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RESUMEN

La exportacion de peras (Pyrus communis L.) a nivel mundial es muy importante, siendo Chile
actualmente considerado como uno de los principales paises exportadores de pera fresca del
hemisferio sur. La superficie de perales alcanza las 7.271 ha, siendo la regién del Maule la
segunda region con mas produccion nuestro pais, luego de la region de O Higgins. La pudricién
calicinal de la pera es causado predominantemente por Botrytis cinerea, siendo esta enfermedad
una de las importantes durante poscosecha. Recientemente se han identificado a otras especies
de Botrytis causando pudricion gris en diferentes hospederos (manzana, ciruelo, kiwis, arandanos
entre otros). Por ello, es muy importante realizar diversos tipos de estudios que puedan identificar
las posibles especies de Botrytis para determinar de forma mas exacta la etiologia de la pudricion
calicinal de peras en la Region del Maule. El objetivo del presente estudio fue caracterizar
molecularmente y estudiar el comportamiento bajo la temperatura de 0°C de aislados de Botrytis
cinerea de alta esporulacion y aislados de Botrytis sp. de baja esporulacién obtenidos
recientemente causando pudricidon calicinal en peras en la Region del Maule. Basados en los
resultados obtenidos, se identific6 por medio de la identificacion molecular (comparaciéon de
secuencias, Blast) y analisis filogenéticos (incluyendo genes G3PDH, HSP60 y RPB2) a Botrytis
prunorum asociados a los aislados de baja esporulacién de Bofrytis. Los aislados de B. prunorum
crecieron a 0°C. Sin embargo, la tasa de crecimiento de los aislados de B. prunorum fue baja, al
compararla con los aislados de B. cinerea. Por lo tanto, los aislados de B. prunorum, mostraron
diferencias genéticas y fisiolégicas diferentes a B. cinerea, colectados desde pudriciones de peras
en Chile.



ABSTRACT

The export of pear fruits (Pyrus communis L.) is very important worldwide. Currently, Chile is
considered one of the main exporting countries of fresh pear fruits in the Southern hemisphere.
The area of pear trees planted reaches 7,271 ha, the Maule region being the second region
with the most production, after the O'Higgins region. The calyx-end rot of pear fruit is
predominantly caused by Botrytis cinerea. Calyx-end rot is one of the important during
prehavest and postharvest of pear fruits. Recently, other species of Botrytis have been
identified causing gray mold in different hosts (apple, plum, kiwis and blueberries, among
others). For this reason, it is very important to carry out various types of studies that can identify
possible Botrytis species in order to more accurately determine the etiology of goblet rot of
pears in the Maule Region. The objective of the present study was to characterize molecularly
and study the behavior under the temperature of 0 °C of isolates of Botrytis cinerea with high
sporulation and isolates of Botrytis sp. with low sporulation recently obtained causing calyx-
end rot in pears in the Maule Region. Based on the results obtained, Botrytis prunorum
associated with low sporulation isolates of Boirytis was identified through molecular
identification (sequence comparison, Blast) and phylogenetic analysis (including G3PDH,
HSP60 and RPB2 genes). Isolates of B. prunorum grew at 0 °C. However, the growth rate of
B. prunorum isolates was low, when compared to B. cinerea isolates. Therefore, the isolates
of B. prunorum, showed genetic and physiological differences against B. cinerea, collected
from pear rots in Chile.
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1. INTRODUCCION

La exportacion de peras (Pyrus communis L.) a nivel mundial es muy importante, siendo Chile
actualmente considerado como uno de los principales paises exportadores de pera fresca del
hemisferio sur (Odepa, 2019). La superficie de perales alcanza las 7.271 ha, de las cuales 4.505
se concentran en la Region de O’Higgins, liderando la superficie, seguida por la Region del Maule.
Entre los cultivares destacados, los cvs. Packam’s Triumph y Abate Fetel son los que poseen

mayor superficie en las regiones de O Higgins y del Maule, respectivamente (Odepa, 2019).

El peral es una especie frutal que es susceptible a enfermedades asociados a diferentes
fitopatégenos (Ej, virus, bacterias, fitoplasmas entre otros), destacando los hongos que atacan al
arbol (sistema radical, tronco, follaje, flores y frutos) y a los frutos durante su produccién en el
huerto comercial y durante el almacenaje en frio de los frutos (Latorre, 2004; 2018; Agrios, 2007).
Las enfermedades que afectan a los frutos, provocan pérdidas en su calidad y valor durante su
almacenamiento y comercializacion que son pérdidas directas. Ademas, la presencia de
pudriciones asociadas a hongos causa pérdidas indirectas por la necesidad de adquirir medidas
de control en la etapa de almacenaje y ademas del costo que implica el reembalaje de la fruta en
Chile como en el extranjero (Pinilla, 2013). Las pudriciones mas importantes a nivel nacional que
afectan a las peras son “Moho Verde” y “Pudricion Calicinal”, causadas por Pencillium expansum
y Botrytis cinerea, respectivamente (Latorre, 2004; 2018). La pudricion calicinal provocada por el
hongo B. cinerea, es de las mas importantes durante poscosecha (Latorre, 2004). Esta pudricion
fue detectada por primera vez en frutos de peras en el afio 1987, donde la infeccion
principalmente ocurre en el huerto, durante floracion (septiembre), que es favorable para el hongo
por la humedad ambiental y temperaturas en la zona central de Chile. El hongo B. cinerea puede
permanecer latente en los restos florales que quedan junto con los frutos en la zona calicinal. Los
primeros sintomas generalmente, solo son posible de observar después de dos a tres meses de

almacenados los frutos en poscosecha (Pinilla y Alvarez, 2015).

El hongo Botrytis cinerea es una especie que se caracteriza por su amplia lista de hospederos
(forestales, ornamentales, frutales entre otros), donde causa pudriciones de frutos, atizonamiento
de brotes y flores. Las caracteristicas culturales y morfolégicas en ocasiones no son posible de
diferenciar especies muy cercanas a nivel molecular, como en Botrytis. En los ultimos afos, junto
con los avances en identificacion molecular, en especial de Botrytis (Staats et al., 2005), se han
descrito y reportado a especies diferentes de B. cinerea que pertenecen al género Botrytis
causando diferentes problemas como B. fragariae descrita causando pudriciones en frutilla
(Dowling et al., 2017), B. caroliniana en mora (Li et al., 2017), B. euroamericana en uva vinifera

(Garfinkel et al., 2017), B. sinoviticola en uva de mesa (Zhang et al., 2017) y B. prunorum en



ciruelas (Ferrada et al., 2016). Es mas, recientemente Elfar et al, (2017), reportaron y
describieron a B. prunorum causando pudriciones de kiwis en Chile. En la actualidad no se
dispone de informacion cientifica asociada a la descripcion de especies distintas a B. cinerea

causando la pudricion calicinal de peras en poscosecha.

A continuacién, se plantea la hipotesis y objetivos del presente estudio:

1.1 Hipdtesis

La pudricién calicinal de peras durante poscosecha es causada por varias especies

pertenecientes al género Botrytis, las cuales presentarian diferencias genéticas y fisiologicas.

1.2 Objetivo general

Identificar y caracterizar especies de Botrytis sp. causando pudricion calicinal en peras

obtenidas durante poscosecha.

1.3. Obijetivos especificos

Identificar molecularmente los aislados de Botrytis sp. causando pudricion calicinal en peras.

Determinar la tasa de crecimiento a 0°C de los aislados de Botrytis sp. causando pudricion

calicinal en peras.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA.

2.1. El cultivo del peral.

El peral (Pyrus communis L.) corresponde a una especie de hoja caduca, similar al manzano.
Se encuentra dentro de la familia de las Rosaceas, siendo la especie mas conocida en términos
productivos el peral comun, su nimero basico de cromosomas es de x=17; numero somatico de
34 (Westwood, 1993). El peral corresponde a un arbol piramidal, redondeado en su juventud,
luego oval, que llega hasta 20 metros de altura y vive aproximadamente 65 afios (Merlet et
al.,1989).

La especie peral posee hojas aserradas, crenadas o enteras, rara vez lobuladas, pecioladas
y estipuladas. Posee yemas de tipo mixta con escamas imbricadas. Las flores del peral brotan al
mismo tiempo que las hojas, e incluso en algunos casos florecen antes, en racimos umbeliformes,
de color blancas y rara vez son de color rosados (Merlet et al., 1989). Los frutos son pomos
redondos o en forma de lagrima que no superan los 4 cm en especies silvestres y hasta 18 cm

en especies cultivadas (Gil, 2009).

2.2. Superficie y produccién nacional

La superficie de perales de Chile alcanza las 7.271 ha, de las cuales 4.505 ha se concentran
en la Region de O’Higgins, liderando la superficie nacional. El cultivar Packham’s Triumph es el
que posee mayor superficie en esta Region, mientras que en el Maule alcanza las 1.859 ha.,
siendo el cv. Abate Fetel el que posee la mayor la superficie. La Regién Metropolitana cuenta con
solo 738,3 hectareas (Odepa, 2019).

2.3. Fenologia del peral.

El peral es una especie caducifolia que requiere entre 900 a 1500 horas de frio para poder
romper el receso invernal dependiendo de la zona (calida o fria) (Gil, 2009). El fruto en su primera
etapa crece por division celular, este proceso depende de la temperatura ambiental. Una baja
temperatura después de cuaja comprometeria el calibre potencial de la fruta, al limitarse el
numero de divisiones celulares (Stanley et al., 2000; Warrington et al., 1999). Por lo contrario, al
tener temperaturas altas los primeros 45 dias de plena flor, afectaria negativamente la

composicioén celular, esto nos llevaria a una maduracion acelerada (Tromp, 1997; Warrington et



al., 1999). La temperatura actia indirectamente al regular la tasa de fotosintesis, el maximo de
esta tasa se alcanza con temperaturas entre 28 y 30 °C (Lakso, 1994). Los diferentes estados

fenoldgicos estan descritos en la Figura 2.2.

Figura 2.1. Frutos de Abate Fetel en huerto comercial de San Clemente, Region del Maule.
(Fuente G. Diaz).

Al igual que otros cultivares de invierno, la pera no logra la madurez de consumo en el arbol,
por lo que requiere de un periodo de almacenamiento en frio (-1 a 0 °C) después de la cosecha
para inducir la sintesis de etileno y posteriormente madurar a temperatura ambiente (Moggia et
al., 2005; Chen, 2004). Ademas, presenta la capacidad de ser almacenada en frio por varios
meses, lo cual le permite extender su vida poscosecha y alcanzar mercados mas distantes. Como
por ejemplo la variedad Packham’s Triumph puede ser almacenada hasta seis meses bajo frio
convencional (0 °C) y hasta ocho en condiciones de atmdsfera controlada (Nufiez, 2012; Moggia
et al., 2005). El uso de almacenamientos prolongados y el transporte a grandes distancias pueden

aumentar el potencial de pudriciones durante poscosecha (Adaskaveg et al., 2002).
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Figura 2.2. Principales estados fenoldgicos del peral cv. P. Triumph durante el afio en Chile

(Merlet et al., 1989).

2.4. Trianqulo de las enfermedades

Chile por su clima mediterraneo ha logrado que sea un pais muy productivo a nivel frutal y
horticola, ya que dentro de su mismo territorio existen otros diversos microclimas que logran que
haya una variada gama de especies frutales que se puedan producir en nuestro pais. Estos en
los ultimos afos ha cambiado el clima, incluso teniendo lluvias en verano, o que no se habia
antiguamente. Dentro de los aspectos importantes y basicos de la fitopatologia es importante
recordar que para que se produzca una enfermedad, es necesario tener la presencia e interaccion
de un hospedero susceptible (pera), patégeno virulento (Botrytis cinerea el huésped) y
condiciones ambientales favorables (agua libre y temperatura), lo que se conoce como el triangulo
de las enfermedades (Agrios, 2007; Latorre, 2004) (Figura 2.3.)

Lluvia
Temperatura
Neblina

Yemas

Holas e

Brotes

Flores Esporas
Micelio
Esclerocios

Frutos
Heridas de la madera

Figura 2.3. Triangulo de las enfermedades compuesta por un hospedero susceptible (pera),
agente causal virulento (Botrytis cinerea) y condiciones ambientales favorables para el desarrollo

de infecciones (temperatura y agua libre, entre otras) (Diaz y Lolas, 2016).




Cada enfermedad tiene un agente causal, el cual puede ser un hongo, bacteria, virus, viroides
nematodos y fitoplasmas (Latorre, 2004). Las enfermedades en los frutales asociadas a hongos
fitopatdgenos son las mas numerosas y con mayor impacto econémico a nivel nacional. Las
enfermedades o pudriciones que afectan a peras durante el almacenaje en camaras refrigeradas
provocan, anualmente, niveles de perdidas econdmicos dificiles de establecer con exactitud
(Pinilla et al., 2013). Estas enfermedades representando alrededor del 75% del total de las

enfermedades que ocurren en Chile (Latorre, 2004).

2.5 Principales enfermedades descritas en peras.

Las enfermedades mas importantes causadas por diversos hongos en camaras de
refrigeracion son, pudricion calicinal causada por Botrytis cinerea, Moho verde causado por
Penicillium expansum y Corazén mohoso, aunque provocado por un complejo de hongos, la
causa de la enfermedad se atribuye al patdgeno predominante Alternaria alternata (Pinilla et al.,
2013).

Figura 2.4. Pérdidas de peras durante proceso y almacenaje asociados a hongos (A) y
pudricion de fruto por Penicillium, mostrando sintomas de ablandamiento del fruto junto con

signos de Penicillium (B) (Fuente G. Diaz).

Moho verde esta enfermedad se caracteriza por ser un hongo extremadamente contaminante
y de facil propagacion. Puede sobrevivir en frutos que han caido al suelo en cosechas y producir
una gran cantidad de conidias, estas son muy facil que el viento las eleve y puedan contaminar
mas espacios dentro del huerto. Durante la cosecha, se pueden producir heridas al momento de
la manipulacién de los frutos, esto facilita la penetracion del hongo. Los sintomas consisten en

lesiones redondeadas de consistencia blanda, que se cubren de abundantes conidias de color



verde (Pinilla et al., 2013). El agente causal de esta enfermedad es Penicillium expansum
(Latorre, 2004) (Figura 2.4).

Corazon mohoso es una enfermedad, aunque provocada por un complejo de hongos, el
agente causal se le atribuye al patégeno predominante Alternaria alternata (Pinilla y Alvarez,
2015). Los sintomas son una pudricion seca en los léculos carpelares, la cual avanza lentamente
alrededor del corazon del fruto. Este hongo ataca preferentemente a variedades que presentan
un tubo calicinal abierto, que comunica al exterior de la cavidad carpelar (Alvarez et al., 2004).

El sintoma del corazén mohoso soélo se puede observar al cortar los frutos (Pinilla et al., 2013).

En las ultimas temporadas se han incrementado la presencia de lesiones laterales o
pudriciones laterales que son colonizadas por especies de Cladosporium spp. y Alternaria spp.,
que incrementan pérdidas de frutos comerciales de peras (Figura 2.5). Las pudriciones laterales
conocidas también como ‘Side rot’ asociados a otros patégenos como Cadophora malorum
(=Phialophora malorum), son en ocasiones importantes durante el almacenaje, contribuyendo aun
mas con problemas de pudriciones en los frutos, aunque en este caso suelen ser superficiales y
localizadas, pero son descartadas para la comercializacion y agroindustria (Sardella et al., 2016;
Sutton et al., 2014).

Figura 2.5. Frutos cv. Beurre Bosc con lesiones laterales asociados a Cladosporium spp.

después de tres meses de almacenamiento a 0°C. (Fuente G. Diaz).

2.5.1. Pudricién calicinal en frutos de peras.

La enfermedad denominada pudricién calicinal, es una micosis que se puede desarrollar
durante cosecha y recurrentemente luego de un tiempo de almacenaje, por lo tanto, el periodo de
poscosecha es periodo importante, ya que el numero de frutos afectados aumenta, alcanzado

pérdidas mayores al 5% (Pinilla y Alvarez, 2002).



La pudriciéon calicinal, tiene un aspecto de color marrén palido sin bordes delimitados,
producida por una infeccion procedente del pedunculo, extremidad del caliz del fruto, heridas,
asociados a restos florales y/o pudriciones del tronco (Latorre, 2004). Una vez que los tejidos son
infectados se tornan de coloracion pardo-oscura, sin embargo, los bordes permanecen
generalmente de color palido. Es comun observar signos del hongo asociados a las lesiones en

la pudricioén calicinal (Figura 2.6)

2.5.2. Agente causal de pudricion calicinal

El hongo necrotréfico Botrytis cinerea causa la enfermedad en frutos denominada “Pudricion
calicinal”. La enfermedad producida por este hongo fue detectada por primera vez en 1987. La
infestacion se produce en el huerto durante el periodo de floracion (septiembre), favorecida por
el nivel de humedad ambiental de la estacion (Pinilla et al., 2013). Botrytis puede sobrevivir como
esclerocios (compactacion de micelios, sobrevivencia), conidias unicelulares y de forma redonda
o micelios en restos de frutos y follajes en el huerto. En frutos por el simple contacto del micelio,
se puede extender desde una fruta con pudricion calicinal a las vecinas sanas (Pinilla et al. 2013).
Los sintomas se pueden presentar tanto en el huerto como en el almacenaje de la fruta y se
presenta como una pudricion blanda y acuosa que generalmente se inicia en el extremo calicinal
de los frutos (Latorre, 2004). El hongo tiene la capacidad de soportar en almacenaje con
temperaturas de 0 a -3°C (Sutton et al., 2014), es por esto que se puede presentar en poscosecha
en almacenaje en frio después de dos meses (Pinilla et al. 2013). Existe registro que este hongo
puede colonizar y persistir en trozos de tejidos de seis especies de malezas comunes, todo esto
en un huerto de peras en Oregon, E.E.U.U (Spotts et al., 2006), por lo tanto, existen diferentes

fuentes de indculo de este hongo.

Figura 2.6. Pudricién calicinal de peras asociados a Botrytis cinerea después de

almacenamiento en frutos cvs. Forelle (izquierda) y Beurre Bosc (derecha).



2.5.3. Ciclo de |la enfermedad

La infeccion del hongo B. cinerea se produce en el huerto, durante el periodo de floracion, esto

2.3)

ocurre en septiembre donde el hongo se encuentra con todas las condiciones climaticas 6ptimas
atdgeno esta latente en los restos florales como estambre, pétalos y estilos, donde luego de un

para poder infestar, ya que tenemos alta humedad ambiental y también altas temperaturas en la

estacion de comienzo de primavera (Pinilla et al., 2013). Luego de que el fruto ya cuajo, el
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cierto periodo de almacenaje en frio, este se activa y se comienza a presentar los primeros

sintomas de pudricién, en un aproximado de 2 meses de almacenaje (Pinilla et al., 2013) (Figura
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Figura 2.7. Ciclo del patégeno fungoso Botrytis cinerea. (Fuente: Lolas. 2017
de poscosecha en Frutas/Hortalizas)

of apple

2.6 Morfologia de Botrytis cinerea

Enfermedades

Las caracteristicas morfologicas de este hongo, tales como la forma del micelio, tamafio de

conidias, conidiéforos, y esclerocios, son vitales para la identificacién y caracterizaciéon de
especies de Botrytis (Figura 2.4) (Beever y Weeds, 2004). En condiciones de in vitro, B. cinerea

desarrolla inicialmente micelio hialino, para luego tornarse gris, en medio de cultivo agar papa



dextrosa (APD) y otros medios de cultivo, llegando a un diametro de 6 cm o mas en 10 dias a
20°C (Elad et al., 2007).

Las conidias (estructuras reproductivas asexuales) son unicelulares, hialinas, ligeramente
coloreadas, de borde lisos, y formas ovoides a elipsoides, que se forman desde conidiéforos que
son erectos (aéreos), libres y ramificados, produciendo las conidias tipo racimos (Figura 2.4)
(Latorre, 2004; Sutton et al., 2014). En ocasiones el patégeno forma esclerocios aplanados e
irregulares, hemisféricos de color negro, que se desarrollan sobre o debajo de la epidermis del
tejido infectado. Los esclerocios son las principales estructuras de resistencia de B. cinerea, los
cuales tienen morfologia plano-redondeadas cuyas dimensiones oscilan entre 1 y 15 mm de
seccién longitudinal dependiendo del aislado y las condiciones de cultivo como temperaturas
extremas, humedad, exposicion a la luz (Elad et al., 2007). La sobrevivencia de B. cinerea es
primordialmente por esclerocios y también como micelio asociados a restos de frutos enfermos
que quedan en el suelo o en el arbol y en otros hospederos, incluyendo las malezas asociados a

los huertos comerciales.

Figura 2.8. Estructuras de Botrytis cinerea. Conidiéforo con produccién de conidias en racimo
(A), conidias hialinas y elipsoides (B) y esclerocios (C) de B. cinerea en medio de cultivo APDA.

Bar = 100 um. Fuente G. Diaz.
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2.7. Recientes especies de Botrytis descrita

Durante los ultimos 10 afios se han descritos varias especies de Botrytis causando problemas
en vegetales y fruta a nivel mundial como, por ejemplo, en la planta Paris polyphylla, la cual es
muy importante en China por su propiedad medicinal, se describié una enfermedad similar al
moho gris en la etapa de plantula en marzo de 2016 y 2017 en la ciudad de Tengchong, provincia
de Yunnan de China, se aisld y se describié como agente causal a Botrytis polyphyllae (Zhong et
al., 2019). En frutos de mora y frutillas se describi6 a la especie B. caroliniana causando pudricion
gris en estado de Carolina de Sur, Estados Unidos (Fernandez-Ortufio et al., 2012: Li et al., 2012).
También en moras, se recolectaron frutos sintomaticos del moho gris de tres campos comerciales
de moras en el noroeste de Carolina del Sur (Estados Unidos), Se seleccion6é un aislamiento de
cada fenotipo y ubicacion (seis aislados en total) para una caracterizacion molecular y morfoldgica
en profundidad, la cual dio como resultado la especie B. caroliniana (Li et al., 2017). También se
identificé una nueva especie de Botrytis aislada de peonia (arbusto de flores grandes) en Alaska,
E.E.U.U., y de uva en el distrito de Trento, Italia, basandose en morfologia, patogenicidad y

secuencia, se identifico a B. euroamericana (Garfinkel et al., 2017).

En Chile se ha encontrado e identificado a esta B. prunorum en uva de mesa (Esterio et al.,
2020), en ciruelas (Ferrada et al., 2016) y en kiwis (Elfar et al., 2017).

2.8. Identificacion molecular de Botrytis

Al comienzo de las investigaciones de la pudricion calicinal era muy comun que fuera siempre
solo B. cinerea el agente causal, se asumia que solo era este hongo el agente causal, por esto,
los métodos tradicionales o de examinacion visual, necesitaban complementarse con técnicas de
la biologia molecular (Staats et al., 2005). En los ultimos 15 afios han descrito que existen mas
agentes causales que solo B. cinerea, estos afectando a diferentes tipos de hospederos; frutales,
hortalizas, hasta flores y plantas medicinales (Zhang et al., 2010a, 2010b; Li et al., 2012; Lorenzini
y Zapparoli, 2014; Ferrada et al., 2016; Zhong et al., 2019). La identificacién morfoldgica
comunmente usada, son mas bien caracteristicas fisicas, por ejemplo, crecimiento del micelio y
caracteristicas de los conidiéforos y conidias. Pero en la actualidad junto con los avances
tecnolodgicos en el rubro. Se han podido incorporar genes como G3PDH, HSP60, RPB2, NEP1 y
NEP2 los que han permitido identificar especies de Botrytis que son muy dificiles de diferenciar
morfolégicamente entre ellas, por similitudes culturales y morfolégicos tradicionales, pero se logra

a nivel genéticos diferenciarlas (Staats et al., 2005; Rupp et al., 2017).
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacioén del estudio

Este trabajo se llevo a cabo en las dependencias del Laboratorio de Patologia Frutal, adjunto
a la Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad de Talca, Campus Talca, Avenida Lircay s/n,
Talca, Chile.

3.2. Aislados de Boltrytis en peras.

Se utilizaron 6 aislados (BEP-10-1; BEP-10-2; BEP-10-3; BEP-10-4; BEP-10-5 y BEP-10-6)
de Boftrytis de baja esporulacion de colonias blancas y 2 aislados de Botrytis cinerea de alta
esporulacion (BAP-48 y BAP-124). Los aislados fueron obtenidos desde peras con pudricion
calicinal durante almacenaje en frio después de 60 dias a 0°C (Cuadro 3.1. Figura 3.1). Los
cultivos puros se activaron y multiplicaron en medio de cultivo agar-papa-dextrosa (APD, 2%) en
placas de Petri de 88 mm de diametro. Los aislados de incubaron a 20°C con un régimen de 16

h de luz/8 h de oscuridad y se multiplicaban utilizando las puntas de hifas.

Cuadro 3.1. Aislados de Botrytis sp. (baja esporulacion) obtenidos desde peras con pudricion

calicinal durante almacenaje en frio a 0°C.

Especie/Aislado | Sintoma en el fruto | cultivar Almacenaje (0°C)/aiio
Botrytis sp.

BEP-10-1 Pudricién calicinal Packham’s Triumph 60 dias/ 2016
BEP-10-2 Pudricién calicinal Beurré Bosc 60 dias/ 2016
BEP-10-3 Pudricién calicinal Beurré Bosc 60 dias/ 2017
BEP-10-4 Pudricién calicinal Packham’s Triumph 60 dias/ 2017
BEP-10-5 Pudricién calicinal Forelle 60 dias/ 2017
BEP-10-6 Pudricién calicinal Forelle 60 dias/ 2017
Botrytis cinerea

AEP-48 Pudricién calicinal Packham’s Triumph 60 dias/ 2016
AEP-124 Pudricién calicinal Beurré Bosc 60 dias/ 2017
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Figura 3.1. Frutos de peras cv. Beurre Bosc con pudricidn calicinal, expuestos a temperatura
ambiente de 20°C por cinco dias, desde los cuales se obtuvieron los aislados en estudio. (Fuente
G. Diaz)

3.3. Identificacion molecular

Para la identificacion molecular se realizé una extraccion del ADN desde 6 aislados de Botrytis
sp. (BEP-10-1; BEP-10-2; BEP-10-3; BEP-10-4; BEP-10-5 y BEP-10-6) y 2 aislados de Botrytis
cinerea (AEP-48 y AEP-124), utilizando colonias de 7 dias de crecimiento en medio de cultivo
APD (2%). Para la obtencion de ADN gendmico puro, se procedié de acuerdo con el protocolo
del kit de extraccion Plant Genomic DNA Miniprep (SigmaAldrich, MO, USA). EI ADN extraido de
los 8 aislados, se amplific6 mediante el proceso de reaccién en cadena de polimerasa (PCR) para
los genes G3PDH, HSP60, RPB2, utilizando los partidores G3PDHfor/rev, HSP60for/rev, y
RPB2for/rev (Staats et al., 2005). Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador
(Thermo Fisher Scientific, Veriti™ 96-Well, Singapore). Cada reaccién contenia 6 ul de buffer; 2,4
pl de ANTP de 10mM, 12 ul de cada partidor, 24 uyl de Mg+ de 25mM, 1,56 pl de Tag DNA
polimerasa (Invitrogen, Carlsbad, CA), 164,4 pl de H20 UL y 2 pl de ADN. El patron de
termociclado fue el mismo descrito por Staats et al. (2005), modificado por Ferrada et al. (2016),
en donde el alineamiento fue de 55 °C para G3PDH, 54,3 °C para HSP60 y 49 °C para RPB2. La
integridad de la amplificacion del producto de PCR se determiné mediante gel de agarosa al 2 %
en Tris-Acetato-EDTA (TAE 1X), tefido con RedGel (Biotium Inc., Hayward, Canada) mediante
una fuente de poder de accionada con la corriente eléctrica (60 v x 60 min). La visualizacion de
la migracion de los productos PCR obtenidos fue mediante un transiluminador con fuente de luz
UV modelo (ECX-26.M de 312 nm, Alemania).

Los productos PCR confirmados fueron enviados para ser purificados y secuenciados por la

empresa Macrogen (Geumcheongu, Corea del Sur). Las secuencias fueron editadas usando el
software ProSeq v.2.91 (Oxford University, UK, Oxiford) y alineadas usando Clustal X 2.0
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(Conway Institute, DU, Irlanda). Después de obtener las secuencias de concenso, se realizé una
busqueda en BLAST con las secuencias de Botrytis cinerea y especies de Botrytis disponibles en
el GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov). Se considerd una identidad a nivel de especie entre un rango

de 99 a 100% de similitud con las especies depositadas en la base de datos del GenBank.

3.4. Anélisis filogenético.

El analisis filogenético se realizo utilizando el software MEGA 7.0.18 Molecular Evolutionary
Genetics Analysis, Biodesign Institute, Arizona State University, USA (Tamura et al., 2011). Se
empled un analisis de maxima parsimonia basado en secuencias individuales y concatenadas de
ADN de los genes G3PDH, HSP60, y RPB2 de los aislados de Bofrytis sp. (BEP-10-1; BEP-10-
2; BEP-10-3; BEP-10-4; BEP-10-5 y BEP-10-6) y dos aislados de B. cinerea (AEP-48 y AEP-124).

3.5. Crecimiento micelial a 0°C.

Con el objetivo de determinar la temperatura 6ptima de crecimiento de los aislados fungosos
de colonias grises (n=2 aislados) y colonias blancas (n=4 aislados), se utilizd un trozo (5-mm) de
agar con crecimiento activo cada aislado de 7 dias de incubacién a 20°C, el cual se colocé en el
centro de una placa de Petri de 88 mm con medio de cultivo APD 2%. Cada placa con cada
aislado, se colocoé en una camara de crecimiento con la temperatura de 0°C. Para ello, se
utilizaran 3 repeticiones de cada aislado para esta temperatura mencionada. Se realizé su
seguimiento y medicion cada 7 dias, hasta alcanzar el crecimiento maximo en las placas de los

aislados.

3.6. Disefio experimental y analisis estadistico.

El ensayo de crecimiento in vitro de los aislados de Botrytis en APD a una temperatura de 0°C,
se utilizé un disefio completamente al azar (DCA), donde la unidad experimental correspondio a
una placa Petri. Se utilizaron 3 repeticiones por aislado, donde se relacioné los aislados a través
de una regresion lineal entre el crecimiento micelial de cada 7 dias (mm) y la temperatura de
incubacion 0°C. Se utilizd una estadistica descriptiva de promedios y desviacion estandar

utilizando el programa Excel 2016.
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4. RESULTADOS

4.1. ldentificacién molecular

Se obtuvieron secuencias de los 6 aislados de Botrytis sp. para los genes G3PDH, HSP60, y
RPB2. Todos los aislados se compararon en el analisis de secuencias de Blast, obteniendo desde
99 a 100% de identidad con el aislado Bpru8 accesiones KP339979 (G3PDH), KP339993
(HSP60), y KP339986 (RPB2) de Botrytis prunorum (ex-type) disponibles en GenBank.

4.2. Estudios filogenéticos

Los analisis de filogenia de los aislados de Boftrytis sp. segun modelo de maxima parsimonia
mostraron que para los genes G3PDH, HSP60, y RPB2, todos los aislados de agruparon en el
mismo cluster del aislado ex-type de B. prunorum, obteniendo de 98%, 99% y 99% de
consistencia para los genes G3PDH, HSP60 y RPB2, respectivamente (Cuadro 4.1). Los aislados
de B. cinerea se agruparon en el cluster de B. cinerea, claramente separado del clado de B.

prunorum, ratificado en los tres andlisis individuales de los genes G3PDH, HSP60 y RPB2.

Para ratificar este resultado, se realizé la prueba de homogeneidad de particion, mostrando
que no hay significancia (conflictos) entre los arboles de los genes individuales y por ende se
pueden combinar. La combinacién de los G3PDH + HSP60 + RPB2 muestra que los aislados de
Botrytis sp. se agruparon en el mismo cluster que el aislado holotype de B. prunorum (Bpru-21)
(Cuadro 4.2)
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Figura 4.1. Arbol filogenético obtenido desde un analisis de maxima parsimonia basado en
secuencias de ADN de los genes G3PDH (A), HSP60 (B), y RPB2 (C) usando el programa MEGA

7.0.18. Los cuadros de color azul y rojo indican las agrupaciones de Botrytis prunorumy Botrytis

cinerea, respectivamente.
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Figura 4.2. Arbol filogenético de aislados de Botrytis prunorum obtenido desde un analisis de
maxima parsimonia basado en secuencias de ADN concatenadas de los genes G3PDH + HSP60
+ RPB2 usando el programa MEGA 7.0.18. Los cuadros de color azul y rojo indican las

agrupaciones de Botrytis prunorum y Botrytis cinerea, respectivamente.

4.3 Efecto de |la temperatura sobre especies de Botrytis

4.3.1 Curva de incubacién a 0°C

Los aislados de B. cinerea (AEP-48, AEP-124) mostraron tener un tasa de crecimiento micelial
considerablemente mayor con el valor de 5,5 mm/dia, al transcurrir los dias de incubacién a 0°C,
llegando al crecer en toda la superficie de las placas de Petri (88 mm diametro) a los 21 dias. En
cambio, los aislados de B. prunorum (BEP-10-2, BEP-10-3. BEP-10-4, BEP-10-1) resultaron tener
una menor tasa de crecimiento (1,8 mm/dia) al estar expuestos a las mismas condiciones, no

llegando a la mitad del crecimiento micelial de las placas Petri.
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Figura 4.3. Relacion lineal entre el tiempo (dias) de incubacién a 0°C (variable independiente) y
el crecimiento micelial (mm, variable dependiente) in vitro en medio de cultivo APD (2%) entre los
promedios de los aislados de B. cinerea (AEP-48, AEP-124) y B. prunorum (BEP-10-2, BEP-10-
3. BEP-10-4, BEP-10-1).
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5. DISCUSION

El presente estudio determiné la identificaciéon molecular utilizando los genes G3PDH + HSP60
+ RPB2 por medio de analisis filogenético a las especies Botrytis cinerea 'y B. prunorum asociadas
a la pudricién calicinal en peras. Ademas, B. cinera y B. pronorum mostraron diferencias
fisiolégicas obteniendo diferencias en crecimientos a 0°C in vitro. Este trabajo significa el primer
estudio que describe a B. prunorum como otra especie de Botrytis asociado a la pudricion calicinal

de peras en Chile.

En los trabajos de Staats et al., (2005) y Rupp et al., (2017), se estudiaron y demostraron la
incorporacion de genes nucleares para caracterizar la diversidad genética de las especies de
Botrytis, permitiendo la separacion e identificacion de especies de Botrytis. Los genes nucleares
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH), proteina de choque térmico 60 (HSP60), la
subunidad Il de ARN polimerasa dependiente de ADN (RPB2), NEP1 Y NEP2 propuestos por
Staats et al., (2005) y Rupp et al., (2017), han permitido la identificacion de nuevas especies de
Botrytis (Zhang et al., 2010 b; Li et al., 2012). En este sentido, el presente trabajo determiné que
los genes G3PDH, HSP60 y RPB2 identificaron y agruparon a los aislados de B. prunorum junto
a la especie ex-type, ratificando la utilidad y calidad de los genes para identificar a especies de
Botrytis. Utilizando el gen NEP1, se ha descrito en Estados Unidos a B. caroliniana causando
pudriciones de frutos de frutilla y moras en el Sur de Carolina (Fernandez- Ortuiio ef al., 2012: Li
et al., 2012). También se describié en la misma nacion a B. mali asociado a pudricion gris en
frutillas empleando los arboles filogenéticos de los genes (G3PDH) y Beta Tubulina (Dowling y
Schnabel, 2017). Por otro lado, en California, E.E.U.U se describi6 a B. californica asociados a
pudricién gris en arandanos y uva de mesa utilizando los genes G3PDH, HSP60 y RPB2 (Saito
et al., 2016). En Europa, se describieron a B. pseudocinerea en vifiedos franceses con los genes
G3PDH, HSP60 y MS547 (Walker et al., 2011), y en Alemania se describio a B. fragariae con los
genes HSP60, G3PDH, RPB2, NEP1 y NEP2 (Rupp et al., 2017). En China se identificaron a B.
sinoallii afectando a cebollas utilizando secuencias parciales de tres genes nucleares G3PDH,
HSP60 y RPB2 (Zhang et al., 2010) y B. sinoviticola en uva de mesa con pudricion gris utilizando
los mismos genes (Zhou et al., 2014). Previamente en Chile, se ha identificado molecularmente,
utilizando los genes senalados a la especie B. prunorum asociados en kiwis, peras y ciruelo en el
valle central de Chile (Elfar et al., 2017; Ferrada et al., 2016; Ferrada et al., 2020). Por lo tanto,
para tener una buena identificacion de especies de Botrytis es necesario realizar analisis
utilizando al menos estos genes G3PDH, HSP60 y RPB2 para obtener una identificacion

molecular contundente (Staats et al., 2005; Rupp et al., 2017).
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Las infecciones por B. cinerea ocasionan pudriciones de los frutos en huertos comerciales, y
durante poscosecha, almacenaje y transporte a nivel internacional (Sutton ef al., 2014) como
nacional (Latorre, 2018). El hongo B. cinerea ha sido identificado afectando a mas de 60
diferentes plantas cultivadas de diferentes categorias taxonémicas, incluyendo al peral en todo el
mundo (Acufa, 2010; Sutton et al., 2014). En el presente trabajo se caracteriz6 aislados de B.
cinerea obtenidos desde pudricidon calicinal de peras. La pudricion calicinal de peras es
considerado como una importante enfermedad que afecta el almacenamiento de peras en varios
paises donde se cultiva el peral como en E.E.U.U, Turquia, Sudafrica y Chile entre otros (Sutton
et al., 2014; Latorre 2018; Sardella et al., 2016; Kurbetli et al., 2016). Es mas, en los Estados
Unidos, destacan los estados de Oregon y Washington, donde la enfermedad produce
importantes pérdidas (Lennox y Spotts, 2004; Sutton ef al., 2014). En especial B. cinerea afecta
de manera importante al cultivar 'd'Anjou’ que es la principal variedad de invierno en el noroeste
del Pacifico de E.E.U.U (Xiao, 2006; Lennox et al, 2004). En Chile B. cinerea es la especie de
Botrytis predominante que ha sido descrita causando pudricion calicinal en peras (Latorre, 2018;
Sutton et al., 2014; Ferrada et al., 2020). En Chile, recientemente se han determinado incidencia
de pudricion calicinal entre B. prunorum y B. cinerea, en variedades que se almacenan durante
periodos prolongados como lo son Beurré Bosc, Forelle y Packham's Triumph (Ferrada et al.,
2020). En Chile, especies de Botrytis, especialmente B. cinerea y B. prunorum han sido descritas
afectando a ciruelas (Ferrada et al., 2016), uva de mesa (Latorre, 2018; Esterio et al., 2020), kiwis
(Latorre, 2018; Elfar et al., 2017), y manzanas (Alvarez et al., 2004; Latorre, 2018; Ferrada et al.,
2017). B. prunorum, es una especie originalmente aislada de ciruela (Prunus salicina) en Chile
(Ferrada et al., 2016), posteriormente se ha informado oficialmente como un patdégeno natural del
kiwi (Actinidia deliciosa) (Elfar et al., 2017), uva (Vitis vinifera) (Esterio et al., 2020) y pera (Pyrus
communis) (Ferrada et al., 2020) y provisionalmente en semillas de peonia en E.E.U.U (Garfinkel
et al., 2019) y leguminosas (Fabaceae) (Garfinkel et al., 2021). Por lo tanto, el presente trabajo
amplia la lista de hospederos donde se ha descrito a la especie B. prunorum causando

enfermedades.

Un factor determinante es la temperatura en conjunto con el agua libre o humedad relativa
para entregar el ambiente ideal para producir el indculo para desarrollar infecciones en flores o
frutos (Sutton et al., 2014; Latorre, 2018). Los aislados de B. cinerea y B. prunorum fueron
expuesto a la temperatura de 0°C para su desarrollo. Esto es respaldado porque este hongo
Botrytis cinerea es termo tolerante y puede crecer a temperaturas tan bajas como -2°C y germinar
a 0°C (Coley-Smith et al., 1980; Rosenberger y Xiao, 2014). Su crecimiento se ralentiza
significativamente a temperaturas superiores a 32°C. Las condiciones humedas durante la
temporada de crecimiento pueden ser muy propicias para infecciones por Botrytis (Sommer
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1985). También coincide con el trabajo realizado por Riquelme et al. (2020) quienes obtuvieron
infeccion de flores y frutos de B. prunorum y B. cinerea en kiwi, respaldando asi de forma en in
vitro que los aislados de B. prunorum son menos virulentos que los aislados de B. cinerea,

estando en las mismas condiciones, presentaron mayor crecimiento (B. cinerea).

El hongo B. cinerea es necrotréfico que tiene la capacidad de colonizar tejidos muertos (Sutton
et al., 2014; Latorre, 2018). Se desarrolla en restos florales senescentes que pueden permanecer
adheridos al fruto hasta la cosecha (zona calicinal), El ataque se hace evidente durante el periodo
de almacenaje refrigerado prolongado alcanzando pérdidas alarmantes después de los dos
meses a 0°C, la fruta atacada es fuente de inéculo de los frutos adyacentes provocando el efecto
nido de los frutos (Pinilla y Alvarez, 2002; Latorre, 2004; Xiao y Kim, 2008). Por lo tanto, el control
de pudricién calicinal es muy importante, y se hace mediante la aplicacién de productos quimicos
y practicas culturales como el control de malezas, eliminacion o frutos enfermos en el campo,
mantener el suelo enriquecido de materia organica, hacer podas adecuadas creando ambiente
de buena aireacion entre las plantas, cosecha en tiempo oportuno, evitar dafios de la fruta y

garantir la refrigeracion inmediata de los frutos después de la cosecha (Sutton et al., 2014).

Finalmente es importante destacar que las pudriciones de peras asociadas especies fungosas
son un importante aspecto que necesita una actualizacion de las enfermedades y de sus
impactos, al desconocerse un actual estatus de los patégenos (especies fungosas) que causan
problemas en fruto de peras en Chile. En la zona mas importante de E.E.U.U, se han descrito
pudricion por Phacidiopycnis causada por el hongo Potebniamyces pyri y pudricion por
Sphaeropsis causada por el hongo Sphaeropsis pyriputrescens son dos enfermedades que
causan altas incidencia de pudriciones. Ademas, los sintomas iniciales de estas dos
enfermedades son similares y suelen confundirse con la pudricién calicinal causado por Botrytis

cinerea (Xiao, 2006). Estas especies se desconocen si estan presentes en Chile.
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6. CONCLUSION

En base al estudio realizado se concluye que:

+ Los aislados fungosos obtenidos en el presente estudio en la Regién del Maule se

caracterizaron molecularmente como Botrytis prunorum y Botrytis cinerea.

* Las especies B. prunorum y B. cinerea crecen a temperatura de 0°C, pero la tasa de
crecimiento de los aislados de B. prunorum fue considerablemente menor (1,8
mm/diario), al compararla con los aislados de B. cinerea (5,5 mm/diario).
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