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“Existe una fuerza motriz
mas poderosa que el vapor,
la electricidad y la energia
atomica: la voluntad”

Albert Einstein
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RESUMEN

Con el fin de evaluar la virulencia y caracteristicas genéticas de aislados chilenos
de Botrytis cinerea con distinta sensibilidad a iprodione, se seleccionaron nueve
aislados altamente resistentes (ECsp: 1,35 — 2,47 pug'mL™") y cuatro aislados
sensibles (ECso: 0,26 — 0,31 pg-mL™).

La virulencia se evaluo en plantulas de pepino (Cucumis sativus L.) mediante
inoculacién de discos de agar con micelio del hongo de tres dias de edad y en bayas
de vid (Vitis vinifera L.) Thompson Seedless con distinto grado de madurez (7°, 14°
y 17° Brix), mediante inoculacion de una suspension conidial (equivalente a 2-10°
conidias-mL™"). Posterior a la inoculacién las plantulas de pepino se mantuvieron a
20-25°Cy 100% de humedad relativa y las bayas de vid en camaras de crecimiento
a 20°C. La evaluacion se realizé mediante medicion del didmetro de la lesion en la
zona de inoculacién luego de 96 y 72 horas en hojas de pepino y bayas de vid,
respectivamente. Los resultados obtenidos fueron sometidos a un ANDEVA simple
y en las dos pruebas de virulencia realizadas los aislados de Botrytis cinerea
resistentes y sensibles presentaron niveles de agresividad similares.

La caracterizacion genética de los aislados se realizé amplificando mediante PCR el
gen bosl asociado a resistencia de Botrytis cinerea a dicarboximidas, utilizando 5
pares de partidores especificos. Posteriormente los productos de PCR purificados
fueron secuenciados por Macrogen USA Corp.

El analisis de las secuencias nucleotidicas de los nueve aislados resistentes detecto
un cambio aminoacidico en la posicion T1259A de la proteina. En ocho de éstos
fueron detectadas las mutaciones I365N y R104Q y en el aislado restante un
cambio en la posicién 1365S y una sustitucion en la posicion L849V. Esta ultima
sustitucion no ha sido descrita previamente desconociéndose su implicancia en el
nivel de resistencia. En ninguno de los cuatro aislados sensibles secuenciados, el
gen bosl presentd mutaciones asociadas a resistencia a dicarboximidas.

Palabras clave: dicarboximidas, histidina-quinasa, mutaciones, patogenicidad,
secuenciacion



ABSTRACT

In order to evaluate the virulence and genetic characteristics to Chilean isolates
Botrytis cinerea of with different sensitivity to iprodione, were selected nine highly
resistant isolates (ECso: 1, 35 to 2.47 ug'mL"™") and four susceptible isolates (ECso:
0.26 t0 0.31 pg'mL™).

The virulence was evaluated inoculating cucumber seedlings (Cucumis sativus L.)
with three days old Botrytis cinerea mycelium and different ripe (7 °, 14 ° 17 °
Brix) Thompson Seedless grape berries (Vitis vinifera L.) with a conidial
suspension (2-10° conidia-mL™).

Cucumber seedlings were kept at 20-25°C and relative humidity 100% and grape
berries in growth chambers at 20°C. The evaluation was done measuring the lesion
diameter after 96 and 72 hours in cucumber leaves and grape berries, respectively.
The results were subjected to a simple ANOVA and in both virulence tests carried
out, the sensitive and resistant Botrytis cinerea isolates showed similar levels of
aggressiveness.

The genetic characterization was performed by PCR amplification of the
dicarboximide resistance associated Botrytis cinerea bosl gene, by means of five
specific primers. The purified PCR product was sequenced by Macrogen USA
Corp.

By means of sequences analysis the bosl gene nucleotide, in all the nine resistant
isolates was detected an amino acid change at the T1259A protein position. The
I365N and R104Q mutations were detected in eight of the isolates and in the other
isolate a change in the position 1365S and a substitution at position L849V. The
latter substitution has not been previously detected and it implications on resistance
is unknown. The bosl gene showed no mutations associated to the resistance to
dicarboximides in any one of the four susceptible isolates sequenced

Keywords: dicarboximide, histidine kinase, mutation, pathogenicity, sequencing.



INTRODUCCION

Botrytis cinerea Pers., estado anamorfo de Botriotynia fuckeliana (de Bary) Whetzel,
agente causal de la “pudricion gris”, es un hongo patdogeno de plantas de amplia
distribucion geografica que causa severas pérdidas en diversos cultivos frutales, horticolas
y ornamentales. (Bulit y Dubos, 1988). Entre los frutales mas afectados cabe destacar a la
vid, frutillas y ardndanos (Droby y Lichter, 2004). En la vid aunque todos los 6rganos
pueden ser afectados, el mayor dafio se produce sobre el racimo desde estados iniciales de
su formacion, en el periodo de floracion y luego desde el envero (véraison) en adelante,
coincidiendo con la disminucién en las bayas de compuestos antifiingicos, tales como:
acido glicolico, taninos y fitoalexinas como el resveratrol (Pastor, 1980; Keller et al.,
2003).

Sin lugar a dudas la pudricion gris es uno de los principales problemas fitosanitarios que
afecta a la vid en Chile (Auger y Esterio 1997). Es un patogeno de dificil control porque
posee variados modos de ataque, diversos hospederos como fuentes de inoculo y puede
sobrevivir como micelio y/o conidias, o por extensos periodos como esclerocios en restos
de poda. (Williamson et al, 2007); los esclerocios pueden sobrevivir durante varios afios
sobre brotes, sarmientos, peciolos y restos de racimos que quedan después de la cosecha
(Auger y Esterio 1997).

El manejo de la enfermedad involucra tanto practicas culturales como control quimico,
siendo este ultimo la principal forma de reducir la incidencia de la enfermedad en la
mayoria de los cultivos. La practica mas comuin consiste en asperjar la parte aérea de las
plantas con fungicidas. (Gullino and Kuijpers 1994).

Los fungicidas son esenciales para el mantenimiento sano, confiable y de alta calidad de
los productos agricolas. Antes de 1970 casi todos los fungicidas utilizados para el control
de fitopatdgenos correspondian a inhibidores multi-sitio. A pesar de su uso generalizado,
la resistencia a estos compuestos fue escasa. Sin embargo, desde la introduccién de los
fungicidas sitio-especifico a finales de la década del 60, la resistencia a fungicidas en
hongos fitopatdgenos se ha convertido en un importante problema (Brent and Whollomon,
1995).

La resistencia a un fungicida corresponde a una modificacion genética estable y heredable
de un patogeno, otorgandole una menor sensibilidad frente a una molécula fungicida
determinada (Leroux et al., 1999).

Los fungicidas pertenecientes a la familia dicarboximida (procimidone, sumisclex e
iprodione), se han utilizado intensamente por mas de dos décadas en el control de hongos
fitopatogenos y presentan efectividad en el control de diversos hongos entre los que se
incluye a B. cinerea (Brent and Whollomon, 1995); sin embargo, el rapido desarrollo de



individuos resistentes de B. cinerea a este grupo de fungicidas ha afectado su efectividad en
muchos paises (Leroux et al., 2002).

El desarrollo de resistencia a fungicidas de muchos patdogenos, entre estos B. cinerea, puede
ser explicado por el modo de accion especifico que ejercen sobre el metabolismo de los
hongos. La determinacion de la resistencia en las poblaciones se realiza
microbioldgicamente. Esto involucra aislar la cepa fungosa para luego cultivarla en
presencia de distintas concentraciones del fungicida, cuantificando asi su nivel de
resistencia. Este proceso es lento y laborioso, lo que dificulta el andlisis de un gran nimero
de muestras (Ma et al., 2007).

Faretra y Pollastro (1991) identificaron niveles de resistencia a iprodione segun valores
ECsy (concentracion efectiva del fungicida capaz de inhibir el crecimiento miceliar del
hongo en un 50%), considerandose de acuerdo a estos valores como aislados sensibles
(DC®, ECso< 2 mg/L), levemente resistentes (DC™X, ECso 2-10 mg/L) y altamente
resistentes (DC™®, ECsp>10 mg/L). Resultados obtenidos posteriormente por Ma et al.
2007, definen aun mas estos valores tanto para los aislados sensibles como para los
resistentes, indicando para los primeros valores ECsg entre 0,2 y 0,4 mg/L (D®) y para los
segundos (DR) valores ECsy entre 1,12 y 2,99 mg/L, indicando ademds que todos los
aislados resistentes presentan la capacidad de crecer sobre placas enmendadas con 5 mg/L
de iprodione, en cambio, los aislados sensibles no crecen a esa concentracion.

Analisis genéticos de aislados de B. cinerea resistentes a dicarboximidas, obtenidos desde
campo y en laboratorio por seleccion en medio de cultivo con fungicida, han demostrado
que la resistencia esta asociada a un unico gen, el gen Dafl(Faretra y Pollastro,1991). De
acuerdo a Cui et al. (2002) los genes Dafl, bosl corresponden a genes homoélogos, que
contienen aproximadamente seis repeticiones de 90 aminoacidos seguidos por un dominio
quinasa.

Las proteinas histidina quinasa de dos componentes, son sensores que median una gran
cantidad de respuestas y estdn involucrados en varias funciones como transporte de
metabolitos, quimiotaxis osmorregulacion y patogenicidad (West and Stock, 2001).

Estudios recientes, han identificado mutaciones en el gen bosl de los aislados resistentes de
B. cinerea. Las mutaciones detectadas en aislados resistentes provenientes de campo se han
localizado en la segunda repeticion de aminoacidos, en cambio, en mutantes inducidos en
laboratorio las mutaciones se han presentado en la tercera, cuarta y quinta repeticion de
aminodacidos.

Por otro lado, al comparar las secuencias de ADN del gen bosl de aislados de B. cinerea
resistentes y sensibles a dicarboximidas, en todos los aislados resistentes se ha detectado
una sustitucion de isoleucina por serina en la posicion 365 (I1365S), lo que sugiere que esta
mutacion estaria relacionada con la resistencia al fungicida (Leroux et al 2002; Oshima et
al, 2002; Cui et al. 2004).



Cui et al. (2004), amplian los estudios iniciales examinando la secuencia del gen bosl
completo en una amplia gama de aislados, comparando las secuencias de aislados
resistentes a dicarboximidas (D®) y sensibles (D®) colectados desde distintas plantas
hospederas y distintos paises, distinguiendo en todos los aislados dos variantes en la
posicion 1259, los que presentan alanina (Grupo 1) y los que presentan treonina (Grupo?2).
Ademas determinaron que todos los aislados resistentes presentaban cambios en la segunda
repeticion de aminoacidos. En base a estas diferencias fueron reconocidas cuatro clases de
aislados resistentes: (Clase 1) sustitucion de isoleucina por serina, (Clase 2) sustitucion de
isoleucina por asparragina, (Clase 3) sustitucion de isoleucina por arginina, ¢ (Clase 4)
sustitucion de isoleucina por serina en la posicidon 365 de la proteina conjuntamente con la
sustitucion de glutamina por prolina en la posicion 369. Los aislados de todas las clases
presentan niveles similares de resistencia a iprodione.

Por otra parte, se ha observado que los aislados resistentes a dicarboximidas que tienen las
mutaciones en el gen histidina quinasa presentan una sensibilidad osmética anormal, lo cual
se deberia a que las dicarboximidas estimulan la produccion de glicerol al interior de la
célula alterando la osmosensibilidad (Ochiai et al., 2001).

Sin lugar a dudas la adaptabilidad de aislados de B. cinerea resistentes a fungicidas es un
factor importante a considerar en el manejo de la enfermedad, ya que la frecuencia de
aislados resistentes disminuird en ausencia del fungicida. Por otro lado, es importante
sefialar que la proporcidn de cepas resistentes a dicarboximidas varia mucho segln la época
del afio. (Raposo et al. 2000).

Los costos de adaptabilidad de la resistencia a fungicidas en B. cinerea han sido
ampliamente comprobados (Brent y Whollomon 1995). Existen varios estudios
experimentales que evaltan la relacion entre adaptabilidad y resistencia a fungicidas sin
embargo algunos de los resultados obtenidos son contradictorios (Raposo et al.1996).

La resistencia a dicarboximidas en aislados de B. cinerea, estd determinada por una
reduccion del radio de crecimiento de la lesion y el nivel de esporulacion, pero existen otros
estudios en donde no se han detectado diferencias fenotipicas entre aislados resistentes y
sensibles a dicarboximidas (Moorman and Lease, 1992). Al respecto Peever y Milgroom
(1994) sefialan que estas contradicciones se deberian a que los estudios realizados
involucran una pequefia cantidad de aislados probablemente provenientes de poblaciones
diferentes, por lo tanto, las diferencias entre aislados de distinto nivel de sensibilidad se
deberian a diferencias en el historial genético mas que a costos de adaptabilidad, ya que el
nivel de patogenicidad y el de otros factores de adaptabilidad tienden a declinar al aumentar
el grado de resistencia.

En un estudio realizado por Raposo et al. (2000) se indica que la diferencia en la
sobrevivencia de B. cinerea esta correlacionada con la resistencia a dicarboximidas, lo que
implica que existe una correlacion negativa entre los valores de ECsy y factores de
sobrevivencia asi como de virulencia, sefialando que los aislados resistentes viven menos y
son menos virulentos que los aislados sensibles.



Ademas, los resultados obtenidos indican la existencia de diferencias genéticas entre los
aislados que contribuyeron a la variacion en la sobrevivencia de los mismos. Otro estudio
de virulencia efectuado por Ma et al. (2007) en plantulas de pepino determind que el gen
bosl esta asociado con la patogenicidad en B. cinerea. Estos resultados concuerdan con lo
obtenido por Viaud et al. (2006), quienes realizaron una caracterizacion fenotipica de
aislados mutantes de B. cinerea cuyo gen bosl fue inactivado con el fin de evaluar la
probable funcion en la virulencia de éste, determinandose que en ausencia del gen bosl, la
lesion desarrollada fue significativamente menor en todos los individuos testeados, lo que
indica que bosl es un importante gatillante de la virulencia de este hongo.



Hipotesis:

Los aislados chilenos resistentes a iprodione presentan mutaciones en el genoma
del gen bosl que les confiere la resistencia a este fungicida.

Objetivo general:

Evaluar la virulencia de aislados de B. cinerea de diferentes niveles de sensibilidad
a iprodione y caracterizar genéticamente los aislados sensibles y resistentes al
fungicida.

Objetivos especificos:

- Verificar el nivel de sensibilidad a iprodione de los aislados seleccionados a
través de pruebas in vitro (crecimiento miceliar).

- Determinar el grado de virulencia de aislados sensibles y resistentes a
iprodione mediante pruebas de patogenicidad realizadas en plantulas de
pepino y bayas de vid.

- Secuenciar ¢l gen bosl de los aislados de Botrytis cinerea sensibles y
resistentes a iprodione, con el fin de detectar las mutaciones que confieren
resistencia y compararlas con las secuencias de aislados californianos de B.
cinerea.



MATERIALES Y METODO

Lugar del estudio

Las pruebas in vitro, in vivo y moleculares se realizaron en el laboratorio de Fitopatologia
Frutal y Molecular del Departamento de Sanidad Vegetal, de la Facultad de Ciencias
Agronomicas de la Universidad de Chile.

La secuenciacion del gen bosl se realiz6 en Macrogen Corp, USA.

Origen de los aislados de B. cinerea

Los aislados B. cinerea utilizados en el estudio pertenecen al cepario del Laboratorio de
Fitopatologia Frutal y Molecular de la Universidad de Chile. Estos aislados provienen de la
IV Region, Region Metropolitana y VI Region y corresponden a colectas realizadas entre
los afios 2005 y 2007, desde Vitis vinifera L. cv. Thompson Seedless y Crimson Seedless,
desde flores o bayas. (Cuadro 1)

Cuadro 1. Aislados de B. cinerea utilizados en este estudio.

AISLADO Y A
TCATEGORIA COLECTA  GERMINACION — CULTIVAR REGION LOCALIDAD  ORGANO
RESISTENCIA CONIDIAL
A2-AR  2006-2007 39,5 Thompson Region de Coquimbo Flor
Seedless Coquimbo
LGAI-AR  2006-2007 203 Thompson Region de Coquimbo Flor
Seedless Coquimbo
SPSC-AR  2006-2007 28,0 Thompson Region San Pedro Flor
Seedless Metropolitana
SPSD-AR  2006-2007 40,2 Thompson Region San Pedro Flor
Seedless Metropolitana
SPP6-S  2006-2007 0,0 Thompson Region San Pedro Flor
Seedless Metropolitana
SPSA-AR  2006-2007 417 Thompson Region San Pedro Flor
Seedless Metropolitana

(Continua)



Cuadro 1 (Continuacion)

AISLADO Y o
TCATEGORIA COLECTA  GERMINACION — CULTIVAR REGION LOCALIDAD  ORGANO
RESISTENCIA CONIDIAL

Crimson Region del Lib.
28-S 2005-2006 0,3 Gral. B. Rancagua Baya
Seedless e
O’Higgins
Crimson Region del Lib.
53-S 2005-2006 0,5 50 Gral. B. Rancagua Baya
Seedless e
O’Higgins
Thompson Region del Lib.
ANP2C-AR  2006-2007 84,5 p Gral. B. Olivar alto Flor
Seedless P
O’Higgins
Crimson Region del Lib.
33-AR 2005-2006 83,4 Gral. B. Rancagua Baya
Seedless N
O’Higgins
Crimson Region del Lib.
67-S 2005-2006 0,0 Gral. B. Rancagua Baya
Seedless e
O’Higgins
Crimson Region del Lib.
61-AR  2005-2006 57,8 50 Gral. B. Rancagua Baya
Seedless e
O’Higgins
Crimson Region del Lib.
29-AR 2005-2006 91,6 Gral. B. Rancagua Baya

Seedless O Higeins

*Categoria de resistencia de acuerdo a la clasificacion de Cuadro 2.

Los aislados fueron seleccionados segun nivel de sensibilidad a iprodione. Este nivel fue
determinado previamente de acuerdo al porcentaje de germinacion conidial de cada aislado
en medio enmendado con 10 mg/L de fungicida (Leroux y Gredt, 1981) (Cuadro 2).

Cuadro 2. Categoria de resistencia a iprodione seglin germinacion conidial.

% DE GERMINACION

CONIDIAL (10 mg i.a/L) NIVEL DE RESISTENCIA CATEGORIA
0-1% Sensible S
1-5% Leve Resistencia LR
>5-20% Moderada Resistencia MR

>20% Alta Resistencia AR
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Medios de cultivo

Los medios de cultivo utilizados en el presente estudio fueron.

e Agar-Malta-Levadura (AML): reactivacion e incremento de aislados.

e Agar-Papa-Dextrosa (APD): pruebas in vitro de sensibilidad a iprodione (Leroux y
Gredt, 1981; Ma et al. 2007)

e Agar-Papa-Dextrosa (APD): incremento de indculo para pruebas de virulencia
(Viaud et al.2006)

e Medio liquido a base de glucosa (10 g glucosa 1L-'): obtencidén de biomasa de los
aislados para la extraccion de ADN (Bainbridge et al. 1990)

Pruebas de sensibilidad in vitro

En este estudio las cepas de B. cinerea fueron sometidas a pruebas de sensibilidad in vitro a
iprodione, mediante la metodologia propuesta por Leroux y Gredt, 1981, de crecimiento
miceliar en medio APD (Agar-Papa-Dextrosa). Las concentraciones de iprodione
utilizadas, de acuerdo al trabajo de Ma et al., 2007, fueron: 0; 0,156; 0,3125; 0,625; 1,25;
2,5y 5 mg/ L, considerandose para cada aislado tres repeticiones por concentracion.

Con este propoésito y a partir de aislados del hongo con 3 dias de crecimiento en medio
APD, en camara de cultivo a 20°C, se obtuvieron discos de 5 mm de diametro, los que
fueron depositados sobre medio APD enmendado con las 7 concentraciones de iprodione
indicadas anteriormente. Las placas sembradas fueron incubadas durante 5 dias en
oscuridad a 20°C. Las evaluaciones fueron realizadas midiendo el didmetro longitudinal de
crecimiento miceliar a las distintas concentraciones del fungicida. Luego se determind el
valor ECsg para cada aislado.

Se consideraron como aislados sensibles (D), a aquellos aislados que presentaron valores
ECso menores a 0,4 mg/L. Los aislados resistentes (DR) alcanzaron ECsy de 2,99 mg/L. y
ademas fueron capaces de crecer en medio APD enmendado con 5 mg/L de iprodione (Ma
et al. 2007).

Pruebas de virulencia

Las pruebas de virulencia fueron realizadas en plantulas de pepino y bayas de vid
Thompson Seedless, de acuerdo a la metodologia descrita por Ma et al. (2007).

Plantulas: La produccion de las plantulas de pepino fue realizada en bandejas almacigueras
a partir de semilla certificada y sustrato estéril. Transcurrida una semana las plantulas
fueron seleccionadas y trasplantadas a contenedores individuales, manteniéndolas en
invernadero bajo condiciones controladas de temperatura (20-25°C), humedad (90% HR) y
luz (12 horas de luz y 12 horas de oscuridad).
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En total se utilizaron 8 plantulas de pepino (repeticiones) por cada uno de los 13 aislados en
estudio, 9 altamente resistentes a iprodione y 4 sensibles (Cuadro 4), inoculandose las 2
primeras hojas verdaderas de cada plantula (submuestras).

El in6culo correspondié a un disco de Smm de diametro de AM con crecimiento de B.
cinerea de 3 dias de edad. Una vez realizada la inoculacion las plantas se mantuvieron a
25°Cy 100% HR.

Las mediciones de los didmetros de lesion se realizaron cada 24 horas desde la inoculacion
en las 2 hojas de cada plantula. La prueba se realizo 2 veces.

Bayas: Previamente a la inoculacion las bayas de vid fueron lavadas, secadas y luego
dispuestas en cdmara humeda. La inoculacion se realizé utilizando una suspension conidial
equivalente a 200.000 conidias / mL, determinada mediante un hemacitometro. Sobre cada
baya se deposité una gota de 10 uL de la suspension. Por cada aislado se inocularon 12
bayas de vid con 4 repeticiones.

El ensayo de inoculacion en bayas fue realizado en tres oportunidades en bayas del mismo
cultivar pero con distinto grado de madurez para cada aislado (7°, 14° y 17° Brix). Las
mediciones del didmetro de lesion fueron realizadas luego de 72 horas desde la inoculacion.

Caracterizacion genética

Extraccion de ADN

e Obtencion de biomasa: Se realizd el cultivo de los aislados seleccionados de B.
cinerea en medio liquido a base de glucosa, obteniéndose luego de 4 a 5 dias de
incubacion a 20°C una capa superficial de crecimiento miceliar. El material
preparado fue congelado durante 24 horas a -80°C y posteriormente liofilizado y
molido.

e Para la extraccion de ADN se utiliz6 el protocolo descrito por Bainbridge B. W. et
al. (1990) modificado por Muifioz et al. (2002).

Amplificacion del gen bosl

La amplificacion total del gen bosl se realiz6 mediante PCR, utilizando la metodologia y
los partidores descritos por Ma et al. 2007 (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Partidores utilizados para la reaccion de PCR.

PARTIDOR POSICION NUCLEOTIDICA SECUENCIA (5-3")

BF1 (promotor) _115to_95 T ACCGATU CGAAAAACCTCAAC

(95bp después del codon de término ATG)

BR1 (reverso) 1066-1085 T GGGCTGGTOCTOCTCAATT CTT
BF2 (promotor) 981-1033 CAACGTTATGGCACAAAATTCT
BR2 (reverso)  1808-1829 AAGTTT CTGGCCATGGTG GTTC
BF3 (promotor) 1728-1747 GGTCGGAACTGATGGAACTC
BR3 (reverso)  2789-2808 CGCGGTAAGT GAGGTT CTAGG
BF4 (promotor) 2694-2713 GCAAACCGTATGATC CATGGA
BR4 (reverso)  3595-3614 AGCTCGATTT CTT CCAAAGCAG
BF5 (promotor) 3494-3514 T CCCGTTATTZ CAT GTU CAGCTT
BRS5 (reverso)  4482-4501 A AGT ACTOCGCAGTZ CGGTGGT

(95bp después del codon de término TAG)

La reaccion de PCR se realizé en un termociclador Swift Maxi Thermal Cycler ESCO de
96 pocillos.

Electroforesis

La deteccion de los productos amplificados se realizd mediante electroforesis en gel de
agarosa al 2%, y la tincion Gel Red marca Biotium, utilizdndose como carga 30 pL de
producto de PCR por aislado adicionando 1 pL de tampdn de carga 6X por cada 5 puL de
producto PCR. Finalmente, los productos amplificados fueron visualizados utilizando un
transiluminador de luz UV marca Vilber Lourmat (Sambrook et al. 1989).

Purificacion de ADN

Una vez visualizado en el producto de PCR esperado, las bandas obtenidas fueron cortadas
con un bisturi desde el gel de agarosa y luego depositadas en un tubo eppendorf de 1,5 mL
y el ADN obtenido purificado de acuerdo al protocolo del Ultraclean 15 DNA Purification
Kit (MO BIO Laboratories Inc.)
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Secuenciacion del ADN de los aislados

La secuenciacion de ADN a partir del producto de PCR purificado, fue realizada por
MACROGEN CORP USA. El alineamiento de cada secuencia del gen bosl fue realizada
con el programa Vector NTI suite 7.

Andlisis estadistico

Anélisis de sensibilidad in vitro:
La determinacion de los valores ECsq de crecimiento miceliar de cada aislado, se realizd
mediante analisis PROBIT, utilizando el programa MINITAB V.12.

Analisis de virulencia in vivo:

a) Plantulas: Consistio en un disefio completamente al azar, compuesto por 8 plantulas
de pepino (repeticiones) con 2 hojas verdaderas cada una (sub muestras) por aislado
de B. cinerea.

b) Bayas: Fue utilizado un disefio experimental completamente al azar,
considerando12 bayas de vid de igual nivel de madurez (°Brix) y 4 repeticiones por
aislado de B. cinerea.

Los resultados obtenidos en las evaluaciones del nivel de virulencia (didmetro de la lesion)
efectuadas luego de 96 y 72 horas (hojas de plantulas de pepino y bayas de vid cv.
Thompson Seedless, respectivamente) se sometieron a un analisis de varianza (ANDEVA)
y en el caso de detectar diferencias se utiliz6 la Prueba de Comparaciones Multiples de
TUKEY con un nivel de significancia de 0,05.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Sensibilidad a iprodione: crecimiento miceliar

Al realizar las pruebas de sensibilidad in vitro mediante la metodologia de crecimiento
miceliar, se corroboro el nivel de sensibilidad de los 13 aislados, determinado previamente
a este estudio mediante germinacion conidial.

Los valores ECsp de los 9 aislados altamente resistentes fluctuaron entre 1,35 y 2,47 mg/L,
siendo ademas capaces de crecer a 5 mg/L. Los ECs, de los 4 aislados sensibles fluctuaron
entre 0,26 y 0,31 mg/L y no crecieron a 5 mg/L (Cuadro 4), coincidiendo con los resultados
obtenidos por Ma et al. 2007.

Cuadro 4. Clasificacion de aislados de B. cinerea de acuerdo al didmetro de crecimiento
miceliar.

v ATEGORIA
Al%égko y GERMH@ACION IPRSS%NE C(I:{ECH\(/;ISENTO
CONIDIAL MICELIAR
33 AR 83,4 1,48 R
ANP2C AR 84,5 1,84 R
SP8D AR 40,2 2,47 R
61 AR 57,8 1,91 R
A2 AR 39,5 1,35 R
LGAl AR 29,3 1,82 R
29 AR 91,6 1,57 R
SPSC AR 28,0 2,04 R
SPSA AR 41,7 1,97 R
67S 0 0,29 S
SPP6 S 0 0,26 S
28S 0,3 0,28 S
538 0,5 0,31 S

*CGC: Categoria de Germinacion Conidial

Tanto en el caso de los andlisis de germinacion conidial como en los realizados en base a
crecimiento miceliar (Cuadro 4), fueron coincidentes en un 100% para todos los aislados
respecto al nivel de sensibilidad a iprodione.
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0,625 mg/L 1,25 mg/L 2,5 mg/L 5 mg/L

Figura la. Comportamiento de aislados de B. cinerea resistentes a iprodione.

TESTIGO 0,156 mg/L 0,3125 mg/L

0,625 mg/L 1,25 mg/L 2,5 mg/L 5 mg/L

Figura 1b. Comportamiento aislados de B. cinerea sensibles a iprodione.
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Pruebas de virulencia: Plantulas de pepino

Al inocular los aislados de diferente nivel de sensibilidad a iprodione (9 resistentes y 4
sensibles), sobre hojas de plantulas de pepino, no se obtuvo resultados que pudieran
determinar diferencias entre ambos tipos de aislados, los resistentes presentaron didmetros
de lesion similares a los sensibles (Figuras 2 y 3). Estos resultados coinciden con los
obtenidos por Ma et al (2007), quienes no observaron diferencias en el nivel de agresividad
entre aislados resistentes y sensibles en hojas de pepino, lo que indica que la virulencia de
aislados de B. cinerea no esta asociada con la resistencia a iprodione.

Tiemp

Tiempo 1
=

Tiempo 3

E -~ '.,_
Figura 2. Prueba de virulencia (patogenicidad) sobre hojas primarias de plantulas de

pepino, evolucion de la lesion, en plantulas mantenidas en camara a 25°C y 100% HR.

Virulencia promedio de B. cinerea de distinta sensibilidad a
50,0 iprodione en plantulas de pepino, evaluaciéon 96 horas
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Figura 3. Grado de virulencia en hojas de plantulas de pepino presentadas por aislados
resistentes y sensibles a iprodione. Barras rojas: aislados resistentes a iprodione; barras
verdes: aislados sensibles a iprodione. (diferencias no significativas (p > 0,05).
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Pruebas de virulencia: Bayas, 7° Brix

Las pruebas de virulencia en bayas de vid cv. Thompson Seedless con 7° Brix,
determinaron diferencias entre los aislados inoculados sensibles de B. cinerea (diametro
promedio de lesion = 3,25 milimetros) y resistentes. (diametro promedio de lesion = 2,42
milimetros).

Sin embargo, también fue posible detectar un comportamiento diferente en algunos
aislados, como en el caso de el aislado resistente 33-AR que resulté con un un didmetro
promedio de lesion similar a los aislados sensibles 67-S y SPP6-S; asi también, el aislado
resistente ANP2C-AR presenta un promedio de didmetro de lesion similar a los aislados
sensibles 53-S y 28-S (Figura 4).

Virulencia promedio de B. cinerea de distinta sensibilidad a iprodione en
bayas de vid (7° Brix) evaluacion 72 horas pos inoculacibn
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Figura 4. Comportamiento de virulencia presentado por aislados resistentes y sensibles de
B. cinerea a iprodione inoculados en bayas de vid cv. Thompson Seedless con 7° Brix.
Junto a las barras se indica valor promedio de la lesion. Letras distintas indican la
existencia de diferencias significativas (p < 0,05).
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Pruebas de virulencia: Bayas, 14° Brix

En bayas de vid cv. Thompson Seedless con 14° Brix, aunque se obtuvieron diferencias
significativas entre algunos aislados no se observd un patrén de comportamiento que
permita establecer diferencias entre aislados de distinto nivel de sensibilidad. Los aislados
resistentes presentaron los mayores y menores valores de didmetro promedio de lesion (29-
AR y ANP2C-AR, respectivamente.

Virulencia promedio de B. cinerea de distinta sensibilidad a iprodione en
bayas de vid (14° Brix) evaluacidon 72 horas pos inoculacién
14.0

12,0 98
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Figura 5. Comportamiento de virulencia presentado por aislados de B. cinerea resistentes y
sensibles a iprodione en bayas de vid cv. Thompson Seedless con 14° Brix, luego de 72
horas de incubacion. Resultados senalan didmetros promedios de lesidon en milimetros.
Letras distintas indican la existencia de diferencias significativas (p < 0,05).
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Pruebas de virulencia: Bayas, 17° Brix

Transcurridas las 72 horas de la inoculacion en bayas de vid cv. Thompson Seedless con
17° Brix, los aislados resistentes 61-AR, SP8A-AR, SP8C-AR y LGA1-AR obtuvieron
didmetros promedio de lesion similares al aislado sensible SPP6-S. El aislados resistente
A2-AR presentd un didmetro promedio similar al aislado sensible 28-S; asi también, los
aislados resistentes SP8D-AR, 29-AR y 33-AR fueron similares al aislado sensible 53-S y
el aislado resistente ANP2C-AR presentd un promedio de didmetro de lesion similar al
aislado sensible 67-S.

En general, los didmetros promedio de lesion determinados para los aislados evaluados 72
horas pos inoculacion, fueron similares en aislados de distinta sensibilidad, lo que no
permitié determinar diferencias entre aislados resistentes y sensibles. Esto difiere con lo
obtenido por otros autores como Raposo et al. (2000), quienes indican la existencia de una
correlacion negativa entre los valores de ECs y los factores de sobrevivencia y virulencia,
sefialando que los aislados resistentes viven menos y son menos virulentos que los aislados
sensibles.

Virulencia promedio de B. cinerea de distinta sensibilidad a iprodione en
bayas de vid (17° Brix) evaluacibn 72 horas pos inoculacién
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Figura 6. Comportamiento de virulencia presentado por aislados resistentes y sensibles a
iprodione inoculados sobre bayas de vid cv. Thompson Seedless con 17°Brix. Junto a las
barras se indica valor promedio de la lesion 72 horas post inoculacion. Letras distintas
indican la existencia de diferencias significativas (p < 0,05).



20

Caracterizacion genética

La totalidad del gen bosl fue secuenciado en los 13 aislados analizados, utilizando los
partidores BF1-BR1; BF2-BR2; BF3-BR3; BF4-BR4 y BF5-BRS.

Para realizar la comparacion de las secuencias de los aislados de distinta sensibilidad, se
utiliz6 la secuencia gendomica del gen transcrito bosl obtenida desde el NCBI, (n° de acceso
AF396827).

Figura 7.Visualizacion de los productos generados mediante PCR y uso de partidores BF2
y BR2 del gen bosl en los aislados de B. cinerea de distinto nivel de sensibilidad a
iprodione (peso de banda fluctué entre 850-1200 pares de bases). Al centro de la figura
ladder o marcador de peso molecular.

El anélisis genético de las secuencias los 4 aislados sensibles presentaron una secuencia
aminoacidica idéntica a la secuencia de referencia (AF396827) y en ninguno de los aislados
sensibles secuenciados el gen bosl presentd cambios aminoacidicos o mutaciones asociadas
a resistencia a dicarboximidas.

La totalidad de los aislados resistentes (n=9), presentaron un cambio aminoacidico en la
posicion 1259 de la proteina, detectandose una sustitucion de treonina por alanina
(T1259A).

En 8 de los aislados resistentes 33-AR, SP8D-AR, 61-AR, A2-AR, LGAI-AR, 29-AR,
SP8C-AR y SP8A-AR, se detectd una mutacion en la posicion 365 de la proteina
correspondiente a un cambio aminoacidico de isoleucina por asparragina (I365N) y en la
posicion 104 de la proteina de arginina por glutamina (R104Q). Estas mutaciones han sido
previamente descritas por Cui et al., 2004. El aislado resistente restante ANP2C-AR,
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también presentd un cambio en la posicion 365 de la proteina, isoleucina por serina (I3655)
y en la posicion 104 no presenté mutacion de la proteina. (Leroux et al., 2002; Oshima et
al. 2002 y Cui et al, 2004), (Cuadro 5).

Cuadro 5. Mutaciones presentes en el gen bosl de aislados chilenos de B. cinerea
resistentes y sensibles a iprodione.

R104Q I365N/S/R L849V T1259A
AISLADO Arg- Glut Ile- Asn/Ser/Arg Leu-Val Thr- Ala
CGA—CAA ATC—AAC/AGC/AGA CTC—-GTC ACA—GCA

Secuencia de

referencia Arg lle Leu Thr
(bosl)
33 AR Glu Asn Leu Ala
ANP2C AR Arg Ser Val Ala
SP8D AR Glu Asn Leu Ala
61 AR Glu Asn Leu Ala
A2 AR Glu Asn Leu Ala
LGAI AR Glu Asn Leu Ala
29 AR Glu Asn Leu Ala
SP8C AR Glu Asn Leu Ala
SPSA AR Glu Asn Leu Ala
67S Arg Ile Leu Thr
SPP6S Arg Ile Leu Thr
288 Arg Ile Leu Thr
535 Arg Ile Leu Thr

Las mutaciones del gen bosl en donde se reemplaza en la posicion 365 isoleucina por
serina o por asparragina, se han presentado en aislados resistentes de campo colectados en
Nueva Zelanda, Suiza, Estados Unidos (Oshima et al., 2006) y Japon (Oshima et al., 2006;
Banno et al, 2008).



22

SE| s

Bl he ps

E/3 5@ N

Active Pane: {@E

&

1443

0 1450 1260 1470 1280 1430 1500 1510 1520 1530

334R-completa
535-completo
E1A4R-completa
E75-completo
AF396827 gen Bosl
ANP2CAR-completo
LGATAR-completo
SPa&AR-completo
SPRCAR-completo
SPBDAR-complsto
SPPES-completo
285-completo
298R-completo
A24R-completo

ZBE|
339
339
326
326
1443
338
339
326
326
339
338
338
339
333

e

GCCCCATCCCGAGCCTCARAGAGTACTACATCCCGACARCAGCTCGTARATTCGTTGCTTGCCGCCAGRAGARAGCGCCCACCH

TACTCACTGG

TACTCACTGGTGCCCCATCCCGAGCCTCARAGAGTACTACATCCCHACAN AL TAT AN AT T RT T T TR L AEA CANE SOCCACCE
TACTCACTEETECCCCATCCCEAGCCTCARAGAGTACTACAT CCCd O8N transcrito Bosl - posi3ll positives:533% identity:53.3% - -cac g
TACTCACTGGTGCCCCATCCCGAGCCTCARAGAGTACTACATCCCAACARCAGCTCGTARATTCGTTGCTTGCCGCCAGAGARGCGCCCACCE
TACTCACTGGTGCCCCATCCOGAGCCTCAAAGAGTACTACATCCCGACARCAGCTCGTAMATTCGTTGCTTGCCGCCAGAGARGCGOCCACCS

P el alar Ter e
GCCGCCAGAG

A A e e

ArrrrE
L LAl L

AR A
LA

TACTCACTGGET CCCGAGCCTCARAGAGTACTACATCCCGACARCAGCTCGTARATTICGTTIGCTIT

TACTCACTGGTIGCCCCATCCCGAGCCTCARAGAGTACTACATCCCGACAACAGCTCGTRARTTCGTITIGCTTGCCGCCAGAGRARGCGCCCACCG
TACTCACTGGTGCCCCATCCCGRAGCCTCARAAGAGTACTACATCCCARCARCAGCTCGTARATTCGTTGCTTGCCGCCAGRAGARAGCGCCCALCH

reeer CRR

-1 e etaler Talale
GCCGCCRGAG

rrrT R
GCECCCACCH

e
GCCCCAT

CCOCRGCC
OCC

CCCGAGCCTCAARAGAGTACTACAT BRCAACAGCTCGTAARATTICGTIIGCTIT
CAAAGAGTACTACATCCCARCARACAGCTCGTAAATTCGTTGCTT
GCCCCATCCCGAGCCTCARAGAGTACTACATCCCAACARCAGCTCGTRARATTICGTITIGCTTGCCGCCAGAG
GCCCCATCCCG: CAAAGAGTACTACAT GRCARCAGCTCGTAARTTCGTTGCTITGCCGCCAGAGARGCGCCCACCH
GCCCCR CARAGAGTACTACATCCCGACARACAGCTCGTRARATTCGITGCTTGCCGCCAGAGARGCGCCCALCG
GCCCCATCCCGAGCCTCARAAGAGTACTACATCCCARCARCAGCTCGTARATTCGTTGCTTGCCGCCAGAGARGCGCCCACCH

CCCARCARCAGCTCGTARRTTCGTITGCTITGCCGCCAGAGRAGCGCCCACCS]

GCCTCARAGAGTACTACATCCC

GCC

TACTCACTGGT
TACTCACTGGT
TACTCRCIGG
TACTCACTGG
TACTCACTGGT
TACTCACTGG
TACTCRCIGG

Ar e e el

ArrrrE
izl LLALLL

AR A
TLLLLA

e ettt el ar N er e .
LiLbizAlLL BEL

{C E i (=i

AT R
GCECCCACCH

e
(€

e
Ll

TR e
CCCGAGCC

e

i alal o
ATCCCG

FLCCC

Figura 8. Alineamiento, mutacion posicion 104 (311) del gen bosl. Cambio de CGA
(arginina) por CAA (glutamina).
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Figura 9. Alineamiento, mutacion posicion 365 (1095) del gen bosl. Cambio de ATC
(isoleucina) por AAC (asparragina) 6 AGC (serina).
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E1AR-completo | 2899 GTGATTCATTCCGTCTITCGACARGTTATTCTCARCTTGGTTGGARACGCTATCARGTICACAGAGCATGETGAAGTTICGTIGAC
B75-completo | 2900 GIGATTCATTCCGTCTICGACAAGT TATICTCAACT IGGTIGGARACGCTATCARGT ICACAGAGCATGGTGAAGTTICGTIGAC
AF396227 gen Bos1 | 4016| GIGATTCATTCCGTCITCGACAAGTTATTCICAACTTGGTIGGARACGCTATCARGT TCACAGAGCATGETGAAGT TTCGTTGAC
BNP2CAR-completa | 2911| GTGATICATICCGTCT TCGACAAGTTATTGTCAACTTGGT IGGAAACGCTATCARGT TCACAGAGCATGETGARGTTTCGTTGAC
LGATAR-completo | 2912 GTGATTCATTCCGTCTTCGACAAGTTATTI CTCAACTTGGT IGGARACGCTATCARGTICACAGAGCATGETCARGTTTCGTIGAC
SP8AAR-completo | 2899 GTEATTCATTCCETCTTCGACAAGTTATTCTCAACT TGGTIGEARACGCTATCARGTTCACAGAGCATGETGARGTTTCGTIGAC
SPACAR-completo | 2899 GIGATTCATTCCETCTTCGACAAGTTATT CTCAACT TGGT IGGARACGCTATCARGT TCACAGAGCATGETGAAGTTTCGTIGAC
SPEDAR-completo | 2913 GIGATTCATTCCGTCTICGACAAGTTATTCICAACTTGGTIGGARACGCTATCARGT TCACAGAGCATGETGAAGTTTCGTIGAC
SPPBS-completo | 2911| GTGATTCATICCETCT TCGACANGT TATTCICARCTTGGT TGGALACGCTATCARGT TCACAGAGCATGETGARGTTTCGTTGAC
285-completo | 2911| GTGATTCATTCCGTCTITCGACAAGTTATICTCAACTTGGT IGGARACGCTATCARGTICACAGAGCATGETCARGTTTCGTIGAC
294R-completo | 2912| GTGATTCATTCCGTCTITCGACARGTTATTCTCARCTTGGTTGEARACGCTATCARGTTCACAGAGCATGETGAAGTTTCGTIGAC
A2AR-complsta | 2906 GTGATICATTCCGTCITCGACARGTTATTCICAACTTGETIGGARACECTATCARGT TCACAGAGCATGETGAAGT TTCGTTGAC

Figura 10. Alineamiento, mutacion posicion 849 (2547) del gen bosl. Cambio de CTC

(leucina) por GTC (valina).
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B75-completo | 4176| ATGAAGAGAGCCCCARTTCGCAARATGETCCTCGCGETACACAGCATCCTGCATCARGTCCCACACCAGCCCATATGAGACCEGCTATCGRACT
AF396827 gen Bos1 | 5292| ATGARGAGAGCCCCARTTCGCARRARTGETCCTCGCGETACACAGCATCCT GCATCARGT CCCACACCAGCCCATATGAGACCGECTATCGAACCT]
ANF2CAR-completa | 4187 ATGAAGAGAGCCCCARTTCGCARARTGGTCCTCGCGETGCACAGCATCCTGCATCAAGT CCCACACCAGCCCATATGAGACCGGCTATCGRACT
LGATAR-completo | 4188) ATGARAGAGAGCCCCARTTCGCARAATGETCCICGCEETGCACAGCATCCT GCATCAAGT CCOACACCAGCCCATATGAGACCEECTATCGAACCT|
5P8AAR-completo | 4175| ATGRAGAGAGCCCCARTTCACARARTGETCCTCOCGGTGCACAGCATCCTGCATCAAGT CCCACACCAGCCCATATGAGACCAECTATCGARCCT
SP8CAR-completo | 4175| ATGAAGAGAGCCCCART TCECARAATGEICCICECGEIGCACAGCATCCTGCATCARGT CCCACACCAGCCCATATGAGACCGECTATCGAACT
SPEDAR-completa | 4189 ATGAAGAGAGCCCCARTTCGCARARTGETCCTCGCGETGCACAGCATCCTGCATCAAGT CCCACACCAGCCCATAT GAGACCAGCTATCGAACET|
SPPES-completo | 4187| ATGAAGAGAGCCCCARTTCGCARRRTGETCCTCGCGGTACACAGCATCCTGCATCARGT CCCACACCAGCCCATATGAGACCGECTATCGRACT
285-completo | 4197) ATGAAGAGAGCCCCARTTCGCARAATGETCCTCGCGGTACACAGCATCCTGCATCAAGT CCCACACCAGCCCATATGAGACCRECTATCGARCCT
234R-completo | 4188) ATGAAGAGAGCCCCARTTCGCARRATGETCCTCGCGGTGCACAGCATCCTGCATCARGTCCCACACCAGCCCATATGAGACCGECTATCGRACT
AZAR-completo | 4182| ATEAAGAGAGCCCCARTTCECAARRTGETCCTCGCEETGCACAGCATCCIGCATCAAGTCCCACACCAGCCCATATGAGACCEGECTATCEAACCT

Figura 11. Alineamiento, mutacion posicion 1259 (3777) del gen bosl. Cambio de ACA

(treonina) por GCA (alanina).
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De acuerdo a la clasificacion propuesta por Cui et al (2004), los aislados pueden
clasificarse en Grupo 1, si presentan treonina en la posicién 1259 (T1259), o Grupo 2, si
presentan la mutacidn treonina por alanina en la posicion 1259 (T1259A). Ademads, dentro
de los grupos los aislados pueden subdividirse en Clase 1: si presenta la sustitucion de
isoleucina por serina en la posicion 365 (I365S); Clase 2 si presenta la sustitucion de
isoleucina por asparragina en la posicion 365 (I365N); Clase 3 si presenta la sustitucion de
isoleucina por arginina en la posicion 365 (I365R) y Clase 4 si presenta la sustitucion de
isoleucina por serina en la posicion 365(I365S) ademas de la sustitucion de glutamina por
prolina en la posicion 369 (Q369P) (Cuadro 6).

Cuadro 6. Clasificacion de aislados propuesta por Cui et al, 2004

GRUPO MUTACION CLASE1 CLASE 2 CLASE 3 CLASE 4

1 Thr 1259

Ile 365 Ser
Ile 365 Ser Ile 365 Asn Ile 365 Arg +
Gln 369 Pro

2 Thr 1259 Ala

En el presente estudio, todos los aislados resistentes presentaron diferencias en la zona de
repeticion de aminoacidos con respecto a los aislados sensibles, de acuerdo a estas
diferencias, los 9 aislados resistentes clasifican en el Grupo 2, por presentar la mutacién
T1259A y los 4 aislados sensibles corresponden al Grupo 1.

Dentro de la division por Clase, 8 de los 9 aislados resistentes (33-AR, SP8D-AR, 61-AR,
A2-AR, LGA1-AR, 29-AR, SP8C-AR y SP8A-AR), presentaron el cambio aminoacidico
en la posicion 365 de la proteina de isoleucina por asparragina (I365N), correspondiendo
por ello a la Clase 2. El aislado ANP2C-AR, fue el unico aislado Clase 1, ya que presentd
la mutacion de isoleucina por serina en la posicion 365 (I1365S). Ninguno de aislados de B.
cinerea analizados ninguno correspondio a la Clase 3 y 4.

Estudios previos realizados por Cui et al. (2002); Oshima et al. (2002) y Oshima et al.
(2006), determinaron que las mutaciones asociadas a la resistencia a dicarboximidas en B.
cinerea se limitan a la segunda y tercera repeticion de aminoacidos del gen bosl (dominio
de repeticion de 90 aminoacidos, Figura 12), sin embargo Ma et al. (2007), detectaron una
mutacion en la posicion 1040 localizada en la region terminal C del dominio quinasa, que
codifica para un coddn de término.
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En el aislado resistente ANP2C-AR fue detectada una sustitucion de leucina por valina en
la posicion 849 (L849V), localizada en el dominio quinasa del gen bosl, mutacion que no
habia sido descrita previamente, desconociéndose aun su implicancia en el nivel de
resistencia a dicarboximidas. Sin embargo, de acuerdo a los antecedentes ya indicados, esta
mutacion podria estar afectando la actividad de la histidina quinasa, modificando la
respuesta del hongo en presencia del fungicida.

Eegion T = ——= - Regién
terminal- W = — 4 terminal- C
4
Darminio Dorninio de repeticion Dorninio Dorminio
zensor de 90 aminodcidos quinasa regulador de
osmotico respuesta

Figura 12. Representacion esquematica del gen bosl.

Cabe destacar, que todos los aislados resistentes presentaron ulteriores cambios s6lo
en una base lo que no implicé un cambio aminoacidico. Estos cambios fueron tres y se
localizaron en la posicion: 541 glicina (GGG por GGA), 561 arginina (AGG por
AGA) y 1312 leucina (TTA por CTA) de la proteina.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio permiten sefialar que:

- Las pruebas de sensibilidad in vitro mediante la metodologia de crecimiento
miceliar, corroboraron el nivel de sensibilidad de los 9 aislados resistentes y de los 4
sensibles, obtenidos previamente mediante germinacion conidial.

- El grado de virulencia entre aislados resistentes y sensibles a iprodione fue similar,
lo que indica que no existe un patron de comportamiento entre aislados de distinto
nivel de sensibilidad que permita establecer diferencias entre éstos.

- Los aislados sensibles a iprodione no presentan mutaciones en el gen bosl, sin
embargo, la totalidad de los aislados resistentes a iprodione presentaron mutaciones
en el gen bosl descritas previamente y que estan asociadas con resistencia a
dicarboximidas. En ocho de los nueve aislados resistentes se presentaron las
mutaciones 365N y R104Q, el aislado resistente restante presentd la mutacion
1365S. Estas mutaciones estan relacionadas con la resistencia a dicarboximidas.

- Todos los aislados resistentes correspondieron al Grupo 2 (mutacion T1259A). Solo
uno de los aislados resistentes analizados correspondi6 a la Clase 1 (mutacion
13658S), los ocho aislados resistentes restantes pertenecieron a la Clase 2 (mutacion
I365N).

- En uno de los aislados chilenos resistentes a iprodione se detectd en la posicion
L849V de la proteina, una mutacion en el gen bosl, no descrita previamente situada
en el dominio quinasa, cuya implicancia en la resistencia a dicarboximidas se
desconoce.
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