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“Aquellos que dicen que algo no puede hacerse,
suelen ser interrumpidos por otros que lo estan haciendo”

Joel A. Barker.
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RESUMEN

Botrytis cinerea Pers., hongo fitopatdgeno de méas de doscientas especies vegetales, es el
causante de la “Pudricion Gris” que es la enfermedad méas importante que afecta a la uva de
mesa en Chile. El control de esta enfermedad, se basa principalmente en el uso de
fungicidas botryticidas. Sin embargo, afio a afio, se incrementan las poblaciones resistentes
a estos productos logrando infectar las estructuras florales, para luego permanecer en estado
latente hasta la madurez de la baya, desarrollando, finalmente, pudriciones durante el
periodo de pre y poscosecha.

Con objeto de llevar a cabo estudios epidemioldgicos en uva de mesa, se marcaron nueve
aislados de Botrytis cinerea (Wild-type-WT), de los cuales tres eran resistentes a
fenhexamid (HydR3+, CEsp 9,64 pg/ml) y dos sensibles (HydS, CEsp 0,09 pg/ml), siendo
uno de estos ultimos del tipo multidroga MDRL1; y otros dos eran resistentes a iprodione
(Ip+, CEsp 5,48 pg/ml) y dos sensibles a esta molécula (Ip-, CEsp 0,71 pug/ml). Mediante la
estandarizacion del protocolo para la transformacion genética con la bacteria Rhizobium
radiobacter (=Agrobacterium tumefaciens) cepa GV3101 con el vector pPCAMgfp se logro
la transformacion de todos los aislados analizados. Los aislados transformados (mutantes)
expresaron el gen de la proteina fluorescente verde (Green Fluorescent Protein, GFP-sgfp)
y el de resistencia a higromicina (hph) incluso tras pruebas de estabilidad mitética. Una vez
transformados se evaluo el comportamiento morfofisiolégico de los aislados mutantes. Para
ello, se analizaron los aspectos de conidiogénesis, desarrollo miceliar, formacion de
esclerocios, nivel de agresividad/virulencia, expresion de la fluorescencia y mantencion de
las caracteristicas de resistencia y/o sensibilidad a las moléculas fungicidas evaluadas. El
analisis microscépico de la fluorescencia revel6 la expresién constitutiva de la proteina y
mediante PCR, con partidores especificos, se determind la presencia del gen sgfp en todos
los aislados analizados. Se mantuvo la correspondencia genotipica en todos los aislados y
hubo escasas variaciones en los aspectos morfoldgicos y fenotipicos de los mutantes
respecto sus WT. Finalmente, ocho aislados mantuvieron las mismas caracteristicas
morfofisioldgicas que sus WT por lo que podrian ser empleados en estudios de interaccion
hongo-hospedero asi como epidemioldgicos, fundamentalmente en relacion al estado de
latencia.

Palabras clave: Transformacion, GFP, iprodione, fenhexamid, Botrytis, Agrobacterium,
Rhizobium.



ABSTRACT

Botrytis cinerea Pers., plant pathogen fungus over two hundred plant species, is the causal
agent of the "gray mold"”, which is the most important disease that affects the table grapes
in Chile. The control of this disease on grapevine, is mainly based on the use of fungicides
botryticidas. Nevertheless, year after year, the resistant populations increase to this
products, this will achieve the infection of floral structures, in order to remain in latent
status until grape berry ripening, finally developing rots during pre and postharvest.

To accomplish epidemiological studies in grapevines, were marked nine isolates of Botrytis
cinerea (Wild type-WT), three of them were fenhexamid resistant (HydR3+, ECso 9,64
pg/ml), two sensitive (HydS, ECs 0,09 pg/ml), being one of those who was multidrug type
MDR1; others two were resistant to iprodione (Ip+, ECs 5,48 pug/ml) and two sensitive (Ip-
ECso 0,71 pg/ml). By standardizing of the protocol for genetic transformation with the
bacterium Rhizobium radiobacter (=Agrobacterium tumefaciens) strain GV3101 with
vector pCAMgfp the transformation of all isolates tested were achieved. The transformed
isolates (mutants) expressed the gene for green fluorescent protein (Green Fluorescent
Protein, GFP-sgfp) and hygromycin resistance (hph) even after mitotic stability test. Once
transformed the morphophysiological behavior of mutant isolates were evaluated. For this,
the aspects of conidiogenesis, mycelial growth, the formation of sclerotia, aggressiveness
level/virulence, expression and maintenance characteristics of the fluorescence, of
resistance and/or sensitivity to molecules fungicides tested were evaluated. Microscopic
analysis of fluorescence revealed the constitutive expression of the protein and by PCR
with specific primers, the presence of the sgfp gene in all isolates tested were determined.
Genotypic correspondence in all isolates were maintained and there were few variations in
morphological and phenotypic aspects of the mutants compared with their WT. Finally,
eight isolates maintained the same morphophysiological characteristics, that their WT,
consequently they could be used in studies of fungus-host interaction as well as
epidemiological, mainly in relation to latency.

Key words: Transformation, GFP, iprodione, fenhexamid, Botrytis, Agrobacterium,
Rhizobium.



INTRODUCCION

Las enfermedades causadas por el género Botrytis son consideradas las mas comunes y
ampliamente distribuidas en el mundo (Agrios, 2001). Dentro del género, Botrytis cinerea
Pers., es la especie de mayor importancia ya que es capaz de afectar a mas de doscientas
especies vegetales entre cultivos fruticolas, horticolas y ornamentales (Jarvis, 1977; Elad et
al., 2007; Staats, 2007 y Williamson et al., 2007).

Segin Droby y Lichter (2007), la pudricion causada por Botrytis cinerea, también
denominada “pudricion gris”, se desarrolla sobre diferentes érganos o estructuras vegetales
que comunmente suelen ser las partes aéreas de la planta, tales como flores, frutos, brotes,
yemas Y hojas; infectando y produciendo sintomas en campo, o bien, causando pérdidas en
poscosecha, durante el almacenamiento en frio y transporte donde puede permanecer el
patdgeno activo debido a su capacidad de sobrevivir a 0°C (Brooks and Cooley, 1917), por
lo cual bajo esas condiciones especies como el kiwi (Michailides, 1996), frambuesa y la
uva de mesa, (Williamson et al., 2007) son seriamente dafiadas.

Otro importante sector productivo afectado, son los cultivos de plantas en invernaderos y
bajo taneles plasticos (Elad et al., 2007; Staats, 2007), en donde se favorece la infeccién de
botrytis por la presencia de alta humedad y los largos periodos bajo esa condicion en que
permanecen los cultivos. La frutilla y el tomate, son ejemplos representativos de esta
situacion (West et al., 2000; Gonzalez et al., 2009).

En viveros de arboles forestales, las plantulas de coniferas son particularmente vulnerables
a la pudricién gris. En Chile, los géneros Eucalyptus y Pinus son atacados principalmente
en la porcion apical (Butin y Peredo, 1986), constituyendo un serio problema durante las
primeras etapas del establecimiento (Mercader et al., 2006).

En resumen, debido a la importancia que reviste este patdgeno para tantos sectores
productivos, Botrytis spp., ha sido investigada por un creciente numero de especialistas a
nivel mundial (Jarvis, 1977; Coley-Smith et al.,1980; Verhoeff et al., 1992, Elad et al.,
2007), quienes buscan desarrollar una estrategia de control lo méas certera posible en
funcion de los resultados obtenidos en las diversas investigaciones que se llevan a cabo.

Sin embargo, a pesar de los multiples estudios realizados y del desarrollo de nuevos
productos para su control, Botrytis cinerea sigue siendo en la actualidad una enfermedad de
gran importancia, sobre todo en aquellos cultivos de alto costo e importantes retornos para
el sector exportador chileno, como lo es la uva de mesa. En este cultivo, la pudricion gris es
el principal problema fitopatologico desde hace décadas (Pastor, 1980; Auger y Esterio,
1997), y aunque todos los organos de la vid pueden ser afectados por Botrytis, el mayor



dafio se produce sobre el racimo en floracion, periodo mas favorable para el
establecimiento del hongo (McClellan y Hewitt, 1973).

Posteriormente, el grado de infeccion disminuye como consecuencia de la presencia en las
bayas de compuestos antifingicos tales como acido glicdlico, taninos y fitoalexinas,
permaneciendo el hongo sobre los restos florales y en la zona del receptaculo floral hasta la
pinta o envero, periodo en el cual la concentracion de estas sustancias antifingicas
disminuyen y aumenta el nivel de solidos solubles en la baya produciéndose una
reactivacion de la infeccion latente (Pastor, 1980; Pezet y Pont, 1986; Keller et al., 2003).

El problema de la quiescencia o latencia de Botrytis, es que dificulta la correcta estimacion
de la severidad de la enfermedad en campo debido que epidemiolégicamente se desconoce
de manera directa y en profundidad todo lo que engloba este proceso en la vid. Mas solo se
ha podido determinar de manera indirecta que las infecciones latentes durante la floracion
son una importante fuente de indculo para infecciones en cosecha o postcosecha
(McClellan y Hewitt, 1973; Pastor, 1980; Nair y Allen, 1993; Holz et al., 2003; Keller et
al., 2003).

Por otro lado, a este complejo escenario se suma el desarrollo, por parte de B. cinerea, de
resistencia a casi todos los fungicidas utilizados para su control debido a la alta
variabilidad genética que presenta (Latorre, 2002; Esterio et al., 2007; Fillinger et al., 2008;
Kretschmer y Hahn, 2008; Kretschmer et al., 2009; Collinge et al., 2010; Esterio et al.,
2011; Topolovec-Pintari¢, 2011; Weber, 2011), y al alto nimero de aplicaciones de
fungicidas que se requiere para un control exitoso (Esterio et al., 2007; Myresiotis et al.,
2007)

Actualmente, la utilizacion de marcadores celulares como la luciferasa (de Wet et al., 1987;
Gooch et al., 2008), B-glucuronidasa (Jefferson et al., 1987) o GFP (Shimomura, 1979;
Prasher et al., 1992) han abierto el campo de los estudios en la interaccion planta-patdgeno,
epidemiologia, localizacion celular de proteinas de interés, etc. En este sentido, la proteina
verde fluorescente o GFP (del inglés: Green Fluorescent Protein), proveniente de la
medusa Aquorea victoria, se ha logrado expresar heterélogamente en variados organismos
fangicos (Spellig et al. 1996; Cormack et al. 1997; Ferndndez-Abalos et al. 1998; Maor et
al. 1998; Du et al. 1999; Inglis et al. 2000; Balint-Kurti et al. 2001; Horowitz et al. 2002;
Lagopodi et al. 2002; Chen y Hsiang, 2003; Aboul-soud et al. 2004; Kaufman et al. 2004;
Visser et al. 2004; Eckert et al. 2005; Li et al. 2006; Grunewaldt-Stocker et al. 2007;
Hammer et al. 2007; Helber y Requena, 2008; Vallad y Subbarao, 2008; Anco et al. 2009;
de Silva et al. 2009; Riedel et al. 2009) demostrando que un aislado de Botrytis cinerea con
la expresion del gen de la GFP podria ser una herramienta muy util para el monitoreo de la
respuesta del hongo a los cambios dinamicos de sus hospederos frutales y a los potenciales
tratamientos  bioldgicos, quimicos y fisicos durante los periodos de crecimiento y
almacenaje (Li et al., 2006).



Para la transferencia e incorporacion al organismo fungico de dicho gen, lo que se conoce
como transformaciéon genética (Mullins, 2001), el empleo de la bacteria gram negativa
Rhizobium radiobacter (=Agrobacterium tumefaciens) (Young et al. 2001;Young,
Pennycook, y Watson, 2006) ha resultado ser una técnica eficiente y rapida para dicho
propdsito. Esta bacteria naturalmente transforma plantas dicotiledoneas (Tinland et al.
1994; de la Riva et al. 1998; Li et al. 2000; Zupan et al. 2000; Tzfira et al. 2004),
incorporando parte de su propio material genético, sin embargo, gracias a los estudios de
biotecnologia se ha podido incorporar genes de interés y sobrepasar los limitantes de tan
solo los hospederos de la bacteria, hasta incluso células humanas (Kunik et al., 2001).

Las ventajas fundamentales de este método de transformacién, consisten en el elevado
namero de transformantes estables logrados, la insercion generalmente de una sola copia
del gen de interés, y la posibilidad de emplear células intactas como material inicial, tales
como conidias, micelio vegetativo o cuerpos fructiferos (Michielse et al., 2005).

Finalmente, el empleo de la proteina verde fluorescente como marcador del organismo
completo ha permitido observar directamente muchos procesos antes dificiles de dilucidar,
(Calero et al., 2008) por lo que, al transformar aislados de B. cinerea con distinta
sensibilidad a fungicidas del grupo de dicarboximidas, hidroxianilidas y de resistencia a
multidrogas se podria disponer de una valiosa herramienta para el estudio de las
poblaciones del hongo en los procesos epidemioldgicos como la latencia y su relacion con
la fenologia de la vid, asi como la verificacion de la efectividad de los métodos de control
fitosanitario establecidos en uva de mesa.



Hipotesis:

Mediante el uso de la bacteria Rhizobium radiobacter, portadora del plasmido pCAMgfp,
es posible transformar aislados de Botrytis cinerea con distinta sensibilidad a fungicidas y
otorgarles la capacidad de fluorescer bajo excitacion luminica.

Objetivo General:

Transformar aislados de Botrytis cinerea Pers. con distinta sensibilidad a fungicidas,
incorporando el gen de la proteina fluorescente verde sgfp y de resistencia a higromicina,
mediante el uso de la bacteria Rhizobium radiobacter.

Obijetivos especificos

Transformar genéticamente, mediante Rhizobium radiobacter, nueve aislados de B.
cinerea, tres de ellos resistentes a fenhexamid, dos resistentes a iprodione y dos aislados
sensibles a ambas moléculas, una de las cuales presenta resistencia multidroga.

Determinar el efecto de la insercion azarosa del plasmido en el genoma fungico,
caracterizando 5 aislados transformados para cada una de las cepas iniciales, analizando sus
variaciones en aspectos morfolégicos, genéticos y fenotipicos.



MATERIALES Y METODOS

Lugar del estudio

Tanto los estudios experimentales in vivo, in vitro como los moleculares se realizaron en el
Laboratorio de Fitopatologia Frutal y Molecular del Departamento de Sanidad Vegetal, de
la Facultad de Ciencias Agrondmicas de la Universidad de Chile.

La transformacion bacteriana de Rhizobium radiobacter, cepa GV3101, se realizd en el
laboratorio de Biologia Vegetal Molecular, Departamento de Biologia de la Facultad de
Ciencias de la Universidad de Chile.

Para el registro fotogréfico de los hongos mutantes se emplearon dos tipos de microscopios,
uno confocal Carl Zeiss modelo LSM 710, del Laboratorio de Biologia Vegetal Molecular
de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile, y otro de epifluorescencia marca
Alltion modelo L2000A/B, trinocular con fuente de poder externa y lampara de mercurio
como emisor del laboratorio de Fitopatologia Frutal y Molecular de la Universidad de
Chile.

Material Bioldgico

Botrytis cinerea, Origen y caracteristicas de los aislados seleccionados.

Para el proceso de transformacién fungica se seleccionaron nueve aislados de Botrytis
cinerea pertenecientes al cepario del laboratorio de Fitopatologia Frutal y Molecular los
que seran considerados del tipo silvestre 0 WT en el resto del documento presente a modo
de diferenciarlos de los hongos obtenidos en la transformacion genética. Estos aislados
fueron elegidos debido a caracteristicas fenotipicas referentes a sensibilidad a las
principales moléculas fungicidas empleadas para el control del patdgeno, tal como se
detalla en el Cuadro 1.



Cuadro 1: Nivel de sensibilidad, nomenclatura, fenotipo y procedencia de los aislados de
Botrytis cinerea empleados en la transformacion genética.

N'\.’e.l _de Aislado Fenotipo* Origen del aislado Cultivar de vid de mesa

sensibilidad

. 21FR3+ Hyd R3" Region Metropolitana Crimson Seedless
Resistentes a T . rre -
fenhexamid ANP2C Hyd R3+, Ip leer‘_[ador B. O’Higgins  Thompson Seedless

A2R3+ Hyd R3 Coquimbo Thompson Seedless

?eennhselgfmi q 47C HydS Coquimbo Thompson Seedless
Sensible a
fenhexamid
y Resistente | 1E HydS; MDR1 Libertador B. O’Higgins ~ Thompson Seedless
a
multidrogas
Resistentes a | SP8D Ip* Region Metropolitana Thompson Seedless
iprodione 33AR  Ip’ Libertador B. O’Higgins  Crimson Seedless
Sensiblesa | 67S Ip’ Libertador B. O’Higgins ~ Thompson Seedless
iprodione 53S Ip’ Libertador B. O’Higgins  Crimson Seedless

*Hyd R3+: Resistente a fenhexamid; HydS: Sensible a fenhexamid; Ip+: Resistente a iprodione;
Ip-: Sensible a iprodione y MDR1:Resistente multidrogra tipo 1.

Obtencidn de cultivos monoconidiales: Material fungico inicial.

Con tal proposito se reactivaron los aislados seleccionados en medio de cultivo Agar
Malta Levadura (AML) (1,5% Agar, 2% Extracto de Malta y 0,2% de Extracto de
Levadura), y se dejaron crecer por 5 dias a 20+2°C.

De cada uno de estos aislados se realizd una suspension conidial la cual fue sembrada en
una placa de Agar Malta (AM: 1,5% Agar, 2% Extracto de Malta) e incubada por 18 horas
a 20£2°C.

Luego del tiempo indicado, se realiz6 la observacion microscépica de las placas incubadas.
De ellas se seleccion6 una solitaria conidia germinada (cuyo tubo germinativo era mayor a
3 veces su propio tamafio) y se transfirid, finalmente, a una nueva placa Petri con AML,
mediante el uso de puntas estériles formadas con pipetas Pasteur (Goh, 1999).

Los nuevos aislados monoconidiales obtenidos fueron respaldados en glicerol al 20% vy
conservados a -20°C.



Rhizobium radiobacter, caracteristicas de la cepa GV3101.

Cepa GV3101 pMP90RK (Koncz y Schell, 1986): Empleada habitualmente en la
transformacion genética de Arabidopsis thaliana debido a su rapido crecimiento y alta
eficiencia de transformacion (Bent, 2006). Es una cepa no tumorigénica. Presenta
resistencia al antibiético Rifampicina, debido a una mutacién en el genoma bacteriano, y a
Gentamicina debido a una mutacion en el plasmido “ayudante”, lo cual permite emplear
estas moléculas biocidas para seleccionar y aislar la cepa de otras bacterias ordinarias
(Weigel y Glazebrook, 2002).

La cepa GV3101 es sensible a los antibioticos Kanamicina, Cloranfenicol (Wise, Liu y
Binns, 2006) y Cefatoxima. Los dos primeros son ideales para seleccionar el vector binario
a utilizar, y el tercero, para eliminar la bacteria al finalizar el co-cultivo bacteria-hongo
descrito en el protocolo de transformacion.

Transformacion genética bacteriana: Mediante shock térmico, se le incorpor6 el vector
binario pPCAMgfp (Sesma y Osbourn, 2004) el que contiene el gen de la higromicina
fosfotransferasa (hph), que le otorga la resistencia a la higromicina B, y el gen de la
proteina fluorescente verde sgfp (una variante de la gfp que contiene una sustitucion de
serina a treonina en el amino&cido 65, la cual le otorga mayor fluorescencia).

El plasmido pCAMgfp es el resultado del reemplazo del segmento ubicado entre Xho | y
Eco RI, del vector original pPCAMBIA1300, acoplada a la region proveniente del plasmido
pCT74. El vector le confiere resistencia a kanamicina a la bacteria portadora, por lo que es
usado como seleccionador. EI gen sgfp esta bajo el control del promotor ToxA de
Pyrenophora triciti-repentis, lo cual le permite un alto nivel de expresién constitutiva en
hongos filamentosos (Lorang, 2001). El gen de la resistencia a higromicina se encuentra
bajo el control del promotor constitutivo TrpC de Aspergillus nidulans (Fig.1).
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Fig. 1: Mapa de restriccion del vector
pCAMgfp*.

La flecha de color verde representa el gen
sgfp, codificante para la proteina verde
fluorescente y, por lo tanto, responsable de
otorgarle al hongo la capacidad de
fluorescer una vez integrado en el genoma
y expresado adecuadamente. La flecha
color rojo, corresponde al gen hygR, que
codifica para una quinasa que fosforila la
higromicina evitando su accion y con ello
otorgando resistencia a quien lo exprese.
Este gen permite la seleccion de los hongos
transformados. La flecha de color amarilla
representa al gen de kanR, que permite
seleccionar el vector en la bacteria, debido
a que le otorga resistencia al antibiotico
kanamicina. Finalmente, los segmentos en
azul 'y celeste, corresponden a los
promotores de los genes hygR vy sgfp,
respectivamente. *Mapa modificado por el
autor mediante el programa EZ PLASMID
MAP V1.9.
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Protocolo para la transformacion genética de B. cinerea mediado por R. radiobacter.

En busca de un protocolo ajustado a la combinacion cepa bacteriana/plasmido y aislado de
B. cinerea, que permitiera una optimizacion de la obtencion de hongos transformados, se
evaluaron los protocolos descritos por De Groot et al. (1998); Rolland et al. (2003),
Michielse et al. (2008) y Rajaguru (2008), para la transformacion de hongos mediada por
R. radiobacter. Finalmente, se gener6 un protocolo disefiado en funcion de ciertas
modificaciones aplicados a los ya existentes.

Principales etapas desarrolladas:

1. Reactivacion y preparacion del material inicial: Corresponde a la activacion del
crecimiento fungico y bacteriano para iniciar el proceso de transformacion.
Siguiendo el protocolo descrito por Rolland et al. (2003) y Michielse et al. (2008)
se seleccionaron las conidias de Botrytis cinerea como material inicial de la
transformacion.

2. Co-cultivo: En medio de cultivo de induccion (De Groot et al. 1998; Rolland et al.
2003, Michielse et al. 2008 y Rajaguru, 2008) suplementado con Acetosiringona, se
permite la interaccién entre la bacteria y el hongo. Mediante la expresion de los
genes de virulencia de R. radiobacter activados por la Acetosiringona se genera la
integracién del material genético de interés en el genoma flngico.

3. Seleccion: Corresponde a la etapa en donde se discriminan los mutantes
transformados de los que no lo son, empleando medio de cultivo selectivo sobre el
co-cultivo, suplementado con higromicina, para seleccionar los hongos y
cefatoxima para eliminar la bacteria (Rajaguru, 2008).

Los aislados fangicos obtenidos tras el proceso de transformacion seran considerados en el
resto del texto como mutantes, debido a que se les considera distintos a los aislados
iniciales al haberse generado la incorporacion de un gen exdgeno que pudiese o0 no afectar
su fenotipo y que supone una heredabilidad de tales caracteristicas. El resto, los originales,
sin transformacion, seran considerados del tipo silvestre o WT (wild type).
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Confirmacion de la transformacién genética de los aislados de B. cinerea con los genes
sgfp y hph.

De un universo de mas de 200 aislados transformados, se seleccionaron de manera aleatoria
5 mutantes de cada uno de los nueve aislados iniciales de manera tal de evaluar en éstos la
estabilidad de la transformacion y los posibles efectos generados por la insercion azarosa en
el genoma que implica el uso Rhizobium radiobacter. En resumen, un total de 54 aislados
fueron analizados para evaluar estas caracteristicas (aislados WT, n=9, y los mutantes para
cada uno, n=45).

Determinacion de la concentracion minima inhibitoria de Higromicina para la
seleccion de los aislados transformados de B. cinerea.

Se seleccionaron un total de 50 aislados de B. cinerea, no transformados, entre los cuales se
destacan los nueve empleados en este estudio y el strain universal secuenciado de Botrytis
cinerea, B05.10. El resto fue elegido al azar del cepario del laboratorio de Fitopatologia
Frutal y Molecular de la Universidad de Chile. Estos aislados fueron testeados a
concentraciones crecientes de higromicina entre 0 y 200 pg/ml.

Test de estabilidad mitotica

Se determind la estabilidad del mutante y la capacidad de permanecer con el gen de
resistencia y fluorescencia, mediante el analisis de la octava generacion evaluada en medio
selectivo (AML, Agar malta levadura + Higromicina) tras crecimiento consecutivo por 7
generaciones del hongo en medio no selectivo (AML, sin higromicina).

Visualizacion de los hongos mutantes mediante microscopia de epifluorescencia y
confocal para verificar la expresion de la proteina.

Se empled el microscopio de epifluorescencia marca Alltion modelo L2000A/B, trinocular
con fuente de poder externa y lampara de mercurio como emisor, para la determinacién
inicial de la fluorescencia asi como el confocal Carl Zeiss modelo LSM 710, del
Laboratorio de Biologia Vegetal Molecular de la Facultad de Ciencias de la Universidad de
Chile, para caracterizar y fotografiar el resultado de la transformacion.

Caracterizacion genética de los aislados WT y mutantes.

Para la caracterizacion genética del total de los aislados (n=54), se realiz6 el incremento de
la biomasa fungica en medio liquido glucosado dispuesto en viales de centelleo de 20 ml.
(200 g de papa, 20 g de glucosa diluidos en 500 ml de caldo de papa y 500 ml de agua
destilada).
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La biomasa fungica obtenida en estos medios liquidos se recuperd al tercer dia de la
inoculacion del medio y luego fue dispuesta por al menos 24 horas a — 80°C, y luego de este
tiempo sometida a liofilizacién (liofilizador marca Liobras modelo L101).

El material liofilizado se proceso segun el protocolo de extraccion de ADN descrito por
Bainbridge et al. (1990), y posteriormente modificado por (Mufioz et al., 2002).

Una vez obtenido el ADN de cada una de los aislados se realiz6 un PCR con partidores que
amplifican para parte del gen sgfp (Cuadro 2). El gen completo comprende una longitud de
720 pb y el fragmento amplificado por los partidores posee un tamafio de 543 pb (Cuadro
3).

Cuadro 2: Secuencia nucleotidica de los partidores para la amplificacion del gen sgfp.

sgfp forward | TAAACGGCCACAAGTTCA=18 bp
sgfp reverse | TGCTCAGGTAGTGGTTGT=18 bp
(Chiu et al., 1996).

Cuadro 3: Secuencia nucleotidica del gen sgfp.

ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCG
ACGTAAACGGCCACAAGTTCA*GCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAG
CTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCAC
CTTCACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCA
AGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTA
CAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGG
CATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCA
CAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCAC
AACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGAC
GGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCA*CCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCC
CAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCACGGC
ATGGACGAGCTGTACAAGTAA

Chiu et al., (1996).
*Secuencia nucleotidicas de unién a los partidores sgfp forward y reverse.

Asimismo, mediante PCR-dUplex se determind la correspondencia genotipica de los
aislados mutantes clasificandolos como transposa, vacuma, boty o flipper de acuerdo a la
presencia o ausencia de los fragmentos transponibles (Mufioz et al.,1999; Esterio et al.,
2011). Para este analisis se emplearon los partidores LTR98 y LTR728 que amplifican para
el transposon boty (648 pb), mientras que para flipper (1250 pb) se utilizaron los partidores
F14 y F304 (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Secuencia nucleotidica de los partidores que se utilizaron en las reacciones de
PCR-duplex para la deteccion de los genotipos de Botrytis cinerea.

Partidor | Secuencia nucleotidica
F 14° GCA CAA AAC CTA CAG AAG A
F 304% ATTCGTTTCTTG GACTGT A
LTR98” | AGC CTG TAG AAT CAC CAA CG
LTR 728° | CGG TAT TTC TGG TTG GCA

a (Levis etal., 1997).

b (Diolez et al., 1995).

Ambas pruebas moleculares culminan con deteccién del producto de PCR y PCR duplex
mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1,5% , con tincion Gel Red marca Biotium
utilizandose como carga 30 ul de producto de PCR por aislado adicionando 1 pl de tampdn
de carga 6x por cada 5 ul de producto de PCR. Posteriormente, la visualizacion de la
electroforesis se realizé empleando el transiluminador de luz UV marca Vilber Lournat.

Caracterizacion morfoldgica de los aislados

Para la observacion y posterior caracterizacién de los aislados respecto de su aspecto
miceliar y esclerocial, nivel de esporulacién, capacidad formadora de esclerocios se utilizd
la informacion referencial descrita por Martinez et al. (2003) y modificada por Esterio
(2005) (Cuadro 5). Los aislados en repeticion de tres, fueron dispuestos en placas de Petri
de 90x15mm conteniendo medio AM (Agar Malta) en régimen de oscuridad continua a una
temperatura de 20+ 2°C por un periodo méaximo de 20 dias.

El aspecto miceliar, esporulacion y capacidad formadora de esclerocios fueron evaluados al
dia 10, 15y 20 post-siembra.

Mediante el empleo del software estadistico Minitab Release 12.1, y la prueba estadistica
Chi-cuadrado (y?) se desarrollaron comparaciones entre los aislados WT y mutantes con
respecto a las variaciones morfoldgicas y los efectos generados tras la transformacion
genética.
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Cuadro 5: Cuadro de criterios empleados para la caracterizacion morfologica de los
aislados transformados.

Para_metros 2 | Escala de evaluacion (niveles)
analizar
Miceliar (M) | M-I M-11 M-111 M-IV
Micelio corto  Micelio suelto  Crecimiento en Micelio grueso vy
masa lanudo
Esclerocial S-1 S-11 S-111 S-1v
(S) Esclerocios Esclerocios Esclerocios Esclerocios
formados en grandes grandes NUMErosos y
borde de dispuestos distribuidos pequefnios
placa Petri radialmente en irregularmente  desuniformemente
placa Petri en placa Petri distribuidos
Nivel de | €-0 €-1 €-2 €-3
Esporulacion | Ausencia de Esporulacion  Esporulacion Esporulacion profusa
© esporulacion  escasa (1- débil (10%<€- abundante (>50%)
(0%) 10%) 2<50%)
Capacidad Cfe-0 Cfe-1 Cfe-2 Cfe-3
formadora de | Ausencia de Escasa Moderada Alta produccion de
Esclerocios esclerocios produccion de produccion de esclerocios>30/placa
(Cfe) esclerocios (1- esclerocios (15- Petri
15/placa Petri) 30/placa Petri)

Virulencia en bayas de vid cv. Thompson Seedless.

(Esterio, 2005).

Para evaluar la capacidad patogénica de cada uno de los aislados de B. cinerea
transformados y sus correspondientes WT (n=54) se llevo a cabo una prueba de virulencia
in vivo sobre bayas de vid cv. Thompson Seedless, con 16,5° Brix promedio, medidos
mediante un refractdbmetro portatil. La uva provenia de parrales sin tratamientos de
fungicidas y destinada para el mercado de fruta parcialmente deshidratada.

Para el montaje del ensayo se requirié la preparacién de camaras hiumedas considerando
dos condiciones (bayas con herida y sin herida) y un total de 12 submuestras (bayas) y 3
repeticiones (camara himeda) y 45 aislados transformados méas 9 WT y un control
inoculado con agua destilada estéril (n=55) se requirio de un total de 4000 bayas de uva las
que fueron desinfectadas con hipoclorito de sodio (NaClO) al 10% de la solucion comercial
por 2 minutos y luego enjuagadas 3 veces con agua destilada estéril. Bajo la accién de
mecheros Bunsen se secaron sobre papel absorbente estéril.
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La herida en cada una de las bayas de esa condicion, se realizo con la punta estéril de una
pipeta Pasteur a profundidad constante. Sobre la baya se dispuso una pequeiia gota de 10 pl
de la suspension conidial previamente determinada mediante hemacitometro, y ajustada a
200.000 conidias/ml.

Al cabo de 72 horas desde el momento de la inoculacion a temperatura mas o menos
constante de 20£2°C, se medio el didmetro de la lesion tisular necrotica.

Los mediciones obtenidas como resultado de la virulencia fueron analizadas mediante un
andlisis de varianza one-way Yy posterior comparacion multiple mediante el test de Dunnett.

Pruebas de sensibilidad a fungicidas.

Se realizaron pruebas de sensibilidad a fungicidas considerando el total de aislados (n=54).
Todas las pruebas contemplaron el uso del programa estadistico Minitab 12.1 Release, para
el calculo de la concentracion media efectiva (CEsg) mediante el analisis de la inhibicion en
el crecimiento miceliar (medido en mm) y comparados con su correspondiente testigo (sin
fungicida). Se emplearon anélisis  estadisticos de Confiabilidad/Sobrevivencia y
posteriormente el test Probit. Se realiz6 un promedio de mediciones empleando tres
repeticiones para cada una de las concentraciones.

En el caso de fenhexamid (TELDOR® 50WP), perteneciente al grupo de las hidroxianilidas
el nivel de sensibilidad se determin6 en el medio de cultivo sintético Sisler (medio YSS)
descrito por Leroux et al. (1999), suplementado con el fungicida a concentraciones
crecientes (0; 0,03; 0,1; 0,3; 1; 3; 10 pg/ml).

En iprodione (ROVRAL® 4Flo 480g/L SC), perteneciente al grupo de las dicarboximidas la
prueba de inhibicién de crecimiento miceliar se realiz6 en medio APD (Agar-Papa-
Dextrosa) segun la metodologia propuesta por Leroux y Gredt (1981), suplementado con el
fungicida a concentraciones crecientes, segun lo descrito por Ma et al. (2007) (0; 0,156;
0,3125; 0,625; 1,25; 2,5; 5 pg/ml).

En ambas pruebas de inhibicién del crecimiento miceliar se utilizaron discos del medio de
cultivo sisler o PDA, segun el fungicida a tratar, con micelio en activo crecimiento (3 dias)
de los distintos aislados en estudio.

De manera especial, el aislado WT con fenotipo multidroga (WT 1E) y sus
correspondientes mutantes (1E00, 1E01, 1E02, 1E03 y 1E04) fueron testeados mediante la
prueba de resistencia a multidroga. Se realizaron 3 repeticiones para cada una de las
concentraciones establecidas.
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Los fungicidas empleados fueron: pyrimethanil (Scala® 408g/L), iprodione (Rovral® 4Flo
480 g/L), fludioxonil (Scholar® 230 SC), fenhexamid (Teldor® 50 WP) vy tolnaftato,
antimicético del grupo de los tiocarbamatos que actta inhibiendo la ruta del ergosterol
(Ryder et al., 1986) (Cuadro 6). Las concentraciones empleadas corresponden, en la
mayoria de los casos, al valor inhibitorio medio o punto de corte para el fungicida.

Cuadro 6: Ensayo de resistencia multidroga: Ingredientes activos, Concentraciones,
medios de cultivo y fenotipos que caracterizan los aislados tipo multidroga.

. ., Medio
Ingrediente | Concentracion ™ \\bps MDRI MDR2a MDR2b  MDR3
Activo (ng/ml) Culti
ultivo
iprodione 2,5 AA! - +/- +/- +/- +-
fludioxonil 1 AA! - + - - +
pyrimethanil 1 PG? - +- +- +/- +-
0,4 PG? - - + + +
fenhexamid 4 PG? - - + - +
10 PG? - - + . +
tolnaftato 10 PG* - + + + +

(+) Conidias germinadas; (-) Conidias no germinadas

(1)AA: Agar-agua (1,5% Agar)
(2) PG: Glucosa-Fosfato (Glucosa 1%; 0,2% KH,POy; 0,2% K;HPO4; 1,5% Agar).

De acuerdo a la metodologia descrita por Chapeland et al. (1999) se evalu6 la germinacion
de las conidias de B. cinerea in vitro. Para ello se realizé una suspensién conidial de cada
uno de los aislados esta fue filtrada mediante el uso de gasa estéril.

La suspension conidial filtrada fue inoculada en cada una de las placas de la prueba a un
volumen de 200 ul y distribuidos por toda la superficie del medio. La visualizacion de la
germinacion conidial se realiz6 24 horas posterior a la inoculacion.

El fenotipo se determind mediante la observacion microscépica del tubo germinativo. Se
considerd como una conidia germinada cuando el tamafio del tubo germinativo fue mayor a
3 veces el tamafo longitudinal de la conidia (Leroux y Gredt, 1981). Los tubos
germinativos desarrollados y la forma de ellos permiten la categorizacion del aislado.
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RESULTADOS

Optimizacion del protocolo de transformacion de B. cinerea mediado por R.
radiobacter.

Los protocolos descritos por De Groot et al. (1998); Rolland et al. (2003), Michielse et al.
(2008) y Rajaguru (2008), para la transformacion genética mediada por R. radiobacter,
para las condiciones particulares de este experimento, fueron considerados para obtener el
protocolo optimizado empleado en el presente estudio.

1. Material bioldgico inicial: La gran ventaja de emplear R. radiobacter frente otras

técnicas de transformacion es la posibilidad de comenzar el proceso con distintas
estructuras que pueden ser transformadas con ella, ya sea, conidias, micelio,
protoplastos, cuerpos fructiferos, etc. El empleo de protoplastos reniega la
capacidad innata de la bacteria para introducir material genético foraneo sin la
necesidad de heridas o degradaciones en la pared fungica, por ello es un proceso
innecesario que incrementa los costos en reactivos, la laboriosidad y la dificultad
del protocolo. Por otro lado, el uso de micelio incubado en medio liquido (Rajaguru,
2008) incrementa las posibilidades de contaminacion con otros hongos o bacterias y
su manipulacion es un poco méas compleja. De esta forma, el uso de una suspension
conidial resultd ser la més eficiente y sencilla forma de material inicial empleada.

Seleccién de los hongos transformados: El uso de celofan (Rolland et al., 2003),
filtro de nitrocelulosa, y el papel filtro para trasladar los aislados fungicos
transformados desde el medio de co-cultivo al selectivo fueron ineficientes. Todos
estos materiales implican costos adicionales, mayor laboriosidad, y menor eficiencia
de transformacion con respecto al simple método de agregar sobre el co-cultivo una
delgada capa de medio de cultivo suplementada con los antibiéticos adecuados para
la seleccion del hongo (higromicina) y para la eliminacion de la bacteria
(cefatoxima) a las concentraciones descritas para cada protocolo.

Por ello, se concluy6 que el disefio de una nueva metodologia basada en los antecedentes
presentes fue fundamental para optimizar la obtencion de mutantes, en funcién de la
combinacion bacteria-plasmido (GV3101:pCAMgfp), y también de los aspectos practicos
del método (Fig. 3).

Las principales modificaciones que generaron cambios positivos en la eficiencia de
transformacion fueron:

Suspensién conidial de B. cinerea en Medio de Induccion Liquido: Esto se debe a
que de esta manera no se diluye la concentracion de sales y AS requeridas para la
activacion de la virulencia de la bacteria.
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e Mantenimiento de la suspension conidial de B. cinerea en camara de incubacion por
al menos 3 horas a 20°C (Latorre, 2002): Esto permite una mayor susceptibilidad
del hongo frente al proceso infectivo de la bacteria, pues luego de ese lapso se
comienza a activar la germinacion conidial facilitando la entrada y adherencia de la
bacteria al tubo germinativo recién expuesto, o bien al interior de la conidia tras la
ruptura de la pared conidial.

e Medio de seleccion con una menor concentracion del antibiotico de seleccion:
Segin Rolland (2003) o Hamada y Malfatti (1997) se debiese emplear una
concentracion entre 70 y 100 pg/ml de Higromicina, respectivamente, para
seleccionar los aislados transformados. Sin embargo, de acuerdo a resultados
experimentales previos, se demostrd que con valores de 40 pg/ml se lograba un
efecto inhibitorio de las colonias no transformadas y evitaba la muerte por estrés de
aquellas colonias recién transformadas. Adicionalmente, se planted un sistema de
seleccion con concentraciones crecientes de higromicina hasta llegar a los valores
descritos por Hamada y Malfatti (1997), de 100 pg/ml de Higromicina.

R. radiobacter [Siembra de B. cinerea

GV3101/pCAMgfp en AML
Crecimiento Suspensidn conidial
en MI+AS en MI (1076 con/ml)

Co-cultivo + AS (3 d-20°C)
A

[ Seleccion transformantes AML+Cef (200 uM)+ Hyg (40 uM) ]

Fig. 3: Esquema que presenta los procesos claves en la metodologia de transformacion
genética de Botrytis cinerea mediada por Rhizobium radiobacter (AS: Acetosiiringona;
Cef: Cefatoxima; MI: Medio de Induccién; AML: Agar Malta Levadura).
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Determinacién de la concentracion minima inhibitoria de Higromicina para la
seleccidn de los aislados transformados de B. cinerea.

Se determind que a concentraciones superiores a 30 pg/ml de higromicina es posible lograr
la seleccidn necesaria para los hongos transformados ya que del total de aislados analizados
ninguno logro crecer y desarrollarse a esa concentracion. A 10 pg/ml se presentd cierto
crecimiento miceliar en 3 cepas del total de aislados analizados (n=50) . Sin embargo, para
todos los estudios posteriores se consider6 como minimo 40 pug/ml (Fig. 4) para seleccionar
los primeras colonias transformadas obtenidas, para luego, incrementar la concentracion
hasta valores de 100 pug/ml y asi asegurar la capacidad de resistencia frente al antibiotico.

TESTIGO 10 pl 20 l 30l

Fig. 4: Prueba de inhibicion del crecimiento mediado por higromicina. Concentraciones
crecientes del antibiotico y su efecto sobre el crecimiento de Botrytis cinerea del tipo WT.

Test de estabilidad mitotica

El total de aislados transformados analizados mantuvo las caracteristicas de fluorescencia y
resistencia a higromicina al término de 7 generaciones bajo un medio sin presion de
seleccion y luego ser transferidos a una placa con 100 pg/ml del antibiético higromicina.

El comportamiento obtenido sefiala una alta estabilidad de la transformacién y la capacidad
de heredar la caracteristica de manera altamente conservada. Por lo que se asume la
permanencia de la fluorescencia ain cuando no est4 bajo medios con antibioticos.
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Visualizacion de los hongos mutantes mediante microscopia de epifluorescencia 'y
confocal para verificar la expresion de la proteina.

La totalidad de los mutantes expresaron constitutivamente la proteina verde fluorescente en
todas las estructuras fungicas. Conidias, hifas, conidioforos expresaron fuertemente la
fluorescencia verde.

Las muestras microscopicas de los hongos WT visualizados en el microscopio confocal
(Fig. 7) o de epifluorescencia (Fig. 8) empleando la misma longitud de onda que excitan
luminicamente los hongos transformados no logran generar una imagen que permita la
discriminacion de la morfologia del hongo. En este sentido, el registro fotografico es
completamente oscuro, demostrando la enorme diferencia entre un WT y un hongo
transformado bajo la excitacién de la GFP.

[T

=

Fig. 7: Micelio de B. cinerea transformado. Se observa el micelio tabicado y la presencia de
conidias. Observacion en microscopio confocal, campo claro (izq.) y fluorescencia (der.)
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Fig. 8: Conididforos, conidias y micelio. Observacidn en microscopio epifluorescente.

Visualizacion del producto de PCR para la deteccion del gen de la proteina
fluorescente verde (sgfp) en los aislados transformados.

El total de los aislados mutantes analizados (n=45) presentaron la secuencia
correspondiente al gen de la fluorescencia verde (sgfp) amplificada mediante el uso de los
partidores sgfp forward y sgfp reverse. (Fig. 9). La visualizacion del producto de PCR en
gel de agarosa permitio la identificacion del amplicon esperado de ~543 pb en los carriles
correspondientes del 1-45 (Figura 9).

Ninguno de los aislados WT en su producto de PCR gener6 una banda en el gel de agarosa
para los partidores descritos (carriles 46-54, Fig. 9), lo que corrobora la especificidad y la
inexistencia de alguna regién genémica similar en los hongos no transformados.

El control positivo (carril C*, Fig. 9) empleado corresponde al plasmido pCAMgfp clonado
en E. coli, cuyo producto de PCR gener6 un amplicon de similar tamafio al resto de los
mutantes (~543 pb).

El control negativo evaluado, cepa B05.10 de Botrytis cinerea no generd banda alguna en la
reaccion con los partidores antes descritos (carril C°, Fig. 9).
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Fig. 9: Visualizacion del producto de PCR para los partidores especificos para sgfp.

L (Ladder): 1000 pb

1-5: Resistentes a fenhexamid: 21FR3+00; 21FR3+01; 21FR3+02; 21FR3+03 y 21FR3+04.
6-10: Resistentes a fenhexamid: ANP2C00; ANP2C01; ANP2C02; ANP2C03 y ANP2CO04.
11-15: Resistentes a fenhexamid: A2R3+00; A2R3+01; A2R3+02; A2R3+03 y A2R3+04.
16-20: Sensibles a fenhexamid: 47C00; 47C01; 47C02; 47C03 y 47C04.

21-25: Resistente multidrogas tipo MDR1: 1E00; 1E01; 1E02; 1E03 y 1E04.

26-30: Resistente a iprodione: SP8D00; SP8D01; SP8D02; SP8D03 y SP8D04.

31-35: Resistente a iprodione: 33AR00; 33AR01; 33AR02; 33AR03 y 33AR04.

36-40: Sensible a iprodione: 67S00; 67S01; 67502; 67S03 y 67S04.

41-45: Sensible a iprodione: 53S00; 53S01; 53502; 53S03 y 53S04.

46-54: WT: 21FR3+; ANP2C; A2R3+; 47C; 1E; SP8D; 33AR; 67S y 53S.

C+: Control Positivo, Plasmido pCAMgfp.

C-:Control Negativo, Botrytis cinerea B05.10. (Sin el gen sgfp)
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Visualizacion del producto de PCR para la deteccion de los transposones boty y
flipper.

Al visualizar los productos de PCR-dUplex para los partidores que permiten amplificar
parcialmente fragmentos de los transposones boty y flipper, se logré identificar al genotipo
transposa en la totalidad de los aislados analizados (n=54) (Figura 10). Estos corresponden
a aquellos que presentan ambos amplicones en la reaccion lo que genera una banda superior
correspondiente al transposon flipper (1250 pb) y otra més pequefia, correspondiente al
transposon boty que se ubica mas abajo en el mismo carril del gel de agarosa, con un peso
de 648 pb (Fig.10).

Esto se condice con estudios anteriores, que indican la alta frecuencia de las poblaciones
genéticas de B. cinerea correspondientes al tipo transposa (presencia de ambos
transposones) en aislados recuperados de uva de mesa. Incluso se ha correlacionado la
presencia 0 ausencia de los transposones con su adaptabilidad frente a los distintos estadios
fenoldgicos de los cultivos asociados (Esterio et al., 2011).
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Fig. 10: Visualizacion del producto de PCR-duplex para la deteccidén de los fragmentos
transponibles boty y flipper, mediante partidores especificos.

L (Ladder): 100 pb

1-6: 1E; 1EQO; 1E01; 1E02; 1E03 y 1E04

7-12: ANP2C; ANP2C00; ANP2CO01; ANP2C02; ANP2C03 y ANP2CO04.
13-18: A2R3+; A2R3+00; A2R3+01; A2R3+02; A2R3+03 y A2R3+04.
19-24: 47C; 47C00; 47C01; 47C02; 47C03 y 47C04.

25-30: 21FR3+; 21FR3+00; 21FR3+01; 21FR3+02; 21FR3+03 y 21FR3+04.
31-36: SP8D; SP8D00; SP8D01; SP8D02; SP8D03 y SPED04.

37-42: 33AR; 33AR00; 33AR01; 33AR02; 33AR03 y 33AR04.

43-48: 67S; 67S00; 67S01; 67S02; 67S03 y 67S04.

49-54: 53S; 53S00; 53S01; 53S02; 53S03 y 53S04.
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Caracterizacion morfoldgica de los aislados WT y mutantes.

Mediante el uso de la tabla de caracterizacion morfologica descrita por Martinez (2003) y
modificada por Esterio (2005) se pudo determinar diferencias en las morfologias
expresadas por los hongos transformados de los WT. Asi se pudo identificar la presencia de
morfologias miceliares o esclerociales (Fig. 11) segn los parametros descritos por los
investigadores.

Fig. 11: Tipos miceliares 1.- Micelio Corto (M-1) con Esporulacion escasa (€-1); 2.-
Micelio suelto (M-I1) con Esporulacion profusa (€-3); 3.- Crecimiento en masa (M-111) con
Esporulacion débil (€-2 ). Tipos Esclerociales: 4.- Esclerocios formados en borde de placa
Petri (S-1) con Escasa produccién de esclerocios (Cfe-1), 5.- Esclerocios grandes dispuestos
radialmente en placa Petri (SIl) con una moderada produccion de esclerocios (Cfe-2); 6.-
Esclerocios numerosos y pequefios desuniformemente distribuidos (S-1V) con Alta
produccion de esclerocios (Cfe-3).
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Tanto en los aislados WT como en los mutantes existe una predominancia del tipo miceliar
por sobre el esclerocial, sin expresar diferencias estadisticamente significativas entre los
aislados WT y los mutantes, de acuerdo a la prueba ¥ (p>0,05; p=0,443). Los valores
obtenidos en la categoria miceliar corresponden a 70,37% y 77, 16% para los aislados WT
y mutantes, respectivamente. Los aislados categorizados como del tipo esclerociales tienen
un 29,62% y 22,83% para los WT y mutantes, respectivamente (Fig. 12).

Proporcion de aislados del tipo miceliar o esclerocial
. segun corresponda a WT o mutante
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Fig. 12: Proporcion de aislados del tipo miceliar o esclerocial en la condicion WT o
mutante.

En los aislados WT categorizados como del tipo miceliar se presentd un 100% de los
aislados de la clase miceliar M-Il mientras que en los mutantes, si bien predomina la
misma clase (M-II), también se presentan aungue en una baja frecuencia las clases
miceliares M-1y M-111 (2,4% y 6,4%; respectivamente).
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En relacion al nivel de esporulacion, tanto los aislados WT como los mutantes presentaron
altos porcentajes de frecuencia en la categoria €-1 (78,9% Yy 81,6%; respectivamente) asi
como en la categoria €-2 (21,1% y 14,4%; respectivamente), en estos Ultimos no existieron
diferencias estadisticamente significativa (p>0,05; p=0,502). En los mutantes nuevamente
surge un grupo de aislados con otra categorizacion (€-0) con un porcentaje de prevalencia
del 4%. (Fig. 13).

Comparacion WT y mutantes segun criterios de
clasificacion morfoldgica y categorias
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Fig. 13: Comparacion WT y mutantes segun criterios de clasificaciébn morfologica y
categorias. € (0-3): Nivel de Esporulacion; M (I-1V): Miceliar.
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Al evaluar los aislados segun la categoria morfolégica esclerocial se muestra un alto
porcentaje de aislados pertenecientes al tipo S-1, correspondiendo al 100% en los aislados
WT y de un 82,8% en los aislados mutantes. En los aislados mutantes se presenta una
nueva categoria (S-1V) que representa el 16,2% del total de los aislados categorizados
como esclerociales. En cuanto a la capacidad formadora de esclerocios existe prevalencia
del tipo Cfe-0 con un 100% para los aislados WT y de un 82,8% para los mutantes. En los
aislados mutantes un 16,2% de los aislados categorizados como esclerociales presentaron
una capacidad formadora de esclerocios categorizadas como Cfe-2 (Fig. 14).

Comparacion WT y mutantes segun criterios de
clasificacion morfologicas y categorias
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Fig. 14: Comparacion WT y mutantes segin criterios de clasificacion morfoldgicas y
categorias. Cfe (0-3): Capacidad formadora de esclerocios; S (I-1V): Esclerocial.
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Grado de virulencia de los aislados mediante pruebas in vivo realizadas en bayas de
vid cv. Thompson Seedless.

Las pruebas de patogenicidad realizadas in vivo en la condicion de inoculacion con herida
se caracterizaron por cambios de coloracion en el epi y mesocarpo de la baya debido a la
accion de las enzimas del hongo transcurridas las primeras horas. Posteriormente, se
observa pérdida de continuidad en el epicarpio y liberacién del contenido acuoso celular de
la baya. Finalmente, el micelio de coloracion blanca se hace evidente y luego de 72 hrs.
presenta esporulacion y se torna de color gris (Pudricion Gris) (Fig. 15).

Se corrobor6 la presencia de al menos un aislado transformado por WT que se comporto
con el mismo grado de virulencia que su WT correspondiente. Solo el aislado WT SP8D
(Ip+: Resistente a iprodione) no tuvo mutantes que mantuvieran niveles similares de
agresividad, siendo en este caso, todos los aislados transformados de mayor virulencia
promedio que el WT (Fig. 16).

La condicidn sin herida present6 valores erraticos afectando el analisis. Se descartaron los
datos por no representar correctamente lo evidenciado.

En los aislados sensibles a las dos moléculas fungicidas analizadas (fenhexamid e
iprodione), la familia de aislados mutantes originada a partir del aislado 47C, fue la que
indujo el menor tamafio promedio de lesion en las bayas de vid (13,04 mm). Mientras que
la familia de aislados pertenecientes al resistente a iprodione (33AR), mostro los valores
mas altos de de lesion (23,301 mm) (Fig. 16).

Fig. 15: (1-5) Secuencia temporal de avance de la lesion en bayas de vid var. Thompson
seedless producto del atague de B. cinerea desde inicio de macula parda hasta desarrollo de
micelio visible.
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BT02| 16,111 20,194 18,139 13,056 19,667 18,389 23,917 22,528 20,111
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Fig. 16: Diametro promedio de lesion (mm) generada por los distintos aislados evaluados agrupados por grupo de
transformacion. *La primera barra del grupo representa al WT (en rojo) y las cinco barras siguientes hacia la derecha
corresponden a los mutantes de dicho WT (00; 01; 02; 03; 04). Los mutantes con barra roja son estadisticamente iguales, en
cuanto a promedio de lesion, con su WT (p>0,05).
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Los aislados 21FR3+03 y 21FR3+04, se comportaron estadisticamente idénticos al
compararlos con su aislado original WT. Los aislados 21FR3+00 y 21FR3+02, presentaron
valores de avance de la lesion mayores que su WT. Por otro lado, el aislado 21FR3+01
presentd un promedio de diametro de lesion en bayas de vid inferiores que en cualquier
otro aislado con un valor promedio de 8,19 mm (Fig.17).
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Fig. 17: Diametros promedio de lesion familia WT 21FR3+ y sus 5 mutantes (T0O0, T01,
T02, TO3 y TO4). Letras distintas indican la existencia de diferencias significativas (p <
0,05). La barra roja representa al WT, mientras que las azules corresponden a los mutantes
obtenidos a partir de ése WT.
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En los aislados ANP2C se presentaron leves variaciones en los promedios de lesion. Sin
embargo, los aislados ANP2C02 y ANP2CO04, presentaron valores promedio de lesion
levemente superiores al WT, con diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

(Fig. 18).
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Fig. 18: Didmetros promedio de lesion familia WT ANP2C y sus 5 mutantes (T00, TO1,
T02, TO3 y TO4). Letras distintas indican la existencia de diferencias significativas (p <
0,05). La barra roja representa al WT, mientras que las azules corresponden a los mutantes
obtenidos a partir de ése WT.
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Se evidencia una fuerte disminucion en la capacidad de virulencia (hipovirulencia) del
aislado A2R3+01, lo que sugiere una alteracion en la codificacion o expresion de los genes
de virulencia. Este tipo de aislados son buscados intensamente mediante técnicas de
mutagénesis al azar, en los programas genéticos para la identificacion de genes asociados a
virulencia. (Fig. 19).
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Fig. 19: Diametros promedio de lesion familia WT A2R3+ y sus 5 mutantes (T00, TO1,
T02, TO3 y TO4). Letras distintas indican la existencia de diferencias significativas (p <

0,05). La barra roja representa al WT, mientras que las azules corresponden a los mutantes
obtenidos a partir de ése WT
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Casi la totalidad de los aislados mostraron hipovirulencia. El aislado 47C01 presentd un
promedio levemente superior de diametro de lesion con respecto a su WT, pero similar
estadisticamente con éste (Fig. 20).
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Fig. 20: Didmetros promedio de lesion familia WT 47C y sus 5 mutantes (T00, TO1, T02,
TO3 y TO4). Letras distintas indican la existencia de diferencias significativas (p < 0,05). La
barra roja representa al WT, mientras que las azules corresponden a los mutantes obtenidos
a partir de ése WT.
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Si bien no se presentaron grandes diferencias numéricas en el diametro de la lesion de los
aislados de este grupo, las herramientas estadisticas permiten la deteccion de dos mutantes
estadisticamente distintos, mostrando una hipovirulencia respecto su WT (1E00 y 1E04)
(Fig. 21).
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Fig. 21: Didmetros promedio de lesion familia WT 1E y sus 5 mutantes (T00, TO1, T02,
TO3 y T04). Letras distintas indican la existencia de diferencias significativas (p < 0,05). La
barra roja representa al WT, mientras que las azules corresponden a los mutantes obtenidos
a partir de ése WT.
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El WT de este grupo presentd valores inferiores a todos los mutantes obtenidos de su
transformacion. A pesar de los resultados los promedios de los mutantes se encuentran
dentro del rango del resto de los aislados analizados, es el tipo WT el que tiene el valor
promedio mas bajo (Fig. 22). Existen diferencias estadisticamente significativas de los
mutantes respecto al WT (p>0,05).
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Fig. 22: Didmetros promedio de lesion familia WT 1E y sus 5 mutantes (T00, T01, T02,
TO3y TO4). Letras distintas indican la existencia de diferencias significativas (p < 0,05). La
barra roja representa al WT, mientras que las azules corresponden a los mutantes obtenidos
a partir de ése WT.a
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Este es el grupo de aislados con valores mas altos de diametro de lesion. Con promedios
superiores a 22 mm en 48 hrs y representa a los aislados mas agresivos. Los valores
numéricos son bastantes similares, sin embargo, el aislado 33AR04 estadisticamente es
inferior a su WT (Fig. 23).
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Fig. 23: Didmetros promedio de lesion familia WT 33AR y sus 5 mutantes (T00, T01, T02,
TO3 y TO4). Letras distintas indican la existencia de diferencias significativas (p < 0,05). La
barra roja representa al WT, mientras que las azules corresponden a los mutantes obtenidos
a partir de ése WT.
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Este aislado presenta valores muy similares entre los mutantes y su WT. Sin embargo, los
aislados 67S00 y 67S01 presentan valores inferiores con diferencias significativas respecto
asuWT.
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Fig. 24: Diametros promedio de lesion familia WT 67S y sus 5 mutantes (T00, TO1, T02,
TO3 y TO4). Letras distintas indican la existencia de diferencias significativas (p < 0,05). La
barra roja representa al WT, mientras que las azules corresponden a los mutantes obtenidos
a partir de ése WT.
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El aislado 53S01 es el aislado con menor diametro promedio de lesion de todos los aislados
analizados. Por otro lado, el aislado 53S02 superd los valores promedio de lesién de su WT.
Ambos (hipo e hipervirulencia), son estadisticamente distintos con respecto a su WT (Fig.
25).
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Fig. 25: Diametros promedio de lesion familia WT 53S y sus 5 mutantes (T00, T01, T02,
TO3 y TO4). Letras distintas indican la existencia de diferencias significativas (p < 0,05). La
barra roja representa al WT, mientras que las azules corresponden a los mutantes obtenidos
a partir de ése WT.
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Pruebas de sensibilidad a fungicidas.

Las pruebas de sensibilidad a fungicidas por inhibicion del crecimiento miceliar para las
moléculas fenhexamid e iprodione, dieron como resultado la mantencién, por parte de los
aislados mutantes, de las caracteristicas de resistencia o sensibilidad a las moléculas, segun
correspondiera con el aislado original o WT. La insercién de los genes sgfp y hph debido a
la transformacion genética, tienen una menor probabilidad de establecerse en medio de una
secuencia especifica unica que altere el comportamiento fenotipico del aislado frente al
fungicida. En cambio, los aislados de fenotipo multidroga se caracterizan por presentar
mutaciones que afectan familias de genes que codifican para proteinas de membrana que
detoxifican internamente la célula flngica mediante la expulsion de las moléculas,
independiente el modo o sitio de accidn o sitio de accién de ésta.

Todos los aislados con resistencia multidroga presentaron diferencias en los parametros
analizados en relacion a sus respectivos WT. EI WT aislado multidrogas(1E) tiene
sensibilidad a fenhexamid y resistencia a iprodione. Sin embargo, los aislados 1E01, 02 y
04 fueron resistentes a fenhexamid. En iprodione, 1E00, 02 o 03 se tornaron sensibles a la
molécula (Cuadro 7).

Sin embargo, y a pesar de estas variaciones, los aislados del tipo multidroga al ser
analizados mediante la observacion y caracterizacion de la elongacion del tubo germinativo
frente a diversas concentraciones y distintas moléculas fungicidas (test multidroga) se
determiné la no existencia de diferencias entre la condicion multidroga presentada antes y
después del proceso de transformacion (Cuadro 8).

Cuadro 7: Valores promedio de CEso (ug/ml) de los aislados con fenotipo multidroga.

Aislados Valor  Categorizacion/Fenotipo ~ Valor  Categorizacion/Fenotipo
CE50 CESO
(Hg/ml) (Hg/ml)
1IEWT 0,09791 Sensible 1,0034 Resistente
1E 00 0,08961 Sensible 0,4833 Sensible
1E 01 0,1747 Resistente 1,5545 Resistente
1E 02 0,1125 Resistente 0,6796 Sensible
1E 03 0,08337 Sensible 0,9761 Sensible
1E 04 0,1934 Resistente 1,2573 Resistente
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Cuadro 8: Resultados prueba de multidroga aislados familia 1E.

1EWT 1E 00 1E01 1E 02 1E 03 1

Testigo AA + + + +
fludioxonil
iprodione - -
Testigo PG

pyrimethanil
fenhexamid - - - - - -
0,4 (ug/ml)
fenhexamid - - - - - -

4 (Lg/ml)
fenhexamid - - - - - -

10 (pg/ml)
tolnaftato + + + + + +

';/?B‘g'po MDR1 MDRL MDR1 MDRL  MDRL  MDR1

+ +
+
+ + + +
+
+
+ + + + +|M

+
+ +
1
+ +
+ +

(+): Conidias germinadas

(-): Conidias no germinadas

Testigo AA: Medio Agar-Agua sin fungicida
Testigo PG: Medio Glucosa-Fosfato sin fungicida

Los aislados 67S01, 67502, A2R3+00 y A2R3+01 se comportaron como resistentes a
iprodione, mientras que su WT, es sensible.

Por otro lado, los aislados 21FR3+01, 21FR3+03 se comportaron sensibles a fenhexamid
siendo su WT resistente y, por el contrario, los aislados 47C00, 47C03 y 47C04 se
comportaron resistentes siendo su WT sensible.

De acuerdo a la prueba estadistica x* no existen diferencias estadisticas entre ambas
moléculas en cuanto al cambio en la categoria de sensibilidad (p>0,05; p=0,192).

Un alto porcentaje, en ambas moléculas se mantuvo sin variaciones con respecto a su
categoria original de sensibilidad del WT. (85,2% y 87% sin modificaciones en las
moléculas Fenhexamid e Iprodione, respectivamente).

En fenhexamid se presenta un porcentaje mayor de aislados que pasan de sensibles a
resistentes a la molécula (11,1%), mientras que en iprodione este porcentaje es mucho
menor (3,7%).

So6lo un 9,3% de los aislados pasaron de una condicion inicial de resistencia a iprodione a
mayor sensibilidad (Fig. 26).
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Variacion de categoria de sensibilidad a moléculas
fungicidas de aislados WT y mutantes
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Fig. 26: Variacion de categoria de sensibilidad a los fungicidas fenhexamid e iprodione,
entre los aislados WT y los mutantes.

Finalmente, la concentracion de todos los resultados obtenidos en las pruebas de evaluacion
WT-mutantes se detallan en el cuadro 9.

En el Cuadro 9 se destacan a color aquellos aislados que, considerando todos los
antecedentes comparativos entre los aislados transformados y sus correspondientes WT ,
no mostraron diferencias significativas en los aspectos fenotipicos y genéticos evaluados lo
que permite considerarlos en futuros estudios epidemiolédgicos. Estos corresponden a los
resistentes a iprodione (33AR00. 33AR01, 33AR02, 33AR03) y sensibles a la esta
molécula (67S03 y 67S04). Por otro lado, el resistente a fenhexamid, aislado ANP2CO00 y el
sensible a esta molécula 47C01, no variaron respecto a su WT en ninguno de los criterios
evaluados.



Cuadro 9: Resumen de los resultados obtenidos en cada uno de los Variaciones respecto de su WT en los aspectos:
criterios comparativos entre WT y mutantes Fenotipicos
Morfologicos Categoria sensibilidad
a fungicida
Aislado GFP*  hph* sgfp*  Estabilidad Genotipo* M* E* NE* CFE* Fenh* Ipro.* MDR* Virulencia*
Mutante mitotica™

33AR04 + + + + transposa - - - - - - +
SP8D00 + + + + transposa - - - - - +
SP8D01 + + + + transposa - - + - - - +
SP8D02 + + + + transposa - + + + - - +
SP8DO03 + + + + transposa - + + + - - +
SP8D04 + + + + transposa - - + - - - +
53S00 + + + + transposa - - - - - - +
53501 + + + + transposa - - - - - - +
53502 + + + + transposa - - + - - - +
53503 + + + + transposa - + - + - - -
53504 + + + + transposa - + + - - -
67S00 + + + + transposa - - - - - - +
67501 + + + + transposa - - - - - + +
67502 + + + + transposa - - - - - + -

Cuadro 9: Resumen resultados transformacién genética.

*GFP: Expresion de la proteina verde fluorescente; hph: presencia de resistencia a higromicina; sgfp: presencia del gen de la
proteina GFP en el genoma del hongo; estabilidad mitotica es la mantencion de la fluorescencia y resistencia a higromicina ain
en medio no selectivo; M: tipo miceliar; E: tipo esclerocial; NE: Nivel de esporulacién; CFE: capacidad formadora de
esclerocios; Fenh: Fenhexamid; Ipro: Iprodione; MDR: Resistencia a multidroga.

4%



Cuadro 9 (continuacion): Resumen de los resultados obtenidos en cada
uno de los criterios comparativos entre WT y mutantes

Aislado
Mutante
ANP2C00*
ANP2C01
ANP2C02
ANP2CO03
ANP2C04
A2R3+00
A2R3+01
A2R3+02
A2R3+03
A2R3+04
21FR3+00
21FR3+01
21FR3+02
21FR3+03
21FR3+04
1E 00
1E 01
1E 02
1E 03
1E 04
47C00
47C01*
47C02
47C03
47C04

GFP

+ 4+ +F++++++ A+ +

hph

N S T T T T T T T T T SN o N S

sgfp

+ 4+ +F++++++ A+ +

Estabilidad
mitotica
+

+ + +F+ A+

Genotipo

transposa
transposa
transposa
transposa
transposa
transposa
transposa
transposa
transposa
transposa
transposa
transposa
transposa
transposa
transposa
transposa
transposa
transposa
transposa
transposa
transposa
transposa
transposa
transposa
transposa

Variaciones respecto de su WT en los aspectos:

<

+ + |

Morfolégicos

E

+ + + + + +

+ + 4+ + + |+ +

NE

CFE

+ + + + + +

+ + + + + |+ +

MDR

Fenotipicos
Categoria sensibilidad
a fungicida

Fenh. Ipro.

- +

- +

+ -

+ —

- +

+ —

+ +

- +

+ —

+ —

+ —

+ —

Virulencia

+

+ + L+ +

517
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CONCLUSIONES

La transformacion genética de Botrytis cinerea se puede realizar de manera eficiente con el
uso de la bacteria Rhizobium radiobacter (=Agrobacterium tumefaciens).

Se estandariz6 el protocolo que optimiza el uso de la combinacién cepa bacteriana:
plasmido (GV3101:pCAMgfp) en el proceso de transformacion genética mediada por
Rhizobium radiobacter.

El total de los aislados transformados analizados mantuvo las caracteristicas de
fluorescencia y resistencia a higromicina, por lo que este tipo de transformacion resulta en
una alta estabilidad mitética.

La categorizacion genotipica de los aislados transformados no se mostré afectada por los
procesos de transformacion genética, manteniéndose la correspondencia genotipica inicial
en todos los aislados transformados.

La insercion azarosa de genes de interés en el genoma de Botrytis cinerea genera
alteraciones morfo-fisiolégicas que deben ser consideradas en proximos estudios
epidemioldgicos a desarrollarse con estos aislados.

Dentro de las alteraciones evidenciadas destaca la disminucion en la agresividad de ciertos
aislados (hipovirulencia) que podrian permitir la identificacion de algunos de los genes
involucrados con los mecanismos de virulencia del hongo.

Por otro lado, como resultado de la transformacién genética se obtuvieron aislados que no
variaron respecto de sus WT en ninguno de los parametros evaluados. Estos son una valiosa
herramienta biotecnoldgica para ser utilizados en estudios de epidemiologia de la principal
enfermedad que afecta a la vid..
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