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Resumen

Uno de los grandes problemas en frutas almacenadas poscosecha es la podredumbre
denominada moho azul producida por Penicillium spp. Es la principal enfermedad en

manzanas almacenadas en camara fria en EEUU, Canada y Europa, asi como en Uruguay.

En la mayoria de los casos, Penicillium expansum es descrito como el principal agente
causal de la enfermedad, pero otras especies como Penicillium solitum y Penicillium
crustosum han sido reportadas. Para la identificacion de las especies de Penicillium en la

actualidad los métodos moleculares resultan mas rapidos, objetivos y de menor manipulacién.

Una de las estrategias para controlar el desarrollo de estos patégenos durante el
almacenamiento poscosecha de manzana, es la aplicacion de distintos fungicidas. Los
benzimidazoles, como el tiabendazol, son ampliamente utilizados a nivel mundial. Actdan por
union a la B-tubulina impidiendo la formacion de los microtubulos, evitando asi la formacién
del huso cromatico durante la mitosis. Sin embargo, la resistencia a estos fungicidas ha sido
de rapida aparicion, manifestdndose en varias especies patégenas de manzana como
Penicillium expansum y Penicillium solitum. Esta resistencia se debe, en la mayoria de los
casos, a mutaciones puntuales en el gen que codifica para la p-tubulina. También se utilizan
fungicidas del grupo de los fenilpirroles como el fludioxonil, el cual ha mostrado mayor
efectividad a la hora de combatir la enfermedad. Este fungicida no esta registrado en Uruguay

para su uso en poscosecha de manzana, pero si se utiliza en EEUU, Argentina y Chile.

En el presente trabajo, se identificaron y caracterizaron cepas nacionales de Penicillium
aisladas de manzanas con sintomas de moho azul. Para la identificacion se desarroll6 un
método basado en el analisis de los productos obtenidos de la digestion con determinadas
enzimas de restriccién de los amplicones de parte del gen de la beta tubulina y la regién ITS1-
ITS2 del ADN nuclear. Este método podria ser de utilidad en programas de monitoreo de
especies causantes de moho azul en manzanas. La caracterizacion incluyo el estudio de la
agresividad de las cepas en manzana y la evaluacién de la sensibilidad a dos fungicidas:
tiabendazol y fludioxonil. Se estudiaron ademés las bases moleculares de la resistencia al

tiabendazol.
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1. Introduccioén

1.1. Produccién de manzana en Uruguay

La manzana constituye la principal produccién nacional dentro de los frutales de hoja
caduca, con méas de 37675 toneladas producidas en la zafra 2015-2016 siendo la variedad
Granny Smith la de mayor produccion de acuerdo a los datos publicados por la Direccién de
Estadisticas Agropecuarias (DIEA, 2016). El destino principal de esta fruta (aproximadamente
85%) es el consumo en fresco en el mercado interno, derivandose el resto a la exportacion o
la industria en porcentajes variables segun el afio (DIEA, 2016). Luego de la cosecha y con el
fin de equilibrar la oferta y demanda, la fruta se conserva en camaras frias (0°C) de atmdsfera
comun o controlada por periodos prolongados, que pueden llegar hasta mas de 6 meses. A
pesar de maximizar esfuerzos para reducir la susceptibilidad de los frutos y también minimizar
las fuentes posibles de entrada de patdgenos antes, durante y después de la cosecha, las
pérdidas en la poscosecha en muchos casos siguen siendo significativas. Se estima que las
pérdidas totales de frutas y hortalizas a nivel mundial alcanza el 45%, siendo la poscosecha
una de las etapas de la cadena de suministro de alimentos con altos porcentajes de pérdidas,
tanto en regiones industrializadas como en paises en desarrollo (FAO, 2012). Parte de estas
pérdidas son debidas a la accion de patdgenos fangicos que se desarrollan durante el
almacenamiento poscosecha. Tradicionalmente, el control de dichos patégenos, se ha basado
en la aplicacion de fungicidas de sintesis quimica previo al almacenamiento. En la actualidad,
es muy reducido el nUmero de principios activos efectivos autorizados para su uso en esta
etapa, debido principalmente a consideraciones toxicolégicas y a exigencias de los
importadores. Esto ha generado dificultades a la hora de instrumentar estrategias de manejo
anti-resistencia, ya que las mismas se basan en la alternancia o rotacion de principios activos
de diferente modo de accion (Brent & Hollomon, 2007). Como consecuencia, se ha constatado
la presencia de poblaciones de patdgenos resistentes a los fungicidas mas comiunmente
utilizados en diferentes productos hortifruticola (Wozniak, 2003; Esterio, Auger, Ramos, &
Garcia, 2007; Gepp et al., 2012). Por otra parte el uso de fungicidas, especialmente en esta
etapa tan cercana al consumo, esta siendo muy cuestionada por el publico consumidor, el
cual ha incrementado su conciencia acerca de los riesgos a la salud y al medioambiente que
trae consigo el uso de fungicidas. Un nuevo concepto de calidad ha surgido. Los
consumidores ya no se fijan solamente en la estética del producto, sino que exigen, que el
mismo esté libre de residuos toxicos y que, ademas, haya sido producido siguiendo practicas

sustentables y respetuosas del medio ambiente. Para poder dar respuesta a estas demandas




se han desarrollado programas de Produccion Integrada (Pl) y de Buenas Préacticas Agricolas
(BPA). Estos Programas mediante la integracion de los agricultores con los servicios de
extension y los centros de investigacion implementan la produccién comercial de frutas y
hortalizas de alta calidad minimizando el uso de plaguicidas y sus efectos secundarios
(Giacinti, 2003; Mondino et al. 2003). Es por lo tanto muy importante conocer los niveles de
resistencia a los fungicidas disponibles de las poblaciones de patégenos locales de forma de

utilizar solamente aquellos productos que resulten efectivos.

1.2. Moho azul en manzana

1.2.1. Especies que causan la enfermedad

Las principales enfermedades desarrolladas durante el almacenamiento poscosecha de
manzana son causadas por hongos y son denominadas el moho azul y el moho gris en base
a los sintomas y signos de la enfermedad (Turechek, 2004). EI moho azul es la principal
enfermedad en manzanas almacenadas en camara fria en EEUU, Canada y Europa (Sholberg
et al., 2005), asi como en Uruguay (Pianzzola, Moscatelli, & Vero, 2004). Es causada en la
mayor parte de los casos por P. expansum, pero puede ser provocada por otras especies del
género Penicillium como P. solitumy P. crustosum (Frisvad & Samson, 2004; Samson, Seifert,
Kuijper, Houbraken, & Firsvad, 2004; Scholtz & Korsten, 2016).

La identificaciébn de las especies de Penicillium suele realizarse principalmente por
observaciones micro y macroscoépicas y por caracteristicas de crecimiento en diversos medios
de cultivo (Pitt, 1997; Bandh, Kamili, & Ganai, 2012). Sin embargo estos métodos son
laboriosos y requieren en algunos casos tiempos de incubacion de hasta una semana, por lo
cual actualmente se han desarrollado métodos moleculares, que resultan mas rapidos,
objetivos y de menor manipulacion. Uno de éstos métodos es el desarrollado por Sholberg et
al. (2005) para la identificacion de distintas especies de Penicillium el cual se basa en la
comparacion de las secuencias de una regién de 360 pb del gen de la B-tubulina. Vico et al.
(2014) utilizaron para la identificacion de cepas de P. expansum secuencias de la region del
gen de la poligalacturonasa (Pepgl), la region ADNr ITS y parte del gen que codifica para la

B-tubulina.




1.2.2. Etiologia y control

La pudricién del moho azul no es considerada un problema en el campo, a pesar de que
alli pueden aislarse estos hongos con facilidad. Es, sin embargo, una de las principales
enfermedades en los establecimientos de almacenamiento. En estos lugares el indculo
primario de la enfermedad se encuentra en los recipientes y camaras de almacenamiento
contaminados. La infeccién ocurre cuando las conidias entran en las heridas que pueden
encontrarse en manzanas dafiadas durante la cosecha y manejo, producidas por insectos o
por las lenticelas abiertas. Las conidias se diseminan principalmente por via area, pero
también pueden esparcirse por el agua utilizada en los bafios de inmersién. Lo primero que
se puede observar luego de la infeccion, es una lesién circular, blanda y hundida, de color
amarillo a marrén palido, en la superficie de la fruta. Las lesiones se expanden con rapidez,
descomponiendo el tejido, volviéndolo acuoso y la cascara de la fruta por encima de la
pudriciébn toma una apariencia arrugada. En condiciones de humedad el hongo produce

numerosas esporas verde-azuladas en la superficie de la fruta (Turechek, 2004).

Para controlar el desarrollo de los mencionados patégenos en manzana es indispensable
el cuidado de las medidas de manejo de la fruta de forma de minimizar la aparicion de heridas.
A su vez son importantes las medidas de limpieza y sanitizacion de las plantas procesadoras
y de los locales de almacenamiento con el fin de disminuir el indculo primario. Por dltimo, en
los paises en que estd permitido, previo al almacenamiento, se realizan aplicaciones de
fungicidas para minimizar el riesgo de aparicion de podredumbres. Los fungicidas més
utilizados a nivel mundial han sido los pertenecientes al grupo de los benzimidazoles, por
ejemplo tiabendazol y los inhibidores de la sintesis del ergosterol de los cuales el de mayor
aplicacion ha sido el imazalil. Existen otros principios activos desarrollados, que han
demostrado efectividad en el control del moho azul en manzanas durante el almacenamiento,
como por ejemplo el pirimetanil y el fludioxonil (Li & Xiao, 2008; Sholberg et al., 2005). Este
ultimo fue registrado en 2004 en Estados Unidos para su uso en poscosecha en frutas
pomaceas y en la actualidad esta siendo utilizado en paises de la regién como Chile y
Argentina (Colodner, 2011). Sin embargo, no esta registrado para el control de moho azul en
manzanas en nuestro pais. Este fungicida pertenece al grupo de los fenilpirroles y es efectivo
en inhibir la germinacién de conidias y la elongacion de los tubos germinales de P. expansum
(Li & Xiao, 2008).




En Uruguay los fungicidas registrados para su uso en poscosecha de manzana son el
tiabendazol, imazalil (imidazol), iprodione (dicarboximida), captan (ftalimidas), pirimetanil

(anilino pirimidina), procloraz (imidazol) y carbenzadim (bencimidazol) (MGAP, 2017).

1.3. Bases moleculares de la resistencia a fungicidas

La resistencia de un hongo a un fungicida se puede definir como un rasgo estable y
heredable en el individuo, el cual proporciona sensibilidad disminuida frente al producto, de
forma tal que el hongo es resistente al fungicida a las dosis y condiciones normales de uso
(Vero, Garmendia, Alborés, & Masi, 2009).

Existen diversos mecanismos bioguimicos que explican que un fungicida no produzca
efecto en su organismo blanco (Ma & Michailides, 2005): modificacion del sitio blanco,
sobreexpresion de las moléculas que son blanco de accién del fungicida, activacién en el
hongo de los sistemas de eflujo del fungicida, activacion de una via alternativa a la afectada
por el fungicida. Estos mecanismos de resistencia son consecuencia de mutaciones, que
pueden ser inserciones, deleciones o sustituciones. Dichas mutaciones pueden ocurrir en un
solo gen, monogénicas, o pueden producirse en varios genes, poligénica. El primer caso, se
conoce también como resistencia cualitativa, ya que la aparicion de este tipo de resistencia
divide a la poblacién del patégeno en individuos de mayor o de menor sensibilidad, sin
observarse sensibilidades intermedias. Generalmente, se trata de mutaciones que provocan
un cambio en el sitio blanco del fungicida. La resistencia poligénica o cuantitativa se manifiesta
en un cambio gradual de los niveles de sensibilidad de la poblacion de patégenos debido a la
acumulacion de mutaciones, observandose individuos con distintos grados de sensibilidad.
Este tipo de resistencia se ha encontrado asociada a una reduccién en la concentraciéon
intracelular del fungicida por cambios en los sistemas de eflujo del hongo, al uso de vias
alternativas a las afectadas por el fungicida y a la sobreexpresion de las moléculas blanco
(Deising, Reimann, & Pascholati, 2008).




1.4. Métodos de monitoreo de resistencia a fungicidas

Existen varias técnicas para el monitoreo de la presencia y distribucion de cepas
resistentes a fungicidas, la mejor a utilizar dependera del patégeno y del fungicida. Los
métodos mas comunes in vitro para monitorear la resistencia a un fungicida de un patégeno
consisten en la inoculacion directa de aislamientos en un medio con distintas concentraciones
del fungicida y en la determinacion de la inhibicién del crecimiento o la inhibicién de la
germinacion de esporas. En general, pueden utilizarse distintos métodos, por ejemplo, la
determinacion de la de concentracion inhibitoria minima del fungicida (CIM) o la determinacion

de la concentracioén efectiva (CE) 90 o 50.

La CIM, se define como la minima concentracion de fungicida que impide el
crecimiento del hongo, y debe determinarse para cada aislamiento. Este tipo de ensayo se
realiza para determinar la sensibilidad de aislamientos fungicos de origen clinico. El ensayo
de referencia del método utilizado por los laboratorios clinicos fue desarrollado por el Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) de Estados Unidos. El mismo consiste en inocular
una cantidad estandarizada del hongo en estudio en tubos de medio liquido conteniendo
cantidades crecientes de fungicida. Luego de un periodo de incubacion se determina la
minima concentracién de fungicida que impide el crecimiento. Las concentraciones, medios y
tiempos de incubacion se establecen para cada fungicida y cada patégeno. Un grupo de
investigadores modific6 este método para realizarlo en placas con medio sélido, y
comprobaron su eficacia para determinar la resistencia a tiabendazol de cepas de P.
expansum (Cabafias, Abarca, Bragulat, & Cabafies, 2009). Esta adaptacion tiene como
ventaja que se pueden sembrar varios aislamientos por placa, ahorrando tiempo y medio de

cultivo.

La CE50 o CE90 representa la concentracion de fungicida que inhibe en un 50% o
90% alguna caracteristica asociada al crecimiento del hongo como por ejemplo el crecimiento
micelial o la germinacion de esporas. Es uno de los métodos mas frecuentemente propuestos
por el FRAC (Fungicide Resistance Action Committee) para determinar la sensibilidad de

determinados hongos a determinados fungicidas.

La resistencia a fungicidas puede ser monitoreada también mediante métodos
moleculares. Los mismos implican un conocimiento previo de los cambios genéticos del

patdégeno asociados a la resistencia y se basan en la deteccion de dichos cambios.




1.5. Resistencia a fenilpirroles

Los fenilpirroles son analogos quimicos de la pirrolnitrina, compuesto natural con
reconocida actividad antifungica producido por Pseudomonas spp. Estos fungicidas,
representados por el fludioxonil y el fenpiclonil, tienen varios efectos fisiolégicos importantes
en el hongo blanco que incluyen la hiperpolarizacion de membrana, cambios en el
metabolismo del carbono y la acumulacion intracelular de metabolitos, en particular glicerol,
lo cual provoca el aumento de volumen y el estallido de las hifas. Se ha demostrado que estos
fungicidas producen la activacion de los mecanismos de respuesta a shock osmético a través
de una histidina quinasa que forma parte de la cascada de sefializacién de la respuesta (Kilani
& Fillinger, 2016). Se ha encontrado, hasta el momento que la resistencia a estos fungicidas,
se debe a mutaciones puntuales en el gen que codifica para dicha histidina quinasa que
provoca que la proteina no sea capaz de reconocer el fungicida como activador de la cascada.
Los mutantes de laboratorio resistentes a fludioxonil resultan sensibles al stress osmotico
(Leroux et al., 2002) lo cual disminuye su habilidad competitiva y por lo tanto son pocos los
hallazgos de cepas resistentes (Kilani & Fillinger, 2016). Sin embargo, se han detectado cepas
de Alternaria alternata y de Penicillium expansum con resistencia natural a dichos fungicidas
(Avenot & Michailides, 2015; Gaskins, Vico, Yu, & Jurick II, 2015).

1.6. Resistencia a benzimidazoles

Los benzimidazoles actian por unién a la B-tubulina impidiendo la formacién de los
microtubulos, evitando asi la formacion del huso cromatico durante la mitosis. Por ello han
sido clasificados por el FRAC (FRAC: Fungicide Resistance Action Committee, 2013)como

inhibidores de la mitosis y division celular (Fishel, 2009).

La resistencia a estos fungicidas ha sido de rdpida aparicion, manifestandose en varias
especies fungicas patdégenas de manzana tales como Penicillium expansum y Penicillium
solitum (Sholberg et al., 2005; Vero et al., 2009). Esta resistencia se debe, en la mayoria de
los casos a mutaciones puntuales en el gen de la B-tubulina, principalmente por cambios en
los codones 198, 200 y 240 (Malandrakis et al., 2013; Sholberg et al., 2005). El tiabendazol

es un fungicida que pertenece a este grupo.
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Sholberg y colaboradores (2005) encontraron una asociacion entre el codon 198 del gen
de la beta tubulina y la resistencia al tiabendazol en P. expansum y P. solitum. En los
aislamientos que analizaron, sustituciones en el codon 198 de GAG por GCG o GTG siempre
correspondian a cepas resistentes al fungicida. De todas formas, también encontraron
aislamientos resistentes con la secuencia GAG en el codon 198 de la beta tubulina, sugiriendo
para esos casos que la resistencia podria ser el resultado de otras mutaciones en el gen de
la beta tubulina 0 en otros genes. Otros investigadores encontraron otras mutaciones en el
gen de la beta tubulina relacionadas con la resistencia de P. expansum a este fungicida
(Cabanas, Castella, Abarca, Bragulat, & Cabaries, 2009; Li & Xiao, 2008).

El conocimiento de la aparicién de resistencia a los fungicidas y las bases moleculares
de la misma es importante para realizar una correcta utilizacién de estos compuestos y poder

realizar un sistema de aplicaciones que permitan un correcto manejo anti resistencia.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo general:

Identificar y caracterizar cepas de Penicillium spp. causantes de moho azul en manzanas

en Uruguay.

2.2. Objetivos especificos:

Desarrollar un método molecular sencillo para la identificacion a nivel de especie de cepas

de Penicillium causantes de moho azul.

¢ Identificar aislamientos nativos de estos hongos mediante el método desarrollado.

e Caracterizar las cepas identificadas de acuerdo a su agresividad y sensibilidad a dos

fungicidas: fludioxonil y tiabendazol.

e Caracterizar las cepas de mediante el estudio de las mutaciones presentes en el gen de

la beta tubulina de las cepas con baja sensibilidad al tiabendazol.
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3. Materiales y métodos

3.1. Aislamientos utilizados

En el presente trabajo se estudiaron 53 aislamientos de Penicillium spp obtenidos por
Silvana Vero y su grupo de colaboradores previamente. Para obtenerlos, realizaron
aislamientos de patdgenos a partir de fruta con sintomas de podredumbre azul a salida de
camara de la cooperativa Jumecal, correspondientes a diferentes productores de la zona de
Melilla. Los frutos fueron desinfectados superficialmente y se procedié a sembrar pequefios
trozos de la zona de avance de las podredumbres en medio Potato Dextrose Agar (PDA,
Oxoid) adicionado con sulfato de estreptomicina (5 ppm), los cuales se incubaron a 25 °C
hasta aparicion de micelio. La identificacion hasta nivel de género se realiz6 mediante
observacion de caracteristicas culturales y morfolégicas de cada aislamiento. A partir de los
aislamientos terverticilados, del género Penicilium se realizaron 53 aislamientos
monosporicos en PDA, los cuales se mantuvieron en tubo de PDA inclinado a 4 °C hasta su
uso.

Se utilizé también la cepa de P crustosum de coleccion CBS 313.48.

3.2. Desarrollo de método in silico para la identificacion de los aislamientos

En primer lugar, se desarroll6 in silico un método de diferenciacion de las tres especies:
P. expansum, P. solitum y P. crustosum que pueden ser causantes del moho azul en manzana
(Frisvad & Samson, 2004; Samson et al., 2004; Scholtz & Korsten, 2016). El método se basé
en el corte con enzimas de restriccion (RFLP) de dos regiones génicas: parte del gen de la
beta tubulina y la regién ITS1-ITS2 del ADN nuclear.

En todos los casos posibles se utilizaron secuencias de cepas tipo o de coleccién
almacenadas en la base de datos GenBank (Clark, Karsch-Mizrachi, Lipman, Ostell, & Sayers,
2016) del NCBI (National Center for Biotechnology Information). Para la region ITS1-
5.8SrADN-ITS2 se utilizaron las siguientes secuencias: FJ463031, AY373907.1y AY373932.1
correspondientes a las cepas P. expansum NRRL 976, P. crustosum FRR 1669 y P. solitum
FRR 937. Para el gen de la beta tubulina se utilizaron secuencias depositadas en GenBank
(Clark et al.,, 2016) de tamafio similar o mayor a las obtenidas en este trabajo

(aproximadamente 1000 pb). Las secuencias seleccionadas fueron las siguientes:
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JN872741.1, FJ012872.1 y JN112030.1 correspondientes a las cepas P. expansum 3740, P.
solitum PTB 150, y P. crustosum IBT 21518 respectivamente.

Se alinearon las secuencias seleccionadas utilizando el programa MEGAS (Tamura et al.,
2011) y se recortaron de forma de que tuvieran el mismo tamafio. Luego, mediante la
utilizacion del programa Webcutter 2.0 (Heiman, 1997) se obtuvieron perfiles de restriccion
con diferentes enzimas y se realizd el andlisis, seleccionando enzimas que permitieran
diferenciar las tres especies. Habiendo seleccionado la enzima se determind el perfil
electroforético esperado en cada caso utilizando el programa NEBcutter (Vincze, Posfai, &

Roberts, 2003) suponiendo que se utilizaba un gel de agarosa al 1%.

3.3.  Andlisis de las cepas uruguayas utilizando el método desarrollado

Basados en estos resultados, se realizaron analisis de las dos regiones para todos los
aislamientos uruguayos obtenidos. Para ello se realizd la extraccion de ADN de los

aislamientos, la amplificacién de las dos regiones y el corte con las enzimas seleccionadas.

3.3.1. Extraccion de ADN

Para extraer ADN de las muestras los aislamientos fueron inoculados en 5 ml de medio
YES (2% extracto de levadura, 15% sacarosa) e incubadas a 25 °C durante aproximadamente
5 dias, de forma de obtener micelio sin esporulaciéon. Luego del tiempo de incubacién se
recuperd el micelio, se secd con papel estéril y una porcion se trasvaso a un microtubo estéril
de 2 ml. Se congeld con nitrégeno liquido y se molié con una varilla de vidrio. Al micelio
pulverizado se le agregaron 500 ul de buffer de lisis (Tris-HCI 100 mM, EDTA 20 mM, NacCl
250 mM, 2% SDS) y se agitd con vortex. Se incubaron las muestras 1 hora a 65 °C. Se
afnadieron 500 pul de fenol-cloroformo-isoamilico (25:24:1). Se centrifugaron las muestras a
12000 rpm durante 10 minutos. Se traspasaron 300 pul de la fase acuosa cuidadosamente en
un nuevo tubo y se adicionaron 300 ul de NaCl 1M y 300 ul de NaOAc 3M. Se homogenizé y
luego se agreg6 un volumen de isopropanol frio invirtiéndose suavemente el tubo 3 veces
para homogenizar. Se incubaron las muestras a -20 °C durante 2 horas aproximadamente.
Se centrifugaron otra vez a 12000 rpm por 10 minutos, descartandose luego el sobrenadante.
Se dejaron secar los microtubos en estufa a 35 °C hasta evaporacion total del solvente Se

resuspendié el ADN obtenido en 50 ul de agua MQ estéril. Se agreg6 1 ul de ARNasa (10
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mg/ml) y seincub6 1 hora a 37°C. Se afiadieron 500ul de fenol-cloroformo-isoamilico (25:24:1)
y luego se adicionaron 300ul de NaCl 1My 300ul de NaOAc 3M. Se centrifugaron las muestras
a 12000 rpm durante 10 minutos para luego traspasar 300 ul de la fase acuosa
cuidadosamente en un nuevo microtubo. Se agregdé un volumen de isopropanol frio y se
incubaron las muestras a -20 °C durante 2 horas aproximadamente. Se centrifugaron otra
vez a 12000 rpm por 10 minutos, descartandose luego el sobrenadante. Se agregaron 100 pl
de etanol 70%, se centrifugé en las mismas condiciones, se descartd el sobrenadante y se
dejaron secar los microtubos en estufa a 35 °C durante aproximadamente 30 minutos. Se
resuspendié el ADN obtenido en 50 ul de agua MQ. La presencia o ausencia de ADN se
determiné mediante electroforesis en un gel de agarosa 0.8% conteniendo bromuro de etidio

como indicador. El gel se revel6d bajo una lampara UV.

3.3.2. Reaccién de PCR (Polymerase Chain Reaction)

Tanto como para la amplificacion de la region ITS1-5.8SrADN-ITS2 como para la
amplificacion del gen de la beta tubulina se realiz6 una mezcla de reaccion de 25 pl, con 12,5
ul de PCR master mix 2x (Fermentas), 1ul cada primer en concentracién 25 uM, 1 ul de ADN

y el resto de agua MQ.

Para la amplificacion de la region ITS1-5.8SrADN-ITS2 los primers utilizados fueron ITS1
(5- TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") e ITS4 (5"-TCCTCCGCTTATTGATA TGC-3). Las
condiciones de la reaccion fueron: desnaturalizacion a 95 °C durante 5 minutos seguida de 35
ciclos (94 °C 1 minuto, 55 °C 2 minuto, 72 °C 2 minutos) terminando con una extension durante
10 min a 75°C. Se incluy6 un control con la mezcla de reaccion sin ADN. EIl gen de la beta
tubulina se amplifico con los primers Bt-T2M-Up y Bt-LEV-LO1 (de Jong et al., 2001) bajo las
siguientes condiciones: desnaturalizacion durante 3 minutos a 95 °C seguida por 35 ciclos (95
°C 30 segundos, 60 °C 30 segundos, 72 °C 2 minutos), y una extension durante 10 minutos
a 72 °C. En ambos casos se incluyé un control con la mezcla de reaccion sin ADN. Para
ambas amplificaciones se utilizé un temociclador MultiGene Mini thermocycler (Labnet
International Inc., Edison, NJ, USA).

La presencia o ausencia de los productos de PCR se determiné mediante electroforesis.
Se utilizé un gel de agarosa 0.8% conteniendo bromuro de etidio como indicador. El gel se

reveld bajo una lampara UV. Se utilizé un marcador molecular de 1Kb (Fermentas).
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3.3.3. Andlisis de perfiles de restriccion (Restriction Fragment Length Polymorfism,
RFLP)

Basados en los resultados in silico, se seleccionaron enzimas de restriccion para la
digestion de la region de ITS1-5.8SrADN-ITS2 y para la digestion del gen de la beta tubulina.
Las digestiones para la identificacion se realizaron de acuerdo a las recomendaciones del
proveedor.

Los perfiles obtenidos se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5%
conteniendo bromuro de etidio como indicador. El gel se revelé bajo una lampara UV. Se
utilizaron marcadores moleculares de 1Kb plus y de 50pb (Fermentas). Se utiliz6 una
calculadora on line (Northwestern University, n.d.) para calcular los tamafios de los fragmentos

de acuerdo a las distancias migradas.

3.4. Identificaciéon de aislamientos por analisis de secuencias del gen de la

tubulina

Los amplicones correspondientes al gen de la 8 tubulina de varios aislamientos fueron
secuenciados de forma Dbidireccional en la empresa Macrogen, Korea
(http://dna.macrogen.com/eng/). Las secuencias obtenidas fueron comparadas con la base de
datos del Genbank mediante Blast (Altschul, Gish, Miller, Myers, & Lipman, 1990) de forma

de determinar similitudes con secuencias alli depositadas.

Con las secuencias del gen de la B tubulina de los aislamientos M2P3, P11, P46, PL34,
R40 y secuencias de la misma region de las especies mas cercanas obtenidas en el analisis
anterior, se construy6 un arbol filogenético. A su vez, se incluyo la secuencia correspondiente
a la cepa tipo Penicillium brevicompactum IBT18329 como grupo externo. Las distancias
evolutivas se calcularon mediante el método de Jukes—Cantor y el arbol filogenético fue
obtenido mediante Neighbor-Joining. Todas las posiciones conteniendo gaps o datos faltantes
fueron eliminadas de forma previa al analisis, en comparaciones de a pares (pairwise deletion
option). La estabilidad de los grupos fue alcanzada con 1000 repeticiones (bootstrap). Todos

los andlisis fueron realizados en el programa MEGAS (Tamura et al., 2011).
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3.5. Caracterizacién de las cepas de acuerdo a su agresividad en manzana

Se prepararon suspensiones de conidias de 21 cepas con una concentracion de 104
conidias/ml. Para preparar las mismas, se siembran previamente todas las cepas en tubos de
PDA inclinado y se incuban a 25 °C por 72 hs Se agrega suero fisiolégico con tween 0,1%
hasta la mitad del tubo y se agita el tubo con la mano. Se traspasa 1 ml de la fase acuosa a
un microtubo. Se realiza conteo de conidias utilizando camara de Neubauer, para luego
realizar diluciones hasta obtener el nimero de conidias deseadas. Para el ensayo de
agresividad, en primer lugar se desinfectaron superficialmente las manzanas utilizando etanol
70%. Se dejaron secar a temperatura ambiente y luego se realizaron heridas de unos 3 mm
de profundidad utilizando un pequefio clavo previamente desinfectado. Se realizaron 3 heridas
en cada manzana y se utilizaron 3 manzanas para cada cepa. Nuevamente se dejaron secar,
para posteriormente inocular las manzanas con las suspensiones de conidias. Se incubaron
en camara fria entre 0 y 1 °C. Finalmente se determiné el diametro de la pudricion producida
en cada herida a los 2 meses. Los datos se sometieron a andlisis de varianza y las diferencias
entre medias de los respectivos tratamientos se determinaron mediante el test de Tukey con
un nivel de significacion del 5% (a= 0.05) utilizando el programa Infostat (Di Rienzo et al.,
2013).

3.6. Caracterizacion de las cepas de acuerdo a su sensibilidad al tiabendazol (TBZ)
y fludioxonil (FL).

3.6.1. Determinacion de la Concentracién Inhibitoria Minima (CIM)

La CIM de los fungicidas FL y TBZ fue evaluada para los aislamientos de Penicillium
mediante siembra en placas de PDA con concentraciones crecientes de fungicida. Las placas
se prepararon con Potato Dextrose Agar (Oxoid), al que previamente se esteriliz6 en autoclave
durante 15 minutos a 121°C, se termostatizdé a 45°C y luego se agregaron las cantidades
adecuadas de fungicida para alcanzar las concentraciones deseadas: 1, 2, 16, 64 y 128 ppm

para el fungicida TBZ y 0.5, 1, 2, 4, 8, 16 ppm en el caso del FL. La siembra se realizé

depositando en las distintas placas 1L de una suspensién de 10 conidias/ml proveniente de
cada cultivo monosporico. Se sembraron entre 4 y 8 muestras por placa. Para todos los
ensayos se sembraron de la misma manera controles en placas s6lo con PDA. Las placas
fueron incubadas a 25°C por 48 horas. Se determin6 la CIM como la menor concentracion de

cada fungicida a la cual no se observo crecimiento de una determinada cepa
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3.6.2. Determinacion de la Concentracion Efectiva Cincuenta (CE50)

Para la CE50 del fungicida fludioxonil se prepararon placas de PDA con concentraciones
crecientes de fungicida. Al igual que para la CIM, primero se esterilizé el medio y luego se
adicioné el fungicida en cantidades apropiadas. Se utilizaron placas con concentraciones de
0.05, 0.1, 0.5, 0.75 ppm para las cepas que se encontraron sensibles segun la CIM y placas
con concentraciones de 5, 10, 15, 20 ppm para las cepas con CIM mayores a 16 ppm. Se
sembraron discos de micelio de 5mm aproximadamente (entre 2 y 3 muestras por placa). Se
incubaron durante 5 dias en estufa 25°C en la oscuridad. Luego se calcularon los porcentajes
de inhibicion del crecimiento micelial comparando el crecimiento a cada concentracion con el
control correspondiente. Se transformaron dichos porcentajes al valor probit (para linealizar
los datos) y se graficé ese valor en funcion del Logaritmo de la concentracién del fungicida.

La dosis efectiva cincuenta se obtuvo a partir de esos gréficos.

3.6.3. Determinacion de la sensibilidad en fruto para fludioxonil

Para las cepas que presentaron baja sensibilidad al FL se determind la sensibilidad
también en fruto. Se realizaron dos tratamientos: manzanas con y sin fungicida. Se utilizaron
15 manzanas por tratamiento. En ambos casos las manzanas, se desinfectaron previamente
con alcohol 70% y luego se dejaron secar. Se hicieron 5 perforaciones en cada manzana
utilizando un pequefio clavo previamente desinfectado. Para el primer tratamiento se
sumergieron 2 minutos aproximadamente en un bafio con FL en condicién de uso (80-100
g/hL de fungicida 50%). Se dejaron secar. El segundo tratamiento consistioé en las manzanas
sin fungicida. Finalmente se inocularon, para ambos tratamientos, las suspensiones de 10*
conidias/ml. Se almacenaron las manzanas inoculadas durante un mes y medio en bandejas
en camara fria. Finalmente se observd el crecimiento y aparicion de sintomas para cada
aislamiento. Los resultados se analizaron utilizando modelos lineales generalizados
asumiendo distribucién de Poisson, con transformacion log, segun el programa Infostat (Di
Rienzo et al., 2013).

18




3.7. Caracterizacién de las cepas mediante el estudio de mutaciones en el gen de la

B-tubulina causantes de baja sensibilidad al tiabendazol

Las cepas que mostraron resistencia al tiabendazol fueron analizadas molecularmente
para determinar el tipo de mutacién causante de la resistencia a TBZ. Para ello se amplificd
la region de la B-tubulina, utilizando el método detallado anteriormente en la seccién de
identificacion. Los amplicones obtenidos fueron enviados para su secuenciacion en ambos

sentidos a la empresa Macrogen Korea (http://dna.macrogen.com/eng/). Como control se

amplificé y secuencié la misma region de una cepa de P. expansum (P11) sensible. Las
secuencias recibidas fueron analizadas y depuradas segun la calidad de las mismas. Para
cada cepa se obtuvo una secuencia consenso mediante alineamiento y comparacion de las
secuencias obtenidas a partir del primer forward y el reverse utilizando el programa MEGAS5
(Tamura et al., 2011). Las secuencias obtenidas se compararon entre siy con la cepa sensible
utilizando el mismo programa. A su vez, las secuencias se alinearon con la secuencia
FJ457081.1 del GenBank para definir la zona del gen a analizar (Cabafas, Castella, et al.,
2009).
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4, Resultados

4.1. Desarrollo del método in silico para identificar los aislamientos

A partir del andlisis in silico de las secuencias seleccionadas se decidio utilizar a la enzima
de restriccion Hinfl para la digestion de la region ITS1-5.8SrADN-ITS2 para diferenciar a P.
expansum de P. solitum y P. crustosum. Se seleccioné la enzima de restricciébn Hhal para la
digestion de la region amplificada de parte del gen de la B-tubulina para distinguir P. solitum
de P. expansum y P. crustosum. Luego de definir las enzimas para el corte de cada region,
se determino el perfil electroforético esperado en cada caso utilizando el programa NEBcutter
(Vincze et al., 2003) (Figura 1).
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Figura 1. Se observan los perfiles electroforéticos esperados del corte de la regiéon ITS1-5.8SrADN-
ITS2 con la enzima Hinf | para P. expansum (@) y para P. crustosum y P. solitum (b). Los perfiles
electroforéticos esperados luego del corte con la enzima Hhal de parte del gen de la beta tubulina se

observan en (c) para P. solitum y para P. expansum y P. crustosum en (d).

De acuerdo al andlisis, luego de la digestion de la region ITS se obtiene desde la region
3" 4 bandas de 173, 104, 8 y 301 pb en el caso de P. expansum, y de 3 bandas de 291, 8y
311 pb en los casos de P. solitum y P. crustosum. En el caso de la region de la beta tubulina
estudiada, luego de la restriccion se obtendrian desde la region 3" dos bandas de 213y 727
pb en el caso de P. expansum o P. crustosum y 3 bandas de 213, 418 y 309 pb en el caso de

P. solitum.
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4.2. Andlisis de los aislamientos uruguayos utilizando el método desarrollado

Los resultados de la extraccion de ADN segun el protocolo indicado, se visualizo en geles
de agarosa al 0,8% para todos los aislamientos. En la figura 2 se pueden observar los
resultados para algunos de los aislamientos (Figura 2).

M2F2  M2P4  MZP7  M2P23  M2P27  RID R0 R4 11 P2 P7 PO P14 P15 P10 P21 P22 P24 P30 P33 P34 P35 P47 P51 PLIS 1Kb
M2P3  M2P6 __MZPI7 M2P24 _ RS __ R18 R P2 PR i Ry 34

BRI EL. |
R RL

Figura 2. Extracciones de ADN de los aislamientos de Penicillium spp. visualizadas en geles de
agarosa 0,8%. Se indica en cada carril la cepa analizada. Se utilizaron marcadores de peso molecular
de 1kb (Fermentas).

Luego de las reacciones de PCR, se obtuvo para todos los aislamientos un amplicén de
aproximadamente 600 pb correspondiente a la region ITS1-5.8SrADN-ITS2 y de 1000pb
correspondiente a la parte del gen de la beta tubulina amplificada, utilizando los primers y las
condiciones de amplificacion detalladas anteriormente. En la figura 3 se observan los

resultados de algunos de los aislamientos.
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Figura 3. (a) PCR de la regiéon ITS1-5.8SrADN-ITS2 del ADN nuclear. (b) PCR de parte del gen que

codifica a la beta tubulina y que incluye los codones 180 y 200.
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De acuerdo a los resultados obtenidos in silico es posible diferenciar por el método
desarrollado, a las tres especies de Penicillium capaces de producir sintomas de moho azul
en manzanas segun Samson et al. (2004); Frisvad y Samson, (2004); Scholtz y Korsten,
(2016). De esta forma, se sometieron experimentalmente al analisis a las 53 cepas aisladas
en este trabajo. Los resultados evidencian que todas las cepas mostraron los perfiles
esperados para P. expansum, a excepcién de una de ellas (M2P3) cuyos perfiles de

restriccion en ambas regiones podrian coincidir con P. solitum (Anexo I).

Las Figuras 4 y 5 muestran algunos de los perfiles obtenidos para los aislamientos para
cada una de las regiones amplificadas. Los cortes de la regién ITS1-ITS2 dieron como
resultado una banda doble de 310 pb para la cepa M2P3 y P. crustosum y tres bandas para
el resto de las cepas de 310, 195 y 110 pb. En el caso de la restriccién de la beta tubulina
para la cepa M2P3 se obtuvieron 3 bandas de tamarfios 250, 334 y 428pb y para el resto de
las cepas dos bandas de 250 y 765 pb.
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Figura 4. RFLP de laregion ITS1-ITS2 del ADN nuclear utilizando la enzima de restriccion Hinf I. Carril
1-7: P. crustosumCBS 313.48, M2P3, P2, P14, P24, PL22, P36; carril 8: marcador de peso molecular
50 kb (Fermentas).
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Figura 5. RFLP de parte del gen de la beta tubulina utilizando la enzima de restriccion Hha |, carril 1:

marcador de peso molecular 50pb, carril 2-7: P. crustosum coleccion, M2P3, P9, P15, P21, P22, P30.

En todos los casos se obtuvieron bandas de mayor tamafio que el esperado, debido a que
para el analisis in silico se utilizan secuencias depositadas en las bases de datos, las cuales
siempre son menores que el amplicén completo obtenido por PCR. En general, cuando se
secuencia un producto de PCR, la calidad de secuencia obtenida en los extremos no es buena
y por lo tanto los mismos se suprimen cuando la misma es depositada. En particular, para la
beta tubulina, se utilizaron secuencias de 940 pares de bases para el andlisis in silico, siendo
los amplicones obtenidos un poco mayores a 1000 pares de bases. En el caso de los perfiles
obtenidos para la region ITS, se observa que la restriccion en todos los casos fue incompleta
ya que la banda de mayor peso molecular corresponde al amplicon obtenido (entre 500 y 600
pb). Ademas, en los geles no se observa la banda pequefia de 8 pares de bases, esperada
en ambos perfiles, lo cual era previsible. A su vez, las dos bandas de 291y 311 pb esperadas
para P. solitum y P. crustosum aparecen solapadas. De cualquier modo los perfiles obtenidos

son claramente diferentes.
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4.3. Identificacion de aislamientos por analisis de secuencias del gen de la  tubulina

La Figura 6 muestra el arbol filogenético que corrobora la identificacion de acuerdo al
analisis RFLP de las cepas seleccionadas. Se incluyeron en el arbol secuencias
correspondientes a las especies mas cercanas obtenidas en el analisis con Blast (Altschul et
al., 1990).

498|: Penicillium solitum PTB150
a8 M2P3

LY - Penicillium echinulatum IBT:21839
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— Penicillium crustosum IBT:21518
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L—— Penicillium caseifulum IBT:19782

—— Penicillium viridicatum IBT:21551
P11

Penicillium expansum 3740
Penicillium expansum PSN396
100( P46

PL34
— R40

Penicillium brevicompactum IBT:18329

0.0

Figura 6. Arbol filogenético que muestra la ubicacion de las cepas M2P3, P11, P46, PL34, R40
entre especies del género Penicillium. Se muestra el arbol consenso obtenido de 1000 réplicas
derivado del analisis de parte del gen de la 8 tubulina. Los valores de bootstrap se muestran sobre cada

nodo.
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4.4, Caracterizacion de las cepas de acuerdo a su agresividad en manzana

Los resultados del ensayo de agresividad en manzana (medida como el diametro de
pudricion luego de 2 meses de almacenamiento a 0°C) de 20 cepas de P. expansum
analizadas se muestran en la figura 7. Se observan 3 grupos (a, ab y b) de acuerdo al analisis
realizado, pudiéndose concluir que la cepa P35 que conforma el grupo ‘a’ es
significativamente menos agresiva que las cepas pertenecientes al grupo b (P14, 1PL38, R10,
PL35, P34, R5, PL9, P51, M2P2, P22, P11, P15). (Anexo I).
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Figura 7. Diametro de la pudricién causada por diferentes cepas de P. expansum en manzanas
almacenadas a 0-1°C durante 1 mes. Los tratamientos con la misma letra no son significativamente
diferentes (a= 0.05).

Las manzanas inoculadas con la cepa M2P3, identificada como P. solitum, no mostraron

sintomas de enfermedad luego del periodo de analisis.
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4.5. Caracterizacion de las cepas de acuerdo a la sensibilidad a TBZy FL

4.5.1. Determinacion de la CIM

La distribucion de los valores de CIM de TBZ para las cepas estudiadas se pueden
observar en la Figura 8. En este caso, la sensibilidad de Penicillium no resulté homogénea,
ya que el 34% de los aislamientos presenté una CIM mayor de 128ppm mientras que el 66%
restante resulté sensible con valores de CIM menores de 1 ppm, no detectdndose resistencias

intermedias.

Sensiblidad al tiabendazol
100

80
66

@ 60
Q
3
S 0 34
20 I
0
<1 2 16 64 128
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Figura 8. Resultados de CIM para TBZ de los aislamientos de Penicillium spp.

En el caso del FL se puede observar que la mayoria de los aislamientos presentan una
CIM menor a 0.5ppm (Figura 9). Se destaca que la cepa de P. expansum, P11, y la cepa
identificada como P. solitum, M2P3, presentan una CIM mayor a 16 ppm.
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Figura 9. Resultados de CIM para fludioxonil de las cepas de Penicillium spp.
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4.5.2. Determinacion de la CE50 para el FL

Los valores de CE50 para el fludioxonil pueden observarse en la figura 10. La mayoria de
los aislamientos presentaron CE50 entre 0,01 y 0,1 mg/L. Se destaca que la cepa P11, de
menor sensibilidad de acuerdo a su CIM, present6 una CE50 superior al resto (0,93 mg/L).

CES50 fludioxonil

18 4
16 1
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% cepas
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Figura 10. Resultados de la CE50 para fludioxonil de los aislamientos de Penicillium spp.

4.5.3. Determinacion de sensibilidad en fruto para fludioxonil

Con los aislamientos que mostraron baja sensibilidad al FL in vitro, P11 y M2P3, se
estudio la sensibilidad al fungicida en manzana Se utiliz6 ademas la cepa PL9, que mostro

ser sensible al fungicida in vitro (Figura 11).

Figura 11. Se muestran algunas de las manzanas inoculadas con las 3 cepas ensayadas: P11, M2P3
y PL9. Se puede observar el crecimiento de cada una luego de un mes y medio de almacenamiento

en camara fria.
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El tratamiento con fungicida resulté significativo (Anexo Il), es decir que se observo
diferencia de aparicion de sintomas entre las manzanas sumergidas en FL y las manzanas
sin el fungicida. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre las cepas, es
decir que seguln el ensayo realizado todas las cepas resultaron sensibles al FL en condiciones

de uso.

Sensibilidad fludioxonil en manzana

80
73 73 63 ® con fludioxonil

60 - m sin fludioxonil

40 4

20
0

N° herdias con podredumbre

PL9 P11 M2P3
Cepas

Figura 12. Para cada una de las cepas ensayadas, PL9, P11 y M2P3, se muestra para los dos
tratamientos (con y sin fludioxonil) el nimero de heridas con podredumbre luego de un mes y medio de

almacenamiento en camara fria.
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4.6.

A las cepas que presentaron baja sensibilidad al TBZ y una caracterizada como resistente
al mismo (P11) se les amplificé la region del gen de la beta tubulina que abarcé 1000 pares
de bases aproximadamente. El analisis realizado incluy6é 624 pares de bases, region donde
se encontrarian las mutaciones naturales que confieren resistencia al TBZ de acuerdo a
Cabarnias et al. (2009). Las secuencias se alinearon con la secuencia NRRL976 (GenBank

FJ457081.1) que corresponde a 191 aminoacidos del gen, comenzando en el codén 167, y

posee un intrén de 51 pares de bases (Anexo llI).

P11
P12
P14
P15
P19
P42
P46
PL9
PL13
PL34
M2P2
P21
PL15
R5
R36
R43
PL48
R40

Tabla 1. Mutaciones de la region estudiada de la beta tubulina para las cepas analizadas. NR: tipo no

TTC (Phe)
TTC (Phe)
TTC (Phe)
TTC (Phe)
TTC (Phe)
TTC (Phe)
TTC (Phe)
TTC (Phe)
TTC (Phe)
TTC (Phe)
TTC (Phe)
TTC (Phe)
TTC (Phe)
TTC (Phe)
TTC (Phe)
TTC (Phe)
TTC (Phe)
TAC (Tyr)

GAG (Glu)
GAG (Glu)
GAG (Glu)
GAG (Glu)
GAG (Glu)
GAG (Glu)
GAG (Glu)
GAG (Glu)
GAG (Glu)
GAG (Glu)
GTG (Val)
GTG (Val)
GTG (Val)
GTG (Val)
GTG (Val)
GTG (Val)
GCG (Ala)
GAG (Glu)

reportado por Cabafias et al., 2009.

CTC (Leu)
CTC (Leu)
CTC (Leu)
CTC (Leu)
CTC (Leu)
CTC (Leu)
CTC (Leu)
CTC (Leu)
CTC (Leu)
CTC (Leu)
TTC (Phe)
TTC (Phe)
TTC (Phe)
TTC (Phe)
TTC (Phe)
TTC (Phe)
CTC (Leu)
CTC (Leu)

la B-tubulina causantes de baja sensibilidad al tiabendazol

VI
VI
VI
VIII
VIII
VIII
X
NR

Caracterizacion de las cepas mediante el estudio de mutaciones en el gen de
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En la tabla 1 se pueden observar para cada cepa estudiada identificada como P.
expansum, las secuencias y correspondientes aminoacidos en los casos en que se
encontraron mutaciones. Ademas se caracterizaron las cepas de acuerdo al tipo genético
segun Cabafias et al. (2009). De acuerdo a dicha clasificacion, se observaron 3 tipos de
secuencias en las cepas resistentes correspondientes con los tipos genéticos |, VIl y X. El
tipo genético |, que presentan 9 de las cepas resistentes a tiabendazol, no presenta mutacion,
y coincide con el genotipo de la cepa sensible (P11). Las mutaciones mas frecuentes
correspondieron al tipo VIII definido por Cabafias et al. (2009) que involucran un cambio en el
coddén 198 de &cido glutdmico por valina y otro cambio en el codén 240 de leucina por
fenilalanina, los cuales se dan en forma conjunta. Para una de las cepas, R40, no pudo
asignarse la clasificacion de Cabafias et al. (2009) ya que presentaba una mutacion diferente
a las definidas dicho trabajo, al presentar un cambio en el codén 167 de tirosina en lugar de

fenilalanina.

En la figura 13 se observa el alineamiento de la secuencia de la proteina de los diferentes
tipos definidos por Cabaiias et al. (2009), la cepa R40 y la cepa M2P3 identificada como P.
solitum. Se observan cambios en el codon 198, en el codén 240 y en el codon 285 que
coinciden con los tipos definidos por Cabaias et al. (2009) X, VI y Il respectivamente.
Ademas se observan cambios en los codones 279 y 335 no reportados por dichos autores,

en los cuales se observa un cambio de serina por glutamina y asparagina por serina

respectivamente.

167 198 intron 223
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Tipovm . . . . G e e e e A o e e e e e e e
TipoX . L L L L Lo oL e e e e e e Bl oL oL e e e e e e e e e e e e e e
Fid0 e
= B e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

230 240 279 285 293
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Tipovm . . . . . . . . .. F oo o o o s o i i s e s w s e s s x s s s oax s s s s x o xox o= s s xow s x4 3ot s ox a2 x oxox s s
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294 335 BT
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L
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Figura 13. Secuencias de la proteina alineadas de los tipos de Cabafias et al, el aislamiento R40 y la

cepa M2P3 identificada como P. solitum
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5. Discusién

En el presente trabajo se identificaron y analizaron aislamientos terverticilados del género
Penicillium aisladas de manzanas con sintomas de moho azul provenientes de una camara
fria de almacenamiento de varios productores de la zona de Melilla, Montevideo. Debido a
gue la identificacion de los Penicillium terverticilados mediante métodos fenotipicos no es
sencilla se suelen utilizar métodos moleculares que resultan mas rapidos y objetivos. Por este
motivo se desarroll6 para la identificacion a nivel de especie de las cepas un método molecular
sencillo basado en el analisis con enzimas de restriccion para diferenciar a P. expansum, P.
solitum y P. crustosum, especies causantes de la enfermedad en manzana segin Samson et
al. (2004); Frisvad y Samson (2004) Scholtz y Korsten (2016). De esta forma todos los
aislamientos, a excepcién de uno, fueron identificados como P. expansum, especie
reconocida como patégeno poscosecha de manzana de mayor impacto econémico a nivel
mundial (Jijakli & Lepoivre, 2004; Turechek, 2004). Es una especie micotoxigénica por su
capacidad de producir patulina en varios sustratos incluido en manzana (Frizzell, Elliott, &
Connolly, 2014). Esta micotoxina se encuentra regulada en jugos de manzana en nuestro pais
(MSP, MEF, MIEM, & MGAP, 2009) y es un indicador del uso de materia prima en mal estado
en la produccion de jugos.

Se identific6 como P. solitum a la cepa restante aislada en este trabajo. Esta especie es
conocida por ser menos agresiva y no producir micotoxinas. En Uruguay, Pianzzola et al.
(2004) han reportado la presencia de esta especie como un patégeno de manzana de menor

incidencia y baja agresividad.

Las cepas aisladas fueron caracterizadas de acuerdo a su agresividad en manzana a baja
temperatura y a su sensibilidad a distintos fungicidas. El analisis de agresividad en manzanas
en camara fria de algunas cepas identificadas como P. expansum evidencio que las mismas
causaban sintomas con distintos niveles de agresividad en esas condiciones. En cambio, P.
solitum no produjo sintomas de pudricion en el mismo periodo. De forma similar, Louw y
Korsten (2014), analizaron la agresividad de P. expansum, P. crustosum y P. solitum en
manzanas provenientes de Sudafrica y la Union Europea describiendo a P. expansum como
la especie mas agresiva en camara fria y a P. solitum como una de las especies no agresivas
en dichas condiciones. P. crustosum mostré en dicho analisis una baja incidencia (10%),

presentando en esos casos baja agresividad.
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Se estudi6 la sensibilidad a dos fungicidas, tiabendazol y fludioxonil para todas las cepas.
El tiabendzol es un fungicida registrado en nuestro pais para el control poscosecha de moho
azul, cuyo uso ha disminuido en los ultimos afios debido a la constatacion por parte de los
productores de resistencia en condiciones de uso. El fludioxonil es un fungicida recomendado
en varios paises, como EEUU (Gaskins et al., 2015) y Australia (APVMA, 2010), para el control
de moho azul causado por Pencillium spp., haciéndose especial mencion a P. expansumy P.

solitum en Australia.

En el analisis de CIM para fludioxonil se observé una distribucion bimodal, encontrandose
dos cepas con sensibilidad disminuida, P. expansum P11y P. solitum M2P3. En general, las
cepas resistentes al fungicida pierden competitividad debido al aumento de la
osmosensibilidad, siendo incapaces de soportar el stress osmotico (Kilani & Fillinger, 2016).
La cepa P11 mostro niveles de agresividad en fruto similares a los de las otras cepas de P.
expansum ensayadas, por lo cual se puede afirmar que el cambio que provocé una
sensibilidad disminuida al fludioxonil no afect6é su capacidad de crecimiento en manzana. No
se pudo evaluar la cepa M2P3 en ese sentido, ya que se obtuvo un solo aislamiento de la
especie y por lo tanto no se pueden establecer comparaciones. El fludioxonil no se utiliza en
nuestro pais en el control de patégenos poscosecha de manzana, por lo tanto, podriamos
definir como sensibilidad basal para P. expansum la determinada para la mayoria de las cepas
de este trabajo (CIM < 0.5 ppm). En base a ello se puede afirmar que existe una disminucion
de mas de 32 veces en la sensibilidad de la cepa P11. Se han descrito cepas de P. expansum
con sensibilidad disminuida al fludioxonil (Gaskins et al., 2015; Karaoglanidis et al., 2011), sin
embargo no hemos encontrado citas que mencionen una menor sensibilidad en cepas de P.
solitum, por lo cual este trabajo constituye el primer reporte al respecto. No se pudo
determinar la sensibilidad basal a fludioxonil para cepas nativas de esa especie ya que
solamente se obtuvo un aislamiento. Seria relevante realizar un estudio de sensibilidad

tratando de aislar cepas nativas de esta especie.

La concentracion efectiva 50 de fludioxonil de la mayoria de las cepas uruguayas
estudiadas vari6 entre 0,01 y 0,1 mg/L. Para la cepa, P11 que mostré sensibilidad disminuida
en el ensayo de CIM, la EC50 fue de 0,93 mg/L. Estos valores son mayores a los encontrados
por Li y Xiao (2008), ya que en las 120 cepas que analizaron en su trabajo con manzanas
provenientes de Washington, la CE50 vari6 entre 0,011 y 0,068 mg/L. También son mayores
a los hallados por Karaoglanidis et al. (2011), que reportaron EC50 0,013 - 0,47 mg/L en los

ensayos realizados con 236 cepas de P. expansum.
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De todas formas, al analizar el comportamiento de las cepas que presentaron baja
sensibilidad en los ensayos in vitro en presencia de fludioxonil en concentraciones de uso en

manzana se comprobd que las mismas no eran resistentes a dicho tratamiento.

Para el tiabendazol la sensibilidad de P. expansum tampoco resulté homogénea, ya que
el 34% de los aislamientos presentd una CIM mayor de 128ppm mientras que el 66% restante
resulté altamente sensible con valores de CIM menores de 1 ppm, no detectandose
resistencias intermedias. Este tipo de resistencia se conoce como resistencia cualitativa, y en
general se debe a una mutacién puntual que modifica el sitio blanco de accion del fungicida
(Vero et al., 2009). La sensibilidad disminuida a tiabendazol de cepas nativas de P. expansum
ya habia sido observada por Pianzzola et al. (2004). El porcentaje de cepas resistentes
observadas en el presente trabajo fue menor que la observada en el afio 2004. Esto podria
deberse a una menor presion de seleccion, ya que el uso de dicho fungicida a nivel de packing

ha disminuido en los ultimos afios, producto de una disminucion en su efectividad.

La resistencia natural a los benzimidazoles suele estar dada por mutaciones puntuales
en el gen que codifica para la beta tubulina, causando cambios en la secuencia aminoacidica
del sitio de unién del fungicida. Varios autores han descrito las mutaciones encontradas en
esa region. En el trabajo de Cabafias et al. (2009) se basan en un andlisis con cepas
identificadas como P. expansum donde definen 9 genotipos diferentes de acuerdo a las
mutaciones encontradas. Al traducir las secuencias aminoacidicas los tipos se reducen a 4
diferentes: el tipo Il presenta la mutacién N285S, el tipo VIII las mutaciones L240F y E198V,
el tipo IX presenta la mutacion E198V vy el tipo X la mutacion E198A. En el presente trabajo
se encontraron los tipos VIII y X definidos por Cabafias et al. (2009), ademas de un tipo no
reportado por dichos autores que mostré la cepa R40. Yin y Xiao (2013) luego de analizar
cepas de P. expansum resistentes a tiabendazol aisladas de manzanas, reportan dos tipos
de mutaciones diferentes, E198V y F167Y. Esa Ultima mutacion es la que se encontré en la
cepa resistente al TBZ R40 en el presente trabajo. Cabafias et al. (2009) definieron ademas
como tipo | al correspondiente con la secuencia de la cepa NRRL976 (sensible al fungicida),
el cual en nuestro relevamiento se observo en todas las cepas sensibles al TBZ y en la
mayoria de las cepas resistentes. Estos resultados se corresponden con los descritos por
Cabarias et al. (2009) y Sholberg et al. (2005). El hallazgo de cepas con resistencia pero que
no presentan mutaciones en la regién analizada del gen que codifica para la beta tubulina
refuerza la conclusién que en esos casos la resistencia al fungicida esta dada por mutaciones

en otras regiones de ese gen e incluso en otras regiones génicas.
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6. Conclusiones y perspectivas

El método molecular desarrollado mostrd ser efectivo y rapido en la discriminacion de P.

expansum, P. solitum, P. crustosum, especies causantes del moho azul en manzana.

Con este método se identificaron las cepas aisladas encontrandose que el moho azul en
manzanas almacenadas poscosecha en camara fria en la zona estudiada es causado
mayoritariamente por P. expansum. Se identificé también una Unica cepa como perteneciente

a P. solitum, especie ya reportada en Uruguay como causante de la enfermedad.

La efectividad del fungicida fludioxonil se verifico para casi todos los aislamientos. Sin
embargo el hallazgo de cepas de sensibilidad disminuida determina la importancia de realizar
relevamientos de niveles de sensibilidad en caso de que se registre el fungicida en nuestro
pais para su uso contra moho azul en manzana. El conocimiento de los niveles basales de
sensibilidad de las cepas locales, determinado en este trabajo, seria de suma importancia en
dichos relevamientos.

La efectividad del fungicida tiabendazol en el control de esta enfermedad ha disminuido
ya que se encontraron niveles variados de sensibilidad. La resistencia a dicho fungicida no
so6lo se explica por mutaciones en la zona estudiada del gen de la beta tubulina, por lo que
deberia ampliarse el andlisis a la totalidad de este gen u otras regiones génicas para conocer

las bases moleculares de la resistencia en la zona estudiada de nuestro pais.
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Anexo |

En la siguiente tabla se resumen los resultados de identificacion y caracterizacion de todas
las cepas utilizadas en el presente trabajo. Se detalla: nombre de la cepa, especie de acuerdo
a la identificacion realizada, resultado del ensayo de CIM para tiabendazol (R: resistente,
crecimiento 128ppm; S: sensible no muestra crecimiento en 1ppm), resultado del ensayo de
CIM para fludioxonil (R: resistente, crecimiento en 16ppm; S: sensible no muestra crecimiento
en 0,5 ppm), concentracién efectiva 50 (mg/L), clasificacion de acuerdo al ensayo de

agresividad (se indica entre paréntesis el diametro de crecimiento promedio en cm), s/a: sin

analizar.

Cepa

M2P3
M2P2
P12
P14
P15
P19
P21
P42
P46
PL13
PL15
PL34
PL48
PL9
R36
R40
R43
R5
1PL38
M2P17
M2P23
M2P24

Identificacion

P.
=
=
=
=
P
P
P
=
P
P.
P
P
P
P
P
=
=
=
P
P
P

solitum

. expansum
. expansum
. expansum
. expansum
. expansum
. expansum
. expansum
. expansum

. expansum

expansum

. expansum
. expansum
. expansum
. expansum
. expansum
. expansum
. expansum
. expansum
. expansum
. expansum

. expansum

Sensibilidad Sensibilidad

TBZ

nuw n »n »nw 1 ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ X OV OV XV OV OV UV OV WD AU D

nw uo n nuo nuo n nonononuonuonuonuoononuonuonnueonuoneonuao

CES50 FL

0,09
0,08
0,09
0,08
0,08
0,08
0,09
0,10
0,09
0,04
0,05
0,07
0,06
0,05
0,03
0,06
0,08
0,05
0,01
0,07
0,07

Agresividad

s/a

B (30)
s/a

B (25)
B (34)
s/a

s/a

s/a

s/a

AB (23)
AB (24)
AB (18)
AB (21)
B (29)
s/a

sla

sla

B (29)
B (26)
s/a

s/a

s/a
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M2P27
M2P4
M2P6
M2P7
P11
P2
P22
P24
P27
P30
P33
P34
P35
P43
P44
P47
P48
P49
P51
P7
P8
P9
PL12
PL16
PL18
PL22
PL35
PL7
R10
R18
R19

. expansum
. expansum
. expansum
. expansum
. expansum
. expansum
. expansum
. expansum
. expansum
. expansum
. expansum
. expansum
. expansum
. expansum
. expansum
. expansum
. expansum
. expansum
. expansum
. expansum
. expansum
. expansum
. expansum
. expansum
. expansum
. expansum
. expansum
. expansum
. expansum
. expansum

. expansum

w nu n no n n nonnonuononuonuoonuonuoonuononoonuonuonoononoonuoononuoonooneo®nuoneon

w nu n no n n nononuonuonunuoonuonuonuoonuonoonoonuonoonoononooneoonuone3aoT ;e 00 onoon

0,03
0,06
0,04
0,08
0,93
0,10
0,10
0,06
0,10
0,09
0,09
0,04
0,06
0,05
0,08
0,10
0,04
0,10
0,10
0,09
0,10
0,04
0,04
0,04
0,01
0,05
0,06
0,01
0,09
0,03
0,03

sla

s/a

s/a

s/a

B (31)
s/a

B (30)
s/a

s/a

s/a

AB (23)
B (28)
A (6)
s/a

s/a

s/a

s/a

s/a

B (29)
s/a

s/a

s/a

s/a

AB (21)
AB (18)
s/a

B (28)
s/a

B (28)
sla

s/a
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Anexo |l

Analisis estadisticos de los resultados del ensayo de sensibilidad en fruto para fludioxonil.
Se muestra el andlisis realizado utilizando modelos lineales generalizados asumiendo
distribucién de Poisson, con transformacion log, segun el programa Infostat (Di Rienzo et al.,
2013).

Regresion Poisson

Distribucidén: Poisson
Funcién de enlace: Log

Variable dependiente: Conteo Heridas
Nimero de cbservaciones: 90
Observaciones faltantes: 2
Iteraciones: & (max=20)

Tolerancia: 1E-9 (0,000000000)

Parametros Est. E.E. Wald LI(95%) Wald L5(95%) Wald Chi* p-valor
Constante -1,40 0,31 -2,00 -0,80 21,01 <0,0001
Aislamiento_ P11l 0,16 0,186 -0,16 0,49 0,97 0,3245
Aislamiento_PLS 0,07 0,17 -0,26 0,40 0,18 0,6738
Tratamiento s/Fludioxonil 2,86 0,30 2,28 3,44 92,66 <0,0001

Valor gl
Log Likelihood 84,59 86
Deviance 58,87 86

Escala (fijada) 1,00

Pruebas de hipétesis secuenciales

F.V. gl -2[L0-L1] p-valor
Aislamiento 2 0,98 0,6117
Tratamiento 1 213,12 <0,0001
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Anexo lll.

(a) Alineamiento con el programa MEGAS (Tamura et al., 2011) de las secuencias de la regién
del gen de la beta tubulina amplificada de las cepas P. expansum sensibles a TBZ, tomando
como referencia la cepa de coleccion P. expansum NRRL976 (GenBank: FJ457079.1) y la
cepa P11 sensible a TBZ.

167

78
P.expansum NRRL 976 TTT TCC GTC GTC CCC TCC CCC AAG GTC TCC GAC ACC GTT GTT GAG CCT TAC AAC GCC ACT CTC TCC GTT CAC CAG CTT
MeP2

Ra0 A

g
600600000000000004

198 156
P.expansum NRRL 976 GTT GAG CAC TCC GAC GAG ACT TTC TGT ATC GAT AAC GAG gta tga aac gcg tga gga aaa gac tga cat gaa gaa tac
MeP2 T

2
440

234
P.expansum NRRL 976 tiga caa tct tag GCT CTC TAC GAT ATC TGC ATG CGT ACC CTC AAG CTC TCC CAG CCC TCC TAC GGT GAC CTG AAC CAC
Mer2

240 312
P.expansum NRRL 976 CTT GTC TCC GCC GTC ATG TCC GGT GTG ACC ACC TCT CTC CGT TTC CCC GGT CAG CTC AAC TCC GAT CTC CGC AAG CTC
MeP2 T

2

390
P.expansum NRRL 976 GCC GTC AAC ATG GTT CCC TTC CCC CGT CTG CAC TTC TTC ATG GTC GGC TTC GCT CCC CTG ACC AGC CGT GGC GGC TCC
Mer2

468
P.expansum NRRL 976 TCT TAC CGC CAG GTC AAC GTC CCC GAG TTG ACC CAG CAG ATG TTC GAC CCC AAG AAC ATG ATG GCT GCT TCC GAC TTC
Mer2

P.expansum NRRL 976 CGT AAC GGC CGC TAC CTC ACT TGC TCC GCT TTG TTC CGC GGT AAG ATC TCC ATG AAG GAG GTT GAG GAC CAG ATG CGC
Mer2

624
P.expansum NRRL 976 AAC ATC CAG AAC AAG AAC CAG AGC TAC TTC GTT GAG TGG ATC CCC AAC AAC GTC CAG ACC GCT CTG TGC TCC GTT ccC
P2
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(b) Alineamiento de la parte de la proteina codificada (beta tubulina).

&7 138 intron o]
FHM57079.1 Fent Bumexpansum st@ah NRRL 976 FSVVPSPKVSDTVVEPYNATLSVHQLVEHSDETFC DNE ALY D CMRTLKLSQPSYGDLNHLV
L v
P12
P15
P19
P21 v
P2
RE
LE)
R15 v
A3
LR A
= v
a6 v
0 Y
k] v
P11

=ne 40
FHM57079.1 Fent Bumexpansum st@ah NRRL 976 SAVMSGVTTSLRFPGQLNSDLREKLAVNMVPFPRLHFFMVGEGFAPLTSRGESSYRQVNVPELTQQM
L F
P12
P15
P19
P21 F
P2
RE
LE)
RIS
A3
LR
=
a6
0
w3 =
P11

=4 w7
FHM57079.1 Fent Bumexpansum st@ah NRRL 976 FOPKNMMAASDFRNGRYLTCSAILFRGK SMKEVEDQMRN Q@NKNQSYFVEWI PNNVQTALCSVP
L
P12
P15
P19
P21
P2
RE
LE)
R15
A3
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