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RESUMEN 

 

 
En la actualidad Botrytis cinerea es la enfermedad de importancia que ataca berries en Perú. 

Asimismo, es el patógeno que ataca múltiples órganos y en diferentes estados fenológicos 

de la planta. Por ello las estrategias es la aplicación de diversos ingredientes activos, pero 

existen reportes sobre ingredientes activos que está generando variabilidad en este patógeno 

y se desarrolla dentro del mismo campo en el Perú, ya que no están enfocados en su grado 

de sensibilidad a fungicidas en base a sus grupos químicos. El objetivo del presente trabajo 

fue determinar la eficacia de siete fungicidas dosis discriminatoria y evaluar la utilidad de 

diferentes marcadores moleculares para caracterizar su diversidad genética. Se estudiaron, 

ocho aislamientos de diferentes zonas productoras de arándano que fueron caracterizados 

morfológicamente y molecularmente mediante análisis filogenético cuatro marcadores. La 

caracterización morfológica no mostró diferencias entre los aislamientos y la caracterizaron 

molecularmente mediante amplificación de DNA y la secuencia del gen ITS presentó 

identifican en el género. Por ello se trabajó con los genes nucleares G3PDH, HSP60 y RPB2 

donde se confirmó la identificación de los aislados en estudio como Botrytis cinerea. A nivel 

in-vitro no se encontró diferencia en medio PDA y MEA para fludioxonil y si se encontró 

diferencias entre los fungicidas thiofanato-methyl, pyraclostrobin, iprodione y fenhexamid 

en el uso de medios PDA y MEA, también se encontró una diferencia de sensibilidad en 

medio YBA en comparación con medio PDA en boscalid y fluopyram. 

 

 
Palabras clave: Botrytis cinerea, G3PDH, HSP60, RPB2, medio envenenado. 



 

 

 

 

ABSTRACT 

 

 

Currently, Botrytis cinerea is a significant disease that affects berries in Peru. It is a pathogen 

that attacks multiple organs and different phenological stages of the plant. Therefore, 

strategies involve the application of various active ingredients. However, there are reports 

of active ingredients that are generating variability in this pathogen within the same field in 

Peru, as they are not focused on its sensitivity to fungicides based on their chemical groups. 

The objective of this study was to determine the efficacy of seven fungicides at 

discriminatory doses and evaluate the utility of different molecular markers to characterize 

its genetic diversity. Eight isolates from different blueberry-producing regions were 

morphologically and molecularly characterized using phylogenetic analysis of four markers. 

Morphological characterization did not show differences among the isolates. Molecular 

characterization was performed by DNA amplification, and the ITS gene sequence showed 

limitations in genus identification. Therefore, nuclear genes G3PDH, HSP60, and RPB2 

were used, confirming the identification of the isolates as Botrytis cinerea. In vitro, no 

differences were found between PDA and MEA media for fludioxonil, while differences 

were observed for the fungicides thiofanato-methyl, pyraclostrobin, iprodione, and 

fenhexamid when using PDA and MEA media. Additionally, a difference in sensitivity was 

found in YBA medium compared to PDA medium for boscalid and fluopyram. 

 

 
Key words: Botrytis cinerea, G3PDH, HSP60, RPB2, poisoned medium. 



 

 

 

 

 

I. INTRODUCCIÓN 

 

 
Botrytis cinerea es el agente causal que causa la enfermedad conocida como "moho gris" y 

afecta a más de 200 cultivos en todo el mundo, incluyendo uvas de mesa, cítricos, frutas de 

hueso y arándanos. En particular, la podredumbre por este hongo es una preocupación 

importante en la producción de arándanos en Perú, donde se han adaptado variedades como 

Biloxi, Misty y Legacy que han permitido consolidar al país como el principal proveedor 

mundial de esta fruta, con ingresos de 810 millones de dólares en el 2019 (Collantes y 

Altamirano, 2020; Saito et al., 2016; Saito y Xiao, 2018). 

Es crucial controlar la propagación de Botrytis spp., por ello, el uso de fungicidas químicos 

es el principal mecanismo de control, sin embargo, el uso constante de estos fungicidas ha 

generado resistencia en Botrytis cinerea, lo que significa que se han vuelto menos efectivos 

en el control de la enfermedad. Esto se debe a mutaciones en el hongo, lo que ha llevado a 

cambios en su sensibilidad a los ingredientes activos en los fungicidas químicos (Grimmer 

et al., 2015; Petit et al., 2010). 

Los 5 grupos que pertenecen a los siguientes grupos FRAC: Keto Reductase Inhibitors 

(KRI), Anilino-Pyrimidines (AP), Phenyl Pyrroles (PP), dicarboximides, Methyl 

Benzimidazole Carbamates (MBC), Quinone outside Inhibitors (QoI)., fueron introducidos 

en el mercado, teniendo como objetivo las distintas funciones celulares: citoesqueleto 

(microtúbulos), respiración mitocondrial y síntesis de ATP, biosíntesis de ergosterol, 

biosíntesis de proteínas o aminoácidos, señal de transducción, de los cuales ejercen acción 

botrycida (Fillinger y Walker, 2016). Este trabajo tiene como objetivo evaluar los niveles de 

sensibilidad a fungicidas de los aislamientos caracterizados de Botrytis cinerea en diferentes 

zonas de Perú y proporcionar una línea base para futuros estudios sobre el control efectivo 

de la enfermedad. 

OBJETIVO GENERAL 
 

• Caracterizar e identificar aislamientos de Botrytis spp., provenientes de arándanos de 

la costa peruana, pertenecientes a la colección del proyecto Fondecyt 360-2019. 



OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

• Caracterizar morfológicamente ocho aislamientos de Botrytis spp. 

• Identificar molecularmente ocho aislamientos de Botrytis spp., con cuatro genes de 

filogenia ITS, G3PDH, HSP60 y RPB2. 

• Evaluar la sensibilidad en medio envenenado con el método Cosseboom y método 

convencional para 7 ingredientes activos a una dosis discriminatoria frente a Botrytis 

spp. a nivel de laboratorio. 
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II. REVISIÓN DE LITERATURA 

 

 
2.1. Generalidades de Botrytis cinerea 

2.1.1. Taxonomía 
 

Según la clasificación taxonómica, Botrytis cinerea Pers., es el nombre que recibe el estado 

conidial imperfecto de esta especie mientras que el estado perfecto esta como Botryotinia 

fuckeliana. De acuerdo a Espinosa (2006) la clasificación taxonómica: 

 

Reino: Fungi 

Phylum: Ascomycota 

Subphylum: Pezizomycotin 

Clase: Letiomycetes 

Orden: Heliotales 

Familia: Sclerotiniacea 

Género: Botryotinia 

Especie: Botryotinia fuckeliana 

 

 
Gran parte de los taxónomos recomiendan usar el nombre en estado sexual Botryotinia 

fuckeliana, pero debido a la extensión que presenta esta enfermedad, el nombre en estado 

asexual es el más popular (Santos 2003 y Espinosa 2006). 

 

 
2.2. Caracterización morfológica e identificación molecular de especies de Botrytis spp. 

 

En los últimos años, se ha avanzado en el desarrollo de técnicas para la identificación de 

hongos, tanto a través de características morfológicas como moleculares. La identificación 

morfológica se basa en la observación de características macroscópicas y microscópicas de 

las colonias, pero puede resultar limitada en la delimitación de algunas especies debido a la 

variación que puede presentarse en condiciones de cultivo.(Beever y Weeds, 2007). 
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La identificación molecular de hongos se basa en la secuenciación de genes específicos o 

regiones del ADN, lo que permite mayor precisión en la identificación de especies, 

especialmente en aquellas que son difíciles de distinguir mediante métodos morfológicos. 

Una técnica comúnmente utilizada es la secuenciación de los espaciadores transcritos 

internos (ITS) del ADN nuclear ribosomal, que contiene regiones altamente conservadas y 

variables. La identificación precisa de hongos es crucial en diversos campos de 

investigación, ya que algunas especies pueden ser patógenas o tener aplicaciones 

industriales.(Copier, 2013; Díaz, 2016; White et al., 1990). 

 

 
2.3. Análisis filogenéticos 

 

El análisis filogenético es una técnica que permite estudiar la evolución genética y 

determinar las relaciones entre diferentes organismos. Esta técnica se basa en homologías, 

características que se mantienen inalterables desde su aparición. Los árboles filogenéticos 

son una representación gráfica de la relación ancestros-descendientes entre secuencias de 

genes u organismos, y se analizan estadísticamente mediante diferentes técnicas. Estos 

análisis son necesarios en diversos campos, como la biología evolutiva y la taxonomía, y se 

utilizan para entender la diversidad biológica y las relaciones evolutivas entre los seres 

vivos.(Li et al., 2012; Meléndez-Hevia et al., 1997; Díaz, 2016). 

La inferencia Bayesiana es un método estadístico utilizado en análisis filogenéticos para 

determinar la relación evolutiva entre diferentes especies. Se basa en tres elementos: la 

probabilidad a priori, la verosimilitud y la probabilidad de las anteriores hipótesis. Para llevar 

a cabo este análisis se utiliza el programa informático Mr. Bayers, que se basa en el algoritmo 

Markov chain Monte Carlo (MCMC). Este proceso permite obtener información precisa 

sobre la evaluación genética y la relación evolutiva entre diferentes especies (Huelsenbeck 

y Ronquist, 2001; Ronquist et al., 2012). 

 

 
2.4. Genes nucleares 

 
a) Gliceraldeahído-3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH) 

La enzima GAPDH o G3PDH es esencial en la glucólisis, aunque se han propuesto otras 

funciones adicionales en patógenos eucariotas y procariotas. En los hongos filamentosos, el 

gen GAPDH normalmente se encuentra en una única copia, aunque también puede existir 
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en dos o tres copias. Esta proteína suele ser altamente expresada y puede representar hasta 

el 5% del contenido total de proteínas solubles en diversas especies eucariotas. Además, el 

gen GAPDH está controlado por un promotor altamente activo que ha sido utilizado para la 

construcción de sistemas de transformación en varios hongos (Lima et al., 2009). 

 
b) Proteína de shock térmico (HSP60) 

Las proteínas de shock térmico (HSPs) son un grupo selectivo de proteínas que son reguladas 

en respuesta a diferentes condiciones ambientales, metabólicas o de estrés fisiológico. Estas 

proteínas se dividen en seis familias según su peso molecular y homologías en las secuencias 

de aminoácidos, incluyendo Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp40 y Hsp pequeñas, y tienen 

funciones específicas en el plegado, replegado, translocación y/o degradación de proteínas 

substrato. La Hsp60 es altamente conservada en la evolución y consta de varios módulos 

funcionales que pueden ser alterados por mutación o por la unión de compuestos químicos 

específicos (Bakthisaran et al., 2015; Cappello et al., 2014; Caruso et al., 2020). 

 
c) Subunidad II de la ARN polimerasa dependiente del DNA (RPB2) 

 

En hongos, el gen RPB2 codifica para la segunda subunidad proteica más grande y se 

encuentra altamente conservado, presentando una sola copia en su genoma. Existen doce 

regiones altamente conservadas en la subunidad RPB2 que muestran una identidad de 

aminoácidos mayor al 85% entre los hongos. Debido a esta conservación, la secuencia 

parcial del gen RPB2 se ha utilizado junto con datos morfológicos, nucleótidos y secuencias 

polipeptídicas en análisis de parsimonia para comprender la evolución de los ascomicetos 

superiores e inferiores formadores de líquenes (Malkus et al., 2006; Větrovský et al., 2016). 

 

 
2.5. Control químico de Botrytis spp. 

 

En la protección de cultivos contra el moho gris (B. cinerea), el uso principal de control ha 

sido la aplicación de fungicidas sintéticos, los cuales han demostrado eficacia en su combate 

(Fillinger y Elad, 2016). Sin embargo, el abuso en el uso de fungicidas ha llevado a la 

resistencia del patógeno a muchos de ellos (Grabke y Stammler, 2015). 

Hay diferentes tipos de fungicidas registrados para el control de B. cinerea, que se clasifican 

en preventivos y curativos, así como en sistémicos y de contacto, en este sentido, se puede 
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establecer una división entre el control sistémico de contacto y el control preventivo o 

curativo (McGrath, 2004). 

 

 
2.6. Resistencia a fungicidas 

La resistencia a fungicidas es un fenómeno genético que se produce en la célula del hongo 

como resultado de mutaciones cromosómicas. La resistencia puede variar en grado y 

sensibilidad, y es causada por la exposición prolongada a fungicidas agrícolas (Peerzada 

et al., 2020; Georgopoulos y Zaracovitis, 1967). La reducción hereditaria adquirida de la 

sensibilidad de un hongo a un fungicida se conoce como resistencia a fungicidas, y puede 

tener graves consecuencias en los cultivos, incluyendo brotes inesperados de enfermedades 

y daños severos en los cultivos, lo que requiere un aumento en las dosis de fungicidas 

(FRAC, 2022; Calderón, 2020). 

Los diferentes modos de acción de los fungicidas se han categorizado con letras desde A 

hasta P, y los mecanismos de acción específicos son responsables de la resistencia fúngica 

debido a los cambios en la célula del hongo que afectan los diferentes sitios de acción 

(FRAC, 2022). 

 
 

2.7. Resistencia fenotípica 
 

B. cinerea es un patógeno que presenta una gran cantidad de enzimas y metabolitos que se 

liberan en diferentes etapas de invasión, lo que le permite manipular la respuesta 

hipersensible de la planta y promover la muerte celular programada como parte de su 

estrategia de virulencia. El conocimiento detallado del perfil del patógeno puede ser útil para 

contrarrestar de manera efectiva los factores de virulencia de los hongos y para el desarrollo 

de métodos realistas de protección de las plantas. B. cinerea es un modelo ideal para el 

estudio de fuentes de variación en hongos fitopatógenos debido a las variaciones fenotípicas 

significativas que presenta, tales como crecimiento, patrón de conidiación, formación de 

esclerocios, producción de toxinas y virulencia, lo que brinda la oportunidad de realizar 

investigaciones más profundas en este campo (Sharma y Kapoor, 2017). 
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2.8. Descripción de los fungicidas usados en el ensayo 

 
2.8.1 Fenhexamid 

 

Pertenece al grupo de los hydroxyanilides y es conocido como uno de los fungicidas más 

utilizados para el control de Botrytis cinerea. Su modo de acción se basa en la inhibición de 

la 3-ketoreductasa (Erg27) en la vía de biosíntesis del ergosterol y pertenece al grupo de los 

KetoReductase Inhibitors (KRI) (SBI: Clase III). A pesar de su eficacia, existe el riesgo de 

que aparezcan aislados resistentes debido a su modo de acción específico y su uso excesivo. 

De hecho, se han reportado aislados resistentes de campo en varios países, incluyendo 

Francia, Japón, Estados Unidos y Alemania, lo que amenaza la eficacia del fenhexamid para 

controlar el moho gris. (Fillinger y Walker, 2016; Grabke et al., 2013; Grabke y Stammler, 

2015; Mercier et al., 2010; Moorman, 2010; Weber y Hahn, 2011; Weber, 2020). 

2.8.2 Fludioxonil 

Fungicida de contacto de rápida absorción perteneciente al grupo químico de los 

phenylpyrroles, con un modo de acción que inhibe la respiración en la mitocondria y un 

riesgo de resistencia de bajo a medio (Brandhorst y Klein, 2019). Aunque se ha utilizado 

ampliamente para el control de diversas enfermedades en plantas, desde mediados de la 

década de 1990 se ha empleado especialmente para el control de Botrytis cinerea. Sin 

embargo, en los últimos años se ha informado de la aparición de resistencia de B. cinerea al 

fludioxonil en diferentes lugares de China y Alemania. Esta resistencia ha sido reportada en 

varios hongos, incluyendo B. cinerea, y se asocia con la sobreexpresión del gen atrB, que 

codifica un transportador de la ATP-binding cassette (ABC), y con una mutación en la 

histidina kinasa Os1 (Ren et al., 2016; Sang et al., 2018; Wang et al., 2021; Weber, 2020). 

2.8.3 Iprodione 
 

Producto que pertenece al grupo de las dicarboximidas y tiene un alto grado de absorción y 

sistemicidad local. Aunque no es fácilmente móvil dentro de la planta, su modo de acción es 

preventivo, ya que inhibe la germinación de las esporas y el desarrollo del micelio. Este 

fungicida presenta riesgo de resistencia bajo a medio. Desde la década de 1970, se ha 

utilizado el iprodione para controlar la propagación de B. cinerea, aunque se han reportado 

casos de resistencia en diferentes regiones, como Australia, Alemania, Brasil y China. 

(Baggio et al., 2018; Yin et al., 2018; Harper et al., 2021; Weber, 2020). 
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2.8.4 Thiofanato-metil 
 

Pertenece al grupo químico de los tiofanatos, siendo su grupo el Methyl Benzimidazole 

Carbamates (MBC) actuando sobre la respiración del hongo e impidiendo la normal 

captación del oxígeno que ocasionan interferencia en la producción de ATP, es decir inhibe 

el crecimiento del hongo, tienen un doble modo de acción: contacto y sistémica, lo que 

permite ser efectivo en el control con un riesgo alto de resistencia (FRAC, 2022). 

2.8.5 Pyraclostrobin 
 

Fungicida estrobilurinico de uso común que inhibe la respiración mitocondrial del centro de 

la oxidación de la ubiquinol en el complejo de citocromo bc1 perteneciente al grupo químico 

de los methoxy-carbamates del grupo Inhibidores de la Quinona externa (QoI), teniendo su 

modo de acción como un fungicida preventivo-erradicante y a su vez es antiesporulante que 

bloquea el abastecimiento de energía de la célula del hongo con un riesgo alto de resistencia 

(FRAC, 2022). Desde la aparición de este ingrediente activo se han hecho reportes de 

resistencia en los siguientes lugares como China, Estados Unidos y Alemania (Alzohairy 

et al., 2021; Saito et al., 2019; Shao et al., 2021). 

2.8.6 Boscalid 
 

Los fungicidas inhibidores del succinato deshidrogenasa (SDHI) actúan al unirse al sitio de 

unión de la ubiquinona de la enzima mitocondrial del succinato deshidrogenasas (SDH), 

impidiendo la producción de energía celular y su modo de acción presenta un efecto 

preventivo que inhibe el desarrollo y la penetración del tubo germinativo (Cui et al., 2021; 

FRAC, 2022). A pesar de su eficacia, B. cinerea ha desarrollado resistencia a estos 

fungicidas en varios países como Alemania, Estados Unidos y China, lo que plantea un 

riesgo de resistencia de medio a alto (Hauschildt et al., 2020; Saito et al., 2019). 

2.8.7 Fluopyram 
 

Tiene como modo de acción la inhibición de la enzima succinato deshidrogensa (SDH) 

siendo esta enzima un complejo proteico ligado a la membrana interna mitocondrial que 

interviene en el ciclo de Krebs y en la cadena de transporte de electrones, este complejo 

enzimático acopla la oxidación de succinato a la fumarato con la reducción de la ubiquinona 

(UQ) a ubiquinol (UQH2), el cual transporta los electrones del complejo II al complejo III, 

continuando con la cadena transportadora de electrones (Avenot y Michailides, 2010; FRAC, 

2022). Por ello el reporte de resistencia se ha dado en Alemania y Estados Unidos (Amiri 

et al., 2013, 2014; Saito et al., 2019; Weber y Hahn, 2019). 
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2.8.8 Inhibidor alternativo de la oxidasa (SHAM) 
 

B. cinerea puede desarrollar resistencia a fungicidas, incluyendo los inhibidores del 

transporte de electrones y de la succinato deshidrogenasa. Una posible forma de resistencia 

es mediante la activación de una vía alternativa de respiración mediada por una oxidasa 

alternativa (AOX), lo que permite la germinación de esporas aún en presencia de altas dosis 

de fungicidas. Para suprimir esta vía alternativa, se utiliza comúnmente el ácido 

salicihidroxámico (SHAM) en los medios de cultivo artificial. Además, se cree que el SHAM 

tiene una toxicidad directa sobre el patógeno. Es importante considerar estos mecanismos de 

resistencia al diseñar estrategias de control de B. cinerea (Kubicek et al., 1980; Liang et al., 

2015). 

 

2.9. Medios de cultivo 

Preparación solida o liquida que es empleada para cultivar, transportar y almacenar 

microorganismo que provee una condición ambiental apropiada y para que sea efectivo, el 

medio debe contener todos los nutrientes que el microorganismo necesita para multiplicarse. 

Hay ciertos factores que deben ser controlados durante la multiplicación que incluye los 

nutrientes, pH, temperatura, aireación, concentración de sales (Anexo 1) 



 

 

 

 

 

 

III. MATERIALES Y METÓDOS 

 

 
3.1. Localización 

 

La presente investigación se realizó en los laboratorios del departamento de Fitopatología 

de la Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM) y la Clínica de Diagnosis de 

Fitopatología y Nematología ubicado en el distrito de La Molina en la ciudad de Lima-Perú. 

 

3.2. Material biológico 
 

Se evaluó ocho los aislamientos de Botrytis spp. colectados de flores y frutos con síntomas 

de las temporadas 2021-2022, de los fundos comerciales que fueron procedentes de las zonas 

de Trujillo, Lima, Ancash e Ica que fueron aislados de arándano de la colección del proyecto 

de Concytec titulado “Diversidad genética de Botrytis spp. Causante del moho gris, en las 

principales zonas productoras del cultivo de arándano en el Perú”. 

 

3.3. Activación de cepas 
 

Las cepas conservadas en agua destilada, se activaron en medio de cultivo Papa Dextrosa 

Agar (PDA), el medio estéril se vació en cajas de Petri de cristal de 8.5 cm de diámetro; una 

vez solidificado se procedió a sembrar las cepas, y se mantuvieron en oscuridad dentro de 

una incubadora a temperatura de 25 ± 2 °C. 

 

3.4. Caracterización morfológica y cultural de aislamientos de Botrytis spp. 
 

Se realizó a partir de colonias en medio PDA obtenidos por repique por duplicado de disco 

de 5 mm diámetro de márgenes de colonia de aislamientos activados con cuatro días de 

crecimiento, mantenido en medio PDA a 20°C (Martinez et al., 2003). 
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3. 4. 1. Caracterización morfológica 

 
Se midieron las características morfológicas, como la longitud del conidióforo y las 

dimensiones de los conidios y los esclerocios. Para la producción de los conidióforos y 

conidios, los aislados de Botrytis spp. se cultivaron en placas Petri que contendrán PDA 

durante 4 días a 25°C bajo luz donde se va ver diariamente la presencia de la esporulación y 

así se hizo montaje con lactofenol para poder tinturar los conidióforos y conidios para los 

esclerotes se dejó en la conservadora por 20°C bajo oscuridad por 2 semanas para poder 

medirlos (Copier, 2013; Mirzaei et al., 2008). 

3. 4. 2. Caracterización cultural 

 
Se realizó en colonias cultivadas sobre medio PDA mantenidas a oscuridad continua, 

empleándose 4 repeticiones por aislamiento por 3 semanas a 20°C. Se evaluaron los criterios 

de aspecto miceliar, esporulación y capacidad de formadora de esclerocios, propuestos por 

Martinez et al. (2003) adoptados por Esterio (2005). 

 

3.5. Identificación molecular 

 
3. 5. 1. Extracción de ADN 

 
Para la extracción del DNA genómico se cultivó el hongo en medio PDA durante 3 días a 

20°C. La extracción del DNA genómico se realizó por duplicado para cada aislamiento 

siguiendo el protocolo de Saitoh et al. (2006) adaptado por Huarhua (2018) empleado por la 

Clínica de Diagnosis de Fitopatología de la UNALM. 

3. 5. 2. PCR 

 
La Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) fue realizada usando cebadores ya 

reportados que son específicos, amplificando las regiones del espacio transcrito interno (ITS) 

utilizando los cebadores, ITS1 (5’TCCGTAGGTGAACCTGCGG3’) y ITS4 

(5’TCCTCCGCTTATTGATATGC3’) para identificar genéticamente a Botrytis cinerea 

(White et al., 1990). 

Asimismo, se evaluó los fragmentos parciales de genes nucleares como: gliceraldehído-3- 

fosfato deshidrogenasa (G3PDH), proteína de choque térmico (HSP60) y subunidad 2 del 

ARN polimerasa (RPB2) (Staats et al., 2005). 
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Antes de realizar las reacciones para los 8 aislamientos y para poder determinar la cantidad 

mínima de DNA con la que podríamos obtener una banda visible, se evaluo la sensibilidad 

de los tres juegos de primers sobre un aislamiento de la colección empleada , para así poder 

emplear concentraciones de DNA de 50 ng/ μL, 20 ng/ μL y 1 ng/ μL siguiente 

procedimiento. 

La PCR se llevó a cabo utilizando los iniciadores G3PDHfor/G3PDHrev, 

HSP60for/HSP60rev y RPB2for/RPB2rev (Tabla 1) para amplificar los fragmentos parciales 

de la G3PDH, HSP60 y RPB2, respectivamente (Staats et al., 2005). Las amplificaciones se 

realizaron con un termociclador (Thermo Scientific). Cada reacción de PCR fue realizada 

mezclando 5 μL del buffer Taq 5X, 1 μL de DNTP, 3 μL de 25 mM MgCl2, 0.25 μL de Taq 

polimerasa (Promega), 36.75 μL agua ultrapura estéril, 1 μL de 20 μM cada cebador y 2 μL 

de DNA total obteniendo un volumen final de 50 μL. La programación del termociclador 

fue descrita por Zhang et al. (2018) en donde la desnaturalización inicial fue de 94°C durante 

5 min; seguido por 35 ciclos de desnaturalización a 94°C por 30 segundos, hibridación por 

30 segundos a 64°C para G3PDH, 60°C para HSP60 y 55°C para RPB2, seguida de 

elongación a 72°C por 90 segundos, y una extensión final a 72°C por 10 min (Figura 1). La 

formación de productos de amplificación por PCR fue comprobada mediante gel de agarosa 

al 1.5% preparado con tampón Tris-Acetato-EDTA (TAE 1X), teñido con hydragreen y 

sometido a 90V por 1 hora; para la observación de los fragmentos se utilizó un 

transiluminador de luz ultravioleta marca UVP. El marcador referencia de corrida utilizado 

fue Ladder 1kb de Norgen. 

Tabla 1: Primers usados para la amplificación por PCR y secuenciación de diferentes 

regiones para la identificación molecular de aislados de Botrytis spp., obtenidos del cultivo 

de arándano. 
 

Gen         Primer Secuencias (5'->3') Producto     Referencias 
 

 

 
G3PDH 

G3PDH-for ATTGACATCGTCGCTGTCAACGA 

G3PDH-rev ACC CCACTC GTT GTC GTA CCA 

 
900pb 

 

HSP60 
HSP60-for CAACAATTGAGATTTGCCCACAAG 

HSP60-rev GATGGATCCAGTGGTACCGAGCAT 

 

1100bp 
 

Staats et al., 2005 

 

RPB2 
RPB2-for GATGATCGTGATCATTTCGG 

RPB2-rev CCCATAGCTTGCTTACCCAT 

 

1200pb 
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Figura 1: Condiciones de amplificación de PCR para los genes ITS, G3PDH, HSP60 y RPB2 

 

 

3. 5. 3. Análisis de las secuencias de PCR 

 
De los productos obtenidos por PCR serán enviados y secuenciados en un laboratorio de 

Corea. Mediante el uso del programa BioEdit Sequence Alignment Editor versión 7.2.5, se 

analizará y editará la secuencia de las hebras forward y reverse con respecto al 

electroferograma correspondiente. Las secuencias de DNA se compararán en el GenBank en 

la base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI), utilizando el 

programa BLAST (Basic Local alignment Search Tool; 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

 
3. 5. 4. Diferenciación de los grupos Botrytis cinerea 

 
La diferenciación de los grupos de B. cinerea, se amplifico con el DNA obtenido usando los 

cebadores que se emplearon en el protocolo de Leroch et al. (2013a); Plesken et al. (2015); 

Rigotti et al. (2002) adaptado por Tauma (2021) empleado en el laboratorio de molecular de 

la UNALM. 

3. 5. 5. Alineamiento de secuencias y análisis filogenético 

 
Para obtener los datos de los genes relacionados a Botrytis spp. primero se descargaron las 

secuencias de nucleótidos codificantes de 36 géneros de Botrytis del repositorio de genomas 

del NCBI (del inglés, National Center for Biotechnology Information) 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), donde se consideraron 5 especies de B. californica, 1 

especie de B. caroliniana, 12 especies de B. cinerea, 3 especies de B. fabae, 5 especies de 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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B. Group S, 7 especies de B. pseudocinerea y 1 especies de B. sinoviticola (Anexo 2). La 

selección de estos genomas se llevó a cabo bajo el criterio de que tuvieran ensamble en el 

GenBank, con el fin de analizar los genomas con mejor anotación de los genomas. Después 

de obtener las secuencias nucleotídicas para cada gen de las 5 especies incluyendo las 

secuencias de estudio y el fuera de grupo S. sclerotiorum, se alineo utilizando el algoritmo 

MAFFT v7 (Katoh y Standley, 2013; https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/), después del 

proceso de secuenciación se obtuvieron los datos en forma de lecturas contenidas en archivo 

fasta (Katoh y Standley, 2013). Las secuencias obtenidas se editaron usando el software 

MEGA 7.018 Molecular Evolutionary Genetics Analysis, Biodesign Institute, Arizona State 

University, USA (Tamura et al., 2011). Cada alineamiento de ITS y los genes nucleares de 

G3PDH, HSP60 y RPB2 fue concatenado en Mesquite (Maddinson y Maddinson, 2007). 

Se determino el modelo evolutivo de mejor ajuste a los datos, usando el programa jModeltest 

(Posada, 2009), siendo un problema si se escoge un modelo equivocado para cada gen 

individualmente, por ello usando el análisis de Inferencia Bayesiana está basado en un 

modelo probabilístico de evolución de las secuencias que contiene de inserción y deleción, 

así como eventos de sustituciones y así elegir modelos más sencillos, en general, cada gen 

ha sido analizado solo y con un número de variables de aislados que se analiza usando 

MrBayers v.3.1.2 (Posada, 2009; Ronquist et al., 2012; Ronquist y Huelsenbeck, 2003) 

Todos los árboles se visualizaron en FigTree v.1.4.2 

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/). Los análisis de máxima verosimilitud (ML) se 

realizaron con el programa raxmIGUI 2.0 se puede volver a enraizar después del análisis 

utilizando software de visualización de árboles como FigTree (Rambaut, 2012). Las ramas 

que recibieron ML (máxima verosimilitud) Bootstrap ≥ 90% y las probabilidades ≥ 0.7 se 

consideraron creíblemente apoyadas (Edler et al., 2021). 

 

3.6. Evaluación en medio envenenado 
 

3. 6. 1.    Efecto de sales en medio YBA 
 

La evaluación del efecto del acetato de sodio se comparó en función al diámetro diario de B. 

cinerea evaluados por 5 días. El diseño del experimento fue completamente al azar, 

conformado por cinco tratamientos (dosis de acetato de sodio 0 g, 5 g, 10 g, 15 g y 20 g) y 

cinco repeticiones. Los factores fueron los tratamientos diferentes formulaciones empeladas 

del medio YBA (Tabla 2). 

https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/
http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/
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Tabla 2: Dosis de acetato de sodio empleados para 1 l de agua en medio in-vitro. 
 

 

Tratamiento 
Levadura 

(gr/L) 

Bacto peptona 

(gr/L) 

Acetato de 

Sodio (gr/L) 

 

Agar (gr/L) 

TS1 20 20 20 15 

TS2 20 20 10 15 

TS3 20 20 5 15 

TS4 20 20 0 15 

TS5 10 10 20 15 

 

3. 6. 2. Efecto de medio de cultivos: PDA, MEA, YBA 
 

Se preparó el medio de cultivo PDA (H.-J. Liang et al., 2015), MEA (Cosseboom et al., 

2019) y YBA (Miyamoto et al., 2009; Stammler et al., 2007; Stammler y Speakman, 2006; 

Weber y Hahn, 2011), el cual se vertió en botellas de vidrio a la misma cantidad de (100ml) 

y posteriormente se esterilizará en el autoclave. 

Los fungicidas en forma líquida, se diluyeron de acuerdo a las dosis descritas para los 

tratamientos tomando en cuenta la referencia la cantidad del medio MEA y del medio YBA 

(Fernández-Ortuño et al., 2014, 2017; Ishii et al., 2011; Leroch et al., 2013a) preparados en 

las botellas. Los fungicidas sólidos fueron pesados por una balanza analítica digital. Los 

fungicidas con dosis por hectárea se midieron de acuerdo a la cantidad de agua utilizada para 

el cultivo de arándano. 

Se emplearon 8 tratamientos donde se evaluó 7 ingredientes activos y 1 control (testigo sin 

aplicación). Las concentraciones de los fungicidas a aplicar en base a las dosis 

discriminatorias y dosis comerciales usadas en campo. Estos fungicidas se vertieron antes 

del plaqueado, cuando el medio de cultivo se encontraba a una temperatura adecuada. Una 

vez realizado el proceso de plaqueado se procederá a que el medio de cultivo se solidifique. 

Cada tratamiento estará conformado por 4 repeticiones. 

En el centro de cada placa se colocará un disco micelio del aislamiento de 4 días de edad, 

con un tamaño de 0.5 cm. El testigo consistirá en la siembra del patógeno en medio de cultivo 

sin fungicida. Los tratamientos se incubaron a temperatura de 20 ± 2 °C bajo condiciones de 

oscuridad (Cáceres, 2020, Cosseboom et al., 2020). 
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3.7. Diseño experimental y tratamientos 
 

Cuando al menos una repetición del testigo cubrió el 100 % de la placa de Petri se dio por 

finalizado el experimento. Para el análisis (con el apoyo de un plumón indeleble de punto 

fino) se trazó el margen del crecimiento radial de cada colonia evaluados diariamente, se 

tomaron fotografías. 

 

3. 7. 1. Diseño experimental 
 

Se utilizará un Diseño Completamente al Azar (DCA) Factorial para la fase de evaluación 

se utiliza placas de Petri donde se evaluarán ocho aislamientos (unidades experimentales) de 

Botrytis spp. y un factor discriminatorio (Tratamiento) y un factor de medio de cultivo. Se 

trabajará con el DCA con el Modelo Aditivo Lineal: 

 

𝑌𝑖𝑗𝑘 = 𝜇 + 𝐴𝑖 + 𝐵𝑗 + 𝐴𝐵𝑖𝑗 + 𝜀𝑖𝑗𝑘 
 

 
𝑖 = 1,2, … 𝑡(𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜𝑠) 

𝑗 = 1,2, . . . 𝑟 (𝑟𝑒𝑝𝑒𝑡𝑖𝑐𝑖𝑜𝑛𝑒𝑠) 
 

𝑌𝑖𝑗𝑘 = Observación del i-ésimo tratamiento y j-ésimo repetición. 

𝜇 = Media poblacional. 

𝐴𝑖 = Efecto del i-ésimo nivel del factor TRATAMIENTO 

𝐵𝑗 = Efecto del i-ésimo nivel del factor MEDIO DE CULTIVO 

𝐴𝐵𝑖𝑗𝑘 = Efecto de la interacción del j-ésimo del factor TRATAMIENTO y el j- 

ésimo del factor MEDIO DE CULTIVO 

𝜀𝑖𝑗𝑘 = Efecto del error experimental 

 
 

3. 7. 2. Tratamiento 
 

Se evaluaron 7 fungicidas y un testigo (sin fungicida), cada tratamiento con cuatro 

repeticiones (Tabla 3). Cabe señalar que las dosis serán establecidas en función a las 

dosificaciones de Cosseboom et al. (2019). 
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Tabla 3: Dosis de fungicidas químicos empleados para el ensayo mediante el método de 

medio envenenado in vitro. 
 

 
 

Tratamiento 

 
 

Ingrediente Activo 

Dosis 

discriminatoria (µg 

ia/ml) 

 
 

Medios de cultivo 

T1 Testigo 0.00 MEA, PDA 

T2 Fludioxonil 0.50 MEA, PDA 

T3 Fenhexamid 50.0 MEA, PDA 

T4 Iprodione 10.0 MEA, PDA 

T5 Thiofanato-metil 100.0 MEA, PDA 

T6 Pyraclostrobin 10.0 MEA, PDA 

T7 Boscalid 75.0 YBA, PDA 

T8 Fluopyram 10.0 YBA, PDA 



 

 

 

 

 

 

IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

 
4. 1. Aislamiento 

 

Se recuperaron ocho aislamientos monospóricos pertenecientes al patógeno Botrytis 

cinerea a partir de flores y frutos de diferentes campos ubicados en los departamentos de 

Trujillo (Irrigación Chavimochic), Áncash (Carhuaz), Lima (Barranca, Cañete, Huacho) 

e Ica (Chinca e Ica) (Tabla 4). Siendo tres aislamientos procedentes del departamento de 

La Libertad (Trujillo), que fueron obtenidos de la variedad de arándano comercial (Roció) 

y una variedad patentada (BBP2). Además, tres aislamientos de la provincia de Lima 

fueron obtenidos de variedades de arándano tal como: Biloxi, Emerald y Ventura. Un 

aislamiento de Ica de la variedad Biloxi. Por último, un aislamiento de Ancash de la 

variedad Emerald. Estos aislamientos fueron conservados por cuatriplicado en la clínica 

de diagnosis de Fitopatología de la UNALM. 

Tabla 4: Aislamientos de Botrytis cinerea obtenidos de las zonas de Trujillo Lima, Ica y 

Ancash 
 

 
Cod. 

 
 

Localidad Fundo 

Georreferencia de campo 

Cepario 
Cultivar 

Altitud
 Longitud Latitud 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mercedes 

 
 

Mercedes 

 (m)  

89 Trujillo Bluberry BBP2 488 8°32'13.19"S 78°36'32.45"O 

106 Trujillo Hortifrut Rocio 523 8°35'17.4"S 78°34'50.6"W 

109 Trujillo Hortifrut Rocio 523 8°35'39.4"S 78°35'59.8"W 

 

94B Lima 
Virgen de las 

Biloxi 
350 10°41'19.0"S 77°40'16.7"W 

100A Lima 
Virgen de las 

Ventura 
 

350 
 

10°41'12.9"S 
 

77°39'40.7"W 

 
103A Lima 

Virgen de las 
Emerald 

 
 

350 

 
 

10°41'49.4"S 

 
 

77°39'56.7"W 

  Mercedes     

215 Ica Los Viñedos Biloxi 545 13°27'38"S 76°09'06.3"W 

223 Ancash San Lauro Emerald 2291 9°04'54.9"S 77°47'17.3"W 

 



 

4. 2.   Caracterización morfológica y cultural de los aislamientos 
 

a. Caracterización morfológica 

Los ocho aislamientos del estudio, desarrollaron micelio uniforme comenzando con una 

tonalidad blanquecina durante los primeros 5 días en medio PDA seguido se diferenciaron 

en colonias de tonalidad grisácea, como se puede apreciar en la (Figura 2). Los 

conidióforos se ramificaron en forma de racimos, sobre las cuales presentaron fiálides y 

posteriormente conidios de tipo amenosporas en forma redondeada u ovoides los cuales 

coinciden con los estudios previos para Botrytis cinerea (Biche, 2019; Gómez, 2013; 

Plesken et al., 2015). La evaluación general de todas las medidas del conidióforo en 

función al largo presentó un mínimo de 586.19 μm y un máximo de 1,930.38 μm para el 

largo y para el ancho presentó un mínimo de 8.67 μm y un máximo de 13.79 μm y para 

la relación largo/ancho presentó un mínimo de 7.71 μm y un máximo de 123.75 μm. Para 

la medición de los conidios se presentó un mínimo de 7.8 μm y un máximo de 10.58 μm 

para el largo y para el ancho presentó un mínimo de 3.61 μm y un máximo de 6.8 μm y 

para la relación largo/ancho presentó un mínimo de 1.44 μm y un máximo de 2.42 μm. 

Finalmente con la medición de los esclerocios presentó un mínimo de 1.47 μm y un 

máximo de 3.95 μm para el largo y para el ancho presentó un mínimo de 1.11 μm y un 

máximo de 3.02 μm (Tabla 5). 

 

Las medidas del largo del conidióforo se encontró entre 586.19 - 1,930.38 μm se 

encuentra dentro de los valores reportados por Zhang et al. (2010) (558 - 1396 μm) pero 

el más amplio a los encontrados por Li et al. (2012) ( 741 - 2193 μm) y Terrones-Salgado 

et al. (2019) (859 - 1,437 μm). Con respecto a la relación de los conidios fue de 7.71 - 

10.58 x 3.61 -6.38 μm similar a los reportado por (Terrones-Salgado et al., 2019; Zhang 

et al., 2010). La media del ratio de la relación entre largo y ancho de la conidios fue de 

1.71 μm el cual fue mayor a valores encontrados en estudios previos (1.32 – 1.48 μm) 

con promedio de 1.41 μm (Saito, Michailides, et al., 2016b). 

 
Ellis (1971) reporta que la dimensión de los conidios de B. cinera oscilan de 6 – 18 x 4 – 

11 μm, y en conidióforos de 2 mm a más de largo por 16 – 30 μm de grosor. De acuerdo 

a los resultados obtenidos en esta investigación, las mediciones de conidios y 

conidióforos realizados en total de asilamientos coinciden con los descrito por dicha 

especie. Para el Perú las investigaciones han mostrado la importancia que tiene B. cinerea 

en el cultivo de arándano, ya que, mediante la caracterización morfológica, 

 

19 



 

20 

 

 

Tabla 5: Rango de dimensiones de las estructuras conidióforos, conidios y esclerocios procedentes de Trujillo, Lima, Ica e Ancash en el medio 

de cultivo PDA a 25°C. 
 

Conidióforos Conidio Esclerocios 
 

 

Código  
Largo (μm) 

Ancho  
Largo/Ancho 

Largo Ancho  
Largo/Ancho Largo Ancho 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

(*) Los valores medios seguidos de la misma letra no son significativamente diferentes según el test HSD de Tukey (P=0.05) 
 

 

 

 (μm)  (μm) (μm)  

89 844.12 8.67 97.36 9.8 6.8 1.44 - - 

106 586.19 12.95 45.27 10.46 4.32 2.42 1.47 1.11 

109 1144.18 11.63 98.38 10.58 6.38 1.66 2.53 2.15 

94B 1,379.58 13.57 101.66 9.16 6.34 1.45 2.33 1.82 

100A 899.36 11.87 75.77 9.23 5.59 1.65 3.58 3.02 

103A 795.64 8.86 89.80 10.19 5.88 1.73 2.66 2.04 

215 1,472.57 11.9 123.75 7.8 3.61 2.16 3.01 2.56 

223 1,930.38 13.79 139.98 7.71 5.38 1.43 3.95 2.89 
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Figura 2: Aislamientos aislados de arándano. A-C. Aislamientos correspondientes a la zona de 

Trujillo. D-F. Aislamientos correspondientes a la zona de Lima. G. Aislamiento correspondiente 

a la zona de Ica. H. Aislamiento correspondiente a la zona de Ancash. 
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Chacón (2014) evaluó los hongos asociados al cultivo y determinó que es uno de los 

hongos más frecuentes en bayas de arándano bajo condiciones de almacenamiento. 

b. Caracterización cultural 

Esta caracterización se realizó basada en las clases morfológicas realizadas en este 

estudio, considerando los criterios de Martinez et al. (2003). Las colonias de los 

aislamientos se evaluaron en medio PDA a 20°C por 21 días a oscuridad, donde se 

evaluaron cuatro variables que componen la caracterización morfológica (Tabla 6). 

 
Para la variable tipo morfológico 

El crecimiento esclerotial fue más frecuente representando el 75% de todos los 

aislamientos, se presentó en todas las regiones de Trujillo, Lima, Ica e Ancash, mientras 

que el crecimiento micelial se presentó en un 25% en la zona de Trujillo. 

 
Para la variable subtipo morfológico 

MII (micelio suelto). Fue el menos frecuente representado solo el 12.5% de todos los 

aislamientos. MII se presentó en la zona de Trujillo en solo un asilamiento (89). 

MIV (micelio grueso y lanudo). Fue el menos frecuente representado solo el 12.5% de 

todos los aislamientos. MIV se presentó en la zona de Trujillo en solo un asilamiento 

(109). 

 

 
Para la variable distribución de esclerocios 

 

S2 (esclerocios grandes formados en forma radial). Fue el menos frecuente de los tipos 

de distribución, solo se halló en un aislamiento que representa el 12.5% de los 

aislamientos. Se presentó en la zona de Ancash en el aislamiento (223). 

S3 (esclerocios grandes y de formación irregular). Estuvo presente en el 50% de los 

aislamientos. S3 se presentó en las zonas de Lima e Ica en cuatro aislamientos (94B, 

100A, 103A y 215). 

S4 (esclerocios pequeños e irregulares). Fue el menos frecuente de los tipos de 

distribución, solo se halló en un aislamiento que representa el 12.5% de los aislamientos. 

Se presentó en la zona de Ancash en el aislamiento (106). 
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Para la variable nivel de esporulación 
 

La esporulación E0 se presentó en el 50% en cuatro aislamientos de las zonas de Trujillo, 

Lima y Ancash, mientras que la esporulación E1 y E3 se presentaron en un 25% en dos 

aislamientos para cada nivel de esporulación. 

 

Para la capacidad formadora de esclerotes 
 

El más frecuente se presentó en un 37.5% en Cfe-3 en 3 aislamientos, seguido de 25% en 

Cfe-0 y Cfe2 y el menos frecuente fue de 12.5% en Cfe-1. 

 

 
Tabla 6: Caracterización cultural de aislamientos provenientes de flores y frutos de 

arándanos aislados de Trujillo, Lima, Ica e Ancash. 

 

 
Código 

 
Región 

 

Tipo 

morfológico 

 

Subtipo 

morfológico 

Nivel de 

esporulación 

(E) 

Capacidad 

formadora de 

esclerotes (cfe) 

89 Trujillo Micelial M2 E3 Cfe-0 

106 Trujillo Esclerotial S4 E0 Cfe-3 

109 Trujillo Micelial M4 E0 Cfe-0 

94B Lima Esclerotial S3 E3 Cfe-3 

100A Lima Esclerotial S3 E1 Cfe-1 

103A Lima Esclerotial S3 E0 Cfe-3 

215 Ica Esclerotial S3 E1 Cfe-2 

223 Ancash Esclerotial S2 E0 Cfe-2 

 

 
4. 3. Análisis filogenético 

 

4. 3. 1. Secuencia de ITS 
 

Las secuencias de los productos de PCR del gen ITS fueron alineadas mediante el 

programa MAFFT (Katoh y Standley, 2013), la filogenia se desarrolló mediante 

inferencia Bayesiana (BI) a través del programa Mr Bayes v.3.2.5 (Ronquist et al., 2012), 

tomándose el mejor modelo evolutivo para la región ITS, determinado por Mr Modeltest 
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v.2.3 (Nylander, 2004). El mejor modelo de sustitución fue dado por TIM2+I, modelo 

equivalente para bayesianos GTR+I. Para la generación del árbol filogenético, los análisis 

se detuvieron una vez que la desviación estándar promedio por debajo de 0.01. los árboles 

fueron repetidos 50000 generaciones. Las longitudes de los árboles fueron calculadas por 

parsimonia y análisis Bootstrap (BS) basadas en 50000 repeticiones con soportes de BS 

≥ 50% se consideran como significativos por consiguiente se empleó el programa Fig 

Tree V.1.4.4 para la visualización del árbol (Figura 3). 

La región ITS agrupó a los aislamientos 89, 106, 109, 100A, 103A, 94B, 215, 223 dentro 

del género Botrytis, al comparar con 24 secuencias tomadas del GenBank (Figura 3) 

correspondientes a especies similares a Botrytis sp., como Botrytis cinerea, B. fabae, B, 

pseudocinerea, B. siniviticola y B. caroliniana, debido a que estas especies se encuentran 

en berries y frutos de exportación (Leroch et al., 2013b; Q. Liu et al., 2016; Saito, 

Margosan, et al., 2016; Staats et al., 2005; Zhou et al., 2014) y a la especie de Sclerotinia 

sclerotiorum, el cual fue seleccionado como un grupo externo del árbol (Anexo 1). 

Como lo reportan Hoist-Jensen et al., (1998) el análisis de ITS se limita a demostrar que 

el género es monofilético, por ello no se logra resolver las relaciones entre especies debido 

a que los caracteres de las secuencias filogenéticas son limitadas. Por ello una vez 

determinado el género del hongo, se realizó el análisis con las secuencias parciales de los 

genes nucleares G3PDH, HSP60 y RPB2. 
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223 

215 

100A 

109 

106 

103A 

94B 

89 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1/100 

Botrytis cinerea SAS56 

Botrytis fabae CBS109.57 

Botrytis cinerea X793 

Botrytis cinerea BC.1 

Botrytis cinerea BC.15 

Botrytis cinerea BC.27 

   Botrytis cinerea GBC.2 

Botrytis cinerea GBC.3.1a 

Botrytis cinerea GBC.3.2a 

Botrytis cinerea GBC.3.4c 

Botrytis cinerea GBC.6 

Botrytis fabae BC.22 

Botrytis pseudocinerea 10091 

Botrytis pseudocinerea X010 

Botrytis pseudocinerea X029 

Botrytis sinoviticola GBC.3.2b 

Botrytis californica X503 

Botrytis californica X1348 

Botrytis californica X1482 

Botrytis cinerea X458 

Botrytis caroliniana CB15 

Botrytis pseudocinerea X004 
0.94/92 

 

 
 
 

Sclerotinia sclerotiorum F113458 

Botrytis californica X655 
 

Botrytis californica X766 

 
 

0.00050 

 
 

Figura 3: Árbol filogenético basado en espaciador transcrito interno para el complejo Botrytis 

cinerea. Los valores de probabilidad posterior (PP) y el soporte Bootstrap (BS) son mostrados en 

los nodos (PP/BS). 
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Figura 5: Productos de PCR usando los primers G3PDHfor/G3PDHrev 

4. 3. 2. Genes nucleares 
 

Los productos de amplificación de los fragmentos parciales de la G3PDH, HSP60 y RPB2 

se muestran en la Figura 4, 5 y 6, donde se puede observar una única banda en cada carril, 

correspondiente a las muestras evaluadas, en los controles no se evidenció la presencia 

de bandas de DNA o amplificados por contaminación de los reactivos. Todos los 

productos de PCR se ubicaron cercanos a la banda de 1kb del marcador. 

 

 

Figura 4: Productos de PCR usando los primers HSP60for/HSP60rev 
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Figura 6: Productos de PCR usando los primers RPB2for/RPB2rev 
 

 

El tamaño de las secuencias parciales obtenidas para los genes G3PDH, HSP60 y RPB2, 

la composición de bases nitrogenadas, los sitios conservados y sitios variables se muestra 

en la tabla 8. 

Tabla 7: Características de las secuencias parciales obtenidas para los genes (G3PDH, 

HSP60 y RPB2) 
 
 

% Promedio de bases  
Sitios 

Gen Producto    
Sitios 

 

 T(U) C A G conservados variables 

g3pdh 886 24,6 27,3 24,6 23,5 886/886 0/886 

hsp60 976 25,5 23,3 27,9 23,4 976/976 0/976 

rpb2 1087 26,6 20,7 28,8 23,9 1087/1087 0/1087 

 

 

 

Las secuencias parciales de los genes G3PDH (886 pb), HSP60 (976 pb) y RPB2 (1087 

pb) (Anexo 3) analizadas por Blast NCBI reportan un alto porcentaje de identidad de 

todos los aislados obtenidos con cepas y aislados de Botrytis cinerea. Por tal motivo en 

función a dichos resultados, el análisis filogenético se llevó a cabo con cepas 

pertenecientes a especies del género Botrytis. 



28  

Posteriormente y siguiendo la metodología se realizó el emsamblaje y alineamiento de 

cada una de las amplificaciones de DNA (Anexo 5). Asimismo, se muestra el concatenado 

de los genes G3PDH, HSP60 y RPB2 agrupándolo en 3134 caracteres (Anexo 5). 

 
Para ratificar este resultado, se observó que tanto los análisis filogenéticos por cada gen 

(Figura 7, 8 y 9) como el concatenado (G3PDH, HSP60 y RPB2) (Fig. 10) agrupa a todos 

los aislamientos en un solo clado y solo con las cepas que corresponden a B. cinerea. Los 

modelos de sustitución nucleotídicas y el equivalente para bayesianos se detallan en la 

tabla 8. 

 

 
Tabla 8: Modelos obtenidos para los genes G3PDH, HSP60 y RPB2 

 

Árbol filogenético 

generado 

Modelo de sustitución 

nucleotídicas 

Modelo equivalente 

para bayesianos 

g3pdh TrNef+G GTR+G 

hsp60 TIM2+I GTR+I 

rpb2 GTR+G GTR+G 
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0.99/81 

223 

94B 

100A 

109 

106 

103A 

215 

89 

 

 
Botrytis caroliniana CB15 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
1/100 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

0.95/93 

 

 
0.96/78 

 

 
 
 
 

 
 
 
 

1/96 

Botrytis cinerea SAS56 

Botrytis cinerea BC.1 

Botrytis cinerea BC.15 

Botrytis cinerea MUCL87 

Botrytis cinerea X458 

Botrytis cinerea X793 

Botrytis cinerea BC.27 

Botrytis cinerea GBC.6 

Botrytis cinerea GBC.3.1a 

Botrytis cinerea GBC.3.4c 

Botrytis cinerea GBC.3.2a 

Botrytis fabae CBS109.57 

Botrytis fabae BC.22 

Botrytis fabae MUCL98 

Botrytis pseudocinerea B78 

Botrytis pseudocinerea X004 

1/100 
 
 

1/98 

1/100 

Botrytis pseudocinerea X010 

Botrytis pseudocinerea X029 

Botrytis pseudocinerea VD110 

Botrytis pseudocinerea 10091 
 
 
 
 
 
 

 
0.99/93 

 
 

 
1/100 

Botrytis californica X503 

Botrytis californica X655 

Botrytis californica X1348 

Botrytis californica X1482 

Botrytis californica X766 

Botrytis sinoviticola GBC.3.2b 

Botrytis byssoidea MUCL94 

Sclerotinia sclerotiorum 484 

 

0.0100 
 

Figura 7: Árbol filogenético inferido por el modelo Bayesiano GTR+G, con el conjunto de datos 

que contiene las secuencias de DNA parciales del gen G3PDH. 
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0.85/89 

 

 
 
 
 
 

1/97 

 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 

 
0.96/77 

 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 

1/82 

 

1/77 

 

0.99/88 

 
 
 
 

 

 
1/100 

 
223 

89 

100A 

109 

103A 

215 

94B 

103 

Botrytis cinerea X458 

Botrytis cinerea BC.15 

Botrytis cinerea GBC.6 

Botrytis cinerea MUCL87 

Botrytis cinerea S D08 H 8I04 

Botrytis cinerea S D09 K 4I01 

Botrytis cinerea S D10.B.F1I06 

Botrytis cinerea S D10 B F3I05 

Botrytis cinerea S G09 S33 

Botrytis cinerea SAS56 

Botrytis cinerea X793 

Botrytis cinerea BC.1 

Botrytis cinerea BC.27 

Botrytis cinerea GBC.2 

Botrytis cinerea GBC.3.1a 

Botrytis cinerea GBC.3.2a 

Botrytis cinerea GBC.3.4c 

Botrytis fabae CBS109.57 

Botrytis fabae MUCL98 

Botrytis fabae BC.22 

Botrytis pseudocinerea B78 

Botrytis pseudocinerea X004 

Botrytis pseudocinerea X029 

Botrytis pseudocinerea 10091 

Botrytis pseudocinerea X010 

Botrytis pseudocinerea N11 S E06 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1/99 

 

 
 
 
 

1/100 

 

0.94/77 

Botrytis sinoviticola GBC.3.2b 

Botrytis californica X503 

Botrytis californica X655 

Botrytis californica X1348 

Botrytis californica X766 

Botrytis californica X1482 

1/86   Botrytis byssoidea MUCL94 

Botrytis caroliniana CB15 

Sclerotinia sclerotiorum 484 

 

0.020 

 

Figura 8: Árbol filogenético inferido por el modelo Bayesiano GTR+G, con el conjunto de datos 

que contiene las secuencias de DNA parciales del gen HSP60. 
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1/100 

 
 

 
 
 
 

 
 
 

 
0.77/98 

 
 
 

0.96/85 

 
 
 
 

 
1/91 

 

 
1/98 

 

 
 
 
 

 
1/99 

 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

1/100 

Botrytis cinerea BC.27 

Botrytis cinerea MUCL87 

Botrytis cinerea GBC.6 

Botrytis cinerea SAS56 

Botrytis cinerea GBC.2 

Botrytis cinerea X458 

Botrytis cinerea BC.1 

Botrytis fabae CBS109.57 

Botrytis fabae MUCL98 

Botrytis fabae BC.22 

Botrytis cinerea BC.15 

Botrytis cinerea X793 

Botrytis cinerea GBC.3.1a 

Botrytis cinerea GBC.3.2a 

Botrytis cinerea GBC.3.4c 

Botrytis pseudocinerea B78 

Botrytis pseudocinerea X004 

Botrytis pseudocinerea X010 

Botrytis pseudocinerea X029 

Botrytis pseudocinerea 10091 

Botrytis sinoviticola GBC.3.2b 

Botrytis californica X503 

Botrytis californica X655 

Botrytis californica X1348 

Botrytis californica X766 

Botrytis californica X1482 

1/96   Botrytis byssoidea MUCL94 

Botrytis caroliniana CB15 

Sclerotinia sclerotiorum 484 

 

0.0100 

 
 
 

 

Figura 9: Árbol filogenético inferido por el modelo Bayesiano GTR+G, con el conjunto de datos 

que contiene las secuencias de DNA parciales del gen RPB2. 

223 

215 

103A 

89 

100A 

94B 

106 

109 
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1/97 

 

 
Botrytis byssoidea MUCL94 
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1/100 

 
 
 

1/89 
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1/100 
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1/100 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
1/100 

Botrytis cinerea SAS56 

Botrytis cinerea BC.1 

Botrytis cinerea BC.15 

Botrytis cinerea MUCL87 

Botrytis cinerea X458 
0.76/ 

Botrytis cinerea X793 

Botrytis cinerea BC.27 

Botrytis cinerea GBC.6 

Botrytis cinerea S D08 H 8I04 

Botrytis cinerea S D09 K 4I01 

Botrytis cinerea S D10.B.F1I06 

Botrytis cinerea S D10 B F3I05 

Botrytis cinerea S G09 S33 

Botrytis cinerea GBC.2 

Botrytis cinerea GBC.3.1a 

Botrytis cinerea GBC.3.4c 

Botrytis cinerea GBC.3.2a 

Botrytis fabae CBS109.57 

Botrytis fabae BC.22 

Botrytis fabae MUCL98 

Botrytis pseudocinerea B78 

Botrytis pseudocinerea X004 

Botrytis pseudocinerea X010 

Botrytis pseudocinerea X029 

Botrytis pseudocinerea VD110 

Botrytis pseudocinerea 10091 

Botrytis pseudocinerea N11 S E06 

Botrytis californica X503 

Botrytis californica X655 

Botrytis californica X1348 

Botrytis californica X1482 

Botrytis californica X766 

Botrytis californica X655 

Botrytis californica X1348 

Botrytis sinoviticola GBC.3.2b 

Sclerotinia sclerotiorum 484 

 

0.0100 

 
 
 

 

Figura 10: Árbol filogenético inferido por el modelo Bayesiano GTR+G, con el conjunto de datos 

que contiene las secuencias parciales del DNA concatenadas de los genes G3PDH 

+HSP60+RPB2. 

223 

94B 

100A 

109 

106 

103A 

215 

89 
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Se llevó a cabo un análisis filogenético para los genes nucleares G3PDH, HSP60 y RPB2, 

así como las secuencias combinadas, en aislados de Botrytis sp. Los resultados mostraron 

que los aislados se agruparon en el mismo cluster que Botrytis cinerea, con una alta 

consistencia de hasta el 93%. La combinación de estos genes permitió identificar y 

separar las especies de Botrytis (Li et al., 2012; Liu et al., 2016; Staats et al., 2005; Rupp 

et al., 2017). 

Los genes nucleares G3PDH, HSP60 y RPB2 han permitido la identificación de nuevas 

especies de Botrytis (Zhang et al., 2010), por ello se determinó que empleando los genes 

nuclares G3PDH, HSP60 y RPB2 se identificó y se agrupo en clusters de Botrytis cinerea 

siendo el empleo de estos genes nucleares contundentes para la identificación molecular 

contundente (Rupp et al., 2017; Staats et al., 2005, 2007). 

 

4. 4. Efecto de medios de cultivo 

 
4. 4. 1. Efecto de sales 

 

Incluir diferentes dosificaciones de acetato de sodio al ensayo con medio YBA, influye 

en el crecimiento de Botrytis spp. (Tabla 9). Se evaluó dos aislamientos, donde el 

tratamiento con mayor concentración de sales TS1 permitió un menor crecimiento de 

diámetro en los aislamientos seguido del TS5, TS2 y del TS3 mientras que al no tener una 

presencia de sales como en el tratamiento TS4 el crecimiento es mucho mayor en el medio 

YBA (Figura 11). 

Tabla 9: Diámetro promedio del crecimiento micelial de Botrytis cinerea (mm) de todos 

los tratamientos en las cinco evaluaciones, DDI: Días después de inoculación. 
 

Tratamiento Aislamiento 1 DDI 2 DDI 3 DDI 4 DDI 5 DDI 

TS1 57 0.0 1.1 3.3 8.9 16.2 

TS2 57 2.2 7.0 14.0 22.5 30.5 

TS3 57 2.2 7.4 17.1 30.6 40.3 

TS4 57 2.3 8.8 23.4 39.5 54.7 

TS5 57 1.3 4.2 7.0 9.7 11.3 

TS1 89 1.7 4.5 9.2 12.9 16.4 

TS2 89 2.0 6.9 13.6 19.4 24.8 

TS3 89 3.1 7.2 15.2 24.8 31.3 

TS4 89 3.3 9.2 18.2 29.5 44.4 

TS5 89 0.0 3.4 7.0 9.7 11.5 
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Figura 11: Comportamiento temporal del diámetro de crecimiento micelial (mm), durante los 

cinco días después de la inoculación de micelio de Botrytis cinerea para las diferentes 

concentraciones de sodio. 

Las dosis empleadas para el uso del medio YBA se describieron por diferentes autores 

(Miyamoto et al., 2010; Stammler et al., 2007; Stammler y Speakman, 2006) en una doble 

concentración (20 g extracto de levadura, 20 g de bacto peptona, 40 g de acetato de sodio 

en 1 L de agua destilada esterilizada), pero Hu et al. (2011) emplea diferentes dosis de 

acetato de sodio. En este estudio, las diferentes dosis de acetato de sodio, influyeron en 

el crecimiento de Botrytis cinerea siendo significativa solo en el tratamiento TS5 (10 g 

extracto de levadura, 10 g de bacto peptona, 20 g de acetato de sodio en 1 L de agua 

destilada esterilizada) (Matsuzaki et al., 2021; Sun et al., 2020), especialmente para la 

detección de aislamientos de resistencia a una concentración discriminatoria. 

4. 5.   Comparación de medios de cultivo por cada fungicida 

 
a. Fenhexamid 

 

La respuesta de sensibilidad (R o S) de B. cinerea frente al i.a. a una dosis discriminatoria, 

no mostró diferencias significativas al evaluado de manera cualitativa según Cosseboom 

et al. (2019)al emplear medios envenenado preparados con medio MEA (método 

cosseboom) y medio preparado con PDA (método convencional), teniendo como 

resultado, 5 aislamientos (94B, 100A, 103A, 94B, 109 y 106) resisitentes (R) y 3 

aislamientos (215, 89 y 223) fueron sensibles (S), sin embargo, los valores observados 

del crecimiento del diámetro de los ocho aislamientos para cada día, permiten apreciar 

que existieron diferencias estadísticas significativas entre tratamientos y asilamientos 

para la evaluación en cada uno de los medios envenenados (MEA y PDA) con el fungicida 
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fenhexamid, según la prueba de significancia de Tukey al 5% se establecieron rangos de 

significancia en las dos lecturas, para el medio PDA y MEA (Tabla 10). 

Dentro de los rangos de lectura evaluados para el día 4, se encontraron que los 

aislamientos 5 aislamientos (215, 109, 106, 89 y 223) no se tiene diferencias 

significativas, quiere decir que puede crecer tanto en medio envenenado preparado con 

MEA como en medio envenenado preparado con PDA, pero en 3 aislamientos (94B, 

103A y 100A) existen diferencias significativas al evaluar en cada uno de los medios 

envenenados para el 4to día de evaluación. 

 

 
Tabla 10: Evaluación diaria de la sensibilidad después de la inoculación de Botrytis 

cinerea en medio envenenado con Fenhexamid. 
 
 

Día 1 Día 2 Día 3 Día 4 Día 5 

Aisla  

miento 

MEA PDA MEA PDA MEA PDA MEA PDA MEA PDA 

 

94B 
3.2

 
bcd 

S    
16.4 

f 
S    

15.6 

c 
S 

31. 

6 f 
R    

29. 

2c 
R    

52e 

f 
R    

42.2 

c 
R    

73.8 

fg 
R 

56. 

4 c 
R    96 e R 

215 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 

103A 2ab S 3bc S    
22.8

 
d 

R 
22. 

8 d 
R    

38. 

4d 
R    

44. 

4de 
R 

53 
cd R    

69.8 

efg 
R 

67. 

4 cd 

90 

de 
R

 

100A 
4.8

 
cde 

S 
3.6 

bcd S 
24 d R 

30
 

ef 
R   

46d 

e 
R    

58. 

8f 
R    

61.2 

def 
R    

81.4 

g 
R 

76 
cde 

90 

de 
R

 

109 
6.6 

e S 
6 de S    

26.6
 

def 
R 

25. 

2 de 
R    

44. 

4de 
R    

40. 

2d 
R    

64.2 

def 
R 

56 
de R 

81. 

6 de 

76.2 

cde 
R

 

106 
3.4 

bcd 
S 

4.2 

bcde 
S    

11.4 

bc 
S 

8.8 

b 
S 

19. 

2 b 
S 

14 
b S 

24.8 

b 
R    

21.4 

b 
R 

24. 

8 b 
R    30 b R 

 

89 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 

 

 
223 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 

Cv (%) 2.825216 3.365807 3.859155 4.910066 6.845877 
 

*Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes. Método para 

comparaciones múltiples de Tukey de un solo factor con 95% de confianza (α=0.05) 

Cv: coeficiente de varianza 

*S: Sensibilidad 

*R: Resistencia 

R 

R 

R 
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Figura 12: Comparación de medio PDA y MEA en medio envenenado con Fenhexamid para 

los ocho aislamientos empleados al cuarto día 

 

 
Al evaluar la sensibilidad en ambos medios envenenados, no se evidenció una respuesta 

diferencial de sensibilidad a nivel cualitativo (R o S). Sin embargo, en la actualidad se 

viene empleando el medio envenenado preparado con MEA para la evaluación de la 

sensibilidad (Alzohairy et al., 2021; Cosseboom et al., 2019; Saito et al., 2019) siendo 

empleado por primera vez por Weber (2011) para las evaluaciones de sensibilidad bajo 

el i.a. fenhexamid y dejando al medio PDA para las evaluaciones basadas en la 

sensibilidad de referencia, es decir, cuando no se tiene una base conocida de 

concentraciones empleadas bajo el i.a., se define un perfil de sensibilidad de individuos 

o poblaciones de un patógeno no expuesto previamente (Amiri y Peres, 2014; Saito et al., 

2010) otros casos puntuales en el que se puede emplear el medio PDA, son para el 

almacenamiento y repique (Saito y Xiao, 2018; Testempasis et al., 2020). Está resistencia 

se manifiesta por mutación del gen erg27 que es codificado por la enzima 3-cetoreductasa 

pero no esta asociado en función del medio PDA, sino a características fisiológicas como 

el crecimiento del micelio, la germinación de conidios y la germinación de esclerocios 

(Avenot et al., 2020). 
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Si bien no se tuvo diferencias de manera cualitativa en la sensibilidad, se evidenció 

diferencias al evaluarlo a nivel de crecimiento micelial, donde se encontró 3 aislamientos 

que mostraron diferencias significativas (100A, 103A y 94B) y 5 no significativos (106, 

109, 215, 223 y 89) al evaluarlo en estos dos medios envenenados para el día 4 (tomando 

como día referencial según la literatura de Cosseboom (2019)), se muestra que la 

interacción lineal es significativa, por ello el efecto de un factor sobre la variable respuesta 

variará en función del nivel del otro factor, el hecho de que exista significancia entre 

medio de cultivo y aislamiento, demuestra que el efecto de los medios depende de los 

aislamientos (Dalgaard, 2008; Dean et al., 2017) que quiere decir que en base a la 

caracteristica fisiológica del hongo influirá en su crecimiento dependiendo del medio de 

cultivo, por ello al evaluarlo en medio PDA o medio MEA se va a generar una 

uniformidad en base a la sensibilidad (Avenot et al., 2020). 

 

b. Fludioxonil 
 

La respuesta de sensibilidad (R o S) de B. cinerea frente al i.a. a una dosis discriminatoria, 

no mostró diferencias significativas al evaluado de manera cualitativa según Cosseboom 

et al. (2019) al emplear medios envenenado preparados con medio MEA (método 

cosseboom) y medio preparado con PDA (método convencional), teniendo como 

resultado los 8 aislamientos fueron sensibles (S), sin embargo, los valores observados del 

crecimiento del diámetro de los ocho aislamientos para cada día, permiten apreciar que 

existieron diferencias estadísticas significativas para el aislamiento 100A para la 

evaluación en cada uno de los medio envenenado (MEA y PDA) con el fungicida 

fludioxonil, según la prueba de significancia de Tukey al 5% se establecieron rangos de 

significancia en las dos lecturas, para el medio PDA y MEA (Tabla 11). 

Dentro de los rangos de lectura evaluados para el día 4, se encontraron que para 7 

aislamientos (94B, 215, 103A, 109, 106, 89 y 223) no se tiene diferencias significativas, 

quiere decir que puede crecer tanto en medio envenenado preparado con MEA como en 

medio envenenado preparado con PDA, pero en 2 aislamiento (100A) existen diferencias 

significativas al evaluar en cada uno de los medios envenenados para el 4to día de 

evaluación (Figura 13). 
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Tabla 11: Evaluación diaria de la sensibilidad después de la inoculación de Botrytis 

cinerea en medio envenenado con Fludioxonil. 
 

Aislami 

ento 

Día 1  Día 2  Día 3   Día 4  Día 5  

MEA  PDA  MEA  PDA  MEA  PDA  MEA PDA  MEA  PDA 

94B 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 2.6 
ab 

S 0a S 11. 
4b 

S 

215 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 

103A 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 

100A 1. 
8b 

S 0a S 5. 
6c 

S 2. 
2b 

S 9. 
6c 

S 4. 
6b 

S 20 
d 

S 13. 
8c 

S 20. 
4c 

R 23. 
6c 

R 

109 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 

106 0. 
4a 

S 0. 
4a 

S 3b S 2. 
4b 

S 5. 
2b 

S 2. 
6b 

S 6b S 4.4 
b 

S 7.8 
ab 

S 4.8 
b 

S 

89 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 

223 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 

CV (%) 0.6935312  1.495668  2.695915   4.285247  6.680408  

*Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes. Método para 

comparaciones múltiples de Tukey de un solo factor con 95% de confianza (α=0.05) 

Cv: coeficiente de varianza 

*S: Sensibilidad 

*R: Resistencia 
 

 
Figura 13: Comparación de medio PDA y MEA en medio envenenado con Fludioxonil para los 

ocho aislamientos empleados al cuarto día. 

Dentro de los medios estudiados no se observó diferencias alguna, estos resultados 

coinciden con lo obtenido por Dowling et al. (2021) donde refiere que fludioxonil inhibe 

la germinación de esporas y crecimiento micelial de B. cinerea, debido a que actúa a nivel 



39  

del Bos1- y la MAPK-vía que son unas vías dependiente de la osmoregulación que 

provoca la hiperosmolaridad seguido de la acumulación del glicerol (Sang et al., 2018; 

Shao et al., 2021). Liu et al. (2017) establece la sensibilidad de fludioxonil con un EC50 

de 0.1 ppm y Sang et al. (2018) a 1, 5, 10 ppm estos valores estudiados superan en 0.02 

veces al primero y 2, 10 y 20 respectivamente. Por otro lado, Cosseboom et al. (2019) 

establece una línea base de referencia a una concentración de 0.5ppm en donde discrimina 

aislamientos susceptibles y resistentes. Sin embargo, Dowling et al. (2021)reportó 

resistencia en aislamiento de Botrytis cinerea en flores de calibrachoa a concentración de 

100 ppm , pese a que, esta concentración supera en 200 veces a lo utilizado por 

Cosseboom et al. (2019). Esto se puede deber a que los aislamientos de dowling 

provienen de flores de calibrachoa y las de cosseboon de fresa, la primera se trata de una 

especie ornamental en donde la aplicación química no es tan controlada y/o más exigente 

en comparación a los procesos de producción de fresa, en donde, se toma mucho en 

consideración los LMR y el tipo de molécula para aplicar. Adicional a esto Aldana (2021) 

menciona que la aplicación de agroquímicos en el cultivo de fresa se debe minimizar y 

optar estrategias mediante labores culturales, lo cual, se observaría una menor resistencia 

de los aislamientos. 

El hecho de que exista significancia entre medio de cultivo y aislamiento (tabla 12), 

demuestra que el efecto de los medios depende de los aislamientos (Dalgaard, 2008; Dean 

et al., 2017) que quiere decir que en base a la característica fisiológica va a influir en el 

crecimiento del medio de cultivo, por ello, al evaluarlo en medio PDA o medio MEA se 

va a generar una uniformidad en base a la sensibilidad (Avenot et al., 2020b). 

c. Iprodione 
 

La respuesta de sensibilidad (R o S) de B. cinerea frente al i.a. a una dosis discriminatoria, 

no mostró diferencias significativas al evaluado de manera cualitativa según Cosseboom 

et al. (2019) al emplear medios envenenado preparados con medio MEA (método 

cosseboom) y medio preparado con PDA (método convencional) excepto por el 

aislamiento 223 se mostró que en medio MEA resulto (S) mientras que en medio PDA 

(R), sin embargo, los valores observados del crecimiento del diámetro de los ocho 

aislamientos para cada día, permiten apreciar que existieron diferencias estadísticas 

significativas para los aislamientos 106 y 223 para la evaluación en cada uno de los medio 

envenenado (MEA y PDA) con el fungicida iprodione, según la prueba de significancia 
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de Tukey al 5% se establecieron rangos de significancia en las dos lecturas, para el medio 

PDA y MEA (Tabla 12). 

Dentro de los rangos de lectura evaluados para el día 4, se encontraron que para 6 

aislamientos (94B, 215, 103A, 100A, 109 y 89) no se tiene diferencias significativas, 

quiere decir que puede crecer tanto en medio envenenado preparado con MEA como en 

medio envenenado preparado con PDA, pero en 2 aislamiento (106 y 223) existen 

diferencias significativas al evaluar en cada uno de los medios envenenados para el 4to 

día de evaluación (Figura 14). 

Tabla 12: Evaluación diaria de la sensibilidad después de la inoculación de Botrytis 

cinerea en medio envenenado con iprodione 
 

Aislam 

iento 

 Día 1    Día 2   Día 3   Día 4    Día 5  

MEA  PDA  MEA  PDA  MEA  PDA  MEA  PDA  MEA  PDA 

94B 
1.8 
ab 

S 5c S 
15. 
8 f 

S 
16.2 

f 
S 

28.4 
def 

R 
29.2 
ef 

R 
37.4 
bcd 

R 
37. 
8bc 

R 
41.4 
efg 

R 
45.8 
fg 

R 

215 0a S 0a S 
7.6c 

d 
S 

4.4b 
c 

S 
16.6 
bc 

S 
13.6 

b 
S 

23.8 
bcd 

R 
21. 
2bc 

R 
31.2 
cde 

R 
27.8 
cd 

R 

103A 0a S 0a S 
0.8a 

b 
S 0a S 3.2a S 0a S 6.6a S 3a S 9.2b S 

6.6a 
b 

S 

100A 
8.2 
d 

S 
5.2 
c 

S 
31. 
2h 

R 
24.6 

g 
R 50g R 

44.4 
g 

R 68g R 
62. 
4g 

R 84h R 
74.8 

h 
R 

109 
3 
bc 

S 
3.2 
bc 

S 
16. 
2f 

S 
12.2 
def 

S 
23c 
def 

R 
25.4 
def 

R 31de R 
36. 
8ef 

R 
40.4 
efg 

R 
45.6 
fg 

R 

106 5c S 
4.6 

c 
S 

13. 

6 ef 
S 17f S 

21.4 

cd 
R 

30.4 

f 
R 

29.4 

cde 
R 43f R 

34.8 

def 
R 

53.2 

g 
R 

89 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 

223 0a S 
1.8 
ab 

S 
3.8a 
bc 

S 
10.2 
de 

S 
12.2 

b 
S 

22.4 
cde 

R 
17.8 

b 
S 

31d 

e 
R 21c R 

36.6 
def 

R 

CV 
  (%)  

2.229397  3.671053  3.866363  4.580812  5.131875  

*Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes. Método para 

comparaciones múltiples de Tukey de un solo factor con 95% de confianza (α=0.05) 

Cv: coeficiente de varianza 

*S: Sensibilidad 

*R: Resistencia 
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Figura 14: Comparación de medio PDA y MEA en medio envenenado con Iprodione para los 

ocho aislamientos empleados al cuarto día 

 
 

En la evaluación de ambos medios para iprodione, no se evidencia una respuesta 

diferencial en función a la sensibilidad (R o S). Se tiene reportes que Dowling et al., 

(2021) empleando los dos medios de cultivos no ha encontrado diferencias significativas, 

ya que, al igual que fludioxonil, iprodione tiene una inhibición del crecimiento micelial y 

germinación de esporas de B. cinerea, puesto que. Dowling et al., (2021) emplea 100ppm 

de iprodione en ambos medios, que es una concentración 10 veces mayor que la empleada 

por Cosseboom et al., (2019) donde en ambos se reporta presencia de aislamientos 

resistentes, esto quiere decir que, empleando la dosificación de Cosseboom et al., (2019) 

puedo discriminar con con bajas cantidades del IA, ya que, esta resistencia está asociado 

a las mutaciones en el gen de la histidina cinasa Bos-1, que está asociado a la acumulción 

del glicerol Weber & Hahn, (2019) debido a que, fungicidas dicarboximidas (DC) se han 

utilizado como control de B. cinerea desde los 70’s y la resistencia ha emergido en 

diferentes cultivos (Avenot et al., 2018; Saito et al., 2019; Saito, Michailides, et al., 

2016a; Saito & Xiao, 2018). Los reportes de sensibilidad y evaluaciones basadas en la 

sensibilidad de referencia se trabajan en medio PDA para iprodione según (Avenot et al., 

2018; Baggio et al., 2018) pero según Weber & Hahn, (2011) se reporta una línea base de 

sensibilidad de referencia en base al crecimiento micelial y la germinación de conidios, 

donde a bajas concentración igual se reportó resistencia. 
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d. Metil thiofanato 
 

La respuesta de sensibilidad (R o S) de B. cinerea frente al i.a. a una dosis discriminatoria, 

no mostró diferencias significativas al evaluado de manera cualitativa según Cosseboom 

et al. (2019) al emplear medios envenenado preparados con medio MEA (método 

cosseboom) y medio preparado con PDA (método convencional) excepto por el 

aislamiento 106 se mostró que en medio PDA resulto (S) mientras que en medio MEA 

(R), sin embargo, los valores observados del crecimiento del diámetro de los ocho 

aislamientos para cada día, permiten apreciar que existieron diferencias estadísticas 

significativas para los aislamientos 94B, 215, 103A, 100A, 106 y 89 para la evaluación 

en cada uno de los medio envenenado (MEA y PDA) con el fungicida thiofanato-methyl, 

según la prueba de significancia de Tukey al 5% se establecieron rangos de significancia 

en las dos lecturas, para el medio PDA y MEA (Tabla 13). 

Dentro de los rangos de lectura evaluados para el día 4, se encontraron que para 6 

aislamientos (94B, 103A, 100A, 109, 89 y 223) no se tiene diferencias significativas, 

quiere decir que puede crecer tanto en medio envenenado preparado con MEA como en 

medio envenenado preparado con PDA, pero en 2 aislamiento (2015 y 106) existen 

diferencias significativas al evaluar en cada uno de los medios envenenados para el 4to 

día de evaluación (Figura 15). 

Tabla 13: Evaluación diaria de la sensibilidad después de la inoculación de Botrytis 

cinerea en medio envenenado con Methyl-Thiophanato. 
 

Aisla 

mient 

o 

 Día 1   Día 2  Día 3  Día 4  Día 5  

MEA  PDA  MEA  PDA  MEA  PDA  MEA  PDA  MEA  PDA 

94B 
16. 
8gh 

S 
21.8 

ij 
R 

56.6 
efgh 

R 65hi R 
90 
d 

R 
90 
d 

R 
90 
d 

R 
90 
d 

R 
90 
c 

R 
90 
c 

R 

215 3.6a S 
10.2 
cde 

S 
33.4 

c 
R 

54.2 
defg 

R 
57. 
4c 

R 
90 
d 

R 
76. 
2c 

R 
90 
d 

R 
90 
c 

R 
90 
c 

R 

103A 
7.8 
bcd 

S 16g S 
50.4 
de 

R 
61.4 
fghi 

R 
82. 
2d 

R 
90 
d 

R 
90 
d 

R 
90 
d 

R 
90 
c 

R 
90 
c 

R 

 

100A 

11. 

4de 

f 

 

S 
6.4a 

bc 

 

S 
53.2 

def 

 

R 
47.6 

d 

 

R 
83 

d 

 

R 
85. 

4d 

 

R 
90 

d 

 

R 
90 

d 

 

R 
90 

c 

 

R 
90 

c 

 

R 

 

109 

17. 

4gh 
i 

 

S 
13.8 
efg 

 

S 
63.4 
hi 

 

R 
62.2 
ghi 

 

R 
90 
d 

 

R 
90 
d 

 

R 
90 
d 

 

R 
90 
d 

 

R 
90 
c 

 

R 
90 
c 

 

R 

106 6ab S 
5.46 
ab 

S 
18.2 

b 
S 

12.4 
a 

S 
22. 
6b 

S 
12. 
6a 

S 
23. 
4b 

R 
12. 
8a 

S 
23. 
4b 

R 
12. 
8a 

S 

89 
14. 
6fg 

S 
25.8 

j 
R 

56.6 
efgh 

R 
66.6 

i 
R 

86. 
8d 

R 
90 
d 

R 
90 
d 

R 
90 
d 

R 
90 
c 

R 
90 
c 

R 

223 
21. 
6ij 

R 
20.8 
hi 

R 
62.6 
ghi 

R 
63.8 
hi 

R 
90 
d 

R 
90 
d 

R 
90 
d 

R 
90 
d 

R 
90 
c 

R 
90 
c 

R 

CV 
  (%)  

2.864919  2. 6158  1.809618  1.901149  1.822811  
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  R R    R R R R R  
d d d d d d d d d d d d d 

c 

R 

b  
S 

a 

*Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes. Método para 

comparaciones múltiples de Tukey de un solo factor con 95% de confianza (α=0.05) 

Cv: coeficiente de varianza 

*S: Sensibilidad 

*R: Resistencia 
 

 
 

 
Figura 15: Comparación de medio PDA y MEA en medio envenenado con Methyl-Thiophanato 

para los ocho aislamientos empleados al cuarto día 

Metil-thiofanate es una molécula perteneciente a la familia de los Methyl Benzimidazol 

Carbamato (MBC) que su modo de acción es adherirse a la β-tubulina y bloquean el 

ensamblaje de los microtúbulos, esto perjudica la división celular y en consecuencia 

inhibe el tubo germinal y el crecimiento micelial (Weber y Hahn, 2011). Avenot et al. 

(2020) y Weber (2010) reportan que crecimientos de B.cinerea a dosis iguales o 

superiores a 100 ppm indican la resistencia del aislamiento a MT. Mientras que, 

Cosseboom et al., (2019) establece que con 100 ppm del ingrediente activo puede 

discriminar entre 89 y 72% de resistencia en campos convencionales y orgánicos. 

Weber fundamenta la dosis empleada en base a lo realizado en el 2010, logrando solo 

reportar aislamientos resistentes en el país de Alemania en la campaña 2010 a 

comparación de Cosseboom et al., (2019) donde a 100 ppm puede diferenciar 
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aislamientos sensibles y resistentes en el país de Estados Unidos. Esta diferencia en la 

continuidad del trabajo de Weber y el trabajo de Cosseboom, se puede deber a la fuente 

de colecta, debido a que, el primero proviene de campos con sistema de producción 

convencional y el segundo proviene de sistema convencional y sistema orgánico, este 

último sistemas de producción se podría deber a que se ejerce una presión de selección 

en aislamientos orgánicos, siendo corroborado por Baggio et al., (2018) donde las dosis 

discriminatoria empleada para el sistema orgánicos se encuentra en el rango de 0.4-7.5 

ppm ,por el contrario, del sistema convencional que se encuentra entre el rango de 3.6- 

688 ppm. 

 

 
e. Pyraclostrobin 

 

La respuesta de sensibilidad (R o S) de B. cinerea frente al i.a. a una dosis discriminatoria, 

no mostró diferencias significativas al evaluado de manera cualitativa según Cosseboom 

et al. (2019) al emplear medios envenenado preparados con medio MEA (método 

cosseboom) y medio preparado con PDA (método convencional) sin embargo, los valores 

observados del crecimiento del diámetro de los ocho aislamientos para cada día, permiten 

apreciar que existieron diferencias estadísticas significativas para los 8 aislamientos para 

la evaluación en cada uno de los medio envenenado (MEA y PDA) con el fungicida 

pyraclostrobin, según la prueba de significancia de Tukey al 5% se establecieron rangos 

de significancia en las dos lecturas, para el medio PDA y MEA (Tabla 14). 

Dentro de los rangos de lectura evaluados para el día 4, se encontraron que para 4 

aislamientos (215, 103A, 106 y 89) no se tiene diferencias significativas, quiere decir que 

puede crecer tanto en medio envenenado preparado con MEA como en medio envenenado 

preparado con PDA, pero en 4 aislamiento (94B, 100A, 109 y 89) existen diferencias 

significativas al evaluar en cada uno de los medios envenenados para el 4to día de 

evaluación (Figura 16). 
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Tabla 14: Evaluación diaria de la sensibilidad después de la inoculación de Botrytis 

cinerea en medio envenenado con Pyraclostrobin. 
 

Aisla 

mient 
o 

Día 1   Día 2   Día 3   Día 4  Día 5  

MEA  PDA  MEA  PDA  MEA  PDA  MEA  PDA  MEA  PDA 

 

94B 
8.4 

efg 

 

S 
10. 

2g 

 

S 
35. 

2f 

 

R 
29.4 

de 

 

R 

56. 

2d 
e 

 

R 
45b 

c 

 

R 
75.4 

cd 

 

R 
59.8 

b 

 

R 
90 

a 

 

R 

75 

.4 
b 

 

R 

 

215 
0.8 

a 

 

S 
8de 

fg 

 

S 
22. 

8c 

 

R 
30.2 

def 

 

R 

49. 

8c 

d 

 

R 

52. 

2cd 

e 

 

R 
65.6 

cd 

 

R 
69.6 

de 

 

R 
90 

a 

 

R 
83 

a 

 

R 

 

103A 
2.4 

ab 

 

S 

6.6 

cde 
f 

 

S 
26. 

6cd 

 

R 
32.2 

ef 

 

R 
52 

cde 

 

R 
55. 

2de 

 

R 
70.8 

def 

 

R 
72.6 

defg 

 

R 
90 

a 

 

R 
87 

.6a 

 

R 

 

100A 
6.2 

cde 

 

S 

6.6 

cde 

f 

 

S 
33. 

8ef 

 

R 
30.2 

def 

 

R 
59 

e 

 

R 
50. 

4cd 

 

R 
 

81fg 
 

R 
69d 

e 

 

R 
90 

a 

 

R 
86 

.2a 

 

R 

 

109 
9.2f 

g 

 

S 
5.4 

cd 

 

S 

31. 

2de 
f 

 

R 
22.6 

c 

 

R 

56. 

4d 
e 

 

R 
40. 

8b 

 

R 
79.4 

efg 

 

R 
58.4 

bc 

 

R 
90 

a 

 

R 

74 

.6 
b 

 

R 

 

106 
2.4 
ab 

 

S 
4.2 
bc 

 

S 
 

11a 
 

S 
 

17b 
 

S 
20. 
8a 

 

R 
26. 
4a 

 

R 
30.8 

a 

 

R 
32.4 

a 

 

R 
39 
.2 
a 

 

R 
33 
.8a 

 

R 

 

89 
9.4 

g 

 

S 
13. 

6h 

 

S 
34e 

f 

 

R 
34.6 

ef 

 

R 
55. 
6d 

e 

 

R 
53. 

8de 

 

R 
75.4 

defg 

 

R 
71.6 

defg 

 

R 
90 

a 

 

R 
90 

a 

 

R 

 

223 
7.8 

def 

g 

 

S 
10. 

4g 

 

S 
32 

ef 

 

R 
32.2 

ef 

 

R 
59. 

8e 

 

R 
51c 

d 

 

R 
82.4 

g 

 

R 
66.2 

cd 

 

R 
90 

a 

 

R 
79 
.2 
b 

 

R 

CV 
     (%)  

2.198965 
 

2.445323 
 

2.466239 
 

2.752625 
 

3.275029 
 

*Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes. Método para 

comparaciones múltiples de Tukey de un solo factor con 95% de confianza (α=0.05) 

Cv: coeficiente de varianza 

*S: Sensibilidad 

*R: Resistencia 
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Figura 16: Comparación de medio PDA y MEA en medio envenenado con Pyraclostrobin para 

los ocho aislamientos empleados al cuarto día. 

 

 
Pyraclostrobin está dentro de la clase de fungicidas que son inhibidores de la quinona 

externa (QoI), que inhibe la respiración mitocondrial en los hongos, siendo eficaz para 

inhibir la germinación de esporas, el crecimiento de micelio y la esporulación (Kim & 

Xiao, 2011). El primer reporte de sensibilidad de pyraclostrobin en B. cinerea lo describió 

Myresiotis et al. (2008) en medio PDA que lo trabajo con el SHAM. La oxidasa 

alternativa (AOX) proporciona una vía alternativa para la respiración que usualmente se 

activa después de que los QoIs inhiben la respiración mitocondrial en los hongos 

uniéndose al sitio Qo del complejo citocromo bc1 y bloqueando la transferencia de 

electrones, es por ello que el SHAM es un inhibidor del AOX que se añade usualmente a 

medios de cultivo, para suprimir esta respiración alternativa, pero no se tuvo una respuesta 

diferencial en el EC50 al momento de emplear el pyraclostrobin + 100 ppm de SHAM 

(Feng et al., 2020), por lo tanto es necesario detectar el efecto del SHAM en el 

crecimiento micelial de B. cinerea para después corroborar los fenotipos de resistencia de 

pyraclostrobin. Este efecto lo estudio (H. Liang et al., 2019; Mondal et al., 2005) 

justificando la adición de SHAM en medio artificial no es válida corroborando los 

estudios de Seyran et al., (2010) sobre la toxicidad in vitro de SHAM para F. effusum ya 

que no se demostró que se tenga un efecto de la peroxidasa a nivel in-vitro. 

A nivel micelial se encontró diferencias significativas, teniendo una respuesta de 

correlación alta entre aislamiento y medio de cultivo, se corrobora que, el efecto de los 

medios depende de los aislamientos (Dalgaard, 2008), por ello, se reporta que se tiene 
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influencia de azúcares en el crecimiento de B. cinerea cuando se emplea el medio MEA 

(Stammler et al., 2007; Weber & Hahn, 2011). 

f. Boscalid 

 
La respuesta de sensibilidad (R o S) de B. cinerea frente al i.a. a una dosis discriminatoria, 

mostró diferencias significativas al evaluado de manera cualitativa según Cosseboom 

et al. (2019) al emplear medios envenenado preparados con medio YBA (método 

cosseboom) y medio preparado con PDA (método convencional) sin embargo, los valores 

observados del crecimiento del diámetro de los ocho aislamientos para cada día, permiten 

apreciar que existieron diferencias estadísticas significativas para los 8 aislamientos para 

la evaluación en cada uno de los medio envenenado (YBA y PDA) con el fungicida 

boscalid, según la prueba de significancia de Tukey al 5% se establecieron rangos de 

significancia en las dos lecturas, para el medio PDA y YBA (Tabla 15). 

Dentro de los rangos de lectura evaluados para el día 4, se encontró que para los 8 

aislamientos se tiene diferencias significativas al evaluar, quiere decir que no puede crecer 

tanto en medio envenenado preparado con PDA como en medio envenenado preparado 

con YBA (Figura 17). 

Tabla 15: Evaluación diaria de la sensibilidad después de la inoculación de Botrytis 

cinerea en medio envenenado con Boscalid. 
 

Aislami 

ento 

 Día 1   Día 2   Día 3   Día 4  Día 5  

YBA  PDA  YBA  PDA  YBA  PDA  YBA  PDA  YBA  PDA 

94B 8b S 18.8 
d 

S 13. 
8c 

S 50g R 21. 
8d 

R 75. 
4h 

R 28e R 90 
h 

R 34. 
4e 

R 90 
g 

R 

215 0a S 2.8a S 0a S 20. 
6d 

R 0a S 37. 
4f 

R 0a S 55 
g 

R 0a S 69. 
8f 

R 

103A 0a S 8.4b S 0a S 36. 
2e 

R 0a S 66. 
8g 

R 3.2 
b 

S 90 
h 

R 6.8 
bc 

S 90 
g 

R 

100A 1. 
8a 

S 11.4 
bc 

S 5.2 
b 

S 45f 

g 

R 10. 
4c 

S 75. 
6h 

R 14. 
6d 

S 90 
h 

R 18. 
8d 

S 90 
g 

R 

109 0a S 10b 
c 

S 0a S 43. 
8fg 

R 0a S 74. 
8h 

R 0a S 90 
h 

R 0a S 90 
g 

R 

106 0a S 11.6 
bc 

S 0a S 23. 
8d 

R 0a S 31. 
4e 

R 1ab S 35f R 4.8 
b 

S 38 
e 

R 

89 0a S 17.4 
d 

S 0a S 40e 
f 

R 5.4 
b 

S 64. 
4g 

R 8c S 86. 
4h 

R 9.8 
c 

S 90 
g 

R 

223 0. 
8a 

S 14.6 
cd 

S 4.2 
ab 

S 46. 
4fg 

R 9c S 76 
h 

R 12. 
8d 

S 90 
h 

R 16. 
2d 

S 90 
g 

R 

CV (%) 3.685214  3.415458  2.127776  1.942994  2.218276  

*Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes. Método para 

comparaciones múltiples de Tukey de un solo factor con 95% de confianza (α=0.05) 

Cv: coeficiente de varianza 

*S: Sensibilidad 

*R: Resistencia 
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Figura 17: Comparación de medio PDA y YBA en medio envenenado con Boscalid para los 

ocho aislamientos empleados al cuarto día 

Dentro del grupo químico de los SDHIs se encuentra Boscalid y su modo de acción es 

impedir la respiración mitocondrial mediante la inhibición de la enzima succinato 

deshidrogenasa (SDH) y en consecuencia impide la germinación y el desarrollo del tubo 

germinativo de la espora. Se ha documentado que Botrytis cinerea presenta resistencia a 

boscalid, debido a que, presenta mutaciones en subunidades del Sdh específicamente en 

SdhB, SdhC y SdhD (Shao et al., 2021). Así mismo, Amiri et al., (2014) indica que se 

dan mutaciones puntuales en codones del SdhB mediante la sustitución en H272R y 

H272Y. 

La Figura 17, indica que para el PDA se observó que todos los aislamientos son resistentes 

y para YBA todo lo contrario, esta discrepancia en el resultado se puede deber a la 

composición de nutrientes de ambos medios y metabolitos secundarios (Osman et al., 

2020). Según Stammler & Speakman, (2006) refiere que el crecimiento micelial se 

detiene en medio YBA y se puede discriminar los fenotipos de resistencia, pero, en medio 

PDA a medida que pasaba el tiempo el grado de resistencia se iba incrementando, es por 

ello, que se tiene que trabajar con una dosis más elevada, para poder determinar el grado 

de resistencia que está presente en este medio (Myresiotis et al., 2008). Según Fernández- 

Ortuño et al., (2017) la evolución de la resistencia a boscalid ha decrecido de 73 a 41% 
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por la aplicación de otros ingredientes activos como fenhexamid o ciprodinil + fludioxonil 

(switch). 

g. Fluopyram 
 

La respuesta de sensibilidad (R o S) de B. cinerea frente al i.a. a una dosis discriminatoria, 

mostró diferencias significativas al evaluado de manera cualitativa según Cosseboom 

et al. (2019) al emplear medios envenenado preparados con medio YBA (método 

cosseboom) y medio preparado con PDA (método convencional) sin embargo, los valores 

observados del crecimiento del diámetro de los ocho aislamientos para cada día, permiten 

apreciar que existieron diferencias estadísticas significativas para los 8 aislamientos para 

la evaluación en cada uno de los medio envenenado (YBA y PDA) con el fungicida 

fluopyram, según la prueba de significancia de Tukey al 5% se establecieron rangos de 

significancia en las dos lecturas, para el medio PDA y YBA (Tabla 16). 

Dentro de los rangos de lectura evaluados para el día 4, se encontró que para los 8 

aislamientos se tiene diferencias significativas al evaluar, quiere decir que no puede crecer 

tanto en medio envenenado preparado con PDA como en medio envenenado preparado 

con YBA (Figura 18). 

Tabla 16: Evaluación diaria de la sensibilidad después de la inoculación de Botrytis 

cinerea en medio envenenado con Fluopyram. 
 

Aislamie 

nto 

 Día 1   Día 2   Día 3   Día 4   Día 5  

MEA PDA  MEA  PDA  MEA  PDA  MEA  PDA  MEA  PDA 

94B 
0 
a 

S 20e S 0a S 
41.6 

g 
R 0a S 

63. 
6e 

R 0a S 
84.2 

h 
R 0a S 92.8f R 

215 
0 
a 

S 
3.6 
bc 

S 0a S 
18.4 

b 
S 0a S 

38. 
2c 

R 0a S 
57.4 

ef 
R 0a S 

73.4c 
de 

R 

103A 
0 
a 

S 
2.6 
b 

S 0a S 20bc S 0a S 
39. 
6c 

R 0a S 
60.6 
fg 

R 0a S 78.6e R 

100A 
0 
a 

S 
8.8 
d 

S 0a S 
31.6 

f 
R 1ab S 

49. 
4d 

R 
1.4 
ab 

S 
66.4 

g 
R 

2.2 
a 

S 
76.2d 

e 
R 

109 
0 
a 

S 6c S 
1.4 
a 

S 
21.8 
cd 

R 
2.6 
ab 

S 37c R 
4.4 
bc 

S 
52.2 
de 

R 8b S 
68.2c 

d 
R 

106 
0 
a 

S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 0a S 

89 
0 
a 

S 
8.6 
d 

S 0a S 
27.2 

e 
R 0a S 

46. 
8d 

R 0a S 66g R 0a S 80e R 

223 
0 

a 
S 

10. 

2d 
S 

1.8 

a 
S 

23.4 

d 
R 4b S 

35. 

2c 
R 

6.8 

c 
S 

49.6 

d 
R 

8.8 

b 
S 67.6c R 

CV (%)  2.210495  2.078289  2.340022  2.829511   2.69376  

*Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes. Método para 

comparaciones múltiples de Tukey de un solo factor con 95% de confianza (α=0.05) 

Cv: coeficiente de varianza 

*S: Sensibilidad 

*R: Resistencia 
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Figura 18: Comparación de medio PDA y YBA en medio envenenado con Fluopyram para los 

ocho aislamientos empleados al cuarto día 

Los resultados obtenidos para fluopyram demuestran que los aislamientos en medio PDA 

son resistentes, pero todo lo contrario para el caso de YBA. Avenot y Michailides (2010) 

refiere que para el caso de PDA no se ha logrado obtener una línea base de resistencia a 

pesar de emplear una dosis de 10 ppm por lo que el uso del medio PDA se emplea para 

casos puntuales como repiques, almacenamiento y conservación de hongos (Testempasis 

et al., 2020), es por ello que se emplea mejor el medio YBA, puesto que, este 

medio impide que se obtenga energía a través de la fermentación anaeróbica y así se 

pueda tener el efecto del fluopyram sobre el hongo(Stammler & Speakman, 2006) y 

también tiene un residuo activo diferente al boscalid que se une a residuos de dos 

subunidades en el complejo mitocondrial II, por eso, se comienza a emplear el medio 

YBA, ya que, se tiene un alteración de aminoácidos en ambas subunidades que es 

necesaria para obtener categorías de resistencia(Cosseboom et al., 2019; Weber & Hahn, 

2011) dado que, al tener estas categorías se puede estimar el riesgo de resistencia al grupo 

químico de los SDHIs como es el fluopyram. 
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V. CONCLUSIONES 

 

 
Bajo condiciones en las que se condujo el experimento, se pueden llegar a las siguientes 

conclusiones: 

• Los aislamientos pertenecientes a la colección del proyecto Fondecyt 360-2019 

corresponden culturalmente y morfológicamente al género Botrytis, lo que se 

confirmó con el análisis molecular de las secuencias de la región ITS. 

 
• El análisis molecular y filogenético de los genes nucleares (G3PDH, HSP60 y RPB2) 

permitió confirmar que los aislamientos de Botrytis spp. representativos para el 

estudio de los 8 aislamientos (100A, 103A, 106, 109, 215, 223, 89 y 94B), aislados 

del cultivo del arándano corresponden únicamente a la especie de Botrytis cinerea y 

los estudios concatenado determinó que los 8 aislados de las diferentes zonas en Perú 

es B. cinerea. 

 
 

• Se tiene una diferencia al emplear el medio PDA, MEA o YBA para los diferentes 

ingredientes activos, por ello, el medio Mea se tiene que emplear para los 

ingredientes activos como fenhexamid, iprodione, methyl-thiophanato, fludioxonil y 

Pyraclostrobin, mientras que el medio YBA se emplea para los ingredientes activos 

de boscalid y fluopyram, mientras que, el medio PDA se emplea para casos puntuales 

como es el repique, conservación y almacenamiento. 



 

 

 

 

 

 

VI. RECOMENDACIONES 

 

• Se sugiere aumentar el número de aislamientos y utilizar dosificaciones que sean 

representativas de la cantidad de producto que se utilizaría por hectárea, con el fin de 

mejorar la evaluación in vitro. De esta manera, se podrían obtener resultados más 

precisos y confiables sobre la efectividad de los productos evaluados en el control de 

la enfermedad en cuestión. 

 
• Es recomendable llevar a cabo una evaluación de la sensibilidad de Botrytis spp. a 

los ingredientes activos utilizados en los fungicidas, y obtener el EC50 

(concentración efectiva del 50%) para cada uno de ellos. Además, esta evaluación 

debe realizarse en diferentes zonas de Perú, a fin de tener en cuenta el riesgo potencial 

de desarrollo de resistencia a los fungicidas que se utilizan regularmente para 

controlar Botrytis spp. De esta manera, se podrían implementar medidas preventivas 

y/o alternativas en caso de que se observe resistencia a alguno de los fungicidas 

utilizados. 

 
• A nivel morfológico, varias especies de Botrytis son muy similares entre sí, lo que 

dificulta su identificación precisa. Por lo tanto, se recomienda utilizar análisis 

filogenéticos para complementar la identificación de estas especies. En estos análisis, 

se pueden incluir una amplia variedad de marcadores genéticos, tales como los genes 

NEP 1 y NEP2. Estos marcadores genéticos permitirán una identificación más 

precisa y confiable de las especies de Botrytis, lo que a su vez, ayudará a mejorar la 

eficacia de las estrategias de control y prevención de esta enfermedad en los cultivos 

afectados. 
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VIII. ANEXOS 

Anexo 1: Medios de cultivo 

1. Papa-Dextrosa-Agar (PDA) 

Es un medio utilizado para el cultivo de hongos y levaduras a partir de muestras de alimentos, 

derivados de leche y productos cosméticos. Los hongos crecen en este medio para desarrollar 

una morfología típica, siendo la base del medio es altamente nutritiva que permite la 

esporulación y la producción de pigmentos. (DIFCO, 2022). 

Los carbohidratos y la infusión de papa promueven el crecimiento de mohos y levaduras, y 

el agar es adicionado como agente solidificante. (DIFCO, 2022). 

 
Composición (39 g de medio en un litro de agua destilada) 

 

 
Infusión de papa 4.0 g 

 

Dextrosa 
20.0 g 

Agar Bacteriológico 15.0 g 

 

 

2. Extracto de Malta Agar (MEA) 

Es un medio ácido, el extracto de malta, es rico en glúcidos, es capaz de aportar todos los 

nutrientes necesarios para el desarrollo de mohos y levaduras. Por su carácter ácido del 

medio, se inhibe el crecimiento de la mayor parte de los gérmenes contaminantes (MERCK, 

2022). 

Composición (23 g de medio en un litro de agua destilada) 
 

 
Extracto de Malta 30.0 g 

 

Bacto Peptona 
3.0 g 

Agar Bacteriológico 15.0 g 



 

3. Extracto de Levadura (YBA) 

El contenido de peptona, extracto de levadura proporcionan los nutrientes necesarios para el 

crecimiento de microorganismos, mientras que el acetato de sodio inhibe el crecimiento de 

contaminantes (DIFCO, 2022). 

 
Composición (55 g de medio en un litro de agua destilada) 

 

 
Extracto de Levadura 10.0 g 

 

Bacto peptona 
10.0 g 

Acetato de Sodio 
20.0 g 

Agar Bacteriológico 15.0 g 
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Anexo 2: Números de accesión de las obtenidas del GenBank. 
 

Nº de accesión en el GenBank Referencias 
 

Especies Cultivo Origen geográfico  

G3PDH 
 

HSP60 
 

RPB2 
 

S. sclerotiorum * 484 - AJ745716 AJ716048 AJ705044 Staats et al., 2005 

B. byssoidea MUCL94T Estados Unidos AJ745670 AJ716059 AJ704998 Staats et al., 2005 

B.californica X503 Estados Unidos KJ937048 KJ937058 KJ937068 Saito et al., 2016 

B.californica X655T Estados Unidos KJ937049 KJ937059 KJ937069 Saito et al., 2016 

B.californica X1348 Estados Unidos KJ937051 KJ937061 KJ937071 Saito et al., 2016 

B.californica X1482 Estados Unidos KJ937052 KJ937062 KJ937072 Saito et al., 2016 

B.californica X766 Estados Unidos KJ937050 KJ937060 KJ937070 Saito et al., 2016 

B. caroliniana CB15T Estados Unidos JF811590 JF811587 JF811584 Li et al., 2012 

B.cinerea SAS56 Italia AJ745677 AJ716067 AJ705006 Staats et al., 2005 

B.cinerea X458 Estados Unidos KJ937054 KJ937064 KJ937074 Saito et al., 2016 

B.cinerea X793 Estados Unidos KJ937057 KJ937067 KJ937077 Saito et al., 2016 

B.cinerea BC-1 China EU563113 EU563096 EU563103 Zhang et al., 2010 

B.cinerea BC-15 China EU563114 EU563099 EU563108 Zhang et al., 2010 
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B.cinerea BC-27 China EU563118 EU563101 EU563107 Zhang et al., 2010 

B.cinerea GBC-2 China JN692418 JN692390 JN692402 Zhou et al., 2014 

B.cinerea GBC-3-1a China JN692423 JN692395 JN692409 Zhou et al., 2014 

B.cinerea GBC-3-2a China JN692415 JN692387 JN692401 Zhou et al., 2014 

B.cinerea GBC-3-4c China JN692416 JN692388 JN692402 Zhou et al., 2014 

B.cinerea GBC-6 China JN692419 JN692391 JN692405 Zhou et al., 2014 

B. cinérea MUCL87T Paises Bajos AJ745676 AJ716065 AJ705004 Staats et al., 2005 

B.fabae CBS 109.57 Países Bajos AJ745685 AJ716074 AJ705013 Staats et al., 2005 

B. fabae MUCL98T España AJ745686 AJ716075 AJ705014 Staats et al., 2005 

B.fabae BC-22 China EU563111 EU563102 EU563105 Zhang et al., 2010 

Botrytis Group S D08_H_8-04 Alemania ND JX266715 ND Leroch et al., 2013 

Botrytis Group S D09_K_4-01 Alemania ND JX266716 ND Leroch et al., 2013 

 

Botrytis Group S 
D10_B_F1- 

06 

 

Alemania 
 

ND 
 

JX266717 
 

ND 
 

Leroch et al., 2013 

 

Botrytis Group S 
D10_B_F3- 

05 

 

Alemania 
 

ND 
 

JX266718 
 

ND 
 

Leroch et al., 2013 

Botrytis Group S G09_S33 Grecia ND JX266719 ND Leroch et al., 2013 
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B. pseudocinerea B78 Brasil MN561176 MN561120 MN547209 Azevedo et al., 2020 

B. pseudocinerea 10091 Francia JN692428 JN692400 JN692414 Zhou et al., 2014 

B. pseudocinerea X004 Estados Unidos KJ796647 KJ796655 KJ796651 Saito et al., 2016 

B. pseudocinerea X010 Estados Unidos KJ796648 KJ796656 KJ796652 Saito et al., 2016 

B. pseudocinerea X029 Estados Unidos KJ796649 KJ796657 KJ796653 Saito et al., 2016 

B. pseudocinerea VD110T Francia ND ND KR030052 Walker et al., 2011 

B. pseudocinerea N11_S_E06 Noruega ND JX266723 ND Leroch et al., 2013 

B. sinoviticola GBC-3-2bT China JN692425 JN692397 JN692411 Zhou et al., 2014 

TCultivoex-tipo 
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Anexo 3: Secuencia consenso de los genes nucleares empleados 

>G3DP (886 pb) 
 

TAAGTTTCCGCTATCGGAGCTCCCGCAGATATCAAGGACCCGAGCTAATTTAT 

GTTTTGCACAGGCATACATGTTGAAGTATGATTCCACCCACGGTCAATTCAAG 

GGTGACATCAAGGTCCTTGCCGATGGATTGGAGGTCAATGGCAAGAAGGTCAA 

GTTCTACACCGAGAGAGACCCAGCCAACATCCCATGGGCTGAGTCTGAGGCAT 

ACTACGTCGTCGAGTCCACCGGTGTTTTCACCACCACCGAGAAGGCCAAGGCA 

CATTTGAAGGGTGGTGCCAAGAAGGTTGTTATCTCTGCTCCTTCTGCCGATGCC 

CCAATGTACGTTATGGGTGTCAACAACGAGACCTACACTGGTGATGTTGATGT 

TATCTCCAACGCCTCTTGCACAACCAACTGCTTGGCTCCTCTCGCCAAGGTCAT 

CAACGATGAGTTCACCATCATTGAAGGTTTGATGACCACCATCCACTCCTACAC 

CGCTACCCAAAAGACCGTTGATGGTCCATCCGCTAAGGATTGGCGTGGAGGAC 

GTACCGCTGCTCAAAACATCATCCCATCGAGCACCGGTGCTGCCAAGGCTGTC 

GGAAAGGTCATCCCAGTCCTTAACGGCAAACTCACCGGAATGTCCATGCGTGT 

TCCAACTGCCAACGTCTCAGTTGTTGACTTGACTGTCCGCATTGAGAAGGGTGC 

TTCTTACGATGAGATCAAGGCCGTCATCAAGAAGGCTGCTGATGGTCCTCTCA 

AGGGTAAGTTACTCCATTACTCTTTCTTCGGCTCTAATTTGCTAATCGTAACAC 

AGGCATATTGGCTTACACTGAGGACGATGTTGTCTCCACTGACATGAACGGTG 

ACAACCACTCCTCCATCTTCGATGCCAAGGCTG 

 

 
>HSP60 (976 pb) 

 

ATTGTAAACTGATCATGTTTTTAATTTAGGAGCTCAAATTCGGTGTTGAGGGCA 

GAGCAGCTCTTCTTGCTGGTGTTGAGACTTTGGCAAAAGCTGTTGCTACAACCT 

TGGGTCCCAAAGGCCGAAATGTTCTTATTGAGTCAGCATATGGCTCCCCAAAG 

ATCACTAAAGGTTTGCAAAACTCCCGGCTACCTAGTTTCAAGATTCTAATTATT 

GGTGAATAGATGGTGTAACCGTTGCCAGAGCTATTTCCCTCAAGGACAAATTC 

GAGAACCTCGGTGCTAGACTTATCCAAGATGTTGCCTCGAAAACCAACGAGAC 

CGCTGGTGATGGAACCACAACCGCTACTGTCCTTGCTAAATCTATTTTCTCCGA 

GACCGTAAAGAACGTCGCCGCAGGATGCAACCCAATGGACTTGCGCAGAGGT 

ACCCAAGCTGCCGTGGAGGCCGTTGTTGAGTTTTTGCAAAAGAACAAGCGTGA 

TATCACAACAAGCGAGGAAATCGCACAAGTTGCGACTATCAGTGCAAACGGTG 

ATACCCACATCGGAAAATTGATTGCCAACGCTATGGAAAAGGTTGGAAAGGA 
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AGGTGTTATCACAGTTAAGGAAGGAAAGACCATGGAGGACGAACTCGATATT 

ACCGAGGGAATGAGATTTGACCGCGGTTATGTTTCCCCATACTTCATCACCGAT 

ACCAAGTCGCAAAAGGTGGAATTCGAGAAGCCATTGATTCTCCTTTCTGAGAA 

GAAGATTTCAAACGTCCAAGATATTATCCCAGCACTTGAGGCGTCTACTCAAC 

TTCGTCGTCCTTTGGTCATCATTGCTGAAGATATCGATGGAGAAGCTCTCGCAG 

TATGCATTCTTAACAAGCTCCGTGGTCAACTCCAAGTTGCCGCTGTCAAGGCCC 

CCGGTTTCGGTGATAACCGAAAGTCCATCCTCGGCGATCTCGGTATCTTGACCA 

ATGCTACCGTCTTCACT 

 

 
>RPB2 (1087 pb) 

 

CTGTTCCGCAGATTGACAACAGACGTGTACAGATACTTGCAACGTTGCGTGGA 

AAACAACCGAGAGTTTAATTTGACTTTGGGTGTGAAATCAACAACAATCACCA 

ACGGTCTGAAATATTCTTTGGCCACAGGTAACTGGGGTGACCAGAAGAAGGCA 

GCAAGTTCTACCGCCGGAGTGTCTCAAGTGTTGAACAGATATACCTTTGCATCC 

ACACTTTCTCATTTGCGCCGAACCAATACACCCATTGGACGTGATGGAAAGAT 

CGCCAAACCTAGACAGCTGCATAATACCCATTGGGGCTTGGTCTGTCCGGCAG 

AGACGCCCGAAGGACAAGCTTGTGGTTTGGTTAAGAATTTGGCTCTGATGTGT 

TACGTTACAGTCGGTACGCCAAGTGATCCAATCGTTGAGTTCATGATTCAACG 

AAATATGGAAGTATTGGAGGAGTATGAACCACTCCGAGCCCCCAATGCAACAA 

AGGTTTTCGTCAATGGTGTTTGGGTTGGTATTCATCGAGATCCTGCTCATTTGG 

TCAAATGTGTCCAAGATCTTCGTAGATCACACTTGATCTCTCATGAAGTTTCAC 

TTATTCGAGAAATTCGTGATAGAGAATTCAAGATTTTCACAGATGCAGGACGA 

GTGTGCAGACCTCTATTGGTTATTGACAATGATCCTGACAGCGCAAACAAAGG 

TAACTTGGTGTTGAACAAGGATCACATTCGCCGTCTGGAGGATGATCAGTTGC 

TACCAGCAAACATGGATAAGGATGAGAAAGTAAGAAACGGATACTATGGATT 

CCAAGGTTTGATTAATGACGGTGTGGTTGAGTACCTGGATGCCGAGGAAGAAG 

AGACTGTCATGATTACAATGACACCTGAAGATCTGGACATCTCCCGACAGCTT 

CAGGCTGGTTACCAAATTCGTCCTGACGAAAGTGGTGATTTGAACAAGCGTGT 

TAAGGCACCTATCAATCCAACTGCTCATGTCTGGACTCATTGTGAAATTCATCC 

AAGTATGATCTTGGGTATCTGCGCAAGCATTATTCCCTTCCCGGATCACAATCA 

GGTAAGCTTTAAGTTCAATGAAT 


