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Figura 24 Distribucién del fenotipo “Agresividad en hojas de V. vinifera” en los descendientes agresivos
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Figura 25 Diagrama de Venn resultado de combinar los polimorfismos identificados en los aislados B448 y
B371 en relacion con el genoma de referencia del aislado B05.10. Se representan todas las mutaciones
detectadas (diagrama superior) y solo aquellas que afectan a secuencia codificante (diagrama inferior).
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Figura 27. Muestra de los aislados de la descendencia del cruzamiento B448 x B371 seleccionados como
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Figura 28 Anélisis de segregantes agrupados en el cruzamiento B488 x B371. Diagrama de puntos
representando las diferencias de frecuencias (Freq. P4 — Freq. P3) de las variantes especificas del aislado
B371 (panel superior) y especificas del aislado B448 (panel inferior) en los dos grupos de aislados
descendientes considerados, P3 'y P4, (representadas en el eje Y) localizadas en el cromosoma 1
(coordenadas indicadas en el eje X del diagrama). Los puntos azules representan polimorfismos en
regiones no codificantes. Los puntos anaranjados representan polimorfismos en regiones codificantes.
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Figura 29 Anélisis de segregantes agrupados en el cruzamiento B488 x B371. Diagrama de puntos
representando las diferencias de frecuencias (Freq. P4 — Freq. P3) de las variantes especificas del aislado
B371 (panel superior) y especificas del aislado B448 (panel inferior) en los dos grupos de aislados
descendientes considerados, P3 'y P4, (representadas en el eje Y) localizadas en el cromosoma 2
(coordenadas indicadas en el eje X del diagrama). Los puntos azules representan polimorfismos en
regiones no codificantes. Los puntos anaranjados representan polimorfismos en regiones codificantes.
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Figura 30. Andlisis de segregantes agrupados en el cruzamiento B488 x B371. Diagrama de puntos
representando las diferencias de frecuencias (Freq. P4 — Freq. P3) de las variantes especificas del aislado
B371 (panel superior) y especificas del aislado B448 (panel inferior) en los dos grupos de aislados
descendientes considerados, P3 'y P4, (representadas en el eje Y) localizadas en el cromosoma 3
(coordenadas indicadas en el eje X del diagrama). Los puntos azules representan polimorfismos en
regiones no codificantes. Los puntos anaranjados representan polimorfismos en regiones codificantes.
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Figura 31. Andlisis de segregantes agrupados en el cruzamiento B488 x B371. Diagrama de puntos
representando las diferencias de frecuencias (Freq. P4 — Freq. P3) de las variantes especificas del aislado
B371 (panel superior) y especificas del aislado B448 (panel inferior) en los dos grupos de aislados
descendientes considerados, P3 y P4, (representadas en el eje Y) localizadas en el cromosoma 4
(coordenadas indicadas en el eje X del diagrama). Los puntos azules representan polimorfismos en
regiones no codificantes. Los puntos anaranjados representan polimorfismos en regiones codificantes.
....................................................................................................................... iError! Marcador no definido.

Figura 32. Analisis de segregantes agrupados en el cruzamiento B488 x B371. Diagrama de puntos
representando las diferencias de frecuencias (Freq. P4 — Freq. P3) de las variantes especificas del aislado
B371 (panel superior) y especificas del aislado B448 (panel inferior) en los dos grupos de aislados
descendientes considerados, P3 y P4, (representadas en el eje Y) localizadas en el cromosoma 5
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(coordenadas indicadas en el eje X del diagrama). Los puntos azules representan polimorfismos en
regiones no codificantes. Los puntos anaranjados representan polimorfismos en regiones codificantes.
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Figura 33. Andlisis de segregantes agrupados en el cruzamiento B488 x B371. Diagrama de puntos
representando las diferencias de frecuencias (Freq. P4 — Freq. P3) de las variantes especificas del aislado
B371 (panel superior) y especificas del aislado B448 (panel inferior) en los dos grupos de aislados
descendientes considerados, P3y P4, (representadas en el eje Y) localizadas en el cromosoma 6
(coordenadas indicadas en el eje X del diagrama). Los puntos azules representan polimorfismos en
regiones no codificantes. Los puntos anaranjados representan polimorfismos en regiones codificantes.
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Figura 34. Analisis de segregantes agrupados en el cruzamiento B488 x B371. Diagrama de puntos
representando las diferencias de frecuencias (Freq. P4 — Freq. P3) de las variantes especificas del aislado
B371 (panel superior) y especificas del aislado B448 (panel inferior) en los dos grupos de aislados
descendientes considerados, P3y P4, (representadas en el eje Y) localizadas en el cromosoma 7
(coordenadas indicadas en el eje X del diagrama). Los puntos azules representan polimorfismos en
regiones no codificantes. Los puntos anaranjados representan polimorfismos en regiones codificantes.
....................................................................................................................... iError! Marcador no definido.
Figura 35. Analisis de segregantes agrupados en el cruzamiento B488 x B371. Diagrama de puntos
representando las diferencias de frecuencias (Freq. P4 — Freq. P3) de las variantes especificas del aislado
B371 (panel superior) y especificas del aislado B448 (panel inferior) en los dos grupos de aislados
descendientes considerados, P3 'y P4, (representadas en el eje Y) localizadas en el cromosoma 8
(coordenadas indicadas en el eje X del diagrama). Los puntos azules representan polimorfismos en
regiones no codificantes. Los puntos anaranjados representan polimorfismos en regiones codificantes.
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Figura 36. Andlisis de segregantes agrupados en el cruzamiento B488 x B371. Diagrama de puntos
representando las diferencias de frecuencias (Freq. P4 — Freq. P3) de las variantes especificas del aislado
B371 (panel superior) y especificas del aislado B448 (panel inferior) en los dos grupos de aislados
descendientes considerados, P3 'y P4, (representadas en el eje Y) localizadas en el cromosoma 9
(coordenadas indicadas en el eje X del diagrama). Los puntos azules representan polimorfismos en
regiones no codificantes. Los puntos anaranjados representan polimorfismos en regiones codificantes.
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Figura 37. Andlisis de segregantes agrupados en el cruzamiento B488 x B371. Diagrama de puntos
representando las diferencias de frecuencias (Freq. P4 — Freq. P3) de las variantes especificas del aislado
B371 (panel superior) y especificas del aislado B448 (panel inferior) en los dos grupos de aislados
descendientes considerados, P3 'y P4, (representadas en el eje Y) localizadas en el cromosoma 10
(coordenadas indicadas en el eje X del diagrama). Los puntos azules representan polimorfismos en
regiones no codificantes. Los puntos anaranjados representan polimorfismos en regiones codificantes.
....................................................................................................................... iError! Marcador no definido.
Figura 38. Andlisis de segregantes agrupados en el cruzamiento B488 x B371. Diagrama de puntos
representando las diferencias de frecuencias (Freq. P4 — Freq. P3) de las variantes especificas del aislado
B371 (panel superior) y especificas del aislado B448 (panel inferior) en los dos grupos de aislados
descendientes considerados, P3 'y P4, (representadas en el eje Y) localizadas en el cromosoma 11
(coordenadas indicadas en el eje X del diagrama). Los puntos azules representan polimorfismos en
regiones no codificantes. Los puntos anaranjados representan polimorfismos en regiones codificantes.
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Figura 39. Andlisis de segregantes agrupados en el cruzamiento B488 x B371. Diagrama de puntos
representando las diferencias de frecuencias (Freq. P4 — Freq. P3) de las variantes especificas del aislado
B371 (panel superior) y especificas del aislado B448 (panel inferior) en los dos grupos de aislados
descendientes considerados, P3 'y P4, (representadas en el eje Y) localizadas en el cromosoma 12
(coordenadas indicadas en el eje X del diagrama). Los puntos azules representan polimorfismos en
regiones no codificantes. Los puntos anaranjados representan polimorfismos en regiones codificantes.
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Figura 40. Analisis de segregantes agrupados en el cruzamiento B488 x B371. Diagrama de puntos
representando las diferencias de frecuencias (Freq. P4 — Freq. P3) de las variantes especificas del aislado
B371 (panel superior) y especificas del aislado B448 (panel inferior) en los dos grupos de aislados
descendientes considerados, P3 y P4, (representadas en el eje Y) localizadas en el cromosoma 13
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(coordenadas indicadas en el eje X del diagrama). Los puntos azules representan polimorfismos en
regiones no codificantes. Los puntos anaranjados representan polimorfismos en regiones codificantes.
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Figura 41. Andlisis de segregantes agrupados en el cruzamiento B488 x B371. Diagrama de puntos
representando las diferencias de frecuencias (Freq. P4 — Freq. P3) de las variantes especificas del aislado
B371 (panel superior) y especificas del aislado B448 (panel inferior) en los dos grupos de aislados
descendientes considerados, P3 'y P4, (representadas en el eje Y) localizadas en el cromosoma 14
(coordenadas indicadas en el eje X del diagrama). Los puntos azules representan polimorfismos en
regiones no codificantes. Los puntos anaranjados representan polimorfismos en regiones codificantes.
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Figura 42. Analisis de segregantes agrupados en el cruzamiento B488 x B371. Diagrama de puntos
representando las diferencias de frecuencias (Freq. P4 — Freq. P3) de las variantes especificas del aislado
B371 (panel superior) y especificas del aislado B448 (panel inferior) en los dos grupos de aislados
descendientes considerados, P3 y P4, (representadas en el eje Y) localizadas en el cromosoma 15
(coordenadas indicadas en el eje X del diagrama). Los puntos azules representan polimorfismos en
regiones no codificantes. Los puntos anaranjados representan polimorfismos en regiones codificantes.
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representando las diferencias de frecuencias (Freq. P4 — Freq. P3) de las variantes especificas del aislado
B371 (panel superior) y especificas del aislado B448 (panel inferior) en los dos grupos de aislados
descendientes considerados, P3y P4, (representadas en el eje Y) localizadas en el cromosoma 16
(coordenadas indicadas en el eje X del diagrama). Los puntos azules representan polimorfismos en
regiones no codificantes. Los puntos anaranjados representan polimorfismos en regiones codificantes.
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B371 (panel superior) y especificas del aislado B448 (panel inferior) en los dos grupos de aislados
descendientes considerados, P3y P4, (representadas en el eje Y) localizadas en el cromosoma 17
(coordenadas indicadas en el eje X del diagrama). Los puntos azules representan polimorfismos en
regiones no codificantes. Los puntos anaranjados representan polimorfismos en regiones codificantes.
....................................................................................................................... iError! Marcador no definido.
Figura 45. Regiones del Cromosoma 4 donde se observa asociacién de variantes especificas de los aislados
B371 y B448 con los fenotipos de agresividad considerados. Las regiones (I y I1) estdn enmarcadas con
(o 1T [ olo] (o] gl o] [o TP USSP jError! Marcador no definido.
Figura 46. Alineamiento de los supercontigs de los ensamblajes B371 y B448 sobre los cromosomas 1, 2,3y 4
del aislado de referencia BO5.10. ........ccoeeveeiiieiiieeciie et iError! Marcador no definido.
Figura 47. Alineamiento de los supercontigs de los ensamblajes B371 y B448 sobre los cromosomas 5, 6, 7y 8
del aislado de referencia B05.10. ........ccoviveiiiiiiiieccie e iError! Marcador no definido.
Figura 48. Alineamiento de los supercontigs de los ensamblajes B371 y B448 sobre los cromosomas 9, 10, 11y
12 del aislado de referencia B05.10. ......cccoocveeiviiecieeiieecee e iError! Marcador no definido.
Figura 49. Alineamiento de los supercontigs de los ensamblajes B371 y B448 sobre los cromosomas 13, 14, 15
y 16 del aislado de referencia B0O5.10.........ccccceveveienesnnieeieieese e seseeneas iError! Marcador no definido.
Figura 50. Alineamiento de los supercontigs de los ensamblajes B371 y B448 sobre los cromosomas 1, 2, 3y 4
del aislado de referencia B05.10. ........cccvviieeiiieiiieecie e iError! Marcador no definido.
Figura 51. Alineamiento de los supercontis de los aislados B448 y B371 que corresponden con el cromosoma 4
del aislado B05.10 utilizando el programa Mauve. Se indican con rectangulos de color rojo las posiciones
de las dos regiones candidatas identificadas en el andlisis de segregantes agrupados. ... jError! Marcador
no definido.
Figura 52. Ubicacidn de la region candidata Il en el cromosoma 4 de B. cinerea y esquema de los fragmentos
de ADN de esta region que fueron clonados a partir del genoma del aislado B448 para su caracterizacion

fUNCIONAL BN B371. ..ottt iError! Marcador no definido.
Figura 53. Transformantes del aislado B371 obtenidos con el plasmido pWWAM15 (1 a 10) y con los plasmidos
PWAMI2 Y PWAM 23ttt s jError! Marcador no definido.

Figura 54. Evaluacién de la agresividad sobre hojas de vid de dos transformantes obtenidos con el plasmido
pWAM15 en comparacion con la agresividad de los asilados B371 y B448. Las hojas inoculadas fueron

Vil



incubadas durante 72 h desde la inoculacién antes de tomar las fotografias. ............. iError! Marcador no
definido.

Figura 55. Representacion de la region del cromosoma 4 amplificada mediante PCR con los oligonuclétidos
disefiados al efecto (posiciones de anillamiento indicadas mediante un tridngulo amarillo y un triangulo
azul), mostrada en la parte inferior de la imagen con una caja de color azul oscuro, clonada en el
plasmido pWAM15. Se indican los elementos incluidos en la anotacién del genoma del aislado B01.10 de
referencia en esta regién (parte superior de la imagen)..........cccccevvrvrrrnnnn. iError! Marcador no definido.

Figura 56. Visualizacion de la localizacion del gen Bcin04g03490 en el cromosoma 4 del aislado B05.10 y
organizacion de los tres transcritos anotados para el mismo segln se recoge en el servidor Ensemblfungi
(https://fungi.ensembl.org/Botrytis_cinerea/Gene/Summary?g=Bcin04g03490;r=4:1251119-
1255347;t=Bcin04g03490.2;dD=COIE). ......ccveruerrirrerrrriresreeeereee s e e iError! Marcador no definido.

Figura 57. Alineamiento de las de las secuencias de las proteinas codificadas por los tres transcritos descritos
de gen Bcin04g03490. (Se indica con una caja en amarillo el aminoacido sustituido en la variante
codificada por el alelo del gen caracteristico del aislado B371). ................. iError! Marcador no definido.

Figura 58. Dominios conservados identificados en la proteina Bcin04g03490P1.iError! Marcador no definido.

Figura 59. Localizacion de los polimorfismos identificados en la region candidata en los genomas de los
AIS1ad0S B371 Y BA4B......ceieieeeee e jError! Marcador no definido.



Indice de Tablas

Tabla 1. Informacién general de los genomas de los aislados T4 y B05.10 tomado de Amselem y col. (2011).
....................................................................................................................... iError! Marcador no definido.

Tabla 2. Coleccion de aislados de campo de B. cinerea analizados en este trabajo(* Racimo asintomatico).
....................................................................................................................... iError! Marcador no definido.

Tabla 3. Oligonucle6tidos utilizados en este eStudio............ccvvverieiererieieiiereieienns jError! Marcador no definido.

Tabla 4.Resumen de los aislados de Botrytis analizados en este trabajo indicando el origen (zona productora de
vino —DO-), donde se localizan los vifiedos visitados. Se incluyeron en este anfialisis seis aislados externos
de B. cinerea que representan cepas de referencia previamente caracterizadas. ........ iError! Marcador no
definido.

Tabla 5. NUmeros de acceso de Genebank de las secuencias de los genes G3PDH y HSP60 determinadas en
este trabajo en los aislados de campo indicados. .........cc.ceeerieeeienciencninn jError! Marcador no definido.

Tabla 6. Numeros de acceso de Genebank de las secuencias de los genes G3PDH y HSP60 de los aislados
representativos de las especies del género Botrytis consideradas en este trabajo que fueron descargadas

de la base de datos de NCBI. .........ooceiiiiiiiie et iError! Marcador no definido.
Tabla 7. Numero de aislados en cada suppoblacién clasificados de acuerdo con el morfotipo que muestran
(ND: NO determinado). .......cveveieriirieie e iError! Marcador no definido.
Tabla 8. Numero de aislados en cada poblacion clasificados segun el tipo sexual. ............. iError! Marcador no
definido.
Tabla 9. Numero de aislados en cada poblacion clasificados segun el tipo de transposon identificado en cada
oY Fo Lo [ T3 (U = iError! Marcador no definido.

Tabla 10. Caracterizacion de los individuos que integran la coleccion aislados de campo de los vifiedos de
Castilla y Leon analizados en este trabajo en relacion con el “tipo sexual’, “morfotipo™, “agresividad
sobre hojas de vid™ y “tipos de transpoSON™...........cccevevereieeeereeneseesieseeens iError! Marcador no definido.

Tabla 11. Cruces intentados entre los aislados de campo seleccionados de B. cinerea y aislados representativos
de tres especies de Botrytis identificadas en este trabajo. Como referencia se utilizé el aislado SAS56 de B.
cinerea (Faretra et al., 1988). Los cruces exitosos se representan con el simbolo “+”” y los cruces en los
que no se pudo observar ningin cuerpo fructifero se representan con el simbolo “-*. En la columna de la
izquierda, acompafando al codigo identificativo de cada aislado se presenta entre paréntesis el idiomorfo
(000 g =] 10 g0 =1 o] (=SS iError! Marcador no definido.

Tabla 12. indices de diversidad genética analizando la poblacion de aislados subdividida en funcion de la D.O.
Analisis realizado con la matriz con clones y la matriz corregida (sin clones)............ iError! Marcador no
definido.

Tabla 13. Resumen de los racimos de los que los aislados de Botrytis fueron purificados y clasificados de
acuerdo con el nimero de individuos aislados purificados de cada racimo. jError! Marcador no definido.

Tabla 14. Célculo del coeficiente de Diferenciacion (Gst) y del nimero de migrantes (Nm) en la poblacion

original con clones y en la poblacién corregida sin clones...........c.cccceevvnee. iError! Marcador no definido.
Tabla 15. Andlisis de la varianza molecular en las poblaciones de B. cinerea teniendo en cuenta el factor de
agrupamiento D.O., afio de coleccidn y tipo de transposon. ..............cccvevevae iError! Marcador no definido.

Tabla 16. Distancias genéticas de Nei entre subpoblaciones de aislados de campo de B. cinerea (debajo de la
diagonal) y distancias geograficas lineales (en kilémetros entre las localidades elegidas como
represntativas del centro geografico (encima de la diagonal), de las DO consideradas en este trabajo.
....................................................................................................................... iError! Marcador no definido.

Tabla 17. Cruzamientos de aislados de B. cinerea realizados y cantidad de descendientes en cada caso
purificados de forma de cultivo monoasposporico. ........cc.cvevvevvevereresesenen iError! Marcador no definido.

Tabla 18. Loci Microsatelites polimarficos entre los aislados 448 y 371, utilizados para caracterizar los
aislados de la descendencia del cruamiento 448x371. Se indican los tamafios (pnt) de los alelos
oYL (] T LAY/ T iError! Marcador no definido.

Tabla 19. Genotipo de 100 individuos de la descendencia analizados en relacion con los loci microsatélite
Bc306, BC389, BC292 Y BC327. ...t jError! Marcador no definido.

Tabla 20 Tabla resumen de los datos de segregacién de los loci microsatélite Bc306, Bc389, Bc292 y Bc327. Se
presentan los datos del andlisis y? llevado a cabo..........ccccccevvvviiierererercrenenns iError! Marcador no definido.



Tabla 21 Genotipos observados en la poblacion de descendientes del cruzamiento B371 x B448 analizada. Se
presentan todos los genotipos que pueden surgir en el cruzamiento, el nimero de individuos que presenta
cada genotipo y la frecuencia genotipica observada en cada caso. .............. jError! Marcador no definido.

Tabla 22 Resumen de la caracterizacion fisiol6gica de los aislados B448 y B371 y los aislados de la
descendencia proveniente del cruce B448 y B371. Se indica el morfotipo de cada aislado y la estimacion
de la capacidad de esporulacion, de la capacidad de produccion de esclerocios y de la agresividad sobre
0] F= TS0 (IR o SRS iError! Marcador no definido.

Tabla 23. Andlisis de datos de lecturas de la secuenciacion Pac Bio de las cepas B371y B448. ............... iError!
Marcador no definido.

Tabla 24. Lista de plasmidos construidos para transformar el aislado B371. Se indican las coordenadas sobre
el cromosoma 4 de los fragmentos de ADN clonados en cada caso............... iError! Marcador no definido.

Tabla 25. Transcritos del gen Bcin04g03490 anotados en el servidor Ensemblfungi........... iError! Marcador no
definido.

Tabla 26. Listados de variantes de ambos los aislados B371 y B448 en el cromosoma 4 entre las posiciones
1.251.166 Y 1.256.198.......ccviecieeiie e sie e iError! Marcador no definido.

Xl



A

ABS

ADN / DNA
AFLP
AMOVA
ARN/RNA
ARNSss
ARNdSs
ARNasa
ATP

Bc-hch

BSC
C

°C
cDNA
cde-1
Cm
CTAB
Cyp51
Cys
DEB
D.O.
dNTP
Dpi
DTT
EDTA
Erg27
ET

Simbolos y Abreviaturas

Adenina

ATP-Binding Cassette Transporter

Acido desoxirribonucleico / Deoxyribonucleic acid
Polimorfismos de Longitud en Fragmentos Amplificados
Anélisis Molecular de la Varianza

Acido ribonucleico / Ribonucleic acid

Acido ribonucleico de cadena sencilla

Acido ribonucleico de doble cadena

Ribonucleasa

Adenosin trifosfato

Homologo del gen het-c de Neurospora crassa de compatibilidad
vegetativa
Concepto Biologico de Especie/Biological Species Concept

Citosina

Grado Celsius

Complementary DNA

Mutacion de Ciclo Celular Termosensible
Centimetro

Bromuro de hexadeciltrimetilamonio
Codificador de una eburicol 14 a-dimetilasa
Cisteina

DNA Extraction Buffer (Tampdn para extraccion de ADN)
Denominacion de Origen
Deoxinucle6tido-5’-trifosfato

Dias post-inoculacion

Ditiotreitol

Acido etilendiaminotetraacético

codificador de una 3-cetoreductasa

Etileno

Xl



et al.

ETS

ESC

EST

FC

FWD / Fwd
g

G

G

GIN
G3PDH

GCPSR

Gst

hl
HMG
hpi
HSP60
HS
HT

IGS
INRA
IPTG
ITS
ISD
kb
kDa
kg
LB

Et alli (Y colaboradores)

Effector Triggered Susceptibility (Susceptibilidad Desencadenada por
Efectores)

Concepto de Especie Ecoldgico/Ecological Species Concept
Expressed Sequence Tag

Fraccion Clonal

Forward

Gramo

Guanina

Diversidad Genotipica

Diversidad Genotipica Normalizada

Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa /glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase

Concordancia Geneoldgica Filogenética de Reconocimiento de
Especies /Genealogical Concordance Phylogenetic Species Recognition
Coeficiente de Diferenciacion Génica

Diversidad Genica de Nei

Hectolitros

High-Mobility Group

Horas post-inoculation

Proteina de Choque Témico/Heat Shock Protein
Heterocigosidad Esperada

Heterocigosidad Total

Intergenic Spacer (Region espaciadora intergénica)

Instituto Nacional de la Investigacion Agronémica de Francia
Isopropil-p-D-1-tiogalactopiranosido

Internal Transcribed Spacer (Espaciadores intergénicos transcritos)
Resistencia Inducida Sistémica

Kilobase

Kilodalton

Kilogramo

Luria Bertrani

X



LD
LRR

MAT
Mb
MDR
MEA
MFS
mg
Mha
Mill. ha
mL
MM
mm
mM
Mrrl
MSC
m/\V

na
NADH
NADPH
ne
NEP1
NEP2
ng

Nm

nm

nM

Desequilibrio de Ligamiento

Leucine-Rich Repeat (Repeticiones ricas en leucinas)
Molar

Mating Type

Megabase

Multiple Drug Resistance

Malt Extract Agar

Major Facility Superfamily

Miligramo

Mil hectareas

Millones de Hectareas

Mililitro

Medio minimo

Milimetro

Milimolar

Multiple Resistance Response

Concepto Morfologico de Especie /Morphological Species Concept
Masa Volumen

Normal

Numero de Haplotipos

Numero de Alelos Observados
Nicotinamida adenina dinucledtido
Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato
Numero Efectivo de Alelos

Necrosis and Ethylene Inducing Proteins 1
Necrosis and Ethylene Inducing Proteins 2
Nanogramo

Flujo Genético

Nanometro

Nanomolar

XV



NRPS

Nt

obDC

olv

ORF
PacBio

pb

PCR
PCR-RFLP
PDA

PEG

pH

PKS
PKS-NRPS
PLP

PSC

p/v

RAPD
RPB2

QTL
r.p.m.
REV / Rev
RNAseq

S

SAR

SC

SCAR

sdhA/B/C/D

Non-Ribosomal Peptide Synthetase

Nucledtidos

Gen Codificador de la Enzima Ornitina Decarboxilasa
Organisation Internationale de la Vigne et du Vin

Open Reading Frame (Marco de lectura abierta)

Pacific Biosciences

Pares de bases

Polymerase Chain Reaction (Reaccion en cadena de la polimerasa)
Polymerase Chain Reaction Restriction Fragment

Potato Dextrose Agar

Polietilenglicol

Potencial de hidrégeno

PolyKetide Synthase

PolyKetide Synthase - Non-Ribosomal Peptide Synthase hybrid
Porcentaje de Loci Polimdrficos

Concepto filogenético de Especie/Phylogenetic Species Concept
Peso Volumen

Fragmentos de ADN Amplificados al Azar

Subunidad Il de la ARN polimerasa dependiende de ADN/DNA-
dependant RNA polymerase subunit I
Quatitative Trait Loci

Revoluciones por minuto
Reverse

RNA sequencing

Segundo

Resistencia Adquirida Sistémica

Similarity Coefficient

Sequence Characterized Amplified Region (Region amplificada de una
secuencia caracterizada)

Genes que Codifican las Cuatro Subunidades del Succinato
Dehidrogenasa

XV



SDS
SH-Agar
SNP
SSR

TAE
TE
TCV
TF
TFB
Tm

Tris

VC
VCG
viv
X-gal
MY
ML
pum
UM
UPGM
usD
uv

Dodecil-sulfato sédico

Single Nucleotide Polymorphism
Simple Sequence Repeat

Timina

Tris acético EDTA

Tris-EDTA

Torrent Variant Caller

Transformation Buffer (Tampon de transformacion)
Melting temperature (Temperatura de fusion)

Tris (hidroximetil) aminometano

Uracilo

Voltio

Volumen

Vinos de Calidad

Vegetative Compatibility Group (Grupo de compatibilidad vegetativa)
Volumen Volumen

5-bromo-4-cloro-3-indolil -D-galactopiranosido
Microgramo

Microlitro

Microémetro

Micromolar

Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean
United States Dollars

Ultravioleta

XVI



XV



Resumen






Resumen

La podredumbre gris es descrita en los vifiedos de Castilla y Leon afio tras afio.
Dependiendo en las condiciones climéticas, ésta puede causar perdidas sustanciales en el
rendimiento del cultivo y alteraciones importantes en la calidad de los vinos producidos. Sin
embargo, las poblaciones naturales del patdgeno no han sido caracterizadas en profundidad. En
Espafia, la actividad econdmica en relacion con el cultivo de la vid y la produccion de vino se
organiza alrededor de la “Denominacion de Origen” (DO) como figura administrativa. Los
agricultores y productores de vino siguen pautas estrictas en relacion con las variedades de vid que
se pueden cultivar en cada caso, el manejo de los cultivos y los procedimientos de produccién de
vino, para obtener y mantener la certificacion de DO. En nuestro trabajo hemos evaluado la
incidencia de la podredumbre gris en seis areas productoras de vino en Castilla y Ledn, cinco DOs
y una zona de Vinos de la Tierra, durante dos campanias distintas (2002, 2007). En el curso de estas
evaluaciones se colectaron racimos sintomaticos y racimos que no presentaban sintomas de
podredumbre noble a partir de los cuales se aislaron y purificaron aislados que respondian a las
caracteristicas propias de las especies del género Botrytis. En total fueron purificados 620 aislados
de los cuales 283 fueron seleccionados para su andlisis fisioldgico y genético. Esta caracterizacion

constituye la base fundamental del trabajo realizado en esta Tesis Doctoral.

Haciendo uso de una combinacion de métodos basados en anéalisis de ADN se ha
demostrado que los aislados de B. cinerea predominan en las poblaciones recogidas. No obstante,
fue posible identificar aislados pertenecientes a la especie B. pseudocinerea y a la especie B.
prunorum, siendo esta la primera vez que se describe la presencia de aislados de estas especies en
Espafia. Asimismo, fueron caracterizados dos aislados que forman parte de una de una entidad
genetica relacionada con B. californica. En una primera aproximacion ha sido posible determinar
que la mayor parte de los aislados de B. cinerea analizados son aislados del grupo N, aunque con
baja frecuencia se han identificado aislados de genotipo Grupo S, siendo esta la primera ocasion

en la que se cita la presencia de este genotipo en Espafia.

Dada la agresividad sobre vid de los aislados de B. prunorum y los aislados relacionados

con B. californica, muy reducida, y la baja frecuencia con la que B. pseudocinerea parece estar
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presente, el impacto que estas especies puedan tener en el desarrollo de la podredumbre gris en los

vifiedos de Castilla y Ledn debe ser muy limitado.

Los aislados de B. cinerea muestran una diversidad fisiologica muy importante.. En el
contexto de este trabajo es interesante destacar que los aislados de B. cinerea muestran grandes
diferencias en su habilidad para infectar hojas de V. vinifera, y que la distribucién de los valores
agresividad en la poblacién es una distribucion de tipo normal sugestiva de la naturaleza
cuantitativa de este caracter. Y es interesante destacar también que se han identificado varios
aislados que representan variantes naturales incapaces de infectar la planta huésped, la mayoria de

ellos del morfotipo micelial.

El analisis de genética de poblaciones ha demostrado que la diversidad genotipica dentro
de las poblaciones naturales de B. cinerea sobre los vifiedos de Castilla y Ledn es muy alta y que
las infecciones multiples de un mismo racimo con individuos genéticamente diferentes son muy
frecuentes. El nivel elevado de diversidad genotipica observado, junto con la distribucion
equilibrada de ambos tipos sexuales y la deteccion de desequilibrio de ligamiento permiten
proponer que tanto la reproduccion sexual como asexual tienen lugar en el campo. El anélisis de
los coeficientes de diferenciacion y el andlisis de la varianza molecular indican que el factor DO
donde se realiz6 el aislamiento impone un pequefio efecto de diferenciacidn entre poblaciones, un
efecto que no puede explicarse s6lo como consecuencia de las distancias geograficas entre las DO,
y por lo tanto de las poblaciones de aislados, sino mas bien derivado de las practicas de manejo

del cultivo que imponen las DOs que probablemente limitan la libre dispersion del patégeno.

Nuestro estudio ha proporcionado variantes naturales de B. cinerea que consideramos que
pueden resultar muy utiles en el analisis y diseccion de la capacidad de infectar de este patdgeno.
Disponiendo de aislados muy agresivos y de aislados incapaces de infectar que presentan tipos
sexuales compatibles, ha sido posible proponer un andlisis genético de la patogenicidad basado en
la realizacion de cruzamientos. El cruzamiento entre el aislado B448, un aislado agresivo, que
esporula profusamente y que produce esclerocios, con el aislado B371, un aislado no agresivo, que
no esporulan y que no produce esclerocios ha generado una descendencia integrada por 183
individuos cuyo andlisis ha proporcionado informacién muy interesante. En primer lugar, ha sido
posible comprobar que cada una de estas tres caracteristicas esta controlada por un unico gen, pues

en los tres casos la segregacion en la descendencia de las dos alternativas fenotipicas
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correspondientes es una segregacion 1:1. En segundo lugar, que se trata del mismo gen para los
tres caracteres, dada la estricta cosegregacion de las alternativas fenotipicas “capacidad de
infectar”-*“capacidad de esporular”’- “capacidad de producir esclerocios” e “incapacidad de
infectar”-*incapacidad de esporular”’- “incapacidad de producir esclerocios” . Y en tercer lugar,
que éste es probablemente un gen con efecto mayor sobre patogenicidad (y sobre capacidad de
esporular y de producir esclerocios) que permite la expresion de varios factores de patogenicidad
gue segregan en la descendencia, ya que la descendencia agresiva del cruzamiento, que constituye
el 50% de los individuos, lo es en medida variable. Esta observacion es compatible con la
naturaleza compleja, multigénica, de tipo cuantitativo, del caracter agresividad en B. cinerea y
permite proponer que los aislados B448 y B371 son polimorficos al menos en varios de los QTLs

implicados en la determinacion del mismo.

Nuestro grupo de investigacion se ha propuesto, en una primera fase, abordar el aislamiento
y caracterizacion del gen con efecto mayor sobre patogenicidad, y en una segunda, plantear la
identificacion de algunos de los QTLs responsables de la segregacion observada para el caracter
agresividad en la descendencia agresiva de este cruzamiento. La primera parte de esta propuesta
ha sido abordada como parte de este trabajo de tesis doctoral. Para la identificacion del gen con
efecto mayor, se ha disefiado una estrategia experimental basada en la clonacion posicional y en
el andlisis de segregantes agrupados. Su implementacion ha puesto la determinacion a escala
gendmica de los polimorfismos de tipo SNP e INDEL entre los aislados B448 y B371 y el estudio
de su segregacion en dos grupos de descendientes, uno integrado por individuos agresivos, como

el aislado B448, y otro por individuos no agresivos, como el aislado B371.

La determinacion de polimorfismos se ha llevado a cabo mediante secuenciacion masiva
de ambos genomas parentales con la tecnologia lllumina y Pac Bio. La combinacion de la
informacidn proporcionada sobre los dos genomas con ambas metodologias permite disponer de
dos buenos ensamblajes y de listados de polimorfismos extensos y fiables. Se han secuenciado
posteriormente las dos mezclas de ADN de los dos grupos de descendientes establecidos en
funcion de los fenotipos de los parentales. El analisis de las frecuencias alélicas de las variantes
caracteristicas de un parental y otro en ambas mezclas de ADN ha permitido identificar una region
en el cromosoma 4 entre las coordenadas 1.240.000 y 1.320.000 para la que se detectan valores
méaximos de frecuencia de los alelos caracteristicos del parental B448 en la mezcla de ADN de los
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descendientes agresivos y valores maximos de los alelos caracteristicos del parental B371 en la
mezcla de ADN de los descendientes no agresivos. Esta es la distribucion esperada para

marcadores asociados a un gen responsable de esta diferencia fenotipica en este cruzamiento.

La region identificada es una region amplia que incluye entre 40 y 50 genes. Para delimitar
la posicion del gen de interés, esta region del genoma del aislado B448 ha sido subclonada en
fragmentos de 5 kb y los clones resultantes introducidos por transformacion en el fondo genético
del aislado B371. Solo el inserto clonado en el plasmido pWAM15 ha determinado que los
transformantes derivados muestren capacidad de esporulacién, de produccién de esclerocios y de
infectar. Esta observacion proporciona evidencias funcionales de que el polimorfismo responsable
de la diferencia fenotipica entre ambos aislados se encuentra en esta region.

El analisis de la anotacion del genoma de B. cinerea y el estudio de los polimorfismos entre
los genomas de los aislados B448 y B371 identificados en nuestro analisis permite identificar un
unico gen en la region seleccionada, el gen Bcin04g03490, y un unico polimorfismo caracteristico
del aislado B371, como responsable del fenotipo observado. Este gen no ha sido caracterizado en
B. cinerea. Se identifican ort6logos del mismo en los genomas de hongos, pero en ningin caso se
aporta informacion funcional. El gen de B. cinerea codifica una proteina en la que es posible
identificar dos dominios funcionales conservados: un dominio LoM_MAT_GAT en el extremo
carboxilo de la proteina y un dominio GAL4 de union a ADN en la zona central. Es interesante
destacar que la proteina Bcin04g03490 presenta unicamente el dominio de union a ADN de Gal4.
No se identifica un dominio activador tipo. La mutacién especifica del aislado B371 en la posicién
1.251.759 supone un cambio de aminoacido, concretamente el cambio Glicina722Arginina, que

afecta a un aminoacido localizado en la region correspondiente al dominio LoM_MAT_GAT.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, es posible concluir que la proteina
Bin04g03490P es esencial en la coordinacion de los procesos relacionados con la capacidad de
infectar del patdgeno y también con la capacidad de esporular y de producir esclerocios. El alelo
del gen Bcin04g03490 del aislado B371 es un alelo de pérdida de funcién derivado de una
mutacion puntual que determina la sustitucion del aminoéacido glicina por el aminoécido arginina
en la posicion 722 de la proteina Bcin04g03490P2. Este aminoacido forma parte del dominio
conservado funcional LboM_MAT_GAT localizado en el extremo carboxilo de la proteina y resulta

ser esencial para su actividad.
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