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CAPITULO I

RESISTENCIA A FUNGICIDAS SDHI EN Botrytis cinerea



REVISION BIBLIOGRAFICA

Morfologia y Epidemiologia de Botrytis cinerea

Botrytis cinerea Pers. es uno de los patdgenos fungicos mas interesante por sus caracteristicas
particulares, puede vivir como patdgeno; pero también saprofiticamente, se puede encontrar
en todo el mundo y puede infectar un gran numero de especies de plantas y sus diferentes
partes. B. cinerea pertenece al phylum Ascomycota, clase Leotiomycetes, orden Helotiales
(Hibbett et al., 2007). B. cinerea es el nombre de la fase asexual y en su fase teleomorfica
corresponde a Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel (Groves and Loveland, 1953),
presenta un micelio con hifas septadas, con poros simples, su crecimiento hifal es en
ramificaciones con abundante produccion de conidias heterocaridticas hialinas a levemente
coloreadas formadas sobre conidiéforos (Agrios, 1997). En un comienzo el micelio es hialino
y luego se torna gris, debido a ello es que se ha denominado a la enfermedad con el nombre
de “pudricion gris” (Harvey, 1955).

Botrytis cinerea tiene un estilo de vida necrotréfico, forma una variedad de estructuras de
penetracion, incluyendo apresorio y espiga de penetracion con los cuales invade la epidermis
del tejido vegetal, produce una gama de enzimas que degradan la pared celular, toxinas y
otros compuestos de bajo peso molecular, tales como el &cido oxalico (Salinas et al., 1986;
Williamson et al., 2007). Ademas, Botrytis se disemina a través de conidias y puede
sobrevivir en tejidos vegetales muertos como micelio o como esclerocios que actlan como
estructuras de resistencia del patdgeno ante condiciones climaticas desfavorables (Ten Have,
2000).

Puede causar infecciones latentes que manifiestan su accion patogénica en la maduracion de
la fruta. Climas templados y humedos favorecen el desarrollo de infecciones por B. cinerea,
particularmente cuando ocurren eventos de alta humedad relativa (> 95%) y temperaturas
templadas (15 a 22 °C) durante los periodos criticos de infeccién como floracion (desde inicio
a término) y en fruto, desde pinta o envero a cosecha (solidos solubles > 8%), (Pastor, 1980;
Veloukas and Karaoglanidis, 2012), asi como también en poscosecha durante el
almacenamiento y transporte a los mercados de destino (Ceponis y Capellini, 1983,
Rosslenbroich and Stuebler, 2000).

Control quimico de Botrytis cinerea

La Unica forma de lograr un control eficaz de B. cinerea es llevando a cabo un manejo
integrado, ello conlleva la utilizacion del control quimico conjuntamente con practicas
culturales que disminuyan las condiciones predisponentes para el ataque del patdgeno, tales
como el exceso de nitrogeno, altas densidades de plantas, uso de variedades de vid de
floracion prolongada, dafio por viento y heladas. Los controles con productos quimicos o
biolégicos deben iniciarse junto con la floracion y continuar desde envero a cosecha, en
donde el fruto es mas susceptible de afectarse. Ademas, en uva de mesa es importante previo



a cierre de racimo eliminar los restos florales adheridos al fruto, ya que son un buen
reservorio de indculo, pero, en ardndanos es una labor dificil de realizar (Auger y Esterio,
1997; Undurraga y Vargas, 2013).

El control quimico es la base del manejo de Botrytis en los distintos cultivos afectados.
Actualmente existe una larga lista de ingredientes activos registrado en diferentes cultivos
para controlar el moho gris en pre y poscosecha (Romanazzi y Feliziani, 2014), éstos
compuestos activos pertenecen a grupos de moléculas con distinto modo de accion y entre
éstos se encuentran los inhibidores de la sintesis de acidos nucleicos, los fungicidas que
afectan la transduccion de sefiales (osmorregulacion), los inhibidores de la biosintesis de
aminoéacidos, los inhibidores de la biosintesis de ergosterol y los fungicidas que afectan a la
respiracion; dentro de éste ultimo grupo existen ocho subgrupos diferentes siendo los SDHI
uno de ellos (FRAC, 2015; Fillinger and Walker, 2016).

Uso de fungicidas SDHI para el control de Botrytis cinerea

Entre los fungicidas autorizados que més se han utilizado en el control de B. cinerea destacan,
la mezcla cyprodinil & fludioxonil, fenhexamid y los inhibidores de la succinato
deshidrogenasa mitocondrial (complejo 1) conocidos como SDHIs que son el Gltimo gran
grupo de inhibidores respiratorios que se han utilizado como pesticidas agricolas y
quimicamente la mayoria corresponde a carboxamidas (FRAC, 2015).

La enzima succinato deshidrogenasa (SDH) es una enzima anclada a la membrana
mitocondrial, participando en el transporte de electrones en la cadena respiratoria, cataliza la
reaccion de oxidacion de succinato a fumarato y la reduccion de ubiquinona a ubiquinol
(Leroux et al., 2010; Cecchini, 2003). Esta proteina se compone de cuatro subunidades: Las
subunidades SDHA y SDHB que forman la parte soluble del complejo, que tiene actividad
succinato deshidrogenasa; SDHA es una flavoproteina encargada de catalizar la oxidacion
de succinato a fumarato mientras que SDHB es una proteina de hierro-azufre que contiene
grupos de hierro-azufre responsables de la transferencia de electrones desde el succinato de
la ubiquinona. Las otras dos subunidades, SDHC y SDHD, cuentan con el grupo hemo b
situado entre dos hélices antiparalelas entre éstas y tienen por funcidn anclar a SDHA y
SDHB a la membrana (Leroux et al., 2010; Stammler et al., 2015).

Los inhibidores de la succinato deshidrogenasa (SDHIs) son el grupo quimico de fungicidas
mas moderno, se introdujeron alrededor de la década del 60s, hasta el 2009 eran denominadas
carboxamidas por su estructura quimica; pero a partir de ese afio cambié a SDHIs
considerandose el modo de accion de estas moléculas (inhibicién de la succinato
deshidrogenasa). Las SDHIs afectan la respiracién mitocondrial (inhibicion de transporte de
electrones / complejo 1), impidiendo la formacion de ATP, en consecuencia la produccion
de energia en la célula (Cecchini, 2003; Leroux et al., 2010; FRAC, 2015). Los SDHIs
pertenecen a un grupo muy atractivo de fungicidas debido a su historia de uso, a las
innovaciones quimicas y al espectro de las enfermedades seleccionadas. Su uso masivo en
aplicaciones foliares en vides para el control de B. cinerea no fue sino hasta mediados del
2000 (FRAC, 2015; Stammler et al., 2015)



Entre las moléculas pertenecientes a este grupo se encuentran boscalid (pyridin-
carboxamida), fluopyram (pyridinil ethyl-benzamida) e isofetamida (phenyloxo-ethyl-
thiophen amida) (FRAC, 2015). Dentro de las mencionadas, boscalid fue la primera de este
grupo que se considerd en los programas preventivos de control de B. cinerea a nivel mundial
y en Chile (Stammler et al., 2007). Boscalid presenta accidn sistémica local translaminar,
con efecto preventivo y curativo, eficaz contra la germinacion de esporas, la elongacion del
tubo germinativo y crecimiento del micelio. También se ha utilizado con éxito en el control
de otros importantes hongos fitopatdgenos tales como: Alternaria spp., Sclerotinia spp.,
Mycosphaerella spp., Monilinia spp. y Erysiphe spp. (Stammler, 2008; Stammler et al.,
2015).

Resistencia a Inhibidores del complejo mitocondrial 11

Botrytis cinerea es considerado un patdgeno de alto riesgo de desarrollo de resistencia a los
fungicidas debido a su alta variabilidad genética, abundante esporulacion, corto tiempo de
reproduccion, gran ndmero de plantas hospederas y una alta presion de fungicidas por
programas inadecuados de control (Leroux et al., 2010). La presion selectiva ejercida por el
control quimico contra el moho gris induce el desarrollo de aislados resistentes a pesar de
que existe un gran nimero de botryticidas en el mercado agricola chileno, dificultando su
control.

La resistencia es una adaptacion estable y heredable y puede ser el resultado de una mutacion
mono o multigénica, sobreexpresion del sitio activo o eliminacion de compuestos toxicos por
la membrana. Estos cambios no solo ocurren como respuesta al uso repetitivo de un mismo
fungicida, sino también al uso repetitivo de otros fungicidas relacionados al mismo grupo
quimico y/o mecanismo bioquimico de accion (Brent, 1995; Leroux et al., 1999; Leroux et
al., 2010). De los mecanismos de resistencia mencionados en B. cinerea, el principal es la
mutacién, mecanismo que le otorga una menor sensibilidad frente a una molécula fungicida
determinada, principalmente debido a la alteracién del sitio de union del fungicida a la
proteina (Panebianco, 2012; Stammler et al., 2015).

Aunque los fungicidas SDHIs son considerados de riesgo medio a alto para el desarrollo de
resistencia en los patdgenos fungicos (FRAC, 2015), la primera referencia de perdida de
sensibilidad a boscalid fue reportada en Alternaria alternata en pistacho en EE.UU. (Avenot
y Michailides, 2007). Posteriormente, también se detecto en aislados de B. cinerea en vides
y fresa (Leroux et al., 2010); en Podosphaera xanthii en cucurbitaceas (McGrath, 2008) y en
otros cultivos (McGrath y Miazzi, 2008; Stammler, 2008; Stevenson et al., 2008). En Chile,
la primera referencia de pérdida de sensibilidad a boscalid se reportd en 2011, en aislados
de B. cinerea recuperados desde vides de mesa, los que se comportaron solo como leve a
moderadamente resistentes al fungicida (Esterio et al., 2011) y recientemente también en
este mismo patégeno en arandano (Esterio et al., 2014).



Genes de Botrytis cinerea asociados a la resistencia a fungicidas SDHIs

Las subunidades que conforman la proteina succinato deshidrogenasa se encuentran
codificadas por cuatro genes, sdhA, sdhB, sdhC y sdhD, en los cuales se ha reportado
mutaciones que llevan a un cambio de aminodcidos en las proteinas codificadas, lo que
conduce a la pérdida de sensibilidad a los fungicidas SDHIs. La mayoria de estas mutaciones
se han detectado en los genes sdhB y algunas en los genes sdhC y sdhD, que codifican para
la proteina hierro-azufre y dos subunidades de anclaje del complejo de la succinato
deshidrogenasa, respectivamente. Las modificaciones actualmente identificadas que afectan
al complejo Il de B. cinerea se han detectado en otros patdgenos resistentes a SDHI, aislados
de diferentes plantas (Cuadro 1) (Anexo 1) (Leroux et al., 2010; Stammler et al., 2015).

Stammler et al. (2007), detectaron la presencia de un alelo con una modificacién genética en
el gen sdhB, la mutacion P225F, en donde una prolina se sustituia por fenilalanina en el
codon 225. La misma mutacion fue identificada en aislamientos resistentes a boscalid, en el
afio 2011 por Veloukas et al., en aislados de B. cinerea recuperados desde fresa.

Posteriormente, se han detectado otras mutaciones en el gen sdhB, con cambios
aminoacidicos en el codon 272 (H272R/Y); los aislados moderadamente resistentes
mostraron un cambio nucleotidico de C a T en el coddn 272, lo que resulta en un cambio de
histidina por arginina (H272R), también detectaron un cambio de nucleétido de A a G en el
mismo codon, lo que resulta en una sustitucion de histidina por tirosina (H272Y). Ademas
en el coddn 225 se detectaron otras mutaciones (P225L y P225T), las que se relacionan con
distintos niveles de resistencia a boscalid (Stammler, 2008; De Miccolis et al., 2010). Por
otro lado, en aislados moderadamente resistentes se detect6 la mutacion N230I que resulta
en la sustitucion de una asparragina por isoleucina, por un cambio de nucleétido de A por T
en el codon 230 (Veloukas et al., 2011).

Al respecto Leroux et al. (2010), informaron que ademas de las mutaciones en el gen sdhB
(H272A/R/L, N2301 y P225T/L) se presentan también otras en el gen sdhD (H132R), que
estan asociadas a niveles de resistencia moderada y que también se han relacionado con
resistencia al mismo fungicida en aislados de B. cinerea procedentes de Francia y Alemania
(fresas y uvas). Asociado a esto, Veloukas et al. (2011) determinaron que los aislamientos
resistentes presentan las mutaciones 272 (H272R) de la subunidad sdhB y segun Yin et al.
(2011) estas mutaciones H272 (R/Y) corresponderian al genotipo mutante dominante de los
aislados recuperados desde manzanas.

En Chile, Roman et al. (2013) detectaron las mutaciones H272R y H272Y en el gen sdhB en
aislados de B. cinerea recuperados desde uva de mesa y que presentaban distintos niveles de
sensibilidad a boscalid. Del mismo modo, Piqueras et al. (2014) reportaron la mutacion
H272L en el mismo gen, en aislados de B. cinerea recuperados desde vifiedos comerciales
del Valle Central de Chile. Recientemente, Esterio et al. (2015) reportaron dos mutaciones,
P225L y P225H, las que estarian asociadas a la pérdida de sensibilidad a boscalid.

Por otro lado, es importante considerar que para éste y otros fungicidas del grupo de los
inhibidores de la succinato deshidrogenasa (SDHIs) se han reportado riesgos de desarrollo



de resistencia cruzada entre fungicidas del mismo grupo quimico, por lo que se han realizado
estudios para confirmar la asociacion entre las mutaciones detectadas en los genes sdh y los
niveles de sensibilidad frente a otros fungicidas del grupo SDHIs (Leroux et al., 2010;
Stammler et al., 2015).

Cuadro 1. Hongos fitopatogenos resistentes a fungicidas SDHI, su origen y mutaciones

detectadas que confieren la resistencia.

Nombre de | Reporte del Ori Mecanismo de resistencia (subunidad-
. rigen -,

la especie | Hospedero mutacion)
Ustlle}go (Laboratorio) |Laboratorio B-H257L
maydis
'g‘fﬁgg'”us (Laboratorio) |Laboratorio |B-H249Y /L /N, C-T90l, D-D124E
Zvmosentoria B-N2251, B-H267Y /R / L, B-1269V, C-
tr3i’tici PIOM1& 1 ahoratorio) [Laboratorio [A84V, C-H152R, C-T791, C-N86K, C-

G90R, D-H129E y varios otros
tzr3i’tr}‘c‘)isept°r'a Trigo Campo  [B-N225T, C-T79N, C-W80S, C-N86S
Pvrenonhora B-H277Y, C-N75S, C-G79R, C-H134R,
tg;es Phora |- epada Campo  |C-S135R, D-D124N / E, D-H134R, D-
D145G

Botrytis \arios Camoo B-P225L/V /F,B-H272Y /R/ LV,
cinerea P B-N230I, D-H132R, C-A85V
Botrytis Lirios Campo  |B-H272Y /R
elliptica
Alternaria Pistacho Camno B-H277Y / R, C-H134R, D-D123E, D-
alternata P H133R
Alternaria g Campo  [B-H277Y /R, D-H133R
solani
Corynespora Cucurbitaceas (Campo B-H278Y / R, C-S73P, D-S89P, D-
cassiicola P G109V
D'dy”.‘e”a Cucurbitaceas |Campo B-H277R /Y
bryoniae
Podos_,phaera Cucurbitaceas|Campo BH>Y (homologaa H272 en B.
xanthii cinerea)
Sclerotinia —Semillade |5 1973y, C-H146R, D-H132R
sclerotiorum |oleaginosa
Stemphylium e arago Icampo [B-P225L, H272Y /R
vesicarium
yenturla_ Manzana Campo C-H151R
inaequalis

Fuente: Stammler et al., 2015.




Por lo expuesto anteriormente se han llevado a cabo diversos estudios como el de De
Miccolis et al. (2014) en el que por medio de pruebas in vitro descubrieron que las distintas
mutaciones presentes en el gen sdhB originan diferentes niveles de resistencia a boscalid y a
fluopyram; los aislados resistentes con las mutaciones P225L y P225F en el gen sdhB
conferian alta resistencia a boscalid y resistencia alta o moderada a fluopyram,
respectivamente. Los mutantes que presentaban la sustitucion N2301 eran moderadamente
resistentes a ambos SDHIs y las sustituciones en la posicién H272 conferian alta resistencia
aboscalid (H272R), hipersensibilidad a fluopyram (H272Y) y resistencia moderada (H272V)
a este ultimo fungicida.

Amiri et al. (2014), investigaron la pérdida de sensibilidad de B. cinerea en aislados
recuperados desde fresa a fluopyram, fluxapyroxad y penthiopyrad y la resistencia cruzada
con boscalid previamente reportada y al relacionar las mutaciones H272R, H272Y, H272L,
P225F y N230I detectadas en el gen sdhB, se evidencid la existencia de resistencia cruzada
entre boscalid, fluxapyroxad y penthiopyrad pero no con fluopyram. Todas las mutaciones
conferian moderada a muy alta resistencia a boscalid, H272Y originaba resistencia a
fluxapiroxad y penthiopyrad y las mutaciones H272L, N230I y P225F originaban un alto
nivel de resistencia a las cuatro moléculas SDHIs evaluadas, sugiriendo la existencia de
resistencia cruzada desarrollada por B. cinerea ante los nuevos SDHISs.

Capacidad de adaptabilidad de aislados de Botrytis cinerea

El desarrollo y la evolucion de la resistencia a los fungicidas en las poblaciones del patdgeno
dependen en gran medida de la capacidad de adaptabilidad (fitness) de la fraccidon resistente
de la poblacidn. La capacidad de adaptabilidad puede ser definida como el éxito reproductivo
individual o grupal de un alelo (Pringle y Taylor, 2002). En algunas oportunidades la
presencia de una mutacion implica un costo metabolico en el desarrollo del patdgeno, el cual
determina el resultado de la competencia entre aislados resistentes y sensibles.

La importancia del costo metabolico reside en que si se relaciona con la resistencia a
fungicidas, la frecuencia de los aislados resistentes seria afectada en ausencia del fungicida,
por ejemplo, el desarrollo de la resistencia a los fungicidas podria ser menor si la
subpoblacion resistente tiene una menor aptitud parasitaria o saprofita (Raposo et al., 2000;
Mikaberidze and McDonald, 2015). En contraste, la ausencia de costo metabolico en la
fraccion resistente de la poblacién conduciria a una frecuencia estable o a un rapido
desarrollo de los aislados resistentes en ausencia o presencia de seleccién por los fungicidas
(Panebianco, 2012).

Los pardmetros que se utilizan para verificar si la mutacion presente en los aislados de B.
cinerea producen un costo metabdlico son: (i) el crecimiento del micelio y produccién de
conidias (ii) la agresividad y (iii) la produccion de esclerocios in vitro, entre otros (Veloukas
etal., 2014).

La determinacion del comportamiento de sensibilidad o resistencia de un patdgeno
determinado frente a un fungicida considera el uso de técnicas tradicionales tales como
crecimiento miceliar, germinacién conidial, elongacion de tubo germinativo en medios de



cultivo especificos enmendados con el fungicida, midiéndose como la concentracion del
ingrediente activo que es capaz de inhibir el crecimiento en un 50% (ECsxo), valor que se
denomina concentracion media efectiva y se calcula para cada individuo (Damicone, 2004).
Para el caso de boscalid se considera como aislados sensibles los que presenten un valor ECsp
menor a 15 pug.mL™, mientras que los que estén por encima de ese valor se consideran
aislados resistentes (De Miccolis et al., 2014).

Deteccion de mutaciones en aislados de Botrytis cinerea mediante uso de PCR

Los métodos tradicionales para evaluar la resistencia a los fungicidas requieren de mucho
tiempo y mano de obra; sin embargo son fundamentales para estudiar las caracteristicas
fenotipicas del patdgeno. Por otro lado, estas caracteristicas generalmente estan relacionadas
con el genotipo y las pruebas basadas en el analisis de DNA son utilizadas para detectar
rapidamente y con precision los alelos asociados a resistencia a fungicidas dentro de las
poblaciones de hongos (Avenot y Michailides, 2010).

El estudio de genes ha permitido implementar técnicas de deteccion rapida de mutaciones
asociadas a péerdidas de sensibilidad a fungicidas (Ma et al., 2003), entre éstas técnicas la mas
utilizada es el PCR (Polymerase Chain Reaction), que consiste en la sintesis enzimatica in
vitro de millones de copias de un segmento especifico de DNA en presencia de la enzima
DNA polimerasa. Se basa en el apareamiento y la polimerizacién enzimética de un par de
oligonucledtidos utilizados como iniciadores que delimitan la secuencia de DNA de doble
cadena “blanco” a amplificar. Estos iniciadores son sintetizados artificialmente de manera
gue sus secuencias de nucleétidos sean complementarias a las secuencias que flanquean la
region “blanco” (Ferreira y Grattapaglia, 1998; Ma and Michailides, 2005). Posteriormente,
se han desarrollado varias técnicas moleculares basadas en PCR, tales como PCR asociado
al polimorfismo de la longitud de fragmentos de restriccion enziméatica (PCR-RFLP), PCR
alelo especifico y PCR en tiempo real, utilizandose con éxito en la deteccion de genotipos
resistentes a fungicidas de varios hongos fitopatdgenos.

Botrytis cinerea en arandano

El ardndano es un arbusto de follaje caduco perteneciente a la familia de las Ericaceas y al
género Vaccinium; su fruto es una baya esférica de 0,7 a 1,5 cm de diametro, de color azul a
negro y sabor agridulce. Posee numerosas propiedades alimenticias y medicinales, debido al
alto contenido de sustancias promotoras de la salud como flavonoides, taninos y acidos
fenolicos (antocianos, flavonoles y derivados del &cido cindmico) por lo que su consumo
como frutas frescas y procesadas, ha tenido un sostenido incremento a nivel mundial y es una
de las especies mas importantes de las exportaciones fruticolas chilenas (Chavez et al., 1997;
Cardefiosa et al., 2016).

El cultivo del arandano se desarrolla principalmente en las zonas templadas, subtropicales y
tropicales calidas del mundo tales como EE.UU., Canada, Chile, Argentina, Sudafrica,
Australia, Nueva Zelanda, Japon, China y varios paises europeos (Strik, 2005; Strik et al.,



2014; Konarska, 2015). A nivel mundial para el afio 2010 existia una superficie de 77.102
hectareas plantada con ardndanos y Sudamérica presentaba la segunda mayor superficie
plantada con 17.814 hectareas, equivalente al 23,1% de la superficie mundial. Chile
registraba para ese afio la mayor superficie en Sudamérica y la segunda a nivel mundial, con
13.057 hectéareas (16,9% de la superficie mundial) (Bravo, 2012) y para el afio 2015 en Chile
se reporto alrededor de 14.573 hectareas plantadas (ODEPA, 2016).

Para el afio 2011, los cinco mayores exportadores mundiales de arandanos frescos
concentraron casi el 90% del volumen de las exportaciones bajo el liderazgo de Chile, con
una participacion de 30,9%, seguido por Estados Unidos (23,7%), Canada (22,2%),
Argentina (7,3%) y Espafia (4,4%). Logrando Chile posicionarse como el mayor exportador
mundial de arandanos frescos ese afio, incrementando su participacion en el mercado (Bravo,
2012).

El ardndano, al igual que otros frutales, es altamente susceptible a B. cinerea, lo que ha
llevado a que en el Gltimo tiempo se produzcan rechazos en el momento en que la fruta arriba
a los mercados de destino. En Chile, la pudricion gris es el problema de indole fitopatoldgico
que produce las mayores pérdidas en arandano (Fernandez, 2016).

Entre los fungicidas registrados para el control de B. cinerea en este cultivo se encuentran
benomilo, iprodione, fenhexamid y boscalid (SDHI). Es importante sefialar que en estudios
recientemente efectuados se ha podido constatar resistencia de niveles leves a moderados a
iprodione, fenhexamid y boscalid en aislados de B. cinerea desde arandano (Esterio et al.,
2014), sin embargo no se ha asociado ésta pérdida de sensibilidad a mutaciones en los genes
sdh de B. cinerea.
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CAPITULO 11

CARACTERIZACION GENETICA DE AISLADOS DE Botrytis cinerea DE
DISTINTO NIVEL DE SENSIBILIDAD A FUNGICIDAS INHIBIDORES DE
SDH Y EVALUACION DE PARAMETROS DE CAPACIDAD DE
ADAPTABILIDAD
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RESUMEN

En los ultimos afos, en aislados de Botrytis cinerea recuperados desde vides, se ha detectado
pérdida de sensibilidad a boscalid, asociada a presencia de mutaciones en los genes sdh que
codifican para las subunidades del complejo SDH del patdgeno. El objetivo de éste estudio
fue identificar las mutaciones presentes en los genes sdhB, sdhC y sdhD en aislados del
hongo de distinto nivel de sensibilidad a boscalid colectados desde arandanos en las
principales zonas productoras de Chile y evaluar el comportamiento de efectividad de nuevas
moléculas SDHIs proximas a introducirse en la industria agricola chilena (fluopyram e
isofetamida). Mediante la amplificacion de los genes por PCR y posterior andlisis
bioinformatico se detectaron por primera vez en ardndano las mutaciones H272R y H272Y
presentes en zonas no conservadas del gen sdhB y que estan asociadas con la pérdida de
sensibilidad a boscalid. Ademas, se identificd la mutacion G37S en el gen sdhC de cuatro
aislados resistentes a boscalid, siendo éste el primer reporte en B. cinerea. Mediante analisis
de correlacion de Spearman se demostré que las mutaciones H272Y/R y G37S no confieren
un perfil de resistencia cruzada hacia fluopyram ni a isofetamida. Ademas, al evaluarse los
parametros de capacidad de adaptabilidad en aislados de B. cinerea asociados a resistencia a
boscalid y mediante la prueba LSD de Fisher, se determin6 que la presencia de mutaciones
conlleva un costo metabdlico que se aprecia en un menor crecimiento miceliar a 20°C en
APD y en aislados con la mutacion H272Y una produccion més lenta de esclerocios.

Palabras claves: Moho gris, boscalid, fluopyram, isofetamida, resistencia a fungicidas,
mutacion.
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ABSTRACT

In recent years, Botrytis cinerea isolates retrieved from grapevines, has detected loss of
sensitivity to boscalid, associated with the presence of mutations in sdh genes encoding
subunits of the SDH complex of the pathogen. The objective of this study was to identify the
mutations present in sdhB, sdhC y sdhD genes in several isolates of the fungus with different
levels of sensitivity to boscalid, collected from blueberries in the main producing areas of
Chile, and evaluate the behaviour of effectiveness of new SDHIs molecules near to enter in
the chilean agricultural industry (fluopyram and isofetamid). Through amplification of the
genes by PCR and subsequent bioinformatic analysis of sdh genes, H272R and H272Y
mutations, present in regions not conserved in the sdhB gene, were first detected in blueberry
and they are associated with loss of sensitivity to boscalid. In addition, the G37S mutation
was identified in the sdhC gene of four isolates resistant to boscalid, this being the first report
in B. cinerea. Through Spearman correlation analysis, it was concluded that H272Y/R and
G37S mutations don't confer cross-resistance profile to fluopyram or to isofetamid.
Additionally, the parameters of fitness obtained by Fisher’s LSD test evaluated in boscalid
resistant isolates of Botrytis, it was determined that the presence of mutations leads to a
metabolic cost that it is appreciated in a lower mycelial growth at 20°C on PDA and in
isolates with the mutation H272Y, a slower production of sclerotia.

Keywords: Gray mold, boscalid, fluopyram, isofetamid, fungicide resistance, mutation.
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INTRODUCCION

La demanda y la disponibilidad de arandanos han aumentado sustancialmente en los Gltimos
afios, debido a sus propiedades beneficiosas para la salud, por su alto contenido de vitamina
C y antioxidantes. Por otro lado, en arandanos asi como en otras especies cultivadas, diversos
estudios sefialan que las enfermedades causadas por hongos son las que reportan las mayores
pérdidas tanto en pre como en poscosecha, siendo el principal agente causal de estas pérdidas
Botrytis cinerea (Ceponis y Capellini, 1983; Chavez et al., 1997).

El control de B. cinerea se lleva a cabo mediante practicas de manejo integrado dentro del
cual el uso de agroquimicos es fundamental, sin embargo, un uso reiterado de éstos se ha
traducido con el tiempo en perdida de sensibilidad a determinados fungicidas que incluso
puede estar asociada a disminucion de la eficacia de control del patdgeno en campo (Esterio
et al, 2014).

Los fungicidas inhibidores de la respiracion, tales como los inhibidores de la succinato
deshidrogenasa (SDHIs) son fungicidas importantes en el control del moho gris, ya que al
inhibir esta enzima se produce un bloqueo del ciclo de energia de la célula (Veloukas et al.,
2014). Sin embargo, B. cinerea ha desarrollado resistencia a este grupo fungicida, la cual
puede ser causada por varios mecanismos y entre éstos el mas importante es la resistencia
especifica que se correlaciona con varias mutaciones en los genes sdh que codifican las
subunidades del complejo proteico succinato deshidrogenasa (SDH) y B. cinerea, patdgeno
con alta variabilidad genética, ha mostrado un alto riesgo para el desarrollo de este
mecanismo de resistencia (Stammler et al. 2007; Veloukas et al., 2011; Veloukas et al., 2014;
Stammler et al., 2015).

Boscalid fue el primer fungicida SDHIs que se consider6 en los programas preventivos de
control de B. cinerea tanto a nivel mundial como en Chile, sin embargo a la fecha nuevos
fungicidas pertenecientes a éste grupo (benzovindiflupir, bixafen, fluopyram, fluxapiroxad,
isofetamida, isopirazam, penflufeno, penthiopyrad y sedaxane) (Stammler, 2008), se estan
introduciendo en el mercado para su uso en los principales cultivos agricolas.

Es importante destacar que los SDHIs comparten caracteristicas quimicas comunes
necesarias para la actividad fungicida, lo que sugiere una unién muy similar al sitio diana
como se ha demostrado por modelamiento quimico tridimensional (Stammler et al., 2015).
Por otro lado, las poblaciones de patdgenos que desarrollan resistencia a un fungicida se
vuelven también resistentes a otros fungicidas que comparten el mismo modo de accion.
Estos fungicidas al tener una relacion quimica muy estrecha, pueden ser afectados por las
mismas mutaciones y mecanismo de resistencia, generando el riesgo de desarrollo de
resistencia cruzada (Panebianco, 2012).

Por lo anteriormente mencionado, se han desarrollado diversas investigaciones para
confirmar la asociacion entre las mutaciones detectadas en los genes sdh de B. cinerea y los
niveles de sensibilidad frente a fungicidas SDHIs, habiéndose reportado asi el desarrollo de
resistencia cruzada, entre boscalid y otros fungicidas del grupo SDHIs (Leroux et al., 2010;
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Kim and Xiao, 2010; Veloukas et al., 2011; Veloukas and Karaoglanidis, 2012; Amiri et al.,
2014).

Otro aspecto importante a considerar es el eventual efecto que puede generar la resistencia a
los fungicidas en la capacidad de adaptabilidad de los aislados que la presentan, lo cual puede
afectar el manejo de la enfermedad. Si los costos metabdlicos se asocian con resistencia a los
fungicidas, la frecuencia de aislados resistentes se reducira en ausencia del fungicida (Raposo
et al., 2000).

Por todo lo anteriormente expuesto, los objetivos del presente estudio fueron identificar las
mutaciones presentes en los genes sdhB, sdhC y sdhD en aislados de B. cinerea resistentes a
boscalid, recuperados desde arandanos y evaluar el comportamiento de los aislados que
presentan mutaciones frente a otras moléculas fungicidas SDHI (fluopyram e isofetamida).
Ademéas mediante la evaluacion de distintos pardmetros se determind la capacidad de
adaptabilidad de estos aislados y si la presencia de mutaciones generaba algin costo
metabolico en éstos.



19

HIPOTESIS

Los aislados de Botrytis cinerea resistentes a boscalid recuperados desde arandano presentan
resistencia cruzada a otras moléculas SDHI debido a mutaciones en los genes sdhB, sdhC o
sdhD.

OBJETIVOS

Objetivo general

Identificar las mutaciones presentes en los genes sdhB, sdhC y sdhD en aislados de Botrytis
cinerea resistentes a boscalid, recuperados desde arandanos y evaluar su comportamiento
frente a otras moléculas fungicidas SDHI (fluopyram e isofetamida).

Objetivos especificos

e Secuenciar e identificar las mutaciones presentes en los genes sdhB, sdhC y sdhD de
aislados de Botrytis cinerea de distinto nivel de sensibilidad a boscalid.

e Determinar la concentracion media efectiva (valor ECsp) a fluopyram e isofetamida de
los aislados de Botrytis cinerea de distintos niveles de sensibilidad a boscalid.

e Determinar la capacidad de adaptabilidad de los aislados de Botrytis cinerea de distintos
niveles de sensibilidad a boscalid bajo condiciones in vitro mediante la evaluacién de
los siguientes parametros: crecimiento miceliar, capacidad de esporulacién, capacidad
formadora de esclerocios y nivel de virulencia.
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacién del estudio

El estudio se llevo a cabo en el laboratorio de Fitopatologia Frutal y Molecular del
Departamento de Sanidad Vegetal de la Universidad de Chile, Facultad de Ciencias
Agronomicas.

Fungicidas
o Boscalid (Cantus 500 WG), proporcionado por BASF Chile S.A.

o Fluopyram (Luna Privilege 500 SC), proporcionado por Bayer S.A.
o Isofetamida (IKF-5411 400 SC), proporcionado por Summit-Agro Chile SpA.

Metodologia

Cien aislados monosporicos de B. cinerea de diferente nivel de sensibilidad a boscalid
(sensibles y resistentes), fueron seleccionados del cepario del Laboratorio de Fitopatologia
Frutal y Molecular del Departamento de Sanidad Vegetal de la Facultad de Ciencias
Agronomicas de la Universidad de Chile, para llevar a cabo el presente estudio. Los aislados
fueron recuperados desde flores y bayas de arandano de las regiones del Maule, Bio-Bio y
de los Rios durante las temporadas 2012-2014 (Proyecto InnovaChile de CORFO/FDF/
ASOEX, Comité de Arandanos de Chile — U. de Chile, Codigo: 12BPC2-13492)

Los aislados de B. cinerea fueron reactivados en medio agar malta levadura (AML, Haynes
et al., 1955), luego de siete dias de incubacion a 20°C se obtuvo micelio, que fue respaldado
en glicerol al 20% a -20°C con el fin de tener un stock de cada aislado.

El establecimiento de los niveles de sensibilidad para boscalid se efectué utilizando
una escala de rangos (Cuadro 2), segun De Miccolis et al. (2014), modificado*.

Cuadro 2. Nivel de sensibilidad de aislados de B. cinerea segun valores criticos para
boscalid.

1 Grado de -1
ECoo (MOMLT)  consibiligad £ o (HOMLY)
S <15 ppm
15 ppm < LR <30 ppm
30 ppm < MR <45 ppm
AR > 45 ppm

Fuente: De Miccolis et al., 2014, modificado*
*Esterio, M., comunicacion personal.



21

Caracterizacion genética de los aislados seleccionados de Botrytis cinerea de distinto
nivel de sensibilidad a boscalid

Obtencion de biomasa: Con este proposito se cultivo micelio de los distintos aislados de B.
cinerea en caldo glucosado (10g glucosa en 500 mL™; Gale and Epps, 1942), incubandose
por un periodo de 5 dias a 20°C hasta obtener una capa uniforme de micelio superficial. La
biomasa obtenida fue secada en papel absorbente estéril, luego se transfirié la cuarta parte a
un tubo eppendorf de 2 mL. Estos tubos se mantuvieron a -80°C y posteriormente fueron
liofilizados por un periodo de 18 horas.

Extraccion de DNA: Se realiz6 con el método CTAB siguiendo el protocolo de Monsanto
(2004). EI DNA obtenido de cada aislado fue disuelto en 50 pL de agua ultra pura y una
alicuota de 1pL de esta dilucion fue utilizada para la amplificacion con PCR.

Cuantificacion y calidad del DNA extraido: La cantidad y calidad del DNA obtenido se
determind a través de lecturas de absorbancia realizadas a longitudes de onda de 260nm y
280nm en un espectrofotometro Biochrom, modelo Biowave DNA. La relacion de las
lecturas a 260nm y 280nm permiti6 estimar la pureza y la concentracion del DNA extraido
ademas de determinar una posible contaminacion con proteinas y/o fenoles. Para determinar
la integridad del DNA vy la ausencia de ARN, se realizo en cada una de las extracciones una
electroforesis en gel de agarosa 0,8% por una hora a 95 volts, en buffer TAE (Tris-acetato-
EDTA) IX (Sambrook et al., 1989).

Amplificacion de los genes sdh: Para identificar las mutaciones relacionadas con resistencia
a boscalid se realizé un analisis molecular de los genes que codifican para las subunidades
de la enzima succinato deshidrogenasa, SDHB, SDHC y SDHD en los 100 aislados de B.
cinerea, tanto sensibles como resistentes, secuenciandose los genes completos. Como
secuencias de referencia para el estudio de los genes de las subunidades analizadas se
utilizaron las secuencias publicadas de los genes sdhB, sdhC y sdhD de B. cinerea sensible
(B.05.10) de GenBank con numeros de acceso GQ25344339, GQ25344340, GQ25344341,
GQ25344342 y GQ25344343. Los partidores utilizados se presentan en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Partidores utilizados en la amplificacion de los genes sdhB, sdhC y sdhD de B.
cinerea.

Fragmento
Partidor Secuencia (5’- 3°) amplificado Orientacion
(bp) blanco

IpBcBeg CCACTCCTCCATAATGGCTGCTCTCCGC 1011 sdhB Fw
IpBecEnd2 CTCATCAAGCCCCCTCATTGATATC sdhB Rev
SdhCl  ATCACGTGCCAGATTTCCTT 963 sdhC Fw
SdhC2  TTACAAGCCCTCCAAATTGC sdhC Rev
SdhD1  TGATGACCTTGCACGTGACT 892 sdhD Fw
SdhD2 AGCAGCATGTGTTTGACAGC ---- sdhD Rev

Fuente: Leroux et al. (2010)
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La reaccion de PCR se realizo segun lo descrito por Leroux et al. (2010). Se emple6 un
volumen de 20 pL que contenia 10 puL de GoTaq (buffer (10X), dNTPS (2 mM), Taq 1 U),
1 puL de DNA (10 a 20 ng de DNA gendmico) y 0,5 uL de cada primer (10 pmol). El ciclo
de amplificacion consistio en una desnaturacion inicial de 5 minutos a 95°C, luego 35 ciclos
de: 30sa95°C, 60 sa52°Cy60sa72°Cy finalmente una elongacién final de 5 min a 72°C,
para los genes sdhC y sdhD, del mismo modo para el gen sdhB con excepcién de la fase de
hibridacion que se llevd a cabo a una temperatura de 62°C en vez de 52°C.

Separacion y visualizacion de los fragmentos amplificados de DNA: Los productos del
PCR fueron separados por electroforesis en gel de agarosa al 1,5% en buffer TAE IX a 80 V
por 30 min, utilizdndose como carga 5 pL de cada producto de amplificacion, los eventuales
fragmentos de DNA fueron visualizados después de la tincién con SYBR Red mediante un
transiluminador UV de onda corta Vilber Lourmat.

Purificacion y secuenciacion de productos de PCR: Los productos resultantes del PCR
fueron purificados y secuenciados en Macrogen USA Corp., Estados Unidos. Las secuencias
obtenidas fueron ensambladas y traducidas in silico con Bioedit (Hall, 1999) version 7.2.5.0
y alineados utilizando ClustalW Multiple alignment disponible también en la interfaz de
Bioedit.

Identificacién de zonas conservadas: Para la identificacion de zonas conservadas en los
genes estudiados, se realiz6 una comparacion en GenBank con las secuencias de los hongos
mas cercanos filogenéticamente, utilizando BLASTn (Altschul et al, 1990), las que fueron
alineadas también con las secuencias del aislado de referencia B05.10.

Sensibilidad a boscalid, fluopyram e isofetamida

La determinacion de la sensibilidad de los aislados en estudio a boscalid y a las nuevas
moléculas SDHIs (fluopyram e isofetamida) se realiz6 mediante la evaluacién de
germinacion conidial. Con este propdsito, se prepar6 una suspension de cada aislado
equivalente a 1 x 10° conidias mL™ en agua destilada estéril. Posteriormente 200 uL de la
suspension conidial fueron sembrados en placas de Petri de 60 mm conteniendo Agar Agua
(Lingappa and Lockwood, 1960) enmendados con concentraciones crecientes de los
ingredientes activos (i.a.) en estudio: 0; 0,05; 0,1; 0,5; 1; 5; 10 y 50 ug.mL™* para boscalid y
0,002; 0,05; 0,1; 0,6; 1,2; 10 y 30 ug.mL™? en el caso de fluopyram e isofetamida,
considerandose tres repeticiones para cada concentracion. Las placas asi sembradas se
mantuvieron a 20°C en oscuridad continua por 18 horas.

Posteriormente, se evaluo el porcentaje de germinacion conidial en 100 conidias por cada
concentracion del fungicida. Se considerd como conidia germinada a aquella que presentaba
un tubo germinativo con una elongacion de al menos tres veces el tamario de la conidia. A
partir del porcentaje de conidias germinadas se determing el valor ECso de cada i.a. para cada
aislado mediante andlisis Probit utilizando el programa MINITAB 17.
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Evaluacion de la capacidad de adaptabilidad de aislados de Botrytis cinerea resistentes
a SDHIs

Se evaluaron 4 pardmetros de capacidad de adaptabilidad sobre un total de 34 aislados de
Botrytis cinerea, 18 de éstos con mutacion en el gen sdh, 8 aislados con resistencia pero que
no presentaban mutacion alguna y 8 aislados sensibles (sin mutacion). El ensayo consistio en
la evaluacion in vitro de los siguientes parametros fenotipicos: (i) crecimiento miceliar en
PDA a 20°y 0°C, (ii) capacidad de esporulaciony (iii) capacidad formadora de esclerocios
luego de 20 y 40 dias de incubacion en PDA a 20°C (nimero y peso de esclerocios) (Monteau
et al., 2003). Considerandose 4 repeticiones por cada aislado para cada una de las pruebas.

Crecimiento miceliar. Discos de 5 mm de didametro de PDA con micelio activo del hongo,
tomados del borde de una colonia creciente, de cada aislado de 2 dias de edad, fueron
dispuestos de forma invertida sobre una placa de Petri conteniendo el mismo medio. Las
placas asi sembradas se mantuvieron en oscuridad continua por 5y 16 dias a 20 °C y 0 °C,
respectivamente, midiéndose al término de este tiempo el crecimiento miceliar en 2
direcciones perpendiculares. Por cada aislado y condicion de incubacién se consideraron 4
repeticiones y cada una de éstas correspondio a una placa de Petri.

Capacidad de esporulacion. La esporulacion fue evaluada en agar malta levadura (AML),
procediéndose inicialmente de la misma forma que en crecimiento miceliar, pero con
variaciones en las condiciones de incubacion: 3 dias en oscuridad continua a 20 °C y luego
bajo condiciones de fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas de oscuridad durante 17 dias,
para facilitar la produccion de conidias. Posterior al periodo de incubacién, se afiadieron 20
mL de agua destilada estéril sobre cada placa de Petri, las conidias fueron cuidadosamente
removidas con un bisturi de la superficie del medio AML, se filtrd este contenido a través de
dos capas de gasa en viales de centelleo individuales estimandose el contenido total de
conidias (conidias/placa) por cada aislado en base a 4 mediciones efectuadas mediante
hemacitémetro.

Capacidad formadora de esclerocios. Después de mantener los cultivos por 2 dias a 20°C
en oscuridad, discos de 5 mm de diametro del margen de crecimiento activo de cada aislado
se colocaron en forma invertida en el centro de placas de Petri conteniendo PDA. Las placas
asi sembradas fueron incubadas a 20 °C durante 20 y 40 dias; posterior a estos tiempos se
evalud el nimero y el peso de los esclerocios de cada aislado.
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Virulencia de los aislados de Botrytis cinerea con cambios aminoacidicos en las
subunidades del complejo SDH

Para determinar el nivel de virulencia se utilizaron los aislados de B. cinerea ya indicados en
pruebas anteriores, ésta prueba fue realizada en plantulas de pepino, Cucumis sativus L.
variedad Marketmore 76, de acuerdo a la metodologia descrita por Ma et al. (2007).

La produccién de las plantulas de pepino fue realizada en bandejas almacigueras (a partir de
semilla certificada) utilizando sustrato estéril. Transcurrida una semana de sembradas las
semillas, las plantulas fueron seleccionadas y trasplantadas a contenedores individuales,
manteniéndolas bajo condiciones controladas de temperatura (20°C), humedad (90 % HR) y
luz (12 horas de luz y 12 horas de oscuridad) en una cdmara de crecimiento Wisecube,
modelo WGC-1000.

En total se utilizaron 4 plantulas de pepino (repeticiones) de 28 dias de crecimiento, por cada
uno de los 34 aislados en estudio (6 H272Y, 8 H272R, 3 G37S, 1 H272Y/G37S, 8 RSM y 8
sensibles), inoculdndose las primeras hojas verdaderas de cada plantula (sub-muestras). El
indculo correspondio a un disco de 5 mm de diametro de AML con crecimiento activo de B.
cinerea de 2 dias de edad que fue colocado de forma invertida sobre la hoja. Una vez realizada
la inoculacion las plantulas se mantuvieron a 25°C y 100% HR y las mediciones de los
didmetros de la lesion se realizaron 72 horas post-inoculacion.

Analisis estadistico

El nivel de sensibilidad a los fungicidas SDHI (boscalid, fluopyram e isofetamida) se
determiné calculando los valores ECso de cada aislado mediante analisis Probit utilizando
para ello el programa MINITAB 17.

La evaluacion de la posible existencia de resistencia cruzada (positiva o negativa) entre
boscalid y fluopyram asi como entre boscalid e isofetamida, se analiz6 considerando los
valores ECso transformados logaritmicamente, mediante coeficientes de correlacion de
Pearson.

La evaluacion de los parametros de capacidad de adaptabilidad se efectué mediante un disefio
completamente al azar para cada una de las pruebas efectuadas, como los resultados no
cumplian con los supuestos de ANDEVA, los promedios fueron sometidos a modelos
lineales mixtos seguidos por una prueba LSD de Fisher para las comparaciones maltiples
(p<0,05), en este caso una placa de Petri representaba una unidad experimental.

Para el Analisis de virulencia en plantulas se consider6 un disefio completamente al azar,
compuesto por 4 plantulas de pepino (repeticiones), con 2 hojas verdaderas cada una (sub
muestras), por aislado de B. cinerea, los resultados obtenidos en las evaluaciones del nivel
de virulencia (didmetro de la lesion) se sometieron a modelos lineales mixtos seguidos por
una prueba LSD de Fisher (p<0,05).
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RESULTADOS

Caracterizacion genética de los aislados seleccionados de Botrytis cinerea de distinto
nivel de sensibilidad a boscalid

De los 100 aislados de B. cinerea en estudio, seis presentaron la mutacion H272Y, con
sustituciones del nucle6tido citosina (C) por timina (T) en el codén 272, que origina un
cambio de histidina (H) por tirosina (Y), (H272Y) (Cuadro 4) (Figura 1) y 33 aislados
presentaron la mutacion H272R (Figura 2), que resulta del cambio de adenina (A) por
guanina (G) en el mismo codon, produciendo un cambio aminoacidico de histidina por
arginina (Cuadro 5); cambios que se dan en el tercer dominio rico en cisteina de la subunidad
SDHB.

Los resultados de la secuenciacion y posterior alineamiento se presentan en las Figuras 1, 2
y 3; en donde la secuencia del aislado sensible B05.10 fue utilizada como referencia para la
alineacion con las secuencias de los aislados en estudio. En éstas se observa que las regiones
enmarcadas presentan las sustituciones de nucle6tidos (A) y las sustituciones de aminoacidos
(B) en la secuenciacion de los genes sdhB y sdhC de los aislados de B. cinerea.
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Cuadro 4. Cambio del nucleotido citosina (C) por timina (T) presente en el codén 272 del
gen sdhB de B. cinerea.

CAMBIO DE AMINO-

MUTACION AA ACIDO ARNmM DNA
His CAC CAC
Hz72y H>Y Tyr UAC TAC
;ll' ™ | o099 l 2999 I 2990 l 290e ‘ 9. l B X | 999 l MK N O | 2998
@ = 800 810 820 830 8

B0S5.10 [CAGCATGAGTTTGTACAGATGICACACTATTCTCAACTGCTCGAGGAC.
D2-5SA CAGCATGAGTTTGTACAGATGYTACACTATTCTCAACTGCTCGAGGAC.
D2-5SB CAGCATGAGTTTGTACAGATGYYTACACTATTCTCAACTGCTCGAGGAC.
DB2-16C CAGCATGAGTTTGTACAGATGITRCACTATTCTCAACTGCTCGAGGAC.
F2-10B |CAGCATGAGTTTGTACAGATGITRCACTATTCTCAACTGCTCGAGGAC.
F2-20A [CAGCATGAGTTTGTACAGATGYTRACACTATTCTCAACTGCTCGAGGAC.
FB2-7A [CAGCATGAGTTTGTACAGATGYTACACTATTCTCAACTGCTCGAGGAC.
FB4-11A [CAGCATGAGTTTGTACAGATGYTACACTATTCTCAACTGCTCGAGGAC.

(8) ;l"lllll|||lll'l'!lll"Ill!l'llll'lll"l'l"lll'lll
~1250 260 270 280 290
B05.10 |SRDCRKREERKAALDNSMSLYRQHFILNCSRTCPRGLNPGLAIAEIKRKE
D2-SA iSRDQKKEERK;;lDNSMSLYROV-ILNCSRTCPKSLNPEL;I;EIKKE
D2-5SB SRDCRREERRAALDNSMSLYRQYFILNCSRTCPRGLNPGLAIAEIRRE
DB2-16C |[SRDCRREERKAALDNSMSLYRQYFILNCSRTCPRGLNPGLAIAEIRKE
F2-10B |SRDGRKREERKAALDNSMSLYRQYFILNCSRTCPRGLNPGLAIAEIRKE
F2-20A %SRDQKKEERK;;LDNSMSLYRC*'ILNCSRTCPK?INPSL;I;EIKKE
FB2-7A |SRDCRREERKAALDNSMSLYRQYFILNCSRTCPRGLNPGLAIAEIRKE

Figura 1. Alineamiento de secuencias del gen sdhB de los aislados de B. cinerea resistentes
a boscalid con la secuencia de referencia de B. cinerea (B05.10). En A se muestra
el reemplazo de un nucleétido citosina (C) por timina (T). En B se muestra el
cambio de aminodcido de histidina (H) a tirosina (Y).
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Cuadro 5. Cambio de nucledtido adenina (A) por guanina (G) presente en el codén 272 del
gen sdhB de B. cinerea.

CAMBIO DE AMINO-

MUTACION AA ACIDO ARNmM DNA
His CAC CAC
H272R H->R Arg CGC CGC

A = M & l ¥y e I T B G l B A l i M3 l B M l LI B l & O R l wywe l
W A 800 810 820 830

B0S5.10 [CAGCATGAGTTTGTACAGATGT(
D3-6B CAGCATGAGTTTGTACAGATGT(
D3-16A [CAGCATGAGTTTGTACAGATGT(
D3-16B [CAGCATGAGTTTGTACAGATGT(
D3-24A [CAGCATGAGTTTGTACAGATGT(
DB2-15C [CAGCATGAGTTTGTACAGATGT(
DB2-16A [CAGCATGAGTTTGTACAGATGT(
DB2-17C [CAGCATGAGTTTGTACAGATGT(

ACTATTCTCAACTGCTCGA
ACTATTCTCAACTGCTCGA
ACTATTCTCAACTGCTCGA
ACTATTCTCAACTGCTCGA
ACTATTCTCAACTGCTCGA
ACTATTCTCAACTGCTCGA
ACTATTCTCAACTGCTCGA
ACTATTCTCAACTGCTCGA

® 250 260 27 280 290
B05.10 |SRDGRREERKAALDNSMSLYRQH[PILNCSRTCPRGLNPGLAI
D3-6B |SRDCKREERKAALDNSMSLYRARI ILNCSRTCPRGLNPGLAT
D3-16A |SRDCKRKEERKAALDNSMSLYRAR[PILNCSRTCPRGLNEGLAT
D3-16B |SRDCRKREERRAALDNSMSLYRQR[FILNCSRTCPRGLNPGLAI
D3-242A |SRDCKRKEERKAALDNSMSLYRAR[PILNCSRTCPRGLNEGLAT
DB2-15C |SRDGRREERKAALDNSMSLYRAR[P ILNCSRTCPRGLNPGLAI
DB2-162 |SRDCKKEERKAALDNSMSLYRARI ILNCSRTCEPRGLNPGLAT
DB2-17C |ISRDCRREERRAALDNSMSLYRQRIF ILNCSRTCPRGLNPGLAI

Figura 2. Alineamiento de secuencias del gen sdhB de los aislados de B. cinerea resistentes
a boscalid con la secuencia de referencia de B. cinerea (B05.10). En A se muestra
el reemplazo de un nucleétido Adenina (A) por Guanina (G). En B se muestra el
cambio de aminoacido Histidina (H) por Arginina (R).

Ademas, como se muestra en la Figura 3, al secuenciar el gen sdhC se visualiz6 la presencia
de otra mutacion en cuatro aislados de B. cinerea, en el codén 37 de este gen; cambio de
guanina (G) por adenina (A) que da como resultado la sustitucion aminoacidica de glicina
por serina (G37S) (Cuadro 6). Adicionalmente, uno de los cuatro aislados que presentaba la
mutacién G37S (DB2-16C), presentaba ademas la mutacion H272Y en el gen sdhB.
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Cuadro 6. Cambio de nucleétido guanina (G) por adenina (A) en el codén 37 del gen sdhC

de B. cinerea.
) CAMBIO DE AMINO-
MUTACION A ACIDO ARNmM DNA
Gly GGC GGC
G37S G>S

Ser AGC AGC
;l""l"I'l""lI'I'l""l""l""l""l'

(A) == 90 100 110 120
B05.10 BRACTCGCGGCACCTGCAGCTAT CGCATCAATGCAAACT
DB2-7B AGCTCGCGGCACCTGCAGCCAT CGCATCAATGCAAACT
DB2-7C IAGCTCGCGGCACCTGCAGCCAT CGCATCAATGCAAACT
DB2—-11B AGCTCGCGGCACCTGCAGCCAT CGCATCAATGCAAACT
DB2-16C AGCTCGCGGCACCTGCAGCCAT CGCATCAATGCAAACT
;Illlllllllll'll'l'llll"'llll'llll'll'l'l"l'l
(B) 20 30 40 50 6
B05.10 CPSLISQLAMRRLAAPAAINGRSMGTRPVATGRLTPRDSYNILV
DB2-7B CPSLISCLAMRKLAAPAAINSRSMCTRPVATCRLTPRDSYNILY
DB2-7C CPSLISQLAMRRLAAPAANSRSMGCTRPVATGRLTPRDSYNILYV
DB2-11B AGGPSLISGCLAMRRLAAPAANSESMCTRLVATCRLTPRDSYNILY
DB2-16C AGCPSLISQLAMRRKLAAPAANSESMGTRLVATGRLTPRDSYNILY

Figura 3. Alineamiento de secuencias del gen sdhC de los aislados de B. cinerea en estudio
con la secuencia de referencia de B. cinerea (B05.10). En A se muestra el reemplazo
de un nucle6tido guanina (G) por adenina (A). En B se muestra el cambio de
aminoacido de glicina (G) a serina (S).

Para determinar si la mutacion G37S se localizaba en una zona conservada dentro del gen,
se realiz6 una comparacion en GenBank con la secuencia del gen que codifica para la
subunidad SDHC, destacando los hongos mas cercanos a B. cinerea como Sclerotinia
borealis, Monilinia fructicola y Oidiodendron maius con 87%, 87% y 68% de identidad
respectivamente. Las secuencias del mismo gen, sdhC, de los hongos mencionados fueron
alineadas con las secuencias del gen de referencia B05.10 y con las secuencias del gen de los
aislados que presentaban la mutacion G37S, evidenciandose que la mutacidn se encuentra en
un dominio que posee una alta identidad aminoacidica (Apéndice 1).

A diferencia del gen sdhB y gen sdhC, no se detectaron polimorfismos de nucledtidos en el
gen sdhD asociados con pérdida de sensibilidad a boscalid.
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Sensibilidad a boscalid, fluopyram e isofetamida

De los 100 aislados de B. cinerea en estudio, 58 presentaron algun grado de resistencia a
boscalid (ECso > 15 pg.mL?) y 42 fueron sensibles (ECso < 15 pg.mL™), mientras que, el
total de los aislados fueron sensibles a fluopyram e isofetamida. Los aislados presentaron
diferentes niveles de sensibilidad a boscalid segin las mutaciones que presentaban,
observandose que los aislados H272Y y H272R eran altamente resistentes a boscalid (ARy);
aislados con mutacién G37S eran levemente resistentes (LRp) y un aislado que presento las
mutaciones H272Y y G37S, se comportd como altamente resistente a boscalid (ARp). ES
importante sefialar que 15 aislados sin mutacion presentaron alta resistencia (Resistenes sin
mutacion: RSM) y 42 aislados que no presentaron ningun tipo de mutacion en los genes
estudiados fueron sensibles (EC50 < 15 pug.mL™) (Cuadro 7). Del total de aislados analizados
el 33% presentd la mutacion H272R, un 6% la H272Y, solo un 3% la mutacion G37S y
finalmente un 1% presentaba la mutacion H272Y y G37S a la vez.

Cuadro 7. Andlisis genotipico y niveles de sensibilidad de aislados de B. cinerea a boscalid,
fluopyram e isofetamida.

Nivel de (%) del __Sensibilidad promedio(ECso pig.mL™)

Mutacion  sensibilidad total
a boscalid analizado

Boscalid  Fluopyram Isofetamida

H272Y AR 6 1,78E+28 0,51 0,11
H272R AR 33 3,93E+27 1,69 0,82
G37S LR 3 2,18E+1 2,31 1,59
H272YIG37S AR 1 3,82E+23 2,68 0,63
RSM* AR 15 1,46E+5 2,83 1,46

Sensibles (sin

- S 42 3,42 1,86 1,07
mutacion)

*RSM: Resistentes sin mutacion.

Los mayores valores ECso obtenidos en los aislados analizados con respecto a sensibilidad a
los fungicidas SDHIs en estudio se presentaron para boscalid (Figura 4). Fluctuando los
valores entre 3,42 ug.mL*y 1,78x10% pug.mL* En cambio en todas las categorias de aislados
analizados, los valores ECso para fluopyram fueron muy bajos (0,51 pg.mL?* < ECs < 2,83
ug.mL™Y); en el caso de isofetamida, los valores fueron ain mas bajos, fluctuando entre
0,11 pg.mL1y 1,59 ug.mL* (Cuadro 7).
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Figura 4. Promedios de valores ECso de aislados de B. cinerea para boscalid, fluopyram e
isofetamida, en relacion a las mutaciones identificadas en los genes de las
subunidades SDH.

RSM: Resistentes sin mutacion.
* Valores ECsp >100 pg.mL™

La evaluacion de una posible correlacion entre la sensibilidad a las moléculas SDHIs en
estudio se calculo a partir de los logaritmos de las ECso presentados por los 100 aislados de
B. cinerea (Apéndice 2) a boscalid, fluopyram e isofetamida mediante un andlisis de
correlacion de Pearson (Figura 5y 6). Los resultados obtenidos sefialan que en los aislados
resistentes no existe correlacion significativa alguna entre boscalid y fluopyram, como
tampoco entre boscalid e isofetamida (P <0,05), con excepcion de los aislados con la
mutacion H272Y, que presentaron una fuerte correlacion negativa entre boscalid y fluopyram
(r =0,87; p = 0,02), pero por el bajo nmero de aislados con esta mutacion (n = 6) no es
considerada significativa (Figura 5A).

También se evidencié una correlacion positiva entre boscalid y fluopyram (r = 0,67; p
<0,001) y boscalid e isofetamida (r = 0,78; p <0,001) en aislados sensibles (Figura 61 y 6J
respectivamente).
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Evaluacion de la capacidad de adaptabilidad de aislados de Botrytis cinerea resistentes
a SDHIs

Varios de los parametros de capacidad de adaptabilidad de los aislados en estudio se
mostraron significativamente diferentes, siendo consecuentes con que existe un mayor costo
metabolico debido a la presencia de mutaciones en los genes que codifican para las
subunidades SDHB y SDHC en comparacion con los aislados que no presentaron mutaciones
(Cuadro 8).

Al respecto, es importante sefialar que se detecto diferencias significativas en el crecimiento
miceliar a 20°C entre los aislados que presentaban mutacion con respecto a los sin mutacion
(resistentes como sensibles) (Figura 7). Estos ultimos presentaron el mayor diametro de
crecimiento y los aislados con mutacién un crecimiento menor, a diferencia del crecimiento
obtenido a 0°C en donde, aunque los aislados sensibles crecieron méas rapido, no se detectaron
diferencias con respecto a los resistentes con o sin mutacién (p > 0,05) (Cuadro 8). En la
evaluacion de la capacidad de esporulacion tampoco se detectaron diferencias entre los
distintos aislados presentando todos un comportamiento similar (Figura 7C) (p > 0,05).

Respecto de la capacidad formadora de esclerocios, se detectaron diferencias a los 20 dias de
incubacidn tanto en nimero como en peso de los esclerocios formados, lo que no se observé
a los 40 dias (p > 0,05). A los 20 dias de incubacion, el menor nimero de esclerocios lo
presentaron los aislados con mutacion H272Y, G37S y RSM, pero los dos ultimos no se
diferenciaron de los aislados sensibles, presentando el mayor nimero de esclerocios los
aislados con la mutacién H272R (Cuadro 8, Figura 8). Respecto al peso de los esclerocios
formados por placa de Petri, los aislados con la mutacion H272Y, G37S y RSM presentaron
menor peso que los demaés aislados, aunque éstos dos Ultimos no se diferenciaron de los
aislados H272R; mientras que, los aislados sensibles presentaron el mayor peso de
esclerocios (Cuadro 8).
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-, Crecimiento miceliar Capacidad de
Mutacion (0°C) (20°C) esporulacion

H272Y

H272R

G37S

H272Y/
G37S

RSM

Sensibles

Figura 7. Crecimiento miceliar a 0°C y 20°C en PDA (columnas A y B) y capacidad de
esporulacién en 20 dias de incubacion a 20°C (columna C) de aislados con mutaciones
H272Y, H272R, G37S, H272Y/G37S resistentes sin mutacion (RSM) y sensibles de B.

cinerea.
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Esclerocios 20°C
(20 dias) (40 dias)

Mutacion

H272Y

H272R

G37S

H272Y/
G37S

RSM

Sensibles

Figura 8. Produccion de esclerocios luego de 20 (a) y 40 (b) dias de incubacion a 20 °C de
aislados de B. cinerea con mutaciones H272Y, H272R, G37S, H272Y/G37S resistentes sin
mutacion (RSM) y sensibles en medio PDA.
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Cuadro 8. Parametros evaluados en la determinacion de la capacidad de adaptabilidad de los
distintos grupos de aislados de B. cinerea en estudio.

. Crecimiento miceliar (mm) Capacidad de Numero df* Peso de eiilfrocms
Mutacion esporulacion* esclerocios™ _(9) _
N 20°C 0°C (10E7) 20 DIAS 40 DIAS 20 DIAS 40 DIAS
H272Y 6 68,31 B 53,93 a 427 a 6,00 c 32,67 a 0,04 c 0,28 a
H272R 8 66,86 B 59,96 a 2,98 a 44,67 a 56,76 a 0,15 ab 043 a
G37S 3 64,65 B 59,77 a 4,49 a 9,20 bc 29,18 a 0,06 bc 0,33 a
RSM 8 71,78 ab 53,55 a 4,05 a 16,21 bc 31,12 a 0,11 abc 0,35 a
Sensibles 8 78,50 A 68,76 a 2,73 a 32,58 ab 46,00 a 0,17 a 041 a

RSM: resistentes sin mutacion.

Aislado con mutacion H272Y/G37S no fue considerado en ninguna prueba estadistica por
corresponder al comportamiento de un solo aislado.

Valores dentro de la misma columna con la misma letra no son significativamente diferentes
segn LSD de Fisher (p < 0,05).

*NUmero de esporas por placa de Petri.

**Namero de esclerocios por placa de Petri.

***Peso fresco de esclerocios por placa de Petri.

Virulencia de los aislados de Botrytis cinerea con cambios aminoacidicos en las
subunidades del complejo SDH

En la evaluacién de virulencia no se detectaron diferencias entre los grupos de aislados
evaluados (p > 0,05); sin embargo es importante sefialar que el aislado que presenté las
mutaciones H272Y/G37S obtuvo un mayor didmetro promedio de la lesion; (30,06 mm)
pero, no fue considerado en ninguna prueba estadistica por corresponder al comportamiento
de un solo aislado, no haber mas de una muestra (Figura 9) y que los aislados sensibles
evidenciaron un crecimiento de micelio sobre la lesion (Figura 10).
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Virulencia de los aislados de Botrytis cinerea con
cambios nucleotidicos en los genes sdh

25,00

20,00

15,00

10,00

5,00

Diametro promedio lesion (mm)

0,00
H272Y H272R G37S RSM Sensibles

Mutacion

Figura 9. Virulencia expresada como diametro promedio de la lesion causada en hojas de
plantulas de Cucumis sativus L. variedad Marketmore 76, en relacion a las mutaciones
identificadas en los genes en las subunidades SDH [Diferencias no significativas (p
> 0,05)]. Las lineas verticales indican el error estdndar de la media.

Virulencia (72 horas)
Mutacion H272Y H272R G37S
Mutacion H272Y/ G37S Sensibles

PYe

Figura 10. Lesiones en hojas de Cucumis sativus L. variedad Marketmore 76 inoculadas con
discos de agar de aislados de B. cinerea con mutaciones H272Y, H272R, G37S,
H272Y/G37S, aislados resistentes sin mutacién (RSM) y sensibles mantenidos en
incubacién a 25°C y 100% HR por 72 h post inoculacion.
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DISCUSION

La funcidn de la enzima succinato deshidrogenasa (SDH), en el sistema respiratorio juega un
papel importante en la generacion de energia, este complejo enziméatico se compone de un
dominio periférico de membrana y un dominio de anclaje a la membrana. La region de las
subunidades de anclaje a la membrana (SDHC y SDHD) contiene un sitio de unién de la
ubiquinona y permiten la union de las subunidades cataliticas (SDHA y SDHB) a la
membrana mitocondrial interna, facilitando asi la transferencia de electrones a la ubiquinona.
De las mencionadas, las subunidades SDHB, SDHC y SDHD son las que contribuyen a la
union de la ubiquinona con los fungicidas de la familia de las carboxamidas (Leroux et al.,
2010).

La secuenciacion de los genes sdh de los aislados de B. cinerea permitié identificar las
mutaciones H272Y y H272R, ambas en el codon 272 del gen sdhB y que se relacionan con
la pérdida de sensibilidad a boscalid previamente reportadas (Stammler, 2008; De Miccolis
et al, 2010; Leroux et al., 2010; Esterio et al., 2011; Veloukas et al, 2011; Yin et al., 2011).
Entre las mutaciones presentes en los genes sdh, las més frecuentes asociadas a resistencia a
los SDHIs en varios hongos fitopatdgenos han sido las mutaciones en el codon 272
correspondiente a histidina (H272Y y H272R). Se ha postulado que la alta frecuencia de la
mutacion se debe a que la histidina reemplazada se encuentra en una region asociada con un
centro de agrupamiento [3FE-4S] con un alto potencial redox hierro-azufre (SDHB), que
desempefia un papel fundamental no sélo en la union de la ubiquinona y su reduccién, sino
también con la union de los fungicidas SDHIs tales como boscalid. Probablemente, esta
histidina interactua con un grupo metoxi Oz de la ubiquinona formando un enlace de
hidrégeno. Un fendmeno similar ocurre probablemente con un heteroatomo de la mayoria de
los SDHI, por lo que son sitios adecuados de unién y, por tanto también de inhibicion en el
caso de una mutacion (Leroux et al., 2010; Yin et al., 2011).

En cuanto a la predominancia de las mutaciones presentes en aislados de B. cinerea
recuperados desde arandano, la mutacion H272R destaca de manera importante,
presentandose en el 33 % de los aislados analizados, seguido de un 6 % de aislados con
mutacion H272Y, coincidiendo con Roméan (2014) quien reporta un 22 % de mutaciones
H272R y un 14 % de mutaciones H272Y en aislados de B. cinerea recuperados desde uva de
mesa.

Segun los resultados obtenidos tanto la mutacién H272Y como la mutacion H272R confieren
a los aislados de B. cinerea recuperados desde arandano una elevada resistencia a boscalid,
caso contrario a lo reportado por De Miccolis et al. (2014), en el que afirman que la mutacion
H272Y estaba relacionada con una baja resistencia en aislados de B. cinerea, pero, es
importante sefialar que en ese estudio los mutantes fueron inducidos en laboratorio. Por otro
lado, se detectd que la mutacion H272R tambien conferia una elevada resistencia a los
aislados en estudio, mientras Leroux et al. (2010) y Veloukas et al., (2011) reportaron que
ambas mutaciones, H272Y/R, estaban relacionadas con una resistencia moderada hacia
boscalid. Recientemente en Chile, Roman et al. (2014) informaron que las mutaciones
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H272R y H272Y, en aislados recuperados de B. cinerea desde uva de mesa se comportaban
como resistentes y moderadamente resistentes a boscalid, respectivamente.

En el presente estudio, se secuencio ademas los genes sdhC y sdhD de los 100 aislados debido
a que también se han notificado mutaciones puntuales aunque asociadas a un menor nivel de
resistencia que las mutaciones en sdhB (Yin et al., 2011). En estas secuenciaciones se
detectaron varios cambios nucleotidicos en ambos genes; pero no se detectd mutacién alguna
en el gen sdhD que se pudiera relacionar con una disminucion de sensibilidad a boscalid; sin
embargo, en el gen sdhC, si se observé una nueva mutacion en cuatro aislados resistentes a
boscalid, G37S, en la que existe un reemplazo de una guanina (G) por una adenina (A) que
da origen al cambio de una glicina por una serina en el aminoacido 37 de la proteina
resultante, no se observo este polimorfismo en las secuencias del gen sdhC de ningun aislado
sensible a boscalid por lo que se cree estaria asociado a pérdida de sensibilidad a éste
fungicida.

Adicionalmente, la importancia de esta mutacién radica en que el nucleétido que sufre el
cambio se encuentra localizado en una zona conservada del gen, cuando es comparado con
otros hongos filogenéticamente cercanos, revelando una alta identidad entre las diferentes
secuencias, tanto a nivel nucleotidico como aminoacidico. Esto demostraria que al tratarse
de una zona conservada, ésta codifica para un dominio fundamental de la funcion proteica
como en el caso de alteraciones en la posicion 225 prolina (P) y en la posicion 230 asparagina
(N) del gen sdhB que son parte de una region altamente conservada del ADN del patdégeno
(Leroux et al., 2010), en las que es posible que este tipo de mutaciones presentes en regiones
conservadas se transmitieran a su progenie reduciendo la eficacia de la molécula fungicida.-

De los 100 aislados en estudio, 15 aislados que presentaron leve a alta resistencia a boscalid
(RSM) no presentaron mutaciones en los genes sdhB, sdhC ni sdhD que hubiesen sido
previamente asociadas a resistencia a boscalid. Una posible explicacion seria que los aislados
RSM podrian presentar algun mecanismo de resistencia cruzada con un fungicida
perteneciente a un grupo de diferente modo de accidn, tal como lo exponen Chen et al. (2013)
en su investigacion sobre el mecanismo de resistencia de cepas de Monilinia fructicola en
donde se describe la existencia de resistencia a propiconazol y a boscalid, a pesar de no
presentar ninguna mutacion en los genes sdh A, B, C y D. Adicionalmente, Miyamoto et al.
(2010), también informaron la ausencia de mutaciones en los cuatro genes que codifican para
las subunidades de la SDH de aislados de Corynespora cassiicola moderadamente resistentes
a boscalid.

Tanto los aislados resistentes como aislados sensibles a boscalid, se comportaron como
sensibles a fluopyram y a isofetamida, esto podria explicarse a que tanto fluopyram como
isofetamida serian moléculas con mayor afinidad al sitio activo que boscalid, de tal manera
gue un cambio dado por mutaciones en los genes sdh afectaria mas la unién boscalid-SDH
que las uniones fluopyram-SDH o isofetamid-SDH (véase aislados sensibles Figura 4).

En el presente trabajo no se detecto resistencia cruzada negativa, entre los fungicidas SDHIs
estudiados en los aislados resistentes de B. cinerea analizados. No se observo resistencia
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cruzada significativa entre boscalid y fluopyram en ningun aislado de B. cinerea siendo
consistente con los resultados de Amiri et al. (2014), quienes, informaron la ausencia de
resistencia cruzada entre boscalid y fluopyram en aislados de A. alternata en pistacho. Por
otro lado Veloukas y Karaoglanidis (2012) tampoco observaron correlacion entre el nivel de
sensibilidad a fluopyram y a otros fungicidas, entre ellos boscalid, llegando incluso a resaltar
la efectividad de fluopyram, mostrandolo como un fungicida clave en el manejo del control
de B. cinerea. En otro estudio realizado por Amiri et al., en el 2014, se concluyé que no
existia resistencia cruzada entre boscalid y fluopyram en ninguno de los aislados mutantes
detectados, entre ellos los que presentaban las mutaciones H272R y H272Y. De isofetamida
solo se han reportado estudios de eficacia en el control de fitopatdgenos y no han sido
reportados estudios de resistencia cruzada. De acuerdo a los resultados se observa que al no
existir resistencia cruzada entre boscalid y los nuevos fungicidas SDHIs (fluopyram e
isofetamida) éstos altimos pueden ser utilizados en los programas de aplicacion para el
control de B. cinerea.

Junto con el estudio de resistencia cruzada por las mutaciones detectadas en los aislados,
también se ha evaluado el impacto que éstas pueden tener sobre la capacidad de adaptabilidad
de las poblaciones de B. cinerea. Al respecto es importante sefialar que aunque se han
realizado diferentes estudios experimentales que evallan la relacion entre la condicion fisica
y la resistencia a los fungicidas, los resultados obtenidos han sido bastante contradictorios.
En el presente estudio se evidencio que aislados de B. cinerea con las mutaciones H272Y/R
y G37S tuvieron un menor crecimiento de micelio a 20°C (p < 0,05), al igual que en la
investigacion llevada a cabo por Roman (2014) en el que se indica que los aislados de B.
cinerea de uva de mesa con mutaciones H272R sufren un costo metabdlico que se traduciria
en una menor capacidad de adaptabilidad, ya que presentaron menor crecimiento a 20°C.
Otros estudios realizados por Miyamoto et al. (2010) en Corynespora cassiicola, no se han
evidenciado diferencias significativas, en las tasas de crecimiento de micelio entre aislados
resistentes y sensibles a boscalid.

En relacion al crecimiento de micelio a 0°C los resultados sefialan que no existe diferencia
entre los diferentes grupos de aislados en estudio, comprobando que la temperatura afecta al
desarrollo del micelio de los aislados, esto coincide con el estudio hecho por Roman (2014)
y por Kim and Xiao (2011), donde los aislados resistentes y sensibles presentan un
comportamiento similar a 0°C.

De acuerdo a la evaluacion de la capacidad de esporulacion de los aislados de B. cinerea
obtenidos desde arandanos, los resultados sefialan que la presencia de mutaciones no afectan
la capacidad de esporulacion, lo que difiere del estudio reportado por Amiri et al. (2014) en
el que los aislados que presentan mutaciones tienen una mayor capacidad de esporulacion.
Por otro lado, segun el estudio realizado por Kim and Xiao (2011), los aislados resistentes a
boscalid tendrian una menor capacidad de produccién de conidias in vitro que los sensibles.

Adicionalmente, en otros estudios realizados en condiciones de laboratorio también se
determind una reduccién de la capacidad de esporulacion en aislados resistentes a
fenhexamid (Billard et al., 2012) y en aislados resistentes a Qol (Markoglou et al., 2006).
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Consecuentemente, al evaluar el nimero de esclerocios luego de 20 dias posteriores a la
siembra, se determin6 que los aislados H272Y presentaron una formacion mas lenta de
esclerocios, respecto de los sensibles; presentando con ello un comportamiento similar a los
aislados resistentes a fenhexamid (Billard et al., 2012) y de aislados resistentes a Qol
(Markoglou et al., 2006). En estudios realizados en Francia con aislados resistentes a boscalid
que presentaban, la mutacion H272R se determind que no formaban esclerocios a 20°C
(Laleve et al., 2013). En el presente estudio también se detectd este comportamiento en
algunos de los aislados H272R.

Al evaluarse el peso de los esclerocios a los 20 dias, se detectd diferencias entre los aislados
con y sin mutacién, presentando los esclerocios de los aislados H272Y un menor peso que
los esclerocios de los aislados sin mutaciones, coincidiendo con el reporte de Amiri et al.
(2014) en donde se detectd que los aislados con mutaciones en el gen sdhB producian menos
esclerocios que los aislados sensibles. Este resultado estaria indicando que los aislados
H272Y tendrian una menor capacidad de adaptabilidad frente a aislados sensibles ya que
tardan mas en formar sus esclerocios. Sin embargo, a los 40 dias de incubacion, no se
evidencia diferencia alguna tanto en nimero como en peso de esclerocios en los diferentes
grupos de aislados evaluados, lo cual indicaria que los aislados que presentan mutaciones
requeririan un mayor tiempo para la formacion de esclerocios, pero que no pierden la
capacidad de formar esclerocios.

Los resultados obtenidos del comportamiento de los aislados H272R/Y con respecto a los
aislados sin mutacion de acuerdo a los parametros de adaptabilidad evaluados; (crecimiento
miceliar, capacidad formadora de esclerocios y capacidad de esporulacién) permiten inferir
que la presencia de las mutaciones H272Y y G37S en los aislados chilenos si generarian en
el hongo un costo metabdlico. No obstante lo indicado, con el fin de corroborar estos
resultados, seria importante efectuar nuevos estudios considerando un mayor nimero de
aislados.

Finalmente, en relacion a los resultados obtenidos en la evaluacion de virulencia, no se
observo diferencia entre los grupos en estudio, sensibles y resistentes, con y sin mutacion,
coincidiendo con 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 moléculas fungicidas
SDHI.
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los objetivos planteados en este estudio y mediante la metodologia utilizada los
resultados obtenidos permiten concluir que:

En ardndano, los aislados de Botrytis cinerea resistentes a boscalid presentan las mutaciones
H272R y H272Y en el gen sdhB y G37S en el gen sdhC, siendo H272R la mutacion
predominante en la poblacion analizada (33%). Siendo este el primer reporte de las
mutaciones H272R/Y en aislados recuperados en arandano en Chile y el primer reporte de la
mutacién G37S en el gen sdhC en aislados de Botrytis cinerea asociado a resistencia a
boscalid.

La presencia de las mutaciones H272Y, H272R y G37S en los aislados de Botryti cinerea
generan un costo metabdlico que se traduce en una menor capacidad de adaptacion de estos
aislados en el medio (menor crecimiento miceliar a 20 °C y formacién de esclerocios
inicialmente mas lenta en aislados H272Y).

Ninguno de los aislados de B. cinerea sensibles a boscalid presentd mutaciones en los genes
sdhB, sdhC ni en sdhD.

Finalmente, se rechaza la hipotesis inicialmente planteada, ya que los aislados de Botrytis
cinerea resistentes a boscalid recuperados desde arandano que tienen las mutaciones H272Y,
H272R y G37S, no presentan resistencia cruzada con fluopyram e isofetamida.
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APENDICES

Apéndice 1. Alineamiento de secuencias del gen sdhC con mutacion G37S de los aislados
de B. cinerea resistentes a boscalid con la secuencia de referencia de B. cinerea B05.10,
Sclerotinia borealis, Monilinia fructicola y Oidiodendron maius. Se muestra la constancia en
la repeticién de aminoéacidos alrededor del codon que presenta la mutacion.
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Apéndice 2. Codigo, mutaciones y niveles de sensibilidad a boscalid, fluopyram e isofetamida
de aislados de Botrytis cinerea utilizados en el estudio.

. Nivel de Sensibilidad (EC .mL-1

N Aislados MUtACIONeS o cibilidad S
sdh aboscalid Boscalid Fluopyram Isofetamida

1 D2-5A H272Y AR 1,E+4 0,02 0,07
2 D2-5B H272Y AR 5E+1 0,28 0,10
3 F2-10B H272Y AR 7,E+6 0,85 0,16
4  F2-20A H272Y AR 1,E+29 1,60 0,16
5 FB2-7A H272Y AR 2,E+20 0,04 0,07
6 FB4-11A H272Y AR 2,E+6 0,28 0,11
7 D3-6B H272R AR 2,E+20 2,13 0,91
8 D3-16A H272R AR 6,E+6 1,59 0,68
9 D3-16B H272R AR 3,E+6 2,32 0,74
10 D3-24A H272R AR 1,E+2 2,65 1,53
11 DB2-15C H272R AR 4 E+4 1,58 0,64
12 DB2-16A H272R AR 2,E+8 1,48 0,60
13 DB2-17C H272R AR 8,E+12 1,73 0,36
14 DB2-18C H272R AR 1,E+13 2,08 0,42
15 DB2-19A H272R AR 8,E+3 3,32 1,99
16 E3-2B H272R AR 5E+8 2,05 0,84
17 E3-2C H272R AR 1,E+5 1,77 1,07
18 E3-3C H272R AR 4 E+12 1,93 1,61
19 E3-3D H272R AR 1,E+16 1,47 0,47
20 E3-3E H272R AR 6,E+5 0,46 0,96
21 E3-6A H272R AR 3,E+7 0,21 0,68
22 E3-6C H272R AR 4,E+9 0,21 0,72
23 E3-16A H272R AR 8,E+3 0,84 0,21
24 E3-16C H272R AR 3,E+6 2,09 0,42
25 E3-18B H272R AR 2,E+7 0,12 0,56
26 F3-2B H272R AR 4,E+9 3,18 0,38
27 F3-2C H272R AR 7,E+10 1,85 0,18
28 F3-23C H272R AR 4 E+10 0,94 0,87
29 FB2-4A H272R AR 6,E+6 1,40 0,22
30 FB2-7B H272R AR 1,E+14 2,12 0,87
31 FB2-8A H272R AR 5E+5 1,94 2,05
32 FB2-10A H272R AR 5E+2 0,19 0,08
33 FB2-19C H272R AR 8,E+19 2,37 0,37
34 FBA4-5B H272R AR 1,E+29 1,91 0,45
35 FB4-5C H272R AR 6,E+3 2,06 1,72
36 FB4-11B H272R AR 3,E+4 0,86 2,01

Continta. ..
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41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76

FB4-12A H272R
FB4-9B1 H272R
FB4-6C H272R
DB2-7B G37S
DB2-7C G37S
DB2-11B G37S
DB2-16C H272Y/G37S
D2-11C RSM
D3-13A RSM
D3-13B RSM
D3-15B RSM
D3-17B RSM
DB2-5C RSM
DB2-6B RSM
DB2-8C RSM
DB2-13C RSM
E2-5C RSM
E2-15B RSM
E3-3B RSM
E3-6B RSM
E3-20B RSM
EB2-16C RSM
D2-1A Sensible
D2-2A Sensible
D2-2B Sensible
D2-3C Sensible
D2-4C Sensible
D2-5C Sensible
D2-6A Sensible
D2-6B Sensible
D2-6C Sensible
D2-20A Sensible
D3-3B Sensible
D3-3BB Sensible
D3-4A Sensible
D3-11B Sensible
D3-22B Sensible
D3-23B Sensible
DB2-11C Sensible
E2-3A Sensible

AR
AR
AR
LR
LR
LR
AR
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3,E+5
3,E+6
3,E+4
2,E+1
2,E+1
2,E+1
4 E+23
2,E+1
1,E+2
1,E+2
2,E+5
3,E+1
6,E+1
4E+4
3,E+1
9,E+5
8,E+3
2,E+1
2,E+1
1,E+6
2,E+1
2,E+1
3,61
3,61
2,08
4,08
0,47
10,52
0,56
1,04
0,27
2,13
1,11
1,35
0,41
7,64
0,46
2,70
12,99
14,08

2,62
2,74
1,63
2,81
2,03
2,09
2,68
2,48
2,39
3,89
0,77
2,75
3,71
6,26
4,50
0,47
0,64
2,41
2,54
3,97
2,37
3,32
2,25
1,94
2,78
2,66
0,11
2,39
0,66
1,36
0,86
2,33
2,20
2,67
1,00
2,98
1,63
1,47
4,59
1,96

1,62
0,53
0,23
1,93
1,63
1,23
0,63
1,06
0,58
2,22
0,70
1,84
2,30
2,06
1,97
0,07
0,55
2,18
0,80
1,32
2,19
1,98
1,08
1,52
0,69
0,69
0,30
1,80
0,23
1,21
0,56
1,32
0,66
1,04
1,11
2,01
0,62
0,57
1,83
2,06
Continua...



77 E2-6A
78  E2-6C
79 E2-10B
80 E2-12A
81 E2-12B
82 E2-15A
83 E2-16B
84 E2-18A
85 E2-23A
86 E3-7CA
87 EB2-12B
88 EB2-20A
89 F2-1C
90 F2-6A
91 F2-7B
92 F2-8A
93 F2-9C
94 F2-11A
95 F2-11B
96 F2-12B
97 F2-13A
98 F2-23B
99 FB4-7C
100 FB4-11C

Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
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Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
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9,72
2,99
1,20
0,87
0,79
1,83
0,99
0,99
5,97
4,52
2,22
0,82
9,92
5,91
4,20
1,10
1,92
4,40
1,67
8,66
0,49
1,20
0,50
1,50

2,70
1,60
2,07
1,29
0,78
1,56
1,34
1,37
2,69
1,09
1,57
1,56
2,82
3,44
1,68
1,82
1,72
1,98
1,67
2,88
0,09
2,18
1,12
1,14

1,82
1,58
0,50
0,42
0,63
1,18
0,38
0,38
1,41
1,32
1,28
1,04
1,86
1,08
1,13
1,19
0,76
1,04
0,81
1,85
0,71
1,67
0,70
0,73
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ANEXO

Anexo 1. Estructura esquemaética del complejo mitocondrial Il (SDH), se indica los
principales aminoacidos de las diferentes subunidades implicados en la unién de los
inhibidores y el nimero de codon donde hay presencia de resistencias. EI complejo I
contiene cuatro subunidades SDHA, SDHB, SDHC y SDHD.

complex Il complex il
succinate- cytochrome ¢
dehydrogenase reductase

membrane

matrix

(O vabinding site

<G> Fo-S chuster

SdhA
FAD ... amino acids involved in catalytic
AA” activity or UB-binding
modified
AR amino acids in resistant
succinate fumarate

Fuente: Leroux et al. (2010)
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Anexo 2. Simulacion de la estructura y conformacion de la subunidad SDHC en la membrana
mitocondrial mediante el uso del programa Phyre 2.0. La flecha indica la posicién en la que

se encontraria el codon 37 en donde se lleva a cabo el cambio nucleotidico que da lugar a la
mutacion G37S.

1-35 Signal peptide

N-Terminal
Inner side
a3 155 170
S1 S2 S3
Membrane
111 130 186

Outer side k
C-Terminal



