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RESUMEN

Botrytis cinerea produce importantes pérdidas en uva de mesa da. @&ni el control
guimico de este patégeno se utiliza entre otragcutds a boscalid, carboxamida que
actia inhibiendo la enzima succinato deshidrogendsa aislados deBotrytis
recolectados de cultivos sometidos a un uso interdgl fungicida, se ha demostrado la
asociacion entre la pérdida de sensibilidad coracmres en el gesdiB, en donde se
han identificado las mutaciones P225F/L/T y N228bciadas a aislados resistentes y en
mayor frecuencia las mutaciones H272R/Y/L asociadasaislados resistentes y
moderadamente resistentes. Durante las Ultimastedoporadas (2011-2012 y 2012-
2013), en la zona Central de Chile, se ha repoaddaja sensibilidad a boscalid.

El objetivo de la presente investigacion fue deiear la presencia de mutaciones en el
gen sdB en aislados chilenos dg&otrytis cinereade distinto nivel de sensibilidad a
boscalid. Con este proposito, 50 aislados mono@dagifueron caracterizados genética
y fenotipicamente. Para la caracterizacion fengdipe verifico la sensibilidad a boscalid
mediante evaluacion del comportamiento de germimacionidial, determinandose 4
categorias segun valores &CSensible (S) (>0,05-1,37ug.M), Levemente Resistente
(LR) (1,38-7,80ug.mt), Moderadamente Resistente (MR) (7,81-50pg‘nLy
Resistente (R) (>50ug.rif). Aislados R y MR con mutaciones se compararon con
sensibles, segun parametros como: crecimiento ianicetsporulacién, sensibilidad
osmotica, capacidad formadora de esclerocios wevicia.

La deteccion de mutaciones se realiz6 mediantclkida PCR-PIRA (Primer-Introduced
Restriction Enzyme Analyses) y el uso de partidagsecificos H272Y/Rw y H272-
rev, cuyos productos fueron digeridos con las enzidegestriccionEcoR/ y Hhal
respectivamente.

Los aislados d@otrytis cinereamostraron niveles de sensibilidad a boscalid vesab
entre 0,13 pg.mt (S) y 1,116 ug.mL* (R). La utilizacién del PCR-PIRA, permiti6
identificar las mutaciones H272Y/R en el geliB que resultaron ser inespecificas de un
determinado nivel de sensibilidad a boscalid.

De acuerdo a los parametros de adaptabilidad el@duales como crecimiento miceliar,
capacidad formadora de esclerocios y esporulag@d@isiados resistentes con mutaciones
H272Y/R respecto de los sensibles fueron signifiaatente diferentes (p<0,05), lo cual
implicaria que las mutaciones detectadas y asxiadda resistencia a boscalid
generarian un costo metabdlico en los aisladdotiytis

Palabras clave:PCR-PIRA, resistencia, SDHI, mutacion, patogemididadaptabilidad.



ABSTRACT

Botrytis cineregproduces serious losses in table grapes in Cinlehe chemical control
of this pathogen is used among other moleculesddszalid, carboxamide that inhibits
the succinate dehydrogenase enzyme. Botrytis elatllected from different crops
subjected to intensive fungicide application hasashan association between sensitivity
loss and mutations in the sdhB gene, where P22bRhd N230l mutations have been
identified in resistant isolates and most frequentiutations like H272R/Y/L on
moderately resistant and resistant isolates. Dufiegpast two seasons (2011-2012 and
2012-2013) in the central Chile, has reported adewnsitivity to boscalid

The objective of this research was determine th&tiams presence in ttsgllB gene of
Botrytis cinereaisolates with different sensitivity levels to baBd. For this purpose, 50
monoconidial isolates were characterized geneyieaid phenotypically. For phenotypic
characterization was verified the sensitivity tostalid by conidial germination, were
classified into four resistance phenotypes basetherEG, values them: Sensitive (S)
(>0.05-1.37ug.mL™"), Low resistant (LR) (1.38-7.80y.mL™), moderately resistant (MR)
(7.81-5Qug.mL™) and resistant (R) (>5@.mL™). Isolate R and MR with mutations were
compared with sensitive isolates, with parametach s mycelial growth, sporulation,
osmotic sensitivity, sclerotia production and \enite.

Mutations detection was performed by PIRA-PCR (Rrimintroduced Restriction
Enzyme Analyses) with specific primers H272-rev BIZ/R-fw whose products were
digested with restriction enzymEsoR/ andHhal respectively.

Botrytis cinereaisolates showed different sensitivity levels betwe0.13 ng.mL-1
boscalid (S) and 1.1*10-@g.mL-1 (R). The PIRA-PCR method has detected H2R2Y/
mutations, none were specific a sensitivity leedboscalid

According to adaptability parameters evaluated sashmycelial growth, sclerotia
production and sporulation of resistant isolateghwmutations H272Y/R compare with
sensitive were significantly different (p <0.05)hieh imply that the mutations detected
generate a metabolic costBotrytiscinereaisolates to boscalid.

Keywords: PIRA- PCR fungicide resistance, SDHI, mutation, virulencedss.



INTRODUCCION

El control deBotrytis cinerease realiza de manera integrada considerando qadcti

culturales y control quimico, siendo éste fundamaer8in embargo, como el patdgeno
tiene gran capacidad de generar resistencia autggcidas, en algunos casos un uso
inadecuado se ha traducido en disminucion dddacaé.

Boscalid es una nueva molécula fungicida utilizadeel control déBotrytis cuyo modo
de accion se basa en inhibir a la enzima succideshidrogenada en el transporte de
electrones del complejo Il. Actualmente, para éstdros fungicidas del grupo de las
carboxamidas se ha detectando la existencia deeesia cruzada (Lerowet al, 2010).

Hasta la fecha se ha reportado la presencia dedasldeBotrytis cinerearesistentes a
boscalid en diversos cultivos tales como videstililay manzanos y kiwi entre otros,
sometidos a una alta presion de seleccion por rgidida (Stammler, 2008; Leroux,
2010; Lerochet al, 2011). Segun estudios efectuados por Vellogtaal. (2011), la
resistencia d@otrytis cinereaa boscalid, estaria asociada a la presencia decronés
en el gen de la enzima succinato deshidrogenada saobunidad hierro- azufre del
complejo 1l (SdhB). En Chile el primer reporte d&rgida de sensibilidad a boscalid de
Botrytis cinereaen uva de mesa se efectu6 en 2011 (Estead, 2011a).

Debido a los antecedentes indicados se postuldagesistencia de los aislados chilenos
de Botrytis cinereasometidos a reiteradas aplicaciones de boscakseptan cambios
aminoacidicos en el gesullB.

El objetivo principal del presente estudio fue ctgdzar genética y fenotipicamente 50
aislados chilenos d8otrytis cinereacon distinto nivel de sensibilidad a boscalid,
recuperados desde uva de mesa de los cvs. Thoresatiess, Red Globe y Crimson
Seedless.

Con la técnica de PCR-PIRA (Primer-Introduced Resin Enzyme Analyses)
(Veloukaset al., 2011), se detectaron mutaciones asociadas deress a boscalid en
botrytis. Paralelamente, se corrobor6 medianteyessa vitro el nivel de sensibilidad de
los aislados a boscalid, determinandose los valB@gs en base a evaluacién de la
germinacion conidial a distintas concentracionésutgicida.

Estos procedimientos permitieron relacionar lastescia en los aislados chilenos de
Botrytis cinereaa boscalid con las mutaciones ya descritas (Stam@&008; De Miccolis
et al., 2010; Lerouxet al, 2010; Veloukast al., 2011; Yinet al, 2011; Fernandez-
Ortufioet al.,2012).



Hipotesis

Los aislados chilenos d®otrytis cinereasometidos a presién de seleccion por boscalid
en el campo presentan cambios aminoacidicos assceadesistencia al fungicida en el
gensdiB.

Objetivo general

Caracterizar genética y fenotipicamente aisladders deBotrytis cinereade distinto
nivel de sensibilidad &oscalid, colectados desde uva de mesa de los cultivares
Thompson Seedless, Crimson Seedless y Red Globe.

Objetivos especificos

1. Verificar el grado de sensibilidad segun concemtramedia efectiva (valores B4 a
boscalid in vitro (S, LR, MR y R) de 50 aislad@sBwbtrytis cinerea.

2. Caracterizar genéticamente los aisladosBarytis cinereade distinto nivel de
sensibilidad a boscalid respecto de las mutacipnesentes en el geadB mediante la
técnica del PCR-PIRA.

3. Caracterizar fenotipicamente aislados Bi®rytis cinereacon mutacion de distinto
nivel de sensibilidad a boscalid (S, LR, MR, y B$pecto de los siguientes parametros:
sensibilidad osmotica, crecimiento miceliar, pradéo de conidias, capacidad
formadora de esclerocios y virulencia en bayadhempson Seedless con y sin heridas
a 20°C.



REVISION DE LITERATURA

Generalidades deBotrytis cinerea

En su fase asexuBbtrytis cinereay su fase teleomorficBotryotinia fuckelianade
Bary) Whetzel, es el agente causal de la “pudridéis” que afecta a mas de 200
especies vegetales (Veloukas and Karaoglanidi®)2@htre las que se incluyen especies
frutales, plantas ornamentales y hortalizas (Rossbichet al, 1999). Entre los frutales,
en Chile, la vid es el cultivo de mayor importaneieondmica donde éste patdgeno
produce importantes pérdidas antes y después deskcha (Esterio y Auger, 2012).
Ademés, ocasiona pérdidas en la calidad de la,fdebido al deterioro durante las
etapas de transporte y almacenaje (RosslenbroccBtebler, 2000).

Morfologia y Epidemiologiade Botrytis cinerea

Botrytis cinereaproduce conidias heterocarioticas hialinas a l@rgen coloreadas,
unicelulares, ovoides a esféricas, sobre pequefddsriggnas en el extremo de
conidioéforos ramificados; sus hifas son septadasmyjficadas (Agrios, 1997). Forma una
variedad de estructuras de penetracion, incluyeqesorios, con los cuales invade la
epidermis del tejido vegetal (Salinas al, 1986). Ademas, las especies del género
Botrytis producen esclerocios, que actian como estructleragsistencia del patégeno
ante condiciones climaticas desfavorables (Ten H20@0).

Los sintomas provocados pBotrytis incluyen: pudricion en frutos, marchitez del
tejido, pustulas y manchas foliares, caida de plasit cancros en los tallos y tizones en
inflorescencias (Kim and Cho, 199@otrytis cinereaproduce un micelio inicialmente
blanquecino y de aspecto lanoso en el tejido iatext que luego se torna grisaceo
(esporulacién) (Ten Have, 2000).

Las condiciones del proceso de infeccion evidenldagran adaptabilidad del patégeno,
y por ello éste se encuentra ampliamente distrdowdnivel mundial, siendo solo
inhibido cuando prevalecen condiciones de baja ldacheelativa (Rosslenbroich, 1999).
Aunque Botrytis cinerea puede afectar cualquier 6rgano en la vid, el malaito lo
produce sobre el racimo a partir dstados iniciales de su formacion, en el peridelo
floracion y desde envero (véraison) en adeldhteClellan and Hewitt, 1973; Pastor, 1980;
Auger, 1981)coincidiendo conla disminucién de compuestos antifingicos, talesiaco
acido glicdlico, taninos vy fitoalexinas como elvesatrol (Pastor, 1980; Kelleet al, 2003).
Ademas durante este estadio fenologion el aumento de sélidos solubles en las bayas y
restos florales contaminados con el patdégeno, skigpaeactivarinfecciones latentes
generalmente asociada a la base de la baya y fme(fastor, 1980Auger y Esterio, 1997,
Coertzeet al, 2001;Holz et al, 2003; Kelleret al, 2003).

Infecciones ocurridas en precosecha se evidenammpascosecha, particularmente
cuando la cadena de frio es interrumpida durantpeebdo de almacenamiento o



transporte. Durante el otofio, el hongo permaneod enltivo como esclerocio y como
micelio esporulante en restos de plantas afect@dsterio, 2005). En primavera el
micelio y los esclerocios producen gran cantidad cdaidiéforos con abundante
liberacion de conidias capaces de infectar bajalic@mmes climaticas favorables de alta
humedad relativa y temperaturas fluctuantes e®ne 20°C (Auger y Esterio, 1997)

Grupos quimicos de fungicidas utilizados para elantrol de Botrytis cinerea

Durante los ultimos 50 afios el control de este geté se ha basado en el uso de
fungicidas quimicos sintéticos (Rosslenbroich antlielder, 2000), siendo los
benzimidazoles y las dicarboximidas los mas utlii® sin embargo, como Botrytis
tiene la capacidad de adaptarse a los fungicidagé¢Bveaet al, 2002), el uso inadecuado
de éstos, rapidamente se tradujo en pérdida décawwia debido al desarrollo de cepas
altamente resistentes a ambos grupos (Yourmanedigis] 1999).

Posteriormente, en la década de 90s nuevas maéaelan utilizadas para el control de
Botrytis cinereaales comanilinopyrimidinas (ciprodinil, pyrimethanil y mepipirina),
phenylpyrroles  (fludioxonil,  phenpiclonil) y  hydrganilidas (fenhexamid,
fenpyrazamine). Con el tiempo Botrytis ha desaadl resistencia a varias de estas
moléculas (Rosslenbroich and Stuebler, 2000).

En la actualidad una alternativa de control sorcéaboxamidas pertenecientes al grupo
de inhibidores de la enzima succinato deshidrogerf@®HI) y se han introducido
nuevas moléculas como boscalid, penthiopyradarapffram las cuales tienen un amplio
espectro de accion (Stammikral.,2007; Yanaset al.,2007; Avenot and Michailides,
2010; Glattliet al, 2010). En Chile como en otros paidesscalid es utilizado para el
control Botrytis cinerea este fungicida actia inhibiendo la respiraciomooandrial al
impedir el transporte de electrones del complejbliqueando la produccion de energia
en la célula (Matsson and Hederstedt, 2001; CeiccBDO3; Lerouxet al., 2010;
Veloukaset al.,2011).

La succinato deshidrogenasa (SDH) es una enzima elael ciclo de Krebs, puesto que
cataliza la reaccion de oxidacion de succinatonsafato y la reduccién de ubiquinona a
ubiquinol (Stammler, 2008; Shimat al., 2009). Boscalid actia inhibiendo la
germinacion conidial y el crecimiento del micelio Ig elongacién de los tubos
germinativos (Stammlegt al, 2008). Ademas, por tener un amplio espectrocieral
puede actuar sobre varios hongos patégenos deaplaomo:Alternaria spp., Botrytis
spp.,Sclerotiniaspp.,Mycosphaerell&pp.,Monilinia spp y oidios (Stammler, 2008).

Desafortunadamente, el riesgo de desarrollo deteesia a los SDHIs se considera alto
y ya se ha informado de resistencia en campo aldste varios hongos fitopatégenos
entre los que se incluyenAlternaria alternata, Corynespora cassiicola, Didsia
bryoniae y Monilinia fructicolgAvenot and Michailides, 2007; Stevenson, 2008; Ami
et al, 2010; Miyamoteet al.,2010).



Resistencia a fungicidas

La resistencia a fungicidas se manifiesta camevariacién genética en un hongo que
resulta en la reduccion de su sensibilidad a un&cula quimica, debido a la
disminucion en la tasa de ingreso del fungicidasadélulas del patogeno, o falta de
afinidad quimica con su molécula objetivo o porod#gicacion del compuesto por parte
del hongo (Koller, 2000).

El nivel de resistencia puede medirse como la caraeion efectiva del ingrediente

activo que es capaz de inhibir el crecimiento,dargnacion de esporas o la infeccion del
patogeno en un 50%, valor que se denomina concénirafectiva media y se calcula
tanto para cada individuo muestreado como paraldapion bajo estudio (Damicone,

2004).

La pérdida de sensibilidad a los fungicidas (resisg), también puede ser detectada
utilizando técnicas basadas en la Reaccion en @adenla Polimerasa (Polymerasa
Chain Reaction: PCR), que son mas sensibles, tdedig mas rapidas. Estas técnicas, se
fundamentan en el andlisis de las secuencias dgeltss objetivo, los cuales codifican
para los transcritos o proteinas afectadas panngli¢ida (Sierotzket al., 2000). Estos
cambios generalmente se encuentran asociados poesiencia de mutaciones genéticas
que ocurren en forma natural o inducida como radalde una alta presion de seleccion
ejercida por la molécula fungicida (Damicone, 2004s técnicas de PCR, permiten
identificar mutaciones puntuales que conducen sadambios en la secuencia de
aminoéacidos que confieren el fenotipo resistente.

Diferentes estrategias se han empleado para efiadide pruebas de diagndstico
molecular de poblaciones resistentes a fungicidase eestas se destacan: Cleaved
Amplified Polymorphic Sequences (CAPS) (Konieczng &usubel, 1993), Denaturing
High Performance Liquid Chromatography (DHPLC) (@ef and Underhill, 1995),
Primer-Introduced Restriction Enzyme Analyses (FERA) (Vuorioet al.,1999), PCR

de alelos especificos (Delgt al., 1997) y (Spore-PCR) deteccion de una repeticion en
tadém de un promotor transcripcional en una regwomotora del gen objetivo
(Hamamotoet al.,2001). Adicionalmente, en los ultimos afios se diaafiado métodos
que permiten detectar cuantitativamente los nivales resistencia en poblaciones
patégenas mediante PCR en tiempo real (&ial.,2002).

PCR - PIRA (Primer-Introduced Restriction Enzyme Analyses)

PCR-PIRA es una técnica ampliamente utilizada perdeteccion de polimorfismos
(Jacobson and Moskovits, 1991), consiste en ldifiwagion de ADN mediante PCR
con el uso de partidores modificados, disefiados ipéroducir una sustitucion de base
adyacente al coddn de interés con el fin de cneaitio de restriccion artificial con sélo
una forma alélica (wildtype o mutado) (Haliasso889), seguida de una digestion



enzimatica con el uso de enzimas de restricciara getectar una mutacién puntual (Ma
and Michailides, 2005).

El método introduce un polimorfismo de longitud fdEgmentos de restriccion (RFLP),
secuencias especificas de nucleotidos en el ADNsguereconocidas y cortadas por
enzimas de restriccion; en el producto del PCReggmente el partidor se introduce
cerca del extremo 3' que esta cerca de la mutdeidnterés (Ket al.,2001).

Como el PCR-RFLP es una técnica facil y rapidaijogarensayos se han desarrollado
para la deteccion de resistencia a fungicidas cparoejemplo: benzimidazoles &h
cinerea (Luck and Gillings, 1995)Cladobotryum dendroide¢McKay et al., 1998),
Helmisthosporium solani(McKay and Cooke, 1997; Cunha and Rizzo, 2003);
estrobilurinas enBlumeria graminisf. sp. hordei (Baumler et al., 2003), Erysiphe
graminisf. sp.tritici (Sierotzkiet al.,2000) yPodosphaera fuscdshii et al.,2001).

Otro ensayo de PCR-PIRA fue empleado para la ciétede resistencia a carpropamid
en Magnaporthe grisea(Kaku et al, 2003). Carpropamid, es un inhibidor de la
biosintesis de melanina-deshidratasa (MBI-D), queatrola enfermedades en arroz. Un
estudio reciente demostré que la resistencidMdgnaporte griseaa carpropamid fue
causada por una mutacién puntual que resulté sieskitucion de metionina por valina en
el codon 75 (M75V) (Takagaldt al, 2004). Por lo tanto, el método PCR-PIRA se ha
desarrollado para detectar resistencia en basa mutacion puntual.

Genes asociados a la resistencia Betrytis cinerea a boscalid

Varias mutaciones especificasBlatrytis cinerease han identificado dentro de los genes
sdB y sdiD que codifican la proteina hierro-azufre y unatgirea de anclaje del
complejo de la succinato deshidrogenasa, respewtinte. Todas las modificaciones
actualmente identificadas que afectan al complejudrro-azufre (S2) del geSDHB
parecen ser especificos paBatrytis (Lerouxet al.,2010).

En un estudio realizado por Stammktr al. (2007), se encontrdn alelo con una
modificacion P225F en este codon, la misma fuetifieada en aislamientos resistentes a
boscalid.

Stammler (2008), informd que las mutaciones H272P225L/F en el gersdB se
asocian con una menor sensibilidad Betrytis cinereaa boscalid. Es asi que las
mutaciones de aminoacidos en las posiciones 27Z2HR) y 225 (P225L/F/T) se
correlacion a la resistencidhB a boscalid (Stammler, 2008; De Miccolis, 201@ksta
tltima mutacion también fue detectada por Velou&bhsl. (2011) en el codon 225,
resultando en un cambio de prolina a fenilalaniR@26F), en aislados dgotrytis
recuperados desde fresa asociados a alta resisté@s recientemente Lerowt al.
(2010) informaron que, ademas de las mutaciones2¥WR se presentan otras
mutaciones H272L, N230I en el gediB, esta asociada a resistencia del tipo moderada
(Veloukaset al.,2011) y H132R esdiD, las que también se relacionan con resistencia a



boscalid en aislados dgotrytis cinereaprocedentes de Francia y Alemania (frutillas,
manzanas y uvas). Asociado a ésto Velowdaal. (2011) determiné que aislamientos
moderadamente resistentes presentan las mutadf#7&R/R y la mutacion H272L en
aislados resistentes, y segun inal. (2011) las mutaciones H272R/Y en el geiB
corresponderia al genotipo mutante dominante £aiklados de campo recolectados de
manzanas.

Ademés, es importante sefialar que el desarrolloertayos de PCR con alelos
especificos para la deteccion de resistencia aabdsen aislados d&otrytis con
mutaciones en la posicion 272, facilitaria la \agdia de la resistencia a fungicidas (Yin
et al., 2011); sugiriendo con ello que el desarrollo dgstencia a este fungicida en
Botrytis cinereano es totalmente al azar y que las poblacionestestes pueden
provenir de diferentes grupos genéticos especificos



MATERIALES Y METODOS

Lugar de estudio

El estudio se llevé a cabo en el laboratorio dedatologia Frutal y Molecular del
Departamento de Sanidad Vegetal de la UniversidadChile, Facultad de Ciencias
Agronomicas.

Materiales y reactivos
Aislados deBotrytis cinerea utilizados para pruebas genotipicas y fenotipicas

En la presente investigacion se utilizaron 50 disdadeBotrytis cinereaque forman
parte del cepario del Laboratorio de Fitopatoldgiatal y Molecular del Departamento
de Sanidad Vegetal de la Facultad de Ciencias Agnaas de la Universidad de Chile y
gue fueron seleccionados segun antecedentes dbilggsn$ a boscalid determinados en
estudios previos (Apéndice I).

Medios de cultivo

Agar-Malta-Levadura (AML): Reactivacion e incremeite aislados dBotrytis cinerea
para las diferentes pruebas tanto morfologicas agenéticas (Haynest al., 1955).
Agar-Malta (AM): Cultivos monoconidiales (Haynesal., 1955)

Agar- agua (AA): Pruebas vitro de sensibilidad a boscalid (Lingappa and Lockwood,
1960).

Agar-Papa-Dextrosa (APD): Caracterizacion morfatddiLacy and Bridgman, 1962).
Agar-Papa-Dextrosa (APD) modificado (8% NaCl): Smfidad osmotica (Kim and
Xiao, 2011).

Medio liquido a base de glucosa (10g. 500)mbbtencién de biomasa de los aislados
para la extraccion de ADN (Gale and Epps, 1942).

Material vegetal
Bayas de uva de mesa cv. Thompson Seedless (16x3° WBilizadas en los ensayos de

virulencia, de los aislados seleccionados Rigrytis cinereasegun presencia de
mutaciones.
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METODOLOGIA
Cultivos monosporicos

El protocolo que se utilizo fue el desarrolladoeéhaboratorio de Fitopatologia Frutal y
Molecular. Con este propdsito se reactivaron lstados deBotrytis cinereaen medio
AML. Luego de 5 dias de incubacion a partir de focesporulante se prepararon
suspensiones conidiales de cada aislado en agtikadi& estéril a una concentracion de
10° conidias/mL determinada mediante un hemacitémeteoesta suspensién, 200 pL se
esparcieron uniformemente sobre placas de Petnteciendo medio AM, dejando las
placas por un periodo de 24 horas a 20°C. Trandoueste tiempo se observé bajo el
microscopio la germinacion y crecimiento de lasidas y se selecciond una conidia del
medio; la cual se transfirio a placas de Petri @emén con medio AML, obteniéndose
cultivos monospdéricos, conservandose en glicerd0&b a -20°C.

Sensibilidad a boscalid

La sensibilidad a boscalid (Cantus®), se corrobonédiante evaluacion del
comportamiento de la germinacién conidial en paaie Petri con AA en
concentraciones crecientes desde 0 a 100 piy.mL

Las suspensiones conidiales de cada aislado fpeeparadas en agua destilada estéril a
una concentracién de 36onidias/mL. Posteriormente 200 pL de la suspensidnidial

de cada concentracién fue sembrada e incubada $gdrokas a 20°C en oscuridad
continua, tiempo después del cual se procedi6 duava el comportamiento de
germinacion conidial en 100 conidias. Se considendo conidia germinada a aquella
gque presento un tubo germinativo viable con unagaoion de al menos 3 veces el
tamafio de la conidia, y por cada concentraciorossideraron 3 repeticiones.

El establecimiento de las categorias de sensitilisa efectu6 mediante el rango
adaptado de Velouka®t al. (2011) y propuesto para boscalid segun el Labocatte
Fitopatologia Frutal y Molecular en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Grado de sensibilidad

Rango de E( Grado de sensibilidac
(Mg. pL)
<005-1,37 Sensibli
1,38-7,8( Levemente resister
7,81- 5C Moderadamente resiste
> 5( Resistent

Fuente: Adaptado de Veloukesal, 2011
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Caracterizacion genética de aislados dgotrytis cinerea de distinto nivel de
sensibilidad a boscalid

Obtencion de ADN gendmico d®otrytiscinerea

Obtencién de la biomasala biomasa del hongo fue incrementada en medicmgadn
liquido luego de un periodo de 4 dias de inculbbaai@0°C; la biomasa fue lavada con
agua destilada estéril y secada en papel absorbdeago ésta fue transferida a tubos
eppendorf de 2 mL. Estos tubos fueron mantenid@9%C y posteriormente liofilizados
por un periodo de 24 horas.

Extraccion de ADN. La extraccion de ADN con CTAB se realiz6 siguiemtiprotocolo
de Aguaycet al (2011).

Cuantificacién y calidad del ADN extraido. Se determiné a través de lecturas de
absorbancia realizadas a longitudes de onda dar2g@B0nm en un espectrofotbmetro

Shimadzi UV-1601. La lectura a 260nm sefiala la eatnacion de acido nucleico en la

muestra y la relacién entre ambas lecturas permdtiinar la pureza del ADN extraido.

Para determinar la integridad del ADN gendmicoaty se realizo una electroforesis en
un gel de agarosa al 1% a 98 voltios por 30 minutos

Purificaciéon de productos de PCRCon este propdsito se cortaron con bisturi edaéril
bandas de ADN amplificadas en gel de agarosa, Umajransiluminador UV de onda
corta Vilber Loumart. Posteriormente, las bandasaodgcaron en tubos eppendorf de 1,5
mL previamente pesados y luego se pesaron una &szom el contenido total. EI ADN
obtenido fue purificado de acuerdo al protocoldEde N.A Gel Extraction kit (OMEGA
bio-tek.), obteniendo finalmente entre 30t40de ADN puro a utilizarse en la digestion
enzimatica.

Correspondencia genotipica de aislados dgotrytis cinerea

La correspondencia genotipica en base a presencasencia de los elementos
transponibleBoty y Flipper de los aislados de distinto nivel de sensibilidaceiectud
mediante PCR-duplex siguiendo la metodologia dtagpor Mufiozet al. (2002).

Los partidores utilizados para la identificacion dgoty, fueron LTR 98:
5’AGCCTGTAGAATCACCAACG3 y LTR 728: 5CGGTATTTCTGGTGGCA3'que
amplifican 648 pb de la region LTR (Secuenciagdarrepetidas) en la posiciones 98-
745 (Diolezet al, 1995) y pard&lipper F304: 5ATTCGTTTCTTGGACTGTA3' y Fl14:

5’ GCACAAAACCTACAGAAGA3 que amplificaron un produot de 1250pb,
correspondiente a la mayor parte de este transifbstiset al, 1997).
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Determinacion de grupo genético d8otrytis cinerea a través de PCR-RFLP

Para la determinacion de grupo genético de los iSkadas de distinto nivel de
sensibilidad a boscalid se utilizo la técnica deRHRFLP. Esta técnica amplifica la
region del gen B-hchcon un fragmento de 1171 bp, entre las posicigiddsy 1871.
Para realizar la identificacion de GrupoBlofrytis pseudociner@ao Grupo Il (Botrytis
cinerea sensu stricjo  se utilizaron los partidores 262:
5’AAGCCCTTCGATGTCTTGGA3 y 520L:5’ACGGATTCCGAACTAAGAAZ'.
Este producto fue sometido a digestion enzimatma la enzimaHhal siguiendo el
protocolo descrito por Fourniet al.,2003.

Amplificacion y secuenciacion del gesdhB de aislados déBotrytis cinerea

La validacion de la técnica PCR-PIRA vy la idenafitdon de mutaciones en el getiB

se realizd sobre los 50 aislados de distinto rdeetsensibilidad a boscalid seleccionados.
La reaccion de PCR para amplificar el gelhB se realizd segun el protocolo descrito por
Leroux et al. (2010), utilizando los partidores IpBcBeg e IpBedE; los productos de
PCR se separaron por electroforesis en gel de smaab 1% en buffer TAE IX
(Sambrooket al., 1989) vy visualizados bajo luz UV. El producto P@iR secuenciado
por Macrogen (USA). Posteriormente, las secuenc@spletas del gersdiB se
compararon con el gen de referencia B05.10. (ngirderaccesion BC1G_13286.1) y
fueron alineadas utilizando el software CLC Mainr®nch 5.5.

Deteccion de cambios aminoacidicos mediante PCR-PAR

La deteccion de cambios aminoacidicos se realizdiang la técnica PCR-PIRA
(Veloukas et al., 2011). Los partidores no coincidentes, enzimas ericcion y
fragmento objetivo se presentan en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Partidores utilizados para amplificar el getiB de Botrytis cinereay la
deteccion de mutaciones asociadas a boscalid nied&@R-PIRA

Fragmento Fragmento
Partidores Secuencia (5'3’) amplificado  Enzima Obtenido Objetivo
(bp) (bp)
IpBcBeg ~ CCACTCCCTCCATAATGGCTGCTCTCCGC 953 0 e sdiB
IpBecEnd;  CTCATCAAGCCCCCTCATTGATATC _—
H272R-fw GGCAGCTTTGGATAACAGCAATGAGTTTGTACA 120 Hhal 85y 35 H272R
GATGGC

H272Y-fw  GGCAGCTTTGGATAACAGCAATGAGTTTGTACA 120 EcaRV 120 H272Y
GATAT

H272-rey  GCATTTCCTTCTTAATCTCCGC —_— H272R/Y

FuenteVeloukaset al. (2011)
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En la reaccion de PCR vy de digestion enzimatiaatieé un volumen total de 20 pL. El
programa de PCR vy el protocolo de digestion enzomditie el utilizado por Veloukaet
al., 2011.

El producto de PCR amplificado por los partidore27BL-fw/H272-rev, H272R-
fw/H272-rev y H272Y-fw/H272-rev fue digerido corslanzimas de restriccidfhal, y
EcoRV respectivamente. Las digestiones se realizarcentel 4 horas a 37°C.

Los productos del PCR junto con el producto de igestion se separaron por
electroforesis en un gel de agarosa al 2% en buf&r IX (Sambrooket al., 1989) y los
eventuales fragmentos obtenidos de esta reacci¢issalizaron después de la tincion
con SYBR Red (SR).

Caracterizacion morfolégicaBotrytis cinerea segun el tipo de mutacion identificada

La caracterizacion morfoldgica se realizo sobreatal de 30 aislados dgotrytis, 18 de
éstos con presencia de mutaciones (H272R/Y), 4 ciu@s silentes y 8 aislados
sensibles, y consistié en la evaluacion in vitroagesiguientes parametros fenotipicos:
(i) crecimiento miceliar en APD a 20° y 0°C, @noduccion de conidias en APD y (iii)
sensibilidad osmatica, mediante el protocolo da Knd Xiao (2011). Ademas se evalud
la capacidad formadora de esclerocios de los thstmislados del hongo luego de 20 dias
de incubacién en APD a 20°C (nimero, peso y tardafesclerocios).

Crecimiento miceliar. Se efectud disponiendo de manera invertida dideoS mm de
diametro de APD con micelio activo del hongo (2sdée edad), en placas de Petri
conteniendo el mismo medio, siendo mantenidas@rbacion en oscuridad continua por
3 y 14 dias a 20°C y 0°C, respectivamente, evabs#ndl término de este tiempo el
crecimiento miceliar en 2 direcciones perpendi@daPor cada aislado y condicion de
incubacién se consideraron 4 repeticiones y cadadenéstas correspondid a una placa
de Petri.

Produccion de conidias. Se procedio inicialmente de la misma forma que en
Crecimiento miceliar, pero con variaciones en lasdiciones de incubacion; 3 dias en
oscuridad continua a 20 °C y luego bajo luz pseogeriodos de 12 horas y otro de 12
horas de oscuridad durante 14 dias para faciatg@réduccion de conidias. Posterior al
periodo de incubacion, se dispusieron 20 mL de dgs@nizada estéril sobre las placas
de Petri, luego se rasp6 con un bisturi el crecita fungoso formado en cada placa, se
filtr6 este contenido a través de dos capas de gasdales de centelleo individuales
estimandose el contenido total de conidias (cosidiaf) por cada aislado en base a 4
mediciones efectuadas mediante hemacitometro.
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Sensibilidad osmdtica Se dispusieron de manera invertida discos de Sdmughiametro
de APD con micelio activo del hongo (2 dias de gded placas de Petri conteniendo
APD modificado con 8% de NaCl, siendo mantenidasineubacion en oscuridad
continua por 3 dias a 20°C, evaluandose al térdeneste tiempo el crecimiento miceliar
fue medido en 2 direcciones perpendiculares. Ria a&slado y condicién de incubacion
se consideraron 4 repeticiones y cada una de ésteesspondié a una placa de Petri. El
porcentaje de inhibicion del crecimiento de micskocalculé usando la formula:

% de inhibicion = (1 -N / A]) x 100,
En donde:
A: corresponde al didmetro de las colonias en APDiflrnado con 8% de NacCl
N: didmetro en APD no modificado.

Capacidad formadora de esclerocios

Después de 2 dias de incubacion a 20°C en la daduge tomo con un saca bocado
discos de 5 mm de diametro del margen de crecimiantivo de cada aislado y se
colocaron en forma invertida en el centro de @ataAPD. Se incubaron a 0°C y 20 °C
durante 40 dias y 20 dias respectivamente; cdmmon este periodo se conto el
namero de esclerocios (n) de cada aislado.

Virulencia de los aislados déotrytis cinerea con mutaciones en el gesdhB a 20°C

El nivel de virulencia se determin6 sobre aislag@sndicados en pruebas anteriores y
consistio en inocular mediante una suspension otratka de conidias equivalente a
1x1C conidias/mL sobre bayas con y sin heridas previgendesinfectadas (inmersiones
0,5% NaClO/1 min, varios lavados en agua destilestgril y secadas sobre papel
absorbente).

Las bayas ya inoculadas se mantuvieron en incub@ac®0°C por 48 horas, evaluandose
el nivel de dafio provocado a través de medicioresddmetro de la lesion (mm)
posterior a este tiempo.

15



ANALISIS ESTADISTICO

La corroboracion de los niveles de sensibilidadbschlid, se realiz6 mediante analisis
del test de Probit utilizando el programa MINITAB.1. determinandose de esta manera
los valores Egy de cada aislado.

La evaluacion de la caracterizacion morfolégica efectué mediante un disefio

completamente al azar para cada una de las preédsadas, sometidos a un analisis
de varianza (ANDEVA) y en el caso de detectar rdifeias se utilizd la Prueba de

Comparacion Mdltiple de Tukey (p<0,05), en esteodasplaca de Petri fue la unidad

experimental y se consideraron cuatro repeticipoesratamiento.

Para el analisis de virulencia de los aisladosyceim mutacion el disefio utilizado fue
completamente al azar con estructura factorial 4¥2nsibles, H272R, H272Y vy
mutacion silente) y 2 formas de exposicion al inddeon herida y sin herida). Los
resultados se analizaron con un ANDEVA vy luego seqdio a hacer una Prueba de
Comparacion Mudltiple de Tukey (p<0,05), en esteocds baya fue la unidad
experimental y se consideraron tres repeticionesrg@amiento.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Sensibilidad a boscalid

Los resultados obtenidos en las pruebas de sedatbiermitieron corroborar los niveles
iniciales de los 50 aislados analizados; de é8tasyrespondieron a la categoria sensible
(S) (0,13ECs50<0,96 pgnlL™); 12 aislados a la categoria levemente resisteRe(1,84

> EGs < 7,17 pugnL™); 18 aislados a la categoria moderadamente easist (MR)
(8,07>ECso < 49,67 pgnL™) y 12 aislados a la categoria resistente (R) (BSECsp <
1,12E+09 pg-mt) (Cuadro 3).

En Chile el primer reporte de pérdida de sens#ulid boscalid d8otrytis cinereaen

uva de mesa se efectué en 2011 (Estetrial, 2011a), confirmandose la existencia de
aislados resistentes a boscalid (Romtal.,2013; Piguerast al.,2013).
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Cuadro 3. Aislados deBotrytis cineregpor nivel de sensibilidad

n’ Aislado ECso (ugmL™) Sensibilidad
1 IBF-1A 0,96 S
2 Cl-14 A 0,20 S
3 IBF-18C 0,37 S
4 IBF-18B 0,29 S
5 C1-33-2A 0,40 S
6 IBF-17A 0,23 S
7 IBF-17B 0,13 S
8 C1-21C 0,38 S
9 IBF-30C 2,92 LR
10 IBF-30B 2,16 LR
11 IBB-21C 7,17 LR
12 ICF-22C 2,90 LR
13 IBF-39A 2,74 LR
14 IBF-21A 2,29 LR
15 IBF-14A 1,91 LR
16 ICF-43A 1,84 LR
17 IBF2-38AR1 4,37 LR
18 IBF2-36A 2,42 LR
19 ICF256A 2,17 LR
20 IDF2-33C 5,63 LR
21 IBF-8A 8,13 MR
22 IBB-27C 14,63 MR
23 IBF-6A 46,83 MR
24 IBB-28C 42,45 MR
25 IBB-26C 49,67 MR
26 IBF-11A 38,66 MR
27 IBF-20A 34,70 MR
28 ICB-22AR1 35,69 MR
29 IBF-38A 9,74 MR
30 ICB-16C 11,8 MR
31 ICF2-12C 8,07 MR
32 ICF2-55D 9,59 MR
33 IBF2- 15 A 13,48 MR
34 IBB-24A 11,47 MR
35 IDF2-49A 10,06 MR
36 ICF-19C 13,30 MR
37 IBB-16AR1 13,91 MR
38 ICF2-60B 8,13 MR
39 C1-37-3A 169,17 R
40 ICB 14B 570,48 R
41 C1-37-4A 145,08 R
42 IBF2-16A 3,25E+07 R
43 ICF2-48D 6,98E+03 R
44 A935A2a2 678,99 R
45 C1-37-4B 1,84*1b R
46 A919 A3a3 3,27*10 R
47 ICB-22B 1,12*10 R
48 IBF-20B 1,04*10 R
49 ICF2-45C 949,57 R
50 ICF2-47C 1,76*1d R

!Numero de aislados por sensibilidad evaluados,(8R813, MR=18 y R=12)
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Caracterizacion genética de aislados dgotrytis cinerea de distinto nivel de
sensibilidad de boscalid

Determinacion de grupo genético d8otrytis mediante PCR-RFLP

Los 50 aislados analizados correspondieron al GtupBotrytis cinereasensu stricto)
(Apéndice II).

Estudios realizados en Chile han determinado qugrgbo Il es el predominante en la
mayor parte de las poblacionesBi#rytis (Esterioet al.,2006; Estericet al.,2007). Por
otro lado es importante sefialar que en otros estudalizados anteriormente (Leuretx
al., 2010, Veloukaset al., 2011), la mayoria de los aislados de distintoelnide
sensibilidad a boscalid también pertenecieron atmigrupo genético (Grupo ).

Amplificacion y secuenciacion del gesdhB de aislados ddotrytis cinerea

Los resultados obtenidos en la secuenciacion aesdid® de los 50 aislados dgotrytis
cinereapermitieron identificar el cambio de adenina (&) guanina (G), produciendo un
cambio de histidina por arginina (H272R) y el camtbé citosina (C) por timina (T) que
origina un cambio de histidina por tirosina (H272Mlacionandose ambas mutaciones
con la pérdida de sensibilidad a boscalid (Stamrd@d8; De Miccolis, 2010; Leroust

al., 2011; Velouka®t al., 2011; Yinet al, 2011; Fernandez-Ortufet al., 2012) estas
mutaciones estan presentes en aislados R y alfiRgEigura 1).

Por otro lado, es importante sefialar que en 1adasIMR no se detectaron mutaciones
(Apéndice 1), este comportamiento corrobora l@infado en algunos reportes como el
de Walkeret al. (2013), en donde se indica que algunos aisladosaMi®scalid no
presentan mutaciones en las proteinas SDH; lotao@dién habria sido reportado por
Leroux et al. (2010). Un comportamiento similar se ha detectadotros patdégenos
comoPodosphaera fuscan aislados R a Qol en donde no se han detectatariones
(Fernandez-Ortufiet al., 2008) e incluso la pérdida de sensibilidad noaechacionado

a otros mecanismos de resistencia como una vimaite de respiracion (oxidativa
alternativa-AOX) reportada en otros hongos resistera esta molécula (Woahd
Hollomon, 2003; Avila-Adame and Kdller, 2003; Lekoet al.,2010).

En aislados LR y S no se detectaron mutacionesaaas al gesdiB (Figura 2). Este
resultado concuerda con los obtenidos por Fernd@deedioet al. (2012), Lerowset al.,
(2010) y Veloukast al. (2011) en los cuales, aislados sensibles no ga@senninguna
mutacion.

Por lo tanto, este procedimiento permitio la valida de la técnica para la deteccion de

mutaciones (PCR-PIRA) y la confirmacion de la pnes® de mutaciones en aislados
chilenos deBotrytis cinerea,recuperados desde uva de mesa y finalmente rigjfieei la
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presencia de las mutaciones detectadas en losl@sthilenos d@otrytis cinerea, se
relacionan con el incremento de los valorego€ los mismos (Cuadro 3 y Apéndice II).

Ademas, es importante sefalar que en 4 aislad8®figtis cinerea2 LRy 2 MR) se
detectd una mutacion silente que produce un camigteotidico en el codon 194 (G por
A), pero que no implicé un cambio aminoacidico, riteacion de serina) (Apéndice I1).

B05-1.10 AGC ATG AGT TTG TAC AGA TGT|CAC JACT ATT CTC
His
H

ICB-228 AGC ATG AGT TTG TAC AGA TGT| TAC |ACT ATT CTC
C1.374B AGC ATG AGT TTG TAC AGA TGT| TAC |ACT ATT CTC
A919-A323 AGC ATG AGT TTG TAC AGA TGT| TAC |ACT ATT CTC
ICF2-47C AGC ATG AGT TTG TAC AGA TGT| TAC |JACT ATT CTC

R ICB-22AR1 AGC ATG AGT TTG TAC AGA TGT| TAC |ACT ATT CTC
Tyr

H272Y

=3 xxx 3

B05-1.10 AGC ATG AGT TTG TAC AGA TGT|CAC|ACT ATT CTC
His
H
R BF-208 AGC ATG AGT TTG TAC AGA TGT|CGC|ACT ATT CTC
MR  |gg.28¢ AGC ATG AGT TTG TAC AGA TGT|CGC|ACT ATT CTC
MR gg.2sc AGC ATG AGT TTG TAC AGA TGT|CGC|ACT ATT CTC
MR IBF-64 AGC ATG AGT TTG TAC AGA TGT|CGC|ACT ATT CTC
MR RE.114 AGC ATG AGT TTG TAC AGA TGT|CGC|ACT ATT CTC

Arg
R

H272R

Figura 1. Alineamiento de secuencias con el gdiB del aislado de referencia B05.10.
(nimero de accesion BC1G_13286.1) con algunas iseiasede aislados chilenos de
Botrytiscinereade nivel de sensibilidad R y MR. En la figura seestra el reemplazo de
un nucleotido C por T que produce un cambio de a&dido histidina a tirosina

(H272Y) y el reemplazo de nucleodtido A por G proglwn cambio de aminoacido
histidina a arginina (H272R).
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B05-1.10 AGC ATG AGT TTG TAC AGA TGT|CACJACT ATT CTC
His
Lr BF-30C AGC ATG AGT TTG TAC AGA TGT| CAC|ACT ATT CTC
LR IBF-14A AGC ATG AGT TTG TAC AGA TGT| CAC|ACT ATT CTC
LR ICF-43A AGC ATG AGT TTG TAC AGA TGT| CAC|ACT ATT CTC
LR |BF-394 AGC ATG AGT TTG TAC AGA TGT| CAC|ACT ATT CTC

LR |BF-21A AGC ATG AGT TTG TAC AGA TGT|CAC|ACT ATT CTC
S (1-332A AGC ATG AGT TTG TAC AGA TGT|CAC|ACT ATT CTC
S C1-14A AGC ATG AGT TTG TAC AGA TGT|CAC |ACT ATT CTC
S IBF-17B AGC ATG AGT TTG TAC AGA TGT|CAC|ACT ATT CTC
S (C1-21C AGC ATG AGT TTG TAC AGA TGT|CAC|ACT ATT CTC
S IBF-18B AGC ATG AGT TTG TAC AGA TGT|CAC [ACT ATT CTC

His

Figura 2. Alineamiento de secuencias con el gdiB del aislado de referencia B05.10.
(nimero de acceso BC1G_13286.1) con algunas seasede aislados chilenos de
Botrytis cinereade nivel de sensibilidad LR y S. En la figura sgestra que no existen
reemplazos de nucledtidos, manteniendo el mismioc@mido histidina (ausencia de
mutaciones).

Las mutaciones P225L/F/T, N230l y H272L asociaglas) alto nivel de resistencia a
boscalid en aislados dotrytis cinerea(Stammler, 2008; Lerougt al., 2010, Veloukas

et al.,2011) no se detectaron en la presente investigacabe destacar que este tipo de
mutaciones en general se ha detectado en undréajencia respecto a las mutaciones
asociadas al codén 272 (R/Y). Debido a ello es napte realizar una prospeccion a
futuro con objeto de verificar la presencia de ®satataciones en poblacionesRlgrytis
cinereaen Chile.

Alteraciones en la posicion 225 prolina (P) y epdaicion 230 asparagina (N) son parte
de una regién altamente conservada del ADN deeaim (PSYWWN) (Lerouxet al.,
2010), estudios bioquimicos han indicado que Isgdues de triptéfano cercanos a la
mutacion N230I1 y P225L/F/T, permiten la union entbéguinona y la carboxamida en la
subunidad B de la succinato deshidrogenasa (H200%; Oyedotun and Lemire, 2004;
Yankovskayaet al., 2003). De lo indicado anteriormente, es posihle gste tipo de
mutaciones presentes en regiones conservadasismitiaran a su progenie reduciendo
la eficacia de la molécula.
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Deteccion de cambios aminoacidicos mediante PCR-PAR

De manera concomitante con el proceso de secuéntidx técnica PCR-PIRA permitio
corroborar la presencia de las mutaciones en erc@¥2, es asi que de 50 aislados
analizados el 36% de estos presentaron mutacioneE3), Determinandose que la
poblacion total de aislados R (n=12) presentarotacmnes (H272R/Y), de los cuales 6
aislados presentaron la mutacion H272Y y otroskdds la mutacidon H272R; mientras
gue en el caso de los aislados MR, solo en undlaese detectd la mutacion H272Y y
en 5 la mutacion H272R.

Como se puede observar en la Figura 3, en los eomgls obtenidos de los aislados que
presentan la mutacion H272Y no ocurre digestionla@nzimaEcoR/, manteniendo un
fragmento de 120 bp. En cambio, en los aislados rquéa presentan, se generan 2
fragmentos de 85 y 35 pb respectivamente.

Por otro lado, en los amplicones obtenidos de isladbs con la mutacion H272R se
puede observar que después de la digestion amelmaHhal, se obtienen fragmentos
de 85 bp y 35 bp. Los amplicones obtenidos deitdadns que no presentan la mutacion
mantienen el fragmento de 120 bp debido a queZianenno digiere el fragmento (Figura
4).

(MR} IBF-6A-H272R
(R) C1-37-3A-H272R

&
P~
o
x
oh
L5-)
2
f )
o
<
=

(R) ICB-14B-H272Y
(R) A935A2a2- H272Y

(S) IBF-1A
(LR) IBF-14A

Figura 3. Digestion con la enzimBcoRV de los amplicones obtenidos de aislados de
Botrytis cinereacon distinto nivel de sensibilidad a boscalid)izando los partidores
para deteccion de la mutacion H272Y. (S) Amplicones digerir. Se observa un
fragmento de 120 bp. (D) Producto de la digestidd.presentarse la mutacion no se
digiere el amplicon, en cambio se observan fragosewnte 85 y 35 bp cuando no
presentan la mutacion.
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(MR} IBF-6A-H272R
(R] C1-37-3A-H272R
(R) ICB-14B-H272Y
(R) AS19A3a3 H272Y

(S) IBF-1A
(LR) IBF-14A

Figura 4. Digestion con la enzimblhal de los amplicones obtenidos de aislados de
Botrytis cinereacon distinto nivel de sensibilidad a boscalidlizando los partidores
para detecciéon de la mutacion H272R. (S) Amplicones digerir. Se observa un
fragmento de 120 bp. (D) Producto de la digesttmmando se presenta la mutacion, se
digiere el amplicon observandose fragmentos de 85 yp, en cambio cuando no la
presentan no se digiere el amplicon.

Varios autores han asociado a las diferentes numtesidetectadas en el gatiB a un
fenotipo, tal es el caso de la mutacion H272R qu&asha asociado tanto a aislados R
(Leroux et al., 2010) como aislados MR (Veloukas al., 2011, Stammler, 2008). En
cuanto a la mutacién H272Y se ha asociado a asIRd@erouxet al, 2010; Veloukas

et al. 2011; Fernandez-Ortufiet al., 2012). Pero esta deduccion aun no puede ser
confirmada, ya que en el presente estudio, comoogns desarrollados previamente
(Yin et al., 2011; Ferndndez-Ortuit al., 2012) las poblaciones con distinto nivel de
sensibilidad presentan frecuentemente las mismaaciones H272R o H272Y. Ademas
en este estudio se pudo relacionar el incrementosdealores E con la presencia de
mutaciones (Apéndice II).

Correspondencia genotipicale aislados ddBotrytis cinerea

De los 50 aislados analizados el 76% (n=38) coomdip al genotipotransposa
(boty+;flipper+) de todos los niveles de sensibilidad (R, MR, LR) {Apéndice Il). En un
reporte anterioEsterioet al. (2011b)determinaron la predominancia de egt@otipoen
las poblaciones dBotrytiscinereaen uva de mesa de exportacion en Chile.

23



Por otro lado del total de aislados que presentébanutacion H272R (n=10) la gran
mayoria correspondié también teansposa (80 %), y el porcentaje restante a los
genotiposflipper y vacuma(10% c/u) En el caso de los aislados que presentaron la
mutacién H272Y, se detectd nuevamente un predondeitransposa(87,5%), y el
12,5% restante correspondié al genofiymdy, corroborandose lo indicado por Estegio

al. (2011b) del genotipo predominanteRutrytis (Apéndice 1V).

Aunque los resultados obtenidos en este estudioirydicado por otros autores sefalan
gue el genotipdransposaes el madrecuente en los aislados resistentes a boscalid
(Giraudet al., 1999; Esterioet al., 2011b; Milicevicet al., 2006), se deberia tener mas
antecedentes para asociarlo con la pérdida debdetesi a boscalid y con las mutaciones

detectadas.
B | '

transposa 1 l 1 l

transposa
H2T2R boty i
H2T2Y flipper
H2T2Y

Numero de aislados

vacuima
H2T2R

H2T2R

Figura 5. Numero de aislados dgotrytis cinereacon las mutaciones H272R/Y segun
correspondencia genotipica.

Caracterizacion morfologica de aislados dBotrytis cinerea segun mutacion
identificada

El analisis de las variables fenotipicas, talesa@arecimiento miceliar, esporulacion y

namero de esclerocios a 20°C determind que exigi@rencias estadisticamente
significativas (p<0,05) (Cuadro 4).

Los aislados H272R presentaron un menor crecimiemteliar respecto de los H272Y,
de los que presentaron la mutacion silente y losiBkes (sin mutacion). Cabe sefalar
gue en estudios desarrollados por Bardasl. (2008), aislados d®otrytis cinerea
resistentes y sensibles a anilinopyrimidinas, naosir diferencias en el crecimiento
miceliar contrario a los estudios desarrollados $@vensoret al. (2008) en el hongo
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Didimella bryoniaey de lo obtenido por Miyamotet al. (2009) en ©rynespora
cassiicola,donde no se presentaron diferencias en las t&sasedimiento del micelio
entre aislados resistentes y sensibles a boscalid.

Ademas, se detecto que los aislados H272R/Y prsentmenor nivel de esporulacion
gue los sensibles y los de la mutacion sileBetrytis tiene una gran capacidad de
producir conidias y esta condicion natural permaita rapida dispersion del hongo en los
vifiedos (Beever, 1983). Por otro lado segun eldestrealizado por Kim and Xiao
(2011) los aislados resistentes a boscalid tendmanmenor capacidad de producion de
conidias in vitro que los sensibles. Adicionalmente en otros essudealizados en
condiciones de laboratorio también se determiné redaccion de la esporulacién en
aislados resistentes a fenhexamid (Billatdal, 2012) y en aislados resistentes a Qol
(Markoglouet al.,2006). De acuerdo a lo anteriormente indicadoéaor capacidad de
esporulacion presentada por los aislados H272Réstafia la dispersion de este tipo de
aislados en el campo.

Por el contrario en las pruebas de sensibilidadbtsany crecimiento miceliar a 0°C no
se detectaron diferencias estadisticamente sighifes (p>0,05) presentando todos los
aislados un comportamiento similar. Segun estudfestuados por Beever (1983), la
sensibilidad osmoética se relaciona con el cambita @omposicion de la pared celular y
por ello los aislados resistentes a dicarboxamsdgian osmoticamente mas sensibles.
Contrario a esta afirmacion, en la presente iiyasbn y en el estudio de Kim and
Xiao (2011), los aislados con mutaciones presentan comportamiento similar
pudiéndose inferir que todos los aislados se vestados ante condiciones adversas
como la salinidad y temperatura baja (0°C).

Por otra parte, la mutacion silente detectada (AjppénV), que también se ha presentado
en aislados d€ercospora zeae-maydi® ha producido cambios en su adaptabilidad de
acuerdo a los parametros evaluados como crecimmeictiar, esporulacion o virulencia
(Shim and Dukle, 2005). Es importante sefalar guesta investigacion se evaluo estos
aislados, los cuales presentaron un comportamgmitar a los sensibles.

Cuadro 4. Caracterizacion morfologica de los aisladosBaérytis cinereapor tipo de
mutacion identificada

Crecimiento miceliar Sensibilidad Esporulacion
Mutacion n* (mm) osmética (Corr])idigs/rr:mz)
20°C 0°C (%Inhibicién)
H272R 11 58,37 A 29,55 A 87,67 A 91,26 A
Mutacion 4 73,12 B 26,82 A 87,77 A 125,48 B
silente

H272Y 7 73,26 B 29,61 A 91,01 A 101,63 A
(Sﬁ]emtb;‘zfén) 74,23 B 28,88 A 8803 A 13437 B

p-Value 0,0015 0,777 0,177 0,0002

Medias con una letra comun no son significativagisda prueba de Tukey (p>0,05).
* ndmero de aislados analizados
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Con respecto a la capacidad formadora de esclerose detectaron diferencias
estadisticamente significativas a los 20 dias debiacion (p<0,05), pero no asi a los 40
dias (p>0,05). Por lo tanto aislados con las matees H272R/Y forman esclerocios mas
lentamente que los aislados sin mutaciones; adeysasnportante sefialar que la
variacion detectada respecto del numero de esasraclos 20 y 40 dias de incubacion
podria deberse a que los aislados que presentationgs aparentemente requeririan un
mayor tiempo para la formacion de esclerocios. Bstodria importancia en la
sobrevivencia en el campo.

Consecuentemente, al evaluar el nimero de esasrbego de 20 dias posteriores a la
siembra, se determiné que los aislados H272Y/Reptason un menor numero de
esclerocios, respecto de los sensibles; presentandello un comportamiento similar a
los aislados resistentes a fenhexamid (Bilketrdl, 2012) y de aislados resistentes a Qol
(Markoglouet al.,2006). En estudios realizados en Francia condaislgue presentaban,
la mutacion H272R se determind que no formabareestbs a 20°C (Lalevet al.,
2013). En el presente estudio también se detetddcemportamiento en algunos de los
aislados H272R.

Sin embargo al evaluarse el peso y tamafio de thsresios tanto a los 20 como a los
40 dias, si fue posible detectar diferencias esttadimente significativas (p<0,05) entre
los aislados con y sin mutacion, presentando $okemcios de los aislados H272R/Y
un menor peso y tamafio que los esclerocios de ikdgdas sin mutaciones. Este
resultado estaria indicando que los aislados H272&hdrian una menor capacidad de
sobreviviencia.

Los resultados obtenidos del comportamiento dealskedos H272R/Y versus los sin
mutacién de acuerdo a los pardmetros de adaptadhilieles como crecimiento miceliar,
capacidad formadora de esclerocios y esporulacgdmifen inferir que la presencia de
las mutaciones H272R/Y en los aislados chilenosergeia en el hongo un costo
metabolico. No obstante lo indicado, con el fin @groborar estos resultados seria
importante efectuar nuevos estudios considerandoayor nimero de aislados.

Cuadro 5. Capacidad formadora de esclerocios después del@@liasa 20 °C en APD

20 dias 40 dias

Mutacion NUmero de Peso Tamarfio Numero de Peso Tamarfio

esclerocios (9) (mm) esclerocios (9) (mm)
H272R 13,33 B 0,19A 2,31 A 2264 A 0,21 A 2,72 A
Mutacion 49431 A 044B 481 B 2906 A 048 B 406 B
silente
H272Y 11,97 B 0,23A 2,25 A 2403 A 0,23 A 2,75 A
sensibles o553 A 041B 481 B 3297 A 038 B 438 B

(Sin mutacion)

Medias con una letra comun no son significativagisda prueba de Tukey (p>0,05).
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Figura 6. Crecimientoin vitro en APD a 0°C y 20°C y capacidad formadora de
esclerocios a 20 °C de algunos de los aisladoBadiytis cinereade distinto nivel de
sensibilidad a boscalid analizados.

Virulencia de los aislados d@otrytis cinerea con mutaciones en el gesdhB a 20°C

Los resultados de la evaluacién de la capacidadrdiencia sefialan que no existieron
diferencias estadisticamente significativas eaistados H272R/Y y sensibles (p>0,05).
Por otro lado como no se detectaron interacciomgee dos factores presencia de
mutaciones H272R/Y y tipo de exposicion al inocufmr lo que se procedié a analizar
su efecto por separado (Cuadro 6).
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Con respecto al factor tipo de exposicion al itdcfcon y sin herida) a 20°C se
detectaron diferencias significativas (p<0,05) ¢érdi@metro de la lesién en la baya
(Cuadro 6), siendo l6gicamente mayor en las bagasherida. Este comportamiento se
debe a que la lesion provocada favorece la pem@tragel patdogeno (Figura 7)

asociandose a los resultados obtenidos por E$288%), Pozo (2009), Araneda (2011) y
Copier (2013).

Por otra parte, los aislados H272R/Y presentamoncamportamiento de virulencia
similar a los sensibles luego de 48 horas postsiaria inoculacion. Un comportamiento
similar fue detectado en aislados resistentes ngilsles a boscalid délternaria
alternataen hojas de pistacho Avenot and Michailides (200Cprynespora cassiicola
en hojas de pepino (Miyamo&b al, 2009).

Cuadro 6. Capacidad deirulencia (mm) deBotrytis cineregoor presencia de mutacion
a20°C

. Mutacion Efecto
Tratamiento H272Y H272R  silente Sensible  inoculacion 9 Pvalor
Con herida 5,17 5,30 6,57 3,65 517 A
Sin herida 0,95 1,10 1,55 0,93 1,13 B
Efecto mutaciér 3,06A  3,20A 4,06A 2,29A

ANDEVA

Forma de exposicion 7 <0,0001
Mutacion 1 0,0159
T*F.Ex. 3 0,1393

Medias con una letra comUn no son significativagiada prueba de Tukey (p>0,05).
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Figura 7. Prueba de virulencia realizada sobre bayas deTlempson Seedless con
herida y sin herida a 20°C, con la inoculacion ddados deBotrytis cinereaque
presentan mutaciones en el gedB y aislados sensibles, luego de 48 horas de
inoculacion.



CONCLUSIONES
Mediante la metodologia utilizada en esta investiga los resultados permiten concluir que:

Los niveles de sensibilidad determinados para cada de los aislados dBotrytis
cinerea de acuerdo a los valores fCfueron variables, estos se relacionan con la
presencia de mutaciones. Por lo tanto la preseteciautaciones en el gediB en los
aislados chilenos dB. cinereaestaria relacionada con niveles altos de resistemc
boscalid (EGs>50 pugml™).

La técnica PCR-PIRA permitié detectar en el gdiB de aislados chilenos dotrytis
cinerea dos de las mutaciones ya descritas y asociadaérdida de sensibilidad
moderada y alta a boscalid: H272Y y H272R; la preisede estas mutaciones fue
validada mediante secuenciacion y ninguna de lashtidaciones detectadas resultd ser
especifica para un determinado nivel de sensibliledboscalid.

Ninguno de los aislados sensibles, levemente emdest analizados e incluso algunos
aislados de resistencia moderada a boscalid péesariaciones en este gedtB.

Todos los aislados en este estudio pertenecieButrgtis cinerea sensu stricf@rupo
I) y la mayoria de los aislados que presentaroa fautaciones H272R/Y,
correspondieron al genotip@ansposa.

La presencia de mutaciones (H272R/Y) en los aislateBotrytis generariaun costo
metabdlico que se traduciria en una menor capadedabrevivencia de estos dos tipos
de aislados en el medio, debido a una menor egmadal menor nimero, peso y tamafio
de esclerocios y menaorecimiento a 20°C (solo en H272R).

Los aislados H272R/Y mostraron un comportamientailar seguin el nivel de
virulencia, crecimiento miceliar a 0°C y sensikalidosmatica respecto de aislados sin
mutacién. Sugiriendo que todos los aislados taotola presencia de mutaciones o sin
ellas se ven afectados ante condiciones adversas.

Los resultados obtenidos permiten comprolzarhipétesis planteada en la presente
investigacion: la presencia de mutaciones en elsgdB esta asociada con la reduccion
de la sensibilidad a boscalid en aislados chilele®otrytis cinerea.

Finalmente es importante indicar que dado los t@do$s de este estudio se deberia
realizar una prospeccion que permita establecerestrategia de manejo basado en la
distribucion de mutaciones en las poblacionesBdeytis cinereapredominantes en
Chile.
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APENDICE

Apéndice |

Cuadro 1. Aislados deBotrytis cinereaque se utilizaron en el estudio
n Aislado Regién Variedad Origen Temporada
1 C1-37-3A Metropolitana Crimson BAYA 2011 - 2012
2 ICB-14B Metropolitana Thompson Seedless BAYA 202012
3 A935A2a2 IV Regibn Red globe FLOR 2011 -2012
4 C1-37-4B Metropolitana Crimson BAYA 2011 - 2012
5 A919 A3a3 Il Regidn Thompson Seedless FLOR 20201 1
6 ICB-22B Metropolitana Thompson Seedless FLOR 2Q012
7 IBF-20B V Regién Thompson Seedless FLOR 20112201
8 C1-37-4A Metropolitana Crimson BAYA 2011 - 2012
9 ICB-22AR1 Metropolitana Thompson Seedless BAYA 1202012
10 IBF-6A V Regibén Thompson Seedless FLOR 20111220
11 IBB-28C V Regién Thompson Seedless BAYA 201012
12 IBB-26C V Regién Thompson Seedless BAYA 201012
13 IBF-11A V Regidn Thompson Seedless FLOR 2010122
14 IBF-20A V Regidn Thompson Seedless FLOR 2011220
15 IBF-38A V Region Thompson Seedless FLOR 2010122
16 IBF-8A V Regibén Thompson Seedless FLOR 20111220
17 IBB-21C V Regidn Thompson Seedless BAYA 201012
18 IBF-30C V Regibn Thompson Seedless FLOR 201122
19 ICF-22C Metropolitana Thompson Seedless FLOR 12@012
20 IBF-39A V Regidn Thompson Seedless FLOR 2010122
21 IBF-21A V Region Thompson Seedless FLOR 2010122
22 IBF-30B V Regibn Thompson Seedless FLOR 2010122
23 IBF-14A V Region Thompson Seedless FLOR 2010122
24 ICF-43A V Regidn Thompson Seedless FLOR 2010122
25 IBF-1A V Regién Thompson Seedless FLOR 20111220
26 Cl-14 A Metropolitana Thompson Seedless BAYA 1102012
27 IBF-18C V Regibn Thompson Seedless FLOR 201122
28 IBF-18B V Regibn Thompson Seedless FLOR 2010122
29 C1-33-2A Metropolitana Thompson Seedless BAYA 1102012
30 IBF-17A V Region Thompson Seedless FLOR 2010122
31 IBF-17B V Regidn Thompson Seedless FLOR 2010122
32 C1l-21C Metropolitana Thompson Seedless BAYA 202012
33 IBB-27C V Regidn Thompson Seedless BAYA 201012
34 ICB-16C V Regibn Thompson Seedless BAYA 20102
35 IBF2-38AR1 V Regibén Thompson Seedless BAYA 202012
36 ICF2-12C V Regién Thompson Seedless FLOR 200 2
37 IBF2-16A V Regidn Thompson Seedless FLOR 202012
38 ICF2-45C V Regién Thompson Seedless FLOR 2nn 2
39 ICF2-55D V Regién Thompson Seedless FLOR 212
40 IBF2-15A V Regibn Thompson Seedless FLOR 204a12
41 ICF2-47C V Regién Thompson Seedless FLOR 2nn 2
42 IBB-24A V Regibén Thompson Seedless BAYA 201D12
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n Aislado Regién Variedad Origen Temporada
43 IDF2-49A VI Region Thompson Seedless FLOR 202012
44 IBF2-36A V Region Thompson Seedless FLOR 202012
45 ICF2-60B V Region Thompson Seedless FLOR 2@ 2
46 ICF2-48D V Region Thompson Seedless FLOR 212
47 ICF256A V Region Thompson Seedless FLOR 201122
48 IDF2-33C VI Region Thompson Seedless FLOR 202012
49 ICF-19C Metropolitana Thompson Seedless FLOR 12@012
50 IBB-16AR1 V Regidn Thompson Seedless BAYA 202012
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Apéndice Il
Cuadro 1. Caracterizacion genotipica segun nivel de seidaloila boscalid

Producto Producto Mutacion
n Aislado ECs Sensibilidad ger(;ieégtsit(i)é(:]e la ?:3%223@?19 (PCR-P!RA’y Genotipo  Grupo
(ug.ml'l) ECORV Hhal secuenmamon)
1 IBF-1A 0,96 S 85y 35 120 - vacuma |l
2 Cl-14A 0,20 S 85y 35 120 - transposa |l
3  IBF-18C 0,37 S 85y 35 120 - vacuma |l
4  IBF-18B 0,29 S 85y 35 120 - transposa I
5 C1-33-2A 0,40 S 85y 35 120 - transposa I
6 IBF-17A 0,23 S 85y 35 120 - vacuma |l
7 IBF-17B 0,13 S 85y 35 120 - vacuma |l
8 C1-21C 0,38 S 85y 35 120 - transposa Il
9 IBF30C 2,9 LR 85y 3t Mo boty I
,92 y 3¢ 12C silente
Mgtaci()n transposa |l
10 IBF-30B 2,16 LR 85y 35 120 silente*
11 IBB-21C 7,17 LR 85y 35 120 - transposa I
12 ICF-22C 2,90 LR 85y 35 120 - transposa |l
13 IBF-39A 274 LR 85y35 120 - transposa |l
14 IBF-21A 2,29 LR 85y 35 120 - transposa |l
15  IBF-14A 1,91 LR 85y 35 120 - transposa |l
16 ICF-43A 1,84 LR 85y 35 120 - transposa |l
17 IBF2-38AR1 4,37 LR 85y 35 120 - vacuma |l
18 IBF2-36A 2,42 LR 85y35 120 - transposa |l
19 ICF256A 2,17 LR 85y 35 120 - transposa |l
20 IDF2-33C 5,63 LR 85y 35 120 - vacuma |l
21 IBF-8A 813 MR 85y 35 120 ’\gﬁgﬁg\ vacuma I
Mutacién
22 IBB27C 14,63 MR 85y 35 120 silenter ~ vacuma i
23 IBF-6A 46,83 MR 85y 35 85y 35 H272R transposa I
24 |1BB-28C 4245 MR 85y 35 85y 35 H272R transposa I
25 IBB-26C 49,67 MR 85y 35 85y 35 H272R  flipper n
26 IBF-11A 38,66 MR 85y 35 85y 35 H272R transposa |l
27 IBF-20A 34,70 MR 85y 35 85y 35 H272R transposa I
28 ICB-22AR1 35,69 MR 120 120 H272y transposa |l
29 IBF-38A 9,74 MR 85y 35 120 - transposa |l
30 ICB-16C 11,8 MR 85y 35 120 - vacuma |l
31 ICF2-12C 8,07 MR 85y 35 120 - transposa I
32 ICF2-55D 9,59 MR 85y 35 120 - transposa |l
33 IBF2-15A 1348 MR 85y 35 120 - transposa |l
34 IBB-24A 11,47 MR 85y 35 120 - transposa |l
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Producto Producto Mutacion
n Aislado ECs Sensibilidad ger&%ggt(i)é(:]e la ?:z%rzggé?]e (PCR-P!RA’y Genotipo  Grupo
(ug.ml) EcoRV Hhal secuenciacion)
35 IDF2-49A 10,06 MR 85y 35 120 - transposa I
36 ICF-19C 13,30 MR 85y 35 120 - transposa |l
37 IBB-16AR1 1391 MR 85y 35 120 - transposa |l
38 ICF2-60B 8,13 MR 85y 35 120 - vacuma |l
39 C1-37-3A 169,17 R 85y35 85y 35 H272R transposa I
40 ICB14B 57048 R 85y 35 85y 35 H272R transposa I
41 C1-37-4A 145,08 R 85y 35 85y 35 H272R transposa I
42 IBF2-16A 3,25E+07 R 85y 35 85y 35 H272R vacuma I
43 ICF2-48D 6,98E+03 R 85y35 85y 35 H272R transposa I
44 A935A2a2 678,99 R 120 120 H272y transposa I
45 C1-37-4B 1,84E+04 R 120 120 H272y transposa I
46 A919 A3a3 3,27E+03 R 120 120 H272y transposa I
47 ICB-22B 112E+09 R 120 120 H272y transposa I
48 IBF-20B  1.04E+05 R 120 120 H272R transposa I
49 ICF2-45C 949,57 R 120 120 H272Y boty I
50 ICF2-47C 1,76E+04 R 120 120 H272y transposa I

* Analisis de las secuencias (MACROGEN USA)
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Apéndice Il

Cuadro 1. Porcentaje de los genotipos segun las ragtones detectadas

Tipo de genotipo
Tipo de ) Total Total
mutacion transposa flipper vacuma boty (n) (%)
n % % n % %
H272R 44,44 5,56 1 6 0 0,00 10 6
H272Y 38,89 0,00 0 1| 5,58 g| 4445
Total 15 83,33 5,56 1 6 1| 5,56 18 10C
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Apéndice IV

Cuadro 1. Numero de esclerocios de aislados de distinto wigedensibilidad a boscalid
de acuerdo al genotipo

Esclerocios a los 20 dias

n Aislado Sensibilidad Mutacion  Genotipo 2(?]):(3
1 C1-37-3A R H272R transposa

2 ICB-14B R H272Y transposa 1
3 A935A2a2 R H272Y transposa 34
4 C1-37-4B R H272Y transposa 0
5 A919 A3a3 R H272Y transposa 3
6 ICB-22B R H272Y transposa 18
7 IBF-20B R H272R transposa 6
8 C1-37-4A R H272R transposa 16
9 ICB-22AR1 MR H272Y transposa 26
10 IBF-6A MR H272R transposa 34
11 IBB-28C MR H272R transposa 38
12 IBB-26C MR H272R flipper 21
13 IBF-11A MR H272R transposa 1
14 IBF-20A MR H272R transposa 4
15 IBB-27C MR Mutacion silente vacuma 17
16 IBF-8A MR Mutacion silente  vacuma 21
17 IBE-30C LR Mutacion silente boty 19
18 IBF-30B LR Mutacion silente  transposa 20
19 IBF2-16A R H272R vacuma 0
20 ICF2-45C R H272Y boty 6
21 ICF2-47C R H272Y transposa 14
22 ICF2-48D R H272R transposa 0
23 IBF-1A S - vacuma 45
24 Cl-14A S - transposa 31
25 IBF-18C S - vacuma 20
26 IBF-18B S - transposa 20
27 C1-33-2A S - transposa 11
28 IBF-17A S - vacuma 14
29 IBF-17B S - vacuma 21
30 C1-21C S - transposa 42

" Muestra el promedio del nimero de esclerocios gdticiones evaluadas
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Apéndice V

B05.10 CCT GCT GCC GAQ TCG) GAG TCT TTG ATC AAG ACA TTC AAC ATT TAC
Pro Ala Ala Asp| Ser| Glu Ser Lew lle Lys Thr Phe Asn lle Tyr

IBF-308 CCT GCT GCC GAQ TCA[GAG TCT TTG ATC AAG ACA TTC AAC ATT TAC
Pro Ala Ala Asp| e[ Glu Ser Lew le Lys Thr Phe Asn lle Ty
BF-30C CCT GCT GCC GAQ TCA|GAG TCT TTG ATC AAG ACA TTC AAC ATT TAC
Pro Ala Ala Asp| “or|Glu Ser Leu fle Lys Thr Phe Asn e Tyr
C1-3324 CCT GCT GCC GAQ TCG|GAG TCT TTG ATC AAG ACA TTC AAC ATT TAC
Pro Ala Ala Asp| Ser| Glu Ser Leu lle Lys Thr Phe Asn fle Ty
BB-27C CCT GCT GCC GAQ TCA|GAG TCT TTG ATC AAG ACA TTC AAC ATT TAC
Pro Alz Ala Asp| e[ Glu Ser Leu le Lys Thr Phe Asn lle Ty

BF8A CCT GCT GCC GAQ TCA|GAG TCT TTG ATC AAG ACA TTC AAC ATT TAC
Pro Aa Al Mpl Sr| Glu Ser Leuw WNe Lys Thr Phe Asn flle Tyr

Figura 8. Alineamiento de secuencias con el gehB del aislado de referencia B05.10.
(nuimero de accesiéon BC1G_13286.1) con las secisedeiaislados chilenos &etrytis
cinereacon la presencia de la mutacion silente (LRy MR)nyaislado sensiblén la
figura se muestra el reemplazo de un nucle6tidmiGAp que no produce un cambio de
aminoécido serina.
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