo germinativo, tan necesario para generar las altas presiones
osma@ticas que se dan en el caso de M. grisea. Por esta razén es poco probable que los
apresorios de B. cinerea sean suficiente por si solos, aunque si resulten necesarios (Gourgues
et al., 2004), para que la penetracién en el tejido del hospedador tenga lugar con éxito. En otros
casos parece producirse una penetracion directa a través de la cuticula y de la pared celular en

la que participan distintos enzimas que degradan componentes de la pared.

En plantas de frutos pequefios, los drganos florales son sitios importantes para el inicio
de la infeccién (Figura 3). En algunos tipos de flores, el fluido estigmatico se convierte en un
medio nutritivo para el conidio. Incluso el tubo germinativo puede abrirse paso hasta el ovario
siguiendo el camino que crean los tubos polinicos. Los pétalos de las flores infectadas son
elementos importantes en el ciclo de infecciébn en muchos cultivos, ya que se convierten en
vehiculos del in6culo al ser arrancados por el viento y funcionando como productores de
in6dculos de segunda generacion (Johnson and Powelson, 1983). La humedad relativa es un
elemento crucial para el éxito de la infeccién, como sucede por ejemplo en pétalos de rosas
(Williamson et al., 1995). Una continua exposicion a humedad relativa alta conduce a una serie
sucesiva de ciclos de infecciobn y esporulacién, haciendo que el cultivo se pierda
completamente. Los insectos tienen también un papel importante en el ciclo de infeccién de B.
cinerea, no sdlo como agente de dispersion de los conidios, sino también como causantes de

lesiones en los tejidos vegetales que sirven de entrada al patégeno.

Una vez el hongo ha penetrado en el tejido vegetal, la muerte de células adyacentes al
punto de penetracién y la formacion de una lesion primaria como consecuencia de la respuesta
de defensa de la planta, determinan el establecimiento del patdgeno. En este momento, se
inicia una fase de latencia durante los cuales los mecanismos de defensa parecen controlar al

patdgeno, permaneciendo localizado en areas de necrosis que se corresponden con las



lesiones primarias. Transcurrido un tiempo, y sélo en algunos casos, el hongo es capaz de
vencer las barreras defensivas de la planta e inicia su diseminacién por el tejido vegetal
circundante, determinando la colonizacion y la maceracion del tejido infectado en un breve
periodo de tiempo. Sobre el tejido infectado el patégeno produce una nueva generacion de
esporas que pueden iniciar de nuevo el ciclo de infeccién.

En invierno, el hongo se conserva en forma de esclerocios en tejidos senescentes del
hospedador o hien como micelio sobre restos de tejido vegetal o semillas. Cuando las
condiciones climaticas empiezan a ser favorables en primavera, el hongo empieza a crecer
para producir conidiéforos y conidios multinucleados, que seran diseminados por el viento por
la lluvia y por insectos. Estos macroconidios van a germinar en la superficie del tejido huésped
0 sobre un sustrato adecuado, iniciandose la infeccion y propagacion de la enfermedad. De
esta manera se origina nuevo micelio con capacidad de esporular, completdndose el ciclo de

propagacion vegetativa.

Con frecuencia B. cinerea entra en contacto con los tejidos del huésped pero no
desencadena la enfermedad y no manifiesta sintoma alguno, en particular si las condiciones
ambientales no son las mas favorables para el desarrollo del patégeno. Pero éste no es
eliminado: permanece en estado latente durante periodos de tiempo que pueden ser
prolongados. Estas infecciones latentes suelen iniciarse durante la floracién, en particular si el
periodo de floracién tiene lugar en condiciones de humedad baja. Luego el patégeno puede
pasar en forma latente toda la fase de desarrollo y maduraciéon de los frutos, incluso hasta
después de la recoleccion. Si entonces las condiciones son favorables, el patégeno reinicia su
actividad, se alimenta de los tejidos ricos en nutrientes de los frutos y desencadena la

enfermedad, a menudo durante la fase de postcosecha, con efectos devastadores.

Un problema afiadido en el caso de B. cinerea a la hora de considerar la epidemiologia
del patégeno se deriva de su amplisimo rango de huéspedes (mas de 200 especies distintas) y
de su capacidad para infectar practicamente todo tipo de tejidos y 6rganos de la planta (van
Kan, 2006). Aunque se apliquen en cada caso las medidas que se consideran mas apropiadas
para eliminar fuentes de indculo y para controlar el patégeno en un momento dado, sobre un
cultivo en particular y en unas condiciones concretas, dada su ubicuidad, su facilidad para ser
transportado y su enorme capacidad de multiplicacién (en cultivos mas o menos proximos de la
misma o de otra especie) el control del patégeno es ciertamente dificil. En la seccién 1.6 se
resumen distintos aspectos sobre las posibilidades de control del patdgeno sobre las que se ha

trabajado mas intensamente en los Ultimos afios.
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1.5 — DIVERSIDAD GENETICA

B. cinerea ha sido descrito como un hongo con una gran plasticidad debido a la gran
variabilidad fenotipica que se observa en sus poblaciones en aspectos tales como su
crecimiento (Grindle, 1979), su capacidad de supervivencia en diversos ambientes, la rapida
adquisicién de resistencia a fungicidas quimicos (Katan et al., 1989; Raposo et al., 1996), su
patogenicidad (Lorenz, 1983) y la manera de obtener nutrientes a partir de las células del
hospedador. Esta variabilidad fenotipica supone la existencia de una variabilidad genética,
Cuyos mecanismos generadores aun no se entienden en su totalidad. Indudablemente, es la
mutacion la fuente Ultima de variacion genética. En el caso de B. cinerea se discute la
contribucién de diversos procesos adicionales a la generacion de variacibn genética y a la
reorganizacion de generacién en generacion de la variaciobn ya existente, entre ellos la
naturaleza heterocarionte que presentan con frecuencia los aislados de campo, una ploidia
compleja, la presencia y actividad de wuna gran variedad de elementos génicos
extracromosoémicos, la existencia de compatibilidad somatica y la ocurrencia de una fase sexual
en su ciclo de vida. Probablemente todos estos mecanismos operan simultdneamente y
contribuyen en medidas diferentes a generar la gran variabilidad genética que se observa en
las poblaciones naturales del patégeno y que se estructura modelada por distintos tipos de
factores. Entre las especies del género Botrytis spp., la especie B. cinerea es la que presenta

mayor variacion genética y fenotipica.

A continuacién presentamos algunos elementos de informacion sobre el modo en que

estos procesos contribuyen a generar variabilidad genética en las poblaciones de B. cinerea.

1.5.1 — NUMERO DE NUCLEOS Y CROMOSOMAS

El hongo B. cinerea tiene células multinucleadas, como las hifas y los conidios, y
también presenta células uninucleadas, como los microconidios, que tienen funcién de gametos
masculinos y que raramente germinan en condiciones de laboratorio. Todas esas estructuras
mencionadas anteriormente son haploides. Las ascosporas, también haploides vy
mononucleadas, se forman en el interior de las ascas, y derivan de un diploide transitorio que
se origina mediante la fusion de nucleos de tipos sexuales compatibles una vez se ha
producido la fecundacién de un esclerocio por un microconidio, que originara un apotecio, en el

gue se formaran las ascas.

Los hongos por regla general tienen un genoma pequefo, del orden de 30 - 40 Mb, lo
que dificulta la caracterizacion de su cariotio utilizando técnicas citolégicas. A pesar de ello,

Shirane et al. (1988), lograron caracterizar los cromosomas de B. cinerea evidenciando la
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presencia de 16 cromosomas en la metafase mitdtica. También han sido detectados 16

cromosomas en ascas en desarrollo (Faretra and Grindle, 1992).

La técnica conocida como electroforesis de campo pulsado es ideal para resolver los
pequefios genomas de los hongos y revel6 un alto grado de polimorfismo en la longitud de los
cromosomas (Zolan, 1995). También permiti6 demostrar que los cromosomas supernumerarios
son comunes en B. cinerea (Covert, 1998). Esa técnica ha permitido determinar la presencia de
13 grandes bandas (en un rango de tamafio entre 1.8-4.6 Mb), que corresponden a uno o mas
cromosomas grandes, junto con tres pequefias bandas (en un rango de 220-580 Kb) que
corresponden a cromosomas pequefios y a ADN mitocondrial (van Kan et al., 1993; Faretra et
al., 1996; Vallejo et al., 1996, 2002; Beever and Weeds, 2004). Es interesante destacar que los
trabajos de distintos autores indican que existen polimorfismos en los cariotipos electroforéticos

de cepas de campo del patdgeno (Vallejo et al., 2002).

Ademas de tener en cuenta que B. cinerea es multinucleado, aunque posee estructuras
mononucleadas, y que existe variacién en cuanto al nimero y tamafio de los cromosomas que
constituyen su complemento cromosémico en distintas cepas de campo, debemos considerar
gue se han descrito diferencias en los niveles de ploidia entre cepas. Distintos estudios han
revelado que cepas de B. cinerea originadas de ascosporas son inicialmente haploides, pero
gue conforme éstas crecen, pueden dar lugar a colonias heteroploides. Esta situaciéon puede
ser debida a que el proceso de cruzamiento sexual actla restringiendo la participacion de
ndcleos haploides, mientras las células sométicas estimulan la heteroploidia (Beever and
Weeds, 2004). Mediante un ensayo utilizando microscopia de fluorescencia, Buttner et al.
(1994) determinaron que la cepa SAS56 es poliploide, quizas triploide, y que las cepas
derivadas de ella mediante tratamiento con benomilo presentan distintos grados de euploidia, o
mas bien aneuploidias. La cepa SAS405 parece tener un contenido de DNA 0.69x en relacion
con la cepa SAS56, siendo posible que sea diploide. Fueron estudiadas cepas de campo, que
demostraron ser de diferentes contenidos cromosomales, bien mayor, bien menor, que SAS56
(Buttner et al., 1994). Todos esos estudios son vistos como evidencia de que existe

cruzamiento sexual.

1.5.2 — EL CICLO SEXUAL EN LA NATURALEZA Y EN EL LABORATORIO

La recombinacién meiética que tiene lugar durante la formacién de los gametos en
organismos con reproduccion sexual es considerada la fuente cuantitativamente mas
importante de variabilidad genética en sus poblaciones naturales. B. cinerea tiene una fase
sexual en su ciclo de vida, como hemos indicado anteriormente, pero las estructuras
caracteristicas de la misma, los apotecios, raramente se encuentran en condiciones naturales,
lo que en principio hace dudar de la posible contribucién de la reproduccién sexual como

mecanismo generador de variabilidad genética en la naturaleza en esta especie.
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No obstante, es posible realizar cruzamientos en el laboratorio entre aislados
sexualmente compatibles y producir apotecios. En diversos estudios llevados a cabo con
numerosos aislados de campo recogidos en lugares muy diversos del mundo se ha podido
comprobar que la mayor parte de ellos son heterotalicos y que se pueden cruzar de manera
efectiva con cepas probadoras previamente caracterizadas (Lorenz and Eichorn, 1983; Faretra
et al., 1988; Faretra and Pollastro, 1991, 1996).

La obtencién del apotecio en condiciones de laboratorio en distintos trabajos ha
permitido demostrar que la mayoria de las cepas de B. cinerea son heterotdlicas, o sea, que
son portadoras de una u otra de las alternativas alélicas del gen que determina el tipo sexual y
el apareamiento. Por ejemplo, las cepas probadoras como la cepa SAS56 son portadoras en su
genoma del alelo MAT 1-1 vy las cepas probadoras como la cepa SAS405 llevan el alelo MAT 1-
2. La mayoria de las cepas de campo recogidas son normalmente aptas para actuar como
hembra o como macho en cruzamientos, pero se han descrito cepas que son incapaces de
producir esclerocios y que no pueden actuar como hembras. Se han descrito también cepas
homotdlicas, que producen apotecios fértiles sin la espermatizacion. Los autores (Faretra et al.,
1988) concluyeron que estas cepas, de tipo MAT 1-1/2 (16% en su estudio) son

pseudohomotalicas.

Para obtener datos sobre ligamiento en B. cinerea, como en cualquier otra especie, hay
gue cruzar cepas compatibles y obtener datos de segregacion y cosegregacion de marcadores
genéticos para analizar y determinar la posicién de genes conocidos en su mapa genético. Si,
por ejemplo, dos genes estan localizados muy préximamente en el mapa genético, estos genes
muestran ligamiento y seran transmitidos juntos a los individuos descendientes, dando lugar a
individuos portadores de combinaciones génicas idénticas a las de los parentales (o clones). Si
los genes estan localizados en posiciones distantes en el mismo cromosoma o0 en cromosomas
diferentes, entonces tenderan a transmitirse independientemente. Cuanto mas préximos entre
si, menor sera la frecuencia de individuos portadores de combinaciones génicas nuevas en la

descendencia: cuanto mas alejados, mayor sera esta frecuencia.

En estos principios basicos se basa el andlisis de ligamiento en cualquier especie. En
B. cinerea hasta la fecha se han realizado pocos estudios en relacion con la utilizacion del
cruzamiento sexual y el andlisis de ligamiento. En uno de estos estudios, se identificaron genes
marcadores de resistencia a fungicidas (benzimidazol (Mbcl) y dicarboximida (Dafl)) que
estaban muy cerca uno del otro, y ambos mas distantes de otro gen (Matl) (Faretra y Pollastro,
1991; Beever y Parkes, 1993). Se han identificado también dos genes (Dicl y Dic2) que
confieren resistencia al fungicida dichlofluanid (Pollastro et al., 1996) que han sido utilizados
para confirmar el establecimiento de cruzamientos en laboratorio y que han mostrado un gran
valor para construir un mapa de ligamiento genético para el hongo B. cinerea. El estudio de los
datos de segregacion en estos cruzamientos demuestran que, efectivamente, la reproduccion
sexual tiene lugar en B. cinerea y que con datos lo suficientemente numerosos y con la

inclusion de suficientes marcadores genéticos es posible construir mapas genéticos que
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encuentran numerosas y, ciertamente, muy Utiles, aplicaciones. Asi, recientemente se ha
generado un mapa genético en esta especie basado en la segregacion de 134 marcadores de
tipo microsatélite y 62 SNPs en una poblacion segregante de 68 individuos que ha sido de gran
utilidad para verificar y confirmar el ensamblaje de la informacién derivada del proyecto de la

secuenciacion del genoma de la cepa T4 de B. cinerea (Amselem et al., 2011).

1.5.3 — ELEMENTOS EXTRACROMOSOMALES

Los hongos en general, y B. cinerea en particular, poseen distintos tipos de elementos
genéticos extracromosomales, como los cromosomas de la mitocondria, algunos virus,
plasmidos y transposones (Rosewich and Kistler, 2000). Mientras las mitocondrias y los
cromosomas mitocondriales son esenciales para la supervivencia del organismo, los otros
elementos indicados son generalmente dispensables. Ademas de ser portadores de genes
implicados en su propio mantenimiento, estos elementos pueden influir en la fisiologia del
huésped, por lo que resulta particularmente interesante conocer su biologia y sus mecanismos
de transmisién y herencia. Consideramos a continuacién los elementos de este tipo mas

importantes en B. cinerea.

1.5.3.1 — MITOCONDRIA Y PLASMIDIOS MITOCONDRIALES

El ADN mitocondrial ofrece una fuente de variacién genética particular y distinta de la
nuclear y muy util en el estudio de la variacion intraespecifica en hongos (Typas et al., 1998).
En las mitocondrias de B. cinerea encontramos tanto un genoma circular de unas 25,8 Kb
(Vallejo et al., 1996) como plasmidos lineares de 2-3 Kb (Hiratsuka et al., 1987). Hasta el
momento no se ha podido determinar que la presencia de alguno de estos plasmidos confiera
ventaja selectiva alguna al hongo. Quizés alguno de ellos esté relacionado con los procesos de
senescencia inducida por la mitocondria (Griffiths, 1995). Es interesante destacar que se ha
podido comprobar la transferencia de genes presentes en estas estructuras tanto por contacto

citoplasmatico como por transferencia directa horizontal (Rosewich and Kistler, 2000).

1.5.3.2 — ELEMENTOS TRANSPONIBLES

Los transposones son elementos genéticos ubicuos descritos en todos los procariotas y
eucariotas investigados. Fueron descubiertos inicialmente en el maiz, en los afios 40 por
Barbara McClintock (McClintock, 1947; McClintock, 1951). En hongos, fueron primeramente

identificados en la levadura Saccharomyces cerevisiae (revisado en Boeke, 1989), y mas
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recientemente en hongos filamentosos (Oliver, 1992; Dobinson and Hamer, 1993; Daboussi,
1997). En contraste con los genes (los elementos genéticos convencionales), los transposones
son capaces de moverse a nuevos sitios dentro del genoma huésped y su actividad tiene un
gran impacto sobre la expresion génica y la evolucion del genoma. Segin Callinan and Batzer
(2006), casi el 50% del genoma humano es el resultado de la actividad y duplicacion de
transposones a lo largo de su historia evolutiva y aproximadamente el 0.27% de las
enfermedades humanas son atribuidas a los retro-transposones como consecuencia de
mutaciones derivadas de la actividad de aquéllos mediante diferentes tipos de mecanismos,
tales como la mutagénesis insercional, la recombinacién ilegitima o la reorganizacion

cromosomica (revisado por Callinan and Batzer, 2006).

Distintas consideraciones evolutivas permiten contemplar a los transposones como
parasitos genéticos (Doolittle and Sapienza, 1980). No obstante, observaciones recientes
sugieren la ocurrencia de procesos de coadaptacion entre el huésped y el parésito que
permiten atenuar el dafio o los efectos derivados de la presencia del elemento transponible en
el genoma del huésped (Kidwell and Lisch, 1997). Algunos estudios sugieren incluso que los
transposones pueden ser beneficiosos para los huéspedes (Moore and Haber, 1996; Teng et
al.,, (1996) y Biessmann et al., (1992)). Trabajos recientes indican que la actividad de los
transposones esta frecuentemente regulada a través de mecanismos epigenéticos en el
huésped y que los cambios ambientales pueden determinar cambios fisioldgicos y, como
consecuencia de los mismos, estrés epigenético en el huésped que puede alterar este fino
control que mantienen los sistemas vivos sobre la actividad de los transposones (revisado por
Slotkin and Martienssen, 2007; Rebollo et al., 2010). La reactivacién de la movilizacién de estos
elementos puede proporcionar al huésped nuevas rutas de escape genético ante estas
situaciones de estrés. Algunos autores sugieren que la macroevolucion y la especiacion
pudieran producirse cuando el huésped relaja, por una u otra razén, su control epigenético

sobre la actividad de los transposones (Rebollo et al., 2010).

Los elementos transponibles eucaritticos son clasificados en dos clases, siguiendo un
criterio de clasificacion basado en la naturaleza de su mecanismo de transposicion: Los
elementos incluidos en la Clase | (retrotransposones) se transponen a través de un ARN
intermediario y utilizan enzimas del tipo transcriptasa reversa en un sistema conocido como
‘copia y pega”’. Los elementos de la Clase Il (transposones de ADN) se transponen
directamente ellos mismos en forma de ADN a un nuevo sitio del genoma mediante un sistema
de “corta y pega”. Cada grupo de estos dos grupos de transposones incluye elementos
autbnomos y elementos no auténomos. Los primeros presentan fases abiertas de lectura que
codifican los productos génicos necesarios para la transposicion. Por el contrario, los
segundos, los elementos no auténomos, no codifican estas proteinas pero pueden movilizarse
utiizando las codificadas por elementos auténomos y porque retienen secuencias "cis"

necesarias para la transposicién (revisado por Rebollo et al., 2010).
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Los transposones de Clase | pueden ser de dos tipos, autbnomos (LTR y LINE) y no
auténomos (SINE) (Rebollo et al., 2010). Los retrotransposones de tipo LTR presentan
repeticiones largas directas en sus extremos. Los elementos autonomos de este grupo
contienen al menos dos genes, llamados gag y pol. El gen gag codifica una proteina similar a la
proteina de la capsida y el gen pol codifica una multiproteina con actividad proteasa,
transcriptasa inversa, RNase H e integrasa. Los retrotransposones de tipo no LTR, se dividen
en los elementos denominados "elementos autonomos largos dispersos” (LINES) y en los

elementos denominados "elementos no auténomos cortos dispersos" (SINES).

Los transposones de Clase Il se caracterizan por presentar repeticiones cortas
invertidas (IR) en sus extremos y contienen un gen que codifica para una transposasa que
dirige el reconocimiento de los extremos del fragmento de ADN que constituye el transposon y

su transposicién a otra posicién del genoma.

Elementos transponibles de una y otra clase han sido descritos en hongos
filamentosos. En los dltimos afios el estudio de los elementos transponibles en los hongos
filamentosos ha atraido un considerable interés por varias razones: (1) los hongos tienen
genomas de tamarfios relativamente pequefios (del orden de 30-40 Mb) y los cromosomas
pueden ser separados facilmente mediante electroforesis de campo pulsado: ello permite
abordar el estudio de su organizacién y de la distribucién de transposones en el genoma del
huésped y de su relacion con la evolucién del propio genoma del huésped de una manera
asequible; (2) muchos hongos han desarrollado mecanismos para inactivar secuencias
repetidas (RIP en N. crassa y MIP en A. immersus), y el estudio del comportamiento de los
transposones y su silenciamiento constituyen un material excelente para diseccionar estos
procesos de inactivacion; (3) los hongos son organismos cenociticos, que contienen un gran de
namero de ndcleos en un Gnico compartimento citoplasmatico. La actividad de los
transposones puede determinar la acumulacién de muy distintas mutaciones que coexisten en
un fondo genético comun; (4) la regulacion de la transposicion es una cuestion que todavia no
se conoce ni comprende en detalle. ElI descubrimiento de que el transposon Restless sufre
procesamiento alternativo de su mRNA puede ayudar a profundizar en el conocimiento de la
regulacion de la transposicién; (5) los mecanismos de transposicion, en particular los de los
elementos de la Clase Il, todavia no se conocen en todos sus detalles. La disponibilidad de
mutantes deficientes en mitosis y en meiosis en especies de los géneros Aspergilllus y
Neurospora pueden ayudar a esclarecer estos mecanismos; y (6) el estudio de la transferencia
horizontal de genes puede ser llevado a cabo en organismos como Fusarium, sistema en el
que el andlisis del transposon Fotl demuestra que la transferencia horizontal puede estar

operando y ser relevante en las especies del género.

Una visién general de los resultados obtenidos en los trabajos realizados sobre
transposones en hongos permite destacar algunas consideraciones interesantes. Asi, (1) se
trata de elementos integrantes del genoma de los hongos que son muy antiguos, pues su

presencia es generalizada en los principales grupos de hongos, tanto en Ascomycetos, como
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en Zygomicetos y en Basidiomicetos; (2) todos los tipos de transposones descritos en
eucariotas estan presentes en los hongos; (3) algunas de las especies de hongos filamentosos,
como las especies patégenas de planta como M. grisea y F. oxysporum, son particularmente
ricas en esos elementos; y (4) los elementos transponibles han sido identificados

mayoritariamente en cepas no domesticadas, que casi hunca presentan meiosis.

Hasta el momento se han descrito dos transposones en B. cinerea: Boty, que
pertenece al grupo tipo-gypsy de la Clase | (Diolez et al., 1995) y Flipper, que es un transposén
de Clase Il, que pertenece al grupo Fotl (Levis et al., 1997). Boty es efectivamente un
retrotransposén de Clase | con un tamafio de 6 kb, caracterizado por presentar repeticiones
terminales largas (LTR) y presente en multiples copias en distintas regiones del genoma (Diolez
et al., 1995; Giraud et al., 1999). Flipper es un elemento de la Clase Il. Su secuencia tiene 1842
pares de base y presenta repeticiones terminales invertidas (TIRs) de 48 bp y una fase abierta
de lectura (ORF) que codifica una proteina de 533 aminoacidos, una transposasa. La proteina
codificada es muy similar a las transposasas de otros hongos fitopatdégenos, como Fotl de F.
oxysporum y Pot2 y MGR586 de M. grisea. El nimero de copias del elemento Flipper puede

variar de 0 a 20 copias por genoma en cepas de B. cinerea (Levis et al., 1997).

Los estudios llevados a cabo en distintos aislados y poblaciones de aislados de B.
cinerea sobre estos transposones han proporcionado informaciones muy interesantes. En los
trabajos de Giraud et al., (1997 y 1999) se describe que la presencia/ausencia de los elementos
transponibles Boty y Flipper en B. cinerea permiten establecer dos especies simpatricas en
este hongo, Transposa y Vacuma. Los aislados incluidos en el grupo Transposa son aislados
de B. cinerea que contienen los elementos Boty y Flipper, o solamente Boty, o solamente
Flipper. Las cepas que no presentan ninguno de los elementos transponibles definen el grupo
denominado Vacuma. Se propone que constituyen dos especies simpdatricas con diferencias
significativas en cuanto a su rango de huéspedes y a sus caracteristicas de patogenicidad. Este
hecho contradice la idea tradicional de que B. cinerea es una poblacion clonal sin

especializacion (Giraud et al., 1999).

El andlisis del genoma de dos aislados de la especie B. cinerea y su comparacion con
el genoma de un aislado de la especie S. sclerotiorum (Amselem et al., 2011) ha permitido
demostrar que los transposones son muy abundantes en ambas especies, en particular en S.
sclerotiorum, detectandose elementos que han sido anotados como pertenecientes a la Clase |
(de tipo LTR y LINE), a la Clase Il (MITE o TIR) y en algunos casos como de tipo desconocido.
En su conjunto los transposones suponen un 7% del genoma de S. sclerotiorum y un 0.6% y un
0.9% del genoma de las cepas T4 y B05.10 de B. cinerea, respectivamente. S. sclerotiorum
tiene, por lo tanto, un contenido en transposones aproximadamente 10 veces superior a B.
cinerea, aumento que aparece asociado tanto a un incremento en el nimero de familias de
transposones como a un incremento en el nimero total de copias de cada transposén. Los

andlisis llevados a cabo indican que el genoma de S. sclerotiorum ha experimentado

17



recientemente una profunda remodelacién que aparece asociada a una muy importante

expansion de elementos transponibles (Amselem et al., 2011).

1.5.3.3 — MICOVIRUS

Los micovirus, o virus de hongos, son muy comunes en este grupo de organismos,
pudiendo su genoma estar encapsulado en el interior de una cubierta proteica o no. A
diferencia de lo que sucede en virus de otros grupos de especies, los micovirus generalmente
no causan "infeccién" con sintomas evidentes en el huésped. Se transmiten facilmente a las
esporas asexuales durante el ciclo de vida asexual, pero la transmision a la descendencia
sexual es muy ineficiente, si es que existe en alguna medida (Coenen et al., 1997; Chun and
Lee, 1997). La mayor parte de los micovirus tienen un genoma constituido por ARN de doble
cadena (ARNdSs) y precisamente este tipo de elementos son muy comunes en B. cinerea. Los
estudios llevados a cabo por Howitt et al., (1995), demuestran que las infecciones por este tipo
de virus en B. cinerea son muy frecuentes (més del 70% de los aislados de campo analizados
estaban infectados por virus ARNdS) y que los perfiles observados en las distintas cepas, en
términos de numero de bandas y de tamafio de las mismas, son muy diversos, reflejando
probablemente la ocurrencia de infecciones mixtas o la existencia de virus satélites o de ARNds
defectivos. En algunos casos se han obtenido evidencias que indican que tales virus ARNds se
acumulan en el citoplasma y que su presencia esta relacionada con procesos de degeneracién
celular (Vilches and Castillo, 1997; Castro et al., 1999). Aparte de estos trabajos, ningun
estudio ha permitido establecer un efecto fenotipico evidente derivado de la presencia de estos

virus en el hongo.

Ademas de los virus ARNds que acabamos de indicar también se han descrito dos
virus ARN de cadena sencilla (ARNss) en B. cinerea que han sido caracterizados y
secuenciados completamente (Howitt, 1998; Howitt et al., 2001). El andlisis detallado de sus
secuencias resulta informativo y sugiere la posibilidad de que se haya producido alguna forma
de transferencia horizontal de genes entre plantas (concretamente del género Allium) y B.

cinerea.

Es interesante insistir en el hecho de que hasta el momento no se ha detectado un
fenotipo directo y obvio en el huésped derivado de la infeccién por micovirus en B. cinerea, en
particular por virus ARNds. No obstante cabe destacar las observaciones realizadas por Castro
et al., (2003) que describen un fendmeno de hipovirulencia en B. cinerea relacionada con la
presencia de un virus ARNds similar al descrito en otros hongos fitopatdgenos (Dawe and
Nuss, 2001) y que ha despertado en algunos sistemas el interés por su caracterizacién

detallada para su posible utilizacion como agente de biocontrol.
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1.5.4 — COMPATIBILIDAD SOMATICA Y HETEROCARIOSIS

La compatibilidad somatica es la capacidad que presentan determinadas cepas de
numerosas especies de hongos para fusionar sus hifas durante el desarrollo vegetativo dando
lugar a heterocariontes, entidades bioldgicas en las que coexisten nudcleos de tipos diferentes.
La caracterizacion de los grupos de compatibilidad somatica entre individuos de poblaciones de
una determinada especie ha sido, y es en la actualidad, una técnica utilizada para caracterizar
y subdividir especies de hongos en grupos de compatibilidad vegetativa (VCGs — "vegetative
compatibility groups"). La existencia de estos VCGs ha sido demostrada generalmente
haciendo uso de ensayos con mutantes auxotroficos derivados de cepas silvestres de interés
gue han sufrido mutaciones que alteran determinadas rutas metabdlicas, por ejemplo de
biosintesis de aminoacidos, de bases nitrogenadas o de vitaminas). En la mayor parte de los
casos, también en B. cinerea, los mutantes mas utilizados en este tipo de estudios son los
mutantes resistentes a clorato e incapaces de utilizar nitrato (Nit) como fuente de nitrégeno, ya
gue aparecen con elevada frecuencia de forma espontanea. Se pueden clasificar facilmente en
funcion de sus requerimientos nutricionales y es posible evaluar la ocurrencia de la fusién de
hifas mediante test de complementacién en medios minimos. En particular los mutantes mas
fiables son los deficientes en la apoenzima nitrato reductasa (nitl) y los deficientes en la
sintesis del cofactor que contiene molibdeno necesario para la actividad del enzima nitrato

reductasa y la actividad del enzima xanthina deshidrogenasa (Nit M).

En B. cinerea se ha demostrado la existencia de grupos de compatibilidad vegetativa y
gue éstos son muy numerosos (Beever and Parkes, 2003). La base de la incompatibilidad
vegetativa aln no ha sido determinada en B. cinerea, pero las evidencias acumuladas sugieren
gue el sistema se ajusta al identificado en otros hongos ascomicetes, en los que la
incompatibilidad est4 determinada por una serie de genes de incompatibilidad vegetativa (vic o
het) cada uno de los cuales puede manifestarse en dos (ocasionalmente mas) formas alélicas.
Las cepas que tienen la misma combinacion de alelos en todos los genes de incompatibilidad
son compatibles y pueden fusionar sus hifas. Las cepas que difieren en uno o mas loci son
incompatibles. El gran nimero de grupos de compatibilidad descritos en B. cinerea, junto con el
reducido niumero de cepas que se identifican como integrantes de cada uno de ellos, son
consideradas como evidencias de que la reproduccién sexual juega un papel importante en las

poblaciones naturales del patbgeno como mecanismo generador de variabilidad genética.

La compatibilidad vegetativa puede determinar ciertamente la formacion de
heterocariontes en B. cinerea. Como hemos visto, la formacion de heterocariontes en el
laboratorio ha sido descrita por distintos grupos de investigacion. Sin embargo, aunque parece
l6gico pensar que deben producirse en la naturaleza, las evidencias directas sobre su
existencia o formacién en las poblaciones naturales son limitadas. Cabe destacar algunas
observaciones de interés en este contexto que apuntan en este sentido. Asi, Hansen (1938)

identifico aislados monospéricos de diferentes tipos morfolégicos (M — micelial; C — conidial y
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un tipo intermediario M/C) originados a partir de un mismo parental. Los tipos M y C
(homotipos) so6lo generan descendientes de tipo M o C, respectivamente, y los tipos M/C
(heterotipos) pueden generar de nuevo los tres tipos morfolégicos entre su descendencia via
esporas asexuales. Ese autor concluyé que los morfotipos M/C son heterocariontes, siendo una
mezcla entre ndcleos M y nicleos C, y que los aislados de campo analizados se presentaban
mayoritariamente como heterocariontes. En esta misma linea de evidencias, podemos
destacar, entre otros, los estudios de Summers et al., (1984) trabajando en resistencia a
fungicidas que demostraron que un aislado de campo resistente a dicarboximida era
heterocarionte y que a partir del mismo era posible obtener aislados monospéricos derivados

homocariontes, bien resistentes, bien sensibles, al fungicida.

Por lo tanto, es posible afirmar que la heterocariosis en B. cinerea se produce también
en la naturaleza. La cuestibn mas importante a la que debemos tratar de dar respuesta es
hasta qué punto la heterocariosis contribuye a generar variabilidad con relevancia biolégica en

las poblaciones naturales del patégeno.

1.6 — METODOS DE CONTROL DE LA ENFERMEDAD

El control del hongo B. cinerea es dificil debido a la gran variedad de modos de ataque
de los que puede hacer uso, al gran numero de huéspedes que puede infectar, y que en cada
caso constituyen nuevas fuentes de indculo, a su capacidad para sobrevivir y dispersarse
eficientemente en forma de micelio y de conidio y a su capacidad de sobrevivir como esclerocio
durante periodos de tiempo prolongados y en condiciones climaticas adversas. Por esas
razones, es probable que el uso de medidas de control consideradas y aplicadas de forma
individual no resulte eficiente. Para desarrollar estrategias de control efectivas es muy
importante entender las interacciones planta-patdgeno en las que participa cada patdgeno,
conocer el medio ambiente en el que el hongo se desarrolla y también conocer los posibles
microorganismos competidores (Williamson et al., 2007). La moderna fitopatologia esta
llevando en consideracién, ademas, la necesidad de conocer la estructura genética de las
poblaciones de los patégenos para comprender mejor las estrategias de control de los hongos
de una manera general (Bruns et al., 1991; Leung et al., 1993; Milgroom 1996).

En relacion al hongo B. cinerea, se cree que una de las principales razones de las
dificultades encontradas en el manejo de la enfermedad es el escaso entendimiento de la
estructura genética de las poblaciones naturales del patégeno. La complejidad y variabilidad de
este hongo en la naturaleza hace dificil su control. En principio no puede descartarse la
existencia de diversas poblaciones del patdgeno, poblaciones integradas por individuos de
caracteristicas genéticas vy fisioldgicas distintas. En efecto, si hubiera distintas poblaciones del
patdgeno, adaptadas cada una a un huésped distinto, genéticamente aisladas y con diferente

potencial patogénico y diferente nivel de resistencia a fungicidas, resultaria absolutamente
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esencial analizar y caracterizar la estructura poblacional del patégeno para aspirar a disefiar
estrategias de control efectivas. A pesar de la importancia de B. cinerea como hongo
fitopatdgeno y de la disponibilidad de diversas técnicas de genética molecular para caracterizar
la diversidad genética de microorganismos, hasta fechas recientes los estudios realizados
sobre la estructura de las poblaciones de B. cinerea han sido escasos (Mufioz et al., 2002).
Afortunadamente la situacién estd cambiando en los dltimos afios y, como veremos mas
adelante, en la actualidad se esta generando informacién muy relevante sobre la estructura y

dinamica de las poblaciones naturales de B cinerea.

El control de la podredumbre gris involucra la aplicacion, muchas veces
simultdneamente, de métodos quimicos (Latorre et al., 1994) y bioldgicos (Harman et al., 1996),
asi como también de programas basados en el control de las condiciones climaticas (Broome et
al., 1995). Desafortunadamente, todos estos métodos han demostrado en muchos casos un
éxito limitado en el control de la enfermedad, como por ejemplo en el control en epidemias

severas que ocurren anualmente en el Valle Central en Chile (Mufioz et al., 2002).

De manera muy general podemos decir que las estrategias cominmente utilizadas en
el control de la podredumbre gris se pueden agrupar en cinco categorias: control quimico,
control biolégico, practicas y métodos culturales, métodos de estimulacion de las respuestas de

defensa de la planta y la mejora genética de la resistencia a la enfermedad.

1.6.1 - CONTROL QUIMICO

Los métodos de control mas comunes de B. cinerea, en particular sobre la vid, son en
primer lugar el manejo adecuado de la planta y de su aparato vegetativo en las distintas fases
del cultivo y en segundo lugar el uso profilactico de fungicidas (Jacometti et al., 2010).

Los fungicidas sintéticos pueden afectar al patdégeno alterando distintos aspectos de su
desarrollo. Estos fungicidas sintéticos pueden incluirse y clasificarse en hasta diez grupos
guimicos distintos y se agrupan en dos clases principales: los sistémicos y los de contacto. El
primero es absorbido por la planta y transportado a través de ella y no hay necesidad de tener
contacto directo con el hongo. El segundo, necesita contacto directo con el patégeno para

ejercer su efecto.

La mayor parte de los grupos de fungicidas tienen una utilizacion muy restringida o no
pueden utilizarse en absoluto en la industria de la uva y del vino debido a la frecuente aparicion
de resistencias en el hongo hacia esos productos (Pappas, 1997; Wilson et al., 1997; Leroux
2004), a las preocupaciones de la opinion publica sobre posible efectos de los quimicos
sintéticos sobre la salud humana (Becker and Schwinn 1993; Fokkema 1993; Johnson 1994;
Elmer and Michailides 2004; Farquhar et al., 2009) y a los problemas de poluciéon ambiental que

pueden derivarse de su utilizacién (Howell, 2001; Elmer and Michailides, 2004).
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Uno de los dltimos fungicidas antibotrytis desarrollados es la hydroxyanilida
fenhexamida, principio especialmente activo contra hongos fitopatdgenos del orden
Leotiomycetes. Este principio activo inhibe el enzima 3-ketoreductasa del complejo enziméatico
responsable de la C-4-demetilacién durante la biosintesis del ergosterol (Fillinger et al., 2008).
La ruta biosintética del ergosterol es un blanco para muchos antifingicos en el sector médico y
agricola. Los principales antifingicos usados en la medicina y en la agricultura son inhibidores
de 14-demetilacion (DMIs), representados por derivados de triazoles como epoxiconazol,
tebuconazol o fluconazol (Akins, 2005; Koller, 1992). Entre los inhibidores de C-4-demetilacion,
el unico fungicida usado en la agricultura es la fenhexamida, que es activo contra B. cinerea y

especies relacionadas (Sclerotinia spp. y Monilinia spp.) (Rosslenbroich, 1999).

Los productos més utilizados en la "viticultura orgénica", tratando de evitar la aplicacion
de fungicidas, han sido dos productos que contienen cobre en su composicién: "el caldo
Bordeles" (una mezcla de sulfato de cobre y cal hidratada) y sulfato de cobre (Jackson 2008a).
No obstante, la mayoria de los viticultores tratan de evitar la utilizacion de cobre (Darriet et al.,
2001), debido a que este componente puede reducir la concentracién de algunos aromas
varietales importantes en el vino, alterar su sabor y aumentar la acumulaciéon de acido
sulfidrico, que puede causar olores no deseados en el vino (Darriet et al., 2001; Jackson,
2008a). El cobre puede ser, ademas, fitotéxico (Rathore and Khan, 2000) y se puede acumular
en los suelos agricolas (Rathore and Khan, 2000; Jackson, 2008b), lo que puede determinar la
aparicién de clorosis en las hojas (Jackson, 2008b) y la disminucidn de la actividad biol6gica en
los suelos (Parat et al., 2002). Por otra parte, B. cinerea puede desarrollar resistencia al cobre
en condiciones de laboratorio (Parry and Wood, 1958), pero hasta ahora esta resistencia no ha
sido observada en campo. No obstante, los problemas de tipo medioambiental mencionados
anteriormente, asi como su efecto sobre la calidad de los vinos, han creado un movimiento

activo contra el uso de fungicidas basados en cobre en la viticultura (Jackson, 2008a).

1.6.2 - CONTROL BIOLOGICO

Una alternativa para el uso del control quimico es el uso del control biolégico con
agentes antagonistas tales como especies de Trichoderma, Bacillus, Ulocladium vy

Streptomyces (Jacometti et al., 2010).

Existen tres tipos principales de control biolégico, denominados "clasico", "inundativo" y
"conservativo”, respectivamente. Segun Eilenberg et al., (2001), el control clasico es “la
introduccion intencional de un agente de control biolégico exoético, generalmente co-
evolucionado con el patégeno, para su establecimiento permanente y para un prolongado
control del parasito”. Debido a la amplia distribucion del patégeno, su alta tasa de crecimiento y

los bajos niveles de parasitismo observados en esta especie, no se ha trabajado muy
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intensamente en la utilizacion de agentes de control biolégico (BCA -Biological Control Agents-

en la terminologia inglesa) contra B. cinerea (Elad y Stewart, 2004).

El control biolégico inundativo, segun Eilenberg et al., (2001), es definido como “el uso
de organismos vivos para controlar patégenos cuando el control es logrado exclusivamente por
los propios organismos liberados”. Este es el método de control biolégico dominante en el caso
de B. cinerea (Elmer and Michailides, 2004; Williamson et al., 2007). Generalmente implica la
liberacion en masa de BCA y puede ser efectivo suprimiendo B. cinerea en vid (en las uvas)
(Schilder et al., 2002) y en otros cultivos (Ingram and Meister, 2006). Esos organismos pueden
operar a través de un Unico mecanismo, o de una combinacién de mecanismos, tanto
directamente, como consecuencia de su parasitismo (Wisniewski et al., 1991; Elad, 1995;
Howell, 2003) o de su adhesién directa a la superficie de B. cinerea (Wisniewski et al., 1991;
Elad, 1996) o indirectamente, como consecuencia de mecanismos de competicion (Blakeman,
1993; Elad et al., 1994; Elad, 1996), de la induccién de resistencia en la planta (Korolev et al.,
2008), de la produccién de compuestos inhibidores (Nelson and Powelson, 1988; Edwards and
Seddon, 1992) o de la alteracién de las propiedades fisicas del ambiente local (Edwards and
Seddon, 1992).

El uso del control bioldgico conservativo aun no ha sido descrito en vid. Eilenberg et al.,
(2001) lo definen como “la modificacion del medio o practicas existentes para proteger o
aumentar los enemigos naturales especificos u otros organismos para reducir el efecto de los

patdégenos”.

Los agentes de control biolégico contra B. cinerea son normalmente hongos
filamentosos del genero Trichoderma, Ulocladium y Gliocladium, bacterias de los géneros
Bacillus y Pseudomonas y levaduras de los géneros Pichia y Candida (Elmer and Michailides,
2004).

Los biofungicidas son tratamientos predominantemente preventivos y no son efectivos
en la pos-infeccién, por eso necesitan ser aplicados cuando las condiciones climéaticas son
ideales para la colonizacion por los BCA y antes de periodos en los que que la vid esta
vulnerable, como la floracion, la brotacién/caida de las hojas y después del cambio de color de

la uva (Whipps and Lumsden, 2001).

También es posible combatir B. cinerea mediante la utilizacion de aceites esenciales,
que son extraidos de plantas y que contienen aromas volatiles bioactivos que pueden ser
efectivos contra ese hongo, pero las concentraciones requeridas para ser efectivas son
frecuentemente toxicas para las plantas (Walter et al., 2001; Plotto et al., 2003), pueden dejar
residuos en las hojas (Elmer and Reglinski, 2006) y, por ultimo, también pueden alterar el sabor
y olor de las uvas y vino (Redl and Bauer, 1990). Pero mientras el tema de la seguridad,
fitotoxicidad y alteracién del sabor y olor del vino son resueltos, estos productos no constituyen

una alternativa efectiva a los convencionales botryticidas (Jacometti et al., 2010).
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Otra forma de suprimir B. cinerea es la aplicacion de aceite mineral (blanco o parafina)
(Dell et al., 1998). Debido a sus propiedades de extension y adhesion, ese aceite es
considerado efectivo en bajas dosis. Si se aplica en altas concentraciones puede tener efecto

fitotoxico en las plantas, especialmente si el aceite no esta bien refinado.

1.6.3 - PRACTICAS CULTURALES Y MANEJO DEL HABITAT LOCAL

La manipulacién del habitat, también llamado como control bioldégico reconstituyente
(Everett et al., 2005), comparte técnicas con la conservacion biolégica pero las asignaturas no
son sindénimas (Gurr et al., 2000). Mientras el control bioldgico intenta reducir la poblacién de
las especies a través de la exposicién a predadores naturales, parasitoides y competidores, la
manipulacion del habitat trata de regular la plaga a través de la limitacion de los recursos

disponibles, como comida y refugio (Gurr et al., 2000).

A la hora de considerar el manejo de las técnicas de cultivo con el objeto de reducir la
incidencia de B. cinerea en la vid, existen dos tipos de tacticas o estrategias de combate: una
directa, a través de la modificacion de la superficie de la cepa (planta), por ejemplo, mediante la
poda y corte de las hojas, y uno indirecto, mediante la alteracion del vigor de la cepa o el
control del ambiente local, por ejemplo, manejando adecuadamente la cubierta vegetal
(Jacometti et al., 2010).

El manejo directo ayuda a disminuir los efectos de la podredumbre gris cuando existen
condiciones ambientales como alta humedad, baja luminosidad y temperaturas moderadas,
condiciones que promueven la formaciéon de conidios y también facilitan la germinacion y
penetraciéon en el huésped. Con la reduccion de la cubierta vegetal, aumenta la aireacion y asi
se minimizan los parametros de las condiciones que favorecen el desarrollo de B. cinerea. En
el manejo indirecto, el uso de tineles de plastico o coberturas protectoras de la lluvia permite
reducir los efectos de la enfermedad durante el periodo de floracién de cultivos de frutos
blandos, como la fresa o frambuesa (Xiao et al., 2001). Otros ejemplos de manejo indirecto son
el uso de la ventilacién, que ayuda a reducir la humedad relativa en cultivos bajo cubierta.
También la utilizacion de cubiertas plasticas con filtros UV, modifican el espectro de la luz solar
y de esta manera reduce la formacién de conidios y la infeccién en varios cultivos (Reuveni and
Raviv, 1992; Reuveni et al., 1989; West et al., 2000). Evitar la formacién de rocio sobre las
hojas del cultivo en invernaderos frios antes del amanecer, con un calentamiento rapido del

aire, puede controlar el surgimiento de la infeccion (Dik and Wubben, 2004).

B. cinerea también ataca en la post-cosecha y una manera de controlar su aparicion es
la utilizacion de la cadena de frio continuada en frutos no madurados y que no hayan sufrido
muchos dafios. Si el frio se ve alterado en algin punto de la cadena, el hongo puede

reactivarse y afectar a todo el cargamento.
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La prediccién de la enfermedad en combinacion con datos meteorol6gicos precisos, ha
resultado muy eficaz en la reduccion de los dafios producidos por el hongo (Berrie et al., 2000;
Broome et al., 1995). Ademas, el uso de practicas de control integrado, como el uso de
distintos agentes quimicos para evitar la aparicion de resistencias, el esfuerzo de aplicar en
menor medida los pesticidas para mantener al minimo el nivel de residuos, la utilizacion de
agentes biolégicos de control apropiados al régimen de temperatura y humedad, la eliminacion
escrupulosa de restos vegetales del cultivo para eliminar posibles focos de infeccién futuro, el
espaciado del cultivo o podas adecuadas y constantes para asegurarse una buena ventilacion
pueden prevenir de una manera asombrosa el ataque de B. cinerea y reducir de una manera

considerable las perdidas por podredumbre gris.

1.6.4 — ESTIMULACION DE LAS DEFENSAS DE LA PLANTA

Diversos componentes biéticos y abiéticos pueden provocar o estimular la respuesta
defensiva de la planta, constituyendo esta activacion un mecanismo altamente efectivo en el
combate a B. cinerea en uvas. Esos compuestos pueden ser hormonas de plantas,
estimulantes abi6ticos, extractos de plantas y microorganismos, y microbios (Elmer and
Reglinski, 2006).

Entre las hormonas de plantas destacan el acido salicilico y el &cido 3-amino butirico,
gue pueden suprimir efectivamente B. cinerea en uvas (Reglinski et al., 1997). El acido
jasménico induce la produccién de estilbeno en uva, que ayuda a suprimir la infeccion de B.

cinerea (Baarlen et al., 2004).

Los estimulantes abiéticos para los cuales se ha demostrado un papel inductor de una
respuesta de resistencia sistémica en vid son fertilizantes que contienen nitrégeno (revisado
por Mundy, 2008). Formas solubles de silicio, que también contribuyen a proporcionar fortaleza
a las paredes celulares, mejoran la resistencia al mildiu y también a B. cinerea (Miceli et al.,
1999; Jacometti et al., 2007). El cobre puede suprimir también B. cinerea elicitando la

acumulacion de peroxidasas, fenoles, resveratrol y antocianinas (Coulomb et al., 1998).

Los extractos de plantas de especies tales como Adenocalyma alleaceum, Aglaia
odorata, Allium ampeloprasum, Allium cepa, Allium fistolops, Allium ramosum, Allium sativum,
entre otras, son potentes estimulantes de la defensa de las plantas (revisado por Jacometti et
al., 2010). Estos extractos tienen la habilidad de suprimir multiples patégenos (Schilder et al.,
2002), son compatibles con otros productos, incluyendo fungicidas sintéticos (Jeandet et al.,
1996, Jeandet et al., 2000) y biofungicidas (Bardin et al., 2004, Bardin et al., 2008) y tienen
niveles de supresion de patégenos comparables a los fungicidas convencionales (Schmitt et al.,
2002). Por todas estas razones, este tipo de productos forman parte de los sistemas de manejo

integrado de plagas.
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También se ha demostrado que los extractos de abono organico (extracto de estiércol
de caballo y ganado) pueden controlar varios patégenos de plantas, incluyendo B. cinerea. Por
ejemplo, se ha comprobado que un extracto hecho de restos de uva y de estiércol de caballo y
ganado bovino pueden suprimir B. cinerea en las hojas cortadas en vid hasta en un 95% (Elad
y Shtienberg, 1994). Los mecanismos mediante los cuales se produce este control no son ni
mucho menos conocidos. En la actualidad se esté trabajando sobre su naturaleza y aplicacion
y se considera que son métodos que se pueden considerar complementarios a los actualmente

utilizados.

Los microorganismos inducen la respuesta de defensa de la planta cuando entran en
contacto con ella (Elad, 2000; Yedidia et al., 2003). Esta activacion puede ser causada por
microorganismos no patdégenos, fenébmeno conocido como resistencia inducida sistémica (ISR),
0 por microorganismos patdégenos, que es un fendmeno conocido como resistencia adquirida
sistémica (SAR) (van Loon, 2007). Manonmani et al., (2007) han presentado una excelente
revision sobre la utilizacion de la ISR y de la SAR desde el punto de vista de utilizacion en el
control de enfermedades.

1.6.5 — MEJORA GENETICA

Como hemos discutido anteriormente, B. cinerea presenta una gran diversidad
genética y también una gran diversidad de mecanismos de infeccién, lo que hace dificil
encontrar genes de resistencia en especies vegetales contra este patégeno. Algunas
caracteristicas de las plantas, tales como algunas propiedades morfol6gicas (grosor de la
cuticula o la vellosidad de la epidermis) o diferencias en el crecimiento (época de maduracién
de los frutos o la densidad de frutos en el racimo o de hojas), promueven naturalmente la
resistencia de la planta frente al ataque del patégeno. Debido a que estas caracteristicas de las
especies vegetales son gobernadas generalmente por un nimero variable de genes, la
consideracion de la transferencia de los genes implicados en su determinacién a los cultivares
de interés es un problema complicado. No obstante, se ha obtenido resultados parciales en
algunos casos, como en especies silvestres del género Solanum relacionadas con el tomate
cultivado (Solanum lycopersicum), en las que se ha identificado cierto nivel de resistencia en
hojas y tallos a B. cinerea (Guimaraes et al., 2004; ten Have et al., 2007). Asi, ha sido posible
identificar varios QTLs para resistencia frente a B. cinerea en la especie Solanum habrochaites
(Finkers et al., 2007a; Finkers et al., 2007b), lo que hace aumentar las perspectivas de control
de este patdégeno en especies de tomate. El estudio de los mecanismos moleculares de
resistencia a B. cinerea en estas especies permitiria considerar el desarrollo y utilizacion de
técnicas de transferencia genética para mejorar y aumentar la respuesta defensiva de los
huéspedes frente al ataque del patdgeno sin afectar otras caracteristicas del cultivo importantes

para el agricultor y el consumidor.
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A pesar de todos los avances en el campo molecular, todavia no se ha encontrado
ningun fungicida que actle a nivel molecular con efectos notables. La diversidad de factores de
virulencia que intervienen en el proceso infectivo de B. cinerea hacen que no haya una solucion
Unica al problema. Ademas, la controversia de los cultivos transgénicos en Europa presenta un
problema social y econ6mico importante, ralentizando la experimentacion con plantas

transgénicas y su aplicacion en la agricultura.
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2-LAVID

2.1 — ORIGEN Y SISTEMATICA

La vid constituye en la actualidad uno de los principales cultivos horticolas en todo el
mundo. Es una especie asociada a la agricultura desde los inicios de ésta, una actividad que ha
sido fundamental para el desarrollo de las sociedades humanas y de sus culturas. El principal
producto derivado de la vid, el vino, ha jugado y juega en la actualidad un papel particularmente
destacado en la tradicion y en la cultura mediterrdnea. La fermentacion y la oxidacién son
ejemplos de las primeras reacciones quimicas llevadas a cabo por los sistemas bioldgicos y

utilizadas por el hombre, sin ser consciente de ello, con fines biotecnoldgicos.

This et al. (2006) presentan una interesante revision sobre el origen y la domesticacion
de esta especie. La vid se integra en la familia Vitaceae, de la que forman parte
aproximadamente 1000 especies agrupadas en 17 géneros. De éstos, solo el género Vitis tiene
importancia agrondmica real. Esta integrado por 60 especies interfértiles de las cuales sélo la
especie Vitis vinifera es utilizada en la produccion de vino. Dentro de la especie se distinguen
dos formas que conviven en Eurasia y en el Norte de Africa: la forma V. vinifera subespecie
vinifera y la forma silvestre V. vinifera subespecie silvestris. La primera incluye todas las
variedades desarrolladas como consecuencia del proceso de domesticacion y es muy

numerosa. La segunda incluye las formas salvajes de vid y es muy poco numerosa.

El origen de la vid data de hace al menos 65 millones de afios. El proceso de
domesticacion determind cambios drasticos en el patrimonio genético de la especie, cambios
gue afectaron a caracteristicas muy diferentes, desde la formacién de los frutos y los racimos y
los héabitos reproductivos de las plantas a las caracteristicas relacionadas con el rendimiento, la
productividad y las propiedades de los vinos derivados. No existe por el momento una
certidumbre absoluta sobre la identidad del &rea del planeta donde pudo tener lugar la
domesticacion de la vid, o si esta se produjo en &reas diferentes o si hubo domesticaciones
secundarias. Las evidencias acumuladas sugieren que la vid fue domesticada en el Proximo
Oriente. Segun el Larousse do Vinho (2004), en la regidon del Caucaso (este del Mar Negro) se
han encontrado semillas de plantas de vid datadas del 8000 a.C. Parece ser, por lo tanto, que
el primer vifiedo del que existen vestigios fue plantado en algun lugar entre las actuales
Turquia, Georgia o Armenia hace més de 10 milenios. Segun This et al., (2006), la primera
evidencia en la produccion del vino fue encontrada en Iran, en el Hajji Firuz Tepe, en el norte
de los Montes Zagros, y data de los afios 7400 — 7000 a.C. Es posible destacar las primeras
evidencias directas de la produccién de vino, que datan del afio 3500 a.C., y consistentes en
restos hallados en una excavacion realizada en la ciudad de Kannish (Turquia), donde fue

encontrada un anfora en la que se hall6 una mancha de vino. Puede deducirse asi, que la
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viticultura como practica agricola encaminada a la produccion del vino era practicada ya en el

tercer y cuarto milenios a.C.

La viticultura se fue propagando poco a poco por Asia Menor y en direccién al Sur,
hasta Siria y Egipto. Cuando el cultivo de la vid alcanzdé Grecia, logré6 un gran éxito,
influenciando sus religiones, costumbres e historia. Los navegantes fenicios fueron
responsables de la difusion de la vid por el mediterrdneo. Los romanos lograron grandes
avances en la técnica del cultivo de la vid, siendo difundida desde Roma a todo el imperio
romano, dando una especial importancia al cultivo de la vid en Francia, donde tuvo tal auge que

fue necesario editar leyes especiales para la proteccion de la produccion.

Hacia el 1500, época del descubrimiento de las Américas, los espafioles fueron los
responsables de la introducciéon de la especie Vitis vinifera L. en México y también en las

provincias de Arizona y California en los Estados Unidos.

En 1860 apareci6 en el sur de Francia la filoxera, un pulgbn que mata la vid
nutriéndose de los fluidos de las raices. El parasito llegé por accidente transportado en barcos
a vapor provenientes de América del Norte y que podian atravesar el océano a una velocidad
suficiente como para que el parasito presente en las plantas exportadas pudiese sobrevivir al
viaje. Toda Europa fue afectada por la plaga. Después de cuarenta afios de importantisimos
dafios causados por esta especie, se consiguié encontrar una solucion basada en la utilizacion
como patrones de cepas de vid de especies americanas, resistentes a la filoxera, sobre los que
se injertaban las variedades europeas que se habian ido desarrollando en el viejo continente a
lo largo de los afios. Asi se logré la inmunizacion del vifiedo europeo. En la misma época, la vid

fue atacada también de manera importante por oidio y mildiu.

La vid (V. vinifera L.) es una especie diploide y tiene un genoma pequefio, cuyo tamafio
es de 475 — 500 Mb (es aproximadamente cuatro veces el tamafio del genoma de Arabidopsis
y una sexta parte del tamafio del maiz) y tiene 38 cromosomas (2n = 38). El genotipo de las
variedades de uva es altamente heterocigoto y practicamente todas las variedades cultivadas

son hermafroditas, auto-fértiles y de facil cruzamiento.

Existen millares de cultivares de V. vinifera, pero el mercado global para la produccion
de vino estd dominado por s6lo unos pocos. Las cultivares son generalmente clasificadas en
relacién a su consumo final: produccion de vino, de uva de mesa y de uva pasa (This et al.,
2006).

Su clasificacion cientifica es la siguiente:
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Reino:  Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Vitales
Familia: Vitaceae
Género: Vitis

Especie: V. vinifera

2.2 —EL CULTIVO DE LA VID

2.2.1-LAVID EN EL MUNDO

La vid se cultiva en todos los continentes del planeta, tanto en el hemisferio Norte como
en el hemisferio sur, y en mas de 50 paises, siendo Europa el referente, principalmente en la
zona mediterranea, donde se dan las mejores condiciones climatoldgicas y edafoldgicas para
su produccién. Segun datos presentados en la 92 Asamblea General de la Organizacion
Internacional de la Vifia y el Vino (OIV) celebrada en Oporto en 2011 (estadisticas presentadas
por su Director sobre la situacion de la viticultura mundial en 2010 y recogidas en el documento
http://news.reseau-
concept.net/images/oiv_es/Client/DIAPORAMA_STATISTIQUES _AG_Porto_2011 EN.pdf) la
superficie mundial de vifiedo alcanzé en ese afo casi los 7,6 millones de hectareas (ha). El
57,4% de toda la superficie cultivada de vid se encuentra en Europa, el 21,6% en Asia, el
13,2% en América, el 5,2% en Africa y el 2,7% en Oceania. Espafia es el pais con una mayor
superficie de vifiedo, casi 1,1 millones de ha (1,082 ha exactamente), seguido de Francia, con
825.000 ha, Italia, con 798.000 ha y Turquia, con 505.000 ha. Les siguen paises como China,
con 490.000 ha, Estados Unidos, con 404.000 ha, Iran, con 300.000 ha, Portugal, con 243.000
ha, Argentina, con 228.000 ha, Rumania, con 204.000 ha, Chile, con 200.000 ha y Australia,
con 170.000 ha. En los dltimos afios se est4 observando una reducciéon, moderada, en la
superficie total cultivada en los paises en los que mas superficie se ha estado destinando a
este cultivo, como Espafia, Francia, Italia y Turquia, y un aumento también moderado, en

paises como China, Estados Unidos, Argentina, Chile y Australia.

Aunque Espafa es el pais con una mayor superficie de vifledo cultivada, no es el
primer pais productor de vino del planeta. Esta posicion es ocupada por Italia, seguida muy de
cerca por Francia y a continuacién Espafia. Completan la lista de los 12 mayores productores
de vino Estados Unidos, Argentina, China, Australia, Suréafrica, Chile, Rusia, Portugal y

Alemania.
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2.2.2 - LAVID EN ESPANA

Espafia tiene el vifiedo mas extenso del mundo y produce anualmente entre 5 y 6
millones de toneladas de uva. La mayor parte de la superficie cultivada se dedica a la
produccion de uva para vinificacion, y solo unas 37.000 ha se dedican a la produccion de uva
de mesa y una extension adn menor (aproximadamente 4.000 ha) a la produccién de uva para
pasificacién. Ciertamente desde el punto de vista econdmico es el sector dedicado a la
produccion de vino el que tiene una mayor importancia. En su conjunto, la produccion de vid
supone un 11% de la produccién final agricola de nuestro pais, lo que demuestra la importancia

estratégica de este cultivo en nuestra economia.

El cultivo de la vid se extiende por toda la geografia ibérica. Se trata de una especie
gue ha mostrado una excelente capacidad de adaptacion a ambientes muy diversos y a
condiciones climaticas y edafolégicas muy distintas. En buena medida esta capacidad de
adaptacién explica la enorme diversidad de variedades autéctonas que se han cultivado en
nuestro pais, variedades muchas de ellas que presentan caracteristicas muy peculiares y que
llaman poderosisimamente la atencién en la viticultura moderna. Durante muchos afios el
objetivo fundamental de la viticultura fue mejorar los rendimientos y la produccién. La utilizacion
generalizada de una serie, limitada, de variedades, y la estandarizacion de las técnicas de
vinificaciébn determinaron una uniformidad bastante notable en los vinos producidos en
regiones, e incluso en paises, muy distintos. Desde hace ya algunas décadas, el interés de los
viticultores, condicionado por los deseos de los consumidores y de los mercados, ha ido
cambiando buscando la mejora de la calidad y la presentacion de las peculiaridades y
especificidades de los vinos producidos a partir de variedades particulares cultivadas en
regiones concretas. Es decir, la viticultura moderna progresa mas buscando la calidad, la
tipicidad y la especificidad que la cantidad. En este contexto Espafia presenta ventajas
importantes. Junto a las variedades de amplia difusién e implantacién que se cultivan en
amplias extensiones de nuestra geografia, los viticultores disponen de una amplisima coleccion
de variedades autéctonas, muy diferentes entre si, de caracteristicas particulares, adaptadas
cada una de ellas a unas condiciones también particulares y que permiten su utilizacion para

producir vinos de caracteristicas especificas y distintivas, muy atractivos para el consumidor.

El control de la produccioén y la calidad de los vinos elaborados en Espafia han llevado
a la creacion de una compleja clasificacion de regiones vitivinicolas. En el escalafén mas alto
se sitban los Vinos de Calidad Producidos en una Region Determinada (V.C.P.R.D.) que, a su
vez, se dividen en cuatro grupos: Vino de Pago, Denominacién de Origen Calificada,
Denominacion de Origen y Vino de Calidad con Indicacion Geogréfica. El Vino de Pago es la
mas alta categoria que puede conseguir un vino elaborado en Espafia. Se trata de vinos que se
elaboran con el fruto obtenido de un vifiedo que cuenta con unas caracteristicas particulares,
que lo hacen propio y distinto al resto de su entorno. La Denominacion de Origen (DO) en

Espafia es subdividida en dos clasificaciones: las Denominaciones de Origen propiamente
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dichas por una parte, y las Denominaciones de Origen Calificadas por otra. Las primeras, las
Denominaciones de Origen propiamente dichas, corresponden a regiones delimitadas y la
elaboracidon de sus vinos responde a unos parametros de calidad y tipicidad reglamentadas por
un Consejo Regulador que establece las vides autorizadas, los rendimientos del vifiedo y los
tiempos de crianza. Por otro lado, las Denominaciones de Origen Calificadas, que son una
variante de las anteriores, corresponden a Denominaciones de Origen, que al menos durante
10 afios, hayan contado con la distincién de Denominacién de Origen. Hasta el momento, sélo
la Rioja tuvo derecho a esa denominacién y a partir de la cosecha 1991 (Larousse do Vinho,
2004). Antes de concederse la calificacion de una Denominacién de Origen es necesario que la
zona correspondiente haya sido reconocida al menos durante 5 afios con la distincion de Vino

de Calidad con Indicacion Geografica.

En la actualidad existen 66 Denominaciones de Origen en la peninsula y en las islas.
Bajo la denominacidon de Vino de Pago hay 6 regiones, que son: Dominio de Valdepusa
(Toledo), Dehesa del Carrizal (Ciudad Real), El Guijoso (Albacete), Finca Elez (Albacete),

Otazu (Navarra) y Sefiorio de Arinzano (Navarra).

Las Denominaciones de Origen del Vino de Rioja y Ribera del Duero son las mas
reconocidas tanto dentro como fuera de Espafia, contando con gran prestigio internacional.
Ribera del Duero, que tiene un area de plantacién de 20.711 hectareas, cuenta con 241
bodegas. Por su parte, Rioja reline 1.205 bodegas y cuenta con una extensiéon de 63.560
hectareas (Fernandez, 2009). Segun el Larousse do Vinho (2004), La Rioja, Navarra y Aragon,
Castilla y Lebn, Catalufia, Galicia y el Pais Vasco, Centro y Sur de Espafia, Jerez y Malaga,

son las regiones con las Denominaciones de Origen del vino mas importantes de Espafia.

La principal caracteristica del vifiedo espafiol es su diversidad. Se cultiva en altitudes
muy distintas (hasta 1000 m de altitud), en condiciones climaticas muy diferentes, en regiones
que experimentan diferencias de temperatura de invierno a verano de -10°C a 40°C, en zonas
gue muestran una amplitud térmica del dia a la noche de 20°C, y en muy diferentes tipos de
suelo. En muchas areas pobres y secas de la geografia espafiola, en particular en la zona
centro, la vid es casi el Unico cultivo que puede prosperar. Esta diversidad de ambientes y su
utilizacién milenaria ha determinado la obtencién de una gran diversidad de formas locales, de
variedades adaptadas, que constituyen un patrimonio genético de enorme valor agronémico
que se suman a las variedades mas generalistas de amplia difusién a nivel nacional e
internacional. De una forma general se puede decir que el Norte de Espafia produce vinos no
fortificados de calidad, en el Centro, vino de consumo, mas corriente y en el Sur vinos de

aperitivo, como el Xerez, o vinos de postre.

Las variedades tintas internacionales cultivadas en Espafia son: Cabernet Sauvignon
(cultivada en casi todas las zonas que elaboran vino tinto), Merlot (Catalufia, Navarra, Ribera
del Duero, Huesca, Alicante y Murcia), Pinot Noir (Catalufia), Shyrah o Shiraz (Castilla la
Mancha, Murcia). Entre las variedades tintas autéctonas de Espafia destacan: Bobal (Valencia),

Carifiena o Mazuelo (Catalufia, La Rioja y Navarra), Garnacha tinta / Aragonés / Tinto Aragon
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(La Rioja, Madrid, Navarra, Toledo, Zaragoza y Cataluiia), Graciano (Navarra y La Rioja),
Mencia (Asturias, Santander, Leén y Galicia), Monastrell o Mourvedre (Francia) (Levante,
Cataluia y Albacete) y la Tempranillo cultivada en La Rioja, Castilla La Mancha, Castilla y

Leon, Catalufia, Navarra y Madrid (www.sabormediterraneo.com).

Las principales variedades blancas internacionales cultivadas en Espafia son:
Chardonnay (Catalufia, Navarra y Huesca), Gewurztraminer (Catalufia y Huesca), Riesling
(Catalufia y Huesca), Sauvignon Blanc (Catalufia y Castilla y Leén). Las variedades blancas
autéctonas de Espafia mas importantes son: Airén (Castilla La Mancha, Murcia y Cdérdoba),
Albarifio o Alvarinho (Portugal) (Galicia), Godello (Galicia y Ledn), Macabeo o Viura (Catalufia,
Navarra, La Rioja, Valladolid, Extremadura, Castilla La Mancha), Malvasia o Subirat (Catalufia,
Aragon, Navarra, Canarias, La Rioja y Valencia), Moscatel de Alejandria (Malaga y Valencia),
Moscatel Menudo o Muscat (Navarra y Catalufia), Palomino Fino o Jerez o Listan (Cédiz,
Canarias, Galicia, Leon, Valladolid, Zamora y Huelva), Parellada (Catalufia), Pedro Ximénez

(Cordoba, Mélaga y Céadiz), Treixadura (Galicia), Verdejo (Valladolid), Xarel.lo (Catalufia).

Por su elegancia y su caracter aromatico, la Tempranillo (también conocida como Ull
de Llebre, Cencibel, Tinto Fino, Tinto del Pais y Tinta de Toro) es la preferida entre las cepas
tintas de Espafia. Es la cepa principal en Castilla — La Mancha, en Castilla y Ledn, y de ciertas
partes del valle del Duero y Levante, y quizas tenga su origen comun con la cepa francesa
Pinot Noir.

2.2.3-LAVID EN CASTILLA Y LEON

El cultivo de la vid y la produccién de vino se han consolidado como actividades clave
en la industria agroalimentaria en Castilla y Ledn, Comunidad que ocupa ya en la actualidad un
lugar privilegiado en el mapa vitivinicola espafiol. La superficie agraria de vifiedo en Castilla y
Ledn asciende a 70.746 ha y su produccion agraria supone 270.679 t.

La comunidad autbnoma de Castilla y Ledn cuenta con 9 Denominaciones de Origen
del vino. Ribera del Duero, Cigales, Rueda, Toro y Bierzo son las Denominaciones de Origen
mas antiguas y con mas larga tradicion en la Comunidad. En el afio 2007 se incorporaron
cuatro nuevas Denominaciones de Origen: Tierra del Vino de Zamora, Arlanza, Tierra de Ledn
y Arribes. Otras zonas con menciones de calidad en Castilla y Ledn son Valles de Benavente y

Valtiendas, ambas reconocidas con la mencién de Vinos de Calidad (VC).

La mencion Vino de la Tierra de Castilla y Ledn es la mencién que ampara todos los
vinos producidos en la Comunidad, siempre que los municipios productores sean aptos para el
cultivo del vifiedo. Esta es una férmula muy interesante para muchas zonas, y bodegas
ubicadas en las mismas, que carecen de un Consejo Regulador o de una mencion de calidad
propios y que, por lo tanto, no han podido acogerse a los beneficios que en cuanto al

reconocimiento de criterios de calidad y seleccién supone la pertenencia a los mismos. Esta

33


http://www.sabormediterraneo.com/

figura permite amparar sus vinos, al menos, temporalmente, en muchos casos a la espera de la
obtencién de una menciéon de denominacion de calidad propia. Es el caso, por ejemplo, de la

Sierra de Salamanca, en Salamanca.

Ribera del Duero es la DO mas importante del valle del Duero y de Castilla y Leon. El
vifiedo de esta denominacién va de Soria hasta Valladolid, a una altitud situada entre 700 y 800
metros. El suelo es profundo, leve y arenoso, que recubre una capa de arcilla con afloramientos
de calcareo. Por estar ubicada en una zona limite para la producciéon de vino, logra producir
apenas 24 hl/ha. Las uvas tienen buena acidez y los vinos son excelentes y caros. La cepa
Tempranillo ocupa 60% de la superficie cultivada. Valbuena, la region de Vega Sicilia y otros

pueblos, han sido autorizados a replantar con cepas bordelesas.

Rueda fue atacada por la filoxera en el siglo XIX y después de este evento, fue
replantada con la cepa Palomino. Su prestigio empez6 con la casa Marqués de Riscal, que
decidi6 invertir en la cepa Verdejo, para la producciéon de vino blanco. Los vifiedos de esta
regién estan ubicados a una altitud de 600 a 780 m. Sus mejores parcelas se localizan cerca
del Duero, en suelos ricos en hierro y con una camada de calcareo. El clima es continental. La
cepa mas importante es la Verdejo (47% del vifiedo), seguida por Palomino (25%) y Viura
(21%).

Cigales esta ubicada al norte de las denominaciones de Ribera del Duero y Rueda. Es
una DO productora de excelentes vinos tintos y con un futuro muy prometedor. El vifiedo esta
plantado en una altitud de 800 m. El clima también es continental, pero tiene una buena
pluviometria que conviene al cultivo de la vid. La principal cepa es la Tempranillo (50%),
seguida por Garnacha Tinta (30%) y por Garnacha Gris. Los vinos blancos son producidos
principalmente a partir de las variedades Verdejo y Viura, pero también de Palomino y de

Albillo, que representan el 20% del vifiedo.

Toro es una denominacion de origen con tradicion. Sirve vinos a los intelectuales de la
Universidad de Salamanca desde 1215. Es un vino obstinado, potente y con una caracteristica
marcadamente castellana. Es conocida como Tierra del Vino desde remotos tiempos, debido a
gue se dedicaba de manera preferente a la produccién de esta bebida, en contraste con las
planicies cerealistas de Castilla, llamadas Tierra del Pan. El vifiedo est4 ubicado entre 600 y
750 m de altitud, en un suelo calcareo al norte y mas al Sur, cerca del Duero y del Guarefia, en
un suelo mas aluvial. El clima es continental con lluvias inesperadas. Las cepas de esta DO
son la Tempranillo (conocida como Tinta de Toro), que ocupa el 58% de los vifiedos. La
legislacion de la DO certifica que los vinos producidos en esta regién deben contener un
minimo de 75% de la Tempranillo y un cuarto de uno cualquiera de los vinos tintos que sirven a

la produccién del crianza.

Bierzo esta ubicado al Norte de Castilla y Leodn, al lado de la DO Valdeorras, localizada
al otro lado del rio Sil, en Galicia. Los vifiedos estan plantados a una altura de 500 y 650 m. El
suelo esta compuesto por aluviones en la parte baja y en la alta de pizarra, y recubierto de una

camada arable muy fértil y profunda. El clima es templado y muy soleado. La principal cepa
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tinta es la Mencia (62%), que es plantada casi exclusivamente en Bierzo y Valdeorras. Tiene
supuestamente un ancestro comudn con la variedad Cabernet Franc. La segunda cepa tinta es
la Garnacha Tintorera. Las cepas blancas de calidad son Godello, Dofia Blanca y Palomino.

Arribes ha recibido en 2007, la designacién de Denominacién de Origen del vino.
Incluye una serie de términos municipales de las provincias de Salamanca y Zamora en su
zona mas occidental, limitando con Portugal. Las variedades tintas utilizadas son Tempranillo,
Juan Garcia y Rufete, seguidas de Garnacha y Mencia. En las variedades blancas la Malvasia
es la mas utilizada, seguida de Albillo y Verdejo (www.mapa.es). Es interesante destacar que la
variedad Juan Garcia, mayoritaria en la zona, es una variedad autdctona, muy interesante, de
probadas aptitudes para la produccién de vinos y de una gran complejidad e incorporada en los
vinos méas destacados de la Denominacién de Origen, tanto tintos jévenes como crianzas,

reservas y grandes reservas, asi como rosados jovenes.

Arlanza obtuvo también la Denominacion de Origen en 2007. Esta DO est& ubicada en
la provincia de Burgos y algunos términos municipales de Palencia. Las variedades tintas
utilizadas son mayoritariamente la Tinta del Pais, seguido por Mencia, Garnacha, Cabernet

Sauvignon, Merlot y Petit Verdot. Las cepas blancas son la Albillo y la Viura.

Tierra de Ledn se ha reconocido con VCPRD en 2004, dentro del nivel de “vino de
calidad con indicacién geografica”. Esta delimitada por los términos municipales de las
provincias de Ledén (mayoritariamente) y Valladolid. Segun la Revista Vinos de Espafia, esta
region ya es una denominacién de origen. Produce las variedades tintas Mencia y Prieto
Picudo, seguidos de Tempranillo y Garnacha. Las variedades blancas son compuestas por
Verdejo, Albarin blanco y Godello, seguidos por Malvasia y Palomino.

Tierra del Vino de Zamora fue reconocido como VCPRD en 2004, dentro del nivel de
“vino de calidad con indicacién geografica”. Esta delimitada por las provincias de Salamanca y
Zamora (mayoritariamente). Las variedades tintas utilizadas son principalmente Tempranillo y
Garnacha, seguidos por Cabernet Sauvignon. Las variedades blancas son la Malvasia, la

Moscatel y la Verdejo, seguidas por Albillo, Palomino y Godello.

2.3 — BOTRYTIS CINEREA EN EL CULTIVO DE LA VID
2.3.1 — SINTOMATOLOGIA EN VID Y EFECTOS SOBRE EL CULTIVO

La podredumbre gris causada por B. cinerea es una de las principales enfermedades
de la vid. Ha existido desde siempre en los vifiedos europeos y en general en todo el mundo
manifestandose con mayor o menor intensidad segun la climatologia, sensibilidad de la
variedad cultivada, injerto, sistema de conduccion de las cepas que asegure una mayor
aireacion, abonado vy situacion del cultivo de la vid en zonas de ladera o valles mas o menos
cerrados donde la humedad ambiente es mayor. Los climas templados y humedos favorecen la

incidencia de B. cinerea. El patdgeno puede vivir como saprofito sobre tejidos muertos o
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senescentes y como patdégeno con caracter polifago en plantas vivas (horticolas, arbdreas y
ornamentales). El hongo esta presente en la vifia a lo largo de todo el ciclo vegetativo de ésta,
aumentando su presencia progresivamente hasta la maduracion y favoreciéndose su
diseminacion por medio de la accion del agua, del viento y de insectos. En el contexto de la
agricultura de nuestra Comunidad Autdnoma, Castilla y Ledn, B. cinerea es un patégeno
ciertamente importante que causa importantes pérdidas econdmicas afio tras afio, siendo su

incidencia particularmente notable durante aquellas campafas mas lluviosas.

La podredumbre gris afecta a todas las partes de la vid, principalmente a las ramas,
hojas e inflorescencias, siendo los dafios en los racimos los méas severos. En éstos ocurre una
decoloracién en la cubierta mas externa de la uva, que se vuelve flacida y adquiere un color
gris, pudriéndose en seguida. Si la infeccion ocurre cuando el racimo aun esta verde, hace que
la fruta se vuelva agria y puede determinar la caida del fruto del racimo. Al final de la floracion
las bayas jovenes abortadas pueden ser colonizadas por el hongo y ser utilizadas como
reservorio saprofitico para un posterior ataque sobre las uvas (Viret et al., 2004). Causa el
deterioro del fruto en pre y pos-cosecha, siendo en general las variedades blancas mas
susceptibles que las variedades tintas. En aquéllas se facilita la vision del progreso de la
infeccion al adquirir las uvas progresivamente un color marrén claro a partir del punto de

contaminacion (Fig. 4 A).

En los vifiedos donde la primavera es frecuentemente lluviosa, se pueden observar los
ataques en ramas jévenes. Se manifiesta por una necrosis marrén que se puede recubrir por
las fructificaciones del hongo. La zona necrosada suele mostrar bordes irregulares y
generalmente se marchita, rompiéndose posteriormente la rama por debajo de la zona
debilitada. Sobre las hojas cuando ocurre infeccion se observan manchas ocres situadas al
borde del limbo y de forma triangular que en general no suelen tener una gran incidencia. El
ataque sobre los pedicelos se traduce en pequefias manchas marrones que, segun las

condiciones climaticas, pueden invadir la parte de las bayas cercanas a la necrosis.

En los vifiedos de zonas més célidas el hongo también ataca los pedunculos de los
racimos, produciendo su caida o marchitamiento. Cuando la baya esta completamente
colonizada, enseguida se ven aparecer los conidioforos o cuerpos fructiferos en la superficie de
la uva. Si la contaminacién se realiza por conidios, se aprecian pequefias manchas de color
marrén claro sobre la baya, que progresivamente se expanden hasta colonizar toda la uva. A
partir de una baya atacada, el hongo se va a desarrollar para invadir la totalidad del racimo
(Fig. 4 B).
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Figura 4. Infeccion de B. cinerea sobre vid. A - variedad Verdejo (Pefiafiel, Burgos); B - variedad Malvasia
(Toro, Zamora).

Durante el reposo vegetativo de los vifiedos, sobre todo en vifiedos vendimiados
mecdanicamente, se pueden observar en los sarmientos unas pequefias prominencias negras y
duras de dimensiones variables llamadas esclerocios. Asimismo, los sarmientos pueden
presentar un micelio blanquecino indicativo de la presencia del hongo. A la primavera siguiente,
los esclerocios y el micelio de las zonas blanquecinas, que han actuado como formas

resistentes durante el invierno, fructifican produciendo conidios.

Los sintomas durante el almacenamiento en frio de la uva de mesa se manifiestan
como unas necrosis de color marrén claro y de forma circular que acaban invadiendo toda la
uva. Se puede desarrollar una podredumbre himeda sobre el raquis que se recubre de un

micelio estéril gris. La podredumbre se expande por proximidad de unos racimos a otros.

Con frecuencia el hongo alcanza, y esta presente, en los tejidos florales ya antes y
durante la fase de floracién y, condicionado por factores que aun no han sido claramente
identificados, puede permanecer en un estado latente hasta la maduracion del fruto, que es
cuando el patdégeno reactiva su crecimiento y ocurre la penetracion. Por esta razén el control
frente a este patdgeno debe ser un control preventivo y, aunque las plantas en el vifiedo se
muestren asintomaticas, se suelen llevar a cabo aplicaciones preventivas y periédicas con los

fungicidas apropiados.

A pesar de los devastadores efectos que tiene la infeccion por B. cinerea en el vifiedo,
bajo determinadas condiciones climaticas este patégeno puede producir un tipo de infeccion
gue tiene interés industrial y comercial. Las condiciones ideales para el desarrollo de B. cinerea
son una alta humedad relativa y una temperatura entre 18°C y 22°C. En estas condiciones el
hongo crece muy rapidamente, coloniza los tejidos infectados y esporula activamente sobre su
superficie, destruyendo completamente los frutos y los racimos. Hablamos entonces de la
"podredumbre gris" a la que nos hemos estado refiriendo hasta ahora. Pero si durante las

primeras horas del dia se dan condiciones de humedad elevada y temperatura fresca o
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templada, que favorecen el crecimiento del hongo, y posteriormente suben las temperaturas y
el racimo queda expuesto a un ambiente seco y caldeado, el hongo, que ya ha penetrado en el
interior del fruto a través de poros, de abertura naturales o de micro-roturas, se desarrolla ahora
muy lentamente. Este crecimiento del hongo determina una deshidratacién lenta del fruto y un
aumento de la concentracién de azlcares sin que aumente la acidez. Y, desde luego, sin que
los frutos lleguen a pudrirse. Este tipo de infeccion, denominada la "podredumbre noble", da
lugar a unos vinos dulces de caracteristicas muy peculiares y muy apreciadas, preparados en
la mayor parte de los casos a partir de variedades blancas, en particular variedades con una
piel de las bayas muy fina. Son vinos derivados de la podredumbre noble los famosos vinos de
Sauternes en Francia, los vinos de Tokaj, en Hungria y los vinos de Auslese, Beerenauslesen y
Trockenbeerenauslesen en Alemania. En Espafia se ha producido vinos botrytizados en
algunas afiadas en Valdeorras (Guitidn) y en la cepa albarifio en Rias Baixas, Galicia. En

Navarra, la bodega Castillo de Monjardin también ha logrado producir este tipo de vino.

2.3.1.1 — DANOS CUALITATIVOS

La infeccion por B. cinerea en la vid da lugar a cambios bioquimicos en el zumo que
determinan alteraciones en el sabor, olor y claridad del vino. El cambio mas importante es la
produccion de lacasas (enzimas fenol oxidasas), que reducen la claridad del vino y oxidan otros
componentes que contribuyen a proporcionar la apariencia, sabor, textura, fragancia y

propiedades antimicrobianas del vino (Jackson, 1994).

Los dafios cualitativos mas importantes que se pueden producir como consecuencia de

la infeccion por B. cinerea en los racimos de vid se resumen de la siguiente manera:

- Alteraciones en el metabolismo de azlcares y &acidos. El ataque del patégeno en los
racimos se manifiesta en primer lugar por un aumento del nivel de los azUcares, seguido de
un fenédmeno de concentracién de éstos. En este estado, rapidamente, y sobre todo
coincidiendo con la salida de los conidi6foros, el hongo experimenta un fuerte consumo de
glucosa. Al mismo tiempo, se elevan los niveles de acido glucénico y de glicerol. El acido
gluconico se combina con el SO, durante la vinificacion produciendo asi su inactivacion y el

consecuente efecto en la calidad del vino.

- Oxidacién enziméatica de compuestos fendlicos. Botrytis produce fenol oxidasas en
cantidades directamente proporcionales al nivel de podredumbre gris en la vendimia. Estos
enzimas son muy estables y responsables de la oxidacién enzimatica de los compuestos
fendlicos responsables del color y aromas en los vinos tintos. De esta forma, los vinos
tintos toman un color marrén con olores y sabores desagradables. La presencia de lacasas,
ademas, limita el uso de la termo-vinificacion, una técnica utilizada para liberar antocianinas

de la piel de la uva y que aumenta el color del vino, especialmente en variedades como

38



Introduccion

Pinot Noir (Jackson, 1994). Las lacasas son facilmente solubles, razén por la cual no son

removidas facilmente mediante la mayor parte de las técnicas de clarificacion.

- Alteraciones en el aroma de los vinos. En los vinos de variedad Moscatel el ataque de B.
cinerea produce la reduccion de terpenos responsables del aroma de los mostos. En la
variedad Sauvignon, las quinonas producidas por la oxidacion de los compuestos fendlicos

reaccionan con los precursores de aromas destruyendo los sabores propios de esta uva.

- Produccidn de polisacéaridos. B. cinerea produce polisacaridos extracelulares, glucanos, de
forma muy abundante. Su acumulacion en el medio extracelular dificultan considerable-

mente las operaciones de filtracién y clarificacion de los vinos.

- Efectos indirectos. La necesidad de recoger la cosecha de manera temprana para evitar el
desarrollo invasivo del patégeno y reducir los posibles dafios ocasionados por el hongo

puede reducir la calidad de los vinos drasticamente.

2.3.1.2 — DANOS CUANTITATIVOS

Antes y durante la floracién las inflorescencias se pueden marchitar, aunque
generalmente s6lo se producen pequefias pérdidas del futuro racimo. El dafio producido en
este estado es dificilmente calculable y se podria decir que se trata de un aclarado de la fruta
natural. Desde el inicio de la maduracidn a la recoleccion las pérdidas son considerables sobre
todo si las condiciones climéaticas favorecen la infeccion del hongo. En Francia el dafio
producido por B. cinerea en vifiedos se estima entre un 15 a un 40% de la cosecha
dependiendo de las condiciones climaticas. Aunque es dificil encontrar datos sobre el valor de
las pérdidas producidas en los vifiedos de Castilla y Ledn, y aunque los valores dependen de
las camparias, de las areas geograficas y de las condiciones climaticas, en aquellas campafias
en las que se producen abundantes lluvias en las semanas previas a la vendimia durante la
segunda quincena de Septiembre los viticultores y los Consejos Reguladores de las distintas
DO de la region cuantifican las pérdidas con porcentajes que llegan a alcanzar entre el 30 y el
40% de la produccién. En algunos casos las pérdidas son consecuencia directa de la
imposibilidad de recoger una parte importante de la cosecha, que queda en el campo, y en
otras son consecuencia de la pérdida de calidad de los vinos derivados de frutos que han

estado en contacto con el patégeno.

2.3.2 — FACTORES QUE AFECTAN A LA ENFERMEDAD

El establecimiento de la enfermedad es un proceso complejo en el que influyen

numerosos y muy distintos factores. Teniendo en cuenta que la enfermedad es un proceso
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derivado de la interaccion de dos organismos vivos, la planta y el patégeno, que entran en
contacto en un ambiente dado, es posible considerar un criterio sencillo de clasificacion para
reflexionar sobre los factores que van a condicionar el establecimiento y el progreso de la

enfermedad basado en la naturaleza de tales factores.

2.3.2.1 — FACTORES AMBIENTALES Y BIOLOGICOS

Planta y patégeno interaccionan en un ambiente dado, sometidos a los condiciona-
mientos climaticos y edafolégicos particulares de cada entorno en el que conviven en cada

caso, ademas, con otros muchos organismos.

En secciones anteriores ya hemos considerado las condiciones ambientales mas
favorables en cuanto a humedad relativa y a temperatura para el desarrollo de la podredumbre
gris en las distintas fases del cultivo de la vid. Ciertamente el clima ejerce un papel
determinante en el desarrollo de la enfermedad. Pero no sélo en las semanas anteriores a la
vendimia, sino también durante y después de la floracién. De este modo, las lluvias durante y
después de la floracion condicionan el estado fisiolégico de la cuticula de las bayas
haciéndolas mas vulnerables al ataque de B. cinerea. También el granizo y la lluvia violenta

pueden ocasionar lesiones en las bayas que facilitan la infeccién por el hongo.

La profundidad del suelo tiene una gran influencia sobre el desarrollo de la
podredumbre gris. Un suelo profundo favorece un enraizamiento profundo y un suelo poco
profundo, lo contrario. De este modo, si el suelo es profundo, la absorcion de agua por la planta
es débil y no se produce un aumento del contenido del agua de las bayas. Sin embargo, si el
enraizamiento es superficial, la absorcién de agua es muy rapida, las bayas se llenan de agua y

son mas sensibles al hongo.

Los factores biolégicos que pueden afectar al progreso del hongo pueden ser varios.
Por un lado es necesario considerar la accion de los insectos. Las larvas de ciertos insectos,
como las polillas Lobesia botrana y Epiphyas postvittana, y las moscas del género Drosophila,
actian como vehiculos de transporte del in6culo del hongo, facilitando la entrada en los frutos
mediante las galerias que producen, y favoreciendo la germinacion de los conidios con sus
deposiciones (Elmer and Michailides, 2004). Por otro lado, la rotura de las bayas que produce
el oidio (Uncinula necator Burr.) favorece el desarrollo posterior de B. cinerea al facilitar la

entrada del patégeno en el fruto.

Tampoco podemos olvidar la influencia que tiene la intervencién humana en el cultivo.
La eleccién del porta injerto influye en la tasa de podredumbre gris y la utilizacién de
fertilizantes nitrogenados puede afectar el desarrollo de la enfermedad y a las tasas de
nitrégeno en el mosto. La forma de mantenimiento del suelo influye en el enraizado de las

plantas y consecuentemente en su absorcion de agua y nitrégeno, determinando el vigor de las
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plantas y el tamafio de las bayas y su llenado. Por ultimo, la forma de poda y el entresacado de

los racimos influyen en la aireacién y en el riesgo de desarrollo de la enfermedad.

2.3.2.2. — FACTORES GENETICOS

2.3.2.2.1. - SENSIBILIDAD DEL HUESPED

El estudio de la sensibilidad de las distintas variedades de vid a la podredumbre gris
tiene una gran importancia econémica. En una situacion ideal la utilizacion de variedades de vid
resistentes a B. cinerea constituiria la mejor opcién, tanto desde un punto de vista econémico
como de conservacion del medio ambiente, para mantener controlada la enfermedad en el
campo Yy reducir su incidencia. Esta estrategia, como en cualquier otro cultivo, exige la
existencia de variedades portadoras de genes de resistencia efectivos frente al patdgeno.
Desafortunadamente en esta especie vegetal no se han descrito genes mayores de resistencia
a B. cinerea. Pero si se detectan diferencias en la susceptibilidad de las distintas variedades al
patégeno. Dadas las caracteristicas de la biologia y del sistema reproductivo de esta especie y
los métodos de propagacién utilizados no resulta sencillo llevar a cabo una evaluacion de las
bases genéticas de estas diferencias. La situacién es probablemente muy similar en otras
especies vegetales susceptibles también a B. cinerea. Las evidencias experimentales
obtenidas en distintos sistemas sugieren que la capacidad del patégeno para infectar a su
huésped es un caracter complejo, poligénico, y que la posible resistencia (o menor
susceptibilidad) de determinadas variedades del huésped es también un caracter poligénico.
Aunque no se han identificado con precision los factores que participan en la determinacion de
este comportamiento, si se han ido acumulando observaciones que permiten deducir la

naturaleza de algunos de ellos.

La arquitectura del racimo es uno de los factores mas importantes que influyen en las
diferencias de sensibilidad observadas en las diferentes variedades. Las cepas con racimos
compactos, donde la podredumbre se puede desarrollar mas facilmente por proximidad, son en
general mas sensibles que las cepas con racimos mas abiertos y menos densos. Asi, la misma
cepa de B. cinerea puede tener diferente respuesta en virulencia dependiendo de la variedad
de vid infectada (Vallejo et al., 2003).

Las fitoalexinas producidas por la planta tienen un efecto antimicrobiano que frena el
desarrollo del patégeno (Jeandet et al., 2002). Variaciones en la produccién de fitoalexinas
entre distintas variedades o en la capacidad del patdogeno para degradar las fitoalexinas
producidas causan un efecto directo en la infeccion producida por B. cinerea (Kliebenstein et
al., 2005).

Otro factor importante es la organizaciéon y composicion de la epidermis de los tejidos

vegetales. Las variedades mas resistentes presentan una epidermis mas dificiimente
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franqueable por Botrytis. La cantidad y calidad de las pectinas constituyen una de las mayores
barreras celulares, asi como la cantidad de los compuestos fendlicos (Lionetti et al., 2007;
Valette-Collet et al., 2003). Asi, las variedades menos resistentes tienen mayor cantidad de
pectinas solubles en agua que seran mas facilmente degradables por el hongo y una menor
cantidad de compuestos fendlicos.

La receptividad de los 6rganos vegetales esta bien delimitada en el tiempo. Las hojas y
las ramas son atacadas en los estados juveniles, las inflorescencias son siempre receptivas,
incluidos el raquis y los botones florales, y las uvas no suelen ser receptivas hasta el inicio de
su maduracion.

Todas estas caracteristicas tienen, indudablemente, una base genética, lo que hace
factible considerar la mejora de la resistencia (o tolerancia) a B. cinerea en vid tratando de
generar las mejores combinaciones de los factores genéticos implicados en la determinacion de
las variantes fenotipicas mas interesantes en cada caso. Pero ciertamente en el caso de la vid

resulta particularmente complicado y costoso.

En la figura 5 se presenta un ejemplo de la infeccion de B. cinerea sobre Malvasia y
Tinta del Pais, dos variedades que muestran una alta sensibilidad a la enfermedad. Otras
variedades de uso comun en Espafia, como la Merlot o la Cabernet Sauvignon, tienen una

mejor resistencia a la enfermedad principalmente por la configuracion de sus racimos.

A B

Figura 5. Infeccién de B. cinerea sobre racimos de vid. A - Infeccién sobre la variedad Malvasia en la
denominacioén de origen Toro (Zamora). B - Infeccién sobre la variedad Tinta del Pais en la denominacion
de origen Ribera del Duero (Burgos).
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2.3.2.2.2. - AGRESIVIDAD DEL PATOGENO

A la hora de analizar la capacidad B. cinerea para infectar a sus huéspedes y las
diferencias de agresividad entre unos aislados y otros es necesario considerar, de manera

general, dos aspectos distintos, cada uno de ellos, a su vez, muy complejo.

En primer lugar es necesario tener en cuenta las caracteristicas y la naturaleza de B.
cinerea como patdgeno. Se trata de un patégeno generalista, que ataca a un amplisimo rango
de huéspedes y que, en general, puede atacar a cada huésped particular en muy distintas
fases del ciclo del cultivo, incluso durante la postcosecha. A diferencia de otras especies del
género, la literatura cientifica recoge que B. cinerea no muestra especificidad ni de huésped ni
de 6rgano. Es un buen modelo entonces para estudiar la naturaleza de "patégeno general”. Es,
ademas, un patégeno necrétrofo, es decir, que primero mata las células del tejido del huésped
y luego coloniza el tejido muerto. La comunidad cientifica que trabaja en B. cinerea ha
trabajado muy intensamente tratando de determinar la naturaleza de los factores implicados en
la determinacion de estas habilidades, asumiendo que la "patogenicidad" de B. cinerea es un
caracter complejo, multigénico, de variacion continua. Los andlisis llevados a cabo para
diseccionar "genéticamente" los mecanismos de patogenicidad y para caracterizar
molecularmente su naturaleza apuntan en este sentido. Tudzynski y Kokkelink presentan una
excelente y muy reciente revisién sobre los factores individuales que han sido analizados desde
un punto de vista funcional mediante la obtenciéon de mutantes para determinar si juegan o no
un papel esencial en la capacidad de infeccién del patégeno (Tudzynski and Kokkelink, 2009).
La mayoria de ellos fueron seleccionados como genes o factores "candidato" teniendo en
cuenta precisamente las caracteristicas particulares del patégeno. Entre ellos podemos citar
genes implicados en desarrollo, en la formacion de estructuras de penetracién, en la
degradaciéon de la pared celular, en la produccion de compuestos fitotoxicos, de &cidos
organicos, de fitohormonas, en la produccién y/o detoxificacién de formas activas de oxigeno,
en procesos de sefializacion, de modulacion de las respuestas de defensa de la planta. En el
momento de aparicién de esta revision la lista de genes caracterizados de esta manera
ascendia a 102. De los mutantes correspondientes, s6lo un nimero muy reducido muestra
alteraciones importantes en su capacidad para infectar a la planta huésped. En la mayor parte
de los casos los efectos de las mutaciones son indetectables 0 muy reducidos. La opinién
generalizada es que, efectivamente, son muchos los factores que contribuyen a determinar la
patogenicidad de B. cinerea, cada uno de los cuales contribuye proporcionando y perfilando
habilidades y capacidades particulares del patégeno. Un aislado concreto del patégeno redne
una combinacién particular de variantes de estos mdltiples factores que determina su

capacidad de infeccién.

Una segunda cuestién que es necesario tener en cuenta en el caso de B. cinerea es la
inusual variabilidad que caracteriza a esta especie y que dificulta su control. Esta variabilidad

es evidente en caracteristicas tales como la patogenicidad (Lorenz, 1983), la capacidad y los
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patrones de crecimiento (Grindle, 1979), la produccién de enzimas in vitro e in vivo (Leone,
1990) o la resistencia a fungicidas que aparecen rapidamente en el campo cuando se aplican
agentes quimicos para proteger los cultivos (Katan et al., 1989; Raposo et al., 1996). El origen
de esta variabilidad fenotipica y, por lo tanto, genética, y los mecanismos responsables de la
misma audn no se comprenden de manera adecuada, aunque empezamos a tener algunas
respuestas a la luz del conocimiento de la biologia y del ciclo de vida del hongo. La aparicién
natural de mutaciones, la reproducciéon sexual, la multiplicacion asexual, la existencia de
compatibilidad vegetativa, la posibilidad de formacién de heterocariontes, la actividad de
elementos génicos transponibles, son procesos y mecanismos que hemos considerado en
secciones previas y que ciertamente pueden contribuir a explicar la diversidad fenotipica que

encontramos en la naturaleza para esta especie.

Cuando nos enfrentamos a un patégeno como B. cinerea debemos pensar no en un
Unico tipo fisiol6gico y genético, o en unos pocos tipos, representados mas o menos
frecuentemente en una poblacién dada del patégeno. Las poblaciones naturales de B. cinerea
estan integradas por tipos muy distintos y son enormemente heterogéneas: practicamente cada
individuo es distinto de todos y cada uno de los demas individuos que forman parte de su
misma poblacion. La diversidad genética existente es muy importante y esta diversidad se
estructura en las poblaciones condicionada por diversos factores que determinan, ademas,
cambios en la estructura genética de la poblacion de generacién en generacion. El estudio del
patdégeno, por lo tanto, y el desarrollo de posibles estrategias de control exigen considerar y
estudiar al patégeno a nivel poblacional y comprender la dinamica de la poblacion sometida a
los condicionamientos propios de cada ambiente particular. Clasicamente los estudios
poblacionales en B. cinerea se han basado en la utilizacién de marcadores fisiol6égicos y en sus
genes determinantes, como la resistencia a fungicidas. Con el desarrollo durante las Ultimas
dos décadas de un buen nimero de marcadores moleculares que permiten acceder
directamente a la variabilidad en la propia molécula portadora de informacion genética, se han
llevado a cabo numerosos estudios en poblaciones naturales de B. cinerea encaminados a
cuantificar la diversidad genética existente en las mismas y a comprender su dinamica en
respuesta a factores distintos, tales como la aplicacion de determinados tratamientos de control
quimico o la posible adaptacion a un huésped particular. En la seccién 4 de la introduccion de
esta memoria presentamos una breve revisién sobre estos aspectos de la genética de

poblaciones en B. cinerea.
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3 - MARCADORES MOLECULARES

3.1 - CONSIDERACIONES GENERALES

Desde la prehistoria el hombre ha llevado a cabo seleccion, durante mucho tiempo de
manera inconsciente, tratando de mejorar su produccion agricola y ganadera para su
manutencion. Seleccionando los mejores individuos con caracteristicas tales como mayor
produccion lechera o mejor resistencia a enfermedades, el hombre estaba practicando la
mejora genética haciendo uso de los primeros marcadores genéticos. Esta seleccién es posible
debido a que existe gran variabilidad genética en las poblaciones de individuos y a que los
caracteres deseados estan determinados por unidades informativas que son transmitidas a los
descendientes. Cabe destacar, por otra parte, que en el dmbito de la taxonomia los caracteres

morfolégicos siempre fueron utilizados para la caracterizacion y clasificacién de las especies.

La existencia de variabilidad en la naturaleza es una realidad obvia que el observador
percibe de manera inmediata y su andlisis constituye uno de los objetivos fundamentales de la
genética. De hecho, la genética nace como ciencia formal para considerar "el estudio de la
herencia y de la variacion" (Griffiths and Orr, 1999). El desarrollo y la generalizacién de las
técnicas de biologia molecular han tenido consecuencias transcendentales en los avances
recientes de la genética, avances que tienen su origen fundamentalmente en dos tipos de
contribuciones, ambas derivadas de las posibilidades que nos ofrecen para generar
marcadores moleculares. En primer lugar, la capacidad que nos proporcionan para llevar a
cabo andlisis genético, tanto de sistemas simples como complejos y tanto en estudios basicos
como aplicados. Y en segundo lugar, la vision mucho més precisa y detallada que nos
proporcionan sobre la variabilidad genética existente en las poblaciones naturales y sobre en el

gue esta variabilidad se estructura.

Los marcadores genéticos son la herramienta basica de la genética y del analisis
genético. ¢ Como podemos definir "marcador genético”? Clasicamente, "marcador genético” ha
sido definido como "cualquier diferencia fenotipica controlada genéticamente utilizada en el
analisis genético". Efectivamente, una diferencia, bien sea fenotipica o genotipica, puede actuar
como marcador genético si identifica en un individuo caracteristicas del genotipo, del fenotipo, o
de ambos y si, ademas, puede hacerse seguimiento a su herencia a través de varias
generaciones. Clasicamente han sido precisamente las diferencias fenotipicas los marcadores
genéticos mas utilizados, dada la facilidad con que se puede acceder a las mismas. Pero sus
limitaciones son ciertas y los genéticos han invertido esfuerzos importantes para generar y

desarrollar marcadores genéticos de validez generalizada.

Asi, es posible establecer una primera, y muy sencilla, clasificacién de los tipos de
marcadores genéticos desde una perspectiva que podemos considerar histoérica. Establecemos

asi tres categorias de marcadores genéticos:
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e Marcadores Morfolégicos: se basan en diferencias fenotipicas facilmente observables
en los individuos. Su evaluacion es sencilla y constituyen la medida mas directa del
fenotipo, pero son marcadores sujetos a fuertes influencias ambientales y su nimero
es limitado.

e Marcadores Bioquimicos: se basan en las propiedades de migracion de las
proteinas, propiedades que permiten separar las diferentes variantes mediante
electroforesis y que son detectadas generalmente mediante ensayos bioquimicos
especificos. Estos marcadores representan un valioso complemento de la evaluacion
morfoldgica pero, al igual que los marcadores morfolégicos su nimero es limitado vy,
ademas, reflejan so6lo una porcion pequefia de la variacion existente en el DNA.

e Marcadores Moleculares: se basan en la deteccion de polimorfismos en la secuencia
de ADN del nucleo o de los organulos. Su utilizaciéon y analisis permiten detectar
variabilidad en la propia molécula portadora de la informacién genética. Estos
marcadores genéticos presentan unas ventajas muy importantes, ya que su namero es
potencialmente ilimitado y no estan sujetos a influencias ambientales. Ademas, son una
medida objetiva de la variacibn. Como contrapartida cabe sefalar que este tipo de

marcadores exigen para su deteccidn un equipamiento técnico mas complejo.

Sea cual sea el tipo de marcador genético considerado, éste debe presentar una serie
de caracteristicas. Entre ellas destacamos que los marcadores genéticos para ser Utiles deben

ser:

- Altamente polimérficos

- Reproducibles

- Codominantes

- Distribuidos de manera uniforme en todo el genoma
- Discriminantes

- No sujetos a influencias ambientales

- De bajo costo

- Faciles de medir

Los desarrollos metodol6gicos y tecnoldgicos generados durante los Ultimos afios en el
contexto de la biologia molecular y de la genética molecular han permitido hacer accesibles a la
mayor parte de los laboratorios, tanto de un punto de vista técnico como econémico, distintos
tipos de marcadores moleculares que dadas sus caracteristicas y propiedades se ha convertido

en los marcadores de eleccion en la mayor parte de las aplicaciones.

¢ Cudles son las principales aplicaciones en las que los marcadores moleculares estan
siendo utilizados? Quizas el principal interés y la principal aplicacion de estos marcadores, se
deriva de su utilizacion como marcadores genéticos (son, efectivamente, polimorfismos, en este

caso de ADN) en el andlisis genético convencional basado en el estudio de la segregacion de

46



Introduccion

marcadores en las descendencias de cruzamiento controlados que permiten ampliar y saturar
el mapa genético de los organismos. Debemos recordar que estos mapas genéticos
constituyen el primer paso, y son la herramienta esencial, para caracterizar el genoma en su
conjunto, y cada gen en particular, de un organismo. Particularizando, podemos decir que
resultan una herramienta fundamental para estudios de diseccion genética, de identificacion de
QTLs, de clonacién posicional, de secuenciacién de genomas completos, de comparacion de

genes y genomas (estudios de sintenia).

Pero los marcadores moleculares encuentran también numerosas aplicaciones
especificas entre las cuales, y en el contexto del trabajo que se presenta en esta memoria,
resulta conveniente destacar: (1) la identificacién y caracterizacién de genotipos ("pruebas de
paternidad" y "medicina forense"), caracterizacion molecular de microorganismos (microbiologia
ambiental, deteccibn de microorganismos modificados genéticamente, diagnéstico de
enfermedades), caracterizacion y conservacion de recursos genéticos, seguimiento de
transgénicos; (2) la mejora genética (etiquetado de genes, seleccién asistida por marcadores,
identificacién varietal...); (3) estudios evolutivos, estimacién de la variabilidad genética,

relaciones filogenéticas, sintenia.

3.2 - TIPOS DE MARCADORES MOLECULARES

Las herramientas y los desarrollos de la biologia molecular han puesto a nuestra
disposicion numerosos métodos y procedimientos experimentales para detectar polimorfismos
en el propio material hereditario, en el ADN. Nuestra capacidad para detectar estos
polimorfismos es cada vez mayor y dia a dia se presentan nuevas variantes que bien permiten
acceder a los distintos tipos de variacién, bien nos permiten aumentar o refinar nuestro nivel de
deteccion. Con el objeto de presentar de manera sencilla una panordmica general de los
principales tipos de marcadores moleculares que han sido utilizados en estos uUltimos afios
resulta util considerar una clasificacién que toma como punto de partida la disponibilidad o no
de informacion previa sobre el sistema con el que nos proponemos trabajar. Esta es una
consideracion fundamental a la hora de iniciar la caracterizacion de un sistema dado. Tanto en
un caso como en otro, es decir, tanto cuando nos disponemos a trabajar con marcadores
basados en secuencias de ADN conocidas como con marcadores basados en secuencias de
ADN no conocidas, debemos tener en cuenta la naturaleza genética de los marcadores
moleculares considerados, que podran ser "Codominantes", si es posible detectar simultanea-
mente las distintas variantes, (alelos), que puedan aparecer, o "Dominantes”, si s6lo podemos
detectar la presencia o ausencia de una determinada variante. Teniendo en cuenta ambos
criterios podemos establecer una clasificacion sencilla de los principales tipos de marcadores

moleculares que facilita notablemente su explicacion y que se presenta a continuacion:
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1. Marcadores basados en secuencias de ADN no conocidas

» Marcadores Codominantes (Ej.: diferencias de tamafio)

. RFLPs

» Marcadores Dominantes (Ej.: presencia/ausencia)
. RAPDs
e AFLPs

2. Marcadores basados en secuencias de ADN conocidas
» Marcadores Codominantes
e  Microsatélites
» Marcadores Dominantes
e SCARs
e SNPs

Se describe a continuaciéon en qué consiste cada uno de estos tipos de marcador

molecular comentando brevemente sus principales ventajas e inconvenientes.

3.2.1 - RFLP

El acrénimo deriva de la terminologia inglesa: "Restriction Fragment Length
Polymorphism". En espafiol se traduce como "Fragmentos de restriccibn de longitud
polimérfica". Son polimorfismos que se producen como consecuencia de mutaciones puntuales
gue afectan a una secuencia de nucleétidos dada que representa una secuencia diana de un
determinado enzima de restriccién, o de inserciones o delecciones. Se detectan cuando se
digieren los ADNs problema con distintos enzimas de restriccion, se lleva a cabo una
hibridacién tipo Southern con sondas especificas y se analizan los patrones de bandas de

hibridacién obtenidos.

Son marcadores detectados con una metodologia muy bien establecida, robusta,
reproducible y transferible (entre laboratorios y grupos de investigacion). Son, ademas,
marcadores de tipo codominante que resultan muy informativos, ya que a partir del fenotipo
molecular es posible inferir directamente los genotipos (es posible discriminar entre el genotipo
homocigoto para cada variante y todos los posibles heterocigotos). Presenta, no obstante,
algunos problemas derivados fundamentalmente de la complejidad de la metodologia utilizada
para su deteccion (exige trabajar con cantidades importantes de ADN de calidad, llevar a cabo
digestiones con enzimas de restriccion, electroforesis, transferencias de Acidos nucleicos e
hibridaciones. Por su naturaleza codominante han sido marcadores muy utilizados para la

construccion de mapas genéticos saturados.
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3.2.2-RAPD

Son fragmentos de ADN polimérficos amplificados al azar (de la terminologia inglesa:
"Random Amplified Polymorphic DNA fragments). Estos fragmentos, generalmente con un
tamafio que oscila entre los 200 y los 2000 pares de nucledtidos, son amplificados en
reacciones de PCR utilizando como molde un ADN dado y llevadas a cabo en presencia de un
Unico oligonucledtido. Se originan como consecuencia de la presencia en el ADN de la misma
secuencia de nucleétidos (o muy similar), de longitud variable pero generalmente pequefia
(aproximadamente 10 nucledtidos), en ambas cadenas sencillas de la molécula de ADN, a la
distancia apropiada y en orientaciones opuestas. Esta secuencia representa en cada caso la
diana de anillamiento de un oligonucleétido de secuencia particular que es el oligonucleétido
utilizado como cebador en cada reaccion de PCR. Estas reacciones de PCR se llevan a cabo
con temperaturas de anillamiento bajas (dependiendo de la secuencia particular de cada
oligonucledtido variara, pero habitualmente entre 25 y 45°C) para permitir el anillamiento de los
oligonucleoétidos de tamafio ciertamente pequefo que se utilizan como cebadores. La presencia
0 ausencia de posibles dianas de anillamiento para un oligonucleétido dado determina la
amplificacion de un determinado fragmento de ADN. Cada tipo de ADN molde genera un patrén
de bandas caracteristico con un oligonucleétido particular y resulta factible comparar los

patrones de bandas que se generan con muestras de ADN de diferentes individuos.

La metodologia utilizada para generar RAPDs tiene las ventajas de la sencillez y el
bajo coste de la técnica. Desafortunadamente es una metodologia con problemas de
reproducibilidad, como consecuencia de las bajas temperaturas de anillamiento a las que se
realizan las reacciones de PCR y la sensibilidad del método a las variaciones de los reactivos y
de los equipos utilizados. No obstante, con experiencia y cuidado es posible generar resultados

reproducibles y transferibles.

Aunque se trata de marcadores dominantes, lo que limita en parte su potencia como
marcador genético en determinadas aplicaciones, lo cierto es que han sido muy utilizados en el
andlisis inicial de sistemas sobre los que no se dispone de informacién previa, ya que la
metodologia permite generar numerosos marcadores en un periodo de tiempo reducido,
marcadores que, ademas, suponen una representacion aleatoria del genoma. Han encontrado
aplicacion muy frecuente en la construccién de mapas genéticos y en el andlisis de diversidad

genética intrapoblacional.

3.2.3 - AFLP

El acronimo AFLP deriva de la terminologia inglesa "Amplified Fragment Length
Polymorphism" (en espafiol puede traducirse como "fragmento amplificado de longitud

polimérfica"). Estos marcadores derivan de la amplificacion mediante PCR de fragmentos de
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ADN previamente digeridos por dos enzimas de restriccion que generan fragmentos de
restricciéon y ligados a dos adaptadores especificos de los enzimas de restriccién utilizados.
Estos adaptadores sirven como dianas de anillamiento de oligonuclettidos especificos
disefiados para reconocer la propia diana de cada enzima de restriccion y una secuencia corta
flanqueante del sitio de restriccion. Se disefian sendas baterias de cebadores sobre la
secuencia diana de cada una de los dos enzimas de restriccion cada uno de los cuales incluye
una variante de una extension en su extremo 3' de 2 - 4 nucle6tidos. Posteriormente, en una
Unica fase de amplificacién o en una fase doble de amplificacion que incluye una primera
amplificacion preselectiva y una posterior amplificacion selectiva, se llevan a cabo reacciones
de PCR con parejas de cebadores que incluyen un oligonucleétido de cada juego (disefiado
sobre la secuencia diana de cada enzima) el enzima subdivide la poblacion de fragmentos de
PCR generados a partir de la muestra de ADN original digerida con los dos enzimas utilizadas
en cada caso y de manera que resulta factible resolver de manera adecuada el patrén de

bandas (de fragmentos) que en cada caso se genera.

El método, en Ultima instancia, permite detectar polimorfismos de cambio de nucleétido
en la region inmediatamente flanqueante de las dianas de restriccion de los enzimas utilizados
sobre fragmentos de restricciébn que presenta en un extremo una diana de restriccion para la
primera enzima y una diana de restriccion para la segunda enzima en el otro, y que tiene un
tamafio apropiado para su andlisis y resolucion en geles de acrilamida convencionales (o

mediante electroforesis capilar).

La capacidad que tiene esta metodologia para detectar polimorfismos es enorme,
permitiendo generar perfiles de incluso varias decenas de marcadores simultaneamente.
Presenta, ademas, una elevada reproducibilidad. Estas dos razones son las que nos han
animado a utilizar este tipo de marcador molecular para abordar los objetivos planteados en
este estudio. Dado que se han utilizado ampliamente a lo largo del mismo y puesto que ha sido
necesario poner a punto el sistema experimental en nuestro caso particular contemplando
diversas variables, en la seccion de Materiales y Métodos y en la seccion de Resultados se
realiza una descripcion detallada de esta metodologia y de estos marcadores moleculares. En
cualquier caso, para completar la descripcion que en esta seccién estamos realizando es
conveniente destacar que los marcadores de tipo AFLP, a pesar del elevado coste, son
marcadores de amplisima utilizacion, en particular en estudios de evaluacion de diversidad
genética, de cartografia genética, e elaboracion de perfiles de identificacion, de analisis de

perfiles de transcripcion.

3.2.4 - MICROSATELITES

Los microsatélites derivan de regiones del genoma en la que se localizan secuencias

cortas de ADN (de 1 a 6 nucledtidos de longitud) repetidas en tandem y flanqueadas por
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secuencias adyacentes Unicas. Constituyen un tipo particular de marcador de aquellos
denominados en inglés "Variable Number of Tandem Repeats" (VNTR) o "repeticiones en
tandem en nimero variable", grupo de marcadores que incluye también a los marcadores
denominados "Minisatélites", caracterizados por presentar una secuencia unidad repetida de
mayor tamafio (de 10 a 30 nucleétidos). Estos loci microsatélite se pueden detectar mediante
PCR utilizando oligonucle6tidos especificos disefiados en funcién de las secuencias de las
regiones flanqueantes en 5' y 3' de la unidad repetida, o mediante hibridaciones llevadas a
cabo con sondas derivadas de la unidad repetida sobre filtros a los que se han transferido
digestiones de ADN llevadas a cabo con enzimas de restriccion que digieren en los extremos 5'
y 3' de la regién que incluye en cada caso un numero dado de repeticiones de la secuencia
unidad. En el primer caso, las distintas variantes de un locus microsatélite se detectan como
polimorfismos en la longitud de fragmentos de ADN amplificados mediante PCR, que tendran
tamafios diferentes en funcién del nimero de copias de unidad que se repite en cada caso. En
el segundo caso, las distintas formas alélicas se detectan como polimorfismos en el tamafio de
bandas de hibridacion.

Estos marcadores presentan las ventajas derivadas de su naturaleza codominante. Por
otra parte, la experiencia demuestra que son altamente polimdrficos y muy reproducibles, lo
gue ha determinado su amplisima utilizacion en muy diversos sistemas en problemas
relacionados con el genotipado de individuos, la construccion de mapas genéticos, la
evaluacion de diversidad genética, la realizacion de estudios filogenéticos, las pruebas de
paternidad, identificacion varietal. El problema de los marcadores tipo microsatélite es que
precisan de un conocimiento previo importante del sistema de trabajo, ya que es necesario
conocer las secuencias flanqueantes de la zona que incluye las repeticiones, bien para disefar
oligonucleoétidos especificos, bien para seleccionar las enzimas de restriccion cuya utilizacién

pueda resultar informativa.

3.2.5-SCAR

Los marcadores tipo SCAR (del inglés "Sequence Characterized Amplifed Fragment",
traducido como "fragmentos amplificados de secuencia conocida") constituyen un tipo particular
de marcador molecular que ha encontrado aplicaciones especificas. Son regiones del genoma
amplificadas mediante PCR cuya secuencia es determinada a posteriori. Generalmente se
generan a partir de marcadores de tipo RAPD que son secuenciados, aunque también se
pueden obtener a partir de RFLPs o de AFLPs. A partir de la secuencia obtenida se disefian
oligonucledtidos especificos (en el caso de los derivados de RAPDs generalmente se disefian
como una extension en 3' del oligonucledtido utilizado originalmente para generar los RAPDS)
gue permiten ya amplificar en condiciones de alta especificidad el marcador molecular (el

fragmento de ADN de tipo RAPD) concreto que ha sido seleccionado.
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Estos marcadores permiten detectar un Unico locus y la amplificacion es mucho mas
selectiva y desprovista de las imprecisiones caracteristicas de los RAPDs. Han encontrado
aplicacion directa en el contexto del desarrollo de métodos de diagnoéstico y de identificacion

molecular de individuos.

3.2.6 - SNP

Los SNPs son "polimorfismos de cambio de un Unico nucleétido” (del inglés "Single
Nucleotide Polymorphism"). Son, efectivamente, polimorfismos derivados de la sustitucion de
un nucleétido dado por otro en una posicién dada del genoma y que se detectan mediante
secuenciacion directa de la region de interés del genoma. El acceso a este tipo de polimorfismo
representa el nivel maximo de acceso (directo) a la variacion al que es posible aspirar a la hora
de caracterizar un sistema bioldgico y las poblaciones de individuos. Se producen con una
elevadisima frecuencia, lo que hace posible alcanzar una enorme resolucién en el analisis
genético siempre y cuando las disponibilidades de infraestructura y la financiacion permitan
trabajar a gran escala (numerosos loci de este tipo y poblaciones de individuos numerosas).
Ciertamente es una técnica sofisticada y muy cara que se basa en la secuenciacién extensiva
del genoma.

Estos marcadores se estan utilizando muy ampliamente en estudios de cartografia
génica, de analisis de variabilidad genética y de cartografia QTLs ("quantitative trait loci", o "loci

de variacién continua").

4 — VVARIACION MOLECULAR Y GENETICA DE POBLACIONES

Los hongos han tenido siempre interés para el hombre por razones diversas, desde el
reconocimiento de su importancia en determinados problemas de salud humana y animal asi
como en sanidad vegetal y agricultura por su utilizacion en la industria alimentaria y
biotecnolégica hasta la consideracion de numerosos sistemas como modelos de investigacion
basica. Sin embargo, hasta muy recientemente su importancia en muchos de estos procesos
no ha sido valorada convenientemente. Por ejemplo, aunque la existencia de infecciones
causadas por hongos ha sido reconocida desde los inicios de la medicina, sélo cuando a lo
largo de las dltimas décadas se han producido aumentos muy significativos de la incidencia de
estas infecciones en pacientes inmunodeprimidos se ha comenzado a valorar la relevancia y la
importancia de las mismas. Este reconocimiento ha determinado y acentuado nuestro interés
por desarrollar herramientas de diagnostico e identificacion mas rapidas y precisas, de generar

métodos para identificar fuentes de inéculo y de desarrollar posibles estrategias de control y
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tratamiento y de caracterizar la variacion genética existente en las poblaciones de estos

organismos patdgenos y de evaluar su potencial evolutivo.

Una situacion similar se plantea cuando se considera el problema de la sanidad vegetal
y las poblaciones naturales de hongos fitopatdgenos. Las pérdidas causadas en la actividad
agricola moderna como consecuencia de las infecciones de distintos tipos de organismos
patdgenos son muy elevadas, en particular aquellas causadas por hongos patdgenos de
plantas. Reconocida la incidencia de estas enfermedades y la transcendencia de las mismas,
cabe plantearse la necesidad de estudiar los sistemas implicados para tratar de generar
métodos de control y tratamiento que minimicen los dafios. Y en este contexto la primera
evidencia a la que se tiene acceso cuando se inicia la caracterizacion de los sistemas es la
existencia de variacion fenotipica y genética tanto en los patégenos como en los huéspedes.
Ciertamente, tanto en la naturaleza como en el contexto de las practicas agricolas modernas
MA&s 0 menos intensas, las plantas estan expuestas a muy numerosas especies de patégenos.
Cada especie consiste en realidad en una poblacién de individuos entre los cuales, casi en
todos los casos que podamos analizar, existe variacién. Debemos considerar al patdgeno,
entonces, en el nivel de la poblacién, reconociendo la existencia de variacion entre los
individuos en todos los aspectos, en particular en relaciéon con su capacidad para infectar a su
planta huésped. Existen individuos mas agresivos e individuos menos agresivos en una
poblacién dada del patégeno. Es ésta una caracteristica compleja en la que influyen numerosos
factores ambientales y bioldgicos, pero son éstos Ultimos, determinados genéticamente, los que
podemos aspirar a caracterizar para conocer y manejar el sistema de manera perdurable.
Debemos considerar igualmente a la planta huésped como poblacion de individuos que
muestran diferencias entre si en cuanto a su capacidad para defenderse del patdgeno. Es
decir, en una poblacion dada podemos encontrar plantas mas resistentes y plantas mas
susceptibles a un determinado patégeno. Resulta fundamental, por lo tanto, caracterizar tanto
la variacién genética existente en las poblaciones del patégeno como la variacién existente en
las poblaciones de la planta huésped. En relacion con el propio patégeno, estas cuestiones
resultan fundamentales cuando se intenta entender, por ejemplo, de qué manera se vuelve
inefectiva una resistencia frente a un patégeno identificada en una determinada variedad de
planta, o como las aplicaciones de fungicidas determinan la aparicion de resistencias que

hacen in(tiles determinados agentes quimicos de control.

Hasta hace poco méas de 20 afios el andlisis de la variacion en las poblaciones
naturales de hongos patdégenos se centro en el estudio de caracteristicas de tipo morfologico
(diferencias fenotipicas muy evidentes y facilmente observables) o fisioldgicas (requerimientos
nutricionales, comportamiento sexual o compatibilidad vegetativa). Con frecuencia el andlisis de
estas Ultimas no es tarea sencilla, resultando dificil de valorar, cuantificar y estandarizar. En los
Ultimos afios el desarrollo de los métodos moleculares ha permitido generar procedimientos
muy robustos y muy reproducibles para acceder directamente a la variacién en la propia
molécula portadora de la informacién genética, en los acidos nucleicos. La deteccion,

cuantificacién y andlisis de esta variacion genética en las poblaciones de hongos esta
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permitiendo abordar cuestiones fundamentales en la biologia de este grupo de organismos. En
el contexto de la genética de poblaciones de los hongos patégenos de plantas son cuestiones

fundamentales a las que ahora podemos tratar de dar respuesta las siguientes:

a) ¢Como se adaptan las poblaciones del patégeno a las nuevas variedades de plantas
cultivadas y a los fungicidas?

b) ¢En qué medida la migracién del inéculo causa o condiciona la diferenciacion
geografica de las poblaciones del patégeno?

c) ¢Qué parte de la poblacién de un patégeno establece una epidemia en un cultivo?

d) ¢Cual es la importancia de la reproduccién sexual en la produccién de la variacion
genética?

e) ¢Cuanta variabilidad genética hay en la poblacién y como se estructura en la misma?

4.1 - ANALISIS EN GENETICA DE POBLACIONES

En la Genética de Poblaciones es esencial entender el concepto de poblacion. Segun
la Real Academia Espafiola, una poblacién, en el sentido ecolégico, es "el conjunto de
individuos de la misma especie que ocupan una misma area geogréafica". Pero se trata de una
definiciéon un tanto limitada. Segun Xu (2006), existen varias definiciones para poblacién, que
se solapan parcialmente (Xu and Mitchell 2003; Mish, 1996). Una poblacién puede ser: 1) un
grupo de organismos que habitan una localidad particular; 2) un grupo de organismos que se
cruzan y que representa el primer nivel de organizacion en el cual comienza la especiacion; y
3) un grupo de objetos a partir del cual se extraen muestras para realizar medidas estadisticas.
La primera definicion tiene como base las localidades geogréaficas y el tamafio y los limites de
las poblaciones individuales puedan variar mucho y normalmente son arbitrarias. Esta es la
definicion usada habitualmente en estudios de hongos y de otros organismos. La segunda
definiciéon estd mas basada en consideraciones de tipo genético y es mas restrictiva que las
otras dos consideradas. En esta definicion una poblacién hace referencia a grupos de
individuos que estan genéticamente aislados pero que aln son capaces de cruzarse con
individuos de otros grupos dentro de la misma especie. Para muchas especies es dificil
establecer los limites precisos de los grupos de individuos (en términos de capacidad de
cruzamiento entre los individuos). En especies de plantas y animales, se ha determinado que
tanto factores de tipo geografico como ecolégico son importantes a la hora de determinar estos
limites. Un problema afiadido en el caso de las poblaciones de hongos se deriva del hecho de
que en mas de un 20% de las aproximadamente 80.000 especies de hongos identificadas
hasta el momento no se ha descrito ni meiosis ni una fase sexual en su ciclo de vida en
condiciones de laboratorio (Hawkesworth et al., 1995). La tercera definicion es la mas versatil
de las tres, pues permite el analisis multidimensional de la distribucion de la variacion genética

dentro de las especies, siendo la definicion de poblacion mas utilizada. Esta Ultima es muy
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utiizada en estudios de epidemiologia y de prevencién de enfermedades infecciosas,
particularmente en la identificacion de factores de riesgo entre humanos y de potenciales

factores de virulencia en patégenos.

A la hora de llevar a cabo un andlisis de genética de poblaciones que permita evaluar
la variacion genética existente en la misma y obtener informacion sobre el modo en que ésta se
organiza, es posible considerar muy distintos marcadores moleculares, pero la utilidad de unos
tipos y otros en cada caso dependera fundamentalmente del nivel de ploidia de la especie de
trabajo y de la existencia o no de reproduccién sexual. En las especies haploides se pueden
utilizar, y resultan informativos, la mayor parte de los marcadores, ya que cada individuo es
portador de una Unica copia del material genético caracteristico de la especie y cada marcador
puede ser analizado como un locus particular con dos alternativas alélicas (presencia o
ausencia del marcador). En las especies diploides la situacion es diferente y la interpretacion
del niumero de loci y del nimero de alelos por locus puede ser muy complicada y, en muchos
casos, imposible. En especies con un ciclo sexual evidente, la realizacion de cruzamientos y el
analisis de segregacion de los marcadores puede ayudar a determinar en cada caso el niimero
de loci y de alelos por locus con los que se esta trabajando. En las especies diploides que
carecen de ciclo sexual, la interpretacién de los perfiles de marcadores moleculares es
generalmente muy dificil. De forma general, es posible decir que en las especies diploides los
marcadores de tipo co-dominante y de copia Unica constituyen un buen tipo de marcador para
llevar a cabo estudios de tipo poblacional (por ejemplo, los RFLPs que identifican genes de

copia Unica, o SNPs).

No existe un marcador molecular ideal para todos los organismos y para tratar de
responder a todas las cuestiones que cabe considerar. Algunos marcadores pueden ser Utiles a
la hora de diferenciar cepas, separar especies 0 grupos taxonémicos. Para algunos propésitos,
es importante usar marcadores especificos para genes. En otros casos, es interesante usar
marcadores en regiones del ADN no codificadores de proteinas, los intrones, pues son
regiones neutras del genoma y no afectadas por la presidon de seleccién impuesta por el
ambiente. Por otra parte, en un mismo organismo dado, es posible utilizar distintos marcadores
para responder a cuestiones diferentes. En el caso concreto de los hongos, los métodos
moleculares mas utilizados en la identificacion de especies e individuos son: los polimorfismos
de Proteinas (en Isoenzimas), los cariotipos electroforéticos, RAPDs, RFLPs, microsatélites,
AFLPs y secuenciacion de ADN (Xu, 2006).

Disponiendo de herramientas para detectar variacion genética a nivel molecular en las
poblaciones y disponiendo de poblaciones de individuos adecuadas para ello, podemos
abordar el problema que nos interesa: detectar y cuantificar la variabilidad genética existente en
las mismas y determinar el modo en que esta variabilidad se estructura. Disponemos de
aproximaciones analiticas que nos permiten tanto tratar de comprender los patrones de
variacion natural en las poblaciones como de analizar los posibles mecanismos responsables

de generar tales patrones en las mismas. Este andlisis conlleva la evaluacion de la diversidad
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genética que existe en cada poblacién (variacién dentro de las poblaciones) en un primer nivel
de estudio y, a continuacion, la comparacion de la situacion entre distintas poblaciones para
determinar la existencia o no de un nivel, mayor o menor, de estructuracién de la variabilidad

genética entre poblaciones (variacion entre poblaciones).

4.1.1 - ANALISIS DE LA VARIACION GENETICA DENTRO DE LAS POBLACIONES

Para llevar a cabo el andlisis de la variacion genética dentro de la poblacién
disponemos de varios tipos de indices que nos permiten estimar, cuantificar y describir la

variacidn genética existente en cada poblacion en particular. Los indices mas utilizados son:

1. el numero de alelos por locus;
la frecuencia de alelos individuales (las frecuencias alélicas) ("p"y "q");
la heterocigosidad observada (Ho): es el porcentaje observado de heterocigotos en cada
locus. La media para todos los loci estudiados es la heterocigosidad media observada;

4. la diversidad génica (He): es la heterocigosidad esperada (He = 1 - Zpizz donde p; es la
frecuencia del alelo "i"-ésimo en un locus). La media para todos los loci estudiados es la
diversidad génica media;

5. las distancias genéticas medias entre aislados;
la diversidad genotipica observada. Una medida de esta diversidad genética observada se
calcula como (1 - Zpiz) N/N-1, siendo p;, en este caso, la frecuencia del "i"-ésimo genotipo
multilocus. Representa, por lo tanto, la probabilidad de que dos aislados tomados al azar

de una poblacién tengan diferente genotipo multilocus;

Uno de los aspectos mas discutidos en relacion con la variacion genética dentro de las
poblaciones de hongos tiene que ver con el papel que puede jugar la recombinacién en la
determinacion de los patrones de la variacién genética en las poblaciones naturales. Dado que
todos los microbios se reproducen asexualmente via mitosis, es de esperar que todas las
poblaciones de especies microbianas muestren evidencias de estructura clonal en la
naturaleza (Xu, 2004). La pregunta inmediata entonces tiene que ver con el papel que la
recombinacion pueda jugar como mecanismo generador de variabilidad genética en la
naturaleza. El estudio de las contribuciones relativas de la reproduccién asexual y sexual al
pool de genes de las poblaciones naturales tiene importancia tanto desde un punto de vista
tedrico como desde un punto de vista practico. La seleccidn natural favorece en principio la
reproduccién asexual, ya que un organismo que se reproduce asexualmente transmite a la
descendencia toda su dotacién genética (todos sus genes), mientras que un organismo que se
reproduce sexualmente pasa a cada uno de sus descendientes sélo la mitad de ellos. Sin
embargo, sin la mezcla de genes que se produce como consecuencia de la reproduccion

sexual, la evolucion adaptativa se limita a la acumulacion de mutaciones favorables que
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ocurren dentro de cada linaje. Mediante la recombinacién sexual, las mutaciones favorables
que aparecen en linajes diferentes pueden combinarse y ofrecerse a la accién de la seleccién
natural, proporcionando una ventaja en la adaptacion a condiciones ambientales cambiantes.
Por lo tanto, la dinAmica de los genes y de las variantes que se van acumulando en las
poblaciones esta condicionada de manera fundamental por el tipo de reproduccion

caracteristico o predominante en cada poblacion natural.

¢,Coémo determinar entonces si en una poblaciéon de individuos se produce repro-
duccion sexual, asexual o ambas? En especies de plantas y animales en general es posible
estudiar y determinar el modo reproductivo de cada una desde una perspectiva macroscaépica.
Pero no es éste el caso en la mayor parte de las especies de microbios. En estos grupos de
organismos es necesario utilizar otro tipo de herramientas. Los marcadores moleculares y su
analisis a nivel poblacional (genética de poblaciones) proporcionan herramientas y estrategias
para evaluar la ocurrencia o no de recombinacién en estas poblaciones. En el caso concreto
de las poblaciones de hongos, existen diferencias intrinsecas muy notables entre los sistemas
genéticos que cabe considerar, bien haploides, bien diploides, lo que establece diferencias en

los tipos de pruebas que se pueden utilizar en cada caso con este objeto.

En los organismos haploides cada individuo posee una Unica serie cromosémica y, por
lo tanto, una sola copia de un alelo dado para cada locus en particular. En este grupo de
organismos los tests de recombinacion que se llevan a cabo se basan en la determinacion de la
ocurrencia de posibles asociaciones entre alelos de loci diferentes. En la practica, los tests para
determinar si una poblacion haploide es panmictica generalmente suponen la comparacién de
las asociaciones alélicas observadas con aquéllas que cabria esperar si se cumpliera la
hipétesis nula de apareamiento aleatorio. Los tests cominmente utilizados son tres. El primero
consiste en determinar el grado de asociacion alélica entre pares de loci. El desequilibrio de
ligamiento es una medida de la asociacion entre alelos de pares de loci. La asociacién aleatoria
entre alelos de loci diferentes es un indicador de recombinaciéon entre pares de loci en la
poblacién. En una poblacién panmictica, se espera que menos de 5% de los pares de loci
considerados muestren desequilibrio de ligamiento (es decir, que los valores del recuento
genotipico observados sean significativamente diferentes de los esperados si se cumpliera la
hipétesis nula). El segundo se basa en la determinacion de un indice de asociacion general (1)
entre alelos que tiene en cuenta simultaneamente todos los loci analizados. 1, ofrece una
medida o estimaciébn generalizada de desequilibrio de ligamiento entre todos los loci
considerados en un estudio y tiene un valor esperado de cero si no hay asociacion entre loci.
Estos dos métodos toman como hipétesis nula la existencia de panmixia. El tercer método
utiliza como hipétesis nula la clonalidad completa y se basa en la deteccidn de incongruencias
entre las genealogias que se obtienen cuando se consideran por separado genes diferentes
para generar las correspondientes relaciones genealdgicas. Si los &rboles obtenidos con genes
diferentes son congruentes, se asume que estas observaciones proporcionan evidencias
fuertes de clonalidad. Por el contrario, si los arboles no son congruentes, se asume que esta

teniendo lugar recombinacién.
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En organismos diploides, el andlisis de la ocurrencia de clonalidad y recombinacién es
diferente al llevado a cabo en haploides. En las especies diploides generalmente se utiliza
como medida de recombinacién la estimacién de la asociacién entre alelos del mismo locus. Y
esta asociacion se evalla determinando si la poblacién esta en equilibrio Hardy-Weinberg. Si
mediante una prueba de Chi-cuadrado se comprueba que no hay diferencias significativas
entre las frecuencias genotipicas observadas y las frecuencias esperadas en caso de panmixia,
entonces es posible asumir que se estan obteniendo evidencias de la ocurrencia de
recombinacion. Se utiliza también un segundo tipo de analisis, denominado Test de equilibrio

genotipico compuesto, similar al test del indice de asociacion utilizado en especies haploides.

4.1.2 - ANALISIS DE LA VARIACION GENETICA ENTRE POBLACIONES

Para comparar la variaciébn genética entre poblaciones existen varias estrategias,
aplicables unas u otras dependiendo de las cuestiones particulares a las que pretendamos dar
respuesta. Una primera aproximacién de caracter general se basa en comparar los pardmetros
descriptivos calculados para cada poblacion. Se trata de los parametros indicados ante-
riormente: la diversidad génica, la heterocigosidad, la diversidad genotipica, la frecuencia
relativa de loci polimérficos, el nUmero medio de alelos por locus y la importancia relativa de la
recombinacién y de la clonalidad entre poblaciones. El analisis comparativo de estos
parametros puede permitir inferir el modo en el que tienen lugar una serie de procesos
evolutivos, como la historia de la poblacion, las frecuencias de mutacion, las condiciones
ambientales y las presiones selectivas. Posteriormente es posible tratar de determinar posibles
asociaciones entre factores bioldgicos y observaciones y elementos genéticos mediante la

aplicacién de herramientas estadisticas de caracter general.

Una segunda aproximacion se basa en examinar directamente las contribuciones de

las subdivisiones de la poblacién en los patrones de la variacidn genética.

La subdivisién de la poblacion conlleva un efecto de endogamia en términos de exceso
de homocigosidad (Wright, 1951; Weir, 1996). Por lo tanto, es posible inferir una subdivision de
la poblacién a partir de la estimacién de la posible disminucién en la proporcién de genotipos
heterocigéticos en la misma. Los efectos de la subdivisién de la poblacion se estiman mediante
el calculo de un indice denominado "indice de Fijacién" (Fst), que representa la reducciéon en

heterocigosidad de una poblacion subdividida debido a la deriva genética. Se calcula como:

Ht—Hs
Ht

Fst =

donde H+ es la heterocigosidad esperada en la poblacién en su conjunto y Hs es la media de

las heterocigosidades esperadas en todas las subpoblaciones. Fsttiene un valor minimo igual a
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cero cuando todas las subpoblaciones consideradas son homogéneas, estan en equilibrio
Hardy-Weinberg y tienen la misma estructura y, por lo tanto, igual a la de la poblacion global
(en este caso Hs = Hy). Valores superiores a cero son indicativos de cierto nivel de
diferenciacion: 0.0 < Fst < 0.05 supone que no existe ninguna diferenciacién entre poblaciones;
0.05 < Fs7 < 0.15 indica diferenciacion pequefia; 0.15 < Fgy < 0.25 supone una diferenciacion
moderada y Fst > 0.25 indica una diferenciacion importante. Detectado un nivel dado de
estructuracion genética en la poblacién es posible iniciar posteriormente el estudio de las
razones y de los procesos que estan determinando la existencia de ese grado de diferenciacion

genética entre las subpoblaciones.

Los indices utilizados para entender la subdivision poblacional son: Gst, derivado del
Fst pero destinado especificamente al analisis de organismos haploides; RsT, utilizado para
marcadores microsatélites; 6 es esencialmente igual a FsT excepto que difieren en el proceso
de muestreo alélico; Nst, que utiliza diferencias nucleotidicas entre haplétipos (Lynch and
Crease, 1990); y ®st o AMOVA que es una variacién de 6 pero que incorpora el analisis de
varianza ANOVA (Excoffier et al., 1992).

Una vez evaluada la posible diferenciacién entre subpoblaciones es conveniente
analizar algunas cuestiones relacionadas, como por ejemplo la cuantificacion del flujo genético
gue se produce entre las mismas. Para analizar el flujo génico se pueden considerar diversos
modelos demograficos y las estimaciones del flujo genético que se obtienen dependen del
modelo considerado y de factores tales como la naturaleza del marcador molecular, la
frecuencia de mutacién y el sistema de reproduccién del organismo en estudio. El calculo del
flujo génico es realizado a partir del indice Fst y de otros parametros similares utilizando

expresiones matematicas que son diferentes en organismos haploides y diploides.

4.2 — ESTUDIOS POBLACIONALES EN B. CINEREA USANDO MARCADORES

MOLECULARES

Los marcadores moleculares se han mostrado tremendamente Utiles en el analisis de
diversidad genética y en la caracterizacion y estudio de las poblaciones de individuos, tanto de
hongos como de otros seres vivos, debido, entre otros factores, a que hacen posible la
deteccién y cuantificacion de la diversidad genética existente en las mismas de manera
relativamente sencilla. Su utilizacion, efectivamente, ha revolucionado en particular el estudio

de la genética de poblaciones de hongos en los Ultimos afios.

Existen numerosas técnicas que permiten detectar variabilidad molecular. Unas y otras
presentan caracteristicas distintas, lo que determina que algunas sean mas ventajosas para
ciertos tipos de andlisis y otras para otros. Por ejemplo, las técnicas multilocus, como los

RAPDs y los AFLPs, son excelentes a la hora de analizar simultineamente muchos loci
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polimérficos, pero pueden presentar problemas de reproducibilidad y también problemas
derivados de la presencia de bandas distintas que migran conjuntamente. Las técnicas de
analisis de loci individuales, como los RFLPs, son muy reproducibles y mas precisas e
informativas a la hora de estimar parametros genéticos, pero exigen una inversiéon de tiempo y

esfuerzo mucho mas importante que los marcadores citados anteriormente.

La técnica de electroforesis de campo pulsado proporciona una primera herramienta de
aproximacioén al problema del andlisis de la variabilidad genética, quizas un tanto "grosera" y
con un nivel de resolucién no muy elevado, pero Util para caracterizar el cariotipo de genomas
pequefios, como es el caso de B. cinerea. En el trabajo de Vallejo et al., (1996) se estudiaron
cinco cepas de B. cinerea y cada una presenté un perfil cariotipico distinto, si bien el tamafio en

conjunto del genoma resultaba similar en todas ellas.

Para un analisis mas detallado de la variacion genética en las poblaciones de B.
cinerea se han utilizado una gran variedad de técnicas moleculares incluyendo el analisis de
marcadores tipo RFLP (Mufioz et al., 2010, Giraud et al., 1997), la detecciéon de elementos
transponibles mediante PCR (Mufioz et al., 2010; Zhao et al., 2009; Levis et al., 1997; Diolez et
al., 1995), la deteccién de RAPDs (Moyano et al., 2003;Thompson and Latorre, 1999; Kerssies
et al., 1997; van der Vlugt-Bergmans et al., 1993), la deteccidon de AFLPs (Staats et al., 2007,
Moyano et al., 2003), la amplificacién de loci Microsatélite (Rajaguru et al., 2010; Ajouz et al.,
2010; Decognet et al., 2009; Fournier and Giraud, 2008; Karchani-Balma et al., 2008; Isenegger
et al.,, 2008 b; Vaczy et al., 2008; Ma and Michailides, 2005; Fournier et al., 2002), la
amplificacion de loci minisatélite (Vaczy et al., 2008; Giraud et al., 1998), la electroforesis en
campo pulsado (Vallejo et al., 1996) y la secuenciacién de ADN de regiones codificantes de los
genes (Albertini y Leroux, 2004; Fournier et al., 2003; Albertini et al., 2002).

Los primeros estudios llevados a cabo con marcadores moleculares en B. cinerea
datan de los primeros afos de la década de los 90 analizando marcadores de tipo RAPD. En
1993 van de Vlugt-Bergmans et al., publicaron un trabajo centrado en la caracterizacion y
diferenciacion de los individuos de una pequefia coleccion de aislados de campo (8) recogidos
en Holanda y su comparacion con las dos cepas de referencia de esta especie, SAS56 y
SAS405. Con un nimero reducido de marcadores fue posible diferenciarlos todos ellos entre si
y con las cepas de referencia de manera inequivoca, resultando llamativo el hecho de que dos
cepas recogidas con un intervalo de tiempo de 4 afios y a partir de huéspedes diferentes soélo
difirieran en un marcador. En aquel mismo trabajo se pudo comprobar que estos marcadores
segregaron de forma mendeliana y que no estaban ligados. En un segundo estudio realizado
con 29 aislados de campo de B. cinerea recogidos dentro y fuera de invernaderos en Holanda,
Kerssies et al., (1997) identificaron un total de 70 marcadores y comprobaron que sélo dos de
los aislados estudiados resultaron ser idénticos, si bien algunos otros mostraron un nivel de
similitud genética elevado. El andlisis de agrupamientos que se llevé a cabo permitié detectar
tres grupos o "clusters", pero no se detectd ningln patron de agrupamiento en relacion con

ningan criterio biol6gico. En Espafa, Alfonso et al., (2000) realizaron un estudio sobre 40
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aislados recogidos en invernaderos del sur del pais, comprobando que la poblacién en su
conjunto era muy heterogénea, mostrando muy poca diferenciacion de las subpoblaciones de
los diferentes invernaderos. Cuando se incluyeron en el analisis diversas cepas procedentes de
otros paises (Israel, Italia, Holanda) tampoco se observé ninguna diferenciacion genética
significativa. En un estudio relacionado con este Ultimo y basado en el andlisis de 44 aislados
recogidos en seis invernaderos fue posible comprobar un elevado grado de diversidad
genotipica (sélo dos haplotipos fueron encontrados en mas de un aislado) y sélo pudo
detectarse cierto nivel de agrupamiento en aislados que mostraban las mismas relaciones de
resistencia/sensibilidad a una serie de fungicidas (Moyano et al., 2003). En Chile se realiz6 un
trabajo similar con un namero reducido de aislados (15) recolectados de varios huéspedes,
estudio en el que se encontr6 también una gran diversidad genotipica, aunque se planteaba, en
funcion de las observaciones realizadas, la existencia de un cierto nivel de agrupamiento segun
el huésped (Thompson and Latorre, 1999). En esta misma linea apuntan algunos otros
trabajos. Por ejemplo, en los Estados Unidos, Yourman et al., (2000), lograron aislar 56 cepas
de invernaderos en el estado de Carolina del Sur y en el curso de su caracterizacion
comprobaron que todas eran diferentes, aunque describieron un cierto nivel de agrupamiento
en relacion con la sensibilidad a fungicidas. En otro trabajo realizado en Chile, Mufioz et al.,
(2002), recogieron 69 aislados, incluyendo dos que fueron aislados del mismo fruto de kiwi, y
comprobaron que todos presentaron diferentes haplotipos, indicando ausencia de linajes
clonales, si bien los datos que obtuvieron permitieron detectar cierto nivel de agrupamiento por
huésped. Todas estas observaciones indican que la poblaciéon de B. cinerea considerada en su
conjunto es genéticamente muy diversa, sin evidencias claras de la existencia de linajes
clonales, incluso si se tiene en cuenta el posible efecto de cuello de botella genético que

factores como la resistencia a fungicidas puede imponer.

Uno de los estudios méas amplios e informativos sobre las poblaciones naturales de B.
cinerea llevados a cabo hasta el momento es el de Y. Brigoo y colaboradores que han hecho
uso de marcadores moleculares de distintos tipos, como marcadores tipo RFLP basados en
secuencias de genes conocidos (como el gen codificador de la nitrato reductasa, ATP sintasa,
ADP-ATP translocasa, rDNA) o de secuencias desconocidas, marcadores de presencia o
ausencia de transposones (Boty y Flipper) y genes de resistencia a fungicidas. Giraud et al.,
(1997), utilizaron 16 de estos marcadores e identificaron 134 haplotipos entre los 259 aislados
recolectados a partir de vid en Champagne, Francia, representando el haplotipo mas frecuente
s6lo un 5% del total de aislados analizados. Los aislados recolectados de la misma planta
siempre resultaron distintos (mostraron haplotipos diferentes) y fue posible identificar hasta
cinco haplotipos diferentes entre los aislados recogidos a partir de un mismo fruto. Es
interesante destacar que incluso aislados que resultaban ser idénticos en los 16 marcadores
analizados, pudieron luego ser diferenciados en funcion del nimero y localizacién de las copias
de los elementos transponibles. Todas ellas constituyen evidencias de que existe una gran
diversidad genética en las poblaciones de B. cinerea y son una indicacién de una limitada

propagacion clonal y de un papel significativo de la recombinacion en este organismo. Estos
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autores verificaron también una diferencia significativa en frecuencias alélicas entre los aislados
tipo transposa (que contienen los elementos transponibles Boty y Flipper) y vacuma (aislados
que no presentan ningln elemento transponible). Detectaron, ademas, valores bajos de
desequilibrio de ligamiento, datos consistentes con una reproduccion clonal ciertamente
limitada. Giraud et al., (1999) obtuvieron resultados que apuntan en la misma linea al analizar
poblaciones de aislados recogidos de distintas especies vegetales cultivadas alrededor de los
vifiedos. Del andlisis conjunto de sus observaciones (Giraud et al., 1997; Giraud et al., 1999)
estos autores llegan a concluir que existen en realidad dos especies hermanas de B. cinerea
establecidas en principio en funciéon de la presencia o ausencia de transpones en unos
individuos y otros. Estudios posteriores han extendido y modificado estas conclusiones
(Albertini et al., 2002; Fournier et al.,, 2003). Se siguen reconociendo, efectivamente, dos
poblaciones, pero éstas no son totalmente coincidentes con las reconocidas anteriormente.
Estos nuevos grupos se diferencian de manera inequivoca en funcién de determinados
polimorfismos fijados en una poblacién y no en la otra en dos genes [Cyp 51 (codificador de la
14a-demetilasa) y Bc-hch (homologo de het-c)] y también en la respuesta al fungicida
fenhexamida. Estudios adicionales han demostrado que los dos grupos propuestos (I y Il) estan

aislados reproductivamente (Albertini et al., 2002; Fournier et al., 2003).

En el trabajo de Tatiana Giraud (Giraud et al., 1998), un minisatélite fue identificado en
un intrén del hongo B. cinerea que fue denominado como MSB1. Segun la autora, ese fue el
segundo minisatélite identificado en hongos y sélo fue encontrado en ese hongo, no
apareciendo en ninguno de los géneros préximos a B. cinerea, como Sclerotinia. En su estudio
se comprobé que la estructura MSB1 es peculiar, ya que las variaciones estan en el mismo

orden fisico en todos los individuos y ese orden sigue el arbol mas parsimonioso.

En B. cinerea fueron identificados nueve locus microsatélites (Fournier et al., 2002). Un
estudio realizado por Ma et al., (2005) en 234 aislados de B. cinerea colectados de distintos
huéspedes, demostré que las cepas no estaban agrupadas segun su huésped de origen y que
los aislados de B. cinerea en California pueden ser mayoritariamente clonales. Vaczy et al.,
(2008), analizaron 5 de estos microsatélites (Bc2, Bc3, Bc5, Bc6 y Bcl0) en una poblacion
integrada por 109 cepas aisladas en Hungria y pudieron detectar 55 hapl4tipos microsatélite.
Estos autores analizaron los datos obtenidos con el indice de asociacion, el test chi-cuadrado y
el test phi y concluyeron que la poblacién hangara de B. cinerea sufre reproduccién sexual. En
2008, Fournier et al., (2008), comprobaron que en la poblacién integrada por los mismos
aislados de B. cinerea estudiados en su trabajo de 2002, en particular dentro de las
poblaciones de tipo I, se produce reproduccion sexual. En el trabajo de Isenegger et al.,
(2008a) los autores estudiaron la diversidad genética y la migraciéon de B. cinerea en
Bangladesh utilizando 9 marcadores microsatélites y concluyeron que la diversidad genética
esta concentrada dentro de las poblaciones y que existe poca diferencia entre poblaciones de
distintas regiones. En Tunez, la poblacion de B. cinerea también fue analizada utilizando los
nueve locus microsatélites existentes y los autores concluyeron que la poblaciéon de este hongo

se reproduce mayoritariamente de forma sexual en ese pais (Karchani-Balma et al., 2008).
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Introduccion

Rajaguru et al., (2010) analizo 9 loci microsatélites en cepas de B. cinerea aisladas de cuatro
géneros de plantas distintos en el sur de Inglaterra. Estos autores concluyeron que las cepas
aisladas de fresa eran muy distintas de las cepas aisladas de zarzamora, lo que puede ser una
indicacién de la reproduccion clonal en esa regién (aunque quizas, segun los propios autores
indicaron, las diferencias observadas pudieran ser consecuencia del tamafio del muestreo

realizado).

Staats y colaboradores compararon tres marcadores moleculares en relacién con su
utilidad para diferenciar tres especies de Botrytis (B. elliptica, B. tulipae y B. cinerea) (Staats et
al., 2007) en un trabajo cuyo objetivo principal era inferir la diversidad genética y el modo de
reproduccion caracteristico de las poblaciones de las especies B. tulipae y B. elliptica. Los
autores concluyeron que el marcador tipo AFLP es mas adecuado y potente a la hora de
diferenciar las tres especies y determinaron que B. elliptica se reproduce de forma sexual

mientras que la reproduccion en B. tulipae es mayoritariamente de tipo clonal.

En un estudio posterior, Mufioz et al., (2010) compararon poblaciones de cepas de B.
cinerea recogidas en Argentina con poblaciones de cepas francesas y utilizando marcadores
moleculares de tipo RFLP. En este trabajo, utilizando el célculo de indices Fst determinaron la
existencia de un grado de diferenciacion genética muy elevado entre ambas poblaciones. Es
decir, en este caso, el factor geografico ha impuesto un grado de diferenciacién genética muy

notable.

En resumen, de forma general es posible concluir que los trabajos llevados a cabo con
poblaciones naturales de B. cinerea recogidas en diferentes localizaciones geograficas y a
partir de diferentes huéspedes indican que las poblaciones presentan niveles de diversidad
genética muy notables, y que la mayor parte de la diversidad genética se encuentra dentro de
las poblaciones, siendo generalmente menor la diferenciacion genética entre poblaciones.
También en general, es posible decir que ni el factor geografico ni el factor huésped imponen
un nivel de estructuracién significativo. Sélo en los casos en los que la barrera geogréfica es de
caracter mayor, es posible observar diferenciacién entre las poblaciones. Finalmente, las
evidencias obtenidas en relacién con el tipo de reproduccién preferente en la naturaleza en las
poblaciones de B. cinerea sugieren que ambos tipos de reproducciéon se estan produciendo

simultdneamente en la mayor parte de los casos.

63



64



OBJETIVOS






Objetivos

OBJETIVOS

e Evaluar la incidencia de B. cinerea en los vifiedos de las D.O. Ribera del Duero, Rueda,
Cigales, Toro y Arribes de Duero y en la zona de Vinos de la Tierra Sierra de
Salamanca en la campafia 2007.

e Preparar una coleccion de aislados de campo de B. cinerea recogidos en los vifiedos
de Castilla y Ledn en el afio 2007 que amplie la coleccién de aislados recogidos en el
afio 2002.

e Valorar la capacidad de crecimiento saprofitico y la patogenicidad sobre judia de los de
una muestra amplia de los aislados de B. cinerea recogidos en ambas campafias.

e Evaluar la patogenicidad sobre las variedades tintas Tempranillo, Tinta deToro, Prieto
Picudo y Garnacha, y sobre las variedades blancas Verdejo, Albillo Real y Albillo Mayor
de una muestra representativa de los aislados recogidos en ambas campanas.

o Estimar el nivel de diversidad genética existente en las poblaciones de B. cinerea de
los vifiedos de Castilla.

e Caracterizar la presencia y distribucion de los transposones Boty y Flipper en los
aislados de B. cinerea de Castilla y Ledn.

e Determinar el modo de reproduccion de B. cinerea en las poblaciones naturales del
patdégeno en los vifiedos de Castilla'y Ledn.

e Estudiar y determinar el modo en el que se estructura la diversidad genética en las
poblaciones de B. cinerea de los vifiedos de Castilla y Leén evaluando los posibles
efectos del factor geografico (D.O. donde se realizé el aislamiento), el factor "cepa de

vid de origen" y el factor temporal (afio de recogida).
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Materiales y Métodos

MATERIALES Y METODOS

1 — ORGANISMOS

1.1 — HONGOS

Se utilizaron las siguientes cepas tipo silvestre de B. cinerea como control: B05.10,
TBO05.10, T4, UCA001, UCA156, UCA206, Bd90, Botrytis aclada.

La cepa silvestre de referencia utilizada en este trabajo fue la cepa B05.10. Es una
cepa haploide obtenida en el laboratorio del Profesor Paul Tudzynski (Wilhelms Universitat
Minster, Alemania) mediante tratamiento con benomilo (Bittner et al., 1994) (Quidde et al.,
1999) a partir de la cepa de campo de referencia SAS56 (Faretra et al., 1988) obtenida de vid.
B05.10 es una cepa altamente virulenta en la mayoria de los huéspedes que infecta y tiene la
ventaja de ser genéticamente estable. Su genoma ha sido secuenciado y anotado
recientemente (Amselem et al.,, 2011). Debido a su alta eficiencia de transformacién, es
utiizada en la mayoria de los laboratorios como cepa receptora estandar (Tudzynski y
Kokkelink, 2009).

Una segunda cepa silvestre utilizada como referencia en ese trabajo es la cepa T4
(Levis et al., 1997), que fue proporcionada por Caroline Levis, de la Estacion de Patologia
Vegetal del INRA, Francia. La cepa T4 fue aislada de tomate y es menos agresiva cuando
infecta la vid (Derckel et al., 1999) y su genoma también ha sido secuenciado y anotado
recientemente en paralelo con el genoma de la cepa B05.10 (Amselem et al., 2011). El analisis
en paralelo de estas dos cepas de referencia resulta muy interesante porque ambas difieren
significantemente en virulencia y el andlisis funcional de posibles genes de patogenicidad ha
revelado que muestran una variabilidad fisiolégica y genética considerable (Tudzynski y
Kokkelink, 2009).

Las cepas identificadas como UCA son cepas de B. cinerea cedidas amablemente por
el Prof. Jeslis Cantoral, de la Universidad de Cadiz. La cepa UCAOOL fue aislada de fresa
(Fragaria ananassa) en Cartaya (Huelva) en el afio 1998. Las cepas UCA156 y UCA206 son
dos cepas monoconidiales, que fueron aisladas de uva (Vitis vinifera) en Jerez de la Frontera
(Céadiz), en el afio 2000.

La cepa Bd90 es una cepa francesa, que se aisldé de vid en 1986 en el INRA de

Bordeaux, Francia (Reignault et al., 1994).

La cepa utilizada de Botrytis aclada es la cepa de referencia de esta especie y se

obtuvo de la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo, perteneciente a la Universidad de Valencia.

La coleccién cepas de campo incluye son 40 cepas silvestres recogidas durante el afio

de 2002 a partir de distintas variedades de vid en vifiedos de las Denominaciones de Origen de
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Ribera del Duero, Cigales, Toro, Rueda, Arribes y Bierzo de Castilla y Ledn. Estas cepas estan
indicadas en la Tabla 8 y forman parte de la coleccién de cepas de B. cinerea del grupo de

hongos fitopatdgenos del CIALE.

En el afio 2007 se llevé a cabo un nuevo muestreo, descrito en este trabajo, en vifiedos
de las mismas Denominaciones de Origen (en muchos casos se visitaron exactamente los
mismos vifiedos). A partir de los materiales recogidos en el mismo se obtuvieron las cepas de
campo sobre las cuales se ha llevado a cabo un andlisis fisiol6gico y genético en este estudio.
Se realizaron un total de 86 muestreos en campo y se analizaron 216 racimos de distintas
variedades de vid y provenientes de distintas denominaciones de origen. En total se recogieron
446 cepas que aparecen relacionadas en la Tabla 5. De todos los aislados se conserva la cepa
madre recuperada inicialmente y se obtuvo un cultivo monospérico sobre el que se han llevado

a cabo los estudios descritos en este trabajo.

1.2 — PLANTAS

Las plantas utilizadas en los experimentos de inoculacion o aislamiento de B. cinerea

fueron:

Las plantas de judia (Phaseolus vulgaris L.), variedad Rifion fueron cultivadas en los
invernaderos del Centro Hispano-Luso de Investigaciones Agrarias (CIALE) con un fotoperiodo
de 16 horas de luz / 8 horas de oscuridad. Esta planta fue escogida para realizar los ensayos
de infeccion por la facilidad de manejo en condiciones de invernadero y por la facilidad de su
cultivo durante el afio. Son plantas que tienen un area foliar suficientemente grande para hacer
varias infecciones simultdneamente y tienen un tamafio ideal para realizar las inoculaciones a

las dos semanas de edad.

Las plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.) variedad Roma, fueron cultivadas y
cedidas por los Doctores Pablo Garcia Benavides y José Luis Palomo, del Centro Regional de
Diagnostico de Aldearrubia, Salamanca, de la Junta de Castilla y Ledn. Fueron cultivadas en
condiciones de invernadero con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad

durante 6 semanas.

Las plantas de vid (Vitis vinifera) fueron utilizadas en dos ocasiones en este trabajo.
Para el aislamiento del hongo se visitaron los vifiedos correspondientes y se tomaron muestras
de racimos que fueron transportados hasta el laboratorio. Las variedades de vid consideradas
para la recogida de muestras fueron: Tempranillo, Verdejo, Tinta de Toro, Malvec, Juan Garcia,
Jerez Palomino, Brufal, Rufete, Malvasia, Gajo Arroba, Maldén, San Jeromo, Cabernet
Sauvignon, Albillo, Viura, Sauvignon Blanc, Garnacha, Tempranillo Blanco, Moscatel, Pipajo y
Mazuelo. Para los ensayos de infeccion, se utilizaron hojas de vid de las variedades

Tempranillo, Verdejo, Garnacha, Prieto Picudo, Tinta de Toro, Albillo Real, Albillo Mayor.
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2 — MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO

2.1 - HONGOS

2.1.1 - CULTIVO EN MEDIO LIQUIDO DE B. CINEREA

El cultivo de micelio en medio liquido es til cuando se requiere gran cantidad de
micelio sin impurezas (agar, p.e.). Para cultivar B. cinerea con este objeto, se utiliz6 el medio
liqguido B5, que se prepara con sales Gamborg’s B5 (3,17 g/L) (AppliChem GMBH, Germany).
El medio B5 esterilizado se suplementé con 10 mM de Sacarosa y 10 mM de KH,PO, pH 6.0.
La concentracién de esporas inoculadas fue de 5 x 10° esporas/ml. El cultivo del hongo en este

medio sintético permite producir micelio con un bajo contenido en polisacaridos.

Los matraces fueron mantenidos en reposo después de la inoculacion durante 1 h,
para favorecer la sincronizaciéon de la germinacion y luego fueron trasladados a un agitador
orbital e incubados a una temperatura constante de 22°C y a una agitacion de 180 rpm

normalmente durante 18 horas.

El fosfato potasico funciona como buffer, ya que el crecimiento y metabolismo de los
organismos cambian las caracteristicas del medio. En el caso de B. cinerea, se agrega el
fosfato potésico también para favorecer la germinacion de esporas. El micelio producido fue
recogido por centrifugacion (3000 rpm durante 5 minutos) y lavado con agua destilada estéril.
Después de cada lavado el micelio fue sedimentado por centrifugacién. Finalmente el micelio
fue recogido con ayuda de una espatula, secado con papel filtro, empaquetado en papel de

aluminio, congelado en nitrégeno liquido y conservado en el ultracongelador.

2.1.2 - CULTIVO EN MEDIO SOLIDO DE B. CINEREA

B. cinerea fue cultivado rutinariamente para su mantenimiento en medio solido sobre
placas de medio PDA (Potato Dextrose Agar, Difco), por favorecer el crecimiento abundante de
micelio. Este medio so6lido fue también utilizado en las fases iniciales de este trabajo cuando
gueriamos aislar B. cinerea de las uvas infectadas. Para estimular la esporulaciéon de B. cinerea
se utiliz6 medio PDA suplementado con 30% p/v de extracto de hojas de tomate (Benito et al.,
1998). El inéculo generalmente consistié en un trozo de agar con micelio derivado de otra placa
de cultivo o de una gotita de una suspension de esporas en agua Y las placas se dejaron crecer
durante 4 dias a 22°C. Cuando el micelio cubri6 la placa Petri, ésta se expuso a luz ultravioleta
de onda larga (280 - 420 mm) durante 16 horas, lo que favorece la conidiacién. Las placas se

incubaron de una a dos semanas hasta la produccion méaxima de conidios.
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Para el crecimiento normal de micelio y para la estimacién del crecimiento radial fue
utilizado el medio de cultivo MEA (Malt Extract Agar, Difco). También fue utilizado el medio
MEA para la obtencion de cultivos monospéricos derivados de esporas Unicas. En este medio
las esporas germinan y crecen mas lentamente facilitando el aislamiento de una Unica espora
gue es posteriormente transferida de forma individualizada a una nueva placa de medio de

cultivo.

2.2 - PLANTAS

Las plantas de judia fueron cultivadas en macetas con 3 partes de tierra y 1 parte de
vermiculita (Projar, SA). Los tiestos fueron regados un dia antes de la siembra. Las plantulas
crecieron en el invernadero a una temperatura media de 22°C y humedad relativa de 45%
durante dos semanas aproximadamente, cuando fueron utilizadas para realizar el ensayo de
infeccion in vivo. Cuando las plantas fueron cultivadas en invierno hubo un suplemento de luz

para completar el fotoperiodo de 16 horas.

Las plantas de tomate fueron obtenidas del Centro de Diagndstico de Castilla y Le6n
(Aldearrubia, Salamanca). Fueron cultivadas en vermiculita, previamente esterilizada mediante
dos ciclos de autoclave de 60 minutos de duracién. Fue afiadido fertilizante cada 7 dias. Las
plantas de tomate se mantuvieron 8 semanas en invernadero, a una temperatura de 22°C,
fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad y riegos periddicos, hasta su utilizacion
para los ensayos de infeccion de las hojas.

Las cepas de vid fueron utilizadas tanto para la obtencion de muestras para llevar a
cabo los aislamientos de cepas de campo del patdgeno como para la preparacién de material
vegetal sano para llevar a cabo las inoculaciones en condiciones controladas de laboaratorio.
Las primeras fueron cultivadas en condiciones naturales en parcelas comerciales de vifiedos de
nuestra Comunidad Auténoma. Para los experimentos de inoculacién se tomaron hojas de vid
de cepas cultivadas y mantenidas en las instalaciones del Centro Regional de Diagnéstico de la
Junta de Castilla y Ledn (Aldearrubia) en condiciones naturales. Un pie de planta de cada una
de estas variedades es mantenida en condiciones de campo y durante toda la temporada de
desarrollo de las plantas, previa a la recogida de material para las inoculaciones, las cepas no

recibieron ningln tratamiento fitosanitario.
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3 — MANEJO DE B. CINEREA

3.1 — EXTRACCION DE ESPORAS DE B. CINEREA

En la obtencién de esporas es conveniente utilizar la cadmara de flujo laminar para
garantizar un ambiente estéril. Para la extraccion de esporas se agregaron 10 ml de Tween 20,
a una concentracién 5x10“%. Tween 20 es el nombre comercial para el principio activo
Polisorbato 20, un surfactante muy utilizado para usos domésticos, cientificos y farmacéuticos,

debido a su baja toxicidad.

Se frotd la superficie de la placa Petri con PDA tomate con un extendedor de vidrio
para favorecer la liberacion de las esporas. Se recogi6 la suspensién de esporas con ayuda de
una pipeta y se filtré con lana de vidrio, bien utilizando un pequefio embudo, bien utilizando una
pipeta Pasteur esterilizada para cada cepa. Las esporas fueron recogidas en un tubo de
centrifugacién de 50 ml de capacidad. Se centrifugd la suspensién de esporas y se tir6 el
sobrenadante. Las esporas obtenidas se lavaron 3 veces con agua destilada, centrifugando la
suspension de esporas después de cada lavado a 1000 rpm durante 10 minutos para
sedimentar las esporas. Finalmente las esporas fueron resuspendidas en 10 ml de agua
destilada.

3.2 — CONSERVACION DE AISLADOS

Para la conservacién a largo plazo, las esporas de todos los aislados fueron
almacenadas en glicerol 15% en el ultracongelador a -80°C. Las esporas fueron conservadas

en frigorifico a 4°C durante una semana para su uso en fresco.

3.3 - OBTENCION DE CULTIVOS MONOSPORICOS

Cuando fue necesario obtener cultivos monospéricos de las cepas madre de B. cinerea
de interés, se sembraron diluciones apropiadas de las suspensiones correspondientes (bien
suspensiones en agua, bien suspensiones en glicerol) en placas de MEA extendiendo
convenientemente el volumen utilizado en cada caso con la ayuda de un asa de siembra. En
este medio las esporas crecen mas despacio y en un periodo de tiempo que puede variar entre
12 y 20 horas es posible identificar esporas Unicas germinadas que son transferidas a una

nueva placa de forma individualizada con ayuda de una aguja enmangada.
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De cada aislado de B. cinerea se seleccionaron cuatro esporas germinadas que fueron
transferidas a otra placa con medio de cultivo MEA para que se desarrollaran. Antes de que los
micelios de las colonias derivadas entrasen en contacto unos con otros se seleccionaron un
total de tres colonias de cada cepa (por un criterio fenotipico). Cada uno fue transferido a una
placa con PDA tomate sobre la que se desarrollé6 cada micelio en una placa individual. Luego
se procedio a recoger esporas, tal como se describe en el apartado 3.1. Cada lote de esporas
asi recogido constituyen el cultivo monospérico sobre el que se ha trabajado en este estudio y
fueron numeradas de 200 hasta 650 para los aislados de 2007 (los aislados de la coleccion

recogidos previamente -en la campafa de 2002- habian recibido los nUmeros de 1 a 199).

3.4 - RECUENTO DE ESPORAS

El recuento de esporas se llevd a cabo con la ayuda de una camara Thoma en la que
se depositaron las esporas en diluciones apropiadas (generalmente 1:100 y 1:10 del lote
original) en agua destilada. La concentracién de esporas fue calculada teniendo en cuenta las

caracteristicas de la cAmara utilizada, las repeticiones y el factor de dilucion aplicado.

4 — PURIFICACION DE AISLADOS DE CAMPO

Para la purificacion de los aislados de campo, se utilizaron placas Petri con medio de
cultivo PDA. Sobre una placa dada se depositaron tres o cuatro bayas de un racimo y la placa
fue incubada a temperatura ambiente durante varios dias (el periodo de tiempo fue variable
dependiendo de las muestras, pero generalmente no se superaron las dos semanas de
incubacién). Durante este tiempo se llevo a cabo un seguimiento diario de las placas y de los
microorganismos que sobre ellas se iban desarrollando a partir de los frutos. Se observo en
particular el crecimiento de hongos, prestando especial atencion a las colonias que
presentaban un aspecto similar al de las colonias de B. cinerea. Estas colonias en particular
fueron transferidas de forma individualizada a placas frescas de PDA transfiriendo un pedacito
de agar con micelio del borde de crecimiento de la colonia, tratando de evitar la transferencia
conjunta de varias colonias que pudieran desarrollarse y llegar a confluir en la placa original.
Estas placas se incubaron a temperatura ambiente permitiendo el desarrollo de las colonias. A
partir del borde de crecimiento de la colonia se realiz6 una nueva transferencia de un pedacito
de agar con micelio a una nueva placa. El proceso se repitié6 al menos 2 veces (y cuando fue
necesario, mas) hasta obtener sobre la placa de cultivo una colonia de aspecto uniforme y que
respondiera visualmente a las caracteristicas morfolégicas de B. cinerea. Esta Ultima placa fue

incubada durante un periodo de tiempo ya mas prolongado, permitiendo su esporulacién. Las
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esporas fueron recolectadas y almacenadas en glicerol al 15% en el ultracongelador. El aislado
asi recogido y conservado constituye la cepa madre de cada aislado en particular. El
procedimiento se presenta de forma grafica en la Figura 6.

CEPA MADRE

Recoger esporas ¥ conservar

~Proceso repetido 2-3 veces

Figura 6. Purificacion de B. cinerea (tomado de Tello, 2006).

A partir de las esporas de cada cepa madre se obtuvieron cultivos monospéricos
siguiendo los procedimientos indicados en la seccion anterior y que fueron almacenados
también en glicerol al 15% a -80°C.

5 - CARACTERIZACION FISIOLOGICA

5.1 — ENSAYOS DE CRECIMIENTO SAPROFITICO

Para evaluar el crecimiento saprofitico de los distintos aislados se estim6 el diametro
de la colonia sobre medio de cultivo MEA a las 72 horas. Para realizar el ensayo en primer
lugar se depositdé una gotita de la suspension de esporas (conservada bien en agua en el
frigorifico, bien en glicerol en el ultracongelador) de cada aislado analizado (cultivo
monosporico) en el centro de una placa de MEA. La placa se incub6 a 22°C hasta que la
colonia casi alcanzé el borde de crecimiento de la placa (en la situacién ideal el borde de la
colonia debe distar aproximadamente 0,5-1,0 cm del borde de la placa). A partir del borde de
crecimiento de la colonia se prepararon los discos de agar con micelio que constituyeron los
indculos en los ensayos de inoculacion. Estos fueron producidos con la ayuda de la base de
una punta de pipeta (100 pL) y tienen un diametro de 0,5 cm. Para cada muestra se sembraron

3 placas de medio MEA para tener un nimero de medidas estadisticamente apropiado.
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Las placas se dejaron crecer a 22 °C durante 3 - 4 dias desde de la inoculacién. En
cada placa se midieron 2 diametros perpendiculares cuyos valores fueron registrados para su

posterior analisis.

5.2 — ENSAYOS DE INFECCION EN PLANTAS

La agresividad de los distintos aislados de B. cinerea sobre las diferentes especies y
variedades de plantas consideradas en este trabajo fue evaluada estimando el didametro medio
de lesion necrética producida a distintos tiempos desde la inoculacion (diferente dependiendo
de la especie vegetal). Las inoculaciones se llevaron a cabo sobre hojas cortadas de tomate y
de vid (variedad Tempranillo, Tinta de Toro, Garnacha, Prieto Picudo, Verdejo, Albillo Real y

Albillo Mayor) y sobre plantas intactas en el caso de judia.

5.2.1 - PREPARACION DE LOS DISCOS

Las inoculaciones fueron llevadas a cabo utilizando como inéculo discos de agar con
micelio preparados de acuerdo con la descripcion realizada en el apartado 5.1. Siempre que
fue posible, se tratd6 de evaluar el crecimiento saprofitico y la agresividad de los distintos
aislados simultdneamente, utilizando discos de agar con micelio preparados a partir de las
mismas placas de medio MEA originales. Se colocaron cinco discos por hoja y se utilizaron dos
hojas para cada aislado analizado.

5.2.2 - PREPARACION DEL MATERIAL VEGETAL E INOCULACION

Las semillas de judia fueron sembradas 2 semanas antes del ensayo de infeccién. En
el momento de su utilizacion la judia tenia 2 hojas cotiledonares completamente desarrolladas.

No se realiz6 ningun tipo de desinfeccion foliar.

En el caso de las plantas de vid y tomate, las hojas fueron cortadas e insertadas por el
peciolo en blogques de material inerte y absorbente de floristeria previamente saturado en agua
y los blogues colocados sobre placas Petri con agua. Esta estructura se coloc6 en bandejas de
plastico en cuya base se colocaron laminas de papel absorbente humedecido y una rejilla que

permitiera una separacion entre el papel humedo y las hojas inoculadas.

Las inoculaciones se realizaron colocando los discos de agar sobre la superficie de las

hojas con ayuda de una aguja enmangada. En el caso de las hojas de judia se colocaron cinco
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discos por hoja y se utilizaron dos hojas para cada aislado analizado. En el caso de vid se
colocaron cinco discos por hoja y se utilizé una hoja por aislado. Y en el ensayo de tomate se

colocé un disco en cada foliolo y se utilizé una hoja por aislado, que tenia cinco foliolos.

Para alcanzar las condiciones mas favorables para la infeccion del patdgeno y por
obtener resultados reproducibles en los ensayos de infeccién, las plantas inoculadas fueron
colocadas en cajas que contenian agua y que fueron cerradas herméticamente. Las cajas que
contenian las hojas cortadas e inoculadas de tomate y de vid fueron selladas con papel de
plastico. En ambos casos el objetivo es mantener condiciones de alta humedad relativa en el
interior (>95%). Estas condiciones, junto con la incubacién a una temperatura de 22°C,
favorecen la infeccion de B. cinerea y permiten obtener resultados reproducibles en los

ensayos de inoculacion.

5.2.3 - LECTURA DEL ENSAYO

Se realiz6 la lectura del diametro de lesion necrética a las 63 horas después de la
inoculacion de la planta en el caso de judia y tomate y a las 93 horas después de la inoculacion
en el caso de la vid. Transcurridos estos tiempos se midieron dos diametros perpendiculares
para obtener una estimacion del diametro de cada lesion. Para cada aislado se calculd el

diametro medio de lesion producido en las 5 - 10 lesiones.

5.2.4 - TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS

A los datos resultantes del ensayo de infeccién en planta y crecimiento saprofitico se
aplic6 una estadistica basica descriptiva que permitié calcular los parametros: media,
desviacion tipica y error estdndar de la media. El software utilizado fue el SPSS v. 17.0
(Statistical Product and Service Solution). En los andlisis de estimacion de la capacidad de
crecimiento saprofitico y de agresividad sobre judia se establecieron clases fenotipicas de
aislados. Para determinar si el factor cepa ejercia algun tipo de influencia sobre cada una de
estas variables se llevé a cabo un andlisis de la varianza de un factor (ANOVA). Para
determinar si existian diferencias significativas entre las clases establecidas se aplicé el Test de

Tukey.
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6 — EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS

6.1 - ADN GENOMICO DE B. CINEREA

Para la extraccion de ADN gendmico de B. cinerea se utilizé el micelio derivado de
esporas (cultivo monospdrico) cultivadas en medio liquido Gamborg’s B5 y almacenado a -
80°C.

Las distintas muestras de ADN gendmico iban a ser utilizadas tanto para el analisis de
AFLPs como para distintas aplicaciones estandar basadas en PCR. Dado el volumen de
muestras a considerar en este trabajo y teniendo en cuenta que para estas aplicaciones iba a
ser necesario un ADN genémico con un grado de pureza y calidad importante decidimos hacer
uso de un método de extraccion rapido basado en la utilizaciéon de columnas de purificacion. Se
utilizé concretamente el kit EZNA (Plant DNA Kit) suministrado por la casa comercial Omega
Biotek, USA, siguiendo los procedimientos indicados por el protocolo que facilita la casa
comercial y que acompafia el kit. Las muestras de ADN, una vez extraidas, fueron conservadas

en tubos Eppendorf a -80°C en el ultracongelador.

7 — AMPLIFICACION DE ADN POR PCR

La Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) (Saiki et al., 1989) fue utilizada en
diferentes fases de este trabajo para obtener las distintas amplificaciones de ADN que fueron
posteriormente visualizadas mediante electroforesis. La Tabla 1 presenta la secuencia de los

oligonucledtidos utilizados en este trabajo.

Para comprobar que los distintos aislados de campo obtenidos en este trabajo
pertenecen a la especie B. cinerea se aplicé un método de diagnostico molecular basado en el
trabajo de Rigotti et al., (2002). Estos autores han generado un marcador molecular tipo SCAR,
amplificado con los oligonucleodtidos SCAR 1 y SCAR 2 (su secuencia se presenta en la Tabla
1) secuencia que ha demostrado ser especifica de los aislados de la especie B. cinerea. El uso
de estos dos cebadores permite amplificar una banda de 0,7-kb (750-bp) s6lo en cepas de B.
cinerea. Los autores concluyeron en su trabajo que este procedimiento es un instrumento muy
util en la diagnosis de este hongo en plantas de fresa sin sintomas y posibilita la deteccion de
infeccion y sitios de latencia mejorando asi la epidemiologia de este patégeno en condiciones

de campo.

Las condiciones del perfil de PCR utilizado para la amplificacion de este SCAR fueron
las siguientes, siguiendo las recomendaciones de los autores: 1 ciclo a 94°C durante 1 minuto,

40 ciclos con una fase inicial de desnaturalizacion a una temperatura de 94°C durante 30
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segundos, una fase de anillamiento de los oligos a una temperatura de 58°C durante 30
segundos y por ultimo una fase de extensién a 72°C durante 30 segundos. Finalmente, el perfil

incluye un ciclo final a 72°C durante 10 minutos.

También la PCR fue utilizada en los experimentos de detecciéon de transposones, en
los cuales con la ayuda de los pares de cebadores Boty F4 y Boty R4, por una parte, y Flipper
F300 y Flipper F1560, por otra, fue posible amplificar, cuando estuvieron presentes, los
elementos transponibles Boty (Diolez et al., 1995) y Flipper (Levis et al., 1997),

respectivamente.

Las reacciones siguieron los procedimientos descritos por Ma et al., (2005). Para la
amplificacion del fragmento Flipper, las condiciones de la PCR fueron: un ciclo de 94°C durante
1 minuto, 40 ciclos con desnaturalizacién a 94°C durante 30 segundos, anillamiento a 60°C
durante 30 segundos y extension a 72°C durante 30 segundos, y un ciclo final de 72°C durante
10 minutos. Para la amplificacion del fragmento Boty, las condiciones de la PCR fueron las
mismas que las condiciones para la amplificacién del fragmento Flipper, exceptuando que la
temperatura de anillamiento utilizada fue de 68°C.

La PCR también fue utilizada para amplificar el ADN gendmico extraido para su
utilizacion segun el protocolo del kit para AFLP (Applied Biosystems), que sera discutido con

mas detalle en el apartado 9 de Materiales y Métodos.

Tabla 1. Secuencia de oligonucledtidos utilizados en este trabajo.

Oligo Secuencia

Oligo SCARIDBC - 1 5 -AGC TCG AGAGAG ATCTCTGA-3

Oligo SCAR IDBC - 2 5-CTG CAATGT TCT GCG TGG AA -3’

Oligo Boty — Boty F4 5- CAG CTG CAG TAT ACT GGG GGA -3

Oligo Boty —Boty R4 5- GGT GCT CAA AGT GTT ACG GGA G - 3’

Oligo Flipper — F300 5- GCA CAA AAC CTACAG AAGA-3

Oligo Flipper — F1550 5- ATTCGTTTCTTG GACTGT A-3’
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8 — ELECTROFORESIS DE ACIDOS NUCLEICOS

Las electroforesis de ADN se realizaron en geles de agarosa en cubetas horizontales,
donde fueron sumergidos en el tampo6n de electroforesis. La concentracion de agarosa en los
geles vario entre 0,7% y 1,5% (p/v), dependiendo del tamafio de los fragmentos que fueran
analizados, siendo las concentraciones de agarosa mas elevadas utilizadas para resolver
fragmentos de ADN de menor tamafio y las concentraciones menores para resolver fragmentos

de mayor tamafio.

Para seguir el estado de la electroforesis se mezclé el ADN amplificado con tampén de
carga de electroforesis (azul de bromofenol 0,25% p/v, xilen cianol FF 0,25% p/v, Ficoll tipo 400
15% p/v) en proporcién 5/1 (v/v). De esta forma se pudo seguir el ADN por las posiciones
relativas de los colorantes del frente, que migran con un tamafio de ADN conocido. Las
concentraciones y tamafos de los fragmentos fueron estimados por comparacién con muestras
patron de tamafios conocidos que se incluian en los geles (marcador de tamafios de 1kb ladder
de Biotools).

Para la preparacion del gel se disolvié la agarosa en TAE 1X (Tris-acetato 40 mM,
EDTA 1 mM) y para el desarrollo de la electroforesis se sumergi6 el gel de agarosa en TAE 1X.
Para revelar las bandas en el gel de agarosa, se sumergié el gel en TAE 1X con una
concentracién final de 0,5 pg/ml de bromuro de etidio durante 15 minutos. El bromuro de etidio
es conocido por intercalarse entre el ADN y por su caracteristica de emitir luz cuando iluminado

con luz UV (260 o 360 nm) y asi permitir la visualizacién del ADN.

La electroforesis también fue utilizada con algunas modificaciones en el analisis de
AFLP. EIl gel utilizado para resolver los fragmentos de ADN en este caso fue el gel de
poliacrilamida, debido a que la resolucién de fragmentos de tamafios muy pequefios es mucho
mejor en ese material. Los geles de acrilamida son conocidos por su propiedad de resolver
fragmentos pequefios de ADN (25-700 bp) y por su elevada capacidad de resolucion de

tamafios.

Se siguieron las recomendaciones de la casa comercial (Applied Biosystems) para la
realizacion de la electroforesis capilar en el equipo ABI Prism 310 (Applied Biossystems, 2007).
Todas las operaciones realizadas en ese equipo tales como: el cargamento del polimero, la
inyeccion de la muestra hasta su separacion, deteccién y la generacion de datos, son procesos

automaticos, sin la necesidad de intervencién del técnico responsable por el analisis.
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9 — OBTENCION DE AFLPS

Para la obtencion de los perfiles de marcadores moleculares tipo AFLP se siguieron los
procedimientos generales descritos por el equipo de investigacion que describid esta
metodologia (Vos et al., 1995). La empresa Applied Biosystems ha adaptado y optimizado los
protocolos y los reactivos para la deteccion de AFLPs comercializando un modulo central de un
kit basico que se utiliza con distintas variantes de un modulo accesorio sobre muestras de ADN
derivadas de genomas de distinta complejidad. En el caso del sistema cuyo estudio se propone
en este trabajo, el genoma de un hongo con un tamafio de genoma de aproximadamente 38
Mb (Amselem et al., 2011), la casa comercial recomienda la utilizaciéon del kit utilizado para
genomas de plantas que hace uso del médulo central y de una serie de oligonucleétidos EcoRI

con una extension de sélo 2 nucleétidos adicionales en el extremo 3'.

Describimos a continuacion las caracteristicas y condiciones concretas de los
protocolos utilizados incluyendo las modificaciones introducidas por los técnicos del Instituto
Tecnoldgico Agrario de Castilla y Ledn (ITACyL) en colaboracién con investigadores del

Departamento de Genética de la Universidad de Leon.

9.1 - DIGESTION CON ENZIMAS DE RESTRICCION Y LIGACION DE

ADAPTADORES A LOS FRAGMENTOS DE RESTRICCION

Las muestras de ADN genomico utilizadas en este analisis fueron obtenidas siguiendo

los procedimientos descritos en la seccién 6.1.

Para la digestién del ADN gendmico se utilizaron dos enzimas de restricciéon, una de
corte frecuente (Msel; 5-T|TAA-3") (New England Biolabs. IZASA, Barcelona, Espafa) y otra
de corte menos frecuente (EcoRIl; 5-G|AATTC-3) (Roche Diagnostic Espafia, Barcelona,
Espafia). Simultaneamente a la digestion con las enzimas de restriccion se llevo a cabo la
ligacién de dos tipos de adaptadores, con extremos cohesivos para los extremos generados por
las enzimas Msel y EcoRlI, respectivamente, en presencia de una enzima ligasa. La enzima
ligasa utilizada fue la T4 DNA ligasa de alta concentracion (New England Biolabs. 1ZASA,

Barcelona, Espafia).
La estructura del adaptador EcoRl es:
5-CTCGTAGACTGCGTACC

ATCTGACGCATGGTTAA-5
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La estructura del adaptador Msel es:
5-GACGATGAGTCCTGAG
TACTCAGGACTCAT-5

Estas reacciones de restriccién-ligacién se llevaron a cabo utilizando en cada caso 50
ng de ADN gendmico en un volumen total de 10 pl de reaccion. Las reacciones se prepararon
dispensando alicuotas de una "Mezcla Madre" preparada para un total de 10 reacciones en
tubos de reaccion en los que previamente se habian dispensado 50 ng de ADN gendmico. A lo

largo de todo el proceso se trabajé por lotes de 10 muestras de ADN gendmico.

Efectivamente, es recomendable preparar la "Mezcla Madre" de reaccion para 10
muestras de ADN. Para evitar desajustes debidos a pequefios errores de pipeteo se preparé en
todos los casos la "Mezcla Madre" en un volumen suficiente para preparar 11 reacciones,
descartando el volumen sobrante una vez dispensadas las 10 alicuotas correspondientes a las
10 muestras analizadas en cada lote. Asi se preparé la "Mezcla Madre" que en cada caso

contenia:

e 11 pyl Tampodn 10X ADN ligasa de T4 (500 mM Tris-HCI (pH7,8); 100 mM MgCl,; 100
mM dithiothreitol; 10 mM ATP; 250 pug/ml BSA)

e 11 pl de NaCl (0,5 M)

e 55 puldeBSA (1 mg/ml)

e 10 pl adaptador EcoRI (20 U/ ul)

e 10 pl adaptador Msel (10 U/ pl)

e 1 pl mezcla enzimética (1,1 pl Tampdn (10X) ADN ligasa de T4, 1,1 pl NaCl (0,5M),
0,55 pl BSA (Img/ml), 1,1 pl Msel (10 U/ pl), 2,75 pl EcoRI (20 U/ ul), 1,1 pl ADN ligasa
de T4 (10 U/ pl) y 3,3 pl ddH,0)

e 55 pulde ADN (10 ng/ ulb)

Antes de preparar la "Mezcla Madre" los adaptadores se desnaturalizaron mediante
calentamiento a 95°C durante 5 minutos en el termociclador. A continuaciéon se prepar6 la

"Mezcla Madre" y se dispensaron alicuotas de 4,85 ul en cada tubo de reaccién que contenia
un volumen de 5,5 pl de ADN (55 ng).

Los tubos asi preparados se incubaron durante 2 horas a 37°C y posteriormente las

reacciones de restriccion-ligacion fueron diluidas afiadiendo 189 pl de ddH,O milli-Q.

9.2 - AMPLIFICACION PRE-SELECTIVA

La reaccion de restriccion - ligacion genera tres tipos de fragmentos de ADN: aquellos
gue tienen en ambos extremos adaptadores EcoRI (si derivan de fragmentos EcoRI-EcoRl),

aquellos que tienen en ambos extremos adaptadores Msel (si se trataba de fragmentos Msel-
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Msel) o bien un adaptador EcoRI en un extremo y un adaptador Msel en el otro (si deriva de un
fragmento EcoRI-Msel). Es este (ltimo tipo de fragmento el que es susceptible de amplificacién

en la metodologia de deteccion de AFLPs.

Para la reaccién de amplificacion pre-selectiva se utilizd la mezcla comercial de
cebadores de amplificacion preselectiva (AFLPIl Preselective primer Mix GU, Applied

Biosystems). Los cebadores utilizados en esta amplificacion preselectiva tienen la siguiente

estructura:

CORE ENZ EXT
EcoRI 5 — GACTGCGTACC AATTC X 3
Msel 5 — GATGAGTCCTGAG TAA X 3

Como vemos, éstos constan de tres partes. Incluyen en su extremo 5' una secuencia
denominada "CORE" caracteristica de cada oligonucleétido. A continuacién incluyen una
secuencia (ENZ) de 5 o de 3 nucleétidos especifica de la enzima (EcoRI -AATTC- 0 Msel TAA,
respectivamente) y finalmente, en el extremo 3' del oligonucleétido, una extension (EXT) de un
nucledtido (X). Es posible considerar distintos oligonucleétidos en la mezcla de amplificacién
preselectiva en funcién de la extensién particular que se incorpore en el extremo 3' de cada
oligonucledtido (hasta 16 - 4 x 4- combinaciones posibles). La mezcla comercial de cebadores
utiizada en este trabajo para la amplificacion preselectiva incluia los siguientes

oligonucledtidos:
EcoRI 5 — GACTGCGTACC AATTCA 3
Msel 5" — GATGAGTCCTGAG TAAC 3

Para llevar a cabo la reaccion de amplificacion preselectiva se depositaron 4 pl del
producto de la reaccién de restriccion-ligacion diluida en un tubo de 0,2 ml. A esta muestra de
ADN se adicionaron 1 pl de la mezcla de cebadores de amplificacion preselectiva y 15 ul de la
mezcla de reaccion comercial (AFLP Amplification Core Mix Module mezcla de dNTPs, Taq
polimerasa y tampén de amplificacion. Applied Biosystems). La mezcla fue entonces sometida
al siguiente perfil de PCR: 1 ciclo de 2 minutos a 94°C, seguido de 20 ciclos con 20 segundos a
94°C, 30 segundos a 56°C y 2 minutos a 72°C y un Ultimo ciclo de elongacion durante 30

minutos a 60°C. Luego se mantuvo a 4°C hasta la amplificacién selectiva.

Una vez realizada la amplificacion preselectiva, esta fue verificada analizando 10 pl de
la reaccion mediante electroforesis en un gel agarosa al 1,5%. Si la reaccién progreso
satisfactoriamente debe observarse un rastro de productos de amplificacion en la zona del gel

correspondiente a los fragmentos de tamafio de 100 hasta 500 bp.
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9.3 - AMPLIFICACION SELECTIVA

Para llevar a cabo la amplificaciéon selectiva en primer lugar se diluyé el producto
resultante de la amplificacién preselectiva mezclando 10 ul de esta amplificacién con 190 pl de
ddH,O. En cada reaccién de amplificacion selectiva se utilizd posteriormente 3 pl de esta
dilucién. En cada reaccién se incluyé, la combinacion de oligonuclettidos selectivos elegida.
Estos cebadores selectivos presentan la misma secuencia que los oligonucle6tidos
preselectivos respectivos en las regiones correspondientes a la secuencia CORE, a la
secuencia ENZ y al primer nucleétido de la extensién, e incluyen cada uno de ellos una
extension dada. Los oligonucleétidos EcoRI fueron los oligonucledtidos marcados con el
fluorocromo FAM (Applied Biosystems). En nuestro sistema se utiliz el oligonucleétido EcoRI
marcado con una extension adicional -C en su extremo 3'. Los oligonucledtidos Msel incluyeron
extensiones en el extremo 3' bien de 2 nucledtidos (combinaciones -CC, -GG, -AA, -TT)
(primera serie de reacciones para poner a punto el sistema), bien de 1 nucleétidos
(combinaciones -C, -G, -A, -T) (segunda serie de reacciones de puesta a punto y el conjunto de
reacciones finalmente llevada a cabo con todas las muestras de ADN). La Tabla 2 presenta la

secuencia concreta de todos los oligonucleétidos utilizados.

Las reacciones de amplificacién selectiva se llevaron a cabo en volimenes finales de
20 pl que incluian 3 pl de la reaccion de pre-amplificacion diluida, 1 pl de oligonucleétido EcoRl
marcado con FAM 1 pM, 1 pul oligonucleétido Msel 5 uM y 15 pl de la mezcla de reaccion
comercial (AFLP Amplification Core Mix Module mezcla de dNTPs, Taq polimerasa y tampon
de amplificacion Applied Biosystems). El perfil de PCR aplicado en esta amplificacion selectiva
consistié en: 1 ciclo de 2 minutos a 94°C, seguido de 10 ciclos de 20 segundos a 94°C, 30
segundos a 66°C “touch-down” y 2 minutos a 72°C, seguido de 40 ciclos de 20 segundos a
94°C, 30 segundos a 56°C y 2 minutos a 72°C; y un ultimo ciclo de elongacién de 30 minutos a

60°C. Finalmente la reaccién se mantuvo a 4°C hasta que fue retirada del termociclador.

Los oligonucleotidos selectivos de AFLP consisten de tres partes, una secuencia
principal (CORE), una secuencia especifica de la enzima (ENZ) y una extensiéon selectiva
(EXT). Abajo estd la ilustracion para los oligonucleétidos EcoRI y Msel con dos nucledtidos

selectivos (siendo los nucledtidos selectivos mostrados como NN):
CORE ENZ EXT
EcoRI 5 - GACTGCGTACC AATTC AN-3

Msel 5 — GATGAGTCCTGAG TAA CNN -3’
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Tabla 2. Oligonucleétidos selectivos utilizados en el analisis de AFLPs.

Oligonucledtido EcoRl

Oligo AFLP — EcoRI+AC 5 — GACTGCGTACCAATTCAC-3
Oligo AFLP — Msel +CCC 5 — GATGAGTCCTGAG TAACCC -3
Oligo AFLP — Msel +CGG 5 — GATGAGTCCTGAG TAACGG -3’
Oligo AFLP — Msel +CAA 5 — GATGAGTCCTGAG TAACAA-3
Oligo AFLP — Msel +CTT 5 — GATGAGTCCTGAG TAACTT -3
Oligo AFLP — Msel +CC 5 — GATGAGTCCTGAG TAACC -3
Oligo AFLP — Msel +CG 5 — GATGAGTCCTGAG TAACG -3
Oligo AFLP — Msel +CA 5 — GATGAGTCCTGAG TAACA-3
Oligo AFLP — Msel +CT 5 — GATGAGTCCTGAG TAACT -3

9.4 - SEPARACION DE LOS FRAGMENTOS EN GEL DESNATURALIZANTE DE
POLIACRILAMIDA

Una vez completada la reaccién de amplificacién selectiva en cada caso, los productos
generados fueron separados y analizados en un Analizador Genético modelo ABI Prism 310
siguiendo los procedimientos y las recomendaciones de la casa comercial que manufactura y
distribuye el equipo y los reactivos utilizados en este trabajo. Para ello, 2 pL de la reaccion de
amplificacion fueron mezclados con 12 pL de formamida y con 0,5 pL de marcador de tamafio
(Size Standard GeneScan-500 LIZ GU Applied Biosystems) y el volumen total fue depositado
en un pocillo de una placa de 98 pocillos. La mezcla fue desnaturalizada mediante
calentamiento a 95°C durante 3-5 minutos y posteriormente inyectada en el secuenciador ABI

Prism 310 para su andlisis.

El marcador de tamafio utilizado (GeneScan-500) consiste en una mezcla de
fragmentos de ADN de doble cadena en cada uno de los cuales sélo una de las dos cadenas
sencillas esta marcada con un colorante que detecta el lector del ABI Prism. En condiciones
desnaturalizantes, aunque las dos cadenas derivadas de cada tipo de fragmento se separan en
la electroforesis y pueden migrar de distinta manera, s6lo una de ellas sera detectada. En estas

condiciones el marcador de tamafio GeneScan-500 proporciona una estimacion muy precisa de
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tamafios de fragmentos entre los 50 y los 500 nucleétidos, herramienta absolutamente esencial
para determinar los tamafios de los fragmentos de PCR que conforman los electroferogramas

generados automaticamente por el sistema.

10 — ANALISIS DE DATOS

10.1 - ANALISIS DE GELES

Los marcadores moleculares tipo AFLP fueron analizados por el analizador genético de
Applied Biosystems, ABI Prism 310 (User Reference Guide), que resuelve los productos de
amplificacion de las reacciones de AFLP mediante una electroforesis capilar y el resultado es

procesado por el programa GeneScan.

En este sistema, después de que las muestras fueron amplificadas se adiciond el
marcador de tamafio (size standard) a cada una de ellas, y éstas fueron cargadas en el equipo
de electroforesis ABI Prism para la separacion electroforética y la deteccion de fluorescencia. El
andlisis de las muestras esta totalmente automatizado en este equipo desde el momento que
cada placa con 96 muestras es colocada dispuesta en el equipo y el andlisis iniciado. El
analizador ABI permite una operacién continuada, sin la necesidad de estar presente, durante
la carga del polimero, la inyeccién de la muestra, la separacion de las bandas, la deteccién de

los fragmentos que se van resolviendo con un lector laser y la generacién de datos.

El equipo monitoriza el paso de los fragmentos amplificados y portadores
oligonucledtidos selectivos marcados en 5 FAM en uno de sus extremos y emite fluorescencia
cuando los fragmentos son excitados por el rayo ldser. Esta emision de fluorescencia es
detectada por el equipo ABI, que va generando los electoferogramas de forma automatizada.
Cuando la electroforesis se termina, el equipo agrupa los datos de cada muestra y los
almacena en un electroferograma en formato .fsa, una extensién del formato FASTA en el
banco de datos. Los fragmentos de menor peso molecular son analizados primeramente, ya
que migran mas rapidamente en el gel electroforético, y los fragmentos de mayor peso

molecular van quedando retrasados en funcién de su tamafio.

10.2 - GENEMAPPER Y CONSTRUCCION DE MATRICES

Para el analisis de los datos fue utilizado el programa GeneMapper v. 4.0 (Applied
Biosystems), que reconoce los electroferogramas con el formato .fsa generados por el
programa GeneScan y que puede identificar los fragmentos de ADN de las muestras de AFLP

con precision y reproducibilidad.
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GeneMapper es un programa que procesa la reaccion generada en cada muestra,
constituida como un “electroferograma de AFLP” o “perfil”, en el cual cada amplicon es
registrado como un “pico” caracterizado por su movilidad (convertida en tamafio y medido en
pares de bases, “bp”) e intensidad (medido como unidad relativa de fluorescencia, “rfu”). El
paso final del andlisis es convertir un gran nimero de perfiles de AFLP, que reflejan los
resultados de las reacciones de AFLP llevadas a cabo en muchas muestras, en una matriz

binaria, donde la presencia o0 ausencia de cada amplicén es registrada para cada muestra.

El programa GeneMapper incluye algunas caracteristicas de interés, como la
posibilidad de generar paneles, que recogen toda la colecciéon de marcadores para un conjunto
de muestras dado. Permite, ademas, visualizar con distintos colores los picos de los
electroferogramas. Este programa también tiene algoritmos que permiten identificar
rapidamente y con precision los picos polimérficos y los picos comunes entre las muestras.

También contiene banderas de calidad, que identifican si una muestra tiene una baja calidad.

La tecnologia GeneScan mejora la precision del proceso de genotipado, pero su
precisiébn no es absoluta y muchos factores que afectan a la calidad de las reacciones de
restriccién y de amplificaciéon o a la propia migracion de fragmentos en los capilares del equipo
de electroforesis pueden afectar el registro del tamafio de un amplicén. Consecuentemente, es
necesario tener en cuenta que distintos factores pueden determinar variaciones experimentales
de los tamafos registrados que no responden a la realidad y que complican el analisis.
Asimismo, cabe destacar que distintos fragmentos de ADN pueden tener el mismo tamafio
(homoplasia de tamafio — Vekemans et al., 2002). Todo ello hace estrictamente necesario llevar
a cabo una verificacion y un registro de la presencia o ausencia de cada amplicon de forma
manual por parte del usuario. Esta fase, denominada "puntuacion” (scoring) fue llevada a cabo

en nuestro caso por dos personas.

En la publicacién de Bonin et al. (2005), existen instrucciones para escoger los mejores
marcadores y también sobre los pardmetros de puntuacion. En la publicacién de Wooten and
Tolley-Jordan (2009) se pueden apreciar distintos ejemplos de electroferogramas de calidad y
también de electroferogramas con errores, cuya consideracion ayuda a identificar los

electroferogramas que no han salido bien y que deben ser descartarlos.

El uso de procedimientos de puntacién automaticos puede resultar en parcialidad de la
técnica que debilita el poder y la fiabilidad de otros analisis (Arrigo et al., 2009). Por eso, para
gue el programa GeneMapper identifique bien a todos los marcadores, hay que ajustar los
parametros de puntuacion del programa. Segin Rinehart (2004), el programa GeneMapper, no
soporta el analisis de fragmentos tipo AFLP, pues los algoritmos de deteccidon de picos son
optimizados para detectar tartamudeo (stutter) en muestras de marcadores tipo SSR
(microsatélites). Por esta razén, los usuarios de AFLP tienen que ajustar los parametros de
andlisis. Estos son: medicién del tamafio del fragmento (fragment sizing), nombramiento de
alelo (allele calling) y el formato de la matriz de salida, o resultante (output), para ser

compatible con otros programas de andlisis filogenéticos.
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El ajuste de los pardmetros del programa conduce a matrices de datos cuyo andlisis
permite recuperar el verdadero arbol filogenético. Los parametros que deben ser corregidos
son: el limite requerido para la altura del pico (para que el pico sea considerado presente); la
longitud minima de un fragmento, en el que un marcador es puntuado e incluido como un

caracter en la matriz y la anchura de un marcador en pares de base (bp) (Holland et al., 2008).

En nuestro andlisis se sigui6 el protocolo de Rinehart (2004). Primeramente se realizé
una caracterizaciébn semi-automatica de los fragmentos AFLP usando el programa
GeneMapper. Posteriormente se convirtid la matriz resultante (output) en una matriz binaria
mediante un macro desarrollado por ese autor. Finalmente, a partir de la tabla binaria abierta se

contrastaron los picos seleccionados con los electroferogramas en el programa GeneMapper.

Los parametros utilizados para detectar picos en GeneMapper fueron: picos en un

rango de 50 a 500 bp, con un minimo de fluorescencia de 100 rfu.

A continuacion se presenta una grafica con el flujo de trabajo que hay que seguir para

obtener el andlisis en GeneMapper.

Debido a que los marcadores moleculares tipo AFLP tienen un caracter dominante, fue
analizado la presencia o ausencia de bandas, indicando la presencia como "1" y la ausencia

como "0".
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Correr el analisis

Salvar el Proyecto

Seleccionar las muestras y abrir la ventana Plot

Revisar los datos genotipicos

Anotar los genotipos de las muestras

Convertir en tabla binaria
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10.3 - EVALUACION DE LA DIVERSIDAD GENETICA

Para llevar a cabo este analisis, la matriz obtenida con el programa GeneMapper fue
remodelada teniendo en cuenta las frecuencias de los marcadores estudiados. Segun Bentley
et al., 2008, es necesario que la matriz utilizada para los analisis incluya Unicamente
marcadores cuya frecuencia oscile entre el 5% < f < 95%. Esta reduccién de los marcadores
analizados determina que el impacto de la homoplasia sea menor (Caballero et al., 2008). La
frecuencia de cada marcador fue calculada con el programa Excel manejando la tabla binaria
original y la eliminacién de los marcadores con frecuencias inferiores a 0,05% o0 superiores a
0,95% fue realizada manualmente. Para calcular la frecuencia alélica de cada marcador,
teniendo en cuenta que trabajamos con individuos haploides y que se trata de marcadores

dominantes, se utilizé la siguiente formula:

numero de individuos en los que el marcaror esta presente

f:

n? total de individuos

Para el analisis de marcadores dominantes, como es el caso de los AFLP, existen dos
filosofias alternativas, segin Bonin et al., (2007). Una primera aproximacion se basa en el
estudio directo de la presencia/ausencia de bandas y su objeto es analizar el patrén de bandas
presentes o ausentes en cada individuo y entonces comparar los patrones entre individuos. En
este caso se hace uso de procedimientos de andlisis que consideran diversos indices o
coeficientes de similitud que permiten estimar la distancia genética entre individuos. Una
segunda aproximacién se basa en la estimacion de las frecuencias alélicas de los distintos
marcadores en la poblacion. Esta dltima es una aproximacién orientada al andlisis de la
poblacién en su conjunto. Cuando se trabaja con marcadores dominantes, debemos recordar,
gue las frecuencias alélicas so6lo pueden ser calculadas asumiendo determinadas condiciones
previas sobre las caracteristicas de la poblacion y su modo de reproduccion. En nuestro trabajo

se han tenido en cuenta ambas aproximaciones.

10.3.1 - ESTIMACION DE LAS RELACIONES GENETICAS ENTRE INDIVIDUOS

10.3.1.1 - COEFICIENTES DE SIMILITUD GENETICA

Una vez generada la matriz binaria definitiva, ésta fue utilizada para estimar los
coeficientes de similitud entre individuos. Los principales coeficientes de similitud utilizados son
Jaccard, Dice y Simple-maching. Los coeficientes de Jaccard y Dice consideran que sélo la
presencia de bandas (compartidas entre cada dos individuos) contribuyen a la similitud,

ignorando las ausencias compartidas. La diferencia entre ambos coeficientes reside en el

92



Materiales y Métodos

hecho de que Dice pondera de forma mas importante la contribucion de las bandas presentes
compartidas. Este coeficiente tiende a enfatizar la similitud entre individuos, mas que la
disimilitud. Por su parte, el coeficiente Simple-matching maximiza la cantidad de informacion
dada por los perfiles de AFLP ya que considera tanto las ausencias de bandas como las
presencias de bandas como contribuyentes a la similitud entre individuos. Este coeficiente
puede no ser adecuado cuando son frecuentes las bandas homoplasicas, ya que da la misma
importancia a la doble ausencia de banda y a la docble presencia de banda (Bonin et al., 2007).
Nuestro analisis fue realizado utilizando el coeficiente de similitud de Dice, siguiendo las
recomendaciones de por Bentley et al., 2008. Este coeficiente, ademas, es el que en nuestras

manos generd un coeficiente de correlacién cofenética (r) mejor.

El coeficiente de similitud Dice fue calculado con el software NTSyS. Con este mismo
software se construy6 la matriz de similitudes genéticas entre cada dos aislados en todas las

combinaciones posibles.

10.3.1.2 - METODOS DE AGRUPAMIENTO Y METODOS DE ORDENACION

Sobre la matriz de similitudes genéticas se aplicaron distintos métodos de Clasificacién
(Analisis de Cluster o Clustering) y de Ordenacion (Analisis de Coordenadas Principales).
Inicialmente se consideraron distintas matrices de similitud genética obtenidas con los distintos
coeficientes de similitud indicados. Una vez elegido el coeficiente de Dice para nuestros
andlisis, con la matriz de similitud derivada se llevé a cabo un andlisis de agrupamiento de tipo
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Average) (van Droogenbroeck et al.,
2002) con ayuda del programa NTSyS-pc 2.11W (Rohlf, 2002) que permiti6 generar el
dendrograma correspondiente y que muestra las relaciones de similitud genética entre todos

los individuos analizados.

Como método de validacion interna de los resultados obtenidos y para comprobar la
bondad de los resultados obtenidos se construyé la matriz cofenética que fue generada con los
valores cofenéticos derivados de la matriz de distancias de Mantel (Mantel, 1967). Se calcul6 el
valor del coeficiente de correlacion cofenética "r* y la significancia del mismo fue determinada a
partir de 5.000 permutaciones. Valores de "r" proximos a 1 indican un muy buen ajuste entre la

matriz de similitud original y el dendrograma.

Con los datos originales se llevé a cabo también un analisis de componentes
principales para visualizar facilmente las posibles relaciones entre individuos. Este analisis fue
realizado también con el software NTSyS-pc 2.11W (Rohlf, 2002) haciendo uso de los
algoritmos Dcenter y Eigen.
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10.3.2 - PARAMETROS DE DIVERSIDAD GENETICA DE LAS POBLACIONES

Obtenido el dendrograma generado haciendo uso del coeficiente de similitud de Dice,
se determind la presencia de aislados-clones, que fueron considerados como tales cuando
mostraban un coeficiente de similitud superior a 97%. A partir de la matriz binaria original se
generd entonces una matriz derivada "corregida de clones”, en la que se mantuvo un Unico
representante de cada tipo clonal (recogia, por lo tanto, el total de haplotipos identificados en la
poblacién analizada). Con ambas tablas se llevaron a cabo en paralelo todos los célculos de
estimacion de diversidad genética y de determinacién de estructura genética de las
poblaciones.

El porcentaje de loci polimérficos (PLP), el nimero de alelos observados (na), el
ndmero efectivo de alelos (ne) y la diversidad génica de Nei (h), fueron calculados con el
programa PopGene (Yeh et al., 1999), asumiendo equilibrio de Hardy-Weinberg (Fis=0). La
diversidad genética total de la poblacion (Ht) y el coeficiente de diferenciaciéon génica (Gst)
fueron calculados usando los estadisticos de diversidad génica de Nei (Chen et al., 2009)
también con ayuda del programa PopGene. El indice de diversidad génica de Nei, h (Nei 1973;
Nei 1978) esta basado en el calculo de las frecuencias alélicas y requiere suposiciones
adicionales para su utilizacién, pero asumidas éstas produce estimaciones que son
directamente comparables con estimaciones de marcadores codominantes. El nimero de

haplotipos (N) fue obtenido directamente a partir de la tabla "corregida de clones".

Los indices "diversidad genotipica" (G), "diversidad genotipica normalizada" (G/N) y la

"fraccion clonal" (FC) fueron calculados manualmente siguiendo las siguientes férmulas:
1

G = ——M8
fx ()2

donde "x" representa el nimero de veces que un clon se repite y "n" es el nimero de

aislados analizados.

Para calcular el valor de la diversidad genotipica normalizada se dividié el valor de

diversidad genotipica (G) por el nimero de haplétipos (N).

Para determinar la fraccion clonal (FC) se utilizo la siguiente férmula:

x 100

numero de genétipos unicos
FC= 1—¢( g )

numero total de genotipos
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10.3.3 — ESTRUCTURA GENETICA DE LAS POBLACIONES

Antes de iniciar los analisis encaminados a determinar la existencia o no de
estructuracion genética en la poblacion es necesario considerar si se dispone de poblaciones
con un tamafio apropiado para llevar a cabo los estudios propuestos (que permitan generar
datos estadisticamente validos). Para alcanzar el mismo nivel de fiabilidad, en comparacion con
el nivel de fiabilidad considerado con marcadores codominantes, en la estimacion de los
parametros poblacionales en estudios basados en AFLPs se requiere un nimero que oscila
entre 2 y 10 veces mas individuos por poblacién que cuando se utilizan, por ejemplo,
marcadores de tipo dominante (Lynch and Milligan, 1994; Mariette et al., 2002; Nybom 2004).
Nybom (2004) ha registrado que se ha utilizado un promedio de 14,5 muestras o individujos por
poblacién en un total de 27 estudios llevados a cabo con AFLPs en plantas (Bonin et al., 2007).
Teniendo en cuenta estas orientaciones, en nuestro estudio hemos tratado de utilizar
poblaciones integradas por al menos 15 individuos en todos los casos, si bien en algunas
poblaciones no ha resultado posible (por ejemplo, en nuestro analisis por variedades de vid de

origen de las cepas del patdgeno en los casos de las variedades Garnacha, Malvasia y Viura).

Las muestras (aislados del patdgeno) analizadas en nuestro estudio fueron divididas en
grupos atendiendo a los criterios (A) Geografico o Denominacién de Origen: (1) Arribes, (2)
Cigales, (3) Ribera del Duero, (4) Rueda, (5) Sierra de Salamanca y (6) Toro; (B) Variedad de
uva a partir de la cual se realiz6 el aislamiento: (1) Garnacha, (2) Juan Garcia, (3) Malvasia, (4)
Rufete, (5) Tempranillo, (6) Tinta de Toro, (7) Verdejo y (8) Viura; y (C) Afio de recoleccién de
los aislados: (1) 2002 y (2) 2007. Los analisis fueron realizados tanto con la matriz con clones y

la matriz sin clones.

10.3.3.1 - CALcULO DEL COEFICIENTE DE DIFERENCIACION

Para obtener indicacion en una primera aproximacién de la existencia de diferenciacion
genética entre poblaciones se llevd a cabo una estimacion del "Coeficiente de Diferenciacion”
Gst, un indice que resulta ser mas apropiado para poblaciones de organismos haploides. Su
calculo se basa en la estimacién del valor de Heterocigosidad Promedio Esperada entre todas
las poblaciones consideradas (Hs) y de Heterocigosidad Total Esperada en la poblacion en su
conjunto (HT). Gst se calcula como (HTt-Hs) / HT y permite estimar el efecto de reduccion de la
heterocigosidad de la poblacion como consecuencia de la subdivisién de la poblacion. Todos
los indices necesarios para estos calculos, asi como los valores correspondientes de Gst,
fueron calculados con ayuda del programa PopGene v.1.32. Un valor de Coeficiente de
Diferenciacién Gst = 0 supone que las poblaciones comparadas forman parte en realidad de
una poblacién panmictica. Valores entre 0 y 0,05 son indicativos de una diferenciacién nula, un

valor entre 0,05 y 0,15 indica una diferenciacion moderada y un valor superior a 0,15 indica una
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diferenciacion notable. Valores proximos a 1 suponen que las poblaciones estan

completamente diferenciadas y la ausencia de migracion y de flujo genético entre ellas.

10.3.3.2 - SIMILITUD GENETICA ENTRE SUBPOBLACIONES

La determinacion del valor de la Heterocigosidad en cada subpoblacién considerada
(atendiendo a cada criterio de subdivision) permitié calcular la "ldentidad Normalizada" entre
cada dos subpoblaciones en todas las combinaciones posibles. A partir de estos valores de
identidad normalizada se calcularon las "Distancias Genéticas de Nei" entre cada dos
subpoblaciones con ayuda del programa Popgene v.1.32. y se construyé la matriz derivada de
Distancias Genéticas de Nei entre poblaciones. Con esta matriz, y siguiendo el método de
agrupamiento UPGMA, se construy6é en cada caso el dendrograma que permite visualizar las

relaciones de similitud genética entre subpoblaciones.

Para visualizar de manera sencilla las relaciones de similitud genética entre las
subpoblaciones se llevé a cabo un analisis de Coordenadas Principales haciendo uso del

programa FAMD.

10.3.3.3 - ESTRUCTURA DE LA POBLACION A PARTIR DE METODOS DE
AGRUPAMIENTO BAYESIANOS. PROGRAMA STRUCTURE

Para agrupar los aislados utilizando un método de agrupamiento Bayesiano no espacial
de inferencia estadistica se llevd a cabo un analisis con el programa Structure v.2.3. Este
programa permite deducir la estructura poblacional, identificar distintas poblaciones, asignar
individuos a poblaciones e identificar migrantes e individuos mezclados (Pritchard et al.,
2000a). Para aplicar este método seguimos el procediemiento desarrollado por Atallah et al.,
(2010): para cada numero de agrupamientos K (K = 1 — 7), definidos como agrupamientos
genéticos, fueron realizados 10 reandlisis con un periodo burn-in (reparacion de errores) de
10000 generaciones y 10000 simulaciones de la Cadena Markov Monte Carlo (MCMC). Se
consideraron tanto condiciones de mezcla de los individuos como de no mezcla. Para encontrar
el nimero real de poblaciones (AK) utilizamos el programa online Structure Harvester v. 0.6.5,

que indica cuantas poblaciones existen (Evanno et al., 2005).
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10.3.3.4 - ANALISIS MOLECULAR DE LA VARIANZA (AMOVA)

Para llevar a cabo un analisis detallado de la posible estructura genética de las
poblaciones del patdgeno que se establecen atendiendo a los distintos criterios se llevé a cabo
un analisis jerarquico de la varianza molecular (AMOVA) utilizando el programa Arlequin
(Excoffier et al., 2005). En este caso se utilizd el coeficiente de similitud simple-matching (Sokal
and Michener, 1958), dadas sus propiedades métricas Euclidianas (Excoffier et al., 1992)
(Bonin et al., 2007) y la tabla derivada fue analizada con el programa FAMD (Schliiter and
Harris, 2006). La diversidad genética total fue cuantificada y fraccionada en diversidad genética

"dentro de las poblaciones" y "diversidad genética entre poblaciones".

10.3.3.5 - CORRELACION ENTRE "DISTANCIA GEOGRAFICA" Y "DISTANCIA GENETICA"

Con el objeto de evaluar la existencia de una relacién entre distancia genética entre
poblaciones y distancia geogréafica se llevo a cabo un analisis de correlacién entre ambas
variables. Para ello se construyé una matriz de distancias genéticas entre cada dos
subpoblaciones, estimadas mediante el célculo de las correspondientes Distancias Genéticas
de Nei. Se construyé una segunda matriz, ésta de distancias geograficas entre los centros
geograficos de las distintas zonas con distincién de Denominacién de Origen o de Vinos de la
Tierra consideradas en este trabajo. En cada caso se tom6 como centro geografico una
localidad representativa localizada aproximadamente en el centro geografico de la zona
considerada. Las distancias geogréficas lineales fueron estimadas con ayuda del programa
Google Maps y transformadas utilizando una escala logaritmica. Se construy6é con los datos
derivados una matriz de logaritmos de distancias geograficas. Con ambas matrices se llevé a

cabo un andlisis de correlacién con el programa Excel.

10.4 - ANALISIS DEL MODO DE REPRODUCCION

Para obtener evidencias sobre el modo de reproduccion preferente en la poblaciones
naturales de B. cinerea de los vifiedos de Castilla-Ledn se analizé el desequilibrio de ligamiento
(LD) existente en las mismas, asumiendo que valores nulos o0 muy bajos de LD son indicativos
de recombinacién y de reproduccién sexual en las poblaciones y que valores de LD
significativamente distintos de cero son indicativos de poblaciones que se reproducen de forma

asexual y en las que se producen y acumulan en mayor o menor medida tipos clonales.

La existencia de LD en las distintas poblaciones consideradas fue evaluada utilizando

dos tipos de pruebas diferentes. En primer lugar se estim6 el valor del indice de asociacion,
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"Ia", y del indice "rd", célculos llevados a cabo utilizando el programa Multilocus v.1.3b. En
segundo lugar en cada poblacion se llevé a cabo un test de LD de dos loci para todas las

combinaciones posibles de todos los loci considerados tomados de dos en dos.

El indice de asociacion (IA) es una medida tradicional del desequilibrio de ligamiento
(Brown et al., 1980, Maynard Smith et al., 1993; Haubold et al., 1998, Agapow y Burt, 2001). El

valor de A se estima mediante la siguiente férmula:

Vo
JA= — -1
Ve

Donde Vo es la varianza observada entre las distancias genéticas detectadas entre
cada dos individuos (numero de loci en los que cada dos aislados difieren) y Ve es la varianza
esperada en ausencia de LD (Agapow y Burt, 2001). La hip6tesis nula es que la poblacion
muestreada sufre recombinacién, en cuyo caso |5 debe ser igual a "0". Si el valor I, es
significantemente distinta de cero, entonces la hipétesis nula puede ser rechazada y se asume
gue los aislados muestreados pueden probablemente proceder de una poblacion con modo de
reproduccién clonal (I1,>0). Sin embargo, si el valor observado de Ia no es significantemente
mayor que "0", los aislados muestreados probablemente derivan de una poblacién con

reproduccién sexual en la que ocurre recombinacion.

El andlisis de LD de dos loci hace uso de la prueba de chi-cuadrado. En este caso se
comparan las frecuencias observadas y esperadas de los cuatro genotipos posibles para todas
y cada una de las posibles parejas de loci polimérficos que es posible considerar entre todos
los loci polimorficos analizados en cada poblacion y la hipétesis nula de trabajo es la de
existencia de equilibrio de ligamiento. Con ayuda del Programa PopGene se determinaron las
parejas de loci que mostraban una desviacién significativa (P<0,05) de la situacion de equilibrio
de ligamiento y finalmente se calculd el porcentaje de combinaciones que éstas representaban
en el total de combinaciones de loci por parejas que es posible establecer. En una poblacion
completamente panmictica se espera que menos de un 5% de las posibles combinaciones de
pares de loci muestren LD (Xu, 2006).
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RESULTADOS

1 - INCIDENCIA DE B. CINEREA EN LOS VINEDOS DE CASTILLA Y LEON

La vid constituye un cultivo de enorme relevancia econémica en la Comunidad
Autonoma de Castilla y Ledn. B. cinerea, el hongo responsable de la “podredumbre gris” es uno
de los principales patdégenos de la vid en todos los vifiedos del mundo, en los vifiedos de gran
parte del territorio nacional y en la mayor parte de las zonas productoras de nuestra Comunidad

Auténoma.

Todos los afios, campafia tras campafia, se recogen y destacan noticias relacionadas
con la incidencia de B. cinerea en nuestros vifiedos y se describen pérdidas econémicas muy
importantes derivadas de la pérdida de entre el 20 y el 50% de la cosecha en aquellos afios en
los que en las fechas previas a la recogida de los frutos se dan las condiciones climaticas
(temperatura moderadas y lluvias abundantes) que favorecen el desarrollo del patégeno,

condiciones frecuentes durante el mes de Septiembre en nuestra Comunidad.

Es un problema que preocupa a los viticultores, a la industria vitivinicola en general y a
los técnicos de los Consejos Reguladores en particular. Aunque se reconoce la problematica y
los viticultores y los técnicos llevan a cabo y aplican medidas preventivas de forma rutinaria, no
existen estudios detallados sobre las caracteristicas fisiologicas y genéticas del patégeno
presente en nuestros vifiedos ni sobre la organizacién, comportamiento y dinamica de las

poblaciones naturales del patdgeno que se desarrollan en nuestras zonas productoras.

Nuestro grupo trabaja desde hace tiempo en la caracterizacién del patégeno desde un
punto de vista molecular utilizando para su andlisis y estudio cepas de referencia cultivadas en
el laboratorio durante largos periodos de tiempo y obtenidas generalmente a partir de
colecciones de cultivos donde fueron depositadas hace mucho tiempo y procedentes de un

aislado concreto realizado sobre un huésped particular.

Siendo conscientes de la importancia que tiene a la hora de caracterizar un
patosistema trabajar tanto con la planta huésped de interés, es decir, la variedad o variedades
concretas con las que se trabaja en un area geografica particular, y con los aislados autéctonos
del patdgeno presentes en ese mismo entorno geografico, nuestro grupo de investigacion
decidié hace algunos afos tratar de recoger aislados de B. cinerea a partir de cepas de vid

cultivadas en los vifiedos de Castilla 'y Ledn.

Inicialmente se llevd a cabo una recogida de muestras muy limitada durante las
campafias 1999, 2001 y 2002. Fruto de los trabajos realizados entonces fue la comprobacién
de la mas que considerable incidencia de B. cinerea en nuestros vifiedos y la recogida y
purificacion de una pequefia coleccion de cepas de campo de B. cinerea obtenidas a partir de
frutos de vid de algunas variedades representativas de nuestra Comunidad Auténoma y

cultivadas en vifiedos de las principales Denominaciones de Origen de Castilla y Ledn. Las
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cepas obtenidas fueron purificadas en forma de cultivos monospoéricos y conservadas en la
coleccién de cepas de hongos fitopatégenos que mantiene y conserva el grupo de Genética de
Hongos del Centro Hispano Luso de Investigaciones Agrarias (Departamento de Microbiologia

y Genética) de la Universidad de Salamanca.

El trabajo experimental que se resume, presenta y discute en esta memoria de tesis
Doctoral fue propuesto originalmente con el propdsito de ampliar el estudio llevado a cabo de
forma limitada en afios anteriores durante una campafia adicional, la correspondiente al afio
2007, en la cual se realizarian visitas mas numerosas y frecuentes a un mayor nimero de

vifiedos y de zonas productoras de la Comunidad.

El objetivo fundamental es ampliar la coleccién de aislados de B. cinerea recogidos de
vid en Castilla y Ledn para generar una poblacion en la medida de lo posible representativa de
las poblaciones naturales del patégeno en nuestros vifiedos y sobre la que llevar a cabo una
serie de estudios fisiol6gicos y genéticos centrados en el analisis de la dinamica poblacional del

patégeno en campo.

1.1 - SELECCION DE VINEDOS (D.O.) Y VARIEDADES DE VID EN 2007

El presente trabajo fue iniciado en Agosto de 2007 en el marco de un proyecto de
investigacion financiado por el Instituto Tecnol6gico Agrario de Castilla 'y Ledn (ITACyL) titulado
“Caracterizacion genética y diversidad de las poblaciones de hongos patégenos de vid en
Castilla y Ledn” (Ref. SA-02-C2-1), llevado a cabo en colaboracion con el Grupo de Viticultura
del ITACyL, dirigido por la Doctora Maria Teresa Martin Villullas. El grupo de Salamanca
asumio la responsabilidad de la caracterizacion de la dinamica poblacional de las poblaciones

naturales de B. cinerea en nuestros vifiedos.

La primera cuestion que debia ser abordada era la recoleccién de aislados de campo
de B. cinerea a partir de distintas variedades de vid y de vifiedos ubicados en distintas zonas
productoras de nuestra Comunidad. Se seleccionaron cuatro zonas productoras de reconocido
prestigio y que disponen de la distincion Denominacién de Origen desde hace tiempo. Estas
son: Ribera del Duero, Rueda, Cigales y Toro. Ademas se seleccionaron dos zonas
productoras de especial interés para nuestro grupo de investigacion dada su localizacion
geogréfica en nuestro entorno mas préximo, en su mayor parte en nuestra propia provincia. Se
trata de las Arribes, zona que ha obtenido el reconocimiento como Denominacion de Origen
muy recientemente, y la zona de la Sierra de Salamanca, reconocida en la actualidad con la

distincion de “Vinos de la Tierra” (Tabla 3).
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Tabla 3. Denominaciones de Origen y Zonas Vinos de la Tierra de Castilla y Le6n seleccionadas.

Denominacién de Origen

Arribes
Cigales
Ribera del Duero
Rueda

Toro

Zona Vinos de la Tierra de Castillay Ledn

Sierra de Salamanca

La Figura 7 muestra la localizacion y la extension que cubre en la Comunidad

Auténoma de Castilla y Ledn cada una de las zonas seleccionadas.

Castillay Ledn

Toro

Arribes

Ribera del Duero

Rued
Sierra de Salamanca ueda

Figura 7. Mapa de la Comunidad Auténoma de Castilla y Le6n que presenta la ubicacion y la extensién de
las principales zonas productoras de vino indicando aquellas que han sido seleccionadas para realizar el
presente trabajo.

En cada region con Denominacion de Origen o con distincién Zona Vinos de la Tierra
se seleccionaron una serie de vifiedos que fueron visitados en repetidas ocasiones desde el 24
de Agosto hasta el 15 de Octubre de 2007 por miembros de nuestro grupo de investigacion
para recoger muestras de frutos de vid. La Tabla 4 presenta un listado de los municipios donde
se encuentran ubicados los vifiedos seleccionados y visitados en cada zona productora y en la

Figura 8, se puede observar estos municipios en el mapa.
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Tabla 4. Municipio al que pertenecen los vifiedos visitados dentro de cada zona productora.

Localidad de los vifiedos

Arribes

Fermoselle

Aldeadavila de la Ribera
Villarino de los Aires
Perefia de la Ribera
Saucelle

Cigales

Cigales
Duefias

Ribera del Duero
Valbuena de Duero
Pedrosa de Duero
Aranda de Duero
Roa

Pesquera de Duero

Rueda
Rueda

Toro

Toro

Morales de Toro

San Roman de Hornija

Sierra de Salamanca

San Esteban de la Sierra
San Miguel del Robledo
Santibanez de la Sierra

Palencia
O

g 'Duenas

i S , L L e et Ix
% . ¢ bo] (\ ? v Pedrosatde’Du t e 3 b
] Kl T%oi; # Valladoligiges A3 b uenalde® 1014 & ArandaJde’Dyero
{ “San(Roman '69 HornijaggmVoralesidegrioro Pesquera de(Due & 3

8

FAldeadavila de 1a Riberardy J
Rerenadeila Rx_t;

& san Miguelidel Roblgdo
SanjEstaban de.la ?L?ffaé g

ibanez deilaiSierra

Figura 8. Foto realizada con la herramienta Google Earth, donde se presentan las localidades de los
vifiedos.
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Puesto que inicialmente nuestro interés principal era recoger una poblacién amplia de
aislados de campo de B. cinerea, en cada visita a un vifiedo en particular se realiz6 una
inspeccién visual de un buen nimero de cepas tratando de encontrar racimos con sintomas de
podredumbre gris. En aquellos casos en los que fue posible identificar B. cinerea sobre los
frutos de vid, el racimo completo fue recogido e introducido en una bolsa de plastico de cierre
hermético para su transporte al laboratorio. No obstante, en todos los vifiedos se recogieron
racimos de vid asintomaticos, aparentemente sanos, que fueron introducidos igualmente en
bolsas de plastico de cierre hermético para su transporte al laboratorio. A partir de bayas de
estos frutos asintomaticos tratariamos posteriormente de aislar posibles cepas de B. cinerea

presentes en las mismas.

Para la deteccién y purificacion de cepas del patégeno presentes en los materiales
vegetales llevados al laboratorio se aplicaron los procedimientos experimentales descritos en la

seccién de Materiales y Métodos. De manera resumida el proceso seguido es el siguiente.

En aquellos casos en los que fue posible apreciar micelio de B. cinerea en la superficie
de las bayas del racimo, como por ejemplo en la Figura 9, se tom6 una muestra de éste con
ayuda de unas pinzas previamente esterilizadas y se deposité en una placa de PDA. La placa

se incubo entonces a 22°C realizando un seguimiento visual diario del crecimiento del hongo.

Figura 9. Aspecto de un racimo de vid (variedad Tempranillo) infectado por B. cinerea. Fotografia tomada
en el vifiedo a pie de planta.

En la mayoria de los racimos no se apreci6 visualmente micelio de B. cinerea sobre las
bayas (Figura 10A). En estos casos se tomaron tres o cuatro bayas procedentes de un racimo
asintomatico que se colocaron sobre la superficie de una placa PDA y ésta se incub6 a 22°C,

realizando igualmente un seguimiento diario de la misma (Figura 10B).
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Figura 10. (A) Racimo de vid sin presencia aparente de B. cinerea. (B) Bayas procedentes de un racimo
asintomatico colocadas sobre una placa de PDA. (C) Microorganismos desarrollandose sobre una placa
de PDA a partir de bayas de un racimo asintomético. (D) Vista global del desarrollo de microorganismos
de las bayas seleccionadas sobre placas de medio de cultivo sintético.

A medida que iban desarrolldndose sobre la placa colonias de distintos hongos
(Figuras 10C y 10D), a partir del borde de crecimiento de cada una de ellas se transferian a
placas nuevas y de manera individualizada pequefios bloques de agar con micelio. Desde un
principio nos centramos en aquellas colonias que visualmente parecian corresponder a
colonias de B. cinerea. De estas placas se llevaba igualmente un seguimiento visual diario. Con
frecuencia la primera transferencia implicaba replicar una mezcla de colonias de tipos
diferentes. En cuanto se apreciaban colonias en la placa de primera transferencia en las que
resultaba factible apreciar e individualizar aislados diferentes, éstos eran transferidos de nuevo

a placas frescas.

El proceso se repetia tantas veces como fuera necesario hasta conseguir sobre la
placa una colonia de aspecto uniforme que respondiera a las caracteristicas morfologicas de B.
cinerea y que no produjera sectores correspondientes a tipos diferentes. A partir de esta placa
se recogian esporas que serian luego conservadas en glicerol al 15% a -80°C. Esta cepa asi
conservada constituye la denominada “cepa madre” de cada uno de los aislados de campo.
Todos los procedimientos seguidos para obtener y purificar los aislados de campo se describen
en la seccién de Materiales y Métodos. Estos aislados, las "cepas madre”, constituyen el

material de partida de nuestro trabajo.
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Aungue todos los aislados recogidos respondian a las caracteristicas morfolégicas de
B. cinerea (atendiendo al tipo y aspecto de la colonia en placas de medio de cultivo sintético, al
aspecto del micelio al microscopio y la morfologia de las esporas), no se podia descartar, en
primer lugar, que la cepa conservada como cepa madre fuera en realidad una mezcla de varias
cepas de B. cinerea diferentes, y en segundo, que hubiéramos cometido errores de
identificacion.

Por esta razén, a partir de cada cepa madre se obtuvieron cultivos monospéricos
utilizando los procedimientos descritos en la seccion de Materiales y Métodos. De cada cepa
madre se obtuvieron varios cultivos monospéricos y fue seleccionado uno para su
conservacion. Se permitié que la placa correspondiente esporulara, se recogieron esporas en
cada caso y éstas fueron almacenadas en glicerol al 15% y a -80°C. Estos cultivos
monospoéricos son los cultivos utilizados en este trabajo y es posible asumir un elevado grado

de uniformidad genética para cada uno de ellos, puesto que deriva de una Unica espora.

Para confirmar que los cultivos monospéricos conservados eran realmente aislados de
la especie B. cinerea utilizamos un método de identificacion molecular basado en la deteccion
de un marcador molecular de tipo SCAR especifico de la especie B. cinerea (Rigotti et al.,
2002). Nosotros hemos comprobado la validez del método con anterioridad (Diez, 2004; Tello
et al., 2007).

De cada cultivo monospdérico purificado en este trabajo se obtuvo micelio mediante el
cultivo en medio Gamborg’s B5 suplementado con 10 mM sacarosa y 10 mM KH,PO, pH 6.0
de una suspensiéon de 10° esporas/ml. Se extrajo ADN genémico del micelio de cada cepa
utilizando el kit de EZNA. Una vez comprobada la integridad del ADN obtenido en cada caso
mediante electroforesis, se utilizaron 10-20 ng de ADN gendmico de cada una de las cepas
como ADN molde en reacciones de PCR en presencia de los oligonucleétidos SCARL1 IDB-1 y
SCAR2 IDB-2 (ver Tabla 1), utilizando las condiciones de PCR descritas en la seccion 7
(Amplificacion de ADN por PCR) en el capitulo de Materiales y Métodos. El tamafio del

fragmento amplificado es de 757 bp.

La Figura 11 muestra los resultados obtenidos con una muestra representativa de
aislados, concretamente con los aislados 202, 206, 207, 209, 211, 212, 216, 217 y 222,
resultados que confirman que todos ellos pertenecen a la especie B. cinerea, pues en las
reacciones correspondientes se amplifica el fragmento de 0,75 kb SCAR1 IDB-1 y SCAR2 IDB-
2. En la reaccién llevada a cabo utilizando como ADN molde ADN de B. aclada (carrera C),
utilizada como control negativo, no se amplificé el fragmento diagnostico. Este analisis fue
llevado a cabo con ADN gendémico de todos los aislados recogidos, obteniendo siempre
resultados positivos que permitieron confirmar que todos los aislados analizados en este
trabajo y que todos los aislados almacenados en nuestra coleccion, son aislados de la especie

B. cinerea.
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Figura 11. Gel de electroforesis con los productos de amplificacion generados en las reacciones de PCR
llevadas a cabo con ADN molde obtenido de los aislados de campo de B. cinerea 202 (1), 206 (2), 207 (3),
209 (4), 211 (5), 212 (6), 216 (7), 217 (8), 222 (9) y (C) de la cepa de coleccién de B. aclada, utilizando los
oligonucledtidos SCARL1 IDB-1y SCAR2 IDB-2. M — Marcador de tamafio de 1 kb ladder (Biotools).

Fruto del trabajo de recoleccion realizado durante la campafia 2007 en los vifiedos de
nuestra Comunidad Auténoma ha sido posible recoger y purificar una colecciéon de aislados
integrada por 427 aislados de campo de B. cinerea. La Tabla 5 presenta un listado de todos los
aislados recogidos y purificados indicando la Denominacion de Origen donde se ubica el vifiedo
visitado en cada caso y la variedad de vid sobre la que se realiz6 el aislamiento. Para cada
aislado incluido en nuestra coleccion se indica el cédigo alfa-numérico de la cepa madre y el
cbdigo numérico definitivo para el cultivo monospérico derivado de cada una de aquéllas que
ha sido conservado en la coleccion.

A lo largo de la campafa 2007 se realizaron en total 86 recogidas de muestras de
material vegetal en el campo (Cédigo 07-1 a 86 - en la Tabla 5). En la mayoria de los casos se
recogieron varios racimos en la misma toma de muestras que fueron tratados de manera
independiente para purificar aislados [por ejemplo, 07-42 (1) a (13) indica que en la toma de
muestras de nimero 42 de 2007 se recogieron y analizaron hasta 13 racimos diferentes y de

manera individualizada].

En aquellos casos en los que el codigo del aislado incluye una letra “A”, ésta indica que
la cepa aislada fue obtenida a partir de un fruto con sintomas de podredumbre a partir del
micelio que ya se desarrollaba en el campo sobre las bayas del racimo. Cuando se incluye la
letra “B”, el aislado correspondiente fue obtenido a partir de bayas asintomaticas en el campo

una vez procesadas en el laboratorio.
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Tabla 5. Coleccion de aislados de campo de B. cinerea recogidos sobre vid en la campafa de 2007. En
amarillo se puede apreciar los aislados seleccionados para el andlisis fisiolégico y molecular.

Identificacion o Lugar de Recogida Fecha Variedad Cédigo Cultivo
Cepas Madre (Término Municipal) Recogida Monosparico

a 07-1 Ribera del Duero Valbuena de Duero 8/31/2007 Tempranillo 202
b 07-1 Ribera del Duero Valbuena de Duero 8/31/2007 Tempranillo 203
07-2 Ribera del Duero Valbuena de Duero 8/31/2007 Tempranillo 205
07-3 Ribera del Duero Valbuena de Duero 8/31/2007 varias 206
07-3 Ribera del Duero Valbuena de Duero 8/31/2007 varias 207
07-5 Ribera del Duero Valbuena de Duero 8/31/2007 Tempranillo 209
07-6 Ribera del Duero Valbuena de Duero 8/31/2007 Tempranillo 211
07-7 Ribera del Duero Pedrosa de Duero 8/29/2007 Tempranillo 212
07-9 Toro San Roman de Hornija 8/28/2007 Tinta de Toro 216
07-9 Toro San Roman de Hornija 8/28/2007 Tinta de Toro 217
07-12 Toro San Roman de Hornija 8/28/2007 Tinta de Toro 222
07-12 Toro San Roman de Hornija 8/28/2007 Tinta de Toro 223
07-13 Cigales Duefias 8/24/2007 varias 224
07-16 Cigales Cigales 8/24/2007 varias 227
07-17 A (1) Arribes Fermoselle 10/9/2007 Tempranillo 228
07-17 B (1) Arribes Fermoselle 10/9/2007 Tempranillo 229
07-17 A (2) Arribes Fermoselle 10/9/2007 Tempranillo 230
a 07-17 B (2) Arribes Fermoselle 10/9/2007 Tempranillo 231
b 07-17 B (2) Arribes Fermoselle 10/9/2007 Tempranillo 232
07-18 A Arribes Fermoselle 10/9/2007 Malbec 233
a07-18 B Arribes Fermoselle 10/9/2007 Malbec 234
b 07-18 B Arribes Fermoselle 10/9/2007 Malbec 235
07-19 A (1) Arribes Fermoselle 10/9/2007 Syrah 236
07-19B (1) Arribes Fermoselle 10/9/2007 Syrah 237
07-19 A (2) Arribes Fermoselle 10/9/2007 Syrah 238
a07-19B (2) Arribes Fermoselle 10/9/2007 Syrah 239
b 07-19 B (2) Arribes Fermoselle 10/9/2007 Syrah 240
07-19 A (3) Arribes Fermoselle 10/9/2007 Syrah 241
a 07-19 B (3) Arribes Fermoselle 10/9/2007 Syrah 242
b 07-19 B (3) Arribes Fermoselle 10/9/2007 Syrah 243
07-20 A Arribes Fermoselle 10/9/2007 Malvasia 244
07-20B Arribes Fermoselle 10/9/2007 Malvasia 245
07-21 A (2) Arribes Fermoselle 10/9/2007 Juan Garcia 246
a 07-21 B (2) Arribes Fermoselle 10/9/2007 Juan Garcia 247
b 07-21 B (2) Arribes Fermoselle 10/9/2007 Juan Garcia 248
07-21 A (3) Arribes Fermoselle 10/9/2007 Juan Garcia 249
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Cadigo

Identificacién Lugar de Recogida Fecha

Cepas Madre e (Término Municipal) recogida Variedad Moﬁglstg)\g?ico
07-22 A Arribes Villarino 10/9/2007 Tinta Jeromo 250
07-22B Arribes Villarino 10/9/2007 Tinta Jeromo 251
07-23 A Arribes Villarino 10/9/2007 Bastardillo 252
07-24 A Arribes Villarino 10/9/2007 Jerez Palomino 253
07-24 B Arribes Villarino 10/9/2007 Jerez Palomino 254

a07-25A (1) Arribes Villarino 10/9/2007 Juan Garcia 255

b 07-25 A (1) Arribes Villarino 10/9/2007 Juan Garcia 256

a07-25B (1) Arribes Villarino 10/9/2007 Juan Garcia 257

b 07-25B (1) Arribes Villarino 10/9/2007 Juan Garcia 258

07-25A (2) Arribes Villarino 10/9/2007 Juan Garcia 259
a07-25B (2) Arribes Villarino 10/9/2007 Juan Garcia 260
b 07-25B (2) Arribes Villarino 10/9/2007 Juan Garcia 261

07-25 A (3) Arribes Villarino 10/9/2007 Juan Garcia 262

07-25 B (3) Arribes Villarino 10/9/2007 Juan Garcia 263

a 07-26 A (1) Arribes Villarino 10/9/2007 Brufal 264

b 07-26 A (1) Arribes Villarino 10/9/2007 Brufal 265

a 07-26 B (1) Arribes Villarino 10/9/2007 Brufal 266

b 07-26 B (1) Arribes Villarino 10/9/2007 Brufal 267

07-26 A (2) Arribes Villarino 10/9/2007 Brufal 268

07-26 B (2) Arribes Villarino 10/9/2007 Brufial 269

a07-27 A Arribes Villarino 10/9/2007 Malvasia 270

b 07-27 A Arribes Villarino 10/9/2007 Malvasia 271

c 07-27 A Arribes Villarino 10/9/2007 Malvasia 272

07-27B Arribes Villarino 10/9/2007 Malvasia 273
07-28 A Arribes Villarino 10/9/2007 Rufete 274

a07-28 B Arribes Villarino 10/9/2007 Rufete 275

b 07-28 B Arribes Villarino 10/9/2007 Rufete 276

c 07-28 B Arribes Villarino 10/9/2007 Rufete 277

07-29 A Arribes Villarino 10/9/2007 Malvasia 278
07-29B Arribes Villarino 10/9/2007 Malvasia 279

07-30 A (1) Arribes Aldeadavila 10/9/2007 Juan Garcia 280

07-30 B (1) Arribes Aldeadavila 10/9/2007 Juan Garcia 281

07-30 A (4) Arribes Aldeadavila 10/9/2007 Juan Garcia 282

07-30 B (4) Arribes Aldeadavila 10/9/2007 Juan Garcia 283

07-30 A (5) Arribes Aldeadavila 10/9/2007 Juan Garcia 284

07-30 B (5) Arribes Aldeadavila 10/9/2007 Juan Garcia 285

07-30 A (6) Arribes Aldeadavila 10/9/2007 Juan Garcia 286
a 07-30 B (6) Arribes Aldeadavila 10/9/2007 Juan Garcia 287
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b 07-30 B (6) Arribes Aldeadavila 10/9/2007 Juan Garcia 288
07-31A (1) Arribes Aldeadavila 10/9/2007 Tempranillo 289
07-31B (1) Arribes Aldeadavila 10/9/2007 Tempranillo 290
07-31 A (2) Arribes Aldeadavila 10/9/2007 Tempranillo 291

a07-31B (2) Arribes Aldeadavila 10/9/2007 Tempranillo 292
b 07-31 B (2) Arribes Aldeadavila 10/9/2007 Tempranillo 293
07-31 A (3) Arribes Aldeadavila 10/9/2007 Tempranillo 294
07-31 B (3) Arribes Aldeadavila 10/9/2007 Tempranillo 295
a07-31 A (4) Arribes Aldeadavila 10/9/2007 Tempranillo 296
b 07-31 A (4) Arribes Aldeadavila 10/9/2007 Tempranillo 297
07-31 B (4) Arribes Aldeadavila 10/9/2007 Tempranillo 298
a 07-31 A (5) Arribes Aldeadavila 10/9/2007 Tempranillo 299
b 07-31 A (5) Arribes Aldeadavila 10/9/2007 Tempranillo 300
07-31B (5) Arribes Aldeadavila 10/9/2007 Tempranillo 301
a07-32 A (1) Arribes Perefa de la Ribera 10/9/2007 Gajo Arroba 302
b 07-32 A (1) Arribes Perefa de la Ribera 10/9/2007 Gajo Arroba 303
a07-32B (1) Arribes Perefa de la Ribera 10/9/2007 Gajo Arroba 304
b 07-32 B (1) Arribes Perefa de la Ribera 10/9/2007 Gajo Arroba 305
07-32 A (2) Arribes Perefia de la Ribera 10/9/2007 Gajo Arroba 306
07-32B (2) Arribes Perefa de la Ribera 10/9/2007 Gajo Arroba 307
07-33A (1) Arribes Perefa de la Ribera 10/9/2007 Juan Garcia 308
a 07-33B (1) Arribes Perefa de la Ribera 10/9/2007 Juan Garcia 309
b 07-33 B (1) Arribes Perefa de la Ribera 10/9/2007 Juan Garcia 310
07-33 A (2) Arribes Perefia de la Ribera 10/9/2007 Juan Garcia 311
07-33 B (2) Arribes Perefia de la Ribera 10/9/2007 Juan Garcia 312
a 07-33 A (3) Arribes Perefia de la Ribera 10/9/2007 Juan Garcia 313
b 07-33 A (3) Arribes Perefia de la Ribera 10/9/2007 Juan Garcia 314
a 07-33B (3) Arribes Perefa de la Ribera 10/9/2007 Juan Garcia 315
b 07-33 B (3) Arribes Perefa de la Ribera 10/9/2007 Juan Garcia 316
¢ 07-33B (3) Arribes Perefa de la Ribera 10/9/2007 Juan Garcia 317
07-33 A (4) Arribes Perefa de la Ribera 10/9/2007 Juan Garcia 318
07-33B (4) Arribes Perefia de la Ribera 10/9/2007 Juan Garcia 319
07-34 B (1) Arribes Saucelle 10/9/2007 Maldén 320
07-34 A (2) Arribes Saucelle 10/9/2007 Maldén 321
07-34 B (2) Arribes Saucelle 10/9/2007 Maldén 322
07-35A (1) Arribes Saucelle 10/9/2007 Malvasia 323
a07-35B (1) Arribes Saucelle 10/9/2007 Malvasia 324
b 07-35B (1) Arribes Saucelle 10/9/2007 Malvasia 325
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Identificaciéon Lu’gar_de Rec_ogida Fech_a Variedad Cadigo C}ulltivo
Cepas Madre (Término Municipal) recogida Monospérico
07-35 A (2) Arribes Saucelle 10/9/2007 Malvasia 326
a07-36 A Arribes Saucelle 10/9/2007 Tinta Jeromo 327
b 07-36 A Arribes Saucelle 10/9/2007 Tinta Jeromo 328
a 07-36 B Arribes Saucelle 10/9/2007 Tinta Jeromo 329
b 07-36 B Arribes Saucelle 10/9/2007 Tinta Jeromo 330
07-38 A (1) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Merlot 332
a 07-38 B (1) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Merlot 333
b 07-38 B (1) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Merlot 334
07-38 A (2) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Merlot 335
07-38 B (2) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Merlot 336
07-38 A (3) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Merlot 337
07-38 B (3) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Merlot 338
07-39 A (1) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Malbec 339
a07-39B (1) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Malbec 340
b 07-39 B (1) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Malbec 341
¢ 07-39B (1) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Malbec 342
d 07-39B (1) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Malbec 343
07-39 A (2) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Malbec 344
07-39 B (2) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Malbec 345
07-40 A Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Pinot Noir 346
07-41B Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 C. Sauvignon 349
a07-42B (1) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Tempranillo 350
b 07-42 B (1) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Tempranillo 351
c 07-42B (1) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Tempranillo 352
07-42 A (2) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Tempranillo 353
a 07-42 B (2) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Tempranillo 354
b 07-42B (2) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Tempranillo 355
07-42 A (5) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Tempranillo 356
07-42 B (5) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Tempranillo 357
07-42 B (6) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Tempranillo 358
07-42 B (7) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Tempranillo 359
07-42 A (8) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Tempranillo 360
07-42 B (8) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Tempranillo 361
a07-42 A (9) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Tempranillo 362
b 07-42 A (9) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Tempranillo 363
07-42 B (9) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Tempranillo 364
07-42 A (10) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Tempranillo 365
a 07-42 B(10) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Tempranillo 366
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Lugar de Recogida

Resultados

Cadigo Cultivo

Cepas Madre Término Municipal Monospérico
b 07-42 B(10) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Tempranillo 367
a 07-42 A(12) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Tempranillo 368
b07-42 A(12) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Tempranillo 369
07-42 B(12) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Tempranillo 370
a 07-42 A(13) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Tempranillo 371
b07-42 A(13) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Tempranillo 372
07-42 B (13) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Tempranillo 373
07-43 B Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Petit Verdd 374
07-44B (1) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 C. Sauvignon 375
a07-44 A (2) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 C. Sauvignon 376
b 07-44 A (2) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 C. Sauvignon 377
c 07-44 A (2) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 C. Sauvignon 378
07-44 B (2) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 C. Sauvignon 379
a 07-44 B (3) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 C. Sauvignon 380
b 07-44 B (3) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 C. Sauvignon 381
07-44 A (4) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 C. Sauvignon 382
a 07-44 B (4) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 C. Sauvignon 383
b 07-44 B (4) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 C. Sauvignon 384
07-44 A (5) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 C. Sauvignon 385
a 07-44 B (5) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 C. Sauvignon 386
b 07-44 B (5) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 C. Sauvignon 387
07-44 A (7) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 C. Sauvignon 388
07-44 B (7) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 C. Sauvignon 389
07-44 A (8) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 C. Sauvignon 390
07-44 B (8) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 C. Sauvignon 391
a 07-44 B (9) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 C. Sauvignon 392
b 07-44 B (9) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 C. Sauvignon 393
07-45A (1) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Malbec 394
a 07-45B (1) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Malbec 395
b 07-45B (1) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Malbec 396
07-45 A (2) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Malbec 397
07-45B (2) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Malbec 398
a07-45 A (3) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Malbec 399
b 07-45 A (3) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Malbec 400
a 07-45B (3) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Malbec 401
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b 07-45 B (3) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Malbec 402
07-45 A (6) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Malbec 403
a 07-45 B (6) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Malbec 404
b 07-45 B (6) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Malbec 405
07-46 A (1) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Albillo 406
07-46 B (1) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Albillo 407
07-46 A (2) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Albillo 408
07-46 B (2) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Albillo 409
a 07-46 A (3) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Albillo 410
b 07-46 A (3) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Albillo 411
a 07-46 B (3) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Albillo 412
b 07-46 B (3) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Albillo 413
c 07-46 B (3) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Albillo 414
a 07-46 A (4) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Albillo 415
b 07-46 A (4) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Albillo 416
a 07-46 B (4) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Albillo 417
b 07-46 B (4) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Albillo 418
07-46 A (5) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Albillo 419
07-46 B (5) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Albillo 420
07-46 A (6) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Albillo 421
07-46 B (6) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Albillo 422
07-47B (1) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Tempranillo 423
07-47 B (2) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Tempranillo 424
a 07-47 B (3) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Tempranillo 425
b 07-47 B (3) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Tempranillo 426
07-47 B (4) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Tempranillo 427
07-47 A (6) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Tempranillo 428
07-47 B (6) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Tempranillo 429
07-47 A (7) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Tempranillo 430
07-47 B (7) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Tempranillo 431
07-48 A (1) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Viura 432
07-48 A (2) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Viura 433
07-48 B (2) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Viura 434
07-48 A (3) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Viura 435
07-48 B (3) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Viura 436
07-48 A (4) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Viura 437
a 07-48 B (4) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Viura 438
b 07-48 B (4) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Viura 439
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07-48 A (5) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Viura 440
a 07-48 B (5) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Viura 441
b 07-48 B (5) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Viura 442
07-49 A (1) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Garnacha 443
07-49B (1) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Garnacha 444
07-49 A (3) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Garnacha 445
07-49 B (3) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Garnacha 446
07-49 A (5) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Garnacha 447
07-49 B (5) Ribera del Duero Roa 10/8/2007 Garnacha 448
07-51 B (1) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 C. Sauvignon 450
07-51 A (4) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 C. Sauvignon 451
07-51 B (4) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 C. Sauvignon 452
07-52 A (2) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Tempranillo 453
07-52 B (2) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Tempranillo 454
07-52 B (3) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Tempranillo 455
a07-52 A (4) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Tempranillo 456
b 07-52 A (4) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Tempranillo 457
a 07-52 B (4) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Tempranillo 458
b 07-52 B (4) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Tempranillo 459
c 07-52 B (4) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Tempranillo 460
d 07-52 B (4) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Tempranillo 461
07-52 B (5) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Tempranillo 462
07-52 A (6) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Tempranillo 463
a 07-52 B (6) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Tempranillo 464
b 07-52 B (6) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Tempranillo 465
07-52 A (7) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Tempranillo 466
07-52 B (7) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Tempranillo 467
a 07-52 A (8) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Tempranillo 468
b 07-52 A (8) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Tempranillo 469
07-52 B (8) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Tempranillo 470
07-52 A (9) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Tempranillo 471
a 07-52 B (9) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Tempranillo 472
b 07-52 B (9) Ribera del Duero Aranda de Duero 10/8/2007 Tempranillo 473
07-53 A (1) Rueda Rueda 10/9/2007 Viura 474
07-53 B (1) Rueda Rueda 10/9/2007 Viura 475
07-53 A (2) Rueda Rueda 10/9/2007 Viura 476
07-53 B (2) Rueda Rueda 10/9/2007 Viura 477
07-53 A (3) Rueda Rueda 10/9/2007 Viura 478
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07-53 B (3) Rueda Rueda 10/9/2007 Viura 479
07-54 A (1) Rueda Rueda 10/9/2007 Verdejo 480
07-54 B (1) Rueda Rueda 10/9/2007 Verdejo 481
07-54 B (2) Rueda Rueda 10/9/2007 Verdejo 482
07-54 A (3) Rueda Rueda 10/9/2007 Verdejo 483

a07-54 A (4) Rueda Rueda 10/9/2007 Verdejo 484

b 07-54 A (4) Rueda Rueda 10/9/2007 Verdejo 485

a07-54 B (4) Rueda Rueda 10/9/2007 Verdejo 486

b 07-54 B (4) Rueda Rueda 10/9/2007 Verdejo 487
07-54 A (5) Rueda Rueda 10/9/2007 Verdejo 488
07-54 B (5) Rueda Rueda 10/9/2007 Verdejo 489
07-54 A (6) Rueda Rueda 10/9/2007 Verdejo 490
07-54 B (6) Rueda Rueda 10/9/2007 Verdejo 491
07-55 A (1) Rueda Rueda 10/9/2007 Tempranillo 492
07-55B (1) Rueda Rueda 10/9/2007 Tempranillo 493
07-55 A (2) Rueda Rueda 10/9/2007 Tempranillo 494
07-55 B (2) Rueda Rueda 10/9/2007 Tempranillo 495
07-55 A (3) Rueda Rueda 10/9/2007 Tempranillo 496
07-55 B (3) Rueda Rueda 10/9/2007 Tempranillo 497
07-55 A (4) Rueda Rueda 10/9/2007 Tempranillo 498
07-55B (4) Rueda Rueda 10/9/2007 Tempranillo 499
07-55 A (5) Rueda Rueda 10/9/2007 Tempranillo 500
07-55 B (5) Rueda Rueda 10/9/2007 Tempranillo 501
07-56 A (1) Rueda Rueda 10/9/2007 Sauvignon Blanc 502
07-56 B (1) Rueda Rueda 10/9/2007 Sauvignon Blanc 503
07-56 A (2) Rueda Rueda 10/9/2007 Sauvignon Blanc 504
07-56 B (2) Rueda Rueda 10/9/2007 Sauvignon Blanc 505
07-56 A (3) Rueda Rueda 10/9/2007 Sauvignon Blanc 506
07-57 A (1) Toro Morales de Toro 10/9/2007 Tempranillo 507

a 07-57 B (1) Toro Morales de Toro 10/9/2007 Tempranillo 508

b 07-57 B (1) Toro Morales de Toro 10/9/2007 Tempranillo 509
07-57 A (2) Toro Morales de Toro 10/9/2007 Tempranillo 510
07-57 B (2) Toro Morales de Toro 10/9/2007 Tempranillo 511
07-57 A (3) Toro Morales de Toro 10/9/2007 Tempranillo 512
07-57 B (3) Toro Morales de Toro 10/9/2007 Tempranillo 513
07-57 A (4) Toro Morales de Toro 10/9/2007 Tempranillo 514
07-57 B (4) Toro Morales de Toro 10/9/2007 Tempranillo 515
07-57 A (5) Toro Morales de Toro 10/9/2007 Tempranillo 516
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07-57 B (5) Toro Morales de Toro 10/9/2007 Tempranillo 517
07-57 A (6) Toro Morales de Toro 10/9/2007 Tempranillo 518
07-57 B (6) Toro Morales de Toro 10/9/2007 Tempranillo 519
07-58 A (1) Toro Morales de Toro 10/9/2007 Garnacha 520
07-58 B (1) Toro Morales de Toro 10/9/2007 Garnacha 521
07-58 A (2) Toro Morales de Toro 10/9/2007 Garnacha 522
07-58 B (2) Toro Morales de Toro 10/9/2007 Garnacha 523
07-58 A (3) Toro Morales de Toro 10/9/2007 Garnacha 524
07-58 B (3) Toro Morales de Toro 10/9/2007 Garnacha 525
07-59 A (1) Toro Morales de Toro 10/9/2007 Malvasia 526
07-59 B (1) Toro Morales de Toro 10/9/2007 Malvasia 527
07-59 A (2) Toro Morales de Toro 10/9/2007 Malvasia 528
07-59 B (2) Toro Morales de Toro 10/9/2007 Malvasia 529
07-59 A (3) Toro Morales de Toro 10/9/2007 Malvasia 530
07-59 B (3) Toro Morales de Toro 10/9/2007 Malvasia 531
07-59 A (4) Toro Morales de Toro 10/9/2007 Malvasia 532
07-59 B (4) Toro Morales de Toro 10/9/2007 Malvasia 533
07-59 A (5) Toro Morales de Toro 10/9/2007 Malvasia 534
07-59 B (5) Toro Morales de Toro 10/9/2007 Malvasia 535
07-59 A (6) Toro Morales de Toro 10/9/2007 Malvasia 536
07-59 B (7) Toro Morales de Toro 10/9/2007 Malvasia 538
07-60 A SsaliIZ:ngga San Esteban 10/11/2007 Tempranillo 539
07-60 B SsaliIZ:ngga San Esteban 10/11/2007 Tempranillo 540
07-61 A (1) siﬁ:% gf;’a San Esteban 10/11/2007 Rufete 541
07-61B (1) silgr:% gga San Esteban 10/11/2007 Rufete 542
a 07-61 A (2) silgr:% gga San Esteban 10/11/2007 Rufete 543
boT61A@R)  oorade San Esteban 10/11/2007 Rufete 544
2 07-61 B (2) S?EL'% gcea San Esteban 10/11/2007 Rufete 545
b 07-61B (2) S“Z"Iggz gga San Esteban 10/11/2007 Rufete 546
2 07-61 A (3) Si'l‘;m gg‘a San Esteban 10/11/2007 Rufete 547
b 07-61 A (3) siil‘;mgga San Esteban 10/11/2007 Rufete 548
07-61B (3) operade San Esteban 10/11/2007 Rufete 549
07-62 A (1) S?g:]aagcea San Esteban 10/11/2007 Teg‘lg:]irg"o 550
2 07-62 B (1) S?EL'% gcea San Esteban 10/11/2007 Teg‘lg:]irg”o 551
b 07-62 B (1) S“Z"Iggz gga San Esteban 10/11/2007 Teg‘lg;irg”o 552
2 07-62 A (2) Siil‘;mgga San Esteban 10/11/2007 Teg}g;irg”o 553
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Sierra de Tempranillo
b 07-62 A (2) Salamanca San Esteban 10/11/2007 Blanco 554
Sierra de Tempranillo

07-62 B (2) Salamanca San Esteban 10/11/2007 Blanco 555
2 07-63 A (1) si'liﬂiﬂfa San Esteban 10/11/2007 Moscatel 556
b 07-63 A (1) Sierra de San Esteban 10/11/2007 Moscatel 557

Salamanca
07-63 B (1) Sierra de San Esteban 10/11/2007 Moscatel 558
Salamanca
a07-63A(2) Sierra de San Esteban 10/11/2007 Moscatel 559
Salamanca
b 07-63 A (2) Sierra de San Esteban 10/11/2007 Moscatel 560
Salamanca
a07-63B (2) Sierra de San Esteban 10/11/2007 Moscatel 561
Salamanca
b 07-63 B (2) Sierra de San Esteban 10/11/2007 Moscatel 562
Salamanca
c 07-63 B (2) Sierra de San Esteban 10/11/2007 Moscatel 563
Salamanca
2 07-63 A (3) opma ﬂga San Esteban 10/11/2007 Moscatel 564
b 07-63 A (3) oo gsa San Esteban 10/11/2007 Moscatel 565
a07-63 B (3) S‘zlzrr;z ﬁ(e:a San Esteban 10/11/2007 Moscatel 566
b 07-63 B (3) ooma de San Esteban 10/11/2007 Moscatel 567
a 07-64 A Sierra de San Miguel 10/11/2007  Pedro Jiménez 568
Salamanca
Sierra de . -
b 07-64 A Salamanca San Miguel 10/11/2007 Pedro Jiménez 569
Sierra de . L
a07-64B Salamanca San Miguel 10/11/2007 Pedro Jiménez 570
b 07-64 B Sierra de San Miguel 10/11/2007 Pedro Jiménez 571
Salamanca
c 07-64 B SSlerra de San Miguel 10/11/2007 Pedro Jiménez 572
alamanca
Sierra de .
07-65 A (1) Salamanca San Miguel 10/11/2007 Rufete 573
Sierra de .
07-65 A (2) Salamanca San Miguel 10/11/2007 Rufete 574
Sierra de .
07-65 B (2) Salamanca San Miguel 10/11/2007 Rufete 575
Sierra de . .
a 07-66 B Salamanca San Miguel 10/11/2007 Tempranillo 576
Sierra de . .
b 07-66 B Salamanca San Miguel 10/11/2007 Tempranillo 577
Sierra de . .
c 07-66 B Salamanca San Miguel 10/11/2007 Tempranillo 578
Sierra de o .
07-67 A (1) Salamanca Santibafiez 10/12/2007 Tempranillo 579
2 07-67 B (1) opra gga Santibafiez 10/12/2007 Tempranillo 580
b 07-67 B (1) Si'lgm gf:’a Santibafiez 10/12/2007 Tempranillo 581
a07-67B (2) Si'lgm gf:’a Santibafiez 10/12/2007 Tempranillo 582
b 07-67 B (2) oprade Santibafiez 10/12/2007 Tempranillo 583
a 07-67 A (3) Si'l‘:r:]z gga Santibafiez 10/12/2007 Tempranillo 584
b 07-67 A (3) S?I‘;:]Z ﬂga Santibafiez 10/12/2007 Tempranillo 585
Sierra de o .

07-67 B (3) Salamanca Santibafiez 10/12/2007 Tempranillo 586
Sierra de - .

07-67 A (4) Salamanca Santibafiez 10/12/2007 Tempranillo 587
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a 07-67 B (4) Ssailzl;;zgga Santibafiez 10/12/2007 Tempranillo 588
b 07-67 B (4) si'érrﬁi gf:’a Santibafiez 10/12/2007 Tempranillo 589
07-67 A (5) SSaiIZ:;’;\gSa Santibafiez 10/12/2007 Tempranillo 590
07-67 B (5) Ssa'lzrr;z g(‘fa Santibafiez 10/12/2007 Tempranillo 591
a 07-67 A (6) Sierra de Salamanca Santibafiez 10/12/2007 Tempranillo 592
b 07-67 A (6) Sierra de Salamanca Santibafiez 10/12/2007 Tempranillo 593
07-67 B (6) Sierra de Salamanca Santibafiez 10/12/2007 Tempranillo 594
07-68 A (1) Sierra de Salamanca Santibafiez 10/12/2007 Rufete 595
a 07-68 B (1) Sierra de Salamanca Santibafiez 10/12/2007 Rufete 596
b 07-68 B (1) Sierra de Salamanca Santibafiez 10/12/2007 Rufete 597
a07-69 A (1) Sierra de Salamanca Santibafiez 10/12/2007 Pipajo 598
b 07-69 A (1) Sierra de Salamanca Santibafiez 10/12/2007 Pipajo 599
07-69 A (2) Sierra de Salamanca Santibafiez 10/12/2007 Pipajo 600
a 07-69 B (2) Sierra de Salamanca Santibafiez 10/12/2007 Pipajo 601
b 07-69 B (2) Sierra de Salamanca Santibafiez 10/12/2007 Pipajo 602
a07-70 A (1) Sierra de Salamanca Santibafiez 10/12/2007 Garnacha 603
b 07-70 A (1) Sierra de Salamanca Santibafiez 10/12/2007 Garnacha 604
07-70B (1) Sierra de Salamanca Santibafiez 10/12/2007 Garnacha 605
07-70 A (2) Sierra de Salamanca Santibafiez 10/12/2007 Garnacha 606
07-71 A Sierra de Salamanca Santibafiez 10/12/2007 Mazuelo 608
a07-71 B Sierra de Salamanca Santibafiez 10/12/2007 Mazuelo 609
b 07-71B Sierra de Salamanca Santibafiez 10/12/2007 Mazuelo 610
07-72 A Toro Morales de Toro 10/9/2007 Tempranillo 611
a07-72 B Toro Morales de Toro 10/9/2007 Tempranillo 612
b 07-72B Toro Morales de Toro 10/9/2007 Tempranillo 613
07-74 A Ribera del Duero Valgllﬁrr]g de 10/10/2007 Tempranillo 615
07-74 B Ribera del Duero Valgl:gr]g de 10/10/2007 Tempranillo 616
a07-75 A Ribera del Duero Va'g‘fj‘;‘s de 10/10/2007  Tempranillo 617
b 07-75 A Ribera del Duero Va'bD‘lJJ‘er‘g de 10/10/2007  Tempranillo 618
07-758 Ribera del Duero Va'gtferr‘g de 10/10/2007  Tempranillo 619
07-76 A Ribera del Duero Va'gtferr‘g de 10/10/2007  Tempranillo 620
07-76 B Ribera del Duero Valbuena de 10/10/2007  Tempranillo 621
07-78 A Ribera del Duero Va'g‘l’g‘s de 10/10/2007 Tempranillo 623
a07-78B Ribera del Duero Va'g‘fj‘;‘s de 10/10/2007  Tempranillo 624
b 07-78 B Ribera del Duero Va'bD‘lJJ‘er‘g de 10/10/2007  Tempranillo 625
07-79 A Ribera del Duero valpuenade 101012007 Tempranillo 626
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a07-79 B Ribera del Duero Valbuena de 10/10/2007  Tempranillo 627
b 07-79 B Ribera del Duero Valbuena de 10/10/2007  Tempranillo 628

07-80 A Toro Sa”&?ﬁ”i,i” e 10/11/2007  Tinta de Toro 629
07-81B Toro Sa”:foormji” 9 10/11/2007  Tinta de Toro 630
07-82 A Toro Sanlijor’rﬂji” d®  10/11/2007  Tinta de Toro 631
a07-83 A Toro San Roméan de Hornija 10/11/2007 Tinta de Toro 632
b 07-83 A Toro San Roman de Hornija 10/11/2007 Tinta de Toro 633
a 07-83 B Toro San Roman de Hornija 10/11/2007 Tinta de Toro 634
b 07-83 B Toro San Roman de Hornija 10/11/2007 Tinta de Toro 635
c 07-83B Toro San Roman de Hornija 10/11/2007 Tinta de Toro 636
a07-84 A Cigales Cigales 10/10/2007 Tinta de Toro 637
b 07-84 A Cigales Cigales 10/10/2007 Tinta de Toro 638
a07-84B Cigales Cigales 10/10/2007 Tinta de Toro 639
b 07-84 B Cigales Cigales 10/10/2007 Tinta de Toro 640
07-85B Cigales Cigales 10/10/2007 Tinta de Toro 641

a07-86 A (1) Cigales Duefias 10/10/2007 Tinta de Toro 642

a07-86 A (2) Cigales Duefias 10/10/2007 Tinta de Toro 644

b 07-86 A (2) Cigales Duefias 10/10/2007 Tinta de Toro 645

a 07-86 B (2) Cigales Duefias 10/10/2007 Tinta de Toro 646

b 07-86 B (2) Cigales Duefias 10/10/2007 Tinta de Toro 647

Es interesante destacar que en muchos casos fue posible recuperar aislados
fenotipicamente diferentes a partir de la misma o de distintas bayas de un mismo racimo, como
es el caso de los aislados presentados en la imagen de la Figura 12. Una vez determinados los
perfiles de marcadores moleculares AFLP generados en este trabajo, hemos podido comprobar
posteriormente que éstos, ademas, son genéticamente diferentes. Esta situacion se tiene en
cuenta a la hora de presentar los cédigos de las cepas recogidas en la Tabla 5. Asi, las letras
“a”, “b”, “c”... identifican aislados diferentes procedentes de un mismo racimo. La Figura 13
muestra una imagen del aspecto que presentan cuatro aislados monosporicos derivados de
una cepa madre. En este caso se observa diversidad fenotipica entre ellos, lo que puede
interpretarse considerando que la cepa madre era aln una mezcla de dos 0 mas aislados de
campo de B. cinerea diferentes o que el aislado original segrega tipos diferentes en la

descendencia asexual debido probablemente a la naturaleza heterocarionte de aquélla.
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Figura 12. Imagen de una placa de Petri con medio PDA en la que se desarrollan tres cepas de B. cinerea
fenotipicamente diferentes obtenidas a partir de bayas procedentes del mismo racimo.

Figura 13. Aislados de B. cinerea de cultivo monospéricos obtenidos de una misma cepa madre.

En total, durante la campafia de 2007 se recogieron un total de 216 racimos. Fue
posible recuperar al menos un aislado de B. cinerea de 182 de los 216 racimos analizados, lo
gue nos permite estimar que al menos un 84,25% de los racimos analizados portaban
propégulos de B. cinerea, independientemente de que los racimos estuvieran manifestando o
no sintomas de podredumbre gris. La Tabla 6 presenta los datos de la presencia de B. cinerea
en los racimos por zona productora visitada. De los 182 racimos infectados, 151 ya mostraban

sintomas en campo (micelio visible) y 31 fueron racimos asintomaticos.

121



Tabla 6. Racimos analizados y racimos con B. cinerea por zona productora (campafia 2007).

. N° de
N° racimos N° racimos % ingc;tr:ggn;(jczn racimos
recogidos con Botrytis incidencia e infectados
sintomas P
sin sintomas
Arribes 44 40 90,90%
Cigales 8 6 75,00%
Ribera del Duero 94 71 76,00%
Rueda 17 17 100,00%
Sierra de Salamanca 26 25 96,15%
Toro 26 23 88,46%
Total 216 182 84,25% 151 31

En resumen, a partir de los racimos recogidos y analizados en la campafia 2007 se han
purificado un total de 427 cepas de campo de B. cinerea (Tabla 5). La Tabla 7 muestra la

distribucion de aislados por zona productora y por variedad de uva de origen.

Tabla 7. Aislados de B. cinerea (coleccién 2007) divididos por DO y variedad de uva.

Sierra de
Salamanca

Ribera Duero  Toro Cigales Arribes Rueda

73

Tempranillo
Tinta de toro
Juan Garcia
Bruial

Rufete

Gajo Arroba
Viura

Verdejo
Sauvignon Blanc
Garnacha
Malvasia
Tempranillo Blanco
Moscatel

Pedro Jiménez
Merlot

Malbec

Pinot Noir

Cab. Sauvignon
Albillo

Petit Verdo
Syrah

Tinta Jeromo
Bastardillo
Jerez Palomino
Maldon

Pipajo

Mazuelo

Varias

=
o

[EY

©

NI BN =] =] (=1 (=1 2] [=] [=] N =] (=] [=] (=] [=)

N
IS

[EY
~

ooowmpmoooooowooooSoooomhmgog

(V] (o] o] (o] (o] (o] (o] o] (o] (o] (o] (o] o] [o] (o] (o] [o] o] (o] (o] (o] (o] o] (o] [e] (=)

(V] [o] o] o] (o]l (o] (o] [a] § )

N = Rl
N (=l [=] (=] (=] [=] [=][=] =] [=] [o] [=] [o] o] [=] [=] (o] [=] I (o)) [=] [o) (o) (=] [o] o) =) fnd B

Blololo|o|o|o|o|o|o|o|o|c|e|o|o]olo|o|o|u|l|o|o|e|e|e|e|B
~ B = N
Hlo|wlu|olo|o|o|o|o|o|o|e|e|o|ullo|o|r|o|olo|o|hle|e|e|R

TOTAL 162

=
N

103

122



Resultados

1.2 — AISLADOS RECOGIDOS EN CAMPANAS PREVIAS: 1999-2002

Nuestro grupo llevé a cabo un seguimiento parcial de la incidencia de B. cinerea en
nuestros vifiledos en campafias previas, concretamente durante las campafias 1999, 2001 y
2002. Se visitaron entonces diversos vifiedos, en algunos casos exactamente los mismos
vifiedos visitados durante la campafia 2007, de las Denominaciones de Origen Ribera del
Duero, Toro, Rueda, Cigales, Bierzo y Arribes (esta Ultima por aquellas fechas todavia no habia

alcanzado la distincion de Denominacién de Origen).

Siguiendo los métodos descritos en este trabajo se recogieron muestras de material
vegetal sintomético y asintoméatico durante la campafia 2002 y se obtuvieron 199 cultivos de B.
cinerea en forma de cepas madre a partir de los cuales se generaron los correspondientes
derivados monospoéricos. Estos aislados constituyen el germen de nuestra coleccion de cepas
de campo de B. cinerea recogidos sobre vid en Castilla y Ledn y estan conservados en nuestro

laboratorio.

Algunos de estos aislados han sido caracterizados previamente en cuanto a su
capacidad para producir formas activas de oxigeno (Diez, 2004) o en cuanto a su capacidad
para infectar tomate y manzana (Tello, 2006; Tello et al., 2007). Esta caracterizacion fue muy
preliminar y limitada a un nimero reducido de aislados, pero nos permitié6 poner a punto los
métodos y procedimientos utilizados en el trabajo que se presenta en esta memoria de Tesis
Doctoral.

Con el objeto de llevar a cabo un analisis fisioldgico y genético que nos permitiera
considerar el factor temporal en el conjunto de aislados seleccionados decidimos seleccionar
una representacién de los aislados recolectados en la campafia 2002. La Tabla 8 presenta los
aislados seleccionados (44) de la coleccion de aislados de 2002 para su andlisis fisiolégico y

genético en este trabajo junto con los aislados de 2007.
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Tabla 8. Coleccién de cepas de B. cinerea recogidos en la campafia 2002 y utilizados en este trabajo.

g o famielest S vwesssew | G
Monospdérico
VMAS 1 Ribera del Duero Pesquera de Duero 10/18/2002 Tempranillo 1
VMAS 4 Ribera del Duero Pesquera de Duero 10/18/2002 Tempranillo 4
VMAS 7 Ribera del Duero Roa 10/21/2002 Cabernet Sauvignon 7
VMAS 8 Ribera del Duero Roa 10/21/2002 Cabernet Sauvignon 8
VMAS 9 Ribera del Duero Roa 10/21/2002 Albillo 9
VMAS 10 Ribera del Duero Roa 10/21/2002 Merlot 10
VMAS 22 Cigales Cigales 10/24/2002 Garnacha 22
VMAS 25 Toro Toro 10/21/2002 Tempranillo 25
VMAS 26 Toro Toro 10/21/2002 Tempranillo 26
VMAS 27 Toro Toro 10/21/2002 Verdejo 27
VMAS 28 Toro Toro 10/21/2002 Verdejo 28
VMAS 30 Toro Toro 10/21/2002 Malvasia 30
VMAS 33 Toro Toro 10/21/2002 Moscatel 33
VMAS 37 Rueda Rueda 11/02/2002 Viura 37
VMAS 48 Rueda Rueda 11/02/2002 Malbec 48
VMAS 52 Ribera del Duero Roa 11/13/2002 Tempranillo 52
VMAS 59 Ribera del Duero Roa 9/24/2002 Tempranillo 59
VMAS 64 Ribera del Duero Aranda de Duero 9/27/2002 Tempranillo 64
VMAS 65 Ribera del Duero Aranda de Duero 9/27/2002 Tempranillo 65
VMAS 99 Cigales Cigales 10/15/2002 Tempranillo 99
VMAS 103 Toro Morales de Toro 10/16/2002 Tempranillo 103
VMAS 116 Rueda Rueda 10/16/2002 Tempranillo 116
VMAS 126 Rueda Rueda 10/16/2002 Tempranillo 126
VMAS 131 Arribes Saucelle 11/12/2002 Tempranillo 131
VMAS 138 Bierzo Bembibre 11/13/2002 Tempranillo 138
VMAS 148 Rueda Rueda 10/7/2002 Verdejo 148
VMAS 149 Rueda Rueda 10/7/2002 Viura 149
VMAS 151 Ribera del Duero Roa 10/9/2002 Tempranillo 151
VMAS 153 Ribera del Duero Pesquera de Duero 10/9/2002 Cabernet Sauvignon 153
VMAS 154 Ribera del Duero Pesquera de Duero 10/9/2002 Tempranillo 154
VMAS 156 Ribera del Duero Pesquera de Duero 10/9/2002 Merlot 156
VMAS 160 Ribera del Duero Pesquera de Duero 10/9/2002 Albillo 160
VMAS 164 Toro Toro 10/9/2002 Palomino 164
VMAS 165 Toro Toro 10/9/2002 Teta de Cabra 165
VMAS 166 Toro Toro 10/9/2002 Tinta de Toro 166
VMAS 170 Cigales Cigales 10/14/2002 Tempranillo 170
VMAS 175 Arribes Villarino 10/23/2002 Verdejo Godello 175
VMAS 177 Arribes Villarino 10/23/2002 Rufete 177
VMAS 178 Arribes Perefia de la Ribera 10/23/2002 Juan Garcia 178
VMAS 180 Arribes Perefia de la Ribera 10/23/2002 Tinta Jeromo 180
VMAS 182 Arribes Villarino 10/23/2002 Tempranillo 182
VMAS 188 Arribes Villarino 10/23/2002 Brufial 188
VMAS 198 Arribes Fermoselle 10/23/2002 Malvasia 198
VMAS 199 Arribes Fermoselle 10/23/2002 Gajo Arroba 199
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Resultados

Antes de su utilizacion en este trabajo se comprobé que todos los aislados eran
aislados de B. cinerea utilizando el método de diagndstico molecular basado en la amplificacion
del marcador molecular tipo SCAR (Rigotti et al., 2002) utilizado anteriormente. En todos los

casos se amplificé el fragmento de DNA esperado.

1.3 — LA POBLACION DE TRABAJO EN ESTE ESTUDIO

Presentamos a continuacion las caracteristicas de la poblacion seleccionada para
llevar a cabo nuestro trabajo. Como se ha indicado anteriormente, se trabajé con cultivos
monosporicos de los aislados de campo para garantizar la individualidad de cada aislado y, en

la medida de lo posible, su uniformidad genética.

De la coleccién de aislados de campo recogidos en las campafias 2002 y 2007 en los
vifiedos de Castilla y Ledn por nuestro grupo de investigacion y conservadas en la coleccion del
Centro Hispano-Luso de Investigaciones Agrarias de la Universidad de Salamanca se
seleccionaron 310 aislados, 266 de la campafa 2007 (marcadas en amarillo en la Tabla 5) y 44
de la campafia 2002 (Tabla 8). En nuestro analisis se incluyeron, ademas, una serie de cepas
externas. Las cepas B05.10, T4 y Bd90 son tres cepas de referencia de B. cinerea. Las cepas
UCAO001, UCA156 y UCA206 son cepas de campo de B. cinerea cedidas por el Prof. Dr. Jesus
Cantoral, Catedratico de Microbiologia de la Universidad de Cadiz: se trata de aislados de
campo de B. cinerea recogidos en Andalucia a partir de fresa la primera de ellas y de vid las
dos ultimas. Finalmente, como control en algunas de las caracterizaciones llevadas a cabo en
este estudio se ha utilizado un aislado de coleccion (obtenido a partir de la Coleccién Espafiola
de Cultivos Tipo) de la especie B. aclada (el origen de todas estas cepas se describe en
Materiales y Métodos). La Tabla 9 recoge el listado de todas las cepas seleccionadas para
llevar a cabo su caracterizacion fisiolégica y genética, indicando la variedad de uva a partir de
la que se realizé cada aislamiento y la zona productora a la que pertenece en cada caso el

vifiedo correspondiente.

Por diferentes razones, esencialmente de tipo técnico, no todos los aislados fueron
utilizados en todos los andlisis llevados a cabo. Asi, el analisis fisioldégico sobre judia y el
andalisis de crecimiento saprofitico fue realizado con todos los aislados seleccionados, excepto
con el aislado 182a, debido a problemas de crecimiento de este aislado en medio sélido. Para
la caracterizacion fisiol6gica sobre judia se selecciond una subpoblacidn de aislados, integrada
por los aislados que se indican en la seccion 2 del capitulo Resultados. Finalmente para la
caracterizacion genética y el analisis poblacional se trabajo con 285 aislados, aquéllos para los
cuales fue posible obtener ADN de calidad suficiente para el analisis de AFLPs y con los que se
generaron electroferogramas susceptibles de ser analizados con las tres combinaciones de
cebadores utilizados. Con 25 de los aislados, marcados en rojo en la Tabla 9, fallé una u otra

combinacion de cebadores. Estos 25 aislados fueron excluidos del analisis poblacional.
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Tabla 9. Aislados de B. cinerea caracterizados en este estudio.

Ribera del
Cepa D.O. Variedad Tempranillo 412 Duero Albillo
Ribera del .
202 Duero Tempranillo Tempranillo - -
Ribera del .
206 Duero ? Tempranillo - -
RISERCE] Tempranillo
207 Duero ? 417 Albillo
Ribera del ;
Tempranillo
209 Duero Tempranillo prant 418 Albillo
Ribera del ) Tempranillo
211 Duero Tempranillo - __
Ribera del Gajo Arroba Ribera del
212 Duero Tempranillo ] 425 Duero Tempranillo
] Gajo Arroba Ribera del
Tinta de Toro ] 426 Duero Tempranillo
) Gajo Arroba Ribera del
Tinta de Toro ) 428 Duero Tempranillo
Juan Garcia =
Tinta de Toro 429 ngi:eargel Tempranillo
Juan Garcia o p
Tinta de Toro Ribera del )
Juan Garcia 430 _Duero Tempranillo
Cigales ? Ribera del
Juan Garcia 431 Duero Tempranillo
Cigales ? Ribera del
Juan Garcia 432 Duero Viura
Tempranillo Ribera del
] Juan Garcia 434 Duero Viura
Tempranillo Ribera del
. 435 Duero Viura
Tempranillo Ribera del
Malvasia .
Tempranillo 437 _Euer% | Viura
Malvasia RBEE Gl .
Tempranillo 440 _Duero Viura
San Jeromo Ribera del
Malbec 443 Duero Garnacha
San Jeromo Ribera del
Malbec 444 Duero Garnacha
. San Jeromo Ribera del
Juan Garcia 446 Duero Garnacha
San Jeromo Ribera del
Juan Garcia Ribera del 448 Duero Garnacha
. 351 Duero Tempranillo Ribera del
Juan Garcia Ribera del 454 Duero Tempranillo
. 352 Duero Tempranillo Ribera del
Juan Garcia Ribera del . 458 Duero Tempranillo
Juan Garcia 354 'Duero Tempranillo Ribera del
Ribera del _ 459 Duero Tempranillo
Juan Garcia 355 _Duero Tempranillo Ribera del
Jerez Ribera del 460 Duero Tempranillo
Palomino 356 'Duero Tempranillo Ribera del
Jerez Ribera del 461 Duero Tempranillo
Palomino 362 Duero Tempranillo Ribera del
464 Duero Tempranillo
Juan Garcia - i ___ Ribera del
Ribera del 465 Duero Tempranillo
Juan Garcia 366 Duero Tempranillo Ribera del
) Ribera del 469 Duero Tempranillo
Juan Garcia 367 Duero Tempranillo Ribera del
Juan Garcia 471 Duero Tempranillo
| Be8 | | Tempranilld | Ribera del
B Ribera del 472 Duero Tempranillo
Juan Garcia 369 Duero Tempranillo Ribera del
Brufal Ribera del . 473 Duero Tempranillo
371 Duero Tempranillo
Brufial Ribera del ] 474 Rueda Viura
372 Duero Tempranillo
Bruhal __ 475 Rueda Viura
Brufial Ribera del 476 Rueda Viura
i Duer: C. Sauvignon .
Brufal S5 L uvig 477 Rueda Viura
k14 C. Sauvignon | & Ri vi
Rufete Ribera del 8 ueda iura
Rufete 378 Duero C. Sauvignon 479 Rueda Viura
Ribera del
Rufete 380 'Duero C. Sauvignon 480 Rueda Verdejo
Ribera del
Rufete 381 Duero C. Sauvignon 481 Rueda Verdejo
Juan Garcia | BoA | | Malbed | 482 Rueda Verdejo
Ribera del .
Juan Garcia 397 Duero Malbec 483 Rueda Verdejo
Juan Garcia - - 484 Rueda Verdejo
Ribera del ;
i 485 Rueda Verdejo
Juan Garcia 400 Duero Malbec 1
Juan Garcia 486 Rueda Verdejo
Tempranillo Ribera del ] 487 Rueda Verdejo
407 Duero Albillo
Tempranillo 488 Rueda Verdejo
Ribera del )
Tempranillo 409 Duero Albillo 489 Rueda Verdejo
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Tempranillo Ribera del
Duero Tempranillo

Verdejo Blanco
Tempranillo
Blanco
Tempranillo
Blanco
Tempranillo
Blanco
Tempranillo
Blanco
Tempranillo
Blanco

Tempranillo

Tempranillo

Tempranillo

Tempranillo .
p Tinta de Toro

Tempranillo Tinta de Toro

Tempranillo ‘
Moscatel Tinta de Toro

Tempranillo .
: Tinta de Toro
. Moscatel
Tempranillo

Sauvignon
Blanc
Sauvignon
Blanc
Sauvignon
Blanc
Sauvignon
Blanc
Sauvignon
Blanc

Tinta de Toro
Moscatel

Tinta de Toro
Pedro Jiménez
Tinta de Toro

Pedro Jiménez
Tinta de Toro

Pedro Jiménez .
Tinta de Toro

P L ]
edro Jiménez Tinta de Toro

Tempranillo Pedro Jiménez Tinta de Toro

Tempranillo Rufete Tinta de Toro

Tempranillo Rufete Tinta de Toro

Tempranillo Tempranillo Tinta de Toro

Tempranillo Tempranillo Tinta de Toro

Tinta de Toro

Tempranillo Tempranillo
Tempranillo Tempranillo e Tinta de Toro
Tempranillo T . la Duero Tempranillo
empranillo Ribera del
Garnacha Tempranillo 4a Duero Tempranillo
p Ribera del Cabernet
Garnacha Tempranillo 7b Duero Sauvignon
Garnacha Ribera del Cabernet
: 8b Duero Sauvignon
Tempranillo Ribera del
Garnacha oS e )
T ’ 9c Duero Albillo
empranillo =
Garnacha Ribera del
Tempranillo Duero Merlot
Garnacha
; Garnacha
Malvasia Tempranillo
. Tempranillo
Malvasia Tempranillo
Tempranillo
Malvasia Tempranillo
Rufete
Rufete .
Malvasia
Rufete Moscatel
Malvasia Pipaio
Malvasia
Malbec
Malvasia o Ribera del
Pipajo 52a Duero Tempranillo
Malvasia Ribera del
. Garnacha 59¢ Duero Tempranillo
Malvasia Ribera del
. 64a Duero Tempranillo
Malvasia Ribera del

. Duero Tempranillo
Tempranillo

Tempranillo

Tempranillo

Tempranillo

Tempranillo Tempranillo
Rufete
Tempranillo Tempranillo
Rufete Ribera del
615 Duero Tempranillo Tempranillo
Rufete Ribera del
616 Duero Tempranillo Tempranillo
Rufete Ribera del
617 Duero Tempranillo
Ribera del .
Rufete 618 Duero Tempranillo Verdejo
Rufete Ribera del
620 Duero Tempranillo Ribera del
Rufete 151b Duero Tempranillo
—-— —_— Ribera del Cabernet
Rufete 153a Duero Sauvignon
Rufete o= Ribera del —— Ribeialcs) .
624 Duero Tempranillo 154c Duero Tempranillo
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156b |

Ribera del
Duero Merlot

128

Ribera del
Duero Albillo

Palomino
Teta de Cabra

Tinta de Toro

Tempranillo
Verdejo
Godello

Rufete B05.10 Alemania Desconocido
] UCA
Juan Garcia 001 Huelva Fresa
; UCA Jerez de la
Tinta Jeromo 156 Frontera vid
UCA Jerez de la
206 Frontera Vid
Brufial Bd 90 Francia Vid
Malvasia T4 Francia Tomate
. B.
Gajo Arroba aclada CECT




Resultados

2 - CARACTERIZACION FISIOLOGICA

Se inici6 entonces la caracterizacion fisiologica de la coleccion de aislados
seleccionados. En esta caracterizacion se incluyeron en total 316 aislados de campo de B.
cinerea y un aislado de B. aclada y se centrdé en dos aspectos concretos: (1) la capacidad de
crecimiento saprofitico en medios de cultivo sintéticos (MEA) y (2) la capacidad para infectar a
la planta huésped. Esta capacidad para infectar a un huésped fue evaluada en varias especies
de plantas hospedadoras, concretamente en judia, en tomate y en vid. Y en el caso de la vid el
analisis fue llevado a cabo sobre distintas variedades blancas (Verdejo, Albillo Mayor, Albillo
Real) y sobre distintas variedades tintas (Tempranillo, Tinta de Toro, Garhacha y Prieto
Picudo).

2.1 - CRECIMIENTO SAPROFITICO

Para evaluar la capacidad de crecimiento saprofitico de los distintos aislados de campo
de B. cinerea se estimé el crecimiento radial de la colonia del hongo que se desarrolla en un
medio sintético (MEA) a partir de un indculo inicial depositado en el centro de una placa de
cultivo. Este tipo de andlisis se llevo a cabo con todo el conjunto de aislados seleccionados.
Como estimacion del crecimiento radial se determind el didmetro de la colonia transcurridas 72
horas desde que se deposité el inéculo inicial en el centro de la placa (ver Materiales y
Métodos).

La Figura 14 presenta los datos obtenidos para cada cepa analizada como media de
las estimaciones realizadas sobre tres placas de medio sintético y sus respectivos errores
estandar.
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Diametro de la colonia (cm) en MEA
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Figura 14. Crecimiento radial (diametro medio de la colonia en cm a las 72h) en placas de medio MEA de
los aislados de campo analizados. Se indica en cada caso el error estandar.

130



Resultados

El analisis de los datos obtenidos indica que existe un grado de variacién importante en
cuanto a la capacidad de crecimiento saprofitico entre los aislados analizados. El rango de
expresion de este caracter varia entre el desarrollo muy limitado (practicamente nulo. El
diametro de la colonia es el diametro del indculo inicial, un cilindro de agar con micelio de 0,64
cm de diametro) de la cepa 530 (a las 72 horas) y los 7,62 cm de la cepa 561, si bien la mayor

parte de los aislados tienen capacidades de crecimiento elevadas.

Para facilitar la descripcion de la poblacién decidimos establecer “clases” entre el
conjunto de aislados que nos permitieran agrupar los aislados con un grado de expresién del
caracter similar. Asi, y de forma arbitraria, decidimos dividir todo el rango de variacién en
intervalos de 0,5 cm a partir del diametro medio menor determinado (cepa 530 - 0,64 cm),
estableciendo un total de 14 clases. Los aislados entonces fueron clasificados como
pertenecientes a una clase u otra en funcion de su diametro. La Tabla 10 muestra las clases
definidas, el intervalo de variacion de cada una, la media y su respectivo error estandar y el

nimero de aislados incluidos en cada clase.

Tabla 10. Clases fenotipicas definidas en funcion del grado de expresién del caracter "crecimiento
saprofitico en medio MEA", rango de variacion de cada una de ellas, media y error estandar y nimero de
aislados que se incluyen en cada una.

Intervalo de Rango de Numero de Error
Crecimiento Crecimiento Aislados Estandar

I 0,64-1,14 5 0,82 0,07

1] 1,15-1,65 1 1,51 0,10

] 1,66 -2,16 2 2,03 0,11

v 2,17 - 2,67 2 2,40 0,12

\% 2,68 - 3,18 1 2,79 0,71

Vi 3,19 - 3,69 1 3,62 0,24

Vi 3,70-4,20 2 3,99 0,16

VI 4,21 -4,71 3 4,42 0,11

IX 4,72 -5,22 11 5,06 0,16

X 5,23 -5,73 38 5,51 0,16

XI 5,74 -6,24 103 6,03 0,11

Xl 6,25 -6,75 113 6,46 0,10

X 6,76 — 7,26 25 7,02 0,09

XV 7,27 -17,77 9 7,45 0,06

Total 316 6,01 0,11
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Cuando los datos obtenidos en estos recuentos se representan en forma de histograma
de frecuencias se obtiene la Figura 15. El andlisis de la misma indica que, teniendo en cuenta
el rango de variacién global observado, la mayor parte de los aislados se caracterizan por tener
una capacidad de crecimiento moderadamente alto o alto (pertenecientes a las clases IX a XIV)
y que existe un nimero reducido de aislados con una capacidad muy limitada de crecimiento

en medio de cultivo sintético.

N° de casos

Clase| Clasell Clasell ClaselV ClaseV Clase VI Clase VI Clase VIl Clase X Clase X Clase X| Clase Xl Clase Xl Clase XIV

Clase Fenotipica
Figura 15. Clases fenotipicas establecidas en funcién de la capacidad de crecimiento saprofitico y nimero
de individuos pertenecientes a cada clase.

Para facilitar la descripcion de la distribucion de las clases fenotipicas establecidas
para el caracter "capacidad de crecimiento saprofitico en medio MEA" en la poblacion
analizada, se calculé la media de crecimiento saprofitico de todos los individuos incluidos en
cada clase como la media aritmética del diametro de la colonia en placas de medio MEA de
todos los individuos de cada clase y se determiné el correspondiente error estdndar. Los

valores obtenidos se presentan también en la Tabla 10 (la tabla de las clases fenotipicas).

Para determinar si existen diferencias estadisticamente significativas entre las medias
de las distintas clases fenotipicas establecidas en relacién con el caracter "capacidad de
crecimiento saprofitico en MEA" se realizd6 un Andlisis de la Varianza para el factor "clase
fenotipica" en el programa SPSS. Este andlisis demostré que el factor "clase fenotipica" ejerce
un efecto significativo (P<0,001) sobre la variable "diametro medio de la colonia en medio
MEA". Existen, por lo tanto, diferencias significativas entre las medias de las distintas clases

fenotipicas establecidas.

Habiendo determinado que existen diferencias significativas entre las clases
fenotipicas, se aplico el test post-hoc de Tukey para comparar las diferencias significativas

entre medias. La Tabla 11 muestra los datos generados al aplicar esta prueba estadistica al
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conjunto de datos de las clases fenotipicas que manejamos en nuestra descripcién. El andlisis
de la tabla muestra que el andlisis estadistico propone la existencia de nueve subgrupos entre
las 14 clases fenotipicas establecidas de forma arbitraria inicialmente. El subgrupo 1 incluye
Unicamente la clase I. Los demas subgrupos estan integrados, cada uno de ellos, por dos
clases fenotipicas. El subgrupo 1, junto con los subgrupos 2 (clases Il y Ill), 3 (clases IVy V) y
9 (clases Xl y XIV), son subgrupos establecidos sin ambigledades, claramente diferentes
entre si y diferentes a otros subgrupos. Los subgrupos identificados como 4, 5, 6, 7 y 8, si
muestran cierto nivel de ambigliedad, ya que en estos casos una clase dada puede formar
parte de dos subgrupos diferentes. El analisis estadistico propone que la clase VI puede
pertenecer tanto al subgrupo 4 como al subgrupo 5, dos subgrupos que muestran entonces una
cierta homogeneidad. Por su parte, la clase X puede pertenecer tanto al subgrupo 6 como al
subgrupo 7, y la clase XI puede pertenecer tanto al subgrupo 7 como al subgrupo 8. En su
conjunto, estos tres subgrupos incluyen las clases mas numerosas, caracterizadas por estar

integradas por individuos con una capacidad de crecimiento saprofitico moderadamente alta.

Tabla 11. Analisis post-hoc mediante el test de Tukey de las diferencias entre las medias de las distintas
clases fenotipicas establecidas en relacion con el caracter "Crecimiento saprofitico en medio MEA"
(evaluado mediante la estimacién del diametro medio de la colonia en medio MEA —en cm- de los
individuos incluidos en cada clase.

Subset for alpha = 0.05

4| i

Clase | 5 ,8230

Clase Il 1 1,5083

Clase 11l 2 2,0300

Clase IV 2 2,5763

Clase V 1 2,7917

Clase VI 1 3,6150

Clase VI 2 3,9950 | 3,9950

Clase VIII 3 4,4261

Clase IX 11 5,0674

Clase X 38 5,5070| 5,5070

Clase XI 103 6,0344 | 6,0344

Clase Xl 113 6,4589

Clase Xl 25 7,0242
Clase XIV 9 7,4507
Sig. 1,000 ,065 ,987 ,492 277 247 ,059 ,301 ,294

Del andlisis de la tabla se puede concluir que la distribucién en clases fenotipicas
realizada de manera arbitraria en un principio para facilitar la descripcién de la variacién del
caracter estudiado en esta poblacion de individuos encuentra, en buena medida, justificacion

estadistica.
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2.2 - AGRESIVIDAD SOBRE JUDIA

Decidimos llevar a cabo en segundo lugar una evaluacién de la capacidad para infectar
a la planta huésped que muestran todas las cepas seleccionadas y evaluadas previamente en
relacion con su capacidad de crecimiento saprofitico. Aunque nuestro interés se centra en
caracterizar los aislados de B. cinerea recogidos sobre la especie a partir de la cual han sido
recogidos, la vid, y dadas las limitaciones temporales y técnicas que impone su cultivo para
disponer de material adecuado para las inoculaciones a lo largo de todo el afio, decidimos
evaluar la agresividad de los aislados seleccionados sobre un huésped de caracter general que
fuera facilmente manejable en condiciones de invernadero y de laboratorio y del que
pudiéramos disponer a lo largo de todo el afio. Este huésped nos proporcionaria una primera
informacion sobre “la capacidad general de infectar” a un "huésped tipo". Nuestro
planteamiento propone utilizar esta informacion para seleccionar una muestra representativa de
aislados con distintas habilidades de infeccion sobre judia y con la que llevar a cabo un estudio

mas detallado sobre variabilidad fisiolégica (capacidad de infeccidon) sobre otros huéspedes.

Con este objeto se llevaron a cabo inoculaciones controladas sobre judia en
condiciones de laboratorio con los 316 aislados de campo analizados anteriormente en relacién
con su capacidad de crecimiento saprofitico. Siguiendo los procedimientos descritos en la
seccién de Materiales y Métodos se realizaron inoculaciones sobre hojas de judia de plantas de
14 dias de edad y con cada aislado se inocularon dos hojas (las primeras hojas —
cotiledonares). Los inéculos consistieron en cilindros de medio de cultivo tomados de placas de
medio de cultivo (MEA) sobre los que crecia la cepa de interés y en cada hoja se colocaron

cinco cilindros de agar para determinar otras tantas lesiones.

En general estos experimentos se realizaron en paralelo con los experimentos de
evaluacion de la capacidad de crecimiento saprofitico y los cilindros de medio de cultivo con
micelio de cada una de las cepas analizadas utilizadas en un tipo de analisis y otro fueron
obtenidos a partir de la misma placa madre. Dada la imposibilidad de llevar a cabo las
inoculaciones correspondientes con las 316 cepas en un mismo experimento decidimos

trabajar en lotes de 30 aislados.

En todos los experimentos se incluyeron siempre dos aislados de referencia a modo de
control interno: el aislado 230, que se caracteriza por mostrar un diametro medio de lesion en
judia pequefio (Clase Il — 0,76 — 1,00 cm) y el aislado 251 (Clase X), que se caracteriza por
presentar un didmetro medio de lesion grande (2,76 — 3,00 cm) (ver Tabla 12). El
comportamiento de estos dos aislados nos permitiria evaluar la homogeneidad de los diferentes

experimentos realizados.
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Figura 16. Agresividad de los distintos aislados de B.

cinerea sobre judia
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estimada como el didametro
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La Figura 16 muestra los valores medios de diametro de lesién dispersiva, con los

correspondientes errores estandar, obtenidos con todos los aislados analizados.

De la observacion de la Figura 16 se deduce que en la poblacion de aislados analizada
existe un enorme grado de variabilidad fisiologica en relacion con el caracter “agresividad sobre

A"

judia”. El rango de variacion en la expresion del caracter es amplio, desde la incapacidad total
para producir lesién alguna, caracterizada por un diametro medio de lesion = 0 (ej.: aislado 368
0 369), hasta una agresividad muy importante, caracterizada por producir lesiones dispersivas
con un didmetro medio de 4 cm medido a las 63 horas desde la inoculacién (ej.: aislados 304 o

307).

Como en el caso anterior, para facilitar la descripcion de la poblacién y de la variacién
observada en la misma en relacidn con la expresién de este caracter se establecieron clases
fenotipicas discretas, caracterizadas en este caso por un intervalo de variacion de 0,25 cm de
diametro de lesion. La primera clase definida es una clase particular que incluye aislados con
un didametro medio de lesion de 0,00 — 0,50 cm. Las demas clases corresponden al criterio
indicado, y tienen, por lo tanto, un rango de variaciéon 0,25 cm. En total se definieron 15 clases
fenotipicas (Clase 0 a XIV). Posteriormente los individuos fueron agrupados como
pertenecientes a una clase dada en funcion del diametro medio de lesibn que genera y se
determiné el nimero de aislados que integran cada clase. Los resultados de este agrupamiento
se presentan en la Tabla 12 y se representan en forma de histograma de frecuencias en la

Figura 17.

La clase 0 incluye un total de 8 individuos que no producen lesidn necrética 0, mas
propiamente hablando, individuos incapaces de producir necrosis apreciable mas alla del
propio bloque de agar con micelio utilizado como in6culo. Es dificil evaluar la agresividad de
estos individuos y establecer diferencias entre ellos porque al realizar las mediciones no se
retir6 el indculo inicial. No obstante, es posible indicar que entre éstos hay al menos dos tipos
de individuos: aquellos que generan una lesidn necrética justo debajo del inéculo inicial (368,
369, 530, 531, 572, 576 y B. aclada (utilizado como referencia)) y aquellos que aparentemente
no producen necrosis alguna y que generan un micelio aéreo, muy débil y poco denso, que se
desarrolla a partir del bloque de agar del indculo inicial pero que en manera alguna infecta el
tejido vegetal (509). Se trata pues de una clase heterogénea integrada por individuos que
comparten su incapacidad para generar necrosis mas alla del area del in6culo inicial. Podemos
identificar estos individuos como individuos no agresivos con patogenicidad cero. Para facilitar
su descripcion, a todos los individuos de esta clase se le ha asignado un valor de expresién del

caracter agresividad de "0" cm de diametro medio de lesion.

El resto de los individuos pueden infectar a la judia, siendo posible identificar individuos
desde muy poco agresivos hasta individuos muy agresivos en funcién del didmetro medio de
lesibn necrética que cada uno genera. Puede comprobarse que la expresion del caracter
“agresividad sobre judia” sigue una distribucién de tipo normal, distribuciéon caracteristica de
rasgos genéticos complejos que manifiestan una variacién continua. Como es tipico en estos

caracteres, existe un espectro de variacion amplio y continuo, siendo mas frecuentes los
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individuos que manifiestan el fenotipo en un grado medio y menos frecuentes los individuos que

manifiestan el caracter en sus formas extremas.

Tabla 12. Clases fenotipicas establecidas para el caracter "agresividad sobre Judia" estimado en funcion
del diametro medio de lesién dispersiva producido en hojas: Descripcién de los intervalos que caracterizan
cada clase, numero de aislados incluidos en cada una de ellas y valores medios caracteristicos en cada
caso con los correspondientes valores de error estandar.

Clase Rango de N° de Error
fenotipica Variacién Aislados Estandar
0 0,00 - 0,50 8 0,00 0,00

| 0,51-0,75 4 0,72 0,07
1l 0,76 — 1,00 4 0,91 0,12
] 1,01-1,25 6 1,13 0,07
v 1,26 - 1,50 6 1,37 0,08
Y, 1,51-1,75 15 1,66 0,08
\ 1,76 - 2,00 23 1,90 0,09
Vil 2,01-2,25 35 2,14 0,09
VI 2,26 - 2,50 55 2,39 0,09
IX 251-2/75 48 2,62 0,08
X 2,76 — 3,00 51 2,88 0,09
XI 3,01-3,25 37 3,11 0,09
Xl 3,26 - 3,50 13 3,35 0,10
Xl 3,51-3,75 6 3,57 0,12
XV 3,76 — 4,00 5 3,92 0,11
Total 316 2,43 0,08

N° de casos

Clase 0 Clasel Clasell Clasell ClaselV ClaseV Clase VI Clase VIl Clase VIl Cla:
Clase Fenotipica

Figura 17. Distribucion de los individuos en clases fenotipicas del caracter "agresividad sobre judia’
establecidas en funcién del diametro medio de lesidn sobre hojas de judia. El histograma representa los
datos recogidos en la Tabla 12.

X Clase X Clase XI Clase Xll Clase Xll Clase XIV
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Detectamos en nuestro analisis, por lo tanto, aislados que difieren de manera muy
importante en el grado agresividad sobre judia, siendo posible identificar en un extremo del
rango de variacion observado, aislados absolutamente incapaces de generar una lesién
detectable visualmente (Clase 0: 368, 369, 509, 530, 531, 572, 576. La cepa de B. aclada
utilizada como control negativo también se incluiria en esta clase) o con una capacidad de
infeccion muy limitada, que generan lesiones necréticas que apenas se expanden mas alla de
los limites del punto de inoculacién (Clase I: 371, 594, 65a y 230; y Clase Il: 293, 446, 515 y
571), y en el otro extremo aislados con una enorme capacidad para infectar los tejidos
vegetales y para colonizar los tejidos circundantes, expandiéndose rapidamente y causando
una maceracién intensa de los tejidos (aislados de las clases Xlll y XIV — que incluyen los
aislados 206, 231, 328, 563, 623 y 647 la primera de ellas y 304, 305, 307, 444, 545, la

segunda). Entre ambos extremos encontramos una diversidad fisiol6gica muy amplia.

Si bien resultan obvias las diferencias de agresividad observadas, se llevé a cabo un
analisis estadistico para determinar si existian diferencias significativas entre las medias de
agresividad sobre judia de las distintas clases fenotipicas establecidas agrupando los aislados
analizados como hemos indicado anteriormente. Para ello se llevé a cabo un andlisis de la
varianza para un factor (ANOVA). Este andlisis demostro que el factor "clase fenotipica para el
caracter agresividad sobre judia" ejerce un efecto significativo sobre la variable "diametro de la
lesion sobre judia" (P<0,05) y que, por lo tanto, existen diferencias significativas entre las

medias de las distintas clases establecidas.

El andlisis post hoc posterior mediante el test de Tukey permiti6 comparar las
diferencias entre medias y establecer grupos. La Tabla 13 presenta los resultados obtenidos. El
estudio de la tabla indica que el andlisis estadistico establece 15 subgrupos entre las 15 clases
consideradas en este estudio en relacion con el caracter "didmetro de lesién sobre judia",
grupos con niveles de significacién muy altos. Todas las clases son asignadas de manera
exclusiva a un Unico subgrupo. El planteamiento descriptivo de la poblacién resulta, por lo

tanto, consistente.
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Tabla 13. Andlisis post-hoc mediante el test de Tukey de las diferencias entre las medias de las distintas
clases fenaotipicas establecidas en relacién con el caracter "agresividad en judia" (evaluado mediante la
estimacion del diametro medio de lesion -en cm- de los individuos incluidos en cada clase).

Clase
Fenotipica
Infeccion

in Vivo Subset for alpha = .05

Clase 0 8 ,000
Clase | 4 122
Clase Il 4 ,910
Clase Il 6 1,135
Clase IV 6 1,378
Clase V 15 1,658
Clase VI 23 1,905
Clase VII 35 2,138
Clase VIl 55 2,392
Clase IX 48 2,626
Clase X 51 2,882
Clase Xl 37 3,114
Clase XII 13 3,350
Clase Xl 6 3,568
Clase XIV 5 3,924
Sig. 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
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2.3 — CORRELACION ENTRE CRECIMIENTO SAPROFITICO Y AGRESIVIDAD SOBRE
JUDIA

Existiendo variacion en las dos caracteristicas fisiolégicas que estamos analizando, la
capacidad de crecimiento saprofitico y la agresividad sobre judia, decidimos valorar la
existencia de una posible correlacidn entre ambas caracteristicas. Con este objetivo se llevo a
cabo un andlisis de correlacion entre la media de didmetro de la colonia en medio MEA
(crecimiento saprofitico) y la media del diametro de lesion dispersiva generada sobre judia para

toda la coleccion de aislados estudiados.

El analisis llevado a cabo permitié detectar una correlacion positiva moderadamente
alta entre ambas variables (coeficiente de correlacion de Pearson = 0,607) y significativa (al
nivel 0,01).

La Figura 18 muestra el diagrama de dispersion obtenido en el analisis de correlacion
entre las dos variables analizadas. Puede apreciarse la correlacion existente: en general
aquellos aislados que generan lesiones con un didmetro medio mayor son los aislados que
muestran también una capacidad de crecimiento saprofitico mayor. El grado de dispersion
observado es elevado, pudiendo identificar diferencias de agresividad muy importantes entre
cepas que tienen una capacidad de crecimiento saprofitico similar. Por ejemplo, con un
diametro medio de colonia en medio sintético de 6,2 cm encontramos cepas muy diferentes en
cuanto a su agresividad, desde cepas que generan lesiones de 1,0 cm de diametro hasta cepas

gue generan lesiones de 3,8 cm de diametro (cepas unidas por la linea roja).

En resumen, esto supone que una parte importante de la variacién observada en la
capacidad para infectar a los tejidos del huésped en los distintos aislados puede explicarse
como una funcién de la variabilidad observada en la capacidad de crecimiento saprofitico de los
mismos. No obstante, ésta no debe ser la causa Unica a la que pueda atribuirse aquella
variacion. Deben existir otros factores que contribuyan a determinar el caracter “agresividad
sobre judia” que no son exclusivamente factores relacionados con la capacidad de metabolizar
sustratos nutritivos, que es lo que evalla la capacidad de crecimiento en medios artificiales

sintéticos.

140



Resultados

4.00—

3.00

2,00 ®

m) de lesién dispersiva

(c

edio

1.00~

Diametro m
o]

0.00- 00 O O o O O

T T
0.00 200 4.00 6.00 8.00
Diametro medio (cm) de la colonia en MEA

Figura 18. Diagrama de correlacion entre el diametro medio (cm) sobre placas de medio MEA vy el
diametro medio (cm) de lesion dispersiva sobre judia en la poblacion de aislados de campo de B. cinerea
analizados.

Merece la pena también considerar una observacion interesante en relaciéon con la
identificacién de un grupo de aislados que teniendo capacidades de crecimiento en medios
sintéticos muy diferentes (368, 369, 509, 530, 531, 572 y 576) se muestran todos ellos como
incapaces para infectar los tejidos del huésped (son avirulentos) (cepas unidas por una linea
azul) (la cepa de B. aclada, incluida en el analisis fisiologico, también ha sido incluida en este
andlisis de correlacion). Teniendo en cuenta que todos los aislados obtenidos y analizados en
este trabajo han sido recogidos a partir de racimos de vid, sera interesante determinar si estas

cepas son 0 no capaces de infectar, y en qué medida, otros huéspedes.
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2.4 - AGRESIVIDAD SOBRE VARIEDADES DE VID Y SOBRE TOMATE

Dada la existencia de diferencias de agresividad sobre judia se seleccionaran aislados
representativos de cada clase con el objeto de profundizar en la caracterizacion fisioldgica de
un grupo reducido de los mismos llevando a cabo un estudio de agresividad méas detallado
sobre otras especies de plantas huésped, concretamente sobre distintas variedades de vid y

sobre tomate.

Las cepas de B. cinerea seleccionadas fueron: 206 (Clase Xlll), 207 (Clase 1V), 230
(control negativo) (Clase 1), 251 (control positivo) (Clase X), 276 (Clase V), 285 (Clase V), 293
(Clase 1), 305 (Clase XIV), 371 (Clase 1), 372 (Clase 1X), 375 (Clase lll), 378 (Clase VI), 429
(Clase Xl), 431 (Clase 1X), 432 (Clase IX), 435 (Clase IX), 443 (Clase X), 444 (Clase XIV), 446
(Clase 1), 448 (Clase VIII), 458 (Clase IX), 459 (Clase lll), 460 (Clase 1X), 469 (Clase VIIl), 474
(Clase VIII), 509 (Clase 0), 515 (Clase 1), 544 (Clase IIl), 545 (Clase XIV), 568 (Clase IIl), 573
(Clase V), 592 (Clase V), 594 (Clase 1), BO510 (Clase VII), 1a (Clase VIII), 65a (Clase I) y 149b
(Clase IlI).

En un principio las inoculaciones fueron realizadas sobre las variedades Tintas de vid
Tempranillo, Garnacha, Prieto Picudo y Tinta de Toro y sobre las variedades Blancas Verdejo,
Albillo Real y Albillo Mayor. Las variedades Tempranillo y Verdejo tienen una importancia
diferenciada en comparacion con las otras variedades, ya que son las variedades mas
importantes en la produccién de vino tinto y en la produccién de vino blanco, respectivamente,
en la Comunidad Auténoma de Castilla y Ledn. Ambas variedades, por esta razén, presentan
un particular interés en nuestro estudio. Posteriormente se llevaron a cabo inoculaciones sobre

la variedad de tomate Roma.

Los ensayos de infeccion en las distintas variedades de vid y en tomate fueron
realizados siguiendo esencialmente el mismo planteamiento y los mismos procedimientos
basicos utilizados en judia. En todos los casos la infeccién fue provocada en hojas cortadas de
las distintas variedades de vid y tomate utilizando cilindros de agar tomados del borde de
crecimiento de placas de cultivo MEA sobre las que se estaba desarrollando el micelio de la
cepa correspondiente del patégeno. El diametro de las lesiones fue medido a las 93 horas
después de la inoculacion en el caso de las inoculaciones sobre hojas de vid y 63 horas

después de la inoculacion en el caso de las inoculaciones sobre hojas de tomate.

En todos los experimentos se incluyeron siempre dos cepas de referencia a modo de
control interno: la cepa 230, que se caracteriza por mostrar un diametro medio de lesién en
judia pequefio (Clase I: 0,51 cm — 0,75 cm) y la cepa 251 (Clase X), que se caracteriza por
presentar un diametro medio de lesion en judia grande (2,76 cm — 3,00 cm). EI comportamiento
de estas dos cepas nos permitiria evaluar la homogeneidad de los diferentes experimentos

realizados.
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230

251 ’
I' 207 1 i 276

Figura 19. Imagen que muestra ejemplos de las lesiones producidas por cuatro cepas diferentes de B.
cinerea (de arriba y de izquierda a la derecha: 251, 230, 207 y 276) inoculadas sobre hojas de la variedad
de vid Tempranillo en el momento de tomar las mediciones.

En la Figura 19 se muestra una imagen con un ejemplo de la infeccién de B. cinerea
llevada a cabo en hojas de vid. Las Figuras 20 y 21 muestran los resultados obtenidos en estos
experimentos sobre cuatro variedades tintas y sobre tres variedades blancas, respectivamente.
En cada histograma se presentan los valores medios de didmetro de lesion dispersiva
generada por cada aislado, junto con los correspondientes valores de error estandar,
determinados sobre cada una de las siete variedades de vid. En cada histograma se presentan,
ademas, el valor medio del didmetro de lesién generada por el conjunto de aislados
seleccionados sobre la variedad de vid correspondiente (ML) y el valor medio del didametro de
lesion producido por los aislados que generan lesiones dispersivas en cada variedad (Mi). La
Figura 22 presenta los resultados obtenidos en las inoculaciones llevadas a cabo sobre hojas
de tomate. En esta ultima figura se incluye el histograma que muestra el comportamiento del
conjunto de aislados seleccionados en las inoculaciones llevadas a cabo previamente sobre
hojas de judia y el comportamiento de los mismos en relacion a su capacidad de crecimiento

saprofitico en placa de medio MEA para facilitar el andlisis conjunto de los datos obtenidos.
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Figura 20. Agresividad sobre las variedades tintas de vid Tempranillo, Garnacha, Prieto Picudo y Tinta de
Toro, estimada como el diametro medio (cm) de lesion dispersiva sobre hoja 93 horas después de la
inoculacion, de la subpoblacion seleccionada de aislados de campo de B. cinerea.
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Figura 21. Agresividad sobre variedades blancas de vid Verdejo, Albillo Real y Albillo Mayor, estimada
como el diametro medio (cm) de lesion dispersiva sobre hoja 93 horas después de la inoculacion, de la

subpoblacion seleccionada de aislados de campo de B. cinerea.
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@ medio lesién sobre Tomate ML =1,76
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Figura 22. Agresividad sobre tomate y sobre judia, estimada como el diametro medio (cm) de lesién
dispersiva sobre hoja 63 horas después de la inoculacién, de la subpoblacién seleccionada de aislados de
campo de B. cinerea. En la parte inferior de la figura se presenta el histograma correspondiente que
muestra la capacidad de crecimiento saprofitico de los aislados analizados (el segundo y tercer
histogramas se han preparado con los datos extraidos de los histogramas que se presentan en las figuras
15y 13, respectivamente).
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El andlisis de los datos generados ofrece elementos de informacion interesantes, tanto
en relacion con el comportamiento de los distintos huéspedes evaluados frente al conjunto de
aislados analizados como en relaciéon con el comportamiento particular de cada aislado sobre
todos los huéspedes en conjunto.

Una primera observacion de las Figuras 20, 21 y 22, muestra que, al igual que existe
diversidad fisiologica en cuanto a su agresividad sobre judia entre los aislados seleccionados,
también se detecta diversidad fisiol6gica en cuanto a su agresividad sobre las distintas
variedades de vid y sobre tomate. Es decir, sobre cada huésped en particular (variedades de
vid y tomate -y judia-) el comportamiento del conjunto de aislados es diferente, si bien cabe
destacar que este comportamiento, como veremos mas adelante, es bastante uniforme sobre
todas las variedades de vid consideradas y mas evidente si se analizan en particular por una
parte las cuatro variedades Tintas de vid y por otra las tres variedades Blancas de vid. En otras
palabras, es posible decir que el perfil de patogenicidad que dibuja el conjunto de aislados
seleccionados sobre cada huésped es diferente (hecha la salvedad del comportamiento
uniforme observado sobre las variedades tintas y sobre las variedades blancas), lo que
sugiere que cada huésped presenta una configuracion particular de factores que median

en la susceptibilidad/resistencia del huésped al patdégeno.

Sobre judia, de los 37 aislados analizados sélo 1 aislado, el nimero 509, es incapaz de
causar infeccién. Los 36 restantes lo hacen y muestran un rango de variacion amplio en el
diametro medio de lesiébn que producen (de 0,69 a 3,93 cm). En tomate, de los 37 aislados
estudiados, 2 son incapaces de infectar, los aislados 371 y 509. Las demés (35) si infectan
tomate y muestran en conjunto un rango de variacion en el diametro medio de lesion dispersiva
importante (de 0,84 a 2,66 cm), aunque menor que el que muestran sobre judia. El diametro
medio de lesién producido por el conjunto de aislados en tomate es igual a 1,76 cm y en judia
es igual a 1,95 cm, y el diametro medio de lesion producida por los aislados que son capaces
de producir una lesién dispersiva (presentado en cada figura como Mi), y que constituye un
estimador mas apropiado de la capacidad de colonizaciéon, marca esta diferencia entre ambos
huéspedes de manera mas acentuada (2,00 cm sobre judia y 1,86 cm sobre tomate). Todo ello
sugiere que ambos huéspedes, la variedad de judia "Rifién" y la variedad de tomate "Roma",
muestran un comportamiento similar frente a la coleccién de aislados seleccionada en cuanto a
su capacidad (o no) de impedir el ingreso del patégeno. Una vez iniciada la infeccion parece
gue las diferencias entre los distintos aislados en cuanto a su capacidad para hacer uso
de los sustratos nutritivos que obtienen a partir del huésped y para colonizar los tejidos
circundantes se acenttan en judia (rango de variacién entre los aislados mayor) y que el
comportamiento del conjunto de aislados sobre tomate es mas uniforme (rango de
variaciéon menor). (Es posible argumentar que el tomate es un huésped mas pasivo frente a
Botrytis y que el patégeno dispone de una dotacion enzimatica basica que proporciona a todos
los aislados una capacidad mas similar y uniforme para colonizar los tejidos de tomate. A la

hora de colonizar los tejidos foliares de judia, unos y otros aislados probablemente utilicen
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combinaciones particulares de factores mas especificos de cada aislado que pueden resultar

mas o menos eficientes).

En esta misma linea de analisis cabe destacar el comportamiento de la vid. En este
caso 9-10 de los 37 aislados en el caso del andlisis llevado a cabo sobre las variedades tintas y
09-12 de los 37 aislados en el caso de los andlisis llevados a cabo sobre las variedades
blancas, son incapaces de infectar al huésped. De ellos, 8 son comunes en ambos casos e
incapaces absolutamente de infectar variedad alguna de vid. Por lo tanto, es posible deducir
gue el patégeno tiene mas dificultad para penetrar en los tejidos de este huésped y para iniciar
la infeccién que en el caso de la judia y del tomate. Puesto que la serie de aislados es siempre
la misma, quizas resulte mas apropiado decir que la vid es mas resistente al ingreso

patégeno que la judiay el tomate.

Una vez que consiguen penetrar, los aislados "agresivos" colonizan los tejidos
circundantes: unos con mayor eficiencia y otros con menor eficiencia, pero todos generan
lesién. El didmetro medio de lesién producido sobre vid no se puede comparar directamente
con el diametro medio de lesién producido sobre judia o sobre tomate porque en aquel caso el
momento en el que se realizan las mediciones es mas tardio (93 horas frente a 63 horas). No
obstante, si es posible hacer algunas consideraciones analizando el valor de este indice, que
nos proporciona informacion sobre el tipo de tejido foliar, de vid, de judia o de tomate, que mas
eficientemente utiliza el patégeno para nutrirse y desarrollarse. Si asumimos las
consideraciones realizadas anteriormente, de los datos obtenidos es posible deducir que en
todas las variedades de vid en general, y en particular en las variedades blancas, el

progreso de lainfeccion es més lento que en los otros dos huéspedes.

Si es posible comparar de forma directa en este contexto el comportamiento de las
variedades blancas frente a las variedades tintas de vid. Las variedades blancas muestran
consistentemente un menor didmetro (de 1.96 cm en la variedad Verdejo a 2,02 en la variedad
Albillo Mayor) de lesién dispersiva (Mi) que las variedades tintas (de 2,17 cm en la variedad
Tinta de Toro a 2,42 cm en la variedad Tempranillo). Esto supone que las variedades blancas
son mas resistentes a B. cinerea que las variedades tintas, con todo lo que estas
observaciones implican en cuanto a la busqueda y utilizacién de factores implicados en la
determinacion de la resistencia a este patdgeno en las distintas variedades de vid cultivadas en

nuestra Comunidad Auténoma.

El analisis del comportamiento de cada aislado de forma individualizada sobre los
distintos huéspedes también ofrece informacion interesante, en este caso en relacion con la
caracterizacion de las habilidades de infeccion particulares de cada aislado. Para llevar a cabo
la comparacién del comportamiento de unos aislados con otros resulta muy Gtil tener en cuenta
el criterio de clasificacion utilizado inicialmente para establecer clases fisiolégicas en la
coleccién de aislados y para seleccionar algunos de ellos para un analisis fisiol6gico mas

amplio: su agresividad sobre judia. Para facilitar la descripcion de los resultados obtenidos vy el
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estudio comparativo de los aislados analizados se han agrupado las 15 clases fenotipicas

establecidas en funcién de su agresividad sobre judia en tres grandes categorias o grupos:

e Grupo A:  Agresividad sobre judia baja. Incluye las clases 0, I, Il, lll y IV.
(diametro medio de lesion sobre judia de 0 a 1,5 cm);

e Grupo B: Agresividad sobre judia moderada. Incluye las clases V, VI, VII, VIII y IX
(diametro medio de lesién sobre judia de 1,51 a 2,75 cm);

e Grupo C: Agresividad sobre judia alta. Incluye las clases X, XlI, Xll, Xl y XIV

(diametro medio de lesion dispersiva sobre judia de 2,76 a 4,00 cm).

Las Figuras 23, 24 y 25 muestran los histogramas correspondientes de los 37 aislados
analizados, presentando en cada caso informacion sobre su capacidad para infectar a los
distintos huéspedes considerados y sobre su capacidad de crecimiento saprofitico. Se
comprueba que todos los aislados incluidos en las clases de la categoria C, altamente
agresivas sobre judia, tienen un comportamiento similar y conforman un grupo ciertamente
uniforme. Se trata de cepas con una capacidad de crecimiento saprofitico muy buena, con una
agresividad sobre judia muy notable y que también muestran una agresividad notable sobre
tomate. Todos estos aislados infectan también a todas las variedades de vid analizadas,
observandose en general la tendencia descrita anteriormente: las variedades blancas son un
poquito mas resistentes y las variedades tintas son un poquito mas sensibles a cada aislado
considerado. Es posible, entonces, considerar a estos aislados como buenos saprofitos con
una muy buena capacidad para infectar de forma eficiente a un amplio rango de
huéspedes (patbgenos generalistas).
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Maximo valor de expresion de cada Valor medio de expresion de
carécter en el conjunto de aislados cada caracter de todos los
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Figura 23. Caracterizacion fisiologica de los aislados de las clases XIV, Xlll, Xl y X. Para cada aislado se
representa el valor medio de didmetro de la colonia en medio MEA (crecimiento saprofitico) y el diametro
medio de lesion dispersiva sobre los huéspedes indicados segun el cédigo de color presentado en los dos
primeros histogramas (que muestran los valores maximo y medio para cada caracteristica en el conjunto
de aislados analizados.
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Figura 24A. Caracterizacion fisioloégica de los aislados de las clases IX, VIII y VII. Para cada aislado se
representa el valor medio de diametro de la colonia en medio MEA (crecimiento saprofitico) y el diametro
medio de lesion dispersiva sobre los huéspedes indicados segun el codigo de color presentado en los dos
primeros histogramas de la Figura 22 (que muestran los valores maximo y medio para cada caracteristica
en el conjunto de aislados analizados).
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Figura 24B. Caracterizacion fisiolégica de los aislados de las clases VI y V. Para cada aislado se
representa el valor medio de didmetro de la colonia en medio MEA (crecimiento saprofitico) y el diametro
medio de lesion dispersiva sobre los huéspedes indicados segun el cédigo de color presentado en los dos
primeros histogramas de la Figura 22 (que muestran los valores maximo y medio para cada caracteristica

en el conjunto de aislados analizados).
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A. Clase IV
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Figura 25A. Caracterizacion fisiolégica de los aislados de las clases V, IV, lll y Il. Para cada aislado se
representa el valor medio de didmetro de la colonia en medio MEA (crecimiento saprofitico) y el diametro
medio de lesion dispersiva sobre los huéspedes indicados segun el cddigo de color presentado en los dos
primeros histogramas de la Figura 22 (que muestran los valores maximo y medio para cada caracteristica
en el conjunto de aislados analizados).
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Figura 25B. Caracterizacion fisiolégica de los aislados de las clases | y 0. Para cada aislado se representa
el valor medio de diametro de la colonia en medio MEA (crecimiento saprofitico) y el diametro medio de
lesién dispersiva sobre los huéspedes indicados segun el cédigo de color presentado en los dos primeros
histogramas de la Figura 22 (que muestran los valores maximo y medio para cada caracteristica en el
conjunto de aislados analizados).

Es interesante observar que el comportamiento de los aislados incluidos en la
categoria B es muy similar al comportamiento de los aislados del grupo C. Obviamente la
agresividad sobre judia es ahora menor, pero todos ellos tienen también una buena capacidad
de crecimiento saprofitico, infectan también tomate aunque, también como en los aislados del
grupo C, lo hacen un poquito mas pobremente que a la judia. Ademas, estos aislados infectan
a todas las variedades de vid y lo hacen en un grado muy similar a como lo hacen los aislados

del grupo C. Y finalmente, con las excepciones que indicaremos a continuacion, estos aislados
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son también mas agresivos sobre las variedades tintas que sobre las variedades blancas. Es

decir, los aislados del grupo C y del grupo B muestran unas caracteristicas muy similares.

Las dos excepciones sobre las que debemos llamar la atencién son, en primer lugar, el
aislado 460 y, en segundo lugar, el aislado 1a. Ambos aislados responden a las caracteristicas
generales de las categorias C y B, pero con peculiaridades en relacién con su comportamiento
sobre vid, ya que ambos aislados parecen ser mas agresivos sobre las tres variedades blancas
gue sobre las cuatro variedades tintas, un comportamiento contrario al observado en los

aislados estudiados hasta el momento.

La cepa 448 se comporta como todas las demas pero aparentemente no puede infectar
a la variedad Albillo Mayor. Dado que en general el comportamiento de la mayor parte de los
aislados resulta ser muy uniforme sobre las tres variedades blancas, por una parte, y sobre las
cuatro variedades tintas, por otra, es posible pensar que en nuestros experimentos de
inoculacion se haya producido un escape al trabajar con este aislado y sobre esta variedad y
gue, en realidad, el aislado 448 también pueda infectar a la variedad Albillo Mayor. De no ser
asi, cabria considerar la existencia de factores implicados en la determinacion de especificidad

a nivel de variedad blanca de vid para el estudio de los cuales este aislado seria interesante.

Finalmente, cabe destacar que en el grupo B se incluye la cepa de referencia B05.10,
con un comportamiento en cuanto a agresividad sobre distintos huéspedes similar al de los
aislados aqui incluidos, aunque su capacidad de crecimiento saprofitico es menor que el de

éstos.

Los aislados incluidos en la categoria A conforman el grupo de aislados mas
interesante en tanto en cuanto resulta ser mas diverso y heterogéneo. Teniendo en cuenta
sus capacidades de crecimiento saprofitico y de infeccién de unos y otros huéspedes es

posible establecer el siguiente agrupamiento dentro de esta categoria de aislados:

¢ Identificamos dentro de este grupo, en primer lugar, dos aislados, los identificados con
los cédigos 573 y 515, cuyo comportamiento recuerda al de los grupos C y B, ya que
son buenos saprofitos e infectan a todos los huéspedes, aunque de forma més limitada
gue aquéllos.

e |dentificamos en segundo lugar un conjunto numeroso de aislados (207, 375, 459,
568,149b y 446) caracterizados por tener también una buena capacidad de crecimiento
saprofitico (s6lo el aislado 149b tiene un crecimiento saprofitico medio) pero una
agresividad sobre judia y tomate muy reducida. Ademas, estos aislados no infectan en
absoluto a ninguna de las variedades de vid consideradas (es interesante destacar en
este momento que todos los aislados con los que estamos trabajando han sido
obtenidos a partir de racimos de vid sintomaticos o asintomaticos). Dado que estos
aislados tienen un buen comportamiento sobre medios de cultivo sintéticos pero no
infectan a la vid y muy pobremente a la judia y al tomate es posible considerar a estos

aislados como "patégenos muy débiles” o como "no patégenos”.
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Encontramos dos aislados, numerados como 230 y como 65a, que tienen una
capacidad de crecimiento saprofitico baja y que apenas son capaces de generar lesién
necrética en judia y en tomate. Sin embargo, estos dos aislados pueden infectar a
todas las variedades de vid y de manera eficiente, mostrando el aislado 65a en
particular un comportamiento muy homogéneo sobre todas ellas. Puesto que se
muestran como no agresivos sobre judia y tomate pero agresivos sobre todas las
variedades de vid, consideramos que estas cepas presentan un perfil de patogenicidad
muy interesante indicativo de una posible especificidad sobre vid.

El aislado 371 es otro aislado particularmente interesante. Es un buen saprofito incapaz
de infectar judia y tomate. Y si infecta la vid, pero sélo las variedades tintas: las
variedades blancas parecen ser resistentes al ataque de este aislado. Es posible
asumir, entonces, que este aislado muestra especificidad por las variedades de vid
tintas.

Los aislados 293 y 594 son dos aislados que muestran una capacidad de crecimiento
saprofitico muy pobre y con una capacidad para infectar a sus posibles huéspedes muy
limitada (sélo infecta alguno de los huéspedes o variedades consideradas y en una
medida muy pequefia).

Finalmente, los aislados 509 y 544 son dos aislados con una capacidad de crecimiento
saprofitico moderado. El primero de ellos es incapaz, practicamente de manera
absoluta, de infectar cualquier huésped. En nuestros experimentos so6lo mostré
reaccion sobre la variedad Verdejo. Por su parte, el aislado 544 mostré en general una
capacidad de infectar muy limitada y un comportamiento irregular sobre las distintas

variedades de vid.



Resultados

2.5 - ANALISIS ESTADISTICO: CORRELACIONES

Existiendo variacion en las caracteristicas fisiolégicas que estamos analizando, la
agresividad sobre las distintas variedades de uva, judia y tomate, decidimos valorar la
existencia o no de una posible correlacién entre estas caracteristicas. Con este objetivo se llevd
a cabo un analisis de correlacion entre las medias del diametro de lesién dispersiva generada
sobre los distintos huéspedes para la seleccion de aislados estudiada. En la Tabla 25 se
presentan los valores de correlacion obtenidos para las combinaciones de variables indicadas.
La capacidad de crecimiento saprofitico, estimada como la media del diametro de la colonia en

medio sintético MEA, también ha sido incluida en este andlisis.

El indice de correlacién de Pearson tiene un intervalo de variacién entre [-1, +1]. Un
valor de r = 1, significa que la correlacion entre las variables analizadas es positiva y perfecta; o
sea, si una variable aumenta, la otra lo hace proporcionalmente. Un valor de r = -1 supone una
correlacion perfecta pero negativa. Es decir, al aumentar una variable, la otra disminuye
proporcionalmente. Un coeficiente de correlacion igual a cero indica que no existe relacion
lineal entre las dos variables. En nuestro andlisis se puede observar que siempre que
analizamos dos variables dadas se obtiene un valor del coeficiente de correlacion "r" igual a 0 <
r <1, lo que significa que la correlacion es positiva. Eso significa, de forma general, que cuando
aumenta el valor de una variable, aumenta también el valor de la otra. En el caso que a
nosotros mas nos interesa, si la agresividad del conjunto de aislados aumenta sobre un
huésped, también lo hace sobre otro. No obstante, los valores de correlacién detectados varian

mucho dependiendo de las variables consideradas.

En primer lugar, la correlacién entre crecimiento saprofitico y agresividad sobre los
huéspedes analizados es siempre baja (< 0,4). Sélo muestra valores de correlacion moderados
(0,4 <r < 0,6) en el caso de la judia, huésped sobre el que ahora alcanza un valor de 0,541.
Este valor es ligeramente inferior al obtenido en nuestro andlisis previo cuando se han
considerado todos los aislados que han sido probados sobre judia (ver seccion 2.2) y es
consecuencia de la seleccién particular de aislados considerados en esta ocasion.

Comparando la agresividad sobre huéspedes distintos es posible comprobar que existe
una correlacion alta (0,699) entre judia y tomate. El comportamiento (es decir, la respuesta ante
el conjunto de aislados analizados) de estos dos huéspedes parece ser mas uniforme que
cuando se analiza cada uno de ellos en relacién con cualquiera de las variedades de vid

(siempre se detectan coeficientes de correlacion inferiores).

El coeficiente de correlacion que se detecta entre las variedades de vid, ya sean
blancas o tintas, es siempre alto, y siempre mayor que el observado cuando se analiza cada
variedad de vid tanto con judia como con tomate. Por lo tanto, las variedades de vid muestran
un comportamiento mas uniforme y ciertamente constituyen un grupo de "huéspedes" diferente
del que integran la judia y el tomate. No obstante, entre las variedades de vid es posible

establecer dos grupos. Es interesante destacar que el coeficiente de correlacion observado
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cuando se comparan entre si variedades tintas es siempre muy alto (> 0,8). Esto es
particularmente evidente entre las variedades Tempranillo y Tinta de Toro (r = 0,931), lo cual no
es de extrafiar teniendo en cuenta que ambas variedades, aunque con distinto nombre,
representan a la misma variedad. Lo mismo sucede cuando consideramos el comportamiento
de las variedades blancas. El coeficiente de correlaciéon en todas las combinaciones entre
variedades blancas es muy alto o alto. La correlacion entre una variedad tinta y una variedad
blanca, aunque alto, es generalmente menor que cuando se consideran dos variedades tintas o

dos variedades blancas.

Finalmente, la correlacién observada entre la agresividad sobre cualquier variedad de
vid, tinta o blanca, con la agresividad sobre judia o sobre con tomate, es moderada o alta, pero
siempre es mas alta sobre judia que sobre tomate. Podemos deducir, por lo tanto, que a la hora
de utilizar un huésped alternativo a la vid que nos permita valorar y predecir el comportamiento

gue tendra un aislado o un grupo de aislados sobre la propia vid, la judia es un mejor predictor.
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Tabla 14. Valores del coeficiente de correlacién de Pearson ("r") obtenidos cuando se analizan por parejas
las agresividades sobre cada uno de los huéspedes analizados (estimada en cada caso como el diametro
medio de lesion dispersiva generada). Se incluye también como variable la capacidad de crecimiento
saprofitico, estimada como la media del diametro de la colonia en medio sintético MEA.

Media Media  Media Media  Media Media

Media Lesion  Lesion Lesion  Media Lesion  Lesioén Media Lesion  Medio

Lesion Prieto Tempra Tinta  Lesion  Albillo  Albillo Crecimiento Judia Lesién

Garnacha Picudo nillo de Toro Verdejo Real Mayor Saprofitico 2009 Tomate
Media Lesién

Garnacha

Media Lesién

Prieto Picudo

Media Lesién

Tempranillo

Media Lesion

Tinta de Toro

Media Lesién

Verdejo

Media Lesion

Albillo Real

Media Lesion

Albillo Mayor

Media
Crecimiento

Saprofitico

Media Lesion

Judia 2009

Medio Lesién

Tomate
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3 - GENETICA DE POBLACIONES Y DIVERSIDAD GENETICA
3.1-AFLP

Para evaluar la diversidad genética existente en las poblaciones de B. cinerea de
nuestros vifiedos y para tratar de determinar el modo en el que esta variabilidad se estructura
en las mismas decidimos utilizar procedimientos que permiten detectar polimorfismos
nucleotidicos basados en la generacion de perfiles de marcadores moleculares de tipo AFLP
(Vos et al.,, 1995). Elegimos esta metodologia porque permite detectar gran cantidad de
variacién ya que es posible obtener perfiles complejos de marcadores moleculares lo que
permite, a su vez, evaluar simultaneamente numerosos marcadores moleculares en cada

individuo analizado.

Los procedimientos experimentales mediante los cuales se generan perfiles de
marcadores moleculares de tipo AFLP son procedimientos complejos basados en la utilizacion
de enzimas de restriccion y de ligacion y en reacciones de PCR que hacen uso de
combinaciones especificas de oligonucleétidos que requieren una inversion importante de
recursos (econémicos y de ejecucién) y una experiencia técnica considerable. No obstante, son
procedimientos que pueden estandarizarse y, al menos en parte, automatizarse, facilitando el
analisis de poblaciones numerosas de individuos. De forma esquematica estos procedimientos

suponen:

Ligacion de adaptadores
Amplificacion preselectiva

Amplificacidn selectiva
Electroforesis capilar

Extraccién de ADN gendmico
Digestidon del ADN gendmico

Andlisis de los electroferogramas

Construccion de la matriz binaria

T

Analisis y procesamiento de datos

Los métodos y los procedimientos correspondientes, asi como las condiciones

particulares utilizadas en cada fase, son los descritos en la seccién de Materiales y Métodos.
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3.1.1 — OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES EXPERIMENTALES

3.1.1.1 - COMBINACIONES DE CEBADORES

Antes de aplicar el procedimiento experimental que permite generar perfiles de
marcadores moleculares tipo AFLP a toda nuestra coleccion de aislados, consideramos
apropiado determinar las condiciones experimentales mas adecuadas en nuestro sistema (tipos
de cebadores y combinaciones particulares de cebadores) utilizando inicialmente un ndmero
reducido de aislados con los que se determinaria la validez de los procedimientos generales
que habrian de ser aplicados, desde la obtencion de ADN gendémico de calidad hasta la
separacion de los fragmentos de amplificacion mediante electroforesis capilar, considerando las
posibles modificaciones que fuera necesario introducir para optimizar los resultados en nuestro
sistema.

Este analisis se ha llevado a cabo en las instalaciones del Instituto Tecnol6gico Agrario
de Castilla y Leon, en la finca Zamaduefias, Valladolid, dependiente de la Junta de Castilla y
Ledn, concretamente en el laboratorio de Biologia Molecular del Instituto y contando con la
colaboracién de la Doctora Dofia Marta Herndndez y de Dofa Raquel Guijarro. En este centro
han adquirido una experiencia muy notable en el manejo del sistema, particularmente aplicado
al analisis de genomas de plantas, y mantienen los equipos en funcionamiento de manera
rutinaria. En la aplicacion de estos procedimientos utilizan el sistema "AFLP Plant Mapping" de
Applied Biosystems siguiendo esencialmente los protocolos descritos en el manual que
proporciona la casa comercial. En el laboratorio de Biologia Molecular del ITACyL disponen de
una bateria de oligonucleétidos EcoRI marcados con FAM y extendidos con 2 nucleétidos y una
bateria de oligonucledtidos Msel extendidos con 3 nucleétidos que permiten chequear
inicialmente una serie de muestras de cada sistema en particular con un buen nimero de
combinaciones de cebadores de amplificacion selectiva para determinar aquellas
combinaciones que resultan mas informativas en un sistema dado.

El fundamento de los procedimientos que se aplican para llevar a cabo la deteccion de
marcadores moleculares de tipo AFLP ha sido descrito de manera resumida en la seccion de
Materiales y Métodos. Para facilitar el seguimiento de los andlisis realizados para optimizar
nuestro sistema presentamos la Figura 26. La utilizacion del Kit suministrado por Applied
Biosystems facilita enormemente la aplicacién del procedimiento a un namero elevado de
muestras (de individuos). Como cabe deducir de la consideracion de las fases del
procedimiento descritas en la Figura 26, las fases 1 (de digestién de las muestras de ADN
genémico) y 2 (de ligacion de los adaptadores) son fases con procedimientos muy
estandarizados que se aplican directamente en cualquier sistema sin necesidad de considerar
particulares modificaciones. La fase tres, de amplificacion preselectiva, hace uso de una
mezcla de un oligonucleétido EcoRI+A y de un nucleotido Msel+C (la denominada "preselective
primer mix") comercial, que funciona muy bien de manera general generando la primera

subdivision de la poblacién de fragmentos de restriccion que seran luego utilizados en las
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reacciones de amplificacion selectiva. En esta fase no cabe considerar introducir
modificaciones. Es en la fase 4, de amplificacion selectiva, en la que se hace necesario probar
diversas combinaciones de cebadores EcoRI marcados con FAM y de cebadores Msel,
extendidos con 2 o 3 nucledtidos adicionales cada uno de ellos, para determinar, en funcién de
las caracteristicas del genoma de la especie de trabajo, aquellas combinaciones que generan

patrones de marcadores moleculares mas informativos.

Genomic
DNA \
5/ ————GAATTC TTAA 3’
3 —————CTTAAG AATT &’
Step 1 | EcoR I/Mse | digestion
Y
BATTC T
G AAT
Eco linker Mse linker
o o ) TAG
GTTAA Step 2 | Ligation of linkers By pe—
\ ! /
————CAATTC TTAC
GTTAAG AATG
Eco + A pre-
selective primem !
———CAATTCN NTTAC
GTTAAGN NAATG
Step 3 | Pre-selective \ Mse + C pre-
Eco + ATA P3| amplification PCR selective primer
selective primer\ Y
— CAATTCANN————— NNGTTAC
Fluorescent GTTAAGTNN NNCAATG
dye
! Selective k Mse + CAC
Step 4 amplification PCR selective primer
‘V
CAATTCATA GTGTTAC
GTTAAGTAT CACAATG
TRENDS in Plant Science

Figura 26. Esquema simplificado de las fases que se siguen en la deteccién de marcadores moleculares
de tipo AFLP.

En nuestro sistema, en una primera serie de experimentos llevamos a cabo el andlisis
completo con dos muestras de ADN de dos aislados diferentes probadas con la mezcla de
cebadores preselectiva comercial y con un total de 16 combinaciones selectivas diferentes de
oligonucleodtidos EcoRI marcados con FAM y de oligonucledtidos Msel: Los oligonucleétidos
EcoRI marcados con FAM tenian una extensién de 2 nucle6tidos adicionales en su extremo 3'y
los oligonucledtidos Msel tenian una extension adicional de 3 nucleotidos en su extremo 3'
(esta configuracion de los oligonucleétidos es la utilizada méas frecuentemente para el analisis

de genomas de especies de plantas, - las especies con las que mas habitualmente se trabaja
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en el ITACyL aplicando estas herramientas de analisis - y cuyo tamafio, generalmente grande,
hace necesario trabajar con nucle6tidos Msel con tres nucleétidos adicionales para reducir el
tamafio -nimero de fragmentos- de la subpoblacién de fragmentos de restriccion amplificados
en cada reaccion de PCR selectiva de forma que resulte factible generar un patrén de bandas

susceptible de ser resuelto mediante electroforesis).

Los mejores resultados, en este caso resolviendo los fragmentos amplificados en un
gel de acrilamida en electroforesis vertical, se obtuvieron con las combinaciones de
oligonucleodtidos que incluian el oligonucleétido EcoRl (FAM)+AC vy los oligonucleétidos
Msel+CCC, Msel+CGG, Msel+CAA y Msel+CTT. El genoma de B. cinerea es pequefio (38 Mb)
en comparacion con el genoma de plantas (500 Mb — Vitis vinifera, 1115 Mb — Glycine max,
2400 Mb — Zea mays, etc., (NCBI — Entrez Genome Project)). En nuestro caso, entonces, es
l6gico esperar que la utilizacion de oligonucledtidos selectivos con una extension de 3
nucledtidos determine una reduccién importante del tamafio de la poblacion de fragmentos
finalmente amplificados en cada reaccién de amplificacion selectiva, perdiendo informacién
potencialmente interesante. Por esta razén decidimos llevar a cabo sobre las dos muestras de
ADN gendmico utilizadas anteriormente, las mismas reacciones de amplificacion selectiva pero
utilizando los oligonucleétidos Msel equivalentes a los utilizados en el experimento anterior
pero que no incluian el dltimo nucleétido adicional en 3'. Trabajamos asi, por una parte con los
cebadores utilizados anteriormente y, por otra, con el cebador EcoRlI FAM+2 (— AC) en
combinacion con los cebadores Msel+2 (— CC, — CG, — CA y — CT). Los productos de
amplificacién de unas reacciones y otras fueron ahora resueltos mediante electroforesis capilar
y los electroferogramas generados fueron adquiridos y analizados con ayuda del software

GeneMapper.

La comparacion de los electroferogramas obtenidos demostr6 que no variaba
cuantitativamente de la manera esperada el nimero de bandas detectadas cuando se
utilizaban oligonucleétidos Msel+2 nt en lugar de oligonucleétidos Msel+3 nt (se esperaban del
orden de tres o cuatro veces mas bandas con los oligonucle6tidos +2 en comparacion con los
oligonucledtidos +3), si bien es posible concluir que siempre se obtenian mas bandas con los
oligonucledtidos +2, generando perfiles mas informativos. La electroforesis capilar proporciond,
ademas, una capacidad de resolucibn mucho mas importante que la electroforesis vertical,
como era de esperar. En las condiciones experimentales utilizadas era posible detectar de
forma rutinaria electroferogramas con patrones que incluian entre 30 y 60 bandas con cada
combinacion particular de cebadores. De las cuatro combinaciones de cebadores probadas, y
fruto del andlisis de los electroferogramas obtenidos con las dos muestras de ADN gendémico
utiizadas derivadas de dos aislados de campo diferentes, decidimos trabajar con tres
combinaciones, aquellas que incluian el oligonucle6tido EcoRI FAM +2 (-AC) con cada uno de
los tres cebadores Msel +2 (- CA, — CC, — CG). Estas tres combinaciones eran las que
presentaron patrones de marcadores con un mayor nimero de bandas polimorficas entre las

dos cepas evaluadas inicialmente.
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3.1.1.2 - CRITERIOS DE SELECCION DE LOS PICOS Y REPRODUCIBILIDAD

Una vez determinadas en una primera fase de optimizacion de las condiciones
experimentales de nuestro andlisis las combinaciones de cebadores que iban a ser utilizadas
en nuestro sistema y una vez comprobado que con nuestras muestras de ADN estas
combinaciones de cebadores permitian generar electroferogramas con una calidad general
apropiada, abordamos entonces una segunda fase en la optimizacion del sistema, fase en la
gue pretendiamos fijar los criterios de calidad que debian cumplir los picos de los
electroferogramas que habrian de ser seleccionados y utilizados en nuestro analisis de
diversidad genética. Puesto que en una tercera fase de la optimizacion del sistema
experimental nos proponiamos abordar el problema de la reproducibilidad de los
electroferogramas obtenidos, decidimos llevar a cabo el estudio de las caracteristicas de los
picos seleccionados trabajando con una serie amplia de electroferogramas generados a partir
de muestras duplicadas de ADN gendmico de una seleccion de aislados representativa de la
coleccién de estudio. Estas muestras serian preparadas en cada caso a partir de dos muestras
de micelio distintas obtenidas de cultivos diferentes de un mismo aislado (réplicas bioldgicas) y
serian probadas con las tres combinaciones de cebadores determinadas anteriormente como
mas adecuadas. Se seleccionaron en total 26 aislados que representan aproximadamente un
10% de la poblacion total analizada. Fueron concretamente los aislados siguientes: 328, 351,
355, 407, 409, 477, 532, 533, 552, 598, 617, 620, 629, 631, 632, 633, 26, 175a, 177, 178, 180,
188b, UCA001, UCA156, Bd90 y EB05.10.

Con estas 52 muestras de ADN se generaron 156 electroferogramas (52 muestras x 3
combinaciones de cebadores por muestra). Los electroferogramas son generados de forma
automatizada. Recordamos brevemente que el proceso supone que después de la
amplificacion selectiva, las poblaciones de fragmentos de ADN amplificados son
desnaturalizadas y separadas mediante electroforesis capilar. Los fragmentos son
posteriormente detectados gracias a la emision de fluorescencia del fluoréforo que incorpora el
oligonucledtido EcoRl marcado. En nuestro caso particular la electroforesis capilar y la
deteccién de los fragmentos se llevé a cabo en un equipo de secuenciacién automatico modelo
310 de Applied Biosystems. Con la ayuda del programa GeneMapper, y haciendo uso de un
marcador de tamafio interno que se incluye en cada muestra para la electroforesis, es posible
generar electroferogramas caracteristicos de cada tipo de ADN y con cada combinacion
particular de cebadores, electroferogramas que incluyen para cada pico informacion sobre su
posicion exacta (tamafio del fragmento), la dimension de su base y su altura (medida en
funcion de la intensidad de la fluorescencia y que constituye una medida directa de la cantidad
de producto amplificado). ElI programa estd configurado de forma que genera el
electroferograma correspondiente en cada caso de forma automatizada con los parametros por
defecto y, disponiendo de una serie de electroferogramas, extrae a partir de los mismos

informacion sobre la presencia o ausencia de cada pico en todos los electroferogramas
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incluidos en el analisis, generando finalmente una matriz binaria que constituye el material base

para todo el trabajo posterior.

La experiencia acumulada por numerosos grupos de investigacion indica que el
sistema automatizado incorpora en la matriz binaria numerosos errores, aun cuando el sistema
ha sido optimizado y los parametros han sido fijados con criterios muy estrictos. Se hace
necesario inevitablemente un analisis visual detallado de todos los electroferogramas. Y asi

procedimos en nuestro caso.

Inicialmente los electroferogramas fueron inspeccionados para determinar si el nivel
general de amplificacion de productos era suficiente (0 no) como para producir picos
susceptibles de ser analizados y que en conjunto configuraban perfiles de amplificacion
reproducibles. La Figura 27 muestra un electroferograma con una amplificacion general pobre,
en comparaciébn con un electroferograma derivado de un procedimiento experimental
satisfactorio. En estos casos el electroferograma inicial fue descartado del andlisis y el
procedimiento experimental repetido desde un principio a partir de la misma muestra de ADN.
En caso de repetirse el problema, la muestra de ADN era descartada y se repetia el analisis

partiendo de una nueva extraccion de ADN.
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Figura 27. Ejemplo de electroferograma de pobre calidad general, presentado en la parte superior de la
figura, en comparacion con un electroferograma de calidad y susceptible de ser analizado, presentado en
la parte inferior.
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Posteriormente cada electroferograma fue revisado manualmente pico a pico. Los
criterios para seleccionar los picos analizados (altura, intensidad del pico, tamafio de la banda)
se basaron en las descripciones realizadas por distintos autores para descartar picos y/o
perfiles completos con baja calidad (Rinehart, 2004; Bonin et al., 2004; Bonin et al., 2005;
Meudt and Clarke, 2007; Liljander et al., 2009; Pompanon et al., 2005; Wooten and Tolley-
Jordan, 2009). En particular Rinehart (2004) recomienda trabajar con picos correspondientes a
fragmentos de ADN de tamafio entre 50 y 500 bp, y este es el rango de tamafios que hemos
manejado en nuestro trabajo. Recomienda, asimismo, seleccionar para el andlisis Gnicamente
aquellos picos que tienen una intensidad superior a 100 rfu (unidad relativa de fluorescencia).
Bonin et al., (2005) proponen, ademads, que deben ser descartados en el andlisis aquellos picos
gue se solapan en mayor o menor medida. En la Figura 28 se muestra parte de un
electroferograma en el que aparecen al menos dos ejemplos del efecto denominado "pico
doble" que ilustra esta situacién y que probablemente son consecuencia de la combinacion de
cebadores utilizada. Segun Bonin et al., (2005), los picos seleccionados deben mostrar una
diferencia de tamafio de al menos 1 nt y se deben evitar siempre los picos que muestren cierto

grado de solapamiento.

Seguimos la publicacién de Rinehart (2004) para elegir los parametros de seleccion de
los picos validos en nuestro analisis como altura - intensidad del pico: (100 rfu - unidad relativa
de fluorescencia) y tamafio de la banda (entre 50 y 500 bp). También seguimos esa publicacion
para configurar los otros parametros en el programa GeneMapper (ya que ese programa esta

configurado por defecto para microsatélites).
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Figura 28. Ejemplos de pico doble (un defecto) que no deben ser considerados en la matriz final.

Establecidos los criterios de seleccion y disponiendo de los electroferogramas

correspondientes de los 26 aislados considerados inicialmente y por duplicado abordamos el
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problema de la reproducibilidad de los patrones de picos obtenidos. En cada caso, es decir,
para cada aislado dado, los electroferogramas obtenidos con cada combinacién de cebadores
con las dos muestras de ADN correspondientes fueron analizados y comparados en detalle. La
Figura 29 muestra una representacion de la misma regién en dos electroferogramas obtenidos
con las dos muestras de ADN del aislado 177 procesados con la combinacién de cebadores
EcoRl — AC y Msel - CA. Una inspeccion visual de los mismos demuestra una absoluta
coincidencia en los perfiles de picos de una y otra amplificaciéon y una similitud también muy
notable en el grado de amplificacion de los distintos productos detectados en ambos casos. Y
esta similitud resulté también obvia a lo largo de toda la region del electroferograma
considerada en el andlisis.
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Figura 29. Ejemplo de reproducibilidad de la metodologia utilizada para generar AFLPs. Se presentan dos
perfiles electroforéticos resultantes del andlisis de AFLPs obtenidos con el aislado 177a a partir de dos
extracciones de ADN distintas.

Esta situacion fue general cuando se analizaron todos los electroferogramas de los 26
aislados por duplicado y con las tres combinaciones de cebadores. Los perfiles resultaron ser
esencialmente idénticos entre las muestras que constituyen una réplica. Cuando se
compararon los perfiles de aislados diferentes fue posible detectar diferencias, es decir
polimorfismos, si bien el perfil general resulté ser también en este caso, como era de esperar,
muy similar. La Figura 30 ilustra esta situacion. En ella se muestran dos electroferogramas
correspondientes a dos muestras de ADN derivadas del aislado UCAQO01 y un electroferograma
derivado de una muestra del ADN de un aislado diferente, en este caso el aislado Bd90.
Mientras que los electroferogramas superior y central son idénticos, es posible detectar alguna
diferencia en los perfiles cuando se comparan estos dos electroferogramas con el tercero,

presentado en la parte inferior de la figura.
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Figura 30. Reproducibilidad del analisis de ADN con AFLPs en la comparacion llevada a cabo con dos
muestras de ADN del mismo aislado (A y B - UCA001) y la muestra de ADN de un aislado diferente (C -
Bd90).

Aunque la inspeccién visual que se llevé a cabo indicaba que el sistema es consistente
y que genera perfiles reproducibles, es necesario tratar de cuantificar en qué medida el sistema
es efectivamente reproducible a escala global. Con este objeto se analizaron los
electroferogramas obtenidos sobre las 52 muestras de ADN con cada combinacion de
cebadores y siguiendo los criterios de seleccidén descritos en esta seccion se extrajeron los
picos que respondian a los mismos y se generd la matriz de presencia/ausencia de picos
(marcadores) en el conjunto de aislados analizados. En el caso de la combinacion de
cebadores EcoRI-AC/Msel-CA resultaron seleccionados un total de 128 picos (marcadores). A
partir de esta matriz se calculd, siguiendo los procedimientos indicados en la seccion siguiente,
el coeficiente de similitud de Dice de cada aislado con su réplica y con todos los demas
aislados. La Tabla 15 presenta los valores de los coeficientes de similitud de cada aislado con
su réplica. Se comprueba que en 18 de los 26 aislados el coeficiente de similitud obtenido es
igual a 1 y que en 25 de los 26 el coeficiente de similitud entre réplicas es superior al 97%. Sdélo
en el caso del aislado 552 este coeficiente es ligeramente inferior (0,9677). El valor medio de
similitud entre réplicas para estos aislados resulté ser de 0,9947. Son valores de similitud
ciertamente elevados que apuntan a que la reproducibilidad de nuestro sistema es
practicamente absoluta. Segun Bonin et al., 2005, en una revisién bibliogréfica, la

reproducibilidad de los AFLP en invertebrados fue superior a 95%. En el trabajo de Zeid et al.,
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(2003), se obtuvo un coeficiente minimo de Nei y Li, similar a Dice, igual a 0,83 y un maximo

igual a 0.88, siendo el valor de la media igual a 0,86.

Tabla 15. Valores de similitud entre los dos miembros de cada réplica bioldgica ("a" y "b") para los 26
aislados analizados en el ensayo de reproducibilidad. La tabla presenta para cada aislado el valor del
coeficiente de similitud de Dice de cada individuo con su réplica.

532ab 533ab 552ab 598ab

175ab 177ab 180ab

188ab Ebab UCAlab | Ul56ab Bdab 178ab
0,9787 1 1 1 1| 0,9885

Con los coeficientes de similitud determinados entre todos los aislados e incluyendo las
réplicas se llevé a cabo un andlisis de agrupamientos construyendo el dendograma UPGMA
correspondiente, que se presenta en la Figura 31. Este dendograma muestra que cada aislado
presenta en todos los casos la méaxima similitud con su réplica y que, por lo tanto, se generaria
el mismo dendograma cualquiera que fuera la réplica de un aislado dado utilizada para realizar
el analisis de agrupamientos. Como se comprueba en la figura, sélo las dos réplicas del aislado
552 muestran un coeficiente de similitud inferior (y en muy pequefia medida) al limite de

similitud propuesto como aceptable (0,97).

¢Por qué planteamos este valor de coeficiente de similitud "limite"?. Es necesario
explicar en este momento que como veremos en la seccion "3.2 de Resultados", para llevar a
cabo los andlisis de diversidad genética que planteamos en este estudio es necesario
identificar los posibles clones que puedan estar presentes en la poblacién de trabajo y, una vez
identificados, seleccionar un (nico representante de cada tipo, es decir un representante de
cada "haplotipo". Siguiendo las indicaciones planteadas por Bentley et al., (2009) este limite de
similitud con frecuencia se fijja en un valor de 0,97. Es decir, aquellos aislados con un
coeficiente de similitud superior a 0,97 seran considerados "clones" y se seleccionara para
estudios posteriores un representante de cada tipo clonal. Consideramos, entonces, que en un
sistema experimental con unas caracteristicas como las que estamos determinando y con una
reproducibilidad que genera unos indices de similitud como los que hemos determinado no es
necesario llevar a cabo por duplicado todo el andlisis de todos los aislados objeto de estudio,
como se ha propuesto con frecuencia en sistemas experimentales en los que la
reproducibilidad se ha demostrado que es inferior. Con los niveles de reproducibilidad
detectados en nuestro sistema creemos que las distorsiones que pudieran producirse en
nuestros analisis como consecuencia de la incorporacidn de marcadores generados o
identificados de forma errénea en cualquier fase del proceso experimental estan por debajo del
valor limite de diferencias que vamos a tomar en cuenta para considerar que dos individuos son

clones.
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Figura 31. Dendograma UPGMA construido a partir de los coeficientes de similitud entre 26 aislados de B.
cinerea y sus correspondientes réplicas obtenidos con la matriz binaria derivada de los electroferogramas
generados con los cebadores EcoRI-AC/Msel-CA.

El analisis realizado con los electroferogramas derivados de las amplificaciones
llevadas a cabo con todas las muestras de ADN con las otras dos combinaciones de cebadores
ofrecieron resultados muy similares que confirman la reproducibilidad y la consistencia de

nuestro sistema, haciendo innecesaria la realizacién de duplicas con todos los aislados.
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3.2 - ANALISIS DE DIVERSIDAD GENETICA

3.2.1 — DESCRIPCION DE LA EXTRACCION DE DATOS

Se parti6 inicialmente de los 316 aislados de B. cinerea seleccionados para la
caracterizacion fisioloégica y molecular (una vez excluido el aislado de B. aclada incluido en el
analisis fisioldgico). Las muestras de ADN genomico utilizadas para el andlisis de AFLPs fueron
las mismas que se utilizaron para la amplificacion de los marcadores tipo SCAR considerados
en este trabajo y para el analisis de transposones. Una vez obtenidos, analizados y depurados
todos los electroferogramas generados, pudimos comprobar que con 291 muestras de ADN
gendmico, derivadas de otros tantos aislados, fue posible obtener perfiles de AFLPs de calidad
apropiada para su andlisis. Con muestras de ADN de 25 aislados no resultd posible obtener
perfiles de calidad adecuada con las tres combinaciones de cebadores analizadas. Por esta

razon, estos 25 aislados fueron descartados del analisis molecular.

Con los electroferogramas obtenidos con el conjunto de individuos con cada
combinacion de cebadores se generd una matriz de datos binarios. Posteriormente, las tres
matrices generadas fueron combinadas en una Unica matriz general que incluia, para los 291
individuos considerados, todos los marcadores seleccionados teniendo en cuenta los criterios
indicados anteriormente. Procedimos entonces a eliminar los marcadores con una frecuencia
menor que 1%, que son considerados raros, obteniendo asi una matriz con un total de 388
marcadores en un rango de tamafios de 50 a 500-bp. La combinacion EcoRIl +AC y Msel +CA
gener6 161 marcadores, la combinacion EcoRI +AC y Msel +CC, 105 marcadores y la

combinacion EcoRI +AC y Msel +CG gener6 122 marcadores.

Bentley y colaboradores sugieren que la matriz final, aquélla que seré utilizada para
generar todos los datos de variabilidad genética en la poblacién de individuos objeto de estudio,
debe incluir anicamente aquellos marcadores cuya frecuencia es 5% < f < 95%, para evitar
problemas como homoplasia (Bentley et al., 2008). Por esta razén, y siguiendo a estos autores,
eliminamos todos los marcadores con una frecuencia menor que 5% y los marcadores con una

frecuencia mayor que 95%.

3.2.2 — ANALISIS DE DIVERSIDAD GENETICA

El objetivo principal de nuestro trabajo es cuantificar la diversidad genética existente en
las poblaciones naturales de B. cinerea recogidas en nuestros vifiedos y determinar si existe
algun tipo de estructura genética en las mismas (y, en su caso, considerar qué tipo de factor
condiciona esa estructuracion). Nuestro interés se centra en las Denominaciones de Origen de
produccion de vino en Castilla y Ledn como unidades operacionales, dado que las practicas
culturales y de manejo que impone esta figura administrativa pueden condicionar la forma en la

gue la variabilidad genética se estructura en la naturaleza. Por esta razén, la consideracion de
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la estructura de la poblacién en funcién de las D.O. constituye la situacion de partida en nuestro
analisis. Para determinar si existe estructura genética decidimos analizar la diversidad genética
en la poblacion en su conjunto y en la poblacién dividida en subpoblaciones establecidas en
funcion de las D.O estudiadas. Posteriormente, la poblacién sera analizada considerando su
posible subdivision en funcién de otros dos criterios; la variedad de uva a partir de la cual los

aislados fueron obtenidos y el afio de aislamiento.

Para llevar a cabo esta cuantificacién se trabaj6 con la matriz de datos binarios descrita
en la seccién 3.2.1., construida con los 291 individuos seleccionados considerando un total de
388 marcadores dominantes. En esta matriz fueron eliminados todos los marcadores con
frecuencias superiores a 0,95 e inferiores a 0,05. Utilizando la matriz derivada, y con las
restricciones (consideraciones) que describiremos en la siguiente seccién, decidimos estimar
los parametros de diversidad genética en la poblacién global y en las poblaciones
correspondientes a las distintas D.O. Los parametros considerados, los mas utilizados cuando
se manejan marcadores dominantes en poblaciones de organismos haploides, fueron: (1) el %
de loci polimorficos, (2) la diversidad genética o heterocigosidad esperada (h) y (3) el nUmero

de haplotipos (frecuencias genotipicas).

La estimacion de la diversidad genética (h) nos proporciona la informacién basica para
calcular indices (Hs, Hry Gst) que nos informan una primera aproximacion sobre la existencia o
no de estructura genética de la poblacién. Una fuente adicional de informacién se basa en el
estudio de las relaciones genéticas entre individuos y entre poblaciones, derivadas a su vez del
céalculo de los correspondientes coeficientes de similitud genética. En nuestro andlisis ambas

aproximaciones han sido tenidas en cuenta.

3.2.2.1 - RELACIONES GENETICAS ENTRE INDIVIDUOS

Las relaciones entre los aislados de B. cinerea fueron evaluadas mediante la
construccion y andlisis de dendogramas que se generan a partir de una matriz de similitudes
genéticas entre individuos. Estas similitudes genéticas entre los aislados estudiados fueron
determinadas mediante el célculo del coeficiente de similitud (SC) (similarity coefficient) de
DICE (Dice, 1945), estimado como SC entre cada dos aislados, "i" y "j", utilizando la formula
presentada en la Figura 32 y haciendo uso del programa SIMQUAL (Qualitative Data) de
NTSYS — pc (Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System) version 2.11 (Rohlf,
2002). En esta férmula "a" representa el nimero de bandas que estan presentes en ambos

iy presentes

1"y ausentes

individuos ("i" y "["), "b" representa el nimero de bandas ausentes en el individuo

en el individuo "' y "c" representa el nimero de bandas presentes en el individuo

en el individuo "j" (Bonin et al., 2007).
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2,

SCij= 2a+b+c

Figura 32. Férmula para el célculo del coeficiente de similitud de DICE.

Con los datos derivados de la consideracién de todas las combinaciones que se
pueden establecer con todos los aislados tomados de dos en dos se generé una matriz de
similitudes genéticas que fue utilizada para construir un dendograma mediante el método de
agrupamiento de pares de grupos ponderados con media aritmética (UPGMA) (Unweighted
Pair Group Method with Arithmetic Average) con el programa SAHN (Sequential,
Agglomerative, Hierarchical, and Nested clustering methods) del paquete de software NTSyS-

pc 2.1. El dendograma resultante se presenta en la Figura 33.

Los valores del coeficiente de similitud genética de Dice variaron entre un valor maximo
de CSD = 1,00 — aislados 431A-5R x 430A-5R y 545A-70 x 544 A-70 - y un valor minimo de
CSD = 0,0845 — aislados 509A-8R x UCAO00l1A-3. El dendrograma obtenido muestra una
poblacién en la que cabe distinguir un grupo de individuos muy reducido, integrado por 10
aislados, que resulta claramente diferente del gran grupo de individuos que conforman la
poblacién principal en su conjunto. Dentro del grupo de 10 aislados se integran: 1 aislado de la
D.O. de Toro, 6 aislados de la D.O. Ribera del Duero y 3 aislados de la zona con Denominacién
Vinos de la Tierra Sierra de Salamanca, representando uno de estos tres aislados (el
identificado con el cédigo 577) una entidad genética marcadamente diferente. El resto de los
individuos conforman una poblacién relativamente uniforme, mostrando valores de similitud
genética elevados. Entre estos individuos es posible detectar distintos niveles de agrupamiento
gue permiten llegar a identificar finalmente individuos con similitudes genéticas muy elevadas,
gue incluso alcanzan el valor de "1". Siguiendo las indicaciones realizadas por algunos autores
y ya tenidas en cuenta en secciones previas de este trabajo (Bentley et al., 2008), aquellos
individuos que presentan valores del coeficiente de similitud iguales o superiores a 0,97 son
considerados clones. En el dendograma esta situacion esta indicada mediante elipses que
engloban a los individuos que integran los agrupamientos que consideramos clones (Figura
33). En total se detectaron 14 grupos, 13 integrados cada uno por 2 individuos y 1 integrado por
3 individuos. Como se comprueba en el andlisis del dendograma, cada uno de estos grupos
(con la Unica excepcion del grupo que incluye a los aislados 126A-6R y 160A-5A) engloba
aislados con nimeros correlativos, o0 muy préximos, lo que indica que en cada caso se trata de
aislados obtenidos a partir del mismo racimo (ver Tabla de aislados (Tabla 5) en esta seccion
de Resultados). Sin embargo, no en todos los casos en los que se han analizado aislados
derivados del mismo racimo, éstos han mostrado similitudes genéticas que indiquen que son en
realidad clones del mismo individuo. En total, ademés de un buen nimero de aislados Unicos

(derivados cada uno de un racimo diferente) se han manejado aislados derivados del mismo
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racimo en un total de 131 racimos (aislados de 2007). De todos ellos, sélo en 14 casos los

aislados analizados han resultado ser clones.

Es interesante destacar el caso de los aislados 126A-6R y 160A-5A, indicado
anteriormente. Ambos aislados proceden de distintas D.O., de Rueda el aislado 126 y de
Ribera del Duero el aislado 160, y fueron recogidos sobre variedades de vid diferentes,
Tempranillo el aislado 126 y Albillo el aislado 160. Para estos aislados la cuantificacion de la
similitud genética entre ambos demuestra que son clones, lo que proporciona evidencias
adicionales de la ocurrencia de reproduccion clonal en las poblaciones naturales de B. cinerea

en nuestros vifiedos.

Es posible establecer distintos niveles de agrupamiento en la poblacioén principal, pero
un analisis detallado de los mismos demuestra que no existe una tendencia de agrupamiento
clara, ni por D.O. ni por variedad de uva. Los aislados utilizados como cepas de referencia en
nuestro andlisis fisiolégico, y que constituyen cepas externas en nuestro andlisis genético (los
aislados EB05.10, T4, Bd90, UCA001, UCA156 y UCA206), ocupan posiciones internas y muy

diferentes unas y otras, en el dendograma.
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Figura 33. Dendograma generado mediante el método de agrupamiento UPGMA utilizando una matriz
(con clones) de coeficiente de similitud tipo DICE entre aislados de B. cinerea. Los aislados fueron
obtenidos en las DO: 1-Arribes de Duero, 2-Bierzo, 3-Cadiz, 4-Cigales, 5-Ribera del Duero, 6-Rueda, 7-
Sierra de Salamanca y 8-Toro, a partir de las variedades de vid: A-Albillo, B-Brufial, C-Cabernet
Sauvignon, D-Gajo Arroba, E-Garnacha, F-Jerez Palomino, G-Juan Garcia, H-Maldén, I-Malvasia, J-
Malbec, L-Moscatel, M-Merlot, N-Pipajo, O-Rufete, P-San Jeromo, Q-Sauvignon Blanc, R-Tempranillo, S-
Tempranillo Blanco, T-Tinta de Toro, U-Verdejo, V-Viura y X-Teta de Cabra. Se incluyen las cepas de
referencia EB05.10, T4, Bd90, UCA001, UCA156 y UCA206. En los elipses de color estan identificados
los aislados que son considerados clones. (En la parte superior de esta pagina se presenta el
dendograma completo sin codigos y en las paginas siguientes se muestra el dendograma en detalle).
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Resultados

El método de agrupamiento que se utiliza en cada caso al estudiar las similitudes
genéticas entre individuos (p.e., UPGMA en nuestro analisis) puede generar distorsiones en el
dendograma en relacién con los datos de similitud originales. Para comprobar la bondad de los
resultados obtenidos se construyé la matriz cofenética y se calcul6 el coeficiente de correlacion
cofenética (r). La matriz de valores cofenéticos fue calculada con la matriz de distancia de
Mantel (Mantel, 1967) y la significancia del coeficiente cofenético fue determinado a partir de
5,000 permutaciones. El valor obtenido fue de r = 0,93. Es este un valor alto (siendo el valor de
r > 0,9, puede considerarse un valor muy bueno), lo que nos permite afirmar que el
dendograma generado constituye una buena representacion de las relaciones de similitud entre
los aislados analizados.

Con los datos originales se llevd a cabo un andlisis de componentes principales para
visualizar facilmente las posibles relaciones entre individuos. La Figura 37 muestra los
resultados obtenidos. De la observacion de la misma se deduce la existencia de un grupo de
individuos mayoritario, que incluye aproximadamente el 97% de los aislados estudiados, que no
muestra una estructura interna definida (poblacién englobada en una elipse de color verde), y
un grupo muy minoritario, integrado por 10 individuos (poblacion englobada en una elipse de

color naranja), claramente diferenciado y separado del gran grupo.
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Figura 34. Analisis de Coordenadas Principales realizado con los datos de la poblacién original (en el
programa NTSyS). En verde fue marcado el grupo mayoritario que se agrupa en este analisis y en color
naranja fue marcado el grupo que se separa de la mayoria de los aislados (Ver el texto para mas
detalles).

181



3.2.2.2 - PARAMETROS DE DIVERSIDAD GENETICA DE LAS POBLACIONES: D.O.

Siguiendo las indicaciones de Bentley y colaboradores, los individuos que presentan
una similitud mayor que 97% deben ser considerados clones y por esta razon deben ser
tratados de una manera especial en analisis posteriores (Bentley et al., 2008). Segun el andlisis
de similitud genética llevado a cabo utilizando el coeficiente de similitud de Dice en la seccién
3.2.2.1., entre los 292 aislados analizados se identificaron 13 parejas de aislados que pueden
considerarse clones, y un grupo de tres aislados, los identificados con los codigos 543, 544 y
545, que tienen unos CS mayores de 0,97, por lo que pueden ser considerados como tres
individuos portadores del mismo haplotipo (los 14 grupos aparecen indicados mediante elipses
en la Figura 33). Siguiendo la publicacién indicada, a partir de la matriz inicial, "no corregida”,
gue incluia los 292 aislados seleccionados, se generd una matriz derivada, denominada
"corregida de clones", en la que se incluyd Unicamente un representante de cada pareja de
clones y un representante del grupo de tres individuos que representan el mismo haplotipo (en
cada caso se seleccioné el miembro de cada grupo que ocupa la posicidn superior en el
dendograma de la Figura 33 resultando asi una tabla integrada por 277 aislados (292 - [(13x1)
+ (1x2)]). En el caso del haplotipo representado por los aislados 126 - obtenido en la D.O.
Rueda - y 160 - obtenido en la D.O. Ribera del Duero - se mantuvo el aislado 126, ya que la

poblacién de aislados de Rueda considerada en este trabajo es menos numerosa.

Para llevar a cabo los estudios de cuantificacion de diversidad genética y de
determinacion de estructuracién en nuestras poblaciones objeto de estudio, decidimos trabajar
en paralelo con las dos matrices de datos descritas una vez eliminadas en ambos casos las
cepas externas utilizadas como cepas control en los andlisis fisiologicos y los analisis de
relaciones genéticas entre individuos (U001, U156, U206, Bd90, T4 y Eb05.10). También fue
eliminada del analisis la cepa 138, la Unica cepa procedente de la D.O. Bierzo, dado que con
una Unica cepa no es posible llevar a cabo un andlisis poblacional. Asi, la primera matriz,
denominada "matriz original” o "matriz con clones", incluye todos los aislados autéctonos
analizados, 285. En esta matriz se analizan un total de 150 marcadores moleculares que
presentan frecuencias entre 0,05 y 0,95. La segunda tabla, denominada "matriz corregida de
clones”, incluye 270 aislados (285 aislados — 15 clones) y en la misma se analizan un total de

150 marcadores que muestran frecuencias entre 0,05 y 0,95 en ese conjunto de aislados.

Inicialmente, los indices de diversidad genética fueron estimados utilizando como
criterio de subdivision de la poblacién global la pertenencia de cada aislado a una D.O. en
Castilla y Ledn. La matriz original incluia 150 marcadores moleculares, todos ellos polimérficos
en la poblacién considerada globalmente (PLP = 100%, puesto que sélo se consideraron en
este analisis los loci para los cuales se detectaban frecuencias alélicas 0,05 < f < 0,95). Dentro
de las D.O. el porcentaje de loci polimérficos varié de 68,67% (Cigales) a 98,67% (Ribera del

Duero y Toro) en la matriz con clones (Tabla 16).
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Resultados

Entre los 285 individuos analizados se identificaron 270 haplotipos diferentes, uno
presentado por tres individuos y 13 presentados cada uno de ellos por dos individuos. Una vez
eliminados los aislados considerados clones y trabajando, por lo tanto, con la "matriz corregida
de clones", pudo comprobarse que todos los loci eran polimérficos en la poblacion global (PLP
= 100%). La consideracién Unicamente de los haplotipos no determiné cambios en los

porcentajes de loci polimorficos en las subpoblaciones (Tabla 16).

Tabla 16. indices de diversidad genética obtenidos analizando la poblacién de aislados subdividida en
funcién del factor D.O. donde se realizé la recogida de aislados. Andlisis realizado con la matriz con
clones y la matriz corregida (sin clones).

Poblacion n h PLP N G G/N FC
Arribes 67 0,2370 95,33% 61,49 0,961 4,69 %
Arribes (corregido) 64 0,2373 95,33% 64
Cigales 15 0,2054 68,67% 15,0 1,0 0%
Cigales (corregido) 15  0,2054 68,67% 15
Ribera del Duero 74  0,2839 98,67% 68,45 0,977 2,85 %
Ribera (corregido) 70 0,2899 98,67% 70
Rueda 36 0,2320 87,33% 36,0 1,0 0%
Rueda (corregido) 36 0,2320 87,33% 36
Sierra de Salamanca 46 0,2596 95,33% 36,48 0,889 9,75 %
Sierra (corregido) 41  0,2651 95,33% 41
Toro 47 0,2393 98,67% 41,68 0,947 6,81 %
Toro (corregido) 44 0,2435 98,67% 44
Total 285 0,2667 100,00% 256,23 0,949 5,18 %
Total (corregido) 270 0,2694 100,00% 270

n = ndmero de aislados analizados

h = diversidad genética de Nei

PLP = porcentaje de loci polimérficos

N = namero de haplotipos

G= Diversidad genotipica

GI/N = Diversidad genotipica normalizada
FC = Fraccion Clonal

Un indice muy informativo sobre el grado de variabilidad genética existente en una
poblacién es la heterocigosidad promedio esperada de todos los loci o "diversidad genética de
Nei" (h). Asumiendo equilibrio de Hardy-Weinberg, el promedio de la diversidad genética de Nei
(h) en la poblacién en su conjunto fue estimado como 0,2667 a partir de la "matriz original" y

0,2694 en la "matriz corregida sin clones". Su valor dentro de las poblaciones varié entre
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0,2054 (Cigales) y 0,2839 (Ribera del Duero) en la "matriz original”. En la "matriz corregida” sin

clones los valores variaron entre 0,2054 (Cigales) y 0,2899 (Ribera del Duero) (Tabla 16).

La diversidad genotipica en la poblacidn en su conjunto es muy elevada. En el total de
285 individuos se identificaron 270 haplotipos diferentes (ver Tabla 16). La diversidad
genotipica (G) en la poblacion global fue estimada con un valor de 256,23 y la diversidad
genotipica normalizada (G/N) con un valor de 0,949. Ambos valores son valores ciertamente
elevados, indicativos de una diversidad genotipica muy alta. Debemos recordar que la
diversidad genotipica es maxima cuando el niumero de genotipos es igual al nimero de
aislados, en cuyo caso la diversidad genética normalizada alcanza el valor de 1. De los 270
haplotipos identificados 256 resultaron ser Unicos (representados por un Unico aislado), lo que
determina un valor de la fraccién clonal (FC) de 5,18%. En las poblaciones consideradas, las
correspondientes a las distintas D.O. la diversidad genotipica fue también siempre elevada. En
los casos de las D.O. de Cigales y Rueda la diversidad genotipica normalizada fue maxima, ya
gue en estas dos poblaciones no se detectaron clones. Se trata de las dos poblaciones menos
numerosas Y, légicamente, la probabilidad de detectar clones es menor. En las poblaciones de
Arribes del Duero, Ribera del Duero, Sierra de Salamanca y Toro, mas numerosas, las
diversidades genotipicas fueron también elevadas, con valores de diversidad genotipica
normalizada que variaron entre 0,889, en el caso de la poblaciéon de Sierra de Salamanca, y
0,977, la correspondiente a la poblacibn de Ribera del Duero. A la primera, Sierra de

Salamanca, correspondié el mayor valor de Fraccidn Clonal detectado, 9,75%.

3.2.2.3 - ESTRUCTURA GENETICA DE LAS POBLACIONES

Una vez evaluadas las relaciones de similitud genética entre individuos y determinados
los parametros bésicos de diversidad genética en las subpoblaciones que se pueden
considerar en funcién del criterio D.O. se trat6 de determinar si existe o no algun tipo de
estructura en la poblacién en su conjunto. Para ello, tanto en un caso como en otro (es decir,
considerando la poblacion inicial con clones por una parte, y la poblacién corregida sin clones,
por otra) se calculd la heterocigosidad esperada promedio entre las subpoblaciones
consideradas, Hs, como la media de las heterocigosidades esperadas de cada subpoblacién.
Los valores obtenidos resultaron ser de 0,2429 y 0,2455, respectivamente (ver Tabla 17). En
ambos casos también se considerd la poblacion global, suma de todas las subpoblaciones,
como una Unica poblacién y se determiné el valor de la Heterocigosidad esperada en la misma,
Ht. Este valor resulté ser 0,2588 en la poblacion original con clones y 0,2614 en la poblacion

corregida (Tabla 17).
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Tabla 17. Célculo del coeficiente de Diferenciacion (Gst) y del nimero de migrantes (Nm) en la poblacion
original con clones y en la poblacion corregida sin clones. (Hs: heterocigosidad promedio esperada; Ht:
diversidad genética promedio sobre todos los loci en la poblacion global).

Poblacion Hs Ht Gst Nm
Con clones 0,2429 0,2588 0,06 7,62
Sin clones 0,2455 0,2614 0,06 7,72

Derivado del andlisis de la matriz con clones se obtuvo un valor del coeficiente de
diferenciacion entre poblaciones (Gst) igual a 0,06. Con la matriz sin clones el valor del Gst
obtenido fue el mismo. Es éste un valor situado en el limite de lo que se considera una
diferenciacion nula o baja (Gst entre 0 y 0,05) y una diferenciacion moderada (Gst entre 0,05 y
0,15). Teniendo en cuenta estos valores, es posible concluir que la variabilidad genética en la
poblacién de B. cinerea de los vifiedos de las distintas D.O de Castilla y Ledn muestra un nivel
de estructuracion bajo, pero no nulo, y que existe una "moderada" diferenciacion genética entre
las poblaciones establecidas en funcién de este criterio geografico. Es decir, las distintas
subpoblaciones no son todas absolutamente idénticas entre si y presentan cierto nivel de

divergencia.

El nimero estimado de migrantes por generacién (Nm) fue igual a 7,62 cuando se
considerd la matriz original y 7,72 cuando se considerd la matriz corregida sin clones. Ambos
valores (muy similares) son elevados, lo que indica que es posible detectar un movimiento muy
significativo de individuos entre las poblaciones lo que, indudablemente, contribuye a limitar la
diferenciacion y la divergencia entre las subpoblaciones.

Se analizaron entonces las relaciones de similitud genética entre las propias
subpoblaciones en la matriz sin clones. Conocidos los valores de las heterocigosidades de las
distintas poblaciones fue posible calcular la identidad normalizada entre cada dos
subpoblaciones en todas las combinaciones posibles y a partir de los valores de identidad
normalizada se calcularon las "Distancias Genéticas de Nei" entre cada dos subpoblaciones. La
Tabla 18 presenta los valores de "Distancia Genética de Nei" obtenidos para cada combinacion

de dos subpoblaciones.
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Tabla 18. Valores de "Distancia Genética de Nei" entre subpoblaciones en las combinaciones indicadas,
generados a partir de la matriz sin clones.

Sierrade Toro

Salamanca

Arribes  Cigales Riberadel Rueda

Duero

Arribes 0

Cigales 0,0252 0

Ribera del Duero 0,0359 0,0288 0

0,0258 0,0227 0,0193 0

SIERENEREIEINEGIE-M 0,0198 0,0307 0,0374 0,0295 O

Toro 0,0280 0,0195 0,0133 0,0123  0,0287 0

La Figura 35 muestra un dendograma que presenta un agrupamiento tipo UPGMA
basado en los valores de "Distancia Genética de Nei" entre las subpoblaciones (ver Tabla 18) y
llevado a cabo con el programa Popgene. El andlisis de los valores de Distancia Genética de
Nei entre subpoblaciones demuestra que el grado de similitud que muestran todas ellas entre si
es muy alto (valores de Distancias Genéticas muy pequefios en todas las combinaciones),
indicativo de un grado de uniformidad muy importante. Teniendo en cuenta que existe un muy
elevado nivel de uniformidad, el estudio del dendograma permite visualizar, no obstante, dos
grupos de poblaciones en funcion de su proximidad genética. Por una parte se agrupan las
subpoblaciones de Arribes del Duero y de Sierra de Salamanca vy, por otra parte, las otras
cuatro subpoblaciones, Cigales, Ribera del Duero, Rueda y Toro. En esta rama, las
subpoblaciones de Rueda y Toro presentan el mayor grado de similitud, estando ambas
relacionadas muy proximamente con la subpoblacion de Ribera del Duero y en menor medida
con la subpoblacion de Cigales. En una primera aproximacion basada en el estudio de
distribucion geografica de las D.O. estudiadas en este trabajo, esta visualizacion de las
relaciones genéticas en las subpoblaciones en forma de dendograma permite deducir la
existencia de una cierta relacion entre distancia genética y distancia geografica, ya que las
poblaciones de Arribes del Duero y Sierra de Salamanca corresponden a dos areas geogréficas
més proximas entre si (ambas localizadas en la provincia de Salamanca en la parte mas
occidental de la Comunidad Auténoma de Castilla y Ledn) que con las otras cuatro
subpoblaciones consideradas que, a su vez, estan localizadas méas proximas entre si en la
zona centro y mas oriental de la Comunidad Autonoma. Precisamente las poblaciones de las
D.O. de Rueda y Toro fueron las poblaciones que presentan una menor distancia geografica y

son también las que presentan entre si una menor distancia genética.
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Figura 35. Dendograma UPGMA (realizado con el programa NTSyS) construido con los valores de
"Distancia Genética de Nei" (Coefficient) entre subpoblaciones presentados en la Tabla 18 y generados
con el programa PopGene. Los cddigos identificativos de las poblaciones de B. cinerea establecidas en
funciébn de las D.O. son: R1-Arribes, R2-Cigales, R3-Ribera del Duero, R4-Rueda, R5-Sierra de
Salamanca y R6-Toro.

A continuacion, para visualizar de manera sencilla las relaciones entre las poblaciones
consideradas atendiendo al criterio de clasificacion D.O. se llevd a cabo un Andlisis de
Coordenadas Principales con la matriz original y con la matriz corregida sin clones utilizando el
programa FAMD (Figura 36). Los resultados obtenidos fueron esencialmente los mismos
trabajando con una matriz y con otra. La Figura 36 muestra una representacion de las
relaciones detectadas. Las poblaciones de las Denominaciones de Origen de Cigales, Toro y
Rueda son las mas cercanas geograficamente y en la representaciéon generada estas tres
poblaciones son las que aparecen mas proximas entre si, observacion indicativa de un mayor
grado de similitud genética entre las mismas. Por su parte, las poblaciones de Arribes de Duero
y de Sierra de Salamanca, aunque ciertamente distantes entre si, estdn mas relacionadas la
una con la otra que con las poblaciones de Cigales, Toro y Rueda. Finalmente, la poblacion de
Ribera del Duero se muestra como una entidad independiente, distante en una medida similar
tanto de las poblaciones Arribes de Duero - Sierra de Salamanca, como de las poblaciones

Cigales - Toro - Rueda.

Es interesante destacar que esta representacion de las relaciones de similitud entre las
poblaciones establecidas en funcién del criterio D.O. apunta en la misma direccion que el
andlisis basado en el calculo de distancia genética de Nei entre poblaciones y presentado en el
dendograma de la Figura 35. Ambos tipos de analisis sugieren que a nivel poblacional
muestran una mayor similitud genética las poblaciones geograficamente mas proximas y una

menor similitud genética las poblaciones geograficamente mas distantes.
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Figura 36. Andlisis de Coordenadas Principales para las 6 poblaciones (D.O.) con la matriz con clones.

Habiendo detectado evidencias indicativas de que existe una cierta relacion entre
distancia genética entre subpoblaciones de aislados y distancia geografica de las areas de
recogida decidimos llevar a cabo un estudio de correlacibn mas preciso entre ambas variables.
En primer lugar se estimaron las distancias lineales entre las zonas productoras consideradas.
Dado que se trata de areas geograficas mas o menos extensas, y para facilitar nuestro analisis,
se eligi6 para cada Denominacion de Origen una localidad representativa localizada
aproximadamente en el centro geografico de la misma. En la Tabla 19 se recogen las
distancias lineales entre las localidades seleccionadas como representativas (las localidades

seleccionadas se indican para cada zona productora en la propia Tabla 19).

Tabla 19. Distancia lineal (Km) entre las localidades representativas seleccionadas como centro
geografico de cada Denominacién de Origen o zona de Vinos de la Tierra.

Arribes Cigales Riberadel Rueda Sierra Toro
Duero de
Francia

Arribes (Perefia)

Cigales (Cigales)

Ribera del Duero (Roa) 0
Rueda (Rueda) 132,59 43,74 91,38 0

Sierra de Francia (San Esteban WA 171,83 212,32 128,58 0

de la Sierra)
Toro (Morales de Toro) 106,94 56,19 116,42 32,55 125,25 0
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Conocidas la Distancia Genética de Nei entre cada dos subpoblaciones y la Distancia
Geogréfica entre las localidades consideradas como centro geografico de cada zona
productora se llevo a cabo un andlisis de correlacién. La Figura 37 muestra que entre ambas
variables existe una correlacion positiva notable, siendo el valor del Coeficiente de Correlacién r
= 0,69. Esto supone que en buena medida la diferenciacion genética de las poblaciones es
funcion de la distancia geografica existente entre las zonas en las que se llevan a cabo las

recogidas de muestras.

Correlacion Distancia Geografica x Distancia Genética
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Figura 37. Correlacion entre la Distancia Geografica (eje X, expresada como el logaritmo neperiano de la
distancia en Km) y la Distancia Genética de Nei (eje Y) entre poblaciones de las zonas productoras de
Castilla y Leon seleccionadas.

Para agrupar los aislados utilizando un método de agrupamiento Bayesiano no espacial
de inferencia estadistica se llevd a cabo un analisis con el programa Structure v.2.3. Este
programa permite deducir la estructura poblacional, identificar distintas poblaciones, asignar
individuos a poblaciones e identificar migrantes e individuos mezclados (Pritchard et al.,
2000a).

En este andlisis se utilizaron dos modelos de ascendencia: el modelo de mezcla, en el
cual se considera que los individuos pueden tener la ascendencia mezclada (es el caso
aplicado a poblaciones reales complejas) y el modelo de no mezcla (que es el modelo utilizado
en poblaciones completamente discretas y que resulta muy eficiente para detectar una

estructura poblacional cuando ésta es débil o tenue).

Inicialmente asumimos un modelo en el que existen K poblaciones (el nimero de
poblaciones puede ser desconocido, pero en nuestro caso, asumimos que las 6 D.O. son

nuestras 6 poblaciones). En un primer analisis utilizando el modelo de mezcla, no identificamos
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el origen de los aislados, procurando de esta manera, observar si el programa encontraba o
estimaba otro nimero de poblaciones. Luego utilizamos el mismo modelo e identificamos la
procedencia de los aislados. Los valores AK obtenidos indican que la variaciéon del conjunto de
los datos se explica mejor cuando son consideradas 7 poblaciones, utilizando el modelo de
mezcla. El resultado K=7 indica que la probabilidad posterior de los datos, (LnPr(X| K), genero
valores mas bajos cuando K fue igual 7. Se realizé el andlisis por duplicado y se obtuvo el
mismo valor de K. Cuando agregamos a este modelo la informacion de la localidad donde se

recorrieron los aislados, se obtuvo un valor igual al modelo anterior.

En el andlisis con el modelo de no mezcla, también se obtuvo un ndmero de
agrupamientos igual a 7, confirmando de esa manera, el probable nimero de poblaciones del
hongo B. cinerea presentes en los vifiedos de Castilla y Ledn.

Para analizar mas en profundidad el efecto del factor D.O. -zona productora- (factor de
agrupamiento) sobre la estructura genética de la poblacién de aislados de B. cinerea recogidos
en los vifledos de Castilla y Ledén y analizados en este trabajo, se llevé a cabo un andlisis
jerarquico de la varianza molecular (AMOVA) utilizando el programa Arlequin (Tabla 20). Las
subpoblaciones utilizadas en este analisis son las mismas poblaciones utilizadas en los analisis
anteriores. Los resultados generados trabajando con la matriz con clones indicaron que la
mayor parte de la variacion ocurre dentro de las poblaciones (94,80%) y que apenas un 5,20%
de la variacion tiene su origen en las diferencias entre las poblaciones, en este caso, entre las
zonas productoras analizadas. Cuando se considerd la matriz sin clones el analisis de AMOVA
indic6 que un 4,95% del total de la variabilidad genética es variacion observada entre
poblaciones y que un 95,04% es variacion observada dentro de las poblaciones.

El valor del porcentaje de la variacion genética entre poblaciones puede ofrecer
informacion sobre el valor del indice Fst. De esta forma, trabajando en el andlisis llevado a
cabo con la matriz con clones, un valor del porcentaje de variacion entre poblaciones de 5,2%,
supone un valor de Fst (0,052) muy préximo a 0,05, lo que representa un valor indicativo de
poca diferenciacién genética). Hay que llamar la atencién sobre el hecho de que el analisis
AMOVA es un tipo de andlisis mas indicado y apropiado para el estudio de la variacion
haplotipica (Holsinger and Weir, 2009), como es nuestro caso, ya que los perfiles de AFLPs
constituyen datos haploticos. Por lo tanto, a la hora de tratar de describir la posible
estructuracion de una poblacion manejando perfiles de marcadores moleculares tipo AFLP una
herramienta de andlisis como el AMOVA puede considerarse como la herramienta mas

apropiada.
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Tabla 20. Andlisis de la varianza molecular en las poblaciones de B. cinerea teniendo en cuenta el factor
de agrupamiento D.O. (Datos obtenidos con las matrices de datos binarios que incluyen los marcadores
con frecuencias 0.05< f < 0.95).

Fuente de variacion gl i‘::g;:ceir;t: P-valor % de variacion
Conclones Entre poblaciones 5 1,05410 0,00 5,20%
Dentro poblaciones 279 19,22171 94,80%
Total 284 20,27581
Sin clones Entre poblaciones 5 1,01505 0,00 4,95%
Dentro poblaciones 264 19,45866 95,04%
Total 269 20,47371

3.2.2.4 - EFECTO DEL CRITERIO "VARIEDAD DE VID" Y "ANO DE RECOGIDA”

Después de analizar la estructura genética en las poblaciones colectadas en funcion
del criterio zona productora decidimos evaluar si existe o no algun tipo de estructura en la
poblacién en funcion de otros dos tipos de criterio de clasificacion de los aislados recogidos: (1)
la variedad de vid de origen de cada aislado y (2) el afio de recoleccion. En otras palabras, nos
pareci6 interesante evaluar si el factor "variedad de uva de origen" o el factor "afio de
recoleccion” imponian alguna restriccion en la forma en que la variabilidad genética se

estructura en las poblaciones naturales de B. cinerea de nuestros vifiedos.

Con este objeto la poblacién de aislados analizada y subdividida en funcién del criterio
D.O. fue ahora subdividida en subpoblaciones en funcion de estos dos nuevos criterios. Las
Tablas 21 y 22 presentan los datos de distribucién de aislados en subpoblaciones en ambos
casos. En relacién con el criterio "variedad de origen de vid" se consideraron 8 subpoblaciones,
aquellas correspondientes a las variedades de vid para las cuales disponiamos de un nimero
de aislados lo suficientemente elevado como para llevar a cabo un analisis poblacional.
Concretamente las variedades consideradas fueron: Garnacha, Juan Garcia, Malvasia, Rufete,
Tempranillo, Tinta de Toro, Verdejo y Viura. En total la poblacion analizada incluy6 220 cepas
de campo (Ver Tabla 21). En relacion con el criterio "afio de recoleccién” se consideraron todos
los aislados de campo analizados en funcion del criterio D.O., 285 en total, distribuidos en dos
poblaciones integradas por 42 individuos la primera (afio 2002) y por 243 individuos la segunda
(afio 2007) (ver Tabla 22).
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Tabla 21. Relacién del numero de aislados agrupados por Variedad de Uva.

Variedades de Uva Numero de Aislados

Garnacha 12
Juan Garcia 23
Malvasia 13
Rufete 19
Tempranillo 103
Tinta de Toro 22
Verdejo 15
Viura 13
Total 220

Tabla 22. Relacién del nimero de aislados agrupados por afio de aislamiento.

Afio NUmero de Aislados ‘
2002 42
2007 243
Total 285

En primer lugar analizamos la poblacién subdividida en funcién del criterio "variedad de
vid de origen" trabajando tanto con la matriz original con clones como con la matriz corregida
sin clones. La Tabla 23 presenta los valores de los indices de diversidad genética
caracteristicos de las poblaciones consideradas, asi como los datos de la poblacién global

suma de las subpoblaciones consideradas como una Unica unidad.
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Tabla 23. indices de diversidad genética analizando la poblacién de aislados subdividida en funcion del
criterio "Variedad de vid de origen". Andlisis realizado con la matriz con clones y la matriz corregida (sin
clones).

Populacién n h PLP N (c] G/N FC
Garnacha 12 0,2067 77,33% 9,00 0,900 20,0%
Garnacha 10 0,2220 76,00% 10
(corregido)

Juan Garcia 23 0,2147 76,00% 21,16 0,962 4,54%
J. Garcia (corregido) 22 0,2117 76,00% 22
Malvasia 13 0,2023 65,33% 13,00 1,000 0%
Malvasia (corregido) 13 0,2023 65,33% 13
Rufete 19 0,2108 73,33% 12,45 083 20,0%
Rufete (corregido) 15 0,2123 73,33% 15
Tempranillo 103 0,2695 100,00% 95,57 0,965 4,05%
Tempranillo 99 0,2722 100,00% 99
(corregido)
Tinta de Toro 22 0,2370 84,67% 20,17 0,960 4,76%
T. de Toro 21 0,2407 84,67% 21
(corregido)
Verdejo 15 0,2056 66,67% 15,00 1,0 0%
Verdejo (corregido) 15 0,2056 66,67% 15
Viura 13 0,2204 67,33% 1300 1,0 0%
Viura (corregido) 13 0,2204 67,33% 13
Total 220 0,2571 100,00% 196,75 0,946 529%
Total (corregido) 208 0,2591 100,00% 208

n = nimero de aislados analizados

h = diversidad genética de Nei

PLP = porcentaje de loci polimérficos

N = namero de haplotipos

G= Diversidad genotipica

G/N = Diversidad genotipica normalizada
FC = Fraccion Clonal

En la Tabla 23 verificamos que el valor del indice de diversidad génica de Nei (h) en la
poblacién total fue igual a 0,2571 en la matriz original, variando este valor en las distintas
poblaciones entre 0,2023 (Malvasia) y 0,2695 (Tempranillo). En el caso del andlisis realizado
trabajando con la matriz sin clones el valor de la diversidad genética de Nei en la poblacion
total fue igual a 0,2591. En las distintas poblaciones el valor varié entre 0,2023 (Malvasia) y
0,2722 (Tempranillo). El porcentaje de loci polimérficos fue del 100% en la poblacién global.
También fue del 100% en la poblacibn mas numerosa, la poblacion Tempranillo, siendo inferior

en las demas poblaciones.

La diversidad genotipica en la poblaciéon en su conjunto es muy elevada. En el total de
220 individuos se identificaron 208 haplotipos diferentes (ver Tabla 23). La diversidad
genotipica (G) en la poblacion global fue estimada con un valor de 196,75 y la diversidad
genotipica normalizada (G/N) con un valor de 0,946. Ambos valores son valores ciertamente

elevados, indicativos de una diversidad genotipica muy alta. De los 208 haplotipos identificados
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197 resultaron ser Unicos (representados por un Unico aislado), lo que determina un valor de la
fraccion clonal (FC) de 5,29%. En las poblaciones consideradas, las correspondientes a las
distintas Variedades de Vid la diversidad genotipica fueron también siempre elevadas. En los
casos de las Variedades de Vid Malvasia, Verdejo y Viura la diversidad genotipica normalizada
fue méxima, ya que en estas dos poblaciones no se detectaron clones. En las poblaciones de
Garnacha, Juan Garcia, Rufete, Tempranillo y Tinta de Toro, las diversidades genotipicas
fueron también elevadas, con valores de diversidad genotipica normalizada que variaron entre
0,83, en el caso de la poblacién de Rufete, y 0,965, la correspondiente a la poblacién de
Tempranillo. Las poblaciones de Garnacha y Rufete, mostraron el mayor valor de Fraccion
Clonal detectado, 20%.

Conocidos los valores de diversidad genética en las distintas poblaciones fue posible
calcular la identidad normalizada entre cada dos subpoblaciones y las correspondientes

distancias genéticas de Nei.

Se construyd un dendograma con un agrupamiento tipo UPGMA basado en la matriz
de distancia genética de Nei (utilizando el coeficiente de similitud Dice) en el programa NTSyS
para las poblaciones de las variedades de uva sin clones. Con este analisis queriamos
observar si hay alguna estructura genética en funcion de la variedad de uva donde el hongo fue
encontrado. La Figura 38 muestra el dendograma obtenido atendiendo al criterio “Variedades
de Vid de origen”. También en este caso se observa que las poblaciones analizadas muestran
una elevadisima similitud genética (las distancias genéticas de Nei en todos los casos son muy
bajas, inferiores a 0,0578 — Distancia genética entre las poblaciones de Garnacha y Juan
Garcia). No obstante, es posible detectar relaciones de mayor o menor similitud entre
poblaciones concretas. Asi, las poblaciones se organizan en dos clados. Por una parte se
agrupan las poblaciones derivadas de las variedades Rufete y Juan Garcia y, por otra parte, se
agrupan en una rama diferente todas las demas poblaciones. En esta segunda rama las
poblaciones se organizan también en dos clados: en el primero se incluyen las poblaciones de
Garnacha y Malvasia. En el segundo quedan incluidas todas las deméas. Es interesante
destacar que en esta Ultima rama se incluyen las poblaciones de Tempranillo y de Tinta de
Toro, que son préacticamente idénticas (valor de distancia genética de Nei = "0,0158"). Los
aislados de una y otra poblacién proceden de localizaciones geogréaficas diferentes (de las
distintas D.O.) pero una poblacién y otra resultan muy similares entre si. Ambas variedades de
vid, aunque tienen nombres diferentes, son genéticamente idénticas y, en realidad, ambas son

variedad "Tempranillo" (Larousse do Vinho, 2004).
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Figura 38. Dendograma UPGMA de las poblaciones de B. cinerea establecidas segun las variedades de
vid a partir de las cuales los aislados fueron recogidos y construido sobre los valores de Distancia
Genética de Nei entre subpoblaciones. (R1-Garnacha, R2-Juan Garcia, R3-Malvasia, R4-Rufete, R5-
Tempranillo, R6-Tinta de Toro, R7-Verdejo y R8-Viura).

Este andlisis demuestra que las poblaciones establecidas en funcién del criterio
"variedad de vid de origen" son muy similares entre si, pero que existen diferencias en el grado
de similitud. Para profundizar en la determinacion del modo en el que la variabilidad genética se
estructura en funcién de este criterio llevamos a cabo un andlisis de la varianza molecular
AMOVA sobre estas poblaciones. Este andlisis utilizando la matriz con clones y llevado a cabo
con el programa Arlequin demostré6 que el 95,64% de la variacion ocurre dentro de las
poblaciones y que 4,36% ocurre entre poblaciones. Estos valores fueron un poco mas bajos
cuando se utilizé la matriz sin clones (Tabla 24). En el analisis con clones, el valor del
porcentaje de variacion entre poblaciones fue igual a 4,36%, determinando un valor de Fst igual
a 0,04 (un valor que indica poca diferenciacion genética). En el andlisis sin clones el valor de
Fst obtenido fue aliin mas bajo (Fst=0,03). En ambos casos es posible concluir que existe poca

diferencia genética entre aislados recogidos de variedades de uva diferentes.
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Tabla 24. Andlisis de la varianza molecular en las poblaciones de B. cinerea teniendo en cuenta el factor
de agrupamiento "Variedad de vid de origen") (Datos obtenidos con las matrices de datos binarios que
incluyen los marcadores con frecuencias 0.05 < f < 0.95).

Fuente de variacion gl EZT,:;;;?: P-valor % de variacion
Conclones Entre poblaciones 7 0,84353 0,00 4,36%
Dentro poblaciones 213 18,52065 95,64%
Total 220 19,36418
Sin clones Entre poblaciones 7 0,72137 0,00 3,65%
Dentro poblaciones 200 18,99351 96,34%
Total 207 19,71488

Una vez considerado el factor "variedad de vid de origen" evaluamos el efecto del
factor "afio de recogida". En este caso s6lo se establecen dos poblaciones, las
correspondientes a los afios 2002 y 2007. La Tabla 25 resume los indices de diversidad

genética que caracterizan ambas poblaciones.
Tabla 25. indices de diversidad genética analizando la poblacion de aislados subdividida en funcion del
afio de recolecta. Andlisis realizado con la matriz con clones y la matriz corregida (sin clones).

Populacién n h PLP N G G/N FC

2007 243 0,2700 100,00% 217,89 0,947 5,22%

2007 (corregido) 230 0,2728 100,00% 230

2002 42 0,2273  80,67% 38,34 0,958 5,00%

2002 (corregido) 40 0,2299 80,67% 40

Total 285 0,2667 100,00% 256,23 0,949 5,19%

Total (corregido) 270 0,2694 100,00% 270

n = nimero de aislados analizados

h = diversidad genética de Nei

PLP = porcentaje de loci polimérficos

N = ndmero de haplétipos

G= Diversidad genotipica

GI/N = Diversidad genotipica normalizada
FC = Fraccion Clonal

Puesto que la poblacion global considerada atendiendo al criterio temporal es la misma
poblacién total considerada atendiendo al factor geogréfico, lo indices de diversidad de la
poblacién general son los mismos que se presentaron en la Tabla 16, todos ellos indicativos de

una diversidad genética en la poblacién en su conjunto muy elevada. En las subpoblaciones
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consideradas, las correspondientes a los distintos Afios, las diversidades genotipicas fueron
también siempre elevadas (Tabla 25). En el caso del Afio 2007, la diversidad genotipica
normalizada fue 0,947 y en 2002 ese valor fue igual a 0,958. Las poblaciones de 2007 y 2002,

presentaron un valor de Fraccion Clonal similar, 5,22% y 5%, respectivamente.

En la Tabla 26 se presentan los resultados del analisis de la estructura genética de la
poblacién de aislados de B. cinerea subdividida en esta ocasion en funcién del afio de recogida
(2002 y 2007) y llevado a cabo utilizando el analisis de AMOVA del programa Arlequin. El
analisis AMOVA en la matriz con clones indicé que el 96,94% de la variacion ocurre dentro de
las poblaciones y que el 3,06% de la variacién ocurre entre las poblaciones. El analisis
realizado en la matriz sin clones resulté en unos valores parecidos: 97,19% dentro de
poblaciones y 2,80% entre poblaciones. El valor de Fst obtenido en el analisis con clones indicé
una baja diferenciacion genética (Fst=0,03) y aln mas baja en el analisis sin clones (Fst=0,02).
Estos valores, inferiores a los obtenidos considerando los dos criterios analizados
anteriormente, indican que el grado de diferenciacién entre poblaciones que impone el factor
afio de aislamiento es muy pequefio, menor que el que impone el criterio geografico (zona
productora de recogida) y el criterio variedad de vid de recogida. En términos de estructura
genética, las dos poblaciones analizadas, las correspondientes a los afios 2002 y 2007, son

muy similares.

Tabla 26. Andlisis de la varianza molecular en las poblaciones de B. cinerea teniendo en cuenta el factor
de "Afo de recogida". (Datos obtenidos con las matrices de datos binarios que incluyen los marcadores
con frecuencias 0.05 < f < 0.95).

Fuente de variacion gl Componente P-valor % de variacion
de variacién
Con clones  Entre poblaciones 1 0,62266 0,00 3,06%
Dentro poblaciones 284 19,70070 96,94%
Total 285 20,32335
Sin clones Entre poblaciones 1 0,58116 0,00 2,80%
Dentro poblaciones 268 20,13272 97,19%
Total 269 20,71388
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3.2.2.5 - ANALISIS DE LA DIFERENCIACION DE LA POBLACION "MINORITARIA"

El andlisis del dendrograma obtenido entre los distintos aislados analizados
inicialmente utilizando los valores del coeficiente de similitud de Dice ha mostrado que en
nuestra poblacion cabe distinguir una poblaciéon mayoritaria, que no muestra una estructura
evidente ni por D.O. ni por variedad de vid de origen, y una poblacién muy minoritaria,
integrada por 8-10 individuos que se agrupan en un clado diferente, que muestra una notable
heterogeneidad y con valores de similitud genética con la mayoria de los aislados de la
poblacién mayoritaria ciertamente pequefios, lo que podria ser indicativo de un grado de
diferenciacion importante entre ambas poblaciones. Estas observaciones nos llevaron a
considerar interesante determinar si entre ambas poblaciones, la mayoritaria y la minoritaria, es
posible detectar algun grado de diferenciacion utilizando las herramientas a nuestra disposicion
en el programa POPGENE. Considerando la poblacién original global, sin excluir los clones y
subdividiendo esta poblacion en la poblacién mayoritaria integrada por 275 individuos y la
poblacién minoritaria integrada por 10 individuos, se calculé un valor del coeficiente de
diferenciacion, Gst, de 0,37 (Tabla 27). En este analisis el valor del indice de migrantes Nm
obtenido fue de 0,84. Cuando se consider6 como poblacién de partida la poblacion resultante
una vez eliminados los clones, se obtuvieron valores de Gst y de Nm muy similares a los
anteriores. Son valores indicativos en un caso y otro (con clones y sin clones) de una
diferenciacion muy importante entre estas dos poblaciones identificadas, con un flujo de genes

muy limitado entre ambas.

Tabla 27. Calculo del coeficiente de Diferenciacion (Gst) y del nimero de migrantes (Nm) en la poblacion
original con clones y en la poblacion corregida sin clones considerando la poblacion subdividida en la
poblacion mayoritaria y en la poblacion minoritaria detectadas en nuestro andlisis (Hs: heterocigosidad
promedio esperada; Ht: diversidad genética promedio sobre todos los loci en la poblacion global).

Poblacion Hs Ht Gst Nm
Con clones 0,2270 0,3617 0,3724 0,8426
Sin clones 0,2280 10,3618 0,3698 0,8519

Llevamos a cabo a continuacién un andlisis AMOVA considerando esta subdivision de
la poblacién global. Los valores obtenidos (Tabla 28) fueron similares cuando se considero la
poblacién con clones y poblacién sin clones. En ambos casos se observa que una fraccion muy
importante de la variacion total (aproximadamente un 50%) tiene su origen en las diferencias
gue existen entre las poblaciones y que otro 50% de la variacion es variacién dentro de las
poblaciones. Estos datos sugieren igualmente que ambas poblaciones son poblaciones muy

diferentes que presentan caracteristicas genéticas distintas.
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Tabla 28. Analisis de la varianza molecular considerando la poblaciéon de aislados de B. cinerea
subdividida en la poblacién mayoritaria y en la poblaciéon minoritaria detectadas en nuestro analisis (Datos
obtenidos con las matrices de datos binarios que incluyen los marcadores con frecuencias 0.05 < f <
0.95).

Fuente de variacion gl Componentede P- % de variacion
variacion valor

Con clones Entre poblaciones 1 19,23049 0,00 50,61%
Dentro poblaciones 283 18,76687 49,38%

Total 284 37,99736

Sin clones Entre poblaciones 1 19,08821 0,00 50,23%
Dentro poblaciones 268 18,91332 49,76%

Total 269 38,00153

3.3 - ANALISIS DEL MODO DE REPRODUCCION DE B. CINEREA EN LOS VINEDOS DE
CASTILLA-LEON

Una vez evaluadas la diversidad y la estructura genética en las poblaciones de B.
cinerea, abordamos el analisis del Ultimo aspecto en relacién con el cual nos interesaba
caracterizar nuestra poblacion de aislados proponiéndonos obtener informacién sobre el modo
de reproduccion de B. cinerea en los vifiedos de nuestra comunidad. Con esta intencion,
hemos calculado distintos indices de desequilibrio de ligamiento (LD - derivado de la
terminologia en inglés: Linkage Disequilibrium) que tratan de cuantificar el grado de asociacion
no aleatoria de alelos de genes diferentes en una poblacién que se reproduce al azar y

asumiendo equilibrio Hardy-Weinberg en cada locus.

Hay varias causas que pueden determinar la existencia de LD en una poblacion: la
genealogia de la propia poblacion, la mutacion, la deriva genética, la seleccién, la mezcla de
poblaciones. En una poblacion en la que el apareamiento se produce al azar, incluso para loci
localizados en el mismo cromosoma el LD tiende a cero con el tiempo como consecuencia de
la recombinacion y de la segregacion independiente de los cromosomas. En poblaciones que
se reproducen en mayor o menor medida de forma asexual se detectan valores de LD
significativamente diferentes de cero, ya que tienden a producirse y a acumularse tipos
clonales. El tipo de reproduccion que tiene lugar predominantemente en una poblacion tiene,
por lo tanto, un impacto muy importante en el LD que se detecta en una poblacion dada. Siendo
asi, la estimacién del LD que se detecta en una poblacién puede proporcionar informacion
sobre el tipo de reproducciéon predominante entre los individuos de la misma. En las

poblaciones de microorganismos, en particular en aquellos casos en los que 0 no existen o no
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resultan facilmente observables las estructuras sexuales, el estudio de la estructura genética de
las poblaciones y la estimacion del LD proporciona una herramienta muy util para inferir el tipo

de reproduccion caracteristico en sus poblaciones.

En este trabajo hemos estimado y cuantificado la existencia de LD tanto en la
poblacién de aislados analizados en su conjunto como en cada una de las subpoblaciones
establecidas en funcién de la zona productora en la que cada aislado fue recolectado, haciendo
uso de dos tipos de andlisis diferentes. En primer lugar se ha estimado en cada caso una
medida del grado de asociacion mediante el célculo del valor del indice de asociacion, "l,", y
del indice "rd", calculos llevados a cabo utilizando el programa Multilocus v.1.3b. En segundo
lugar en cada poblacién se ha llevado a cabo un test de LD de dos loci para todas las

combinaciones posibles de todos los loci considerados tomados de dos en dos.

El programa Multilocus v.1.3b permite el célculo de varios indices de diversidad
genética y también de desequilibrio de ligamiento y diferenciacion de poblacion. Permite,
ademads, identificar subpoblaciones que no comparten polimorfismos (0 sea, aisladas
reproductivamente) (Agapow y Burt, 2001). Concretamente, el programa permite calcular 7
estadisticos: Numero de diferentes genotipos (Genotipos), la frecuencia del genotipo mas
frecuente, la diversidad genotipica, la proporcién de loci compatibles, el indice de asociacion
(1a), que es dependiente segun el tamafio de la poblacién y una nueva medida de desequilibrio

de ligamiento (rd), que disminuye la dependencia del tamafio de la poblacion (Tabla 29).

El indice de asociacion (Ia) es una medida tradicional del desequilibrio de ligamiento
(Brown et al., 1980, Maynard Smith et al., 1993; Haubold et al., 1998, Agapow y Burt, 2001). De
forma resumida, para su estimacién se calcula la “distancia entre cada dos aislados” (numero
de loci en los que cada dos aislados difieren) entre todos los pares de individuos que pueden
considerarse y a continuacion la varianza de las distancias observadas es comparada con la
esperada si no existe desequilibrio de ligamiento. Un valor del indice de Asociacion |, igual a
cero supone que no hay desequilibrio de ligamiento y se asume que ocurre reproduccion sexual
y que la poblacién es panmictica. Si existe desequilibrio de ligamiento el indice I,toma valores
distintos de cero, crecientes en funcion del grado de desequilibrio. Ello supone que la poblacién
no es panmictica y que, al menos en cierta medida, la reproduccién es asexual. El caculo de rd
introduce factores correctores para reducir el efecto y la dependencia del tamafio de la
poblacién. rd toma valores entre un valor minimo de "0", indicativo de que no hay LD y de que
la poblacién es panmictica, adquiriendo valores crecientes en funcion del grado de LD y hasta

un valor maximo de "1".

En nuestro andlisis se utilizé la matriz corregida de clones (sin clones) para calcular los
indices indicados, con el objeto de evitar los efectos derivados de la presencia de genotipos
duplicados (Ma and Michailides, 2005). En todos los grupos (poblaciones) analizadas se
observo un desequilibrio de ligamiento significativo (ver Tabla 29) ya que en todos los casos el
indice de asociacion (lA) fue significantemente diferente de cero (P<0,01 en todas las

poblaciones consideradas). La misma situacion fue observada cuando los loci monomérficos
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fueron eliminados de nuestro andlisis. La poblacién de Cigales presento un laigual a 2,74 y la
poblacién de Ribera del Duero un valor igual a 11,05. Hay que llamar la atencion sobre el valor
obtenido en la DO de Cigales. Es un valor muy cercano a cero. Esto puede ser consecuencia
del pequefio tamafio de la poblacion (15 individuos). En el andlisis llevado a cabo con la
poblacién total el valor de IA fue igual a 6,14. Los valores de rd obtenidos son en todos los
casos significativamente diferentes de "0", lo que indica una desviacion de la situacién de
panmixia: para la poblacién total el valor fue de 0,0424 y vari6 en la distintas poblaciones entre

un valor minimo de 0,0267 para Rueda y un valor maximo de 0,0771 para Ribera del Duero.

Tabla 29. Estimacion del indice de asociacion 1A y del indice rd como medidas de desequilibrio de
ligamiento en las poblaciones de B. cinerea.

Grupo muestreado  Genotipo Proporcién de
sin clones S Loci Compatibles

Matriz total 0,0546756 6,14308 (P-value < 1,0) 0,0424412

DO
Arribes 64 0,490201 3,62528 (P-value < 0,01)  0,0271666

Cigales 15 0,849128 2,74969 (P-value < 0,01)  0,0275555

Ribera del Duero 70 0,284564 11,0599 (P-value < 0,01)  0,0771636

Rueda 36 0,663893 3,28571 (P-value < 0,01)  0,0267147

Sierrade 41 0,483848 7,23369 (P-value <0,01)  0,0531738
Salamanca

44 0,522148 6,59455 (P-value < 0,01)  0,0482738

EL analisis de LD de dos loci se basa en la aplicacién de la prueba de chi-cuadrado
comparando las frecuencias observadas y esperadas de los cuatro genotipos posibles para
todas y cada una de las posibles parejas de loci polimérficos que es posible considerar entre
todos los loci polimdérficos analizados en cada poblacién. La hip6tesis nula es la de existencia
de equilibrio de ligamiento. La Tabla 30 recoge los porcentajes de pares de loci en las distintas
poblaciones en las que se detecta una desviacion significativa (P<0,05) de la situacién de
equilibrio de ligamiento. En una poblacién completamente panmictica se espera que menos de
un 5% de las posibles combinaciones de pares de loci muestren LD (Xu, 2006). Los resultados
presentados en la Tabla 30 muestran que en la mayoria de las poblaciones consideradas
atendiendo al factor geografico (D.O.) se detectan valores de LD significativos. El nimero de
combinaciones de pares de loci en las que se cuantifican diferencias significativas entre los
valores observados y los valores esperados en caso de equilibrio de ligamiento oscila entre un
4,06% en el caso de la poblacién de Cigales, Unica poblacién en la que podria deducirse que
no se observa LD, y un 31,64% en el caso de la poblacion de Ribera del Duero. El andlisis de la
Tabla 30 proporciona, por lo tanto, evidencias de que en las poblaciones consideradas se
observa una desviacion notable de la situacion esperada en caso de panmixia, excepto en el

caso de la poblacion de Cigales.
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Tabla 30. Prueba de dos loci de LD en las poblaciones analizadas. Para cada poblacion se ha calculado el
ndmero de combinaciones de pares de loci en las que se obtienen evidencias de LD.

Namero deloci  Namero d N°y % de
Poblacion N° de individuos umero de loct umero de combinaciones que
polimérficos combinaciones

muestran LD
1 - Arribes 64 143 6768 1692 (15,14%)
2 - Cigales 15 103 1816 454 (4,06%)
3 - Ribera del Duero 70 148 13912 3478 (31,12%)
4 - Rueda 36 131 4612 1153 (10,31%)
5 — Sierra de Salamanca 41 143 8000 2000 (17,89%)
6 - Toro 44 148 7888 1972 (17,64%)
Total

Los dos tipos de andlisis de LD llevados a cabo, el andlisis multilocus y el analisis de
dos loci, proporcionan resultados coherentes. Ambos proporcionan evidencias de la existencia
de LD en todas las poblaciones analizadas. Esto supone que en las poblaciones naturales de
B. cinerea recogidas en las distintas D.O de la Comunidad de Castilla y Ledn la reproduccion
asexual tiene lugar y que ésta tiene un papel importante a la hora de configurar la estructura
genética de la poblacién. No obstante, los valores de los indices correspondientes no son muy

elevados, lo que indica que las poblaciones no son exclusivamente clonales.
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3.4 - TRANSPOSONES

En B. cinerea se ha descrito la presencia de transposones (Diolez et al., 1995, Levis et
al., 1997, Daboussi, 1997). Se considera que la actividad de los transposones es una fuente de
variacion genética que, al menos en cierta medida, determina y explica la variabilidad fenotipica
observada en las poblaciones naturales del patégeno. Aunque el hongo presenta una fase
sexual, ésta raramente se detecta en la naturaleza. Es necesario, por lo tanto, considerar
mecanismos adicionales o alternativos que contribuyan a explicar la variacion detectada en las
poblaciones naturales de B. cinerea. La actividad de transposones es uno de los posibles
mecanismos a tener en cuenta. Estas razones hicieron despertar nuestro interés en investigar
la presencia de transponones en nuestra colecciéon y en determinar y comparar la posible
organizacioén y estructura de nuestra poblacion de aislados de campo del patégeno en relacion
con la presencia o ausencia de transposones con las de otras poblaciones naturales del
patdégeno caracterizadas previamente en otros ambitos geograficos y obtenidas a partir de otras

especies de plantas huésped (Mufioz et al., 2002, Isenegger et al., 2008b, Mufioz et al., 2010).

Decidimos evaluar concretamente la presencia/ausencia de dos elementos
transponibles: Boty y Flipper, en nuestra coleccion de aislados. Estudios llevados a cabo en
otras poblaciones del patégeno han indicado que existen aislados de B. cinerea que presentan
solamente el elemento transponible Boty (denominados tipo Boty), aislados que presentan sélo
el elemento transponible Flipper (denominados tipo Flipper), aislados que tienen ambos
elementos transponibles (denominados Transposa) y aislados que no tienen ningin elemento
(denominados Vacuma) (Isenegger et al., 2008b). En estudios previos se han utilizado
combinaciones de cebadores especificas que permiten amplificar mediante PCR un fragmento
de ADN derivado de cada uno de los dos tipos de transposones como herramienta de
diagnostico de la presencia o ausencia de cada uno de ellos. El par de oligonucleétidos (F300 y
F1550) permite amplificar un fragmento de ADN de 1,250 bp de Flipper (Levis et al., 1997). Por
su parte, la combinacion de cebadores Boty B4 y Boty R4 (ver Materiales y Métodos, seccion 7)

permite amplificar un fragmento de ADN de 510 bp derivado de Boty (Diolez et al., 1995).

Para detectar la presencia de uno y otro transposon en nuestros aislados de campo
llevamos a cabo reacciones de PCR utilizando como ADN molde, ADN genémico de cada
aislado (se utilizaron las mismas muestras de ADN utilizadas para la deteccion del marcador
molecular tipo SCAR que nos ha servido como herramienta de identificacion molecular y
también utilizadas en nuestro andlisis de AFLPs) en reacciones independientes que incluian
bien la combinacidon F300 - F1550, bien la combinacion Boty B4 - Boty R4 de cebadores (las
condiciones de PCR utilizadas en cada caso son las indicadas en Materiales y Métodos,

seccion 7).

La Figura 39 muestra los resultados obtenidos en un experimento representativo
llevado a cabo con 20 aislados de B. cinerea (ver pie de Figura). La Figura presenta un gel de

electroforesis en el que se separan los productos de PCR obtenidos en las reacciones de
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amplificacion correspondientes llevadas a cabo en presencia de la combinacién de cebadores
F300 y F1550. El andlisis de este gel indica que las cepas 369 (1), 372(3), 375(4), 376(5),
377(6), 378(7), 380(8), 381(9), 394 (11), 399 (13), 400 (14), 403 (15), 407 (16), 412 (18), 413
(19) tienen Flipper, mientras que las cepas 371 (2), 397 (12) y 409 (17) no lo tienen. En las

reacciones control (carreras 10 y 20), como era de esperar, no se amplifica ningin producto.

M1 23 4567 8 910111213 1415 16 17181920

Figura 39. Gel de electroforesis en el que se separan los productos de amplificacion obtenidos en
reacciones de PCR llevadas a cabo con los oligonucle6tidos F300 y F1550 utilizando como ADN molde
ADN de los aislados 369 (1), 371(2), 372(3), 375(4), 376(5), 377(6), 378(7), 380(8), 381(9), 394 (11), 397
(12), 399 (13), 400 (14), 403 (15), 407 (16), 409 (17), 412 (18), 413 (19) Las carreras (10) y (20)
corresponden a reacciones control llevadas a cabo en ausencia de ADN molde (sustituido por ddH»0). M
es un marcador de tamafio de 1 kb ladder (Biotools).

La Figura 40 presenta un gel de electroforesis representativo del analisis llevado a
cabo con todos los aislados estudiados utilizando en este caso la combinacion de cebadores
BotyB4 y BotyR4. Puede comprobarse que todos los aislados analizados (los mismos que
fueron probados en la Figura 39) contienen el elemento transponible Boty. Los controles
(carreras 10 y 20) en los que el ADN gendmico ha sido sustituido por agua, no presentaron
ninguna banda de amplificacion.

M1 23 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
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Figura 40. Gel de electroforesis obtenido en el ensayo con los oligonucledtidos que amplifican el
elementos transponible Boty. Los ADNs utilizados en este ensayo son los mismos que los presentados en
la Figura 39.

Siguiendo esta metodologia se analizaron los 285 aislados objeto de estudio en

nuestro trabajo y cada aislado fue incluido en la clase Boty, Flipper, Transposa o Vacuma
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segln fuera posible detectar mediante PCR Unicamente el transposon Boty, Unicamente el
transposon Flipper, ambos transposones simultineamente o ninguno de los dos. Los
resultados del recuento se presentan en la Figura 28. No se identificé ningln aislado carente de
transposones. La mayoria de los aislados son portadores del transposon Boty, bien como Unico
tipo de transposon (aislados de tipo Boty - 189 aislados), bien junto con el transposon Flipper
(aislados de tipo Transposa -95 aislados). So6lo dos aislados resultaron ser portadores

s6lamente del transposon Flipper.

2004

Boty = 189
150-] FIipper: 2

Boty + Flipper= 94
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Figura 41. Distribucion de los aislados de campo de B. cinerea obtenidos en los vifiedos de Castilla y Ledn
en las clases establecidas en funcién de los elementos transponibles que cada aislado posee.

Del andlisis de la constitucion de estas clases de aislados establecidas en funcién de la
presencia de transposones se deriva una observacion clave. Dado que los aislados incluidos en
el Grupo | de B. cinerea son todo ellos aislados de tipo Vacuma, carentes de transposones,
nuestro analisis nos permite proponer que todos los aislados recogidos en los vifiedos de las
diferentes zonas productoras consideradas en este trabajo son aislados pertenecientes al

Grupo Il
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DISCUSION

BOTRYTIS CINEREA EN LOS VINEDOS DE CASTILLA Y LEON

La vid es un cultivo estratégico en Castilla y Ledn. En la actualidad los factores que
limitan de manera mas importante la produccion de vid en nuestra Comunidad se derivan de los
efectos de patdgenos en campo. B. cinerea es uno de los principales patdgenos de la vid y en
Castilla y Leodn afecta de manera muy notable a este cultivo. La prensa recoge con frecuencia
esta problemética, sobre todo en fechas proximas a la vendimia. Si las condiciones climéticas
lo favorecen, B. cinerea puede tener efectos devastadores y determinar pérdidas de hasta el
50-70% de la cosecha. Todos los viticultores reconocen la importancia del problema y muchos
de ellos realizan tratamientos preventivos con fungicidas de forma rutinaria campafia tras
campafa. Pero la utilizacion de tratamientos quimicos haciendo uso de fungicidas es una
practica cada vez menos recomendada y, sobre todo, menos aceptada. Las leyes que rigen la
produccion de alimentos para el consumo humano y animal son cada dia mas rigurosas en

relacion a una produccién agricola segura, saludable y respetuosa con el medio ambiente.

Frente a este tipo de practicas mas convencionales se hace necesario desarrollar
procedimientos y métodos de control de las enfermedades en campo alternativos, lo que exige
profundizar en el conocimiento de la biologia del patégeno y de la dinamica de sus poblaciones.
Estas consideraciones cobran especial importancia cuando se trata de patégenos que
muestran una gran diversidad y adaptabilidad, como es el caso de B. cinerea y de sus
poblaciones naturales. Estos aspectos han atraido la atencion y el interés de numerosos
investigadores y empresas que han centrado sus esfuerzos en la caracterizacion de las
poblaciones naturales del patégeno en muy distintas regiones del planeta y sobre huéspedes
muy distintos. En este trabajo nos hemos planteado profundizar en la caracterizacion de las
poblaciones de B. cinerea de los vifiedos de Castilla y Ledn, en particular evaluando la
diversidad fisiolégica y genética existente en las mismas y determinando la forma en que esta
diversidad genética se estructura. Trabajos abordando estos aspectos con mayor o menor
amplitud se han descrito en poblaciones de B. cinerea en otras areas geograficas del planeta
(Thompson and Latorre, 1999; Alfonso et al., 2000; Mufioz et al., 2002; Moyano et al., 2003; Ma
and Michailides, 2005; Fournier et al., 2005; Fournier and Giraud, 2008; Karchani-Balma et al.,
2008; Mirzaei et al., 2008; Isenegger et al., 2008 a, b; Mufioz et al., 2010; Tanovic et al., 2009;
Rajaguru et al., 2010).

Sorprende el hecho de que, reconocida la importancia de la podredumbre gris causada
por B. cinerea sobre numerosos cultivos, pero de forma particular sobre la vid, y la incidencia
que efectivamente muestra este patégeno en una region productora de vid tan importante como
Castilla y Ledn, no se haya llevado a cabo previamente ningun estudio ni fisiolégico ni genético
sobre las poblaciones del patégeno presentes en nuestros vifiedos. Debemos reconocer que

tampoco son numerosos los estudios llevados a cabo previamente sobre aislados de cualquier
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otro huésped, ni en nuestra Comunidad Autébnoma ni en todo el territorio nacional en su
conjunto. A este respecto cabe destacar los estudios realizados sobre poblaciones de aislados
de B. cinerea recogidos en invernaderos en el sur de Espafia (Alfonso et al., 2000). Teniendo
en cuenta la basqueda en la literatura cientifica que hemos realizado, consideramos que el
nuestro constituye el primer trabajo sobre las poblaciones naturales de B. cinerea de los
vifiedos de Castilla y Ledn en el que se aborda la caracterizacion fisioldgica y genética de las

mismas.

Para la recoleccion de muestras hemos seleccionado areas productoras importantes y
de gran tradicidn vitivinicola de nuestra Comunidad Auténoma (no todas, ciertamente, dadas
nuestras limitaciones materiales). Se trata de las D.O. Ribera del Duero, Toro, Cigales y Rueda.
Hemos incluido también dos &areas desde un punto de vista cuantitativo quizds menos
relevantes, pero muy interesantes para nosotros por tratarse de dos &reas localizadas en
nuestro entorno mas préximo, en la provincia de Salamanca, y en las que del cultivo de la vid
se esta derivando una notable actividad econdmica local. Son dos areas geograficas de interés,
ademas, porque en ellas se mantienen algunas variedades de vid autéctonas, muy poco
utilizadas, y cultivadas en muchos casos de forma artesanal. Se trata de la D.O. Arribes del
Duero y la Zona de Vinos de la Tierra Sierra de Salamanca. Dentro de estas zonas productoras
hemos seleccionado una serie de municipios representativos y dentro de ellos una serie de
vifiedos representativos, muchos de los cuales han sido visitados en varias ocasiones. Fruto
del trabajo de muestreo llevado a cabo se ha generado una coleccion numerosa de aislados
obtenidos cubriendo un espacio geografico amplio y en el que se ha trabajado con un buen
namero de variedades de vid, desde las mas comunes y comerciales hasta algunas cultivadas
de forma muy localizada y restringida. Tenemos asi aislados de B. cinerea recogidos sobre las
variedades Garnacha, Juan Garcia, Malvasia, Rufete, Tempranillo, Tinta de Toro, Verdejo,
Viura, Brufial, Gajo Arroba, Sauvignon Blanc, Tempranillo Blanco, Moscatel, Pedro, Merlot,
Malvec, Pinot Noir, Cabernet Sauvignon, Albillo, Petit Verdd, Syrah, Jeromo, Bastardillo, Jerez

Palomino, Maldén, Pipajo, Mazuelo) (Tabla 5).

Nuestro trabajo demuestra la gran incidencia de B. cinerea en los vifiedos de
Castilla y Leodn. En la campafia de 2007, el 84% de los racimos recogidos y analizados
presentaron propagulos de B. cinerea que pudimos recuperar y purificar. La incidencia dentro
de las D.O. vari6 desde un 75% en la D.O. Cigales hasta el 100% en la D.O. Rueda (Tabla 6).
Consideramos que el hecho de que en la D.O. de Cigales hayamos obtenido datos indicativos
de una incidencia menor es consecuencia del hecho de que el nimero total de racimos
analizados procedentes de sus vifiedos fue méas reducido (por problemas ajenos a nuestra
voluntad que nos impidieron recolectar un mayor nimero de racimos en las fechas previstas de
visita). En cualquier caso los datos obtenidos en conjunto demuestran la muy elevada, y
generalizada, presencia de B. cinerea en los vifiedos de nuestra Comunidad Autonoma. No
podemos dar datos de la campafia del afio 2002 ya que en aquella ocasion no se llevd a cabo
un recuento preciso del nimero de racimos totales a partir de los cuales se traté de purificar el

patdgeno. No obstante, las visitas que se llevaron a cabo entonces y las inspecciones visuales
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gue se realizaron fueron también indicativas de una elevada incidencia. Del total de racimos
recogidos en la campafia del afio 2007 que resultaron estar infectados por B. cinerea, un 83%
mostraban sintomas en campo y en los mismos fue posible detectar la presencia del patdgeno
de forma visual durante la visita al vifledo. Un total de 31 racimos (el 17% de los racimos
infectados) resultaron ser racimos asintomaticos en los que B. cinerea estaba presente pero

aln no se habian hecho evidentes los sintomas de infeccion.

Después de obtener los aislados de campo a partir de los racimos, las que hemos
denominado en este trabajo "cepas madre", procedimos a obtener un cultivo monospérico de
cada una de ellas con el objeto de disponer de un material homogéneo con el que llevar a cabo
los analisis de caracterizacion fisiolégica y genética que estabamos interesados en realizar.
Con muestras de DNA obtenidas a partir de estos cultivos monosparicos comprobamos que las
cepas aisladas pertenecian realmente a la especie B. cinerea mediante la confirmacion de la
presencia de un marcador SCAR especifico de este organismo (Rigotti et al., 2002). Todos los
aislados caracterizados fisiol6gica y genéticamente en este trabajo han sido confirmados como
aislados de la especie B. cinerea mediante esta herramienta molecular.

La incidencia de B. cinerea en los racimos analizados en 2007 fue muy notable, como
hemos indicado. Debemos destacar algunas consideraciones adicionales. En la mayor parte de
los racimos analizados y en los que se purificO B. cinerea, fue posible obtener varios aislados.
En algunos casos, del mismo racimo se obtuvieron aislados idénticos, considerados clones. Es
el caso de muchos de los aislados que integran las parejas, y el grupo de tres aislados, de
clones identificados en nuestro estudio y descritos en la seccién 3.2.2.1. En estos grupos, el
mismo aislado fue purificado a partir de micelio ya evidente en el racimo en campo y también a
partir de bayas asintomaticas procedentes de ese racimo (por ejemplo, los aislados 547 y 549,
o los aislados 430 y 431) o bien a partir de dos muestras de micelio distintas tomadas del
mismo racimo (por ejemplo, los aislados 543 y 544). En algunos racimos asintomaticos también
fue posible purificar el mismo aislado a partir de bayas diferentes (por ejemplo, los aislados 275
y 277). Estas observaciones que describimos en los diferentes casos que indicamos, son
consecuencia de situaciones que cabe esperar en nuestro analisis, ya que en un racimo dado
es posible presumir que el mismo "tipo genético" pueda estar presente en bayas diferentes
dada la capacidad de esporulacion del patdogeno (bayas diferentes infectadas por esporas
idénticas procedentes del mismo aislado -tipo genético- del patbgeno). Pero en la mayor parte
de los racimos analizados se han purificado, efectivamente, varios aislados y éstos son
genéticamente diferentes. Y esta es la situacion mas frecuente, como se desprende del andlisis
de la Tabla 5 y del dendrograma de la Figura 33. Estas observaciones constituyen
indicaciones claras de que en los racimos de nuestros vifiedos se estan produciendo
con mucha frecuencia INFECCIONES MULTIPLES, infecciones que pueden manifestarse de
forma mas o menos evidente (y, en algunos casos, siendo aparentemente asintomaticas). Una
situacion similar ha sido descrita en uno de los pocos trabajos en los que estas cuestiones han
sido analizadas con anterioridad, concretamente en racimos de vid en los vifiedos franceses

(Giraud et al., 1997). En este contexto cabe destacar también que, en algunos casos, a partir
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de una cepa madre se han obtenido luego cultivos monospéricos fenotipicamente diferentes,
observaciones indicativas de que la cepa madre, 0 no era un cultivo puro, o siendo un cultivo
puro, el aislado correspondiente es en realidad un heterocarionte que puede generar esporas
de tipos diferentes. Todas estas observaciones y consideraciones dibujan un escenario, una
interaccién planta-patégeno, que constituye un sistema realmente complejo que exige un
andlisis detallado y en profundidad.

Fruto de las recolecciones realizadas durante las campafias 2002 y 2007 se ha
generado una coleccién de aislados de campo de B. cinerea recogidos sobre distintas
variedades de vid integrada por 626 aislados (199 aislados de la camparfa 2002 y 427 aislados
de la campafia 2007). Para la caracterizacion de diversidad fisiol6gica y genética en las
poblaciones del patégeno de los vifiedos de nuestra Comunidad Autbnoma se seleccioné una
poblacién de trabajo integrada por una muestra representativa (en total por 316 aislados,
indicados en la Tabla 9). Esta poblacién fue seleccionada tratando de mantener un nimero de
individuos apropiado para un andlisis poblacional atendiendo al factor geogréfico (D.O.). Bonin
y colaboradores proponen que la utilizacién de poblaciones integradas por al menos 14-30
individuos cada una es apropiado para este tipo de estudios (Bonin et al., 2007). En nuestro
caso la poblacién de Cigales esta ciertamente menos representada que las otras D.O
consideradas, pero de acuerdo con las recomendaciones citadas, el nUmero de individuos es
suficiente para el trabajo estadistico propuesto. También hemos llevado a cabo el analisis
poblacional atendiendo al factor variedad de vid a partir de la cual se han efectuado los
aislamientos. En este caso se han seleccionado las variedades para las cuales el nimero de
aislados disponibles era mas elevado (descartando en este analisis los aislados analizados
atendiendo al criterio D.O. que se derivan de variedades para las cuales el nimero de aislados
disponibles era muy bajo) pero, ciertamente, atendiendo a este factor el nimero de poblaciones
con un nuimero limitado de aislados es mayor. No obstante creemos que es posible extraer

informacion de interés derivada de nuestro analisis.
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DIVERSIDAD FISIOLOGICA DE B. CINEREA

B. cinerea es reconocido en el mundo de la fitopatologia como un patégeno generalista
con un amplisimo rango de huéspedes y que muestra una enorme variabilidad fisiologica y
genética (revisado en Jarvis, 1977; Elad et al., 2004; Williamson et al., 2007). Nuestro trabajo
ha tenido como objetivo fundamental valorar esta diversidad fisiol6gica y genética en las
poblaciones de B. cinerea recogidas en los vifiedos de nuestra comunidad auténoma. El
aspecto de la fisiologia del patégeno que nos interesa de una manera particular es su
capacidad de infectar a varias especies de plantas hospedadoras, en particular a la vid y
concretamente a las principales variedades blancas y tintas cultivadas en Castilla y Ledn. El
manejo de la vid en experimentos de inoculacién a gran escala presenta varios problemas
derivados fundamentalmente de la estacionalidad del cultivo y de la dificultad para disponer de
cantidades importantes de material vegetal (en nuestro caso hojas) cultivado en condiciones
naturales y no tratado con agentes quimicos. Es por esta razén que para llevar a cabo un
primer analisis de las diferencias de agresividad sobre el huésped, decidimos evaluar la
agresividad de los aislados recogidos a partir de vid sobre judia. Disponiamos de un segundo
huésped de facil manejo y que podriamos cultivar a gran escala en condiciones de invernadero,
el tomate. Como hemos podido comprobar a posteriori, la correlacion de la agresividad sobre
vid (en general para todas las variedades) es siempre mas alta con la agresividad sobre judia
gue con la agresividad sobre tomate. Por lo tanto, a la hora de obtener una primera indicacion
del comportamiento que pudieran tener sobre vid el conjunto de aislados obtenidos, la judia es

un huésped indicador mas apropiado.

El andlisis que hemos llevado a cabo con los 316 aislados de campo cuya agresividad
se ha evaluado sobre judia y el establecimiento de las clases "fisiologicas" (fenotipicas) que
para esta caracteristica hemos propuesto nos permite visualizar de forma sencilla y muy
ilustrativa la distribucion de la expresion (o manifestacion) de esta caracteristica en la
poblacién. Y la distribucién que se deduce del histograma resultante se aproxima mucho a una
distribucion de tipo normal. Es posible proponer entonces que el caracter "agresividad
sobre judia" es un caracter cuantitativo, de variacién continua, en cuya determinacién
participan varios genes. Por lo tanto, nuestras observaciones proporcionan evidencias
adicionales que apoyan la consideracion de la patogenicidad de B. cinerea como un caracter
ciertamente complejo que se configura derivado de la accibn de numerosos factores de

patogenicidad (Amselem et al., 2011).

El estudio de la distribucién de la expresién del caracter en la poblacion nos permite
hacer algunas reflexiones de interés. La curva de distribucién no es una curva absolutamente
simétrica (las clases mas frecuentes -VIII, IX y X- no son las clases que muestran los valores
intermedios de expresion del fenotipo, que corresponderian a las clases VI, VIl y VIII). Ello es

consecuencia fundamentalmente de que los valores de expresion del caracter que podemos
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considerar "menores" muestran un mayor grado de dispersién, es decir, se distribuyen en un
mayor nimero de clases fenotipicas, cada una de ellas integrada por un nimero reducido de
individuos. Y llama la atencion que la clase de fenotipo mas extremo, la Clase 0, sea mas
numerosa que las clases inmediatamente adyacentes (Clases | a 1V). Esta situacion introduce
una segunda distorsion en la curva que, aunque es dificil de valorar porque el nimero total de
individuos analizados no es muy grande (poblacion de 316 individuos) y las clases extremas
poco numerosas, pudiera interpretarse como indicativa de la existencia de una segunda
poblacién, muy poco numerosa, de individuos caracterizados por mostrar un fenotipo particular,
distinto del de la poblacién en su conjunto. En esta poblacion se incluirian los miembros de la
Clase 0, concretamente 7 aislados, los identificados con los codigos 368, 369, 509, 530, 531,
572 y 576, (y quizas pudiéramos pensar también en los miembros de las Clases |, Il, 1l y IV),
que resultan mostrar el mismo comportamiento (agresividad) que el aislado de B. aclada,
patégeno especifico de cebolla, utilizado como control en este trabajo y que, como es de
esperar, en funcién de su comportamiento sobre judia también resulta incluido en esta Clase O.
Pudiera pensarse que estos aislados son aislados pertenecientes a una especie del género
Botrytis diferente con una especificidad de huésped que excluye a la judia como planta
susceptible, pero no parece ser el caso puesto que en todos estos aislados hemos amplificado
el marcador tipo SCAR descrito por Rigotti et al., (2002) caracteristico de B. cinerea. Se trata
entonces de aislados de la especie B. cinerea incapaces absolutamente de infectar la judia.
Sobre la naturaleza y la constitucion genética de este grupo de individuos haremos algunos

comentarios adicionales mas adelante en la discusion.

Es interesante considerar conjuntamente la curva de distribucion del caracter
"agresividad sobre judia" y la curva de distribucién del caracter "capacidad de crecimiento
saprofitico sobre medio MEA". Esta Ultima también parece una curva de distribuciéon normal
pero, como en el caso anterior, no es una curva simétrica. Las clases mas frecuentes son
clases que corresponden a valores de expresion fenotipica elevada, por lo que el méximo de la
curva esta desplazado de los valores centrales de expresién. También como en el caso
anterior, se identifica un niimero reducido de aislados dispersos en un nimero relativamente
elevado de clases fenotipicas, todas ellas en la cola de la curva proxima al extremo inferior de
variacion del caracter. Concretamente un 5,37% de los aislados analizados (17 de 316) se
distribuyen muy dispersos en las 8 clases fenotipicas (Clases 0 a VIII) -méas del 50% de las
clases establecidas- de valores de expresién menor. También ahora, la clase fenotipica con el
valor de expresiébn minimo incluye un ndmero de individuos mayor que las clases

inmediatamente adyacentes. La similitud de ambas curvas es, por lo tanto, notable.

Observamos que las dos curvas muestran un aspecto similar en el extremo inferior del
rango de expresion de un caracter y otro. Ello es debido en buena medida a que los mismos
aislados integran las clases fenotipicas correspondientes en un caso y otro. Asi, todos los
aislados incluidos en las Clases | a V de crecimiento saprofitico estan incluidos en las Clases 0,
I 'y Il de agresividad sobre judia, excepto el aislado 508 que se incluye en la Clase IV (también

de aislados poco agresivos). Es decir, y como es de esperar, todos los aislados que son
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"saprofitos pobres o de crecimiento muy limitado" son aislados "avirulentos 0 muy poco
agresivos" sobre judia. Pero la observacion a la inversa no se cumple, ya que no todos "los
aislados avirulentos o poco agresivos" sobre judia crecen de forma limitada sobre medios
sintéticos. Por ejemplo, los aislados 509 y 572 (Clase 0), 371 (Clase ) y 446 y 515 (Clase l)
tienen una capacidad de crecimiento saprofitico muy notable. En estos aislados podemos
deducir que la incapacidad para infectar judia tiene su origen en la no disponibilidad de factores
gue le permitan o utilizar los sustratos nutritivos que deberia obtener a partir del huésped, o
evitar las defensas que el huésped activa en respuesta al ataque del patégeno, pero no en
limitaciones nutricionales de caracter general. Esta consideracién hace interesantes a estos

aislados en posibles estudios futuros.

Como indicabamos anteriormente, el hecho de que la curva de distribucion del caracter
"agresividad sobre judia" muestre dos maximos, aunque uno tenga una frecuencia muy baja,
podria indicar la coexistencia de dos tipos distintos, o dos poblaciones diferentes, en la muestra
analizada. La misma situacién se observa en relacion con el caracter "crecimiento saprofitico",
lo cual es légico puesto que, como hemos visto, los aislados con menor capacidad de
crecimiento saprofitico son los menos agresivos sobre judia. Recordemos que todos los
aislados incluidos en las Clases | a V de crecimiento saprofitico estan incluidos en las Clases 0,
| y Il de agresividad sobre judia (excepto el aislado 508 que se incluye en la Clase IV). Si estos
aislados constituyeran una poblacion uniforme integrada por individuos de caracteristicas
similares deberiamos esperar encontrar un mayor grado de similitud (proximidad) genética
entre los mismos que con el resto de la poblacién. El andlisis de las relaciones filogenéticas
presentadas en la Figura 33 indica que éste no es el caso y que los integrantes de estas clases
fenotipicas, bien aquellos de escasa agresividad sobre judia, bien aquellos de escasa
capacidad de crecimiento saprofitico, no se agrupan de forma significativa, encontrandose
dispersos en el dendrograma construido en funcién de las similitudes genéticas. Ademas, como
hemos comentado, algunos de los aislados poco agresivos sobre judia son buenos saprofitos.
Los dos grupos, aunque comparten algunos miembros, no son totalmente coincidentes. Por lo
tanto, el fenotipo "poco agresivo sobre judia y pobre saprofito” no es caracteristico de una clase
genotipica particular que podamos identificar en nuestro andlisis genético. Sin embargo, como
comentaremos mas adelante, el andlisis genético que hemos llevado a cabo si nos ha
permitido identificar una poblacion marcadamente diferente en términos genéticos, cuya
constitucion puede explicar, al menos en parte, el aspecto de la curva de distribucion de ambos

caracteres, particularmente en relacién con la del caracter agresividad sobre judia.

El andlisis llevado a cabo indica que en relacién con las dos caracteristicas analizadas
la poblacién de trabajo muestra una gran diversidad fisiol6gica, y las herramientas estadisticas
utilizadas demuestran que las diferencias observadas entre las clases fenotipicas establecidas
son significativas. Podemos confirmar entonces que, al menos en relacion con estas dos
caracteristicas, B. cinerea es un organismo muy variable. Y es que B. cinerea ha sido
reconocido tradicionalmente como un patégeno que muestra una enorme variabilidad en

caracteristicas tales como la patogenicidad (Lorenz, 1983; van der Vlugt-Bergmans, 1996), la
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capacidad y los patrones de crecimiento (Grindle, 1979), la produccién de enzimas in vitro e in
vivo (Leone, 1990; Mohavedi and Heale, 1990) o la resistencia a fungicidas que aparecen
rapidamente en el campo cuando se aplican agentes quimicos para proteger los cultivos (Katan
et al., 1989; Raposo et. al., 1996). Las diferencias de patogenicidad entre aislados han sido
analizadas en colecciones de pequefio tamafio en relacion con diferencias en la produccion de
formas activas de oxigeno (Edlich et al., 1989; Tiedeman, 1997) o de toxinas (Reino et al.,
2004). Nuestros resultados apoyan la existencia de variabilidad fisiolégica en el caracter
patogenicidad y aportan evidencias adicionales y una cuantificacién precisa de la variacion en
relacién con su patogenicidad sobre judia. Considerando la poblacién manejada en este trabajo
en su conjunto y analizando la expresién de los dos caracteres estudiados simultaneamente, se
comprueba que existe una correlacibn moderadamente alta entre ambas caracteristicas. La
existencia de esta correlacion nos permite hacer dos consideraciones: (1) de forma general la
capacidad de crecimiento saprofitico nos permite anticipar el comportamiento que en términos
de agresividad sobre judia tendra un aislado dado, si bien ciertamente existen excepciones que
nos sitdan frente al analisis de aislados particularmente interesantes (por ejemplo, aquella serie
de aislados que con una capacidad de crecimiento saprofitico similar muestran una agresividad
sobre judia muy diferente), y (2) la variacién observada en el crecimiento saprofitico de los
aislados explica una parte importante de la variacién observada en la capacidad para infectar

judia. Estas dos cuestiones tienen un notable interés desde un punto de vista préactico.

Ademas de la agresividad de B. cinerea sobre judia, en este trabajo hemos evaluado la
agresividad sobre tomate y la agresividad sobre una serie de variedades representativas de vid,
lo que nos permite profundizar en el andlisis del caracter "agresividad" o "virulencia" de este
patdégeno y abordar el estudio de su naturaleza como patdgeno generalista. Para este analisis
hemos utilizado una muestra representativa de aislados seleccionados en funcién de su
comportamiento (agresividad) sobre judia. Concretamente se han seleccionado 37 aislados, de
los cuales 15 son aislados muy poco agresivos sobre judia (aislados del grupo A,
pertenecientes a las Clases O, I, Il, lll y IV), 15 son aislados moderadamente agresivos
(aislados del grupo B, pertenecientes a las Clases V, VI, VII, VIl y IX) y 7 son aislados muy
agresivos (aislados del grupo C, pertenecientes a las Clases X, XlI, XllI, Xl y XIV). Del estudio
de su comportamiento sobre los huéspedes considerados se derivan varias conclusiones. En
primer lugar, considerando el conjunto de aislados y el conjunto de huéspedes comprobamos
que el patégeno tiene capacidad para infectar a todos los huéspedes analizados. Estas
observaciones apoyan la propuesta de que B. cinerea, como poblacién de individuos, es
ciertamente un patdgeno generalista. En segundo lugar, considerando cada huésped de
forma particular, se comprueba que hay diferencias notables en el comportamiento de los
distintos aislados. Esto supone que sobre cada huésped hay variacién en el caracter
"agresividad" en B. cinerea, pudiendo identificar desde aislados incapaces de infectar hasta
aislados muy agresivos con una gran capacidad de colonizacion de los tejidos que infectan. En
tercer lugar, cuando se compara el comportamiento de los distintos huéspedes frente al

conjunto de aislados (siempre el mismo), vemos que es un comportamiento diferente en cada
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caso. Es decir, el perfil de patogenicidad que dibuja el conjunto de aislados
seleccionados sobre cada huésped es diferente y especifico, lo que sugiere que cada
huésped presenta una configuracién particular de factores que median en la
susceptibilidad/resistencia del huésped al patégeno. En este momento es necesario indicar
gue el comportamiento de las tres variedades blancas, por un lado, es notablemente uniforme y
que el comportamiento de las cuatro variedades tintas, por otro, también resulta notablemente

uniforme.

Si nos centramos entonces en la valoracion de la respuesta de los distintos huéspedes
analizados, comprobamos que el comportamiento de la judia y del tomate, de una parte, es
ciertamente similar, y que el comportamiento de todas las variedades de vid, de otra, es
también similar. Y si valoramos el nimero de aislados que resultan ser incapaces de infectar
judia (1) o tomate (2) y el de aislados incapaces de infectar a las distintas variedades de vid (de
9 a 12) podemos proponer que la vid (en general) es una especie de planta huésped con un
nivel de resistencia a B. cinerea superior al de la judia y el tomate, una mayor resistencia
gue es consecuencia, en gran medida, de una mayor capacidad para limitar el ingreso del
patégeno (es decir, derivada de factores que participan en las fases mas tempranas del
proceso de infeccion: el reconocimiento y la penetracién). Una vez que han penetrado, los
aislados "agresivos" colonizan los tejidos foliares de forma eficiente, aunque aparentemente
con mas lentitud que en el caso de las hojas de judia y tomate (diametros medios de lesién
dispersiva similares, pero medidos a tiempos mucho mas tardios en el caso de la vid). Quizés
podamos decir que la vid también muestra un mayor nivel de resistencia a B. cinerea a este
nivel, dificultando de alguna manera el progreso y expansion de las lesiones dispersivas, pero
en este caso no disponemos de evidencias que lo indiquen con claridad porque las mediciones

de los diametros de lesion se hicieron a tiempos muy distintos.

En este contexto se presenta una observacion aparentemente paradéjica, ya que todos
los aislados analizados han sido recogidos sobre vid y, mientras practicamente todos los
aislados analizados se muestran como agresivos sobre judia y tomate, una fracciéon importante
de ellos son incapaces de infectar los tejidos del huésped a partir de cual fueron aislados en los
experimentos de infeccion en condiciones controladas. Es posible considerar varias
situaciones, no excluyentes, que pudieran explicar estas observaciones. Como hemos
comprobado en las fases iniciales de este trabajo, son muy frecuentes las infecciones multiples
en racimos de vid (sintomaticos y asintomaticos). Y distintos aislados muestran diferencias
fisiologicas muy notables. Es posible que con frecuencia se encuentren propagulos de aislados
de B. cinerea no agresivos que estan presentes sobre el material vegetal (un racimo, por
ejemplo), propagulos que han sido producidos sobre un huésped susceptible mas o menos
préximo o sobre un sustrato nutritivo adecuado, y comportandose ahora sobre el racimo como
un organismo saprofito. Es posible pensar también que algunos de los aislados purificados a
partir de racimos sean aislados que infectan con facilitad tejidos florales, o los propios frutos,
inmaduros y maduros, y que estan presentes en los tejidos del racimo a la espera de que se

produzcan las condiciones apropiadas para su desarrollo, pero que tienen limitaciones
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importantes a la hora de infectar tejidos foliares en inoculaciones directas. Para valorar estas
propuestas seria necesario llevar a cabo inoculaciones artificiales sobre distintos tipos de
tejidos del huésped, frutos en particular, una experimentacion que en este trabajo no hemos

podido abordar.

Una observacion particularmente importante desde el punto de vista aplicado a la hora
de considerar las relaciones de resistencia/susceptibilidad de las diferentes variedades de vid a
B. cinerea es el mejor comportamiento que de manera consistente presentan las variedades
blancas sobre las variedades tintas. En general (con variaciones menores) el conjunto de
aislados que no pueden infectar a la vid no infecta ni a las variedades blancas ni a las
variedades tintas, pero considerando los aislados que si son agresivos, efectivamente, en las
tres variedades blancas el didmetro medio de lesion dispersiva es siempre menor que en las
variedades tintas. Es decir, las variedades blancas muestran un cierto nivel de resistencia
frente a B. cinerea, lo cual tiene unas implicaciones muy importantes a la hora de considerar la
utilizaciébn de determinados recursos genéticos para importar en las variedades de interés
factores que contribuyan a mejorar la respuesta frente a B. cinerea.

Si nos centramos ahora en el analisis del comportamiento de los aislados sobre todos
los huéspedes considerados en nuestro estudio, comprobamos que el criterio de clasificaciéon y
seleccién de aislados que hemos utilizado (agresividad sobre judia) nos permite hacer una
descripcion relativamente sencilla de nuestro sistema. Los aislados de los grupos C y B, los
gue hemos considerado como muy agresivos y moderadamente agresivos, respectivamente,
sobre judia, muestran un comportamiento y unas caracteristicas similares. Son todos ellos
aislados con un buen crecimiento saprofitico, que infectan bien a la judia y al tomate (en menor
medida los aislados del grupo B que los del grupo, C, pero también a niveles notables) e
infectan a todas las variedades de vid y, en general, mejor a las variedades tintas que a las
variedades blancas (cabe recordar dos excepciones, los aislados 460 y la, que parecen ser
mas agresivas sobre las variedades blancas que sobre las tintas). Creemos que estos aislados
representan a una fraccién mayoritaria de la poblacién, teniendo en cuenta las clases a partir
de las cuales han sido extraidos, y pueden considerarse patdgenos generalistas que, aunque
muestran diferencias de "grado" en cuanto a su agresividad sobre un huésped y otro, no

muestran incapacidad total a la hora de infectar una diversidad de huéspedes importante.

Los aislados del grupo A conforman un grupo ciertamente mas diverso y heterogéneo,
integrado por aislados que tienen limitaciones de diferentes tipos relacionadas con su
capacidad para infectar al huésped, y en él encontramos aislados de caracteristicas peculiares
gue los hacen muy interesantes. Creemos que el analisis detallado, tanto genético como
fisiologico, de algunos de ellos puede resultar muy informativo a la hora de "diseccionar" la
patogenicidad de B. cinerea. De los 15 aislados de este grupo que han sido analizados, seis -
207, 375, 459, 568, 149b y 446- pueden considerarse buenos saprofitos que infectan muy
pobremente a la judia y al tomate y que no infectan a la vid en absoluto. Podemos

considerarlos aislados "no patégenos". La comparacién de cualquiera de estos aislados, por
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ejemplo el aislado 446, con un patégeno de amplio espectro que también sea un buen
saprofito, por ejemplo el aislado 444, nos puede proporcionar informacion sobre "factores de
tipo general" implicados en patogenicidad. Indicamos estos dos aislados, 446 y 444, porque
efectivamente son dos aislados que tienen una capacidad de crecimiento saprofitico muy
notable (y muy similar) que fueron obtenidos a partir de la misma variedad de vid en pies de
planta adyacentes en el mismo vifiedo y que, como hemos podido comprobar una vez realizado

el analisis de diversidad genética, son dos aislados genéticamente muy diferentes.

Podemos destacar también el posible interés de los aislados 230 y 65a. Son dos
aislados con capacidad de crecimiento saprofitico mas bien pobre y que podemos considerar
patégenos poco agresivos sobre judia y tomate. Sin embargo, son aislados con una capacidad
de infectar a todas las variedades de vid muy notable, similar a la de los aislados de los grupos
C y B. Es decir, se trata de dos aislados que parecen particularmente adaptados a la vid, tanto
variedades blancas como tintas, y en los que su capacidad para infectar a un huésped que de
forma general resulta ser mas resistente a B. cinerea, la vid, no esta relacionada con una

capacidad de crecimiento saprofitico elevada.

Por dltimo, dentro del grupo A es posible destacar el comportamiento del aislado 371.
Se trata de un buen saprofito, que apenas puede infectar judia y tomate pero si puede infectar
a la vid, aunque aparentemente sélo a las variedades tintas. Nuestra pregunta llegados a este
punto es: ¢podemos plantearnos la caracterizacion de este aislado para tratar de determinar si

existen factores genéticos que median esta "especificidad"?

Los demas aislados analizados que forman parte de este grupo son aislados que,
siendo poco agresivos sobre judia, o bien muestran caracteristicas similares a los aislados de
los grupos C y B en cuanto a sus relaciones de patogenicidad con los huéspedes considerados,
0 bien muestran un comportamiento irregular sobre los mismos. Su analisis y su utilidad en este

contexto son mas limitados.

En resumen, podemos concluir que la poblacién de aislados de B. cinerea que
hemos caracterizado fisiol6gicamente en este trabajo esta integrada mayoritariamente
por aislados que pueden ser considerados como patégenos generalistas que pueden
infectar los tres huéspedes considerados (y en el caso de la vid, las siete variedades
utilizadas en nuestro estudio), aunque muestran diferencias en el grado en que causan la
infeccién en cada huésped particular. Pero en la poblacién se identifican también,
aunque en una proporcion pequefia, aislados "no patégenos", incapaces de infectar
ninguno de los huéspedes considerados, y aislados con comportamientos que permiten
proponer cierto grado de adaptacion a un huésped particular. El estudio detallado de
algunos de estos aislados constituyen el objetivo de lineas de investigacion que nos

proponemos abordar en el futuro.
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DIVERSIDAD GENETICA

Una vez llevada a cabo la caracterizacion fisiolégica de los aislados que integran la
coleccién seleccionada decidimos abordar la caracterizacion genética de los mismos con un
doble objeto: (1) caracterizar genéticamente los individuos que la integran y evaluar las
relaciones de similitud genética entre ellos, y (2) cuantificar la variabilidad genética existente y
determinar el modo en el que esta variabilidad se estructura en las poblaciones naturales del
patdgeno. Hemos considerado que esta informacion, analizada conjuntamente con la derivada
de los analisis fisiolégicos, nos permitiria analizar posibles correlaciones entre fisiologia y

genética.

En este estudio, para evaluar diversidad genética hemos utilizado como fuente de
informacion la deteccion de polimorfismos en marcadores moleculares de tipo AFLP. Este tipo
de marcador es el marcador disponible en la actualidad que arroja mas informacion sobre
diversidad genética entre individuos y poblaciones. La principal limitacion de este marcador se
deriva de su naturaleza dominante, como consecuencia de lo cual no es posible inferir
directamente el genotipo de los individuos (no es posible distinguir el genotipo homocigoto vy el
heterocigoto). Este hecho puede comprometer el analisis genético de poblaciones clasico
basado en estadisticos F (y sus homdlogos), ya que no se pueden determinar de forma directa
las frecuencias alélicas (Lynch and Milligan, 1994). Esta es la mayor limitacion, y de ella se
deriva la principal critica, en general de todos los marcadores de tipo dominante (AFLPs,
RAPDSs) en oposicién a los clasicos marcadores codominantes (microsatélites y aloenzimas)
cuando son aplicados a cuestiones relacionadas con diversidad genética y andlisis de
estructura genética de poblaciones. Pero la pérdida de informaciéon debida a la dominancia
puede ser compensada por el hecho de que es posible analizar simultaneamente un gran
namero de loci (Miller, 2000), o aplicando métodos que permiten estimar las frecuencias
alélicas a partir de datos genotipicos asumiendo que la poblacién esta en equilibrio de Hardy-
Weinberg (Lynch and Milligan, 1994). Por lo tanto, los datos derivados de analisis de
marcadores de tipo AFLP también se utilizan muy frecuentemente para aplicar procedimientos
de analisis de agrupamiento basados en métodos de calculo de distancias de similitud (o
disimilitud) genética (Beismann et al., 1997; Rosendahl and Taylor, 1997; Gonzélez et al., 1998;
Weeks et al., 2000).

La naturaleza dominante de los marcadores de tipo AFLP condiciona el analisis
poblacional fundamentalmente en organismos diploides. En estos sistemas los marcadores
codominantes se consideran, de forma general, mas apropiados (Xu, 2006). En organismos
haploides, tanto los marcadores codominantes como los marcadores dominantes resultan
apropiados, ya que no hay pérdida de informacion debido a la dominancia puesto que cada
individuo posee una Unica copia de cada gen (o alelo). Es el caso de la mayor parte de los

hongos y el caso de B. cinerea y de especies relacionadas en particular, sistemas en los que
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estos marcadores se han utilizado previamente para llevar a cabo distintos estudios de
genética de poblaciones (Moyano et al., 2003; Staats et al., 2007). La principal ventaja de los
marcadores AFLP es que, efectivamente, resulta factible generar y procesar simultdneamente
un numero elevado de marcadores vy, por lo tanto, de loci. Ademas, no es necesario disponer
de informacion previa sobre la secuencia de regiones dadas del genoma de la especie de
trabajo. En general son marcadores que se han utilizado con mucha frecuencia para evaluar
diversidad genética intraespecifica y estructura genética de poblaciones. Todas estas razones
nos han animado a aplicar esta metodologia al andlisis de las poblaciones naturales de B.
cinerea recogidas en los vifiedos de nuestra comunidad auténoma que hemos llevado a cabo
en este estudio.

El procedimiento de detecciébn de marcadores tipo AFLP basado en la utilizacién de
oligonucle6tidos marcados con fluoréforos, la electroforesis capilar y la deteccidon automatizada
con laser es una técnica sofisticada, costosa y muy sensible que genera una enorme cantidad
de datos. Siendo una técnica tan sensible, su utilizacién exige una puesta a punto, hasta donde
resulte factible, perfecta, asi como la optimizacion de los procedimientos y la inclusion de los
controles adecuados. Nosotros hemos invertido mucho tiempo y esfuerzo en familiarizarnos
con el sistema, en ponerlo a punto y en seleccionar y procesar Unicamente datos fiables. El
genoma de B. cinerea tiene un tamafio que puede considerarse pequefio (aprox. 40 Mb). En
estos casos la utilizacién de oligonucle6tidos selectivos con una extensién de 2 nucle6tidos
resulta apropiada (Meudt and Clarke, 2007). Y asi lo hemos comprobado en nuestro trabajo. La
utilizaciébn del sistema (reactivos en forma de kit comercial) que proporciona Applied
Biosystems para llevar a cabo todos los procedimientos enzimaticos, junto con la posibilidad de
aplicar luego los procedimientos de electroforesis y deteccion utilizando también las
herramientas que ha desarrollado esta empresa, ha resultado de gran utilidad y ha facilitado
nuestro analisis. Y hemos podido generar perfiles que incluyen un gran niimero de marcadores
moleculares en una poblacién de individuos muy numerosa. Una vez generados éstos, nuestra
principal preocupacién ha sido la de seleccionar correctamente los marcadores que podemos
considerar "buenos" y comprobar que los perfiles que obtenemos son realmente reproducibles
y que no trabajamos con "falsos positivos" o con artefactos. Las recomendaciones y la
experiencia ofrecidas por distintos autores (Rinehart, 2004; Bonin et al., 2004; Bonin et al.,
2005; Meudt and Clarke, 2007; Liljander et al., 2009; Pompanon et al., 2005; Wooten and
Tolley-Jordan, 2009) nos ha permitido seleccionar marcadores y perfiles de marcadores que
consideramos garantizados. Estas recomendaciones han sido seguidas a la hora de revisar
manualmente los perfiles que el sistema utilizado genera de forma automatizada, conscientes
de que, aunque los procedimientos han sido optimizados, determinados artefactos sélo pueden

ser detectados con una revision precisa llevada a cabo de forma manual por el experimentador.

Una cuestion especialmente importante sobre la que hemos trabajado es el problema
de la reproducibilidad. Frecuentemente en este tipo de estudios se incluye el andlisis de cada
individuo por duplicado (a partir de extracciones de ADN diferentes procedentes del mismo

individuo), seleccionando Unicamente aquellos marcadores que aparecen (0 no) de forma
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reproducible en una y otra réplica (Arroyo et al., 2002; Staats et al., 2007). Cuando se trata de
poblaciones de pequefio o0 mediano tamarfio esta aproximacion resulta factible. En poblaciones
muy numerosas es una aproximacion dificil de llevar a cabo. En nuestro caso hemos manejado
una poblacion integrada por casi 300 individuos. Antes de plantearnos completar todo el
analisis por duplicado con la poblacion completa decidimos evaluar la reproducibilidad de los
resultados (perfiles) obtenidos con una muestra representativa integrada por 26 individuos
(aproximadamente el 10% de poblacidn), con las restricciones que nuestro sistema particular
debe tener en cuenta (como hemos indicado en la seccion de Resultados, proponer un limite
de 97% de similitud genética para considerar que dos individuos son clones, genéticamente
idénticos). Nuestro trabajo demuestra que el grado de reproducibilidad que se logra con los
procedimientos experimentales aplicados es muy alto, lo suficientemente alto como para que
cuando trabajamos con réplicas de una serie de individuos dados obtengamos los mismos
resultados sea cual sea el miembro de cada pareja de individuos que consideremos. Trabajos
llevados a cabo por otros autores para determinar el grado de reproducibilidad minimo que es
posible aceptar han permitido concluir que variaciones en los coeficientes de similitud entre
duplicas entre 0,96 < CS < 1,00 son aceptables y que ésta variacion refleja el valor del total del
error del sistema que es aceptable (Winfield et al., 1998). Si el coeficiente de similitud entre dos
muestras duplicadas es menor que 97%, entendemos que el sistema no genera
reproducibilidad suficiente (Zeid et al., 2003). Siendo asi, desde nuestro punto de vista, los
valores obtenidos en nuestros analisis son absolutamente aceptables y la conclusion derivada
de nuestro trabajo es ciertamente relevante y demuestra que no es necesario llevar a cabo todo
el andlisis por duplicado. Por esta razén, en nuestro sistema todos los individuos de la
poblacién han sido analizados s6lo una vez y posteriormente los datos obtenidos han sido

revisados manualmente con criterios altamente restrictivos.

Para llevar a cabo nuestro estudio hemos generado una gran cantidad de informacién
genética. Utilizando tres combinaciones de cebadores, y una vez descartados todos aquellos
picos que en los electroferogramas pudieran ser problematicos, hemos identificado un total de
388 marcadores susceptibles de ser analizados (0,01 < f(a) < 0,99) en nuestra poblacién de
partida integrada por 292 individuos que finalmente ha quedado reducida a 285 aislados
autéctonos (una vez excluidos los controles externos y el Gnico aislado de la D.O. Bierzo). De
ellos, y siguiendo las recomendaciones de Bentley y colaboradores (2008) hemos seleccionado
un total de 150 marcadores que aparecen en nuestra poblacion de trabajo con frecuencias
superiores a 0,05 e inferiores a 0,95. Es un ndmero de marcadores muy grande utilizado para
caracterizar una poblacion de individuos muy numerosa, lo cual nos proporciona una

sensibilidad y una capacidad de resolucién en nuestro estudio muy notable.

Abordamos entonces el analisis de las relaciones de similitud genética entre individuos
y el problema de la cuantificacion de la diversidad genética de nuestras poblaciones. Utilizando
el Coeficiente de similitud de DICE hemos generado un dendrograma con las similitudes (y, por
lo tanto, las relaciones) genéticas entre aislados cuyos resultados encuentran soporte en el

calculo del coeficiente cofenético (que alcanza un valor muy elevado y que nos permite concluir
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gue el dendrograma generado constituye una buena representacién de las relaciones de
similitud entre los aislados analizados). Tanto el analisis del dendrograma obtenido como el de
la representacion del analisis de componentes principales realizado indican que la gran
mayoria de aislados analizados (un 97%) conforman una gran poblacién sin una
estructura evidente, no pudiéndose apreciar una organizacién y agrupamiento de aislados
claros ni por D.O. ni por variedad de vid (aunque como discutiremos mas adelante,
considerando las poblaciones como unidades operativas, si detectamos cierta estructura en la
poblacién en su conjunto). Es interesante destacar que detectamos un grupo de individuos
muy poco numeroso que muestra diferencias genéticas muy notables con el gran grupo
descrito anteriormente. Este grupo esta integrado por los aislados 577, 351, 509, 446, 400,
211, 425 y 207, y pudiendo ser considerados como aislados puente con el gran grupo, los
aislados 572 y 568. Estos 10 aislados proceden mayoritariamente de las D.O. Ribera del Duero
(6 de 10) y en menor medida de Sierra de Salamanca (3 de 10) y Toro (1 de 10). Llama la
atencion la naturaleza y constitucion de este grupo, ya que de los diez aislados que lo integran,
7 estan incluidos en las clases fenotipicas de menor agresividad sobre judia, las clases
incluidas en el grupo de clases que hemos denominado Grupo A (clases 0 a IV), en el cual
hemos identificado los aislados que consideramos mas interesantes en cuanto a sus relaciones
de patogenicidad sobre los distintos huéspedes utilizados en este trabajo. Sobre la naturaleza
de este grupo, de esta pequefia poblacion, plantearemos algunos elementos de reflexion mas

adelante.

Analizada la poblacion en su conjunto es posible concluir que se trata de una
poblacion con una gran diversidad genética. Los valores obtenidos en todos los indices
considerados son indicativos de una alta diversidad genética, en particular el valor de
Diversidad Genotipica (G) y de Diversidad Genotipica Normalizada, alcanzando ésta un valor
en la poblacién total del 0,949. Es decir, se identifican casi tantos haplotipos en nuestra
poblacién (270) como individuos son analizados (285). El valor de la Fraccion Clonal es de
5,18%. Una diversidad genotipica elevada en una poblacién, lo que supone una elevada
variabilidad genética y una gran riqueza genética, es indicativa de la ocurrencia de
recombinaciéon como proceso 0 mecanismo que genera variabilidad genética en esa poblacion.
Asi se ha descrito en distintas especies de hongos (Schmale Il et al.,, 2006; Bentley et al.,
2008), entre ellas especies del género Botrytis (Alfonso et al., 2000; Staats et al., 2007).
Nuestras observaciones sugieren, por lo tanto, que la reproduccién sexual esta teniendo lugar
en las poblaciones de B. cinerea de los vifiedos de nuestra comunidad auténoma. No ha sido
objetivo de nuestro trabajo buscar y encontrar la forma sexual de B. cinerea, B. fuckeliana, en
el campo. Raramente se han descrito los apotecios de este teleomorfo en la naturaleza, lo que
no quiere decir que no se produzcan cruzamientos entre cepas sexualmente compatibles de
forma habitual. Aunque sean muy raras las descripciones de los cuerpos fructiferos en campo,
podemos destacar que los dos tipos sexuales caracteristicos de esta especie heterotalica
aparecen representados en la naturaleza de manera equilibrada en la mayor parte de las

poblaciones (revisado en Beever and Weeds, 2004), incluida la Gnica poblacion analizada a
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este respecto en Espafia (Delcan and Melgarejo, 2002). Disponemos de evidencias obtenidas
sobre una muestra amplia de los aislados analizados en este trabajo que indican que éste es el
caso también en las poblaciones de B. cinerea de los vifiedos de Castilla y Le6n (resultados no
publicados). Si bien su presencia y distribucion equilibrada no presuponen que los
cruzamientos se produzcan en campo, el hecho de que ambos tipos sexuales aparezcan
representados y el que haya sido posible estandarizar las condiciones para la realizacién de
cruzamientos en el laboratorio (Faretra and Antonacci, 1987; Faretra et al., 1988), junto con la
gran diversidad genotipica que hemos encontrado, creemos que proporcionan argumentos a
favor de la ocurrencia de reproduccion sexual del hongo en el campo en los vifiedos de

nuestra comunidad autbnoma.

La diversidad genotipica que hemos cuantificado es muy alta, pero debemos destacar
gue hemos identificado una pequefia fraccién clonal. Atendiendo al criterio considerado en
nuestro trabajo (similitud genética superior al 97%) hemos identificado 13 haplotipos dos veces
y un haplotipo 3 veces. En 13 de los 14 haplotipos representados méas de una vez, los dos o los
tres miembros del clon correspondiente fueron aislados a partir del mismo racimo. Sélo en un
caso los dos miembros de la pareja fueron aislados a partir de racimos diferentes (y, en este
caso, recogidos en puntos geograficos muy distantes). Es decir, en la mayor parte de los casos
los clones se recogen a partir de materiales vegetales fisicamente muy préximos. El hecho de
haber realizado purificaciones directamente a partir de micelio ya visible sobre el racimo en
campo y luego a partir de bayas asintomaticas del mismo racimo probablemente introduzca en
nuestro estudio un factor de sobreestimacion de la fraccién clonal, que en cualquier caso es
pequefia. No obstante, ciertamente se identifican clones. Este hecho, junto con la observacion
derivada del estudio del dendrograma que indica que los aislados procedentes del mismo
racimo con frecuencia ocupan posiciones préximas en el mismo y junto con el reconocimiento
de la capacidad de multiplicacion mediante la produccién de conidios asexuales caracteristico
de B. cinerea, son consideraciones que sugieren fuertemente que la reproducciéon asexual
tiene lugar en el campo, probablemente de forma preferente. Si este es el caso, debe
detectarse desequilibrio de ligamiento en las poblaciones naturales de B. cinerea de nuestros
vifiedos. Y asi parece ser: tanto los datos derivados del andlisis de LD de dos loci como los
datos derivados del célculo del indice de Asociacién |, indican que existe un nivel
moderadamente alto de desequilibrio de ligamiento en la poblaciéon en su conjunto y en todas
las poblaciones que hemos establecido atendiendo a los criterios de D.O. y de variedad de vid
de origen. La ocurrencia de asociaciones no aleatorias de alelos en la poblacién supone que la

poblacién no es panmictica y que, al menos en cierta medida, la reproduccién es clonal.

Durante mucho tiempo B. cinerea ha sido considerado como una especie clonal. A lo
largo de los ultimos 15 afios esta imagen ha ido cambiando como consecuencia sobre todo de
las posibilidades de analizar la variabilidad genética de las poblaciones naturales del patégeno
gue se han ido generando haciendo uso de diversos marcadores moleculares. Fruto de estos
trabajos se han obtenido evidencias que demuestran la gran diversidad genética existente y la

determinacion de unos valores de desequilibrio de ligamiento compatibles con la existencia de
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recombinacion sexual en las poblaciones naturales de B. cinerea en muy distintas areas
geogréficas tales como Francia, Espafia o Chile (Giraud et al., 1997; Alfonso et al., 2000;
Mufioz et al., 2002). Nuestro trabajo apoya esta vision segln la cual ambos tipos de
reproduccioén tienen lugar en el campo. No obstante, los resultados obtenidos previamente
en este contexto no son generalizables de manera absoluta, existiendo casos en los que los
valores de LD obtenidos (mucho més elevados que los estimados en nuestras poblaciones de
los vifiedos de Castilla y Le6n) son consistentes con una ausencia total de recombinacion en
las poblaciones analizadas, como es el caso de diferentes poblaciones de B. cinerea recogidas

en California sobre distintas especies de plantas hospedadoras (Ma and Michailides, 2005).

El trabajo experimental presentado en esta memoria ha sido disefiado también para
tratar de determinar si las poblaciones de B. cinerea de nuestros vifiedos presentan algun tipo
de estructura genética. El factor més importante cuyo efecto queriamos valorar como agente
gue condiciona la estructura genética de las poblaciones es la existencia de D.O. en la
comunidad autébnoma y los condicionamientos en las practicas agricolas que esta figura
administrativa impone. También nos hemos planteado el andlisis del posible efecto de otros dos
factores, la variedad de vid de origen de los aislados y el factor temporal (afio de aislamiento).

No obstante el factor mas importante, y al que hemos prestado mas atencion, es el factor D.O.

Los analisis de evaluacion de diferenciacion genética atendiendo a las poblaciones
establecidas por D.O. permiten determinar un valor del Coeficiente de Diferenciacién indicativo
de una diferenciacion baja (Gst = 0,06). Es un valor que propone una diferenciacion
ciertamente reducida, pero no nula. Parece, por lo tanto, que la poblacién en su conjunto
muestra un nivel importante de uniformidad pero que el factor D.O. determina o
condiciona una cierta estructuracién. Quizas las restricciones al movimiento de materiales
vegetales entre D.O. que se han ido imponiendo con el objeto de garantizar que se elaboran
productos, en este caso, vinos, de caracteristicas propias y peculiares con uvas cultivadas de
vifledos seleccionados y acogidos a cada D.O. determinen un cierto nivel de diferenciacién en
la poblacion. Pero, ciertamente, el grado de diferenciacion que determinan es menor. A
contrarrestar y compensar este efecto de diferenciacién puede contribuir la facilidad de
dispersion que tienen un hongo como B. cinerea, que esporula muy profusamente y cuyas
esporas pueden ser diseminadas por el aire e insectos facilmente. El alto valor de nimero de
migrantes que se obtiene en nuestro analisis, que implica un movimiento de individuos notable
en la poblacién, puede estar apuntando precisamente en esta direccion. Una situacion similar
se deriva del analisis AMOVA. Este demuestra que la mayor parte de la variacion total
observada en las poblaciones (un 94,8%) tiene su origen en la variacion dentro de las
poblaciones y que un porcentaje muy reducido (5,20%) de la variacion tiene su origen en las
diferencias entre poblaciones (las diferencias entre poblaciones son incluso inferiores cuando
se trabajé con la poblacidn sin clones). Esta situacion es la que se presenta en la mayor parte
de las distintas poblaciones analizadas en numerosos trabajos previos. En general, el factor
geografico determina valores de diferenciacion genética en las poblaciones bajos o muy bajos
(Alfonso et al., 2000; Moyano et al., 2003; Fournier et al., 2005; Ma and Michailides, 2005;
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Vaczy et al., 2008; Karchani-Balma et al., 2008). Sélo cuando se han comparado poblaciones
separadas por barreras geograficas muy importantes se detectan niveles importantes de
diferenciacion entre poblaciones, como por ejemplo en la comparacion entre poblaciones
recogidas sobre vid en Europa (Francia) y Chile (Mufioz et al., 2002) o poblaciones recogidas

sobre vid en Europa (Francia) y Argentina (Mufoz et al., 2010).

En nuestro trabajo hemos tratado de valorar el efecto sobre una posible diferenciacion
de poblaciones de otros dos factores, la variedad de vid sobre la que los aislados fueron
recogidos y el afio de recogida (factor temporal). En el primer caso la poblacién considerada
fue sélo una parte de la poblacion original analizada segun el factor geografico, puesto que a
partir de algunas variedades de vid el nimero de aislados disponible era ciertamente reducido.
Para el factor temporal todos los aislados fueron considerados. En ambos casos, el andlisis
AMOVA indica que el grado de diferenciacion que determinan uno y otro factor es incluso
menor que el que determina el factor estrictamente geogréfico, en particular el factor temporal.
En este Ultimo caso la fraccién de variacion estimada entre poblaciones es de sélo un 3% en la
poblacién con clones y de un 2,8% en la poblacién sin clones. Es decir, en las poblaciones de
B. cinerea de los vifiedos de Castilla y Ledn ninguno de los tres factores analizados
(geogréfico, variedad de vid de origen y temporal) tiene un impacto importante a la hora
de determinar una diferenciacién entre poblaciones importante y, por lo tanto, una
estructura genética de la poblacién en su conjunto. No obstante, aunque no es notable,
el mayor efecto detectado corresponde al factor geografico derivado del establecimiento
de D.O. En diferentes trabajos previos se han tenido en cuenta distintos factores y se han
valorado sus efectos sobre la diferenciacion de las poblaciones de B. cinerea. En uno de los
trabajos mas completos llevados a cabo a este respecto, Fournier y colaboradores valoraron
los efectos del tipo de huésped a partir del cual se realizaron los aislamientos, de la presencia
de elementos transponibles en los aislados o la implicacion de los aislados analizados en la
produccion de podredumbre gris o de podredumbre noble. En relaciéon con ninguno de estos
factores pudieron detectar valores de fijacién indicativos de tal diferenciacion (Fournier et al.,
2005). So6lo evidenciaron diferenciacién entre la poblacion de aislados del Grupo | y la
poblacién de aislados del Grupo II, que constituye la diferenciacion filogenética més importante
establecida en B. cinerea y que, se ha propuesto, deriva del hecho de que el Grupo | y el Grupo
Il en realidad representan dos especies filogenéticas distintas (Albertini et al., 2002; Fournier et
al., 2003; Fournier et al., 2005).

En un trabajo posterior, Fournier and Giraud (2008) centraron su interés en determinar
si es posible detectar algin grado de diferenciacion genética entre aislados pertenecientes al
Grupo Il en funcion del tipo del huésped, del factor geogréfico, o de la presencia o no de
transposones haciendo uso de un marcador altamente polimoérfico. En su investigacion, los
autores excluyeron los aislados del Grupo I. Con la variabilidad estimada utilizando marcadores
moleculares de tipo microsatélites pudieron detectar cierto grado de diferenciacion en las
poblaciones impuesto por el huésped, una diferenciacion minima determinada por el factor

geografico y un efecto nulo derivado de la presencia de transposones (Fournier and Giraud,
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2008). Estos resultados sugieren la posibilidad de que exista un cierto grado de divergencia
simpatrica por especializacion (o adaptacién) de huésped entre aislados de la misma especie
en un patégeno generalista, en este caso B. cinerea. En nuestro trabajo hemos utilizado un
juego de datos también muy informativo y coincidimos con estos autores en que el factor
geografico determina una cierta diferenciacion, pero menor. No podemos decir nada en relaciéon
con el efecto del huésped porque sélo hemos trabajado con aislados de vid, aunque hayan sido
aislados a partir de diferentes variedades. Los datos que hemos obtenido Unicamente nos
permiten decir que el factor "variedad de origen" tiene un efecto sobre la estructura de la
poblacién menor que el factor geografico en la muestra de aislados analizados en nuestro

estudio.

Una observacién particularmente interesante de nuestro estudio se deriva de la
identificacién de una poblacién integrada por un nuamero reducido de aislados que
genéticamente constituyen una poblacion de caracteristicas particulares y diferenciada
de la poblacién mayoritaria. Entre ambas poblaciones parece no haber flujo genético
(detectamos un Coeficiente de diferenciacion muy alto y un indice de migracién muy bajo:
exactamente lo contrario de lo que observamos en la poblacidén mayoritaria). En esta poblacién
mayoritaria las evidencias obtenidas indican que hay tanto reproduccion sexual como asexual.
En la poblacién minoritaria, integrada por un nimero reducido de individuos, es dificil obtener
evidencias de la ocurrencia de reproduccién sexual. No obstante, este grupo de aislados
muestra una diversidad genética muy notable, lo que en principio apoyaria aquella posibilidad,
maxime teniendo en cuenta que 6 de los 10 aislados que la forman proceden del mismo vifiedo
(es posible asumir que si la reproduccién fuera exclusivamente clonal, la proximidad fisica a la
hora de realizar los aislamientos determinaria una mayor frecuencia de recogida de aislados
similares o muy similares). Asumiendo que ambas poblaciones, que ocupan el mismo espacio
fisico (son simpatricas) y el mismo huésped, experimentan reproduccién sexual, el hecho de
observar valores de flujo genético muy bajos sugiere que ambas poblaciones estan aisladas
reproductivamente. Esta es una situacion similar a la descrita en relacion con los aislados del
Grupo | y del Grupo Il de B. cinerea descritos previamente en vifiedos de Francia (Fournier et
al., 2003; Fournier et al., 2005). Pero debemos recordar que los aislados del Grupo | carecen
de transposones (son siempre de tipo Vacuma), y los aislados que integran la poblacion
minoritaria detectada en nuestro estudio poseen transposones, lo que nos obliga a pensar en
una situacion diferente. Debemos profundizar en la caracterizacion de este grupo de aislados,
tanto genética como fisiologica, para determinar si este grupo constituye una poblacién dentro
del Grupo |, aunque presenten unas caracteristicas particulares. En este contexto es
interesante destacar que estos son aislados recogidos a partir de vid, pero que tienen una
capacidad para infectar a los tres huéspedes evaluados muy reducida. En general los aislados
del Grupo Il estan presentes en los vifiedos tanto en primavera como en otofio y tienen una
agresividad superior y un rango de huéspedes mas amplio, mientras que los aislados del Grupo
| se encuentran preferentemente en los vifiedos en primavera y muestran una menor

agresividad y un rango de huéspedes mas restringido (Albertini et al., 2002; Fournier et al.,
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2003, 2005). Por lo tanto, aunque poseen transposones, los aislados de nuestra poblacién

minoritaria comparten algunas caracteristicas en comun con los aislados del Grupo I.

Es interesante destacar que cuando hemos utilizado la herramienta que nos
proporciona el programa "Structure" para realizar una estimacién del nimero de
subpoblaciones que integran nuestra poblacién global, el andlisis llevado a cabo propone que
existen 7 subpoblaciones. Nosotros hemos trabajado fundamentalmente con la subdivisién de
la poblacidon que establecemos atendiendo al criterio D.O., el criterio que consideramos mas
relevante en el contexto de este trabajo. Y se establecen 6 subpoblaciones. El hecho de que
Structure identifigue 7 subpoblaciones puede ser consecuencia de que esta herramienta,
utiizando la informacién genética que maneja obtenida a partir de todos los aislados
estudiados, identifica las 6 poblaciones de partida como poblaciones reales con caracteristicas
propias, identificando, ademd&s, con caracteristicas genéticas particulares la poblaciéon
minoritaria que nosotros hemos detectado haciendo uso de las demas herramientas de andlisis
poblacional que hemos considerado en este trabajo. Esta observacién proporcionaria
evidencias adicionales de la presencia de una entidad poblacional diferente, muy minoritaria y

de caracteristicas particulares, en la poblacion general analizada.

Aunque la poblacién en su conjunto, una vez establecida la distincién indicada con la
poblacién minoritaria de 10 aislados, es una poblacion sin una estructura evidente ni por D.O. ni
por variedad de vid, y aunque las poblaciones establecidas atendiendo a un criterio y otro son
muy similares entre si, lo cierto es que algunas son mas préximas genéticamente entre si que
otras, tal y como indica la estimacion de las "Distancias Genéticas de Nei" entre
subpoblaciones. Y el estudio del dendrograma obtenido demuestra que existe una correlacion
importante entre distancia genética y distancia geografica. Todo ello indica que el factor
geografico contribuye a marcar, aunque sea débilmente, diferencias genéticas entre los

individuos.

En resumen, fruto de los andlisis llevados a cabo es posible concluir que las
poblaciones naturales de B. cinerea de los vifiedos de Castilla y Ledn se organizan como una
gran metapoblacion que presenta una variabilidad genética y una diversidad genotipica muy
elevadas. La poblacion esté integrada esencialmente por aislados de tipo Il. En su conjunto, la
poblacién presenta una uniformidad muy notable con un nivel de estructuracion genética
reducido, no observandose diferenciacion genética entre poblaciones ni por D.O. (factor
geogréfico) ni por variedad de vid de origen. Se detecta una poblacién minoritaria dentro de la
poblacion global, integrada por individuos de caracteristicas particulares (incluye un buen
namero de aislados muy poco agresivos sobre judia), que presenta una diferenciacién notable
en relacién con aquélla y con la que muestra un flujo genético muy limitado. La poblacion
general, en consecuencia, no es absolutamente panmictica. La diversidad genotipica
observada es muy alta, lo que indica que existen muy numerosos y diferentes tipos genéticos,
tipos que deben derivarse de procesos que generan nuevas variantes generacion tras

generacion, fundamentalmente la recombinacion caracteristica de la reproduccién sexual. Pero
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Discusion

se detecta desequilibrio de ligamiento, en niveles no muy elevados, pero significativos, lo que
supone que en el campo se generan y multiplican asexualmente tipos clonales. Estos tipos,
numerosos Yy diversos, se multiplican efectivamente de forma asexual, siendo posible detectar
individuos diferentes con el mismo haplotipo, aunque sea con baja frecuencia, cuando se
muestrea un numero limitado de representantes de la poblacién global en su conjunto, como
hemos hecho en el estudio que se presenta en este trabajo. Ambos tipos de reproduccién, por
lo tanto, se estan produciendo entre los aislados de campo de B. cinerea recogidos en los
vifiedos de Castilla y Ledn.
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CONCLUSIONES

Las conclusiones obtenidas en este trabajo se resumen a continuacion:

1. B. cinerea esta presente en todas las zonas de vifiedo analizadas en Castilla y Leon.
Aungue la estrategia de muestreo introduce un sesgo en favor de los racimos infectados, los
resultados derivados de nuestro estudio son indicativos de una elevada incidencia del

patdgeno en nuestros vifiedos.

2. La caracterizacién de los perfiles genéticos de los aislados analizados en este trabajo
demuestra que en nuestros vifiedos son muy frecuentes las infecciones multiples producidas

por individuos de genotipos diferentes.

3. El analisis del caracter "agresividad sobre judia" de los aislados caracterizados y el
establecimiento de clases fisioldgicas en funcion de su capacidad de infecciébn demuestran

que el caracter “agresividad sobre judia” es un caracter cuantitativo, de variaciéon continua,
cuya expresion sigue una distribucion de tipo normal en las poblaciones naturales del
patdégeno recogidas en los vifiedos de Castilla y Le6n y en cuya determinacion participan
varios genes. El grado de variacion en la expresion del caracter en la poblacién analizada es

muy notable.

4. El caracter “capacidad de crecimiento saprofitico sobre medios sintéticos” muestra
igualmente una distribucién de tipo normal en la poblacion de aislados analizada,
caracteristica de los caracteres de variacion continua determinados por varios genes. Existe
variacion también en relacién con este caracter, pero el perfil de la curva de distribucion del
mismo indica que la poblacién muestra un mayor grado de uniformidad en la expresion del
caracter "capacidad de crecimiento saprofitico" que en el caso del caracter "agresividad

sobre judia”.

5. Ambos caracteres, "agresividad sobre judia" y "crecimiento saprofitico”, muestran una
correlacion positiva moderadamente alta. Esto supone que una parte importante de la
variacion observada en la capacidad para infectar a los tejidos del huésped en los distintos
aislados puede explicarse como una funcién de la variabilidad observada en la capacidad de
crecimiento saprofitico de los mismos. No obstante, ésta no debe ser la causa Unica a la que
pueda atribuirse aquella variacion. Deben existir otros factores que contribuyan a determinar

el caracter “agresividad sobre judia” que no son exclusivamente factores relacionados con la

capacidad de metabolizar sustratos nutritivos.

6. Los ensayos de infeccion llevados a cabo sobre judia, tomate y siete variedades de vid
apoyan la naturaleza de patégeno generalista de B. cinerea y demuestran la existencia de
una gran diversidad fisiolégica en las poblaciones naturales del patégeno, en particular en la

subpoblacion de aislados analizados en este trabajo. El perfil de patogenicidad que dibuja el
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conjunto de aislados seleccionados sobre cada huésped es diferente y especifico, lo que
sugiere que cada huésped presenta una configuracién particular de factores que median en
la susceptibilidad/resistencia del huésped al patdogeno. Cabe destacar, no obstante, que el
comportamiento de las tres variedades blancas, por un lado, es notablemente uniforme y
que el comportamiento de las cuatro variedades tintas, por otro, también resulta

notablemente uniforme.

7. Las variedades blancas de vid evaluadas en este trabajo muestran un grado de

susceptibilidad al patégeno menor que las variedades tintas analizadas.

8. El analisis conjunto del comportamiento de todos los aislados analizados sobre todos los
huéspedes considerados permite proponer que la poblacidon de aislados de B. cinerea que
hemos caracterizado fisiolégicamente en este trabajo esta integrada mayoritariamente por
aislados que pueden ser considerados como patdégenos generalistas que pueden infectar
los tres huéspedes considerados (y en el caso de la vid, las siete variedades utilizadas en
nuestro estudio), aunque muestran diferencias en el grado en que causan la infecciéon en
cada huésped particular. En la poblacion se identifican también, aunque en una proporcion
pequefia, aislados "no patégenos", incapaces de infectar ninguno de los huéspedes
considerados, y aislados con comportamientos que permiten proponer cierto grado de

adaptacion a un huésped particular.

9. La poblacién de aislados de B. cinerea recogidos de los vifiedos de Castilla y Le6n esta

integrada por aislados de tipo Il, portadores de transposones.

10.La poblacién en su conjunto es una poblacién con una gran variabilidad genética y una
diversidad genotipica muy elevada. Se identifican casi tantos haplotipos como individuos
han sido analizados, como muestran los altos valores de Diversidad Genotipica detectada,
indicativos de la ocurrencia de recombinacion (y de reproduccion sexual) en la poblacion
investigada. No obstante, en la misma se detecta la existencia de una pequefia fraccion
clonal. Este hecho, junto con la detecciébn de desequilibrio de ligamiento tanto en la
poblacién global como en todas las subpoblaciones consideradas, demuestra que la
reproduccion asexual tiene lugar en el campo. Las evidencias obtenidas indican, por lo
tanto, que ambos tipos de reproduccién tienen lugar en las poblaciones naturales de B.

cinerea de los vifiedos de Castilla 'y Ledn.

11.La poblacion de aislados de B. cinerea de los vifiedos de Castilla y Ledn muestra un nivel
notable de uniformidad y no presenta una estructura genética evidente. Ninguno de los tres
factores analizados, el geogréfico, la variedad de vid de origen y el temporal, tiene un
impacto importante a la hora determinar una diferenciaciéon entre poblaciones importante vy,
por lo tanto, una estructura genética de la poblacidn en su conjunto. No obstante, aunque no
es notable, el mayor efecto detectado corresponde al factor geografico derivado del

establecimiento de D.O. Se ha comprobado que en este caso la mayor parte de la variacién
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total observada en las poblaciones tiene su origen en la variacion dentro de las poblaciones
(un 94,8%) y que un porcentaje menor (5,20%) de la variacion tiene su origen en las
diferencias entre poblaciones. Los andlisis basados en el célculo de los Coeficientes de
Diferenciacidon apuntan en este mismo sentido, indicando que el factor geografico impone
una diferenciacion reducida, pero no nula. A contrarrestar esta diferenciaciéon puede
contribuir la facilidad de multiplicacion y de dispersion que tiene un hongo como B. cinerea.
El alto valor de nimero de migrantes que se obtiene en nuestro andlisis, y que implica un
movimiento de individuos notable en la poblacién, sugiere que esta es, en efecto, la

situacion real.

12.Se detecta una poblacion minoritaria dentro de la poblacion global, integrada por individuos
de caracteristicas particulares (incluye un buen numero de aislados muy poco agresivos
sobre judia), que presenta una diferenciacién notable en relaciéon con aquélla y con la que
muestra un flujo genético muy limitado. La poblacién general, en consecuencia, no es

absolutamente panmictica.
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APENDICE |

Aislados de B. cinerea presentes en cada clase fenotipica del ensayo de Infeccion en
Judia.

Tabla Clases Fenotipicas
Infeccion Judia

n° de
aislados

Clase 0 8 368, 369, 509, 530, 531, 572, 576, B. aclada

Clase | 4 371, 594, 65a, 230

Clase Il 4 293, 446, 515, 571

Clase Ill 6 375, 400, 459, 544, 568, 149b

Clase IV 6 207, 425, 508, 529, 573, 188b

Clase V 15 276, 285, 330, 486, 513, 520, 524, 533, 540, 542, 583, 588, 592, 99a, 160c

Clase VI 23 211, 254, 277, 281, 283, 378, 461, 519, 525, 528, 532, 534, 535, 536, 538, 569, 585, 596, 615, 126¢, 156b, 164b, 175a

Clase VII 35 257, 264, 287, 297, 363, 366, 367, 399, 412, 471, 477, 485, 492, 496, 511, 517, 522, 523, 526, 539, 541, 546, 550, 551, 553,
562, 595, 598, 7h, 25b, 27b, 116a, 148c, 198c, BO510

Clase VIII 55 217, 246, 253, 261, 266, 267, 269, 274, 275, 290, 310, 356, 380, 409, 413, 414, 440, 448, 469, 474, 482, 487, 488, 490, 499,
505, 521, 527, 543, 554, 581, 582, 584, 597, 599, 603, 620, 627, 633, 636,
639, 1a, 4a, 8b, 10b, 64a, 153a, 154c, 165a, 170c, 177a, 178¢c, UCA 156, UCA 206, T4

Clase IX 48 216, 250, 258, 362, 372, 376, 377, 381, 394, 397, 403, 431, 432, 435, 437, 454, 458, 460, 464, 472, 476, 478, 480, 483, 494,
497, 502, 504, 580, 604, 611, 612, 626, 628, 635, 637, 638, 644, 22b, 28b,
30a, 33c, 52a, 59¢, 131a, 166c, 180c, UCA 001

Clase X 51 209, 222, 224, 228, 247, 248, 249, 288, 292, 296, 300, 315, 316, 317, 322, 325, 326, 327, 329, 407, 417, 423, 426, 430, 443,
473, 479, 481, 489, 495, 503, 555, 570, 574, 589, 602, 610, 613, 616, 618,
621, 625, 629, 631, 632, 641, 26a, 37b, 138b, BA90, 251

Clase XI 37 202, 223, 227, 232, 260, 263, 265, 298, 299, 301, 352, 354, 355, 418, 428, 429, 434, 465, 475, 484, 493, 501, 548, 549, 552,
561, 577, 578, 640, 642, 645, 646, 9c, 48b, 103a, 151b, 199¢

Clase Xl 13 212, 229, 233, 235, 309, 312, 351, 506, 507, 547, 617, 624, 634

Clase Xl 6 206, 231, 328, 563, 623, 647

Clase XIV 5 304, 305, 307, 444, 545
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APENDICE I

Aislados de B. cinerea presentes en cada clase fenotipica del ensayo de Crecimiento

Saprofitico.

nO

Tabla Clases Fenotipicas
Crecimento Saprofitico

EINELS

Clase | 5 368, 369, 530, 531, 571

Clase Il 1 293

Clase lll 2 508, 65a

Clase IV 2 230, 594

Clase V 1 572

Clase VI 1 149b

Clase VI 2 116a, BO510

Clase VI 3 544, 615, B. aclada

Clase IX 11 224, 227, 460, 509, 526, 529, 597, 599, 156b, 164b, 188b

Clase X 38 202, 206, 212, 231, 232, 233, 235, 257, 285, 287, 297, 367, 414, 469, 492, 511, 519, 521, 523, 524, 528, 546, 569, 576,
588, 612, 613, 628, 631, 638, 4a, 8b, 22b, 27b, 33¢, 126¢, 148¢, 170c

Clase Xl 103 209, 211, 222, 223, 228, 229, 249, 254, 258, 261, 265, 266, 267, 269, 277, 281, 288, 290, 296, 298, 300, 326, 327, 329,
362, 366, 371, 376, 378, 400, 413, 425, 426, 432, 435, 461, 465, 471, 472, 473, 474, 477, 479, 480, 483, 485,
486, 487, 496, 504, 505, 506, 513, 515, 517, 520, 522, 525, 527, 532, 533, 535, 538, 540, 541, 580, 582, 583, 584, 585,
589, 596, 598, 603, 604, 610, 616, 617, 623, 625, 634, 637, 641, 645, 646, 1a, 7b, 10b, 25b, 30a, 37b, 99a, 103a,
131a, 138h, 151b, 153a, 154c, 165a, 166¢, 175a, 180c, 199¢

Clase XlI 113 207, 216, 217, 246, 247, 248, 250, 251, 253, 260, 263, 264, 274, 275, 276, 292, 299, 301, 310, 328, 330, 351, 352, 356,
363, 372, 375, 377, 380, 381, 394, 397, 399, 403, 407, 409, 412, 417, 418, 423, 430, 431, 437, 440, 444, 446,
448, 454, 458, 459, 464, 475, 476, 478, 481, 482, 484, 488, 489, 490, 493, 494, 495, 497, 499, 501, 502, 503, 507, 534,
536, 539, 542, 543, 547, 549, 550, 551, 554, 568, 570, 574, 578, 581, 595, 602, 620, 621, 624, 626, 629, 632,
633, 635, 636, 639, 640, 642, 644, 647, 9c, 26a, 28, 48b, 52a, 59c, 64a, 160c, 177a, 178c, 198¢, UCA001, UCA156

Clase Xl 25 283, 305, 309, 312, 315, 316, 317, 322, 325, 354, 355, 429, 434, 443, 545, 552, 553, 555, 562, 573, 577, 611, 618, 627,
Bd90

Clase XIV 9 304, 307, 428, 548, 561, 563, 592, UCA 206, T4
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APENDICE I

Aislados de B. cinerea subdividos segun la presencia de los transposones: Flipper,
Boty y Flipper, y Boty.

‘ Tabla Clases de Transposones

Transposoén N° de
EINEL
F||pper 568, 178c

Boty+|:|ipper 95 217, 222, 233, 253, 254, 266, 267, 283, 285, 290, 292, 293, 296, 297, 298, 299, 300, 309, 325, 330, 351, 352,
354, 355, 356, 362, 369, 372, 376, 378, 380, 381, 400, 407, 412, 428, 429, 430, 431, 448, 469, 471, 472, 473,
474,476, 477, 478, 480, 484, 489, 503, 509, 511, 515, 523, 524, 533,
552, 553, 554, 562, 570, 580, 581, 585, 596, 597, 598, 602, 603, 611, 631, 632, 641, 642, 8b, 9c, 30a, 33c, 37b,
126¢, 154c, 156b, 160c, 164b, 165a, 166¢, 170c, 175a, 177a, 180c, 188h, 199c, B0510

189 202, 206, 207, 209, 211, 212, 216, 223, 224, 227, 228, 229, 230, 231, 232, 235, 246, 247, 248, 249, 250, 251,
257, 258, 260, 261, 263, 264, 265, 269, 274, 275, 276, 277, 281, 287, 288, 301, 304, 305, 307, 310, 312, 315,
316, 317, 322,
326, 327, 328, 329, 366, 367, 371, 397, 409, 425, 426, 432, 434, 435, 437, 440, 443, 444, 446, 454, 458, 459,
460, 461, 464, 465, 475, 479, 481, 482, 483, 485, 486, 487, 488, 490, 492, 493,
494, 495, 496, 497, 499, 501, 502, 504, 505, 506, 507, 508, 513, 517, 519, 520, 521, 522, 525, 526, 527, 528,
532, 534, 535, 536, 538, 539, 540, 541, 542, 543, 544, 545, 546, 547, 548, 549, 550, 551, 555, 561, 563, 569,
571,572,573, 574, 576, 577, 578, 582, 583, 584, 588, 589,
592, 594, 595, 612, 613, 615, 616, 617, 618, 620, 624, 625, 629, 633, 634, 635, 636, 637, 638, 639, 640, 644,
645, 646, 647

1a, 4a, 7b, 10b, 22b, 25b, 26a, 27b, 28b, 48b, 52a, 59c, 64a, 65a, 99a, 103a, 116a, 131a, 148b, 149b, 151b,
153a, 198c
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242

Dendrograma de la Figura 33 representado sin raiz (unrooted tree).
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