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RESUMEN

Botrytis cinerea es un hongo necrotréfico que afecta a diversos cultivos en todo el mundo.
En nuestro pais, el arandano forma parte de los productos de exportacion mas importantes.
En la etapa de poscosecha este patdgeno puede generar grandes pérdidas econémicas
mediante la pudricion del fruto. El uso de fungicidas para prevenir y manejar la enfermedad
es la medida mas utilizada e importante. Sin embargo, el desarrollo de la resistencia del
patdgeno a los fungicidas genera la pérdida de su eficacia. Para llevar a cabo el presente
estudio, se colectaron 300 aislamientos en dos momentos distintos de la cosecha. Los
aislamientos fueron provenientes de tres campos; dos bajo manejo convencional y un
organico ubicados en la irrigacion Chavimochic. Los aislamientos fueron evaluados con
siete ingredientes activos y sus dosis discriminatorias respectivas. El crecimiento micelial
fue evaluado con la finalidad de obtener el porcentaje de inhibicion micelial (PIM) y la
caracterizacion fenotipica del nivel de sensibilidad. De acuerdo a los resultados, en relacién
al PIM se observé que el azoxystrobin e iprodione presentaron el rango mas amplio en los
campos. Por el contrario, el fludioxonil presento el valor mas cercano a 100% de PIM. Asi
también con respecto al nivel de sensibilidad, los ingredientes que mostraron altos
porcentajes de resistencia fueron azoxystrobin, cyprodinil y boscalid de 96.3%, 79.3% y
78.7%, respectivamente. Por otro lado, se registrd un bajo porcentaje de resistencia al
fludioxonil en los campos convencionales (1.5%). Finalmente, todos los aislamientos
procedentes del campo organico fueron sensibles al fludioxonil, fenhexamid y pyrimethanil.
El presente trabajo de investigacion representa el primer estudio de resistencia en
poblaciones de B. cinerea en el pais, generando un gran soporte en la elaboracion de

estrategias de manejo para la enfermedad y prevencidn de resistencia a fungicidas.

Palabras claves: Botrytis cinerea, resistencia, ingredientes activos, sensibilidad, ardndano



ABSTRACT

Botrytis cinerea is a necrotrophic fungus that affects several crops worldwide. In our
country, blueberries are among the most important export products. In the post-harvest stage
this pathogen can cause significant economic losses through fruit rot. The use of fungicides
to prevent and manage the disease is the most widely and important. However, the
development of pathogen resistance to fungicides results in a loss of their effectiveness. For
this study, 300 isolates of Botrytis were collected at two different times during the harvest.
The isolates were obtained from three fields: two under conventional management and one
organic, located in the Chavimochic irrigation. The monosporic isolates were evaluated with
seven active ingredients and their respective discriminatory doses. Mycelial growth was
assessed to obtain the percentage of mycelial inhibition (PMI) and the phenotypic
characterization of sensitivity levels was conducted. According to the results, concerning
PMI, azoxystrobin and iprodione showed the widest range in the fields. In contrast,
fludioxonil presented the value closest to 100% PMI.In regarding sensitivity levels,
ingredients with high resistance percentages were azoxystrobin, cyprodinil, and boscalid,
with 96.3%, 79.3%, and 78.7%, respectively. On the other hand, a low resistance percentage
to fludioxonil was recorded in conventional fields (1.5%). Finally, all isolates from the
organic field were sensitive to fludioxonil, fenhexamid, and pyrimethanil. This research
represents the first resistance study in B. cinerea populations in the country, providing
significant support in the development of management strategies for the disease and the

prevention of fungicide resistance.

Key words: Botrytis cinerea, resistance, active ingredients, sensitivity, blueberry.



l. INTRODUCCION

El ardndano pertenece al género Vaccinium, familia Ericaceas. Dentro de este genero, la
especie de mayor importancia comercial y mayor superficie cultivada se encuentra
Vaccinium corymbosum L. (Garcia et al., 2018). El ardndano es uno de los cultivos de mas
reciente ingreso a la fruticultura mundial. Su produccion y consumo ha tenido un incremento
muy considerable en las Gltimas décadas. Dentro del Per( se han identificado zonas
potenciales como La Libertad, Lambayeque, Lima, Piura, Ica, Ancash y Moqguegua que
presentan condiciones favorables para la produccién de arandanos con fines de exportacion.
Las principales regiones que presentan amplias superficies cultivadas y que concentran el
97% de la produccidn total son La Libertad y Lambayeque. Actualmente, nuestro pais se
mantiene como el primer exportador de arandanos frescos a nivel mundial desde el afio 2019
y los mercados destinos méas importantes son Estados Unidos, Holanda, China e Inglaterra
(Ghezzi & Stein, 2021; Romero, 2020).

El cultivo de arandano presenta diversas enfermedades que generan una disminucién en el
rendimiento y produccion. Uno de los patégenos mas importantes por la frecuencia y
severidad en la etapa de poscosecha es Botrytis cinerea, cominmente conocido como el
“moho gris” (Rivera et al., 2013). Este patdgeno es considerado un hongo necrotréfico que
se ha reportado afectando a 586 géneros de plantas. En los cultivos de berries, el dafio
principal se observa en las bayas maduras causando una podredumbre blanda con micelio y

esporas de color grisaceo (Belesansky et al., 2019).

Dentro del manejo integrado de Botrytis cinerea, el control quimico mediante fungicidas
sintéticos es una practica muy eficiente e importante para reducir el inéculo y prevenir el
dafio de podredumbre. Existen diversos ingredientes activos con diferentes modos y
mecanismos de accion para su control. Es considerado un patégeno de alto riesgo de generar
resistencia debido a su alta variabilidad genética, reproduccion prolifica, amplios

hospedantes y ciclo de vida corto (Brent & Hollomon, 2007) y en conjunto con las reducidas
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alternativas que se tienen para realizar una correcta rotacion de ingredientes activos en los
programas de manejo generan una amenaza para la agricultura en nuestro pais. En diversas
partes del mundo se han reportado multiples casos de resistencia de Botrytis a los
ingredientes activos que son utilizados comdnmente en los campos de produccion de fresas,
hortalizas, arandano, vifiedos y citricos (Baggio et al., 2018a; Beever & Brien, 1983; Dianez
et al., 2002; Fernandez-Ortufio et al., 2016; Ishii et al., 2009; Kretschmer & Hahn, 2008;
Myresiotis et al., 2007; Saito et al., 2016).

El estudio y conocimiento del perfil de resistencia de Botrytis cinerea en el cultivo de
arandano en La Libertad, la principal region productora, impactara positivamente en diversos
ambitos. En el ambito agricola, permitird que los productores puedan obtener informacion
de la poblacion de este patdgeno en sus agroecosistemas y tomar medidas para sus programas
de aplicacion. En la industria, la inversion y el estudio que se realiza para poder obtener un
ingrediente activo nuevo requiere muchos recursos, es por ello que la preservacion de
herramientas como estos ingredientes activos ya presentes en el mercado permiten
mantenerlas en un mayor lapso de tiempo. En el &mbito econdmico, el uso de fungicidas con
alta eficacia para el control del moho gris reducira los dafios econémicos que este genera
impactando asi en mejores rendimientos y por ende en mejor retorno econémico para nuestra
region. Finalmente, en el medio ambiente, el uso adecuado de estos ingredientes activos
generara una reduccién de aplicaciones de ingredientes activos no eficaces, evitando asi el

ingreso de moléculas quimicas adicionales a nuestro ecosistema.

OBJETIVO GENERAL

e Evaluar el perfil de resistencia de Botrytis cinerea a ocho ingredientes activos en tres

campos de produccion y en dos momentos de cosecha en el cultivo de arandano.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar el perfil de resistencia de poblaciones de Botrytis cinerea dentro de dos
campos con manejo fitosanitario convencional.
e Evaluar el perfil de resistencia de poblaciones de Botrytis cinerea dentro de un campo

con manejo fitosanitario orgéanico.
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e Comparar la variacion del porcentaje de resistencia de las poblaciones de Botrytis
cinerea entre los dos campos convencionales y un organico.

e Comparar la variacion en el perfil de resistencia de las poblaciones de Botrytis
cinerea entre dos campos convencionales, localizados en diferentes zonas

agroecoldgicas.



Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1. EL CULTIVO DE ARANDANO

2.1.1. Origen y domesticacion del arandano

El ardandano se origind en América del Norte y se establecié como una planta silvestre, donde
los pobladores recolectaban para su consumo y comercializacion. Sin embargo, a inicios del
siglo pasado, la poblacién norteamericana aumentd de forma acelerada generando una
reduccién en la oferta de la baya. Ante esta situacion, se realizaron diversos intentos por

cultivar la planta de arandano, sin ningun éxito (Garcia et al., 2018).

En la década de 1900, Elizabeth Coneman White, hija de un agricultor, y el botanico
Frederick Vernon Coville, profesor del Departamento de Agricultura de Estados Unidos,
iniciaron los primeros cultivos de ardndano para su comercializacion (Garcia et al., 2018).
El contacto entre Coneman y Coville sucede después que este tltimo publicard mediante el
Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA), en su Boletin N° 193, su trabajo
titulado “Experimentos en la cultura del ardndano”, en el afio 1910. En este reporte se
descubre que el ardndano requiere de suelos acidos y de polinizacion cruzada para un mejor
desarrollo (Minick, 2016).

Elizabeth inici6 con la seleccion de plantas junto con el apoyo de un grupo de nativos que
se dedicaban a la colecta de frutos de arandanos silvestres en los bosques “los pinies”. Los
nativos conocian las plantas con frutos mas grandes, piel fina y sabor dulce. Fueron estas
plantas con dichas caracteristicas las que fueron multiplicadas vegetativamente (Garcia
etal., 2018). En 1912, el profesor Coville realiz6 un cruce entre las mejores plantas

seleccionadas dando paso al primer campo comercial de plantas de arandano en el mundo.


https://www.zotero.org/google-docs/?broken=fFtgTx
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=nPvPjk
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=nPvPjk
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=nPvPjk
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=JYTNNl
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=Ir8YOQ
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=Ir8YOQ

Estas primeras acciones dieron origen al desarrollo de las primeras quince variedades
comerciales de arandano (Grubinger, 1998). Hoy en dia, los programas de mejoramiento
genético se han centrado en hibridaciones interespecificas. Sin embargo, el procedimiento
ha sido complicado porque los ardndanos presentan especies diploides, tetraploides y
hexaploides, lo cual puede originar individuos estériles. Por lo tanto, los cruzamientos entre
especies de igual nimero de cromosomas han resultado mas exitosos en el mejoramiento
(Muhoz, 1998).

2.1.2. Ubicacion taxondmica del arandano

El ardndano es una planta arbustiva que se encuentra dentro del género Vaccinium. Este
cultivo pertenece a la familia de las Ericaceas y orden Ericales (Integrated Taxonomic
Information System [ITIS], s.f.). Existe un gran nimero de especies silvestres, dentro de
ellas, algunas han sido domesticadas y mejoradas para la produccion comercial, las méas
importantes son: V. corymbosum L., V. angustifolium (Aiton) Benth, V. macrocarpon Aiton
y V. ashei J.M. Reade (Castillo, 2008).

2.1.3. Descripcién botanica del ardndano

El arandano es un arbusto perenne, longevo y de madera lefiosa (Buzeta, 1997). De acuerdo
a la altura, se puede clasificar en el grupo “Highbush” con 1,8 a 4 metros y en el grupo
“Lowbush” con una altura menor a 1 metro (Pinochet etal., 2014). Existen algunas
diferencias botéanicas entre especies, a continuacién, se describen las caracteristicas de la

especie Vaccinium corymbosum.

a) Raiz

Presenta un sistema radicular superficial y reducido, que se encuentran entre los 50 a 60 cm
de profundidad, y se caracteriza por la carencia de los pelos absorbentes (Gonzales et al.,
2017). La planta presenta raices gruesas para el anclaje y almacenamiento (hasta de 11 mm
de grosor) y raices finas para la absorcion de agua y nutrientes (alrededor de 1 mm de grosor).
En condiciones naturales, se suele presentar una asociacion simbidtica entre las raices y

hongos micorrizas, logrando un mayor desarrollo vegetativo (Pinochet etal., 2014).
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Presentan una baja capacidad de absorcién y por lo tanto, las raices son sensibles al exceso
y déficit de agua (Gonzales et al., 2017).

b) Hojas

Las hojas son simples y se disponen de forma alterna, con pedicelo corto, de forma eliptica-
lanceolada, son de bordes aserrados (Pinochet et al., 2014). Su tamafio puede variar de 1 a 8
cm de largo, durante el otofio desarrollan una pigmentacion rojiza, la densidad de los estomas
puede alcanzar hasta 300 /mm?y se ubican exclusivamente en el envés de las hojas (Buzeta,
1997).

c) Flores

Las flores pueden ser axilares o terminales. Estas se agrupan en racimos de 6 a 10 en cada
yema. Poseen sepalos persistentes y corola en forma de campana de color blanco o rosado
en algunos cultivares. Estd compuesto por 4 a 5 pétalos fusionados y presentan de 8 a 10
estambres con o sin anteras aristadas, con pistilo simple, un ovario infero con 4 a 10 l6culos
(Garcia et al., 2018). Ademas, en zonas como Argentina se ha reportado que las flores se
diferencian en las yemas terminales de las ramillas cuando la planta interrumpe su
crecimiento vegetativo a comienzos de otofio y posiblemente sea en consecuencia al
fotoperiodo (Gordo, 2011). La polinizacion es realizada en gran parte por los insectos. Por
ello, es recomendable instalar colmenas alrededor de los campos de produccion durante el

periodo de floracién (Buzeta, 1997).

d) Frutos

Es una baya esférica de 1 a 3 cm de didmetro y su peso varia entre 0.5 g y 4 g. Los frutos
contienen de 20 a 100 semillas en su interior y existe una relacion directa entre el nimero de
semillas y el tamafio del fruto. Generalmente, si los frutos se ubican en las ramas mas
vigorosas seran de mayor tamafio. Dos cualidades muy relevantes a nivel comercial son: la
cicatriz que se manifiesta en el fruto cuando se desprende del peddnculo y la firmeza que se
obtiene (Garcia et al., 2018). Después de la polinizacion de las flores, el fruto llega a su
madurez de 2 a 3 meses, dependiendo de las condiciones ambientales y del cultivar. El color
de las bayas varia de azul claro a negro y estan cubiertas por una capa cerosa llamada
“bloom” (Pinochet et al., 2014).


https://www.zotero.org/google-docs/?broken=LTP78x
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=maD2m8
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=KaF0We
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=KaF0We
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=x1feKk
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=g1MKCd
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=RRSaFw
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=MBtpKE
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=JFHBqU

2.1.4. Cultivares de arandano presentes en el mercado

La especie mas importante es Vaccinium corymbosum L., ya que representa el 80% de las
especies cultivadas a nivel mundial. Forma parte de los arandanos “highbush” del norte y
éste a su vez esta clasificado en cultivares adecuados para zonas de menor requerimiento de
frio, conocido como Southern highbush, y zonas de mayor requerimiento térmico en receso
invernal, Northern highbush (Gonzéles et al., 2017). Las diferencias entre las diversas
variedades esta en la duracién o periodo en el cal ocurren las etapas de desarrollo vegetativo
y reproductivo (NeSmith et al., 2004).

a) Variedades Southern highbush

Presentan menores requerimientos de frio invernal, se estima 300 horas bajo 7°C, y son méas
tolerantes al calor. Es dificultoso cultivarlos porque presentan un bajo vigor y tendencia a la
mortalidad, pero el calibre de su fruto es el mas alto; por lo que estd destinado al mercado
fresco. Los diversos cultivares han sido resultado de la hibridacion interespecifica entre V.
corymbosum y dos especies silvestres de América del Norte: V. darrowi y V. ashei (Gonzales
etal., 2017). En el Per(, se cultivan la variedad Biloxi con 5381 ha, seguida de Ventura con
4711 ha, variedad Rocio que cuenta con 860 ha, variedad Emerald con 783 ha; Atasblue,
244 ha; Eureka, 244 ha; Scintilla, 221 ha; Mégica, 168 ha, Stella Blue con 142 ha; entre otros
(Fresh Béez, 2021). A continuacion, se describen los cultivares que destacan en las regiones
productoras del pais. Siendo el principal departamento La Libertad abarcando el 90% de la
produccién nacional seguido de Ancash, Cajamarca, Arequipa, Ica, Limay Lambayeque con

una menor concentracion (Romero, 2016).

Biloxi: es un cultivar de cero requerimientos de frio, su fruto es de tamafio mediano, color
azul claro, con buen grado de firmeza y excelente sabor. La planta es muy vigorosa y
productiva. Su produccién es temprana (Undurraga & Vargas, 2013). En el 2013, fue la
primera variedad establecida y llego a ocupar el 90% de la superficie cultivada (Beltran,
2018). El gerente general de ProArandanos, Luis Vega Arias, menciono que Biloxi fue la

principal variedad cultivada hasta el afio 2020 (Blueberries consulting, 2021).

Ventura: es un cultivar de bajo requerimiento de frio, la estructura del arbusto permite su
buen manejo. El fruto es de tamarfio grande, firmeza intermedia, buen bloom y de agradable

sabor (Fall Creek, s. f.). Como menciona Beltran (2018), Ventura es muy productiva y
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presenta un calibre mayor de 18 mm en el 80% de las bayas cosechadas y adecuada
capacidad de viajar, pero su sabor debe mejorarse.

Emerald: presenta un requerimiento alrededor de 250 horas de frio, su fruto es grande, buen
grado de firmeza, color azul claro y buen sabor. Las plantas presentan una floracién larga
por lo que la cosecha se da en forma escalonada. Requiere de polinizacion cruzada con otra
variedad que requiera similares horas de frio como O’neal o Star (Gonzales et al., 2017). Es
una variedad de alto rendimiento y muy vigorosa si es cultivada en suelos con las
condiciones adecuadas (Williamson & Lyrene, 1969). Emerald en las condiciones de la
region presenta buen calibre, pero el cultivo no se desarrolla adecuadamente en determinadas
zonas del pais, por lo que algunos productores ya no lo consideran como una buena

alternativa (Redagricola, 2018a).

2.1.5. Principales enfermedades en el cultivo del arandano

La planta del ardndano es susceptible a diversas enfermedades, muchas de ellas son de
preocupacion por el gran impacto negativo que puede ocasionar en su crecimiento y
desarrollo. Comunmente este cultivo es afectado por hongos y en menor proporcion por otros
agentes patogénicos (Hildebrant et al., 2016). A nivel mundial, la disminucion de los
rendimientos en campo puede ser ocasionada por los diversos patdgenos como
Gloeosporium minus y Gloeocercospora inconspicua que causan manchas foliares,
Phytophthora cinnamomi agente causal de la pudricion radicular y Botryosphaeria corticis

y Phomopsis vaccinii ambos causantes de los cancros en el tallo (Fulcher, 2015).

Por otra parte, dado que el arandano presenta un fruto de tamafio pequefio, se debe tener en
cuenta el correcto manejo en su cosecha, asi como la humedad relativa y temperatura durante
esta fase. Estas variables llegan a influir en el ataque de diversos patdgenos que pueden llegar
a causar pérdidas en la produccion de hasta 20% (Bell et al., 2021). Al cosechar el fruto
maduro, este se desprende del pedunculo y ocasiona una herida en la baya a través del cual
los patdgenos pueden penetrar directamente. Ademas, estos patdgenos poseen la capacidad
de penetrar en el fruto durante su etapa de crecimiento y permanecer en estado latente hasta
su maduracion (Cappellini & Ceponis, 1976). Las principales enfermedades que dafian al

fruto en poscosecha son el moho gris causado por Botrytis cinerea, putrefaccion de frutos
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producido por Alternaria spp. y antracnosis ocasionada por Colletotrichum spp. (Bell et al.,
2021). Se menciona a Botrytis cinerea como el patdgeno mas comun presente en las zonas
productoras de arandano, pero su nivel de importancia va a depender de las condiciones

climaticas donde se desarrolla el cultivo (Pérez et al., 2014).

2.2. EL MOHO GRIS “Botrytis cinerea Pers”

2.2.1. Caracteristicas del patégeno

El moho gris es una enfermedad causada por el hongo Botrytis cinerea (Gleason & Helland,
2003). El nombre Botrytis proviene del término griego “Botryose” que significa “racimo de
uvas” (Koike & Bolda, 2016). Botrytis cinerea presenta un amplio rango de hospederos, se
ha registrado causando dafio a 586 géneros de plantas (Elad et al., 2015). Segun Valero et al.
(2019), Botrytis genera grandes pérdidas economicas antes y después de la cosecha.
Posiblemente, es la enfermedad mas comin y méas ampliamente distribuida en el mundo que

afecta a vegetales, ornamentales y frutos (Agrios, 2005).

Botrytis cinerea es un patdgeno agresivo y muy versatil porque tiene la capacidad de crecer
y reproducirse en tejidos dafiados y senescentes de los diversos hospederos (Koike & Bolda,
2016). Las pérdidas en el periodo de poscosecha se debe principalmente al ataque de este
hongo que ocasiona dafios en los frutos como perdida de firmeza, cambio de color y sabor,
que conllevan a la disminucion de la vida dtil del producto (Gaitan et al., 2014). Ademas,
Botrytis cinerea tiene la capacidad de presentarse en condiciones de bajas temperaturas (0 a
10 °C), generando pérdidas en los frutos con largo periodo de almacenamiento (Agrios,
2005). En el cultivo del ardndano, el moho gris es una enfermedad muy importante,
especialmente cuando se requiere de més de 15 dias de envio a 0 °C para llegar a los

mercados internacionales (Rivera et al., 2013).

2.2.2. Clasificacion taxondémica de Botrytis

El género Botrytis fue descrito por primera vez en 1729 por Pier Antonio Micheli (Walker,
2016). A comienzos del siglo XIX, Persoon establecié cinco especies dentro del género;

posteriormente en 1973 Hennebert volvio a definirlo en un género con 22 especies (Coley-
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Smith et al., 1980). Actualmente, Botrytis comprende a 35 especies donde la més estudiada

es Botrytis cinerea por su amplia diversidad de hospederos (Valero et al., 2019).

De acuerdo con Elad et al. (2007) y Williamson et al. (2007) Botrytis cinerea se encuentra

ubicado en la siguiente clasificacion taxonémica:

Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota

Subphylum: Pezizomycotina

Clase: Leotiomycetes
Orden: Helotiales
Familia: Sclerotiniaceae
Género: Botryotinia

Especie: fuckeliana

Botrytis cinerea corresponde al estado anamorfo (asexual), en el cual el micelio produce
macroconidias, esclerocios y microconidias. Por otro lado, el estado teleomorfo (sexual) se
denomina Botryotinia fuckeliana (nombrada por Whetzel) (Elad et al., 2007; Walker, 2016).

2.2.3. Caracteristicas morfoldgicas de Botrytis

Uno de los parametros para la identificacion de las especies de Botrytis son sus
caracteristicas morfologicas (Jarvis, 1977). Las caracteristicas como tamario y forma de los
conidioforos, conidias y esclerocios son favorables para identificar algunas especies, pero
muchas otras poseen estructuras similares. Asi también, las condiciones del cultivo

intervienen de modo relevante en la variacion (Elad et al., 2007).
a) Micelio: Botrytis produce filamentos o hifas que son hialinas, ramificadas, septadas

y con paredes celulares prominentes (Cantu et al., 2009). Después de la germinacion

de las esporas se forma la hifa y la extensidn se dara a partir del apice de esta. La tasa
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b)

d)

de crecimiento de las hifas aumentara con el tiempo hasta alcanzar un nivel constante
(Jarvis, 1977). El micelio, constituido por el conjunto de hifas, en ciertas especies de
Botrytis, poseen la capacidad de sobrevivir durante largos periodos en las semillas,

bulbos y otras partes vegetativas de la planta (Holz et al., 2007).

Conididforos: Los conidiéforos de Botrytis cinerea son largos, de coloracion oscura
y de dos a mas ramificaciones. En el apice de cada conidiéforo se producen una serie
de ramas cortas, color oscuro y septadas, que a su vez termina en un grupo de conidias
(Jarvis, 1977). Por otro lado Garcia (2004) describe que los conidiéforos miden en
promedio 2 mm de longitud, de 16 a 30 um de grosor, de color gris o café grisaceo

y con ramificaciones.

Conidias: Las conidias son las estructuras reproductivas asexuales, de forma ovoide
a elipsoide, hialina, de bordes lisos, unicelulares y por lo comun presentan una
longitud entre 6-10.2 x 7.5-14 um. Son formadas desde el &pice de los conidioforos
observando las conidias tipo racimo (Sutton etal., 2014). Son considerados
propégulos de vida corta en el campo y su capacidad de sobrevivir estara influenciado
por las altas temperaturas, humedad disponible, exposicion a la luz solar y actividad
microbiana (Holz et al., 2007).

Esclerocios: Los esclerocios de cada especie difieren en forma y tamario, son
estructuras importantes para la supervivencia del patégeno debido a que son capaces
de sobrevivir a condiciones ambientales adversas (Holz et al., 2007). Su formacion
se da en los apices de las hifas cuando se van ramificando y en algiin momento estas
pueden fusionarse formando los esclerocios que al principio es hialino, pero despues
adquiere una coloracion marron o negro debido a la deposicion de pigmentos

melanicos en el exterior (Jarvis, 1977).

2.2.4. Ciclo de infeccion de Botrytis cinerea

El ciclo de infeccidn de Botrytis cinerea comienza con la adhesién. Las esporas mediante
fuerzas adhesivas débiles se fijan sobre la superficie de los tejidos vegetales. Si se presenta
una alta humedad relativa (mas de 93%) con presencia de agua superficial sobre la epidermis,

las esporas empiezan a emitir el tubo germinativo (Yahaya et al., 2019). La penetracion del
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tubo germinativo se puede dar en forma directa a través del tejido sano de la epidermis. Esta
penetracion se da con la participacion de distintas enzimas o procesos mecanicos,
dependiendo del grosor de la epidermis si se completa la accion. Por el contrario, la forma
indirecta es mediante aberturas naturales como los estomas o heridas en la superficie del
tejido. El establecimiento del hongo en la zona de penetracion genera la muerte de las células
adyacentes, causando una infeccion primaria como consecuencia de la expresion de los
mecanismos de defensa de la planta (Benito etal., 2000). En muchos casos ocurre un
periodo de latencia, donde el patdgeno permanece en un estado inactivo. Una vez que el
6rgano empieza a ser infectado la planta responde con ciertos mecanismos de defensa para
intentar controlar al patégeno (Latorre et al., 2015). En lesiones primarias el patdgeno ya
vencid las barreras defensivas de la planta e inicia su diseminacién en el tejido vegetal,
degradando el tejido para obtener los nutrientes y continuar infectando el tejido contiguo
(Benito et al., 2000). Por altimo, las conidias que se han formado por la esporulacion de
Botrytis sirven como unidad de dispersion, estos propagulos pueden ser dispersados por el

viento, insectos o lluvia (Holz et al., 2007).
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Figura 1: Ciclo de infeccion de Botrytis cinerea

FUENTE: (Agrios, 2005)
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2.2.5. Condiciones ¢ptimas para el desarrollo del patégeno

Humedad relativa: Botrytis cinerea posee la capacidad de esporular s6lo cuando presentan
las condiciones adecuadas de humedad relativa (Braun & Sutton, 1988). El patdgeno se
puede encontrar latente en el tejido vegetal, pero en presencia de humedad se observa una
esporulacién esporadica (Sosa-Alvarez et al., 1995). Los valores de humedad relativa entre
de 70 a 100 % inducen la esporulacion de Botrytis, mientras que la germinacion de las
conidias se da en valores superiores a 90% (Barnes & Shaw, 2002).

Temperatura: Las conidias de Botrytis pueden germinar entre 0 y 30 °C, siendo su
temperatura dptima de 20 a 25°C. Sin embargo, temperaturas superiores a los 30 °C detienen
su germinacién (Broome et al., 1995). La esporulacion ocurre en temperaturas de 12 a 22 °C
y los esclerocios se forman en temperaturas entre 11-13 °C. Asi también, el micelio es capaz
de crecer en temperaturas préximas a 0 °C (Lahlali etal., 2007). Si las condiciones de
temperatura y humedad son éptimas, la germinacion se produce dentro de 3 horas (Ciliberti
et al., 2015).

2.2.6. Sintomas producidos por Botrytis cinerea en el arandano

Botrytis cinerea puede afectar hojas, peciolos, frutos, yemas, flores, brotes y plantulas
causando necrosis en el area dafiada para luego presentar la esporulacién grisacea
(Belesansky et al., 2019). Este patdgeno al ser considerado un hongo necrotréfico, primero
mata a las células vegetales del tejido y luego coloniza el tejido muerto (Amselem et al.,
2011).

Una caracteristica particular de Botrytis es su capacidad de permanecer en estado latente o
quiescente en el tejido del hospedero por periodos variables (Elad et al., 2007). Por ello, en
los tejidos nuevos el patdgeno tiene la capacidad de infectar mas no evidencia sintomas, pero
al madurar Botrytis se activa y forma una masa algodonosa de color gris en el area afectada
(Koike & Bolda, 2016). Como menciona Blacharski et al. (2001) las infecciones en campo
generalmente se vuelven inactivas y se restablecen durante o después de la maduracion. En
el caso de las frutas, el dafio por podredumbre ocurre durante el periodo de envio puesto que

han provenido de infecciones latentes.
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Las flores representan uno de los 6rganos més susceptibles a la infeccidn de Botrytis cinerea
(Morales, 1990). Principalmente por dos razones, primero por la gran cantidad de nectarios
que poseen en la base de la flor, produciendo un medio muy favorable para el desarrollo de
Botrytis.Una segunda razon es debido a las podas muy cercanas a los meses frios en ciertas
variedades de ardndano que ocasiona un acortamiento en los entrenudos de la floracién. Esto
permite que el patdgeno al momento de colonizar una flor pueda también infectar a toda la
inflorescencia ocasionando su muerte, generando el dafio conocido como “nido de botrytis”

(Apaza, 2020).

El dafio principal se observa en los frutos maduros originando una podredumbre blanda con
micelio que daré origen a esporas de color grisaceo (Belesansky et al., 2019). En la etapa de
poscosecha, durante el almacenamiento, atn en atmosferas controladas y con buen manejo
de la temperatura Botrytis cinerea es el principal hongo que causa pudriciones (Gonzales
etal., 2017).

2.3. CONTROL QUIMICO DE LA PODREDUMBRE GRIS

Dentro del manejo integrado de la podredumbre o0 moho gris, el control quimico presenta un
rol muy importante. Este control es mas eficiente si se aplica de manera preventiva, evitando
que el dafio por la enfermedad sea mayor (Hausbeck & Harlan, 2020). Existen numerosos
productos quimicos de diferentes modos de accién que son utilizados contra Botrytis. Estos
fungicidas se pueden clasificar en dos grupos. Fungicidas de contacto donde los productos
quimicos no ingresan a la planta y actdan de manera preventiva antes que el patégeno realice
su infeccién. Fungicidas sistémicos son aquellos productos que ingresan en la planta y puede
actuar de manera preventiva y curativa (Essling, 2010). Segun el mecanismo de accion, los
fungicidas usados para el manejo de Botrytis cinerea se agrupan en cinco categorias: los que
afectan a la respiracion del hongo, la funcion de los microtdbulos, la osmoregulacion, la
biosintesis de metionina y la biosintesis de esteroles (Leroux et al., 2002). Una clasificacion
adicional es segun los diferentes grupos quimicos siendo estos; metil-benzimidazol-
carbamato, dicarboximida, carboxamida y anilinopirimidinas (Zhao et al., 2010). Durante
mucho tiempo, el control quimico ha sido practicado en los campos de cultivo de manera

eficiente. Sin embargo, Botrytis cinerea ha demostrado su gran capacidad de adaptarse
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rdpidamente a los nuevos fungicidas, desarrollando poblaciones o cepas resistentes,
generando la necesidad de elaborar nuevos botriticidas (Rosslenbroich & Stuebler, 2000).

La época critica en el cultivo de arandano es la floracion, periodo donde es mas sensible al
ataque del hongo (ARGENTINEAN blueberry committee, 2016; Rivera et al., 2013). Este
periodo es el momento critico para el control del moho gris, donde se requiere llevar a cabo
el programa de aplicaciones de fungicidas, con el objetivo de reducir los problemas de
Botrytis en poscosecha (Schilder, 2012). Marcela Esterio menciona sobre la importancia de
contar con un programa de aplicaciones que involucra la seleccion del fungicida adecuado,
aplicaciones correctas en el momento oportuno y con una rotacion establecida (Redagricola,
2018b).

Segun el Sistema Integrado de Gestion de Insumos Agropecuarios (SIGIA, 2022) los
fungicidas registrados en el Per( para el control quimico de Botrytis cinerea en el cultivo de
arandano son: azoxystrobin, fluopyram, pyraclostrobin, diethofencarb, captan,
fluxapyroxad, fluazinam, boscalid, difenoconazole, fenhexamid, cyprodinil, fludioxonil,

pyrimethanil e iprodione.

2.4. PRINCIPALES FUNGICIDAS PARA EL CONTROL DE Botrytis cinerea EN EL
CULTIVO DE ARANDANO

2.4.1. Azoxystrobin

Este ingrediente activo fue introducido al mercado a fines del afio 1992 bajo la marca
Amistar desarrollado por la compafiia Syngenta en la Conferencia Britanica de Proteccion
de Cultivos en Brighton (Collins, 2007). El azoxystrobin presenta codigo (FRAC, 2021). Su
mecanismo de accién se da mediante la inhibicion de la respiracion mitocondrial al unirse
en el sitio Qo (sitio externo de oxidacién de la quinona) del complejo enzimatico citocromo
bcl o complejo 111, Esta unién impide el flujo de los electrones entre el citocromo b y el
citocromo cl1, causando la deficiencia de energia debido a la falta de ATP en las células del
hongo (Fernandez-Ortufio et al., 2008; FRAC, 2021; Leroux, 2007; Sierotzki, 2015). Azoxystrobin
pertenece al grupo de los inhibidores externos de la quinona (Qol) y al grupo quimico de los
metoxiacrilatos (FRAC, 2021; Mastovska, 2008). Es considerado un fungicida de alto riesgo

para la generacion de resistencia a Botrytis cinerea (K. Brent & Hollomon, 1998). Presenta una
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actividad translaminar que esta definida como la capacidad del fungicida para penetrar a
través del tejido de la hoja (Wong & Wilcox, 2001). Ademas, azoxystrobin es un fungicida
muy potente porque tiene la capacidad de inhibir la germinacion de las esporas y de los

primeros estadios en su desarrollo (Syngenta, 2021).

2.4.2. Boscalid

Esta molécula fue registrada por primera vez en el afio 2003 en la USEPA (United States
Environmental Protection Agency) por la empresa quimica BASF para su uso como
fungicida en diversos cultivos (Aubee & Lieu, 2010; EPA, 2003). El boscalid presenta
cédigo FRAC 7 y su mecanismo de accién se da en el proceso de respiracion. Su accién se
da especificamente sobre el complejo 11 en la enzima succinato deshidrogenasa (SDH). Esta
enzima esta conformada por cuatro subunidades: una flavoproteina (Fp o Cll 1), una proteina
de hierro-azufre (Ip o CllI 2) y dos proteinas de anclaje a la membrana (Cl1 3y CIl 4). Es en
este lugar donde se inhibe la transferencia de electrones del succinato hacia la ubiquinona,
probablemente por la intercalacion entre la proteina de hierro-azufre y la proteina de anclaje
Cll 3. Este fungicida forma parte del grupo quimico de las carboxamidas (FRAC, 2021;
Leroux, 2007; Sierotzki, 2015). Por otro lado, los fungicidas SDHI son clasificados como de
riesgo medio a alto para el desarrollo de resistencia debido a la especificidad de su sitio de
accion y su uso generalizado (Hu et al., 2016). Este fungicida sistémico actla inhibiendo la
germinacion de las esporas, inhibiendo la elongacién del tubo germinativo, inhibiendo el

crecimiento del micelio y esporulacién del hongo (Myresiotis et al., 2008).

2.4.3. Cyprodinil

El cyprodinil fue introducido como botriticida en varios paises europeos a mediados de la
década de 1990 (Leroux, 2007). El fungicida presenta un cédigo FRAC 9 y su mecanismo
de accion esta en la sintesis de aminoacidos y proteinas (FRAC, 2021). EI primer objetivo
del cyprodinil es la inhibicion de la enzima cistationina beta-liasa cuya funcién es catalizar
la sintesis de la cistationina, siendo esta es la via principal para la biosintesis de la metionina.
El segundo objetivo de este fungicida es inhibir la sintesis de enzimas que degradan la pared
celular. Se menciona que estas enzimas juegan un rol importante en la etapa inicial de la
infeccion de la planta. Por ello, la ausencia de secrecion de estas enzimas inhibira la

penetracion del hongo en el tejido vegetal (Waechter et al., 2010). Este ingrediente activo
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pertenece al grupo quimico de las anilinopirimidinas y presenta riesgo moderado para
generar cepas de Botrytis resistentes al fungicida (Brent & Hollomon, 2007; FRAC, 2021).
Este fungicida sistémico no afecta a la germinacion de las esporas, pero evita la elongacion
del tubo germinativo y el crecimiento inicial del micelio de Botrytis cinerea (Rosslenbroich
& Stuebler, 2000).

2.4.4. Difenoconazole

Este fungicida fue aprobado en el afio 1988 en Europa, pero su uso comercial fue después
de algunos afios (Bowyer & Denning, 2014). El ingrediente activo difenoconazole tiene un
codigo FRAC 3. ElI mecanismo de accidn del fungicida es la inhibicion de la actividad de la
enzima esterol NADPH oxigeno oxidoreductasa, que pertenece al complejo citocromo P-
450. Esta enzima es la responsable de catalizar la dimetilacion del carbono 14 durante la
transformacion del lanosterol a ergosterol. Como resultado se origina la acumulacién de 14-
metil-esteroles en lugar de esterol en la membrana celular del patogeno, afectando su
viabilidad fisioldgica (Chica, 2011; FRAC, 2021). El difenoconazole forma parte del grupo
quimico de los triazoles presentando un riesgo medio para la generacién de cepas resistentes
(FRAC, 2021). Este fungicida ha sido utilizado en todos los campos agricolas del mundo
debido a su excelente actividad sistémica y de accion rapida (Dong et al., 2013). Ademas,
presenta una accion translaminar que penetra rapidamente en los tejidos de la planta evitando

asi mayor tiempo de exposicion a la exposicion del ambiente (Syngenta, 2012).

2.4.5. Fenhexamid

Se registré por primera vez en el afio 1999 en Estados Unidos por la empresa Bayer AG
(Waller, 1999). El fenhexamid esta clasificado en el cédigo FRAC 17 y presenta un
mecanismo de accion como inhibidor de la biosintesis de esteroles (SBI), este es el Unico
fungicida dentro de su grupo quimico que tiene como objetivo inhibir a la enzima esterol 3
ceto reductasa (Debieu et al., 2013; FRAC, 2021). El fenhexamid se ubica dentro del grupo
de las hydroxyanilide y presentan un riesgo moderado a la generacion de resistencia de
Botrytis cinerea (Brent & Hollomon, 1998). Es un fungicida sistémico que actua inhibiendo
el crecimiento del tubo germinativo del hongo sobre la superficie del tejido y en los primeros
estadios de colonizacion (BAYER, 2016). En un estudio realizado se concluyd que existid

una reduccién en la sintesis de los ergosteroles, el principal esterol en Botrytis cinerea,
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ocasionando la inhibicion del crecimiento del hongo. La fungitoxicidad del fenhexamid se
debe a la acumulacion de las esteronas 3 cetoesteroides desestabilizando la estructura de la

bicapa lipidica y afectando la fluidez de la membrana (Debieu et al., 2001).

2.4.6. Fludioxonil

Fue introducido al mercado comercial en el afio 1993 por la compafiia Syngenta
(ScienceDaily, 2019). El fludioxonil esta clasificado en el codigo FRAC 12 y su mecanismo
de accion no ha sido esclarecido a pesar de los extensos estudios, pero se planted la hipotesis
de que el fungicida actuaba directamente a la proteina histidina quinasa hibrida (HHK)
presente en el hongo (FRAC, 2021; Fujimura et al., 2015; ScienceDaily, 2019). En un
estudio realizado por Tristan Brandhorst e lain Keanla en la Universidad de Wisconsin-
Madison se report6 que el fludioxonil no se dirigia directamente a la proteina HHK sino al
aldehido metilglioxal (Brandhorst et al., 2019). La proteina HHK es la responsable de activar
la via bioquimica que ocasiona que las células del hongo se eliminen entre ellas. El aldehido
metilglioxal es un compuesto quimico que puede afectar tanto al DNA como a las proteinas
celulares. El fludioxonil inhibe una de las enzimas involucradas en el metabolismo de los
azucares, de tal manera que estimula la liberacion del aldehido metilglioxal adicional y que
esté a su vez desencadena la accion de HHK (Brandhorst et al., 2019). EI fludioxonil es
considerado un fungicida de riesgo moderado a la generacion de resistencia a Botrytis
cinerea (K. Brent & Hollomon, 1998). Por ultimo, es un fungicida no sistémico con larga

actividad residual que actla sobre el crecimiento micelial del hongo (Syngenta, 2016).

2.4.7. Iprodione

En el afio 1993 fue registrado por primera vez en la USEPA (United States Environmental
Protection Agency) por la compafiia Rhone Poulenc (Regelman, 1993). El mecanismo de
accion del grupo quimico es fuente de debate y el sitio de accion no se conoce. Sin embargo,
se presentan diferentes hipotesis como el dafio a la sintesis de la pared celular, al
metabolismo de los lipidos y a la sintesis de &cidos nucleicos (Leroux, 2007). El iprodione
presenta codigo FRAC 2. Segun el estudio realizado por Robert G. Griffiths, encontré que
este ingrediente activo tiene un efecto sobre el metabolismo de los lipidos (Griffiths et al.,
2003). Pertenece al grupo de los dicarboximidas y son considerados de alto riesgo para la

generacion de resistencia a Botrytis cinerea (K. Brent & Hollomon, 1998; FRAC, 2021).
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Este fungicida no sistémico inhibe la germinacion de las conidias como también el
crecimiento micelial. Asi también, las dicarboximidas provocan el hinchazon y ruptura de
los tubos germinativos y las células de las hifas, ocasionando un posible efecto directo sobre

la sintesis de la pared celular (Pommer & Lorenz, 1982).

2.4.8. Pyrimethanil

El pyrimethanil fue introducido al mercado comercial por primera vez en el afio 1998 en
Estados Unidos (Lewis etal., 2016). El fungicida presenta un cédigo FRAC 9. Este
ingrediente activo tiene la capacidad de inhibir la sintesis del aminoécido metionina y evita
la secrecion de las enzimas hidroliticas que son requeridas para la etapa inicial de la
infeccion. Como resultado el hongo no sera capaz de degradar los tejidos de la planta,
paralizando el proceso de penetracion y desarrollo de la enfermedad (ADAMA, 2021,
FRAC, 2021; Moyano et al., 2004). El pyrimethanil forma parte del grupo quimico de las
anilinopirimidinas y son considerados de moderado riesgo para la generacién de resistencia
de Botrytis cinerea (Brent & Hollomon, 1998). Por ultimo, es un fungicida de accién

sistémica que tiene la capacidad de prevenir y curar la enfermedad (BAYER, 2020).

2.5. RESISTENCIA A LOS FUNGICIDAS

2.5.1. Definicion y origen de la resistencia

La resistencia hacia los fungicidas es un término que se define como la capacidad
desarrollada por un patdgeno para sobrevivir a una dosis de aplicacién que anteriormente
fueron nocivos para su poblacion (Varés, 2006). Los fungicidas, son productos quimicos que
pueden ser altamente especificos y actlan sobre enzimas especificas en el interior del
patdgeno. Esta gran especificidad puede generar una rapida evolucion de la resistencia. Por
lo tanto, el mecanismo de accion del fungiciday el nivel de especificidad de éste, son factores
relevantes para promover el cambio en la poblacion del patdgeno. Productos quimicos que
presentan un unico sitio 0 mecanismo de accion favorecen al desarrollo mas rapido de la
resistencia, como por ejemplo los inhibidores de la succinato deshidrogenasa (Avenot &
Michailides, 2010; Fraaije et al., 2012) y los inhibidores de la quinona externa (Sierotzki,
2015). Otro factor importante en la generacion de una poblacion resistente es el manejo de

las préacticas del control quimico, tales como el momento y numero de aplicaciones, la dosis
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de aplicacion en campo, la falta de rotacion de los sitios de accién (Carmona & Sautua,
2017).

En la década de los 90, por primera vez se comenzo a observar la resistencia de patdgenos
fangicos a los grupos quimicos, partiendo en 1960 con la resistencia de Penicillium spp. a la
clase hidrocarburos aromaticos (Brent & Hollomon, 2007), luego en 1964 se presentd la
resistencia de Pyrenophora spp. a los fungicidas organomercuriales (Noble et al., 1966). En
el afo 1969 Venturia inaequalis adquiere resistencia al fungicida dodina (Gilpatrick, 1982).
A partir del afio 1970 con la introduccion de los fungicidas sistémicos la frecuencia de
reportes aumentd considerablemente, comenzando con la resistencia de muchos patdégenos
al grupo de los benzimidazoles ( Brent & Hollomon, 2007). En 1971 se observo la resistencia
de Sphaerotheca fuliginea y Blumeria graminis al grupo 2- aminopirimidinas (K. J. Brent,
1982), cinco afios después en 1976 el patbgeno Magnaporthe grisea adquirié la resistencia
al grupo de los fosforotioatos (Kato, 1988). En el afio 1980 el agente causal del tizén de la
papa y mildit de la uva, Phytophthora infestans y Plasmopara viticola respectivamente,
desarrollaron resistencia al grupo de fenilamidas, en 1982 el patdgeno Botrytis cinerea
adquirio resistencia por primera vez al grupo de las dicarboximidas; consecutivamente en
los afios siguientes el desarrollo de la resistencia se observo en diversos patdégenos hacia
diferentes fungicidas (Brent & Hollomon, 2007).

Durante el desarrollo de la resistencia se involucra la sustitucion genética por parte de la
poblacion susceptible, originando una nueva poblacion genética y bioquimicamente
diferente (van den Bosch et al., 2011). Existe evidencia de la presencia de un gen mutante
en la poblacion que sera responsable del origen de la resistencia, este gen mutante resistente
puede encontrarse en una frecuencia inicial de 1 en 1000 millones de esporas del patdgeno,
que es un nivel indetectable, pero al llegar a una frecuencia de 1 en 100 o incluso de 1 en 10
esporas, los individuos mutantes ya son facilmente detectables por la dificultad al controlar
la enfermedad (Brent & Hollomon, 2007). Una vez que surge la resistencia, esta es
hereditaria y la poblacion resistente se multiplica a mayor rapidez que la susceptible en
condiciones de presion de seleccion originado por el fungicida. Este proceso conlleva a la
dominancia de las cepas resistentes (van den Bosch et al., 2011).

La resistencia a los fungicidas se desarrolla en dos fases: fase emergencia y fase seleccién

(Hobbelen et al., 2014; Milgroom, 1989). La fase de emergencia comienza al aplicar el

20


https://www.zotero.org/google-docs/?broken=j57T4B
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=j57T4B
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=PrhRhQ
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=rVJpP3
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=rpfmEt
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=Pvk72Q
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=j0a8ze
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=j0a8ze
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=7V4y4R
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=VDZIKK
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=mfMx2b
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=OuRvx0
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=jjHSFa
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=fAuK6X

nuevo fungicida y dura hasta la generacion de las primeras cepas resistentes, ésta
subpoblacion resistente es significativa y es poco probable que desaparezca. Después de una
emergencia eficaz, empieza la fase de la seleccion donde la frecuencia de resistencia aumenta
por la presion selectiva aplicada por los fungicidas (Mikaberidze et al., 2017). La velocidad
de la seleccion depende de la biologia del patégeno como la duracion del ciclo de
reproduccion, y del nimero de aplicaciones de los fungicidas (Deising et al., 2008).

2.5.2. Antecedentes de la resistencia de Botrytis cinerea

Botrytis cinerea es considerado un patogeno de alto riesgo para el desarrollo de resistencia
a los fungicidas debido a que presenta alta variabilidad genética, un ciclo de vida corto y de
reproduccion prolifica (Leroux et al., 2002). El primer reporte de resistencia de Botrytis fue
en el afio 1971, dos afios después de la introduccion del benomil como primer fungicida
utilizado para controlar dicha enfermedad (Bollen & Scholten, 1971). A finales del afio 1978,
se reportaron los primeros aislamientos de Botrytis resistentes hacia los dicarboximidas en
Carolina del Sur (Yourman & Jeffers, 1999), pero el primer informe de resistencia al
iprodione ocurri6 en el afio 2011 en campos de berries del mismo estado (Chen et al., 2011).
En 1995, en condiciones de laboratorio se desarrollé un estudio in vitro con respecto a la
sensibilidad de aislados de Botrytis al cyprodinil y pyrimethanil pertenecientes al grupo
quimico de las anilinopirimidinas, demostrando su resistencia (Hilber & Schiiepp, 1996).
En Chile, el primer reporte de aislamientos resistentes al fenhexamid en el cultivo de vid
ocurri6 en el afio 2007 (Esterio et al., 2007). Dentro del grupo de los fenilpirroles, en el 2012
se colectd aislamientos de 76 campos de fresa ubicados en ocho estados de Estados Unidos,
donde se presentd el primer informe de resistencia de cepas de Botrytis al fludioxonil en
Virginia (Fernandez-Ortufio et al., 2013). En el 2015, el primer informe de aislamientos de
Botrytis cinerea resistentes al boscalid se reportaron en Chile, donde de los 288 aislamientos

recolectados, el 68% fueron resistentes al fungicida (Esterio et al., 2015).
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2.5.3. Mecanismos de resistencia a los fungicidas

Existen diversas maneras en la cual la poblacion del patdgeno logra adquirir la resistencia a
los fungicidas. Primero, mediante la alteracion del sitio objetivo donde el fungicida detiene
de esta forma su proceso o funcion bioguimica. Una segunda forma es cuando el patégeno
por medio de su metabolismo es capaz de inactivar el fungicida antes de llegar a su sitio de
accion. La tercera manera se da cuando una célula del hongo puede eliminar rapidamente el
fungicida y evitar su llegada al sitio de accion. Por ultimo, es cuando las cepas resistentes
absorben el fungicida mucho maés lento que los sensibles (Buhler, s. f.). Los mecanismos de
resistencia pueden presentar diferencias y para esclarecerlas se han establecido los términos
resistencia cualitativa y resistencia cuantitativa. La resistencia cualitativa esta basada en las
mutaciones, de modo que un gen que codifica un aminoacido que se requiere para la union
del fungicida con su sitio de accion sufre una mutacion. La resistencia cuantitativa esta
mediada por mantener bajas concentraciones del fungicida dentro de las células fungicas.
Estas bajas concentraciones se logran mediante los siguientes mecanismos: modificaciones
en la membrana plasmaética causando una menor permeabilidad del fungicida y sintesis de

enzimas que degradan las moléculas del fungicida (Deising et al., 2008).

Generalmente la resistencia a los fungicidas es causada por mutaciones puntuales en el gen
de la proteina, alterando su estructura y evitando la union al fungicida (Grabke, 2014). Uno
de los mecanismos de resistencia son las mutaciones en los genes diana, estos genes son
secuencias de ADN comunes en cada especie de hongos y sirve para la identificacion
molecular de los patégenos (Rodriguez-Tudela et al., 2008). Un ejemplo es la mutacion en
el gen CYTB del citocromo b que atribuye la resistencia a los inhibidores de la quinona
(Fernandez-Ortufio et al., 2008). Se conocen otros cuatro mecanismos de resistencia, uno de
estos mecanismos es la sobreexpresion del gen diana, por ejemplo Monilia fructicola
presenta resistencia a los fungicidas inhibidores de la desmetilacion causado por la
sobreexpresion del gen MfCYP51 el cual que codifica el esterol 14a-demetilasa, una enzima
fundamental para la biosintesis del ergosterol (Luo & Schnabel, 2008; Ma & Tredway,
2013). También, los fungicidas pueden ser desintoxicados por enzimas metabolicas del
patdgeno como la metabolizacion de edifenphos por Pyricularia oryzae para la resistencia
los fungicidas fésforotiolados (Kurogoshi et al., 1985). Otro ejemplo es la desintoxicacién
del fenhexamid por el citocromo P450 originando poblaciones resistentes en Botrytis

pseudocinerea (Azeddine et al., 2014). Otro mecanismo de resistencia es la activacion de la

22


https://www.zotero.org/google-docs/?broken=NatE7F
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=5uVTmq
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=fP0IZQ
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=5mHa0q
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=lOG5RL
https://www.zotero.org/google-docs/?BSAy5U
https://www.zotero.org/google-docs/?BSAy5U
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=WjsFMQ
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=WjsFMQ
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=WjsFMQ
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=WjsFMQ
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=WjsFMQ
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=iWXQUL

oxidasa alternativa que establece una via metabolica alternativa en el transporte de electrones
por el complejo respiratorio 11, inhibiendo la accidn del grupo quimico de las estrobilurinas
(Wood & Hollomon, 2003). Finalmente, el dltimo mecanismo consiste en un mayor
movimiento del fungicida hacia el exterior de las células del patdgeno que es causado por la

sobreexpresion de genes transportadores de membrana (Kretschmer et al., 2009).

2.6. MONITOREO PARA LA RESISTENCIA A FUNGICIDAS

Realizar el monitoreo de la resistencia a fungicidas de fitopatégenos es fundamental para la
agricultura. EI monitoreo debe realizarse por lo general a una escala grande para identificar
cepas resistentes en ciertas regiones o detectar variaciones en la sensibilidad de los patégenos
a los fungicidas (Brent, 1988). EI monitoreo debe llevarse a cabo en los siguientes casos: a)
para investigar posibles casos de resistencia. b) para anticipar el desarrollo de la resistencia.
c) para evaluar las estrategias de manejo. d) para supervisar la resistencia con el tiempo y e)

para seleccionar los fungicidas adecuados a nivel local (Salas, 1992).

En Cuba, desde el afio 1982, se implemento y desarrollé un sistema de monitoreo con la
finalidad de determinar el estado de la sensibilidad de poblaciones de patégenos en el campo.
El sistema de monitoreo involucr6 un conjunto de métodos de laboratorio estandarizados de
las enfermedades y de la eficacia de los productos quimicos en campo (Muifio et al., 2007).
Ademas, a nivel de cada campo agricola es necesario el monitoreo para una rapida
determinacion de los perfiles de resistencia debido a que permitird a los productores
identificar la deficiencia de su programa de manejo de la enfermedad. Por otro lado, los
investigadores cientificos pueden detectar nuevos fenotipos emergentes, de esta manera se
alcanza una mejor comprension de la base molecular de la resistencia, su origen y la

propagacion de los aislamientos resistentes a los fungicidas (Schnabel et al., 2015).
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I1l.  MATERIALES Y METODOS

3.1. LOCALIZACION

La presente investigacion se desarrolld en dos fases: fase de campo y fase de laboratorio. La
etapa inicial (coleccion de muestras) se di6 en diferentes campos de produccion del cultivo

de arandano dentro del departamento de La Libertad, provincia de Viru.

Figura 2: Campo convencional que pertenece al distrito de Vird, Provincia de Vird, Distrito
de Viru.
FUENTE: Obtenida de Google Earth



Google Earth

Figura 3: Campo convencional y organico pertenecientes al distrito de Chao, Provincia de
Viru, Distrio Chao.
FUENTE: Obtenida de Google Earth

La segunda etapa de la investigacion se llevo a cabo en las instalaciones del laboratorio de
cultivos del Departamento de Fitopatologia de la Facultad de Agronomia de la Universidad
Nacional Agraria La Molina, ubicado en el distrito de la Molina y provincia de Lima, cuya

posicion geogréfica es la siguiente:

Latitud :12°05°04.7 S
Longitud :76°56> 314 0
Altitud : 230 m.s.n.m.

3.2. MATERIALES

A continuacién, se describen los equipos y materiales utilizados durante el desarrollo de la

investigacion.
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3.2.1. Equipos y materiales de campo

Para colectar las muestras de flores y bayas se utiliz bandejas de plastico con dimensiones
de 36.5 x 27.5 x 9 cm, marcador permanente para rotular las bandejas con las zonas de
muestreo. Con ayuda del Navigation system with time and ranging global positioning system
(NAVSTAR GPS) los puntos de colecta fueron almacenados en el receptor GPS portatil,

permitiendo asi localizarlos para una segunda colecta.

3.2.2. Equipos y materiales de laboratorio

Para el desarrollo de la investigacion se utilizaron equipos que pertenecen al laboratorio de
cultivos que serdn mencionados a continuacion:

- Cémara de flujo laminar

- Conservadoras e incubadoras

- Microscopio éptico

- Estereoscopio

- Balanza analitica

- Autoclave

- Micropipeta de 10 - 100 ul

- Micropipeta de 100 - 1000 ul

Los materiales que se utilizaron fueron adquiridos de diversos proveedores y se mencionan

a continuacion:

- Placas petri de 60*15 mm

- Medios de cultivo: papa dextrosa agar (PDA), agar extracto de malta (MEA), agar
extracto de levadura (YEA) y agar Czapek Dox (CZA).

- Agua destilada esterilizada

- Frasco de vidrio de 500 ml y 250 ml

- Mechero

- Parafilm

- Alcohol de 96° y 70°

- Puntas de pipeta (tips) de 200 y 1000 ul

- Aguja entomoldgica esterilizada

- Estilete

- Sacabocado
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- Triangulo de drigalsky
- Marcador permanente
- Crioviales de 2 ml

- Caja de porta crioviales

3.2.3. Material biologico

Se aislaron, purificaron, repicaron y conservaron 460 aislamientos obtenidos de la primera
y segunda colecta de flores y bayas de arandano a partir de los dos campos convencionales
y uno organico de la irrigacion Chavimochic. Un total de 300 aislamientos monospdricos de

Botrytis cinerea fueron considerados para el estudio.

3.2.4. Productos quimicos

Los fungicidas considerados dentro de la investigacion fueron seleccionados debido a su
importancia y registro para el manejo de la enfermedad en el cultivo de ardndanos en nuestro

pais.

Tabla 1: Cuadro de los ingredientes activos con su respectivo grupo quimico y nombre

comercial.
Grupo Quimico Ingrediente Activo Nombre Comercial
Estrobilurinas Azoxystrobin Amistar 50 WG
Inhibidores de la succinato Boscalid Cantus

deshidrogenasa

Anilinopirimidinas Cyprodinil Crossbow
Triazoles Difenoconazole Score 250 EC
Hidroxianilidas Fenhexamid Teldor 500 SC
Fenilpirroles Fludioxonil Cover Plus 230 SC
Dicarboximidas Iprodione Rovral 50 PM
Anilinopirimidinas Pyrimethanil Scala 40 SC
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3.3. METODOLOGIA

3.3.1. Colecta y aislamiento de Botrytis cinerea

Las bayas y flores de arandanos se colectaron a partir de las variedades Biloxi (segundo
campo convencional y orgénico) y Ventura (primer campo convencional). La colecta de los
aislamientos fue realizada en dos momentos del periodo de cosecha del arandano: primera
colecta de muestras a finales del mes de agosto y la segunda colecta a finales del mes de

noviembre.

La colecta de las bayas y flores se realizd en varios puntos dentro de una parcela bajo el
esquema de la Figura 4. El area de muestreo fue equivalente a una hectarea. Cada punto de
colecta estuvo conformado por cinco plantas de ardndanos de las cuales se seleccionaron
bayas en estado de madurez y flores con indicios de la presencia del patdgeno. Las bayas y
las flores fueron recolectadas en bandejas de plastico e inmediatamente enviadas al
Laboratorio de Cultivos de la UNALM.
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(AR AN N NN NN NN NN RN RNENENNENNNNNNNN.
o000 0COROOROOROROORODODNOOOROORORNRORTODYS
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Figura 4: Representacion de la distribucion de los puntos de colecta dentro de un campo

convencional y orgénico.
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En el laboratorio de cultivos se instalaron cdmaras humedas para favorecer las condiciones
de humedad e inducir la esporulacién caracteristica de moho gris. Las cAmaras humedas
fueron realizadas con recipientes de plastico de 15 litros de capacidad, en la base se coloco
papel toalla doble hoja, luego se depositaron seis placas Petri de vidrio de 9 cm de diametro
y dentro de ella se distribuyd equidistantemente las muestras colectadas, finalmente se
humedeci6 con agua destilada el papel toalla. Para cada punto de colecta se instalaron dos
camaras humedas, una de bayas y la otra de flores. La cantidad de bayas y flores distribuidas
por placa Petri fueron 8 y 15 respectivamente (Fig. 5). Se obtuvo un total de 48 bayas y 90

flores en las camaras humedas por punto de colecta.
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Figura 5: Distribucion de las bayas y flores de arandano de la variedad Biloxi en camaras

himedas colectadas de un campo convencional de la irrigacién de Chavimochic.

El aislamiento del patogeno en estudio se realizO una vez observados los signos
caracteristicos del moho gris. Las bayas y las flores con esporulacion fueron llevadas al
estereoscopio. Adicionalmente, se usaron dos mecheros, un beaker de 100 ml con alcohol de
70° y dos agujas entomoldgicas N° 25. Las muestras fueron colocadas sobre la platina del
estereoscopio. La aguja fue esterilizada primero con alcohol y flameada en el mechero.
Finalmente, con ayuda de los oculares, se extrajo una minima porcion de conidioforos y
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conidias. EI micelio extraido se sembré en una placa petri con medio papa dextrosa agar al

cual fue agregado el antibidtico ampicilina (PDA+) para su crecimiento.

3.3.2. Cultivo monosporico de los aislamientos de Botrytis cinerea

Los aislamientos fueron colocados en la incubadora a 21 °C por dos dias, momento en el
cual el micelio mostr6 un crecimiento parcial. Debido a que los aislamientos obtenidos
directamente de la baya y/o flor pueden presentar contaminacion (crecimiento de otros
organismos no deseados) simultdneamente con Botrytis, se realiz6 un repique para tener un
cultivo puro. Este consistié en cortar una pequefia porcion del medio de cultivo (PDA+) con
micelio de Botrytis cinerea con un estilete previamente esterilizado con alcohol de 96° y
flameado en el mechero. El repique se realizé de una zona alejada a los contaminantes. Por
altimo, la porcion de micelio se sembré sobre otra placa petri con medio PDA y se colocd
en la incubadora a 21 °C durante 10 - 14 dias aproximadamente, en este periodo de tiempo
se alterné con fotoperiodos de luz (12 horas bajo luz y 12 horas a oscuridad) con la finalidad
de observar la esporulacién de Botrytis cinerea requerida para iniciar el proceso de cultivo

monosporico.

Para obtener el cultivo monosporico, se utilizé el método de suspension de esporas descrito
por Hildebrand (1938) con algunas modificaciones. Utilizando la micropipeta, 100 ul de
solucion de agua destilada autoclavada fue depositado en un area de la placa petri con
esporulacién abundante. Las esporas fueron desprendidas con un tip esterilizado de 200 ul
mediante un ligero raspado formando asi la suspension de conidias. Alrededor de 50 ul de la
suspension fueron extraidos y colocados en un tubo eppendorf de 1.5 ml previamente
autoclavado. La presencia de esporas fue verificada mediante la extraccion de 5 ul de la
suspension, el cual fue analizado bajo el microscopio con un objetivo de 40X. El rango
aceptable para la siembra de conidias fue de 5 - 8 conidias observadas por campo visual. Una
vez verificada la concentracion un total de 10 pl de la suspension de conidias fueron extraidas
para la siembra sobre el medio PDA. La cantidad fue depositada en el centro de la Placa Petri
y dispersada en todo el medio de cultivo con el triangulo de drigalski previamente
esterilizado con alcohol y flameado. Doce horas despues de la siembra se realizo la colecta
con un estereoscopio, dos mecheros, beaker con alcohol de 70° y una aguja entomoldgica

N° 25. La colecta de conidias consistio en ubicar una conidia germinada de manera aislada;
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utilizando la aguja entomologica esterilizada, se realizé un corte de forma cuadrangular. Para
finalizar, la porcion de micelio con la conidia fue sembrada en medio de cultivo de PDA y

guardada en la incubadora a 21 °C para su posterior crecimiento.

3.3.3. Conservacion de los aislamientos de Botrytis cinerea

Para nuestra investigacion el método de conservacion utilizado fue la suspension en agua
destilada esteril, propuesto por Castellani (1963), con ciertas modificaciones. Para este
método se usaron colonias puras en medio PDA con 3 a 5 dias de ser repicadas de la siembra
de conidias e incubadas a 21 °C. Se usaron discos de micelio de la zona de activo
crecimiento, con ayuda de un sacabocado de diametro de 0.5 cm esterilizado. Los discos
fueron extraidos e introducidos en crioviales con agua destilada. Para la preparacion de los
crioviales, estos fueron llenados con 1.5 ml de agua destilada y se enviaron a autoclavar dos
veces. Por Gltimo, cada aislamiento se conservo en tres crioviales con 6 discos de micelio
para cada uno y fueron almacenados a una temperatura de 0 °C. Se obtuvo un total de 460
aislamientos de Botrytis, los cuales fueron almacenados en la Clinica de Diagnosis de

Fitopatologia de la Universidad Nacional Agraria La Molina.

3.3.2. Preparacion de los medios de cultivos y técnica de los medios envenenados

Para la preparacion de los medios de cultivo se requirié una balanza analitica y una espéatula
para pesar las cantidades establecidas. Las concentraciones de cada medio de cultivo se

prepararon mediante las siguientes disoluciones descritas a continuacion:

a) Papa dextrosa agar (PDA)
- 39.0 gramos de PDA en 1000 ml de agua destilada
b) Extracto de malta agar (1% MEA)
- 10 gramos de extracto de malta y 15 gramos de agar en 1000 ml de agua
destilada
c) Czapek dox agar (CZA)
- 49.0 gramos de CZA en 1000 ml de agua destilada
d) Extracto de levadura agar (0.5 % YEA)
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- 5 gramos de extracto de levadura, 15 gramos de agar y 20 gramos de glucosa

en 1000 ml de agua destilada

Una vez preparado el medio de cultivo, este fue agitado para homogeneizar, se coloc6 dentro

de una bolsa de polipropileno y se autoclavé para su esterilizacion.

La técnica de medio envenenado propuesto por Sinclair & Dhingra (1985) consistié en la
adicion de una cierta cantidad del ingrediente activo del fungicida para obtener una
concentracion determinada en el medio de cultivo. En la investigacion se utilizaron ocho
ingredientes activos con sus respectivas dosis discriminatorias y medio de cultivo halladas
en estudios previos (Ferndndez-Ortufio et al., 2014; Maia et al., 2021; Yin etal., 2015)
(Cuadro 2).

3.3.3. Evaluacion del porcentaje de inhibicion micelial de diferentes ingredientes
activos y nivel de sensibilidad de Botrytis cinerea en el crecimiento micelial

Para determinar el porcentaje de inhibicion y nivel de sensibilidad de los trescientos
aislamientos de Botrytis cinerea de los ingredientes activos azoxystrobin, boscalid,
cyprodinil, difenoconazole, fenhexamid, fludioxonil, iprodione y pyrimethanil se instalaron
ensayos en placas de petri de 60 x 15 mm. Para ambos ensayos, la distribucion del ensayo
fue de 1 aislamiento sembrado en cada placa petri con 4 repeticiones y su respectivo control.

Se emplearon ocho tratamientos que corresponden a los ingredientes activos mencionados.

3.3.4. Activacion y siembra de los aislamientos de Botrytis cinerea en medio envenenado

Para la activacion de los aislamientos; primero se esterilizd la pinza, luego se extrajo
cuidadosamente un palillo mondadiente previamente esterilizado y se introdujo en el interior
de los crioviales para obtener un disco de micelio y sembrarlo en una placa petri con PDA
los cuales fueron almacenados en la incubadora a 21 °C. A los 5 - 6 dias de crecimiento del
micelio, los aislamientos fueron colocados bajo luz para inducir a la esporulacion durante 4
- 6 dias.
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Previo a la siembra la concentracion de dosis indicada para cada fungicida al medio de
cultivo fue agregada y el medio de cultivo agitado para homogenizar la solucion. Luego, el
medio envenenado se vertid en placas petri de 60 x 15 mm. Cuando el medio se solidifico se
realizd la siembra de los aislamientos de Botrytis cinerea. Con la presencia de los

aislamientos ya activados con abundante esporulacion se realizé la siembra.

Para la siembra se utiliz6 palitos mondadientes autoclavados y con la punta de este se realizd
un toque ligero sobre las conidias, los cuales fueron sembrados en cada punto dentro de la

placa petri. Finalmente, las placas inoculadas fueron colocadas en la incubadora a 21 °C.

3.3.5. Evaluacion del porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial (PIM) en los

aislamientos de Botrytis cinerea a diferentes ingredientes activos

El porcentaje de inhibicion micelial se obtuvo cuarenta y ocho horas después de haber
sembrado los aislamientos de Botrytis cinerea y almacenados en oscuridad a 21 °C. Para la
evaluacion del crecimiento micelial se utiliz6 un vernier digital para medir el diametro de
cada pocillo. Esta evaluacién se realizd tanto en el tratamiento con medio de cultivo
envenenado con una dosis discriminatoria y el medio de cultivo sin el ingrediente activo
(control) (Fig 6).
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Figura 6 y 7: Imagen derecha: Siembra de un aislamiento de Botrytis cinerea en un medio
envenenado con iprodione con cuatro repeticiones. Imagen izquierda: Siembra de un
aislamiento de Botrytis cinerea en un medio de cultivo PDA (control) con cuatro

repeticiones.

Se realizaron dos medidas de los diametros de manera perpendicular, las cuales fueron
promediadas para tener un valor por repeticion (Fig. 8). Al obtener los datos diametrales
promedios se procedio a calcular el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial (%

PIM) para cada aislamiento. El % PIM presenta la siguiente formula:

% PIM =[(C-T) /C)]* 100
Donde:
C = diametro medio del control

T = didmetro medio del tratamiento fungicida

d2

—d

Figura 8: Evaluacién de los diametros de en cada punto de siembra dentro de la placa Petri

de 60 * 15 mm para el calculo del porcentaje de la inhibicidn del crecimiento micelial.

3.3.6. Evaluacion del nivel de sensibilidad en los aislamientos de Botrytis cinerea a

diferentes ingredientes activos

El nivel de sensibilidad de los aislamientos de Botrytis cinerea se evaluo cuatro dias después
de realizada la siembra. Los criterios a considerar para determinar el nivel de sensibilidad

fueron las siguientes: el aislamiento fue considerado sensible si no hubo crecimiento
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micelial, de baja resistencia cuando el crecimiento fue menor del 20%, mediana resistencia
para un crecimiento menor del 50%, pero mayor al 20% de crecimiento diametral y por
ultimo, resistente a mas del 50% de crecimiento diametral en comparacion con el diametro
establecido de 15 mm (Fig. 9). Estos parametros del crecimiento micelial fueron

considerados de la investigacion realizada por Fernandez-Ortufio et al. (2014).

Figura 9: Evaluacién del nivel de sensibilidad de un aislamiento de Botrytis cinerea a las

48 hrs en medio PDA més iprodione.

3.3.5. Disefio experimental

El disefio experimental utilizado en el trabajo de investigacion fue Disefio Completamente
al Azar (DCA). Se plante6 el disefio estadistico para realizar el analisis estadistico (Cuadro
3). Por ultimo, utilizando el método Tukey se realizaron comparaciones de medias a un nivel

de significancia de 0.05.
Modelo Aditivo Lineal

Yij = p+ i + &ij
Donde:

i=1,2,3, ...t (tratamientos)

i=1,2,3...r (repeticiones)
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Yij = Observacion del i-ésimo tratamiento y j-ésimo repeticion.
M = Media general
i = Efecto del i-ésimo tratamiento

elj = Error aleatorio

3.3.6. Tratamientos

Se evaluaron ocho ingredientes activos y un testigo (medio de cultivo sin fungicida), donde
cada tratamiento incluy6 cuatro repeticiones (Tabla 2).

Tabla 2: Tratamientos empleados en las evaluaciones de la inhibicion del crecimiento

micelial y el nivel de sensibilidad de los aislamientos de Botrytis cinerea.

Tratamientos Ingrediente Activo Dosis discriminatoria Medio de Cultivo
(ng/ml)
T1 Azoxystrobin 10.0 PDA
T2 Boscalid 75.0 0.5% YEA
T3 Cyprodinil 4.0 CZA
T4 Difenoconazole 10.0 PDA
T5 Fenhexamid 50.0 1% MEA
T6 Fludioxonil 0.5 1% MEA
T7 Iprodione 10.0 PDA
T8 Pyrimethanil 1 CZA
T9 Testigo -
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. POBLACION DE AISLAMIENTOS MONOSPORICOS DE Botrytis cinerea

Del total de 460 aislamientos realizados se seleccionaron 300 aislamientos monosporicos de
Botrytis cinerea. Estos fueron colectados en dos momentos del periodo de cosecha del
arandano a partir de bayas maduras y flores procedentes de los diferentes campos de
produccidén ubicados en los distritos de Vir( y Chao, Provincia de VirQ, Departamento La
Libertad. Los aislamientos fueron conservados con dos repeticiones (crioviales) para cada
unoy se almacenaron en la Clinica de Diagnosis de Fitopatologia de la Universidad Nacional

Agraria La Molina, los cuales se presentan distribuidos de la siguiente manera (Tabla 3).

Tabla 3: Distribucion de los aislamientos monospoéricos obtenidos en la presente
investigacion

Cddigo de la Manejo del Tiempo de NUmero de
poblacién de Ubicacion campo de colecta de aislamientos
B. cinerea produccion muestras monosporicos
F1 Distrito de Vira  Convencional Primera 50
colecta
F2 Distrito de Convencional Primera 50
Chao colecta
F3 Distrito de Organico Primera 50
Chao colecta
F5 Distrito de Vira  Convencional Segunda 50
colecta
F6 Distrito de Convencional Segunda 50
Chao colecta
F7 Distrito de Organico Segunda 50
Chao colecta

Total de aislamientos de Botrytis cinerea 300




42. PORCENTAJE DE INHIBICION MICELIAL DE DIFERENTES
INGREDIENTES ACTIVOS EN AISLAMIENTOS DE Botrytis cinerea
COLECTADOS EN DOS CAMPOS BAJO SISTEMA DE MANEJO
CONVENCIONAL Y UN ORGANICO EN DOS EPOCAS DE COLECTA

4.2.1. Porcentaje de inhibicidbn micelial de diferentes ingredientes activos en
aislamientos de Botrytis cinerea en el primer campo convencional - primera colecta

(agosto)

Se evaluaron 50 aislamientos monospdricos de un campo convencional ubicado en el distrito
de Vird. La primera colecta fue realizada a fines del mes de agosto. Con respecto al primer
parametro evaluado (P1M), este fue obtenido a las 48 horas después de la siembra de Botrytis
cinerea en los medios envenenados. Con los resultados del crecimiento diametral promedio
en los diferentes tratamientos y sus respectivos controles, se calculé el porcentaje de
inhibicion micelial de cada aislado (Anexo 3). Los valores promedios del porcentaje de
inhibicion micelial por tratamiento se muestran en la Tabla 4. De acuerdo al anélisis de
varianza y la comparacion de medias Tukey con un nivel de significancia de 0.05 (Anexo 4
y 5), se puede concluir que existen diferencias significativas para los tratamientos con
respecto al PIM. Los valores del crecimiento diametral detallados por aislamiento se
encuentran expresados en milimetros y se pueden observar en el Anexo 6 con su respectivo

analisis de varianza y comparacion de medias (Anexo 7'y 8).

Dentro de los fungicidas, los medios envenenados que presentaron el mayor promedio del
crecimiento diametral del micelio fueron el T8: pyrimethanil con un promedio de 12.47 mm,
seguido del T1: azoxystrobin con 9.68 mm de promedio, ambos tratamientos no presentaron
diferencias estadisticas. El T7: iprodione con 8.11 mm, el T3: cyprodinil con 7.68 mm y por
altimo el T2: boscalid con 6.97 mm de promedio diametral no mostraron diferencias
significativas entre ellos. EI T5: fenhexamid presentd 3.11 mm de didmetro. Por Gltimo, los
ingredientes que presentaron el menor crecimiento diametral y sin diferencias significativas
fueron el primero fue el T6: fludioxonil con un 0.13 mm y en segundo lugar se encuentra el

T4: difenoconazole con 0.34 mm de didmetro promedio.
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Tabla 4: Promedio de didametro del micelio de todos los aislamientos de Botrytis cinerea
provenientes del primer campo convencional - primera colecta y su porcentaje de inhibicion

micelial en los medios envenenados a las 48 horas de la siembra de conidias.

_ ) Diametro de Porcentaje de Inhibicion de
Tratamiento  Ingrediente Activo o o o
Micelio (mm) Crecimiento Micelial (P1M)

1 Azoxystrobin 9.68% 50.05 de
2 Boscalid 6.97° 66.41 C
3 Cyprodinil 7.68° 64.26 C
4 Difenoconazole 0.34% 98.22 a
5 Fenhexamid 3.11¢ 82.90 b
6 Fludioxonil 0.13¢ 99.24 a
7 Iprodione 8.11° 56.57 cd
8 Pyrimethanil 12.47° 41.35 e

*Meétodo para comparaciones multiples de Tukey del crecimiento micelial de B. cinerea
(mm) con un factor de confianza de 0.05; por lo cual las medias que no comparten misma
letra son significativamente diferentes.

* PIM: Porcentaje de Inhibicion de Crecimiento Micelial (%)

* 2 Aislamientos sembrados en PDA, diametro micelial del tratamiento control = 18.9 mm
* b Aislamientos sembrados en YEA, diametro micelial del tratamiento control = 20.6 mm

* ¢ Aislamientos sembrados en CZA, diametro micelial del tratamiento control = 21.3 mm

* d: Ajslamientos sembrados en MEA, diametro micelial del tratamiento control = 18.9 mm

Segun los resultados del diagrama de cajas (Fig. 10) se puede destacar lo siguiente: los
tratamientos T1: azoxystrobin, T7: iprodione y T8: pyrimethanil presentan un amplio rango

del porcentaje de inhibicion micelial, donde los valores minimos fueron 7.83%, 4.50% vy
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10.47%, respectivamente, y el valor maximo de los tres tratamientos fue 100 %. Para el T3:
cyprodinil, los valores minimo y méaximo fueron 23.5% y 93.15%, respectivamente; ademas
se presentd un valor atipico de 16.91% EI T2: boscalid mostrd un rango de porcentaje mas
reducido en comparacion al azoxystrobin, iprodione y pyrimethanil, presentd un valor
minimo y maximo de 44.17% y 80.47% de inhibicion micelial, respectivamente; y presentd
dos valores atipicos fuera del diagrama, 100% y 32.46%. El T5: fenhexamid presento el
rango més reducido, siendo asi su valor minimo 58,86% y valor méximo 100% de PIM. Por
altimo, los tratamientos T4: difenoconazole y T6: fludioxonil fueron los que mostraron un
alto PIM en la mayoria de la poblacion. EI 94% y 96% de los cincuenta aislamientos de
Botrytis cinerea evidenciaron un 100% de inhibicion micelial ante los tratamientos T4:
difenoconazole y T6: fludioxonil. Es decir estos dos ultimos tratamientos descritos no

presentaron crecimiento del micelio a las 48 horas después de realizar la siembra.
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Figura 10. Comparacion del rango de porcentaje de inhibicion micelial de cincuenta aislamientos de Botrytis cinerea a diferentes fungicidas

dentro del primer campo convencional - primera colecta (agosto).



4.2.2. Porcentaje de inhibicidbn micelial de diferentes ingredientes activos en
aislamientos de Botrytis cinerea en el primer campo convencional - segunda colecta

(noviembre)

Se evaluaron 50 aislamientos monospdéricos de un campo convencional ubicado en el distrito
de Viru. La segunda colecta fue realizada a fines del mes de noviembre. Con respecto al
primer parametro evaluado (PIM), este fue obtenido a las 48 horas después de la siembra de
Botrytis cinerea en los medios envenenados. Con los resultados del crecimiento diametral
promedio en los diferentes tratamientos y sus respectivos controles, se calcul6 el porcentaje
de inhibicion micelial de cada aislamiento (Anexo 9). Los valores promedios del porcentaje
de inhibicidén micelial por tratamiento se muestran en la Tabla 5. De acuerdo al analisis de
varianzay la comparacion de medias Tukey con un nivel de significancia de 0.05 (Anexo 10
y Anexo 11), se puede concluir que existen diferencias significativas para los tratamientos
con respecto al PIM. Los valores del crecimiento diametral detallados por aislamiento se
encuentran expresados en milimetros y se pueden observar en el Anexo 12 con su respectivo

analisis de varianza y comparacion de medias (Anexo 13y 14).

Dentro de los ingredientes activos, los medios envenenados que presentaron el mayor
promedio del crecimiento del micelio fueron el T7: iprodione y T1: azoxystrobin con un
promedio de 9.96 mm y 9.07 mm, respectivamente; ambos tratamientos no presentaron
diferencias estadisticas. Contrariamente, los tratamientos restantes presentaron valores
menores en el crecimiento micelial: el menor crecimiento del micelio fue observado en el
T6: fludioxonil con un didmetro promedio de 0.05 mm. Los tratamientos T5: fenhexamid
con 0.23 mm de diametro, T2: boscalid con un didmetro promedio de 1.47 mm y T8:
pyrimethanil con 1.53 mm no presentaron diferencias estadisticas. El tratamiento T4:
difenoconazole presentd 2.83 mm de didmetro promedio y finalmente el T3: cyprodinil 4.61

mm.

42



Tabla 5: Promedio de diametros del micelio de todos los aislamientos de Botrytis cinerea
provenientes del primer campo convencional - segunda colecta y su porcentaje de inhibicion

micelial en los medios envenenados 48 horas después de la siembra de conidias.

Tratamiento Ingrediente Activo Diametro de Porcentaje de Inhibicién de
Micelio (mm) Crecimiento Micelial (PIM)

1 Azoxystrobin 9.072 59.08 d

2 Boscalid 1.47° 93.49 ab

3 Cyprodinil 4.61° 79.85 c

4 Difenoconazole 2.83¢ 87.72 bc

5 Fenhexamid 0.23¢ 98.90 a

6 Fludioxonil 0.05¢ 99.75 a

7 Iprodione 9.96? 55.91 d

8 Pyrimethanil 1.53¢ 93.25 ab

*Meétodo para comparaciones multiples de Tukey del crecimiento micelial de B. cinerea
(mm) con un factor de confianza de 0.05; por lo cual las medias que no comparten misma
letra son significativamente diferentes.

*PIM: Porcentaje de Inhibicion de Crecimiento Micelial (%)

* 2. Aislamientos sembrados en PDA, didmetro micelial del tratamiento control = 22.7mm
* b Aislamientos sembrados en YEA, diametro micelial del tratamiento control = 22.5 mm

* ¢ Aislamientos sembrados en CZA, didmetro micelial del tratamiento control = 22.3 mm

= d: Ajslamientos sembrados en MEA, diametro micelial del tratamiento control = 21.5 mm

Segun los resultados del diagrama de cajas (Fig. 11) se puede destacar lo siguiente: los
tratamientos T1: azoxystrobin y T7: iprodione presentan un amplio rango del porcentaje de
inhibicion micelial, donde el valor minimo y méaximo del tratamiento 1 fue 17.05% y 100%,

respectivamente; y el valor minimo y méaximo del tratamiento 7 fue 13.8% y 100%,
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respectivamente. Los tratamientos T3: cyprodinil, T4: difenoconazole y T2: boscalid
muestran un rango de porcentaje de inhibicion mas reducido en comparacion al T1:
azoxystrobin y T7: iprodione y presentaron valores minimos de 50.81%, 64.5% y 78.76%,
respectivamente; el valor maximo en los tres tratamientos fue 100%. En el caso del T4:
boscalid, se presentaron cuatro valores atipicos de 59.67, 68.27, 69 y 70.85%. Finalmente,
en los tratamientos T5: fenhexamid, T6: fludioxonil y T8: pyrimethanil, gran parte de la
poblacion evaluada alcanz6 el 100% de inhibicion micelial, es decir en estos tres
tratamientos mencionados no presentaron crecimiento del micelio a las 48 horas después de
realizar la siembra. La frecuencia poblacional es la siguiente: T5 (96% de la poblacion
evaluada inhibida por el fungicida), T6 (98% de la poblacién evaluada inhibida por el

fungicida) y T8 (92% de la poblacion evaluada inhibida por el fungicida).
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Figura 11. Comparacion del rango del porcentaje de inhibicion micelial de cincuenta aislamientos de Botrytis cinerea a diferentes fungicidas

dentro del primer campo convencional - segunda colecta (noviembre).



4.2.3. Porcentaje de inhibiciébn micelial de diferentes ingredientes activos en
aislamientos de Botrytis cinerea en el segundo campo convencional - primera colecta

(agosto)

Se evaluaron 50 aislamientos monospdricos del campo convencional ubicado en el distrito
de Chao. La primera colecta fue realizada a fines del mes de agosto. Con respecto al primer
parametro evaluado (P1M), este fue obtenido a las 48 horas después de la siembra de Botrytis
cinerea en los medios envenenados. Con los resultados del crecimiento diametral promedio
en los diferentes tratamientos y sus respectivos controles, se calculé el porcentaje de
inhibicion micelial por aislamiento evaluado (Anexo 15). Los valores promedios del
porcentaje de inhibicion micelial por tratamiento se muestran en la Tabla 6. De acuerdo al
analisis de varianza y la comparacion de medias Tukey con un nivel de significancia de 0.05
(Anexo 16 y Anexo 17), se puede concluir que existen diferencias significativas para los
tratamientos con respecto al PIM. Los valores del crecimiento diametral detallados por
aislamiento se encuentran expresados en milimetros y se pueden observar en el Anexo 18

con su respectivo analisis de varianza y comparacion de medias (Anexo 19 y Anexo 20).

Dentro de los fungicidas, los medios envenenados que presentaron el mayor promedio del
crecimiento diametral del micelio fueron el T7: iprodione con un promedio de 7.76 mm,
contintia el T1: azoxystrobin con 7.66 mm de promedio, ambos tratamientos no presentaron
diferencias estadisticas. El T3: cyprodinil presenté un diametro de 4.17 mm y T2: boscalid
con 2.61 mm de promedio del crecimiento, ambos tratamientos no presentaron diferencias
estadisticas. Finalmente, los ingredientes que presentaron el menor crecimiento diametral
del micelio fueron: el tratamiento T5: fenhexamid con un diametro promedio de 0.18 mm,
seguido se encuentra el T6: fludioxonil con 0.2 mm de didmetro, el T8: pyrimethanil con un
promedio de 0.57 mm y por ultimo, el T4: difenoconazole con un didmetro promedio de 0.67

mm, los tratamientos T5, T6, T8 y T4 no presentaron diferencias estadisticas.
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Tabla 6: Promedio de diametros del micelio de aislamientos de todos los aislamientos de
Botrytis cinerea provenientes del segundo campo convencional - primera colecta y su
porcentaje de inhibicion micelial en los medios envenenados a las 48 horas de la siembra de

conidias.

Tratamiento Ingrediente Activo Diém.etro de PorC(-ant-aje de I.nhi.bicién de
Micelio (mm) Crecimiento Micelial (PIM)

1 Azoxystrobin 7.662 64.76 d

2 Boscalid 2.61° 88.57 bc

3 Cyprodinil 4.17° 80.77 C

4 Difenoconazole 0.68? 96.88 ab

5 Fenhexamid 0.18¢ 99.24 a

6 Fludioxonil 0.2¢ 99.70 a

7 Iprodione 7.762 63.8 d

8 Pyrimethanil 0.57¢ 97.32 ab

*Meétodo para comparaciones multiples de Tukey del crecimiento micelial de B. cinerea
(mm) con un factor de confianza de 0.05; por lo cual las medias que no comparten misma
letra son significativamente diferentes.

* PIM: Porcentaje de Inhibicion de Crecimiento Micelial (%)

* 2. Aislamientos sembrados en PDA, didmetro micelial del tratamiento control = 21.5 mm
* b Ajslamientos sembrados en YEA, diametro micelial del tratamiento control = 22.6 mm

* C: Aislamientos sembrados en CZA, diametro micelial del tratamiento control = 21.6 mm

* d: Ajslamientos sembrados en MEA, diametro micelial del tratamiento control = 20.9 mm

Segun los resultados del diagrama de cajas (Fig. 12) se puede observar lo siguiente: el T1:
azoxystrobin presenta una gran variabilidad en el porcentaje de inhibicion micelial, donde el

valor minimo fue 5.66% y el valor maximo presentado fue 100%. EI T7: iprodione muestra
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un rango de porcentaje mas reducido que el azoxystrobin, donde el valor minimo fue 34.54%
y el valor maximo fue 100% de inhibicién micelial. Ademas, el T7 presenté seis valores
atipicos, 8.82, 12.85, 20.26, 20.85, 26.14 y 31.98%. El T2: boscalid presenté un rango de
porcentaje de inhibicién més corto que el iprodione y posee como valor minimo y maximo
a 49.13% y 100%, respectivamente. El T3: cyprodinil evidencié un rango de porcentaje
ligeramente més reducido que el boscalid, donde el valor minimo fue 57.69% vy valor
méaximo de 100%, y present6 cinco valores atipicos 28.62, 42.5, 48.44, 49.75 y 53.93%.
Ambos tratamientos T2 y T3 no presentaron diferencias estadisticas entre ellos. Finalmente,
en el tratamiento T4: difenoconazole, el 72% de la poblacion evaluada es inhibida en su
totalidad frente a este fungicida. Ademas, en los tratamientos T5, T6 y T8, la gran mayoria
de la poblacion de Botrytis evidenci6 una inhibicion del 100% en el crecimiento micelial en
la siguiente frecuencia poblacional: T5 (96% de la poblacion inhibida), T6 (98% de la
poblacién inhibida) y T8 (96 % de la poblacion inhibida).
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Figura 12. Comparacion del rango del porcentaje de inhibicion micelial de cincuenta aislamientos de Botrytis cinerea a diferentes fungicidas

dentro del segundo campo convencional - primera colecta (agosto).



4.2.4. Porcentaje de inhibicidbn micelial de diferentes ingredientes activos en
aislamientos de Botrytis cinerea en el segundo campo convencional - segunda colecta

(noviembre)

Se evaluaron 50 aislamientos monospdricos del campo convencional ubicado en el distrito
de Chao. La segunda colecta fue realizada a fines del mes de noviembre. Con respecto al
primer parametro evaluado (PIM), este fue obtenido a las 48 horas después de la siembra de
Botrytis cinerea en los medios envenenados. Con los resultados del crecimiento diametral
promedio en los diferentes tratamientos y sus respectivos controles, se calcul6 el porcentaje
de inhibicion micelial por aislamiento evaluado (Anexo 21). Los valores promedios del
porcentaje de inhibicion micelial por tratamiento se muestran en la Tabla 7. De acuerdo al
analisis de varianza y la comparacion de medias Tukey con un nivel de significancia de 0.05
(Anexo 22 y Anexo 23), se puede concluir que existen diferencias significativas para los
tratamientos con respecto al PIM. Los valores del crecimiento diametral detallados por
aislamiento se encuentran expresados en milimetros y se pueden observar en el Anexo 24

con su respectivo analisis de varianza y comparacion de medias (Anexo 25y Anexo 26).

Dentro de los fungicidas, los medios envenenados que presentaron el mayor promedio del
crecimiento diametral del micelio fueron el T1: azoxystrobin con un promedio de 9.67 mm,
seguido del T7: iprodione con 6.24 mm de promedio y por ultimo el T2: boscalid con 5.97
mm de didmetro promedio. Los tratamientos T7: boscalid y T2: boscalid no presentan
diferencias significativas entre ellos. EI T3: cyprodinil presentd un crecimiento diametral
promedio de 2.62 mm, continGa el T4: difenoconazole con un didmetro promedio de 1.35
mm, ambos tratamientos no presentan diferencias estadisticas. Finalmente, los ingredientes
activos que evidenciaron un crecimiento diametral promedio de 0 mm fueron los

tratamientos: T5: fenhexamid, T6: fludioxonil y T8: pyrimethanil.
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Tabla 7: Promedio de didmetro del micelio de todos los aislamientos de Botrytis cinerea
provenientes del segundo campo convencional - segunda colecta y su porcentaje de

inhibicién micelial en los medios envenenados a las 48 horas dias de la siembra de conidias.

Tratamiento Ingrediente Activo Diametro de Porcentaje de Inhibicién de
Micelio (mm) Crecimiento Micelial (PIM)

1 Azoxystrobin 9.672 58.35 d

2 Boscalid 5.97 75.31 c

3 Cyprodinil 2.62¢ 88.4 b

4 Difenoconazole 1.352 94.24 ab

5 Fenhexamid 0d 100 a

6 Fludioxonil 0 100 a

7 Iprodione 6.242 72.87 c

8 Pyrimethanil 0° 0 a

*Meétodo para comparaciones multiples de Tukey del crecimiento micelial de B. cinerea
(mm) con un factor de confianza de 0.05; por lo cual las medias que no comparten misma
letra son significativamente diferentes.

* PIM: Porcentaje de Inhibicion de Crecimiento Micelial

* 2. Aislamientos sembrados en PDA, didmetro micelial del tratamiento control = 23.3 mm
* b Aislamientos sembrados en YEA, diametro micelial del tratamiento control = 24.3 mm

* ¢ Aislamientos sembrados en CZA, didmetro micelial del tratamiento control = 21.9 mm

= d: Ajslamientos sembrados en MEA, diametro micelial del tratamiento control = 22.5 mm

Segun los resultados del diagrama de cajas (Fig. 13) se puede observar lo siguiente: los
tratamientos T1: azoxystrobin, T2: boscalid y T7: iprodione presentan una amplia
distribucion en el rango de porcentaje de inhibicion micelial. El rango de porcentaje de

inhibicidn del T7 es el mas amplio de los tres tratamientos expuestos y su valor minimo fue
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20.04%. El T1 presenté un rango de porcentaje ligeramente menor que el T7 y su valor
minimo de 23.41 %. En el T2 el rango de porcentaje de inhibicion es ligeramente méas
reducido que el T1, donde el valor minimo fue 30.41%. Para el T3: cyprodinil, el valor
minimo fue 74.85% y valor maximo de 100%; ademas se presento un Unico valor atipico de
71.79%. El T4: difenoconazole presenta un rango reducido de porcentaje de inhibicion
micelial, donde el 75% de la poblacién evaluada se ubica entre el 80.95 y 100% de PIM.
Finalmente, los tratamientos T5: Fenhexamid, T6: fludioxonil y T8: pyrimethanil, los
cincuenta aislamientos de Botrytis cinerea evidenciaron un 100% de inhibicion micelial ante
estos ingredientes activos. Es decir, no presentaron crecimiento del micelio a las 48 horas
después de realizar la siembra. Los tratamientos T4, T5, T6 y T8 no presentan diferencias

estadisticas entre ellas.
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del segundo campo convencional - segunda colecta (noviembre).



4.2.5. Porcentaje de inhibicibn micelial de diferentes ingredientes activos en

aislamientos de Botrytis cinerea en el campo organico - primera colecta (agosto)

Se evaluaron 50 aislamientos monospdricos del campo organico ubicado en el distrito de
Chao. La primera colecta fue realizada a fines del mes de agosto. Con respecto al primer
parametro evaluado (PIM) obtenido a las 48 horas después de la siembra de Botrytis cinerea
en los medios envenenados. Con los resultados del crecimiento diametral promedio en los
diferentes tratamientos y sus respectivos controles, se calcul6 el porcentaje de inhibicion
micelial a cada aislamiento estudiado (Anexo 27). Los valores promedios del porcentaje de
inhibicion micelial por tratamiento se muestran en la Tabla 8. De acuerdo al analisis de
varianzay la comparacion de medias Tukey con un nivel de significancia de 0.05 (Anexo 28
y Anexo 29), se puede concluir que existen diferencias significativas para los tratamientos
con respecto al PIM. Los valores del crecimiento diametral detallados por aislamiento se
encuentran expresados en milimetros y se pueden observar en el Anexo 30 con su respectivo

analisis de varianza y comparacion de medias (Anexo 31 y Anexo 32).

Dentro de los fungicidas, los medios envenenados que presentaron el mayor crecimiento
diametral del micelio fueron el T7: iprodione con un promedio de 7.23 mm y seguido del
T1: azoxystrobin con 6.17 mm de didmetro promedio, ambos tratamientos no presentaron
diferencias estadisticas entre ellos. El tratamiento T3: cyprodinil presentd 3.82 mm de
diametro. Por ultimo, los tratamientos que presentaron el menor crecimiento diametral
fueron T2: boscalid con 0.44 mm de didmetro, T4: difenoconazole con 0.96 mm de didmetro.
Los cincuenta aislamientos estudiados no presentaron crecimiento micelial frente a los
tratamientos T5: fenhexamid, T6: fludioxonil y T8: pyrimethanil. Los tratamientos descritos

T4,T2, T5, T6 y T8 no presentaron diferencias significativas entre ellos.
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Tabla 8: Promedio de didmetro del micelio de todos los aislamientos de Botrytis cinerea
provenientes del campo orgénico - primera colecta y su porcentaje de inhibicion micelial en

los medios envenenados a las 48 horas de la siembra de conidias.

Tratamiento Ingrediente Activo Diém'etro de Porc?nt-aje de Ihhipicién de
Micelio (mm) Crecimiento Micelial (PIM)

1 Azoxystrobin 6.172 72.41 c

2 Boscalid 0.44" 98.02 a

3 Cyprodinil 3.82¢ 83.12 a

4 Difenoconazole 0.96% 95.49 a

5 Fenhexamid 0d 100 a

6 Fludioxonil 0 100 a

7 Iprodione 7.232 66.93 c

8 Pyrimethanil 0° 100 a

*Método para comparaciones multiples de Tukey del crecimiento micelial de B. cinerea
(mm) con un factor de confianza de 0.05; por lo cual las medias que no comparten misma
letra son significativamente diferentes.

* PIM: Porcentaje de Inhibicion de Crecimiento Micelial

* & Aislamientos sembrados en PDA, diametro micelial del tratamiento control = 22.4 mm
* b Ajslamientos sembrados en YEA, diametro micelial del tratamiento control = 22.2 mm

* C: Aislamientos sembrados en CZA, diametro micelial del tratamiento control = 22.7 mm

* d: Ajslamientos sembrados en MEA, diametro micelial del tratamiento control = 21.6mm

Segun los resultados del diagrama de cajas (Fig. 14) se puede observar lo siguiente: los
tratamientos T1: azoxystrobin y T7: iprodione presentan un amplia distribucion del
porcentaje de inhibiciébn micelial, siendo los valores minimos 45.68 y 22.90%,

respectivamente, y los valores maximo de 100%; sin embargo, la diferencia entre ambos
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tratamientos se da en la concentracion de los valores del porcentaje de inhibicién micelial,
en el caso del T1, la mitad de la poblacion evaluada se encuentra entre el 68.7 y 83.63% y
para el T7, el 75% de la poblacion se encuentra entre los limites 51.15 y 98.95%. EI T3:
cyprodinil evidencia un rango de inhibicion micelial mas reducido que el azoxystrobin e
iprodione, donde el valor minimo fue 65.41% y 100% fue el valor maximo; ademas presentd
tres valores atipicos: 56.58, 58.98 y 60.55%. El T4: difenoconazole present6 un rango de
porcentaje notablemente reducido con un valor minimo de 88.04% y méximo de 100% de
inhibicion micelial con diez valores atipicos por debajo del valor minimo. Por ultimo, la
poblacién de 50 aislamientos de Botrytis cinerea evaluados frente a los tratamientos T2:
boscalid, T5: fenhexamid, T6: fludioxonil y T8: pyrimethanil evidenciaron el 100% de
inhibicion micelial, con una excepcion en el T2, donde se presentaron nueve valores atipicos
que varian entre 82,45y 92.23%. Los tratamientos T2, T3, T4, T5, T6 y T8 no presentaron

diferencias estadisticas.
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Figura 14. Comparacion del rango del porcentaje de inhibicion micelial de cincuenta aislamientos de Botrytis cinerea a diferentes fungicidas

dentro del campo organico - primera época de colecta (agosto).



4.2.6. Porcentaje de inhibicibn micelial de diferentes ingredientes activos en

aislamientos de Botrytis cinerea en el campo organico - segunda colecta (noviembre)

Se evaluaron 50 aislamientos monosparicos del campo convencional ubicado en el distrito
de Chao. La primera colecta fue realizada a fines del mes de agosto. Con respecto al primer
pardmetro evaluado (P1M), este fue obtenido a las 48 horas después de la siembra de Botrytis
cinerea en los medios envenenados. Con los resultados del crecimiento diametral promedio
en los diferentes tratamientos y sus respectivos controles, se calculd el porcentaje de
inhibicion micelial de cada aislamiento (Anexo 33). Los valores promedios del porcentaje
de inhibicion micelial por tratamiento se muestran en la Tabla 9. De acuerdo al analisis de
varianzay la comparacion de medias Tukey con un nivel de significancia de 0.05 (Anexo 34
y Anexo 35), se puede concluir que existen diferencias significativas para los tratamientos
con respecto al PIM. Los valores del crecimiento diametral detallados por aislamiento se
encuentran expresados en milimetros y se pueden observar en el Anexo 36 con su respectivo

analisis de varianza y comparacion de medias (Anexo 37 y Anexo 38).

Dentro de los fungicidas, el medio envenenado que presentd el mayor promedio del
crecimiento diametral del micelio fue el T1: azoxystrobin con 11.17 mm de promedio. Los
ingredientes que presentaron el menor crecimiento diametral fueron el primero fue el T7:
iprodione con 2.19 mm de didmetro promedio, en segundo lugar, se encuentra el T4:
difenoconazole con 2.3 mm de promedio, ambos tratamientos no presentaron diferencias
significativas. En tercer lugar, el T3: cyprodinil con 3.82 mm y por ultimo el T2: boscalid
con 4.34 mm de promedio. Los tratamientos T3y T2 no presentaron diferencias estadisticas.
Finalmente, la poblaciéon de 50 aislamientos de Botrytis no present6 crecimiento micelial
frente los tratamientos T5: fenhexamid, T6: fludioxonil y T8: pyrimethanil, los cuales no

presentaron diferencias estadisticas entre ellos.
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Tabla 9: Promedio de didametro del micelio de todos los aislamientos de Botrytis cinerea
provenientes del campo organico - segunda colecta y su porcentaje de inhibicion micelial en
los medios envenenados a los 2 dias de haber realizado la siembra de conidias.

Tratamiento Ingrediente Activo Diametro de Porcentaje de Inhibicién de
Micelio (mm) Crecimiento Micelial (PIM)

1 Azoxystrobin 11.178 51.08 d

2 Boscalid 4.34° 81.85 c

3 Cyprodinil 3.82¢ 84.17 bc

4 Difenoconazole 2.3 89.97 bc

5 Fenhexamide 0d 100 a

6 Fludioxonil 0 100 a

7 Iprodione 2.192 90.15 b

8 Pyrimethanil 0° 100 a

*Meétodo para comparaciones multiples de Tukey del crecimiento micelial de B. cinerea
(mm) con un factor de confianza de 0.05; por lo cual las medias que no comparten misma
letra son significativamente diferentes.

* PIM: Porcentaje de Inhibicion de Crecimiento Micelial

* 2 Aislamientos sembrados en PDA, diametro micelial del tratamiento control = 22.9 mm
* b Aislamientos sembrados en YEA, diametro micelial del tratamiento control = 23.6 mm

* ¢ Aislamientos sembrados en CZA, didmetro micelial del tratamiento control = 23.7 mm

= d: Ajslamientos sembrados en MEA, diametro micelial del tratamiento control = 21.9 mm

Segun los resultados del diagrama de cajas (Fig. 15) se puede destacar lo siguiente: el
tratamiento T1: azoxystrobin presenta un amplio rango del porcentaje de inhibicion micelial,
donde el valor minimo fue 10.69% y el valor maximo fue 100%. Los tratamientos T2:

boscalid y T7: iprodione, muestran una distribucién reducida a comparacion del
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azoxystrobin. EI T2 presentd como valor minimo y maximo del porcentaje de inhibicion a
45.85 y 100%. EI T7 presento el valor minimo de 46.9% vy el valor méximo de 100%.
Ademas, es importante mencionar que el 68% de la poblacion evaluada en el T7 evidencio
un 100% de inhibicion micelial. EI T4: difenoconazole y T3: cyprodinil presentaron un rango
reducido en comparacion de los tratamientos expuestos y en ambos no presentaron
diferencias estadisticas. El valor minimo del T4 y T3 fueron 66.29% y 74.34%,
respectivamente; y sus valores maximos fueron 100%. Cabe resaltar que en el T4 se observé
dos valores atipicos (61.72 'y 62.73%) y en el T3, cinco valores atipicos (45.9, 60.64, 66.33,
70.96, 73.8 y 100%). Por ultimo, en los tratamientos T5: fenhexamid, T6: fludioxonil y T8:
pyrimethanil, toda la poblacion de los 50 aislamientos de Botrytis cinerea evidenciaron un
100% de inhibicion micelial antes estos tres ingredientes activos, lo cual significa que no

hubo crecimiento del micelio a las 48 horas después de realizar la siembra.
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4.3. CARACTERIZACION FENOTIPICA DEL NIVEL DE SENSIBILIDAD DE LOS
AISLAMIENTOS DE Botrytis cinerea A DIFERENTES INGREDIENTES ACTIVOS
EN DOS CAMPOS BAJO SISTEMA DE MANEJO CONVENCIONAL Y UN
ORGANICO EN DOS EPOCAS DE COLECTA

4.3.1. Caracterizacion fenotipica del nivel de sensibilidad de los aislamientos de Botrytis
cinerea a diferentes ingredientes activos en el primer campo convencional - primera

colecta (agosto)

Se caracterizaron 50 aislamientos de Botrytis cinerea obtenidos del primer campo
convencional y en la primera colecta (agosto). Estos aislamientos fueron evaluados 96 horas
después de la siembra a diferentes medios envenenados segun el ingrediente activo. La
caracterizacion del nivel de sensibilidad se basé en la investigacion llevada a cabo por
Fernandéz-Ortufio (2014). Los resultados de la frecuencia de la poblacion caracterizada se
muestran en la Tabla 10. Adicionalmente, se describio la caracterizacion fenotipica de cada

aislamiento frente a todos los ingredientes activos en estudio en la Tabla 11.

En el grafico de columnas apiladas (Fig. 16), se describe como columna a cada ingrediente
activo el cual esta subdividido en categorias segun su nivel de sensibilidad: sensible, baja
resistencia, mediana resistencia y resistente. En el tratamiento T1: azoxystrobin, 48
aislamientos de B. cinerea se caracterizaron como resistentes (R) y los 2 restantes como
mediano resistente (MR). En el tratamiento T2: boscalid, 48 aislamientos de B. cinerea se
caracterizaron como resistentes (R), 1 aislamiento como mediano resistente (MR) y el Gltimo
como bajo resistente (BR). En el tratamiento T3: cyprodinil, 48 aislamientos fueron
resistentes (R) y 2 aislamientos evidenciaron mediana resistencia (MR). Respecto al
tratamiento T4: difenoconazole, 2 aislamientos se mostraron resistentes (R), 5 aislamientos
mostraron mediana resistencia (MR), 17 aislamientos con baja resistencia (BR) y 26
aislamientos fueron sensibles (S). En el tratamiento T5: fenhexamid, 41 aislamientos de B.
cinerea se caracterizaron como resistentes (R), 3 aislamientos mediano resistentes (MR), 17
aislamientos bajo resistente (BR) y 26 aislamientos como sensibles (S). Continuando con el
tratamiento T6: fludioxonil, 1 sélo aislamiento se caracterizd como resistente (R), 1

aislamiento bajo resistente (BR) y los 48 aislamientos restantes como sensibles (S). En el
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tratamiento T7: iprodione, 44 aislamientos se mostraron resistencia (R), 2 aislamientos como

mediano resistente (MR) y 4 aislamientos fueron sensibles (S).

Finalmente, en el tratamiento T8: pyrimethanil, 44 aislamientos de B. cinerea se mostraron

resistentes (R) y 6 aislamientos, sensibles (S).

Tabla 10: Frecuencia del nivel de sensibilidad de la poblacion de Botrytis cinerea aislado

del primer campo convencional - primera colecta (agosto)

Ingre(_jiente Nivel de sensibilidad
activo
S BR MR R
Azoxystrobin n=0 n=0 n=2 n=48
Boscalid n=0 n=1 n=1 n=48
Cyprodinil n=0 n=0 n=2 n=48
Difenoconazole n=26 n=17 n=>5 n=2
Fenhexamid n==6 n=0 n=3 n=41
Fludioxonil n=48 n=1 n=0 n=1
Iprodione n=4 n=0 n=2 n=44
Pyrimethanil n==6 n=0 n=0 n=44

*n: numero de aislamientos de Botrytis cinerea

* S: sensible, BR: baja resistencia, MR: mediana resistencia y R: resistencia
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Tabla 11: Perfil de Resistencia de los 50 aislamientos de Botrytis cinerea provenientes del

primer campo convencional - primera colecta.

Aislamiento Ingrediente activo

Az Bs Cp Dc Fh Fd Ip Pm

C1A1 AZR BsR CpR Dc>  FhMR Fd®S  IpR PmR
C1A2 AZR BsR CpR DcBR  FhMR FdS  IpR PmR
C1A3 AZR BsR CpR DcBR FhR FdS  IpR  PmR
C1A4 AZR BsR® CpR DcBR FhR  FdBR  IpR  PmR
C1A5 AZR BsR CpR DcS FhR FdS  IpR  PmR
C1A6 AZR BsR CpR DcBR FhR Fd> IpR  PmR
C1A7 AZR BsR CpR Dc® FhR Fd> 1IpR  PmR
C1A8 AR BsR CpR DcBR FhR Fd> 1IpR  PmR
C1A9 AR BsR CpR Dc® FhR Fd> 1IpR  PmR
C1A10 AZR BsR CpR DcS FhR FdS  IpR  PmR
C1A11 AZR BsR CpR DcS FhR FdS  IpR  PmR
C1A12 AZR BsR CpR DcS FhR FdS  IpR  PmR
C1A13 AZR BsR CpR DcS FhR FdS  IpR  PmR
C1A14 AZR BsR® CpR DcBR FhR FdS  IpR  PmR
C1A15 AR BsR Ccp® D FhWR Fd®  IpR  PmS
C1A16 AR BsSR Cp® D FhR Fd®  IpR PmR
C1A17 AR BsR Cp® DMR FhR Fd®  IpR PmR
C1A18 AR BsR  Cp® DMR FhR Fd®  IpR PmR
C1A19 AZR BsR CpR DcBR FhR FdS IpR  PmS

C1A20 AZR BsR CpR DcBR FhR Fd> IpR  PmR



ClA21

C1A22

C1A23

C1A24

C1A25

C1A26

C1A27

C1A28

C1A29

C1A30

ClA31

C1A32

C1A33

C1A34

C1A35

C1A36

C1A37

C1A38

C1A39

C1A40

C1A41

C1A42

C1A43

C1A44

C1A45

FhR
FhR
FhR
FhR
FhR
FhR
FhR
FhR
FhMR
FhR
FhR
FhR
FhR
FhR
FhR
FhR
FhR
FhR
FhR
FhR
Fh®
Fh®
FhS
FhR

Fh®

Fd®
Fd®
Fd®
Fd®
Fd®
Fd®
Fd®
Fd®
Fd®
Fd®
Fd®
Fd®
Fd°®
Fd®
Fd®
Fd®
Fd®
Fd®
Fd®
Fd®
Fd®
Fd®
Fd®
Fd®

Fd°



C1A46 AZR BsR CpR DcR FhS FdS  IpR  PmR

C1A47 AZR BsR CpR Dc® FhR Fd> 1IpR  PmR
C1A48 AZR BsR CpR Dc® FhR Fd> 1IpR  PmR
C1A49 AZR BsR CpR DcBR FhR Fd> 1IpR  PmR
C1A50 AZMR - BsMR o CpR DcMR FpS Fd> IpR  PmS

*Az: Azoxystrobin, Bs: Boscalid, Cp: Cyprodinil, Dc: Difenoconazole, Fh: Fenhexamid, Fd:
Fludioxonil, Ip: Iprodione y Pm: Pyrimethanil

* S: sensible, BR: baja resistencia, MR: mediana resistencia y R: resistencia
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Figura 16: Distribucién del nivel de sensibilidad de 50 aislamientos de Botrytis cinerea a diferentes ingredientes activos provenientes del primer

campo convencional - primera colecta, La libertad, Peru.



A continuacion, se detalla el porcentaje de aislamientos resistentes de una poblacién
compuesta por 50 aislamientos de B. cinerea frente a diversos ingredientes activos, como se

presenta en la Tabla 12 y Figura 17.

La poblacion de B. cinerea evaluada exhibié un elevado porcentaje de resistencia a los
ingredientes activos: azoxystrobin, boscalid y cyprodinil, alcanzando un 96% de
aislamientos clasificados como resistentes. Se observé que los ingredientes activos
iprodione, pyrimethanil y fenhexamid, registraron porcentajes de resistencia del 88, 88 y
82%, respectivamente. En contraste, se observo que dos ingredientes activos presentaron
valores en el porcentaje de resistencia muy bajos: difenoconazole, con sélo un 4% de
aislamientos resistentes, y el fludioxonil, que Unicamente presentd un porcentaje de

resistencia del 2%.

Tabla 12: Porcentaje de la poblacion de Botrytis cinerea clasificados como resistentes frente

a los ingredientes activos en el primer campo convencional - primera colecta

Ingrediente activo Porcentaje de aislamientos
clasificados como resistentes (%0)

Azoxystrobin 96
Boscalid 96
Cyprodinil 96
Difenoconazole 4
Fenhexamid 82
Fludioxonil 2
Iprodione 88
Pyrimethanil 88
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Figura 17: Porcentaje de la poblacion de Botrytis cinerea clasificados como resistentes frente a los ingredientes activos en el primer campo

convencional - primera colecta.



4.3.2. Caracterizacion fenotipica del nivel de sensibilidad de los aislamientos de Botrytis
cinerea a diferentes ingredientes activos en el primer campo convencional - segunda

colecta (noviembre)

Se caracterizaron 50 aislamientos de Botrytis cinerea obtenidos del primer campo
convencional y en la segunda colecta (noviembre). Estos aislamientos fueron evaluados 96
horas después de la siembra a diferentes medios envenenados segun el ingrediente activo.
La caracterizacion del nivel de sensibilidad se basé en la investigacion llevada a cabo por
Fernandéz-Ortufio (2014). Los resultados de la frecuencia de la poblacion caracterizada se
muestran en la Tabla 13. Adicionalmente, se describio la caracterizacion fenotipica de cada

aislamiento frente a todos los ingredientes activos en estudio en la Tabla 14.

En el grafico de columnas apiladas (Fig. 18), se describe como columna a cada ingrediente
activo el cual esta subdividido en categorias segun su nivel de sensibilidad: sensible, baja
resistencia, mediana resistencia y resistente. En el tratamiento T1: azoxystrobin, en el ctal
49 aislamientos de B. cinerea se caracterizaron como resistentes (R) y el restante como
mediano resistente (MR). Para el tratamiento T2: boscalid, 39 aislamientos de B. cinerea se
caracterizaron como resistentes (R), 8 aislamientos como mediano resistente (MR) y 3 como
sensibles (S). En el tratamiento T3: cyprodinil, se registraron 40 aislamientos resistentes (R),
7 aislamientos con mediana resistencia (MR), 2 aislamientos con baja resistencia (BR) y 1
aislamiento sensible (S). Respecto al tratamiento T4: difenoconazole, 30 aislamientos se
mostraron resistentes (R), 7 aislamientos mostraron mediana resistencia (MR), 2
aislamientos fueron bajo resistentes (BR) y 11 aislamientos se caracterizaron como sensibles
(S). En el tratamiento T5: fenhexamid, 4 aislamientos de B. cinerea se caracterizaron como
resistentes (R) y 26 aislamientos como sensibles (S). Continuando con el tratamiento T6:
fludioxonil, sélamente un aislamiento se caracterizd como resistente (R) y 49 aislamientos
como sensibles (S). Para el tratamiento T7: iprodione, 49 aislamientos se mostraron
resistentes (R) y el restante como sensible (S). Finalmente, en el tratamiento T8:
pyrimethanil, 4 aislamientos de B. cinerea se mostraron resistentes (R) y 46 aislamientos

sensibles (S).
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Tabla 13: Frecuencia del nivel de sensibilidad de la poblacion de Botrytis cinerea aislado

del primer campo convencional - segunda colecta (noviembre)

Ingrediente Activo

Categoria de la Sensibilidad

S BR MR R
Azoxystrobin n=0 n=0 n=1 n=49
Boscalid n=3 n=0 n=38 n=239
Cyprodinil n=1 n=2 n=7 n=40
Difenoconazole n=11 n=2 n=7 n=230
Fenhexamid n=46 n=0 n=0 n=4
Fludioxonil n=49 n=0 n=0 n=1
Iprodione n=1 n=0 n=0 n=49
Pyrimethanil n=46 n=0 n=0 n=4

*n: numero de aislamientos de Botrytis cinerea

* S: sensible, BR: baja resistencia, MR: mediana resistencia y R: resistencia
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Tabla 14: Perfil de Resistencia de los 50 aislamientos de Botrytis cinerea evaluados

pertenecientes al primer campo convencional - segunda colecta

Aislamiento Ingrediente Activo

Az Bs Cp Dc Fh Fd Ip Pr
C1A51 AZR BsR CpMR DcMR FhS  Fd® IpR  Pr®
C1A52 AZR BsR CpR Dc® FhS  Fd®> Ip> Pr®
C1A53 AZR BsR CpR Dc® FhS  Fd®> IpR  Pr®
C1A54 AzR Bs® CpR DcMR FhS  Fd®  IpR PrS
C1A55 AZR BsR CpR DcS FAR  FdS IpR  PIR
C1A56 AZR Bs? cCpM®  DAMR FhR Fd® IpR PR
C1A57 AZR BsR CpR DcS FhR  FdS  IpR  PIR
C1A58 AZR Bs® CpR DcR FhS  FdS IpR  Pr®
C1A59 AZR BsR CpR DcMR - FhS  Fd®  IpR PrS
C1A60 AZR BsR CpR DcR FhR  Fd>  IpR PR
C1A61 AZR BsR CpR DcR FhS  Fd®> IpR  Pr®
C1A62 AZR BsR CpR DcR FhS  Fd®> IpR  Pr®
C1A63 AZR BsR CpR DcMR FhS  FdS  IpR  PrS
C1A64 AZR BsR CpR DcS FhS  FdS IpR  Pr8
C1A65 AZR BsR CpMR DcR FhS  FdS IpR  Pr8
C1A66 AZR BsR CpMR DcR FhS  FdS IpR  Pr8
C1A67 AZR BsR  CpR DR FhS  FdS IpR P
C1A68 AZR BsR  CpR DR FhS  FdS IpR P

C1A69 AZR BsR CpR DcR FhS  FdS IpR  Pr®
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C1A95 AZR BsR CpR DcR FhS  FdS IpR  Pr®

C1A96 AZR BsR CpR DcR FhS  Fd®> IpR  Pr®
C1A97 AZR BsR CpMR Dc® FhS  Fd®> IpR  Pr®
C1A98 AZR BsR CpR DcR FhS  Fd®> IpR  Pr®
C1A99 AZR BsR CpR DcR FhS  Fd®> IpR  Pr®
C1A100 AZR BsR CpR DcR FhS  FdS IpR  Pr®

*Az: Azoxystrobin, Bs: Boscalid, Cp: Cyprodinil, Dc: Difenoconazole, Fh: Fenhexamid, Fd:
Fludioxonil, Ip: Iprodione y Pm: Pyrimethanil

* S: sensible, BR: baja resistencia, MR: mediana resistencia y R: resistencia
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Figura 18: Distribucién del nivel de sensibilidad de 50 aislamientos de Botrytis cinerea a diferentes ingredientes activos provenientes del primer
campo convencional - segunda colecta, La libertad, Per.



Continuando, se detalla el porcentaje de aislamientos resistentes de una poblacién compuesta
por 50 aislamientos de B. cinerea frente a diversos ingredientes activos, como se presenta en
la Tabla 15 y Figura 19.

La poblacion evaluada exhibié un elevado porcentaje de resistencia a los ingredientes
activos: azoxystrobin e iprodione, alcanzando un 98% de aislamientos caracterizados como
resistentes. Se observé que los ingredientes activos cyprodinil, boscalid y difenoconazole;
registraron porcentajes de resistencias del 80, 76 y 60%, respectivamente. En contraste, se
destacan tres ingredientes activos con una baja porcentaje de resistencia: fenhexamid y
pyrimethanil, con un 8% de aislamientos resistentes frente a ambos fungicidas; por ultimo,

el fludioxonil tnicamente presentd un porcentaje de resistencia del 2%.

Tabla 15: Porcentaje de la poblacion de Botrytis cinerea clasificados como resistentes frente

a los ingredientes activos en el primer campo convencional - segunda colecta

Ingrediente activo Porcentaje de aislamientos
caracterizados como resistentes (%)

Azoxystrobin 98
Boscalid 76
Cyprodinil 80
Difenoconazole 60
Fenhexamid 8
Fludioxonil 2
Iprodione 98
Pyrimethanil 8
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Figura 19: Porcentaje de la poblacion de Botrytis cinerea clasificados como resistentes frente a los ingredientes activos en el primer campo

convencional - segunda colecta.



4.3.3. Caracterizacion fenotipica del nivel de sensibilidad de los aislamientos de Botrytis
cinerea a diferentes ingredientes activos en el segundo campo convencional - primera

colecta (agosto)

Se caracterizaron 50 aislamientos de Botrytis cinerea obtenidos del segundo campo
convencional y en la primera colecta (agosto). Estos aislamientos fueron evaluados 96 horas
después de la siembra a diferentes medios envenenados segun el ingrediente activo. La
caracterizacion del nivel de sensibilidad se baso en la investigacion llevada a cabo por
Fernandéz-Ortufio (2014). Los resultados de la frecuencia de la poblacion caracterizada se
muestran en la Tabla 16. Adicionalmente, se describi0 la caracterizacion fenotipica de cada

aislamiento frente a todos los ingredientes activos en estudio en la Tabla 17.

En el gréafico de columnas apiladas (Fig. 20), se describe como columna a cada ingrediente
activo el cual esta subdividido en categorias segun su nivel de sensibilidad: sensible, baja
resistencia, mediana resistencia y resistente. El tratamiento T1: azoxystrobin, en el clal 48
aislamientos de B. cinerea se caracterizaron como resistentes (R), 1 mostr6 mediana
resistencia (MR) y el Gltimo como bajo resistente (BR). Para el tratamiento T2: boscalid, 40
aislamientos de B. cinerea se caracterizaron como resistentes (R), 7 aislamientos como
mediano resistente (MR) y 3 como sensibles (S). En el tratamiento T3: cyprodinil, 40
aislamientos se comportaron como resistentes (R), 9 aislamientos fueron medianamente
resistentes (MR) y 1 aislamiento mostrd baja resistencia (BR). Respecto al tratamiento T4:
difenoconazole, 4 aislamientos se mostraron resistentes (R), 14 aislamientos fueron mediano
resistentes (MR), 7 aislamientos presentaron baja resistencia (BR) y 25 aislamientos se
comportaron como sensibles (S). En el tratamiento T5: fenhexamid, 2 aislamientos de B.
cinerea se caracterizaron como resistentes (R) y 48 aislamientos como sensibles (S).
Continuando con el tratamiento T6: fludioxonil, s6lamente un aislamiento se caracterizo
como resistente (R), un aislamiento como bajo resistente (BR) y 48 aislamientos fueron
sensibles (S). Para el tratamiento T7: iprodione, 42 aislamientos se mostraron resistentes (R),
1 aislamiento bajo resistente (BR) y los 7 aislamientos restantes como sensible (S).
Finalmente, en el tratamiento T8: pyrimethanil, 3 aislamientos de B. cinerea se mostraron
resistentes (R), 1 aislamiento se mostro bajo resistente (BR) y 46 aislamientos fueron

sensibles (S).
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Tabla 16: Frecuencia del nivel de sensibilidad de la poblacion de Botrytis cinerea aislado

del segundo campo convencional - primera colecta (agosto)

Ingrediente Activo Categoria de la Sensibilidad
S BR MR R

Azoxystrobin n=0 n=1 n=1 n=48
Boscalid n=3 n=0 n=7 n=140
Cyprodinil n=0 n=1 n=9 n=40
Difenoconazole n=25 n=7 n=14 n=4
Fenhexamid n=48 n=0 n=0 n=2
Fludioxonil n=48 n=1 n=0 n=1
Iprodione n=7 n=1 n=0 n=42
Pyrimethanil n =46 n=1 n=0 n=3

*n: numero de aislamientos de Botrytis cinerea

* S: sensible, BR: baja resistencia, MR: mediana resistencia y R: resistencia

79



Tabla 17: Perfil de Resistencia de los 50 aislamientos de Botrytis cinerea pertenecientes al

segundo campo convencional - primera colecta

Aislamiento Ingrediente Activo
Az Bs Cp Dc Fh Fd Ip Pr

C2A1 AZR BsMR  CpR Dc®  Fh®  Fd® IR Pr®
C2A2 AZR BsR CpM® D¢ Fh®  Fd® IR Prs
C2A3 AZR BsR CpR  DcMR Fh®  FdR Ip® Prs
C2A4 AzMR  BsMR - CpMR D¢  Fh®  Fd®  IpBR  Pr®
C2A5 AZR BsR CpMR D¢ Fh®  FdS IR Pr8
C2A6 AZR BsR cp®  DCMR FhS  FdS IR Pr8
C2A7 AZR BsR CpR DcBR  FhS  Fd® IR Pr8
C2A8 AZR BsR CpR DcBR  FhS  Fd® IR Pr8
C2A9 AR BsR CpR Dc®>  Fh®  Fd® IR Prs
C2A10 AR BsR Co®R DcMR FhS  Fd® IR Prs
C2A11 AR BsR Co®R DcMR FhS  Fd® IR Prs
C2A12 AR Bs* CpM® DcMR  FhS  Fd® IpR  PrER
C2A13 AZR BsMR  CcpMR  DcMR  FhS  FdS IR Pr8
C2A14 AZR BsR CpR Dc®  FhS  FdS IR Pr8
C2A15 AZR Bs®R CpMR DcBR  Fh®  FdS IR Pr8
C2A16 AZR BsR CpR Dc®  FhS  FdS IR Pr8
C2A17 AR Bs®  CpR DM FhS  FdS  IpR S
C2A18 AR BsR CpM® D¢ Fh®  Fd® IR Prs
C2A19 AR Bs®  CpR DR FhS  FdBR  |pS  prS

C2A20 AZR BsMR  CpR DcBR  FhS  Fd® IR Pr®
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C2A46 AZR BsR CpR DR Fh®  FdS IR Pr8

C2A47 AZR BsMR  CpMr D¢ Fh®  Fd® IR Pr®
C2A48 AZR BsR CpR DR Fh®  Fd® IR Pr®
C2A49 AZR BsR CpR Dc®  Fh®  Fd® IR Pr®
C2A50 AZR BsR CpR DcBR  FhS  Fd® Ip® Prs

*Az: Azoxystrobin, Bs: Boscalid, Cp: Cyprodinil, Dc: Difenoconazole, Fh: Fenhexamid, Fd:
Fludioxonil, Ip: Iprodione y Pm: Pyrimethanil

* S: sensible, BR: baja resistencia, MR: mediana resistencia y R: resistencia
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Figura 20: Distribucion del nivel de sensibilidad de 50 aislamientos de Botrytis cinerea a diferentes ingredientes activos provenientes del
segundo campo convencional - primera colecta, La libertad, Perd.



Continuando, se detalla el porcentaje de resistencia de una poblacion compuesta por 50
aislamientos de B. cinerea frente a diversos ingredientes activos, como se presenta en la
Tabla 18 y Figura 21.

La poblaciéon de B. cinerea evaluada evidencio un elevado porcentaje de resistencia al
ingrediente activo azoxystrobin, siendo el 96% de la poblacion clasificada como resistente.
Se observd que los ingredientes activos iprodione, boscalid y cyprodinil, registraron un
porcentaje de resistencia del 84, 80 y 80%, respectivamente. Por el contrario, se destacan
cuatro ingredientes activos con un bajo porcentaje de resistencia: difenoconazole (8% de

aislamientos resistentes) y el fludioxonil, con tan solo un 2% de aislamientos resistentes.

Tabla 18: Porcentaje de la poblacion de Botrytis cinerea clasificados como resistentes frente

a los ingredientes activos en el segundo campo convencional - primera colecta

Ingrediente activo Porcentaje de aislamientos
caracterizados como resistentes (%)

Azoxystrobin 96
Boscalid 80
Cyprodinil 80
Difenoconazole 8
Fenhexamid 4
Fludioxonil 2
Iprodione 84
Pyrimethanil 6
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Figura 21: Porcentaje de la poblacion de Botrytis cinerea clasificados como resistentes frente a los ingredientes activos en el segundo campo

convencional - primera colecta.



4.3.4. Caracterizacion fenotipica del nivel de sensibilidad de los aislamientos de Botrytis
cinerea a diferentes ingredientes activos en el segundo campo convencional - segunda

colecta (noviembre)

Se caracterizaron 50 aislamientos de Botrytis cinerea obtenidos del primer campo
convencional y en la segunda colecta (noviembre). Estos aislamientos fueron evaluados 96
horas después de la siembra a diferentes medios envenenados segun el ingrediente activo.
La caracterizacion del nivel de sensibilidad se basé en la investigacion llevada a cabo por
Fernandéz-Ortufio (2014). Los resultados de la frecuencia de la poblacion caracterizada se
muestran en la Tabla 19. Adicionalmente, se describi0 la caracterizacidn fenotipica de cada

aislamiento frente a todos los ingredientes activos en estudio en la Tabla 20.

En el gréafico de columnas apiladas (Fig. 22), se describe como columna a cada ingrediente
activo el cual esta subdividido en categorias segun su nivel de sensibilidad: sensible, baja
resistencia, mediana resistencia y resistente. En el tratamiento T1: azoxystrobin, toda la
poblacién evaluada (50 aislamientos de Botrytis cinerea) se caracterizaron como resistentes
(R). Para el tratamiento T2: boscalid, 43 aislamientos de B. cinerea se caracterizaron como
resistentes (R), 6 aislamientos como mediano resistente (MR) y el tltimo se caracteriz6 como
sensible (S). En el tratamiento T3: cyprodinil, 37 aislamientos se comportaron como
resistentes (R), 11 aislamientos fueron medianamente resistentes (MR) y 2 aislamientos
mostraron sensibilidad (S). Respecto al tratamiento T4: difenoconazole, 13 aislamientos se
mostraron resistentes (R), 20 aislamientos mostraron mediana resistencia (MR), 5
aislamientos fueron bajo resistentes (BR) y 12 aislamientos se comportaron como sensibles
(S). Continuando con los tratamientos T5: fenhexamid y T6: fludioxonil, los 50 aislamientos
de B. cinerea se caracterizaron como resistentes (R). Para el tratamiento T7: iprodione, 37
aislamientos se mostraron resistentes (R) y los 13 aislamientos restantes como sensibles (S).
Finalmente, en el tratamiento T8: pyrimethanil, 4 aislamientos de B. cinerea se mostraron

resistentes (MR) y 46 aislamientos se caracterizaron como sensibles (S).
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Tabla 19: Frecuencia del nivel de sensibilidad de la poblacion de Botrytis cinerea aislado

del segundo campo convencional - segunda colecta (noviembre)

Ingrediente Activo Categoria de la Sensibilidad
S BR MR R

Azoxystrobin n=0 n=0 n=0 n=>50
Boscalid n=1 n=0 n==6 n=43
Cyprodinil n=2 n=0 n=11 n =237
Difenoconazole n=12 n=5 n=20 n=13
Fenhexamid n=>50 n=0 n=0 n=0
Fludioxonil n=>50 n=0 n=0 n=0
Iprodione n=13 n=0 n=0 n=237
Pyrimethanil n =46 n=0 n=4 n=0

*n: numero de aislamientos de Botrytis cinerea

* S: sensible, BR: baja resistencia, MR: mediana resistencia y R: resistencia
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Tabla 20: Perfil de Resistencia de los 50 aislamientos de Botrytis cinerea provenientes del

segundo campo convencional - segunda colecta

Aislamiento Ingrediente Activo

Az Bs Cp Dc Fh Fd Ip Pr
C2A51 AZR  BsMR CpR Dc® FhS Fd®> 1p° Pr®
C2A52 AZR  BsMR CpR DcBR  Fh® Fd®> Ip°  Pr®
C2A53 AZR  BsMR CpR DMR FhS  Fd®  Ip®  PrS
C2A54 AZR BsR CpR DMR FhS  Fd®  IpR PrS
C2A55 AZR BsR CpMR Dc® FhS FdS IpR  PrS
C2A56 AR  BsR CpMR DcR FhS Fd® IpR  PrVR
C2A57 AZR BsR CpR DcR FhS FdS 1p5  PrS
C2A58 AZR BsR CpR DcMR - FhS  FdS  IpS  Pr®
C2A59 AZR BsR CpR DMR - FhS  Fd®  IpR PrS
C2A60 AZR  BsMR CpR DMR - FhS  Fd®  IpR PrS
C2A61 AZR BsR CpR DMR - FhS  Fd®  IpR PrS
C2A62 AZR BsR CpR Dc® FhS Fd®> Ip° Pr®
C2A63 AZR BsR Cp® DcMR - FhS  FdS  IpS  PrS
C2A64 AZR BsR CpR DcR FhS FdS IpR  PrS
C2A65 AR BsR CpM?  DcMR  FhS  FdS IpR  PrVR
C2A66 AZR BsR CpR DcBR FhS  FdS  IpR PrS
C2A67 AZR BsR CpMR DcR FhS Fd® IpR  Pr®
C2A68 AZR BsR CpR DcR FhS Fd® IpR  Pr®

C2A69 AZR BsR CpR DcR FhS FdS 1IpR  PrS
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C2A95 AZR BsR CpR Dc® FhS FdS 1IpR  PrS

C2A96 AZR BsR CpR DMR FhS  Fd®  IpR PrS
C2A97 AZR BsR CpR Dc® Fh® Fd®> IpR  Pr®
C2A98 AZR BsR CpMRr  DcMR Fh® Fd® IpR  Pr®
C2A99 AZR BsR CpR DMR FhS  Fd®  Ip®  PrS
C2A100 AZR BsR CpR Dc® FhS FdS 1IpR  PrS

*Az: Azoxystrobin, Bs: Boscalid, Cp: Cyprodinil, Dc: Difenoconazole, Fh: Fenhexamid, Fd:
Fludioxonil, Ip: Iprodione y Pm: Pyrimethanil

* S: sensible, BR: baja resistencia, MR: mediana resistencia y R: resistencia
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Figura 22: Distribucion del nivel de sensibilidad de 50 aislamientos de Botrytis cinerea a diferentes ingredientes activos provenientes del

segundo campo convencional - segunda colecta, La libertad, Peru.



A continuacion, se detalla el porcentaje de aislamientos resistentes de una poblacién
compuesta por 50 aislamientos de B. cinerea frente a diversos ingredientes activos, tal como

se presenta en la Tabla 21 y Figura 23.

La poblaciéon de B. cinerea evaluada evidencio un elevado porcentaje de resistencia al
ingrediente activo azoxystrobin, donde los 50 aislamientos evaluados se caracterizaron como
resistentes. El ingrediente activo boscalid registré un alto porcentaje de resistencia del 86%.
Se observo en los ingredientes activos cyprodinil, iprodione y difenoconazole, del 74, 74 'y
26%, respectivamente. Por el contrario, se resaltan tres ingredientes activos con nulo
porcentaje de resistencia: fenhexamid, fludioxonil y pyrimethanil, los cuales presentaron 0%

de aislamientos resistentes.

Tabla 21: Porcentaje de la poblacion de Botrytis cinerea clasificados como resistentes frente

a los ingredientes activos en el segundo campo convencional - segunda colecta.

Ingrediente activo Porcentaje de aislamientos
caracterizados como resistentes (%)

Azoxystrobin 100
Boscalid 86
Cyprodinil 74
Difenoconazole 26
Fenhexamid 0
Fludioxonil 0
Iprodione 74
Pyrimethanil 0
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Figura 23: Porcentaje de la poblacion de Botrytis cinerea clasificados como resistentes frente a los ingredientes activos en el segundo campo

convencional - segunda colecta.



4.3.5. Caracterizacion fenotipica del nivel de sensibilidad de los aislamientos de Botrytis

cinerea a diferentes ingredientes activos en el campo orgéanico - primera colecta (agosto)

Se caracterizaron 50 aislamientos de Botrytis cinerea obtenidos del campo organico y en la
primera colecta (agosto). Estos aislamientos fueron evaluados 96 horas después de la
siembra a diferentes medios envenenados segun el ingrediente activo. La caracterizacion del
nivel de sensibilidad se basé en la investigacion llevada a cabo por Fernandéz-Ortufio (2014).
Los resultados de la frecuencia de la poblacion caracterizada se muestran en la Tabla 22.
Adicionalmente, se describi0 la caracterizacion fenotipica de cada aislamiento frente a todos

los ingredientes activos en estudio en la Tabla 23.

En el gréafico de columnas apiladas (Fig. 24), se describe como columna a cada ingrediente
activo el cual esta subdividido en categorias segun su nivel de sensibilidad: sensible, baja
resistencia, mediana resistencia y resistente. En el tratamiento T1: azoxystrobin, el 98% de
la poblacion de Botrytis cinerea evaluada (49 aislamientos) se caracterizaron como
resistentes (R) y el tltimo como mediano resistente (MR). Para el tratamiento T2: boscalid,
23 aislamientos se caracterizaron como resistentes (R), 21 fueron mediano resistentes (MR),
4 aislamientos fueron bajo resistentes (BR) y 2 aislamientos mostraron sensibilidad (S). En
el tratamiento T3: cyprodinil, 36 aislamientos mostraron resistencia (R) y 14 evidenciaron
mediana resistencia (MR). Respecto al tratamiento T4: difenoconazole, 9 aislamientos se
mostraron resistentes (R), 12 aislamientos fueron mediano resistente (MR), 8 aislamientos
mostraron baja resistencia (BR) y 21 aislamientos se comportaron como sensibles (S). En el
caso del tratamiento T7: iprodione, 37 aislamientos se mostraron resistentes (R) y los 13
aislamientos restantes como sensibles (S). Por ultimo, en los tratamientos T5: fenhexamid,
T6: fludioxonil y T8: pyrimethanil, toda la poblacion evaluada, 50 aislamientos de Botrytis

cinerea se caracterizaron como resistentes (R).
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Tabla 22: Frecuencia del nivel de sensibilidad de la poblacion de Botrytis cinerea aislado

del campo orgéanico - primera colecta (agosto)

Ingrediente Activo Categoria de la Sensibilidad
S BR MR R

Azoxystrobin n=0 n=0 n=1 n=49
Boscalid n=2 n=4 n=21 n=23
Cyprodinil n=0 n=0 n=14 n =236
Difenoconazole n=21 n==8 n=12 n=9
Fenhexamid n=>50 n=0 n=0 n=0
Fludioxonil n=>50 n=0 n=0 n=0
Iprodione n=13 n=0 n=0 n=237
Pyrimethanil n=>50 n=0 n=0 n=0

*n: numero de aislamientos de Botrytis cinerea

* S: sensible, BR: baja resistencia, MR: mediana resistencia y R: resistencia
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Tabla 23: Perfil de Resistencia de los 50 aislamientos de Botrytis cinerea pertenecientes al

campo organico - primera colecta

Aislamiento Ingrediente Activo

Az Bs Cp Df Fh Fd Ip Pr
C3A1 AZMR BsBER CpR Dc® FhS  Fd®> IpR  PrS
C3A2 AZR BsR CpR DcMR FhS  Fd®  Ip®  PrS
C3A3 AZR BsR CpMR Dc®BR  Fh® Fd®> Ip° Pr®
C3A4 AZR BsR CpMRr DcMR Fh®  Fd® IpR  Pr®
C3A5 AZR BsR CpM®  DcMR  FhS  Fd® IpR  Pr®
C3A6 AZR BsR CpR DcS FhS FdS 1p° PrS
C3A7 AZR BsMR CpR DcS FhS FdS IpR  PrS
C3A8 AZR BsMR  CpMR DcS FhS FdS IpR  PrS
C3A9 AR BsR CpR DcMR FhS  FdS  Ip®  PrS
C3A10 AR BsMR CpR DcMR FhS  Fd®  IpR PrS
C3A11 AR BsR CpR DcBR  FhS  Fd® Ip®  PrS
C3A12 AR BsMR CpR DcBR  FhS  Fd® IpR  PrS
C3A13 AZR BsMR  CpMR DcS FhS FdS IpR  PrS
C3A14 AZR BsR CpR DcS FhS FdS Ip° PrS
C3A15 AZR BsR CpR DcMR FhS  FdS IpS  PrS
C3A16 AZR Bs® CpR DcBR  FhS  Fd®S  IpR Pr®
C3A17 AZR BsMR CpMR DcS Fhs FdS IpR Prs
C3A18 AR BsR CpR DcBR  FhS  Fd® Ip® PrS

C3A19 AZR BsR CpMR DcS FhS Fd> IpR  PrS
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C3A45 AZR BsMR  CpMR DcS FhS Fds IpR  PrS

C3A46 AZR BsR CpR DcMR FhS  Fd®  Ip®  Prd
C3A47 AZR BsMR CpR DcR Fh®  Fd®> IpR  Prs
C3A48 AZR BsMR CpR Dc® Fh®  Fd®> IpR  Prs
C3A49 AZR BsMR CpR DcR Fh®  Fd®> IpR  Prs
C3A50 AZR BsMR CpR DcS FhS FdS IpR  PrS

*Az: Azoxystrobin, Bs: Boscalid, Cp: Cyprodinil, Dc: Difenoconazole, Fh: Fenhexamid, Fd:
Fludioxonil, Ip: Iprodione y Pm: Pyrimethanil

* S: sensible, BR: baja resistencia, MR: mediana resistencia y R: resistencia
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Figura 24: Distribucién del nivel de sensibilidad de 50 aislamientos de Botrytis cinerea a diferentes ingredientes activos provenientes del campo

organico - primera colecta, La libertad, Peru.



A continuacion, se detalla el porcentaje de aislamientos resistentes de una poblacién
compuesta por 50 aislamientos de B. cinerea frente a diversos ingredientes activos, tal como
se presenta en la Tabla 24 y Figura 25.

La poblacion de B. cinerea evidencid un elevado porcentaje resistencia al ingrediente activo
azoxystrobin, donde los 94% de los aislamientos evaluados se caracterizaron como
resistentes. Los ingredientes activos cyprodinil e iprodione presentaron un porcentaje de
resistencia del 72 y 74%, respectivamente. En el caso del boscalid y difenoconazole, se
registraron porcentajes de resistencia del 46 y 18%, respectivamente. Por el contrario, se
resaltan tres ingredientes activos con nulo porcentaje de resistencia: fenhexamid, fludioxonil

y pyrimethanil, los cuales presentaron 0% de aislamientos resistentes.

Tabla 24: Porcentaje de la poblacion de Botrytis cinerea clasificados como resistentes frente

a los ingredientes activos en el campo organico - primera colecta

Ingrediente activo Porcentaje de aislamientos caracterizados
como resistentes (%)

Azoxystrobin 94
Boscalid 46
Cyprodinil 72
Difenoconazole 18
Fenhexamid 0
Fludioxonil 0
Iprodione 74
Pyrimethanil 0
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Figura 25: Porcentaje de la poblacion de Botrytis cinerea clasificados como resistentes frente a los ingredientes activos en el campo organico -
primera colecta.



4.3.6. Caracterizacion fenotipica del nivel de sensibilidad de los aislamientos de Botrytis
cinerea a diferentes ingredientes activos en el campo organico - segunda colecta

(noviembre)

Se caracterizaron 50 aislamientos de Botrytis cinerea obtenidos del campo orgéanico y en la
segunda colecta (agosto). Estos aislamientos fueron evaluados 96 horas después de la
siembra a diferentes medios envenenados segun el ingrediente activo. La caracterizacion del
nivel de sensibilidad se basé en la investigacion llevada a cabo por Fernandéz-Ortufio (2014).
Los resultados de la frecuencia de la poblacion caracterizada se muestran en la Tabla 25.
Adicionalmente, se describi0 la caracterizacion fenotipica de cada aislamiento frente a todos

los ingredientes activos en estudio en la Tabla 26.

En el grafico de columnas apiladas (Fig. 26), se describe como columna a cada ingrediente
activo el cual esta subdividido en categorias segun su nivel de sensibilidad: sensible, baja
resistencia, mediana resistencia y resistente. En el tratamiento T1: azoxystrobin, los 50
aislamientos de Botrytis cinerea se caracterizaron como resistentes (R). Para el tratamiento
T2: boscalid, 44 aislamientos se caracterizaron como resistentes (R), 5 aislamientos fueron
mediano resistentes (MR) y el ultimo como sensible (S). Continuando con el tratamiento T3:
cyprodinil, 37 aislamientos se caracterizaron como resistentes (R), 12 aislamientos
mostraron mediana resistencia (MR) y 1 un aislamiento fue sensible (S). Respecto al
tratamiento T4: difenoconazole, 12 aislamientos se mostraron resistentes (R), 17
aislamientos fueron mediano resistentes (MR), 8 aislamientos fueron bajo resistentes (BR)
y 13 aislamientos se comportaron como sensibles (S). En el tratamiento T7: iprodione 13
aislamientos se mostraron resistentes (R), 3 aislamientos mediano resistentes (MR) y 34
aislamientos como sensibles (S). Por ultimo, en los tratamientos T5: fenhexamid, T6:
fludioxonil y T8: pyrimethanil, toda la poblacion evaluada de B. cinerea se caracterizo como

sensible (S) ante estos ingredientes activos.
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Tabla 25: Frecuencia del nivel de sensibilidad de la poblacion de Botrytis cinerea aislado

del campo orgénico - segunda colecta (noviembre)

Ingrediente Activo Categoria de la Sensibilidad
S BR MR R

Azoxystrobin n=0 n=0 n=0 n=>50
Boscalid n=1 n=0 n=>5 n=44
Cyprodinil n=0 n=1 n=12 n =237
Difenoconazole n=13 n=38 n=17 n=12
Fenhexamid n=>50 n=0 n=0 n=0
Fludioxonil n=>50 n=0 n=0 n=0
Iprodione n=234 n=0 n=3 n=13
Pyrimethanil n=>50 n=0 n=0 n=0

*n: numero de aislamientos de Botrytis cinerea

* S: sensible, BR: baja resistencia, MR: mediana resistencia y R: resistencia
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Tabla 26: Perfil de Resistencia de los 50 aislamientos de Botrytis cinerea provenientes del

campo organico - segunda colecta.

Aislamiento Ingrediente Activo

Az Bs Cp Dc Fh Fd Ip Pr

C3A51 AZR Bs® CopMr DMR Fh®  Fd®  IpS  PIS
C3A52 AZR BsR CpR DcBR  Fh®  Fd®>  1Ip®  Pr®
C3A53 AR BsMR CpR DMR FhS  Fd®  IpS  PrS
C3A54 AZR BsR CpMR Dc®R  Fh®  Fd®  Ip°  Pr°
C3A55 AZR BsR CpMR Dc® FhS Fd>  IpR  PrS
C3A56 AZR BsR CpM®  DcBR FhS  FdS  IpS  PrS
C3A57 AZR BsR CpMR Dc® FhS FdS 1Ip°  PrS
C3A58 AZR BsR CpMR Dc® FhS FdS 1Ip°  PrS
C3A59 AR BsR CpM® DR FhS  Fd®  IpR  PrS
C3A60 AR BsR CpR DR FhS  Fd®  1p®  Pr®
C3A61 AR BsR CpMr DMR Fh®  Fd®  IpR PIS
C3A62 AR BsR CpR DR FhS  Fd®  IpR Pr®
C3A63 AR BsMR CpR Dc® FhS Fd> 1Ip®  PrS
C3A64 AR BsMR  CpMR Dc® FhS Fd> 1Ip®  PrS
C3A65 AR BsMR CpR DcMR FhS  FdS  Ip°  Pr8
C3A66 AZR BsR CpR Dc® FhS FdS 1Ip°  PrS
C3A67 AZR BsR CpR DcR FhS FdS IpS Prs
C3A68 AR BsR CcpM® DR FhS  Fd®  IpS  PrS

C3A69 AZR BsR CpR DcS FhS Fd> 1Ip®  PrS
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C3A95 AZR BsR CpR DcMR FhS  FdS  IpS  Pr8

C3A96 AZR BsR CpR DMR FhS  Fd®  IpR PrS
C3A97 AR Bs® CpR DMR FhS  Fd®  IpR PrS
C3A98 AZR BsR CpR DR Fh®  Fd® IpMR Pr®
C3A99 AZR BsR CpR DcBR  Fh®  Fd®>  1p®  Pr®
C3A100 AR BsMR  CpMR Dc® FhS Fd> 1Ip®  PrS

*Az: azoxystrobin, Bs: boscalid, Cp: cyprodinil, Dc: difenoconazole, Fh: fenhexamid, Fd:
fludioxonil, Ip: iprodione y Pm: pyrimethanil

* S: sensible, BR: baja resistencia, MR: mediana resistencia y R: resistencia
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Figura 26: Distribucion del nivel de sensibilidad de 50 aislamientos de Botrytis cinerea a diferentes ingredientes activos provenientes del campo

organico - segunda colecta, La libertad, Per.



A continuacion, se detalla el porcentaje de aislamientos resistentes de una poblacién
compuesta por 50 aislamientos de B. cinerea frente a diversos ingredientes activos, tal como
se presenta en la Tabla 27 y Figura 27.

La poblacion de B. cinerea evaluada exhibié un elevado porcentaje de resistencia al
ingrediente activo azoxystrobin, en el clal el 94% de la poblacion evaluada se caracterizo
como resistente. Una reduccion en el porcentaje de resistencia, en comparacion con el
azoxystrobin, se observd en los ingredientes activos boscalid y cyprodinil, que presentaron
88% y 74% de aislamientos resistentes, respectivamente. Los ingredientes activos iprodione
y difenoconazole presentaron valores del 26% y 24% de porcentaje de resistencia,
respectivamente. Por el contrario, se resaltan tres ingredientes activos con nulo porcentaje
de resistencia: fenhexamid, fludioxonil y pyrimethanil, los cuales presentaron 0% de

aislamientos resistentes.

Tabla 27: Porcentaje de la poblacion de Botrytis cinerea clasificados como resistentes frente

a los ingredientes activos en el campo organico - segunda colecta.

Ingrediente activo Porcentaje de aislamientos caracterizados
como resistentes (%)

Azoxystrobin 94
Boscalid 88
Cyprodinil 74
Difenoconazole 24
Fenhexamid 0
Fludioxonil 0
Iprodione 26
Pyrimethanil 0
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Figura 27: Porcentaje de la poblacion de Botrytis cinerea clasificados como resistentes frente a los ingredientes activos en el campo organico -

segunda colecta.



4.4. CARACTERIZACION FENOTIPICA DEL NIVEL DE SENSIBILIDAD DE 300
AISLAMIENTOS DE Botrytis cinerea PROVENIENTES DE LOS CAMPOS
MUESTREADOS A LOS DIVERSOS INGREDIENTES ACTIVOS

4.4.1. Caracterizacion fenotipica del nivel de sensibilidad de 100 aislamientos de

Botrytis cinerea provenientes del primer campo convencional

Se desarroll6 una caracterizacion fenotipica del nivel de sensibilidad del conjunto de
aislamientos colectados del primer campo convencional (primera y segunda colecta). Esta
caracterizacion fue elaborada de manera individual para cada ingrediente activo, como se

observa en los siguientes diagramas de sectores.

En la Figura 28, se presenta la caracterizacion fenotipica del nivel de sensibilidad de una
poblacion compuesta por 100 aislamientos de B. cinerea frente al ingrediente activo
azoxystrobin. En este analisis, se destaca que 97% de la poblacion evaluada se caracterizd

como resistente, mientras que el 3% restante como mediano resistente.
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Figura 28: Caracterizacion del nivel de sensibilidad a azoxystrobin de 100 aislamientos de

B. cinerea pertenecientes al primer campo convencional
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En la Figura 29, se presenta la caracterizacion fenotipica del nivel de sensibilidad de una
poblacion compuesta por 100 aislamientos de B. cinerea frente al ingrediente activo
boscalid. En este estudio, se destaca un 86% de la poblacion evaluada caracterizada como
resistente, mientras que el 10% como mediano resistente, 3% como sensible y 1% bajo

resistente.
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Figura 29: Caracterizacion del nivel de sensibilidad a boscalid de 100 aislamientos de B.

cinerea pertenecientes al primer campo convencional

En la Figura 30, se presenta la caracterizacion fenotipica del nivel de sensibilidad de una
poblacion compuesta por 100 aislamientos de B. cinerea frente al ingrediente activo
cyprodinil. En este analisis, se destaca el alto valor del porcentaje de resistencia al
ingrediente activo con un valor de 88%. Por otro lado, el 9% se caracteriz6 como mediano

resistente, 2% como bajo resistente y solamente 1% como sensible.
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Figura 30: Caracterizacion del nivel de sensibilidad a cyprodinil de 100 aislamientos de B
cinerea pertenecientes al primer campo convencional

Enla Figura 31, en relacion al estudio del ingrediente activo difenoconazole. En este analisis,
se observa que el 37% de la poblacion evaluada fue caracterizada como sensible. Por el
contrario, el 32% de la poblacién fue caracterizada como resistente al difenoconazole;

ademas, un 19% se mostro con baja resistencia y un 12% con mediana resistencia.
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Figura 31: Caracterizacion del nivel de sensibilidad a difenoconazole de 100 aislamientos
de B. cinerea pertenecientes al primer campo convencional
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En la Figura 32, se presenta la caracterizacion fenotipica del nivel de sensibilidad de una
poblacion compuesta por 100 aislamientos de B. cinerea frente al ingrediente activo
fenhexamid. En este andlisis, el 52% de la poblacién estudiada se comporté como sensible

frente al fungicida; mientras que un 45% de la poblacién evidencid resistencia y solamente
un 3% se caracterizo como mediana resistencia.
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Figura 32: Caracterizacion del nivel de sensibilidad a fenhexamid de 100 aislamientos de
B. cinerea pertenecientes al primer campo convencional

En la Figura 33, se presenta la caracterizacion fenotipica del nivel de sensibilidad de una

poblacién compuesta por 100 aislamientos de B. cinerea frente al ingrediente activo

fludioxonil. En este anélisis, se destaca que el 97% de la poblacion estudiada se caracterizo

como sensible; mientras solamente el 2% evidencio resistencia y el 1% fue bajo resistente.
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Figura 33: Caracterizacion del nivel de sensibilidad al fludioxonil de los 100 aislamientos

de B. cinerea pertenecientes al primer campo convencional

En la Figura 34, se presenta la caracterizacion fenotipica del nivel de sensibilidad de una

poblacién compuesta por 100 aislamientos de B. cinerea frente al ingrediente activo
iprodione. En este analisis, se destaca que el 93% de la poblacion evaluada evidencia

resistencia al iprodione; mientras que el 5% se caracteriz6 como sensible y el 2% como

mediana resistencia.
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Figura 34: Caracterizacion del nivel de sensibilidad a iprodione de 100 aislamientos de B.
cinerea pertenecientes al primer campo convencional
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En la Figura 35, se presenta la caracterizacion fenotipica del nivel de sensibilidad de una
poblacion compuesta por 100 aislamientos de B. cinerea frente al ingrediente activo

pyrimethanil. En este andlisis, la poblacion se dividié en dos categorias, el 52% se
caracterizd como sensible y el 48% se caracteriz6 como resistentes.
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Figura 35: Caracterizacion del nivel de sensibilidad a pyrimethanil de 100 aislamientos de
Botrytis pertenecientes al primer campo convencional

4.4.2. Caracterizacion fenotipica del nivel de sensibilidad de 100 aislamientos de
Botrytis cinerea provenientes del segundo campo convencional

Se desarroll6 una caracterizacion fenotipica del nivel de sensibilidad del conjunto de
aislamientos colectados del segundo campo convencional (primera y segunda colecta). Esta

caracterizacion fue elaborada de manera individual para cada ingrediente activo, como se
observa en los siguientes diagramas de sectores.

En la Figura 36, se presenta la caracterizacion fenotipica del nivel de sensibilidad de una

poblacién compuesta por 100 aislamientos de B. cinerea frente al ingrediente activo

azoxystrobin. En este analisis, resalta el gran porcentaje de aislamientos (98%)

caracterizados como resistentes al fungicida; mientras solo el 2% se mostr6 como mediano
resistente.
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Figura 36: Caracterizacion del nivel de sensibilidad a azoxystrobin de 100 aislamientos de
B. cinerea pertenecientes al segundo campo convencional

En la Figura 37, se presenta la caracterizacion fenotipica del nivel de sensibilidad de una
poblacion compuesta por 100 aislamientos de B. cinerea frente al ingrediente activo
boscalid. En este estudio, el 83% de la poblacion evaluada evidencid resistencia al fungicida;
por el contrario, el 13% fue caracterizado como mediana resistente y solo el 4% como

sensible.
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Figura 37: Caracterizacion del nivel de sensibilidad a boscalid de 100 aislamientos de B.
cinerea pertenecientes al segundo campo convencional
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En la Figura 38, se presenta la caracterizacion fenotipica del nivel de sensibilidad de una
poblacion compuesta por 100 aislamientos de B. cinerea frente al ingrediente activo
cyprodinil. En este analisis, el 77% de la poblacion estudiada se comporté como resistente
frente al fungicida; mientras que el 20% de la poblacién evidencié mediana resistencia y

solamente un 2 y 1% se caracterizd como sensible y baja resistencia, respectivamente.
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Figura 38: Caracterizacion del nivel de sensibilidad a cyprodinil de 100 aislamientos de B.
cinerea pertenecientes al segundo campo convencional

En la Figura 39, se presenta la caracterizacion fenotipica del nivel de sensibilidad de una
poblacion compuesta por 100 aislamientos de B. cinerea frente al ingrediente activo
difenoconazole. Se observa que el 37% de la poblacion se muestra sensible, el 12% se
caracteriz6 como bajo resistente y un 34% medianos resistentes. Por otro lado, el 17% de la

poblacién estudiada evidencio resistencia al ingrediente activo.
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Figura 39: Caracterizacion del nivel de sensibilidad a difenoconazole de 100 aislamientos

de B. cinerea pertenecientes al segundo campo convencional

En la Figura 40, se presenta la caracterizacion fenotipica del nivel de sensibilidad de una
poblacién compuesta por 100 aislamientos de B. cinerea frente al ingrediente activo
fenhexamid. En este analisis, se distingue un gran porcentaje de aislamientos caracterizados

como sensibles (98%); mientras solamente el 2% evidencio resistencia.
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Figura 40: Caracterizacion del nivel de sensibilidad a fenhexamid de 100 aislamientos de

B. cinerea pertenecientes al segundo campo convencional
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En la Figura 41, se presenta la caracterizacion fenotipica del nivel de sensibilidad de una
poblacion compuesta por 100 aislamientos de B. cinerea frente al ingrediente activo
fludioxonil. En este analisis, resalta el gran porcentaje de aislamientos (98%) caracterizados

como sensibles; mientras que solamente un 1% de la poblacidn se mostré con baja resistencia

y el 1% restante como resistente.
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Figura 41: Caracterizacion del nivel de sensibilidad a fludioxonil de 100 aislamientos de B.

cinerea pertenecientes al segundo campo convencional

En la Figura 42, se presenta la caracterizacion fenotipica del nivel de sensibilidad de una
poblacion compuesta por 100 aislamientos de B. cinerea frente al ingrediente activo
iprodione. En este analisis, el 79% de la poblacion estudiada se comporté como resistente

frente al fungicida; mientras que el 20% de la poblacién evidencio sensibilidad y solamente

un 1% se caracterizdé como baja resistencia.
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Figura 42: Caracterizacion del nivel de sensibilidad a iprodione de 100 aislamientos de B.
cinerea pertenecientes al segundo campo convencional

En la Figura 43, se presenta la caracterizacion fenotipica del nivel de sensibilidad de una
poblacion compuesta por 100 aislamientos de B. cinerea frente al ingrediente activo
pyrimethanil. En este analisis, se observé un gran porcentaje de aislamientos (92%)
caracterizados como sensibles; mientras solo un 1% se comporté como bajo resistente y el
4% como mediano resistente. Por el contrario, solamente un 3% de la poblacion fue

considerada como resistente al ingrediente activo.
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Figura 43: Caracterizacion del nivel de sensibilidad a pyrimethanil de 100 aislamientos de
B. cinerea pertenecientes al segundo campo convencional
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4.4.3. Caracterizacion fenotipica del nivel de sensibilidad de 100 aislamientos de
Botrytis cinerea provenientes del campo organico

Se desarrolld6 una caracterizacion fenotipica del nivel sensibilidad del conjunto de
aislamientos colectados del campo organico (primera y segunda colecta). Esta
caracterizacion fue elaborada de manera individual para cada ingrediente activo, como se

observa en los siguientes diagramas de sectores.

En la Figura 44, en relacion del estudio del nivel de sensibilidad de una poblacion compuesta
por 100 aislamientos de B. cinerea frente al ingrediente activo azoxystrobin. En este analisis,
se destaca que el 94% de la poblacion evaluada evidencid resistencia al fungicida; mientras

un 6% de la poblacion se caracterizd como mediano resistente.
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Figura 44: Caracterizacion del nivel de sensibilidad a azoxystrobin de 100 aislamientos de

B. cinerea pertenecientes al campo organico

En la Figura 45, en relacion al estudio del boscalid. Segun los resultados, se observa que el
67% de la poblacion evaluada fue caracterizada como resistente; mientras que el 26% se
mostré como mediano resistente. Por el contrario, s6lo el 3% de la poblacion fue

caracterizada como sensible y el 4% como baja resistente.
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Figura 45: Caracterizacion del nivel de sensibilidad a boscalid de los 100 aislamientos de
B. cinerea pertenecientes al campo organico

En la Figura 46, en relacion al estudio del ingrediente activo cyprodinil. En este analisis, se
destaca que el 73% de la poblacion evaluada evidenci resistencia al fungicida; mientras el
26% de la poblacion se caracterizd como mediano resistente y sélo el 1% como bajo

resistente.
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Figura 46: Caracterizacion del nivel de sensibilidad a cyprodinil de 100 aislamientos de B.
cinerea pertenecientes al campo organico
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En la Figura 47, en relacion al estudio del difenoconazole. Segun los resultados, se observa
que el 33% de la poblacion evaluada fue caracterizada como sensible; mientras que el 29%
se mostré mediano resistente y el 17% como baja resistencia. Por el contrario, el 21% de la

poblacidn se mostro resistente al fungicida.
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Figura 47: Caracterizacion del nivel de sensibilidad a difenoconazole de 100 aislamientos

de B. cinerea pertenecientes al campo organico

En la Figura 48, se presenta la caracterizacion fenotipica del nivel de sensibilidad de una
poblacién compuesta por 100 aislamientos de B. cinerea frente al ingrediente activo

fenhexamid. Se destaca que toda la poblacion evaluada se caracteriz6 como sensible frente

al fungicida.
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Figura 48: Caracterizacion del nivel de sensibilidad a fenhexamid de 100 aislamientos de
B. cinerea pertenecientes al campo organico

En la Figura 49, se presenta la caracterizacion fenotipica del nivel de sensibilidad de una
poblacién compuesta por 100 aislamientos de B. cinerea frente al ingrediente activo
fludioxonil. De acuerdo a los resultados, se observa que toda la poblacién estudiada presenta

sensibilidad frente al fungicida.
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Figura 49: Caracterizacion del nivel de sensibilidad a fludioxonil de 100 aislamientos de B.
cinerea pertenecientes al campo organico
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En la Figura 50, en relacion al estudio del ingrediente activo iprodione. Se observa que la
mitad de la poblacion evaluada (50%) se mostré resistente frente al fungicida. Por el
contrario, el 47% de la poblacion se caracteriz6 como sensible; mientras que sélo el 3% se

mostré mediano resistente.
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Figura 50: Caracterizacion del nivel de sensibilidad a iprodione de 100 aislamientos de B.

cinerea pertenecientes al campo organico

En la Figura 51, se presenta el resultado obtenido frente al ingrediente activo pyrimethanil.
De acuerdo a los resultados, se observa que toda la poblacion (100%) estudiada presenta

sensibilidad frente al fungicida.
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Figura 51: Caracterizacion del nivel de sensibilidad a pyrimethanil de 100 aislamientos de

B. cinerea pertenecientes al campo organico

45. COMPARACION DEL PORCENTAJE DE RESISTENCIA DE LOS
AISLAMIENTOS DE Botrytis cinerea ENTRE LA PRIMERA Y SEGUNDA
COLECTA DE CADA CAMPO MUESTREADO

4.5.1. Comparacion del porcentaje de resistencia de los aislamientos de Botrytis cinerea

entre la primera colecta y segunda colecta del primer campo convencional

Se realiz6 el comparativo del porcentaje de resistencia entre 50 aislamientos monosporicos
de B. cinerea obtenidos en la primera colecta (agosto) y 50 aislamientos monospoéricos
obtenidos en la segunda colecta (noviembre) procedentes del primer campo convencional,

el cual se muestran en el diagrama de barras (Fig. 52).

El programa de aplicaciones durante la campafia 2022 fue proporcionado por el
Departamento y el Jefe de Sanidad del primer campo convencional, se puede discutir lo
siguiente. En el caso del azoxystrobin, no se registraron aplicaciones en el campo de cultivo
durante la campafia. A pesar de ello, los resultados revelaron un alto porcentaje de resistencia
en ambas épocas de colecta. Esto puede ser explicado por la naturaleza del azoxystrobin, que

es un fungicida de un sélo sitio de accion y por lo general tiende a propiciar un desarrollo
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mas rapido de resistencia, conocida como resistencia cualitativa (Sierotzki, 2015). Ante ello
Ziogas & Malandrakis (2015), mencionan que la resistencia cualitativa implica que el patron
de resistencia adquirido sea mas complejo de revertir, incluso si se deja de utilizar este

ingrediente activo.

En relacion al boscalid este ingrediente activo fue aplicado Unicamente en el mes de junio
del 2022 y dos meses después se realizo la colecta de muestras para la evaluacion. Esto puede
justificar el resultado de la primera colecta en un alto porcentaje de resistencia y en la
segunda colecta, tres meses despues, el porcentaje de resistencia encontrada disminuyd en
un 20%.

Durante el afio de colecta, el cyprodinil fue aplicado en cinco oportunidades, las dos primeras
en los meses de enero y mayo, y los tres restantes en el mes de diciembre. La proximidad
entre la aplicacién de mayo y la primera colecta puede explicar el alto porcentaje de

resistencia registrada. En la segunda colecta el porcentaje encontrado disminuy6 en un 16%.

La aplicacion del fungicida difenoconazole se realiz frecuentemente, con el objetivo de
prevenir y/o controlar el patdgeno de Thekopsora minima, agente causal de la roya. Las
aplicaciones fueron realizadas en los meses de enero, febrero, marzo y abril. La primera
época de colecta se realiz6 cuatro meses después de la aplicacion de difenoconazole. En el
estudio de la poblacion de B. cinerea se encontrd un bajo porcentaje de aislamientos
resistentes (4%) a este ingrediente activo. Se continuaron con las aplicaciones en los meses
de octubre y noviembre. Dos semanas después de la ultima aplicacion la colecta de muestra
fue llevada a cabo, donde los resultados arrojaron un porcentaje de resistencia significativa
del 60%. Es importante mencionar que esta Ultima aplicacion, realizada en el mes de
noviembre pudo haber generado una presion de seleccién a la poblacién de B. cinerea en el

campo evaluado.

El fenhexamid, fue aplicado solo una vez en el mes de junio y tres meses después se realizd
la primera colecta de muestras. De acuerdo a los resultados, se obtuvo un porcentaje de
resistencia de 82%. La segunda colecta fue realizada en noviembre y los resultados del

estudio mostraron un bajo porcentaje de resistencia de 8% de la poblacion.
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En este campo convencional, se han realizado continuas aplicaciones del fludioxonil, al
menos una vez por mes durante el 2022. A pesar de ello, se registré un bajo porcentaje de
resistencia del 2% en ambas épocas de colectas; lo clal puede ser argumentado por la

naturaleza del fungicida y el bajo riesgo de generar resistencia.

En el caso del iprodione, segun lo indicado por el Jefe de Sanidad en dicha campafia no fue
utilizado como parte del programa de aplicaciones debido a su limite maximo de residuos
(LMR) establecido por los mercados internacionales. No obstante, en los estudios realizados

la poblacion evidencié un alto porcentaje de resistencia en ambas épocas de colecta.

Finalmente, el pyrimethanil Unicamente fue aplicado en el mes de junio y luego de tres meses
se recolectd las muestras a estudiar; segun los reportes, se encontré un elevado porcentaje
de resistencia de 88% de la poblacién. En la segunda colecta, tres meses después, la

poblacién colectada evidencio un bajo porcentaje de resistencia con un 8%.

128



100 -

98% 98%
96% 96% 96%
88% 88%
82%
80%
[Eh 76%
E?
@
‘O
c
& 60%
o Epoca.de.colecta
D ooy .
o 2 Primera colecta
o
@ Segunda colecta
T
c
@
2
[=]
o
25 -
8% 8%
4%
0- 2% 2%
Azoxystrobin Boscalid Cyprodinil Difenoconazole  Fenhexamid Fludioxonil Iprodione Pyrimethanil

Ingredientes activos

Figura 52: Comparacion del porcentaje de resistencia (%) entre la primera colecta y segunda colecta a los diferentes ingredientes activos en el
primer campo convencional.



4.5.2. Comparacion del porcentaje de resistencia de los aislamientos de B. cinerea entre

la primera colecta y segunda colecta del segundo campo convencional

Se realizo el comparativo de la frecuencia de resistencia entre 50 aislamientos monosporicos
de B. cinerea obtenidos en la primera colecta (agosto) y 50 aislamientos monosporicos
obtenidos en la segunda colecta (noviembre) procedentes del segundo campo convencional,

el cual se muestran en el diagrama de barras (Fig. 53).

El programa de aplicaciones durante la campafia 2022 fue proporcionado por el
Departamento y el Jefe de Sanidad del segundo campo convencional. En comparacién con
el programa de aplicacion del primer campo convencional, se registro el uso de productos
organicos como azufre, extracto de orégano, sulfato de cobre y Bacillus subtilis
principalmente para la prevencion y control de B. cinerea. Solamente dos productos
quimicos fueron parte de las aplicaciones: Amistar® TOP (composicion: azoxystrobin +
difenoconazole) y Switch® (composicion: fludioxonil + cyprodinil).

El azoxystrobin present6 un alto porcentaje de aislamientos resistentes tanto en la primera 'y
segunda colecta. Esto puede ser explicado por las caracteristicas del ingrediente y ademas
en este segundo campo convencional se realizaron aplicaciones mediante el producto
Amistar® TOP y en dos tiempos (abril y mayo). Comparando con el primer campo
convencional, en el ctal no se realizaron aplicaciones, los resultados fueron similares. Con
la excepcion en la segunda colecta del segundo campo, donde toda la poblacion evaluada del

fue resistente al azoxystrobin.

En relacion al difenoconazol, se observé un 8% y 26% de aislamientos resistentes en la
primera y segunda colecta, respectivamente. En comparacién con los resultados del primer
campo convencional, se observo una disminucién significativa en el porcentaje de la segunda
colecta. El uso de este ingrediente activo se realizo en dos ocasiones (abril y mayo) mediante
la aplicacion del producto Amistar® TOP.

Con respecto al ingrediente activo cyprodinil, se observo un alto porcentaje de resistencia en
la primera (80%) y segunda colecta (74%). Los resultados son similares a lo encontrado en
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el primer campo convencional, donde se realizaron varias aplicaciones del fungicida. A
diferencia del segundo campo donde se aplicé el cyprodinil en dos oportunidades (julio y
agosto) a través del producto Switch®.

La poblacion de la primera colecta presentd una pérdida de la sensibilidad al fludioxonil
porque unicamente el porcentaje de resistencia fue 2%, a diferencia de la segunda colecta
donde ninguno de los aislamientos fueron resistentes. Estos valores son muy similares a lo
registrado en el primer campo convencional pese a que el uso del ingrediente activo fue
continuo. En el segundo campo, el fludioxonil fue aplicado en dos tiempos (julio y agosto)
a través del producto Switch® y por la naturaleza de la molécula y su bajo riesgo de

resistencia las poblaciones presentan estos resultados.

Durante la campafia no se realizaron aplicaciones del ingrediente activo boscalid e iprodione.
Sin embargo, ha sido muy interesante el registro del porcentaje significativamente alto de
aislamientos resistentes tanto en la primera (80%) y segunda colecta (86%). En el iprodione,
el porcentaje de aislamientos resistentes fue alto tanto en la primera y segunda colecta: 84 y
74%, respectivamente. Los resultados de ambos ingredientes activos comparado con el
primer campo convencional, donde si se realizaron aplicaciones de los ingredientes, fueron

ligeramente menores probablemente debido a la ausencia de las moléculas en el campo.

A diferencia de lo reportado en el primer campo convencional, donde se utilizé el
fenhexamid y pyrimethanil como ingredientes activos, los valores encontrados en el este
campo fueron nulos en el porcentaje de resistencia (0%). Solamente la poblacion de la
primera colecta evidencié una pérdida de la sensibilidad al fenhexamid (4% aislamientos

resistentes).
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Figura 53: Comparacion del porcentaje de resistencia (%) entre la primera colecta y segunda colecta a los diferentes ingredientes activos en el

segundo campo convencional.



4.5.3. Comparacion del porcentaje de resistencia de los aislamientos de B. cinerea entre

la primera colecta y segunda colecta del campo organico

Se realiz6 el comparativo del porcentaje de resistencia entre 50 aislamientos monosporicos
de B. cinerea obtenidos en la primera colecta (agosto) y 50 aislamientos monosporicos
obtenidos en la segunda colecta (hoviembre) procedentes del campo orgéanico, el cual se

muestra en el diagrama de barras (Fig. 54).

Los campos de cultivo bajo un manejo orgénico solamente utilizan productos biorracionales
como metodo de prevencion y control de enfermedades. De acuerdo a los resultados
obtenidos, fue intrigante observar un alto porcentaje de resistencia a los ingredientes activos:
azoxystrobin y cyprodinil. El azoxystrobin presentd un porcentaje de resistencia de 94%
(primera colecta) y 94% (segunda colecta), estos valores son similares a lo encontrado en los
dos campos convencionales. El cyprodinil presentd un porcentaje de resistencia de 72% vy
74%, en la primera y segunda colecta, respectivamente. Estos valores en comparacion con
los resultados del primer campo convencional, fueron ligeramente més bajos. Por otro lado,
comparéandolo con el segundo campo convencional, los valores son cercanos. Esto puede
deberse a la proximidad de la ubicacion entre el segundo campo convencional y el campo

organico, ambos localizados en el mismo fundo agricola.

En relacion al ingrediente activo boscalid, el porcentaje de resistencia encontrado en la
primera colecta fue 46% y en la segunda colecta aument6 a 88%. El valor obtenido en la
segunda colecta es similar a los porcentajes de resistencia de los campos convencionales.
Con respecto al iprodione, se registrd un porcentaje de resistencia de 74% en la primera
colecta 'y 26% en la segunda colecta. El valor obtenido en la primera colecta es similar a los
porcentajes de resistencia de los campos convencionales. La diferencia significativa de los
porcentajes entre ambas colectas de los ingredientes activos boscalid e iprodione, puede

deberse a la alta variabilidad de la poblacion de B. cinerea en el campo.

En el ingrediente activo difenoconazole, se observé un bajo porcentaje de resistencia. En la
primera colecta el 18% de los aislamientos evaluados fueron resistentes. En la segunda
colecta el 24% de los aislamientos fueron resistentes. Los resultados son similares a lo

registrado en el segundo campo convencional. Esto puede ser justificado por la distancia
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proxima hay entre ambos campos. Los valores fueron diferentes con respecto al primer
campo convencional donde el porcentaje de resistencia fue relativamente alto. Ademas, hay

una considerable distancia entre este campo y el campo organico.

La poblacion del campo organico presentd un porcentaje de resistencia de 0% en ambas
colectas a fenhexamid, fludioxonil y pyrimethanil. Es decir, todos los aislamientos
estudiados fueron sensibles a dichos ingredientes activos. Los resultados de los ingredientes
fludioxonil y pyrimethanil fueron iguales a lo registrado en el segundo campo convencional
(primeray segunda colecta). En el fenhexamid, para la primera colecta observé una minima
disminucion del porcentaje con respecto al segundo campo convencional (4%). Sin embargo,
comparando los valores de la segunda colecta fueron iguales (0%). Comparando con el
primer campo convencional, donde se realizaron aplicaciones de los tres ingredientes
activos, se observo una gran diferencia en los porcentajes de resistencia al fenhexamid y
pyrimethanil. En el caso del fludioxonil, los resultados son similares entre el primer
convencional y el organico, esto es debido a la naturaleza del ingrediente y a la baja

capacidad de generar resistencia en la poblacion.
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46. COMPARACION DEL PORCENTAJE DE RESISTENCIA DE LA
POBLACION EVALUADA EN LOS CAMPOS CONVENCIONALES Y
ORGANICO

Se realizd el comparativo de la poblacion de 300 aislamientos de Botrytis cinerea
pertenecientes a los dos campos convencionales y al campo organico, el ctal se observa en

el diagrama de barras (Fig. 55).

Fue muy interesante observar el comportamiento de la poblacion de aislamientos frente al
ingrediente activo azoxystrobin. El alto porcentaje de resistencia se muestra en los campos
convencionales y organico: 97%, 98% y 94%, respectivamente. En el primer campo
convencional y organico no se realizaron aplicaciones de este ingrediente activo, a diferencia
del segundo convencional. Es probable que la resistencia al azoxystrobin de las poblaciones

de B. cinerea se encuentren ampliamente distribuidas en las zonas productoras de arandano.

Se registro un porcentaje de resistencia significativamente alto al boscalid en los tres campos
estudiados. En el primer campo convencional, donde se realizaron aplicaciones, se observé
un porcentaje de 86%. En el segundo convencional y el campo organico, donde no se aplicd
el ingrediente activo, presentaron porcentajes de resistencia de 83% y 67%, respectivamente.
Es posible que la resistencia al boscalid se encuentre ampliamente distribuida en las zonas
productoras de arandano.

Con respecto al ingrediente activo cyprodinil, se registrd un porcentaje de resistencia
significativamente alto en el primer campo convencional, segundo campo convencional y
organico de 88%, 77% y 73%, respectivamente. La proximidad del segundo campo
convencional, en el cual se aplicé este ingrediente activo, y el organico puede explicar los
porcentajes de resistencia cercanos. Entonces, la presencia de aislamientos resistentes en un
campo con enfoque organico podria deberse a una contaminacién cruzada y flujo de genes

entre ambos campos.
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Para el ingrediente activo difenoconazole, se observé porcentajes de resistencia de 32% en
el primer campo convencional, 17% en el segundo campo convencional y 21% en el campo
organico. Los valores cercanos de porcentajes de resistencia podrian deberse a que en ambos
campos convencionales se realizaron aplicaciones del ingrediente activo; ademas pudo
haberse dado la contaminacion cruzada y flujo de genes por lo proximo entre el segundo

campo y el organico.

En relacion a los ingredientes activos fenhexamid y pyrimethanil, se presentaron diferencias
significativas de porcentajes de resistencia entre el campo donde se realizaron aplicaciones
de estos ingredientes con respecto a los campos que no lo emplearon. En el primer campo
convencional se registro el 47% y 48% de la poblacion resistente al fenhexamid y
pyrimethanil, respectivamente. A diferencia del segundo campo convencional y el campo
organico que presentaron minimos valores de resistencia a ambos ingredientes activos. El
riesgo bajo a medio de generar resistencia al fenhexamid y pyrimethanil junto con las

aplicaciones realizadas pueden explicar los porcentajes encontrados.

En los tres campos estudiados se registré bajos porcentajes de resistencia al fludioxonil:
primer campo convencional (2%), segqundo campo convencional (1%) y campo organico
(0%). Es probable que el bajo riesgo de generar resistencia al fludioxonil por la naturaleza
de este ingrediente sea la explicacion de los bajos valores encontrados tanto en el campo
donde se aplico frecuentemente y el campo bajo un entorno organico.

Con respecto al iprodione, en el primer y segundo campo convencional se registré valores
altos de resistencia de 93% y 79%, respectivamente. En el campo organico se presentd un
valor mediano de 50% de resistencia. En los tres campos no se realizaron aplicaciones de
iprodione, es por ello que se puede inferir que la resistencia se encuentra distribuida en las

zonas productoras de arandano.
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Se realizo el estudio del perfil de resistencia de un total de 300 aislamientos monospdricos
de Botrytis cinerea obtenidos de dos campos convencionales y un campo organico de
ardndano; ademas, las muestras fueron colectadas en dos momentos de la etapa de cosecha
del fruto. Los aislamientos se evaluaron frente a ocho ingredientes activos y se obtuvo el
porcentaje de inhibicion micelial y la caracterizacion fenotipica del nivel de sensibilidad. A
continuacion, se van a discutir los resultados obtenidos del estudio de 100 aislamientos del
primer campo convencional, 100 aislamientos del segundo campo convencional y 100

aislamientos del campo organico en comparacion con otras investigaciones previas.

El azoxystrobin es un ingrediente activo que pertenece al grupo de los inhibidores de la
quinona externa y se ha convertido en parte fundamental de los programas de manejo de
enfermedades dirigido para un amplio rango de cultivos alrededor del mundo (Bartlett et al.,
2002). De acuerdo a los resultados del presente estudio, dentro de la poblacion de B. cinerea
del primer campo convencional se observd un porcentaje de resistencia del 97% al
azoxystrobin; ademas, el 98% de la poblacion provenientes del segundo campo convencional
fueron resistentes al azoxystrobin y por otro lado, la poblacion del campo organico el 94%
se caracterizd como resistentes al fungicida. Los resultados obtenidos coinciden con diversos
estudios donde se han reportado un alto porcentaje de poblaciones resistentes al azoxystrobin
en paises como Estados Unidos, Europa, Japon y Brasil (Amiri et al., 2013; Deising et al.,
2008; Fernandez-Ortufio et al., 2016; Ishii et al., 2009). Del mismo modo, en campos de
fresas en Alemania se colectaron y evaluaron un total de 173 aislamientos de B. cinerea
mediante una dosis discriminatoria de 25 pg/ml de azoxystrobin. Los resultados mostraron
que un alto porcentaje (82%) de la poblacion de aislamientos fueron resistentes al ingrediente
activo (Leroch etal., 2013). Asimismo, se reportd un alto porcentaje de resistencia en
aislamientos de B. cinerea provenientes de campos de fresa en China, donde se evaluaron
486 aislamientos en medio envenenado con 10 pug/ml de azoxystrobin (dosis de referencia
para este estudio). En dicho estudio se encontré que el 66% de la poblacion evidencid
resistencia a dicho fungicida (Yin et al., 2015). De la misma manera, en campos de fresa en
Brasil se observd un alto porcentaje de resistencia al azoxystrobin de 90.6% de poblacion
resistente a partir de 150 aislamientos evaluados de B. cinerea con una dosis discriminatoria
de 10 pg/ml (Maia et al., 2021). En el caso del campo organico, el alto porcentaje encontrado
no coincide con el estudio de Baggio et al. (2018b) donde evalud la sensibilidad de 35

aislamientos colectados en campos organicos de fresa en Brasil, donde encontré que el
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31.4% de la poblacién se comportaron como resistentes frente al azoxystrobin. Esto
demuestra la presencia de aislamientos resistentes en campos donde el uso de ingredientes

activos quimicos no es permitido.

El ingrediente activo azoxystrobin es clasificado por el FRAC como un fungicida de alto
riesgo de resistencia (FRAC, 2019). Por otro lado, a nivel in vitro diversos patégenos,
incluido B. cinerea, pueden desarrollado un mecanismo de resistencia en laboratorio hacia
las estrobilurinas; mediante la activacion de una via alterna que permite reanudar el flujo de
electrones y la generacion de energia (Leroux et al., 2002; Wood & Hollomon, 2003). La
enzima oxidasa alternativa (AOX) esta involucrada en la activacion de la via alterna y puede
ser inhibida por la accion del acido salicyl hidroxamico (SHAM) (Inoue et al., 2012); raz6n
por la cual en las investigaciones mencionadas y en el presente estudio se agrega una

cantidad especifica de 100 pg/ml de SHAM al medio envenenado.

El boscalid se clasifica en el grupo de los inhibidores del succinato deshidrogenasa (SDHI)
y es un ingrediente activo importante dentro de los inhibidores de la respiracion utilizados
como fungicidas (White & Georgopoulos, 1992). De acuerdo al FRAC es clasificado como
un fungicida de medio a alto riesgo de generar resistencia en las poblaciones de hongos
(FRAC, 2019). El uso intensivo de los fungicidas SDHI podria ocasionar inevitablemente la
aparicion de aislamientos resistentes y la pérdida de la eficacia del fungicida (K. Cui et al.,
2021). En el presente estudio se observo un porcentaje de resistencia al boscalid de 86% de
la poblacion del primer campo convencional, en el segundo campo convencional se encontrd
el 83% de la poblacion resistente al boscalid; ademas, un porcentaje de 67% se registrd en
la poblacién del campo organico. Estos resultados se asemejan al estudio realizado por Amiri
etal. (2013), quién utiliz6 una dosis discriminatoria de 5 pg/ml para detectar aquellos
aislamientos resistentes dentro de una poblacion de 392 aislamientos obtenidos de campos
de fresa en Florida. El estudio identificé un alto porcentaje de resistencia siendo un total de
85.4% de la poblacion de B. cinerea. De un modo similar, se evaluaron 249 aislamientos
provenientes de campos de arandanos ubicados en California y para determinar la frecuencia
de resistencia utilizaron dos dosis discriminatorias (1 y 50 pg/ml) usando el medio de cultivo
agar extracto de levadura (YEA) 0.5%. El porcentaje de aislamientos considerados
resistentes al boscalid fue de 66% de la poblacion (Saito et al., 2016). En contraste, se
observd una disminucién en el porcentaje de resistencia en aislamientos de B. cinerea

recolectados de campos de fresas en Brasil. Para llevar a cabo el estudio, se empled una dosis
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discriminante de 50 pg/ml. Al concluir el analisis, se encontro que el 45.3% de la poblacion
presentaba resistencia al ingrediente activo (Maia et al., 2021). De manera similar, segun el
estudio de Habib et al. (2020), se registré un porcentaje de aislamientos resistentes a
boscalid de 48.2%, entre una poblacion de 27 aislamientos de B. cinerea procedentes de
invernaderos de fresas en Libano. La dosis discriminatoria utilizada en este estudio (75
pg/ml) se baso en la investigacion de Ferndndez-Ortufio et al. (2014). Fernandez-Ortufio et
al. (2014) encontraron un porcentaje de resistencia de 29% entre una poblacién de 750
aislamientos de B. cinerea colectados en campos de fresa en varios estados del sur de EE.UU.
Una investigacion interesante fue llevada a cabo por Bardas et al. (2010), donde se aisl6 B.
cinerea de tres regiones distintas de Grecia, dos de ellas sin aplicaciones de boscalid,
mientras que en la tercera region se hizo un uso extensivo con cinco aplicaciones por
temporada. Se identificé que la totalidad de la poblacion (43 aislamientos) evaluados en la
regiéon con aplicacion extensiva mostrd resistencia al fungicida. En contraste, todos los
aislamientos (33) de los campos no tratados evidenciaron altos niveles de sensibilidad. En
relacion a estudios de evaluacion del nivel de resistencia en campos orgénicos, un total de
186 aislamientos de B. cinerea colectados de campos organicos de fresa en California fueron
monitoreados con una dosis discriminatoria de 75 pg/ml. Al concluir el estudio, se registrd
que el 18% de la poblacién evidencio resistencia al boscalid (Cosseboom et al., 2019).
Finalmente, en el presente estudio, para la evaluacion de la resistencia al boscalid se utiliz6
el medio de cultivo al 0.5% de agar extracto de levadura (YEA) porque evita la interferencia

de azucares en el ensayo (Stammler & Speakman, 2006).

El cyprodinil forma parte del grupo de las anilinopirimidinas y presenta un mecanismo de
accion especifico, lo ctal genera una alta probabilidad del desarrollo de resistencia en los
hongos patdgenos (Beresford et al., 1999). De acuerdo al codigo FRAC, este ingrediente
activo presenta un mediano riesgo a la generacion de resistencia (FRAC, 2019). La
resistencia de B. cinerea hacia el cyprodinil se ha desarrollado rapidamente ya que ha sido
detectado en algunos campos de cultivo luego de unas temporadas de aplicacion del producto
(Mosbach etal., 2017). De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio en las
poblaciones se observd un porcentaje de resistencia de 88%, 77% y 73% pertenecientes al
primer y segundo campo convencional y al campo organico, respectivamente. Los resultados
indican un alto porcentaje de resistencia al cyprodinil. Esto se asemeja a la investigacion
realizada por Leroch etal. (2013), donde 113 aislamientos monospdricos de B. cinerea
fueron colectados a partir de campos de fresas ubicadas en Alemania. Los aislamientos
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fueron evaluados con una dosis discriminatoria de 8 pg/ml en sucrosa agar al 0.5%, los
resultados mostraron un porcentaje de resistencia de 60.18%. Un menor porcentaje de
resistencia se observo en el estudio realizado por Myresiotis et al. (2007), donde colect6 55
aislamientos de B. cinerea a partir de diversos invernaderos de hortalizas en Grecia. Estos
aislamientos fueron evaluados en diferentes concentraciones con un rango de 0.005 hasta 1
pg/ml para el calculo de la EC50 y asi tener una evaluacion méas precisa de la sensibilidad
de cada cepa. Los resultados indicaron un porcentaje de resistencia al cyprodinil de 57.4%
de la poblacion evaluada. Ademas, Latorre & Torres (2012), estudio 120 aislamientos de B.
cinerea provenientes de vifiedos en Chile. Para identificar aislamientos sensibles o
resistentes se utilizaron dosis discriminatorias, obteniendo un 55.8% de aislamientos
resistentes. Una poblacion mas robusta (392 aislamientos) se colectd de campos de fresas en
el estado de Florida, Estados Unidos. Con la finalidad de evaluar la sensibilidad estos
aislamientos se evaluaron en un medio de cultivo czapek dox agar con una dosis
discriminatoria de 5 pg/ml resultando un porcentaje de resistencia al fungicida de 52.7% de
la poblacion evaluada (Amiri et al., 2013).

Por el contrario, Fernandez-Ortufio et al. (2014) recolectd 1810 aislamientos de B. cinerea
de numerosos campos de fresa ubicados en siete estados del sur de Estados Unidos durante
dos afios: 2012 (750 aislamientos) y 2013 (1060 aislamientos). Una dosis discriminatoria de
4 ug/ml (tomado como referencia para este estudio) en un medio czapek dox agar (CZA) fue
utilizado mostraron un porcentaje de resistencia de 27% y 17% para la poblacion del afio
2012 y 2013, respectivamente. En Alemania, de campos de cultivos de fresa, frambuesa,
arandano y grosellas se colectaron 353 aislamientos de B. cinereay se evaluaron en el medio
de cultivo de sacarosa agar al 0.5% con dos dosis discriminatorias de 1 y 25 pg/ml para
caracterizar el nivel de sensibilidad de cada aislamiento en sensible, mediano resistente y
altamente resistente. Los resultados indicaron que el porcentaje de mediana resistencia fue
de 27.2% vy de alta resistencia fue 14.7% (Weber, 2011). Por otro lado, 186 aislamientos
provenientes de campos organicos de fresa en California fueron estudiados y evaluados con
una dosis de 4 pg/ml en un medio czapek dox agar para diferenciar aislamientos sensibles y
resistentes. Como resultado se obtuvo un porcentaje de resistencia de 13% al cyprodinil. Con
respecto al medio de cultivo utilizado para nuestra investigacion se eligio al czapek dox agar.
Fernandez-Ortufio et al. (2014) no encontro diferencias en el crecimiento micelial entre los

medios czapek dox agar y sacarosa agar con cyprodinil; ademas, mencioné la facilidad de la

142


https://www.zotero.org/google-docs/?E0WNCp
https://www.zotero.org/google-docs/?mkS3Vt
https://www.zotero.org/google-docs/?mkS3Vt
https://www.zotero.org/google-docs/?mkS3Vt
https://www.zotero.org/google-docs/?ULBhjN
https://www.zotero.org/google-docs/?glIpHr
https://www.zotero.org/google-docs/?glIpHr
https://www.zotero.org/google-docs/?glIpHr
https://www.zotero.org/google-docs/?Or2Koe
https://www.zotero.org/google-docs/?rwqxiD

evaluacion del crecimiento micelial en un medio czapek dox agar debido a la densidad del

micelio en comparacidn con sacarosa agar.

El difenoconazole forma parte del grupo de los inhibidores de la demetilacion (DMI) y del
grupo quimico de los triazoles, los cuales se consideran altamente eficientes para el control
de enfermedades (Martinez & Escalante, 2013). El ingrediente activo difenoconazole
presenta un riesgo medio de generar resistencia en las poblaciones de patdgenos (FRAC,
2019). Sin embargo, hay pocos estudios de resistencia enfocados hacia el grupo de los DMIs
y especificamente al difenoconazole (Zhang et al., 2021). Segun los resultados obtenidos en
este estudio, se registr0 un porcentaje de resistencia de 32% en el primer campo
convencional. En el sequndo campo convencional, el 17% de la poblacion mostré resistencia
al difenoconazole, mientras que, en el campo organico, el 21% de la poblacion evidencio
resistencia al fungicida. Estos resultados presentan similitudes con la investigacion llevada
a cabo por Maia et al. (2021), quienes colectaron 150 aislamientos de B. cinerea de campos
de fresa ubicados en el estado de Parang, Brasil. Usando una dosis discriminatoria de 10
pg/ml (dosis usada como referencia en nuestro estudio) en un medio de cultivo de papa
dextrosa agar (PDA) se obtuvo un porcentaje de resistencia de 33.3% de la poblacion
estudiada. En contraste, en un analisis de 248 aislamientos de B. cinerea obtenidos de
campos de tomate en China sin registro de aplicaciones de difenoconazole y colectados en
diferentes periodos: 111 aislamientos en el afio 2011 y 137 aislamientos en el 2016. Para
dicho estudio se emplearon distintas concentraciones discriminatorias para evaluar el nivel
de sensibilidad de cada aislamiento. Los resultados revelaron que en el afio 2011, el
porcentaje de resistencia en la poblacion fue de 11.7% y cinco afios mas tarde se observo
una disminucion a 7.29% (Zhang et al., 2021).

El fenhexamid es un derivado de la hidroxianilina y pertenece al grupo de los inhibidores de
la cetoreductasa. Finalmente, el fenhexamid presenta un riesgo de bajo a medio para la
generacion de resistencia (FRAC, 2022). Es uno de los fungicidas con mayor eficacia frente
a los patdgenos como B. cinerea, Monilinia spp. y Sclerotinia sclerotiorum (Debieu et al.,
2013). Segun los resultados de este estudio, en el primer campo convencional se observo un
porcentaje de resistencia de 45% de la poblacion. Contrariamente, se registré una minima
pérdida de sensibilidad en los campos restantes: un 2% de la poblacion se mostraron
resistentes en el segundo campo convencional y en el campo organico, ningun aislamiento

mostro resistencia al fenhexamid. El resultado observado en el primer campo convencional
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guarda similitud con los hallazgos de Weber, (2011), quién examind 353 aislamientos de B.
cinerea procedentes de campos de fresas y ardndanos en Alemania. En su estudio, emple6
dos dosis discriminatorias de 1 y 50 pug/ ml en agar extracto de malta (MEA) al 1%. Los
resultados indicaron un porcentaje de resistencia al fenhexamid de 45% de la poblacion
evaluada. Asimismo, en un estudio realizado con 135 aislamientos de B. cinerea
provenientes de campos de fresa en Alemania, se observéd que el 44.5% de la poblacion
estudiada evidencid resistencia al fenhexamid (Leroch et al., 2013). Por otro lado, los
resultados del segundo campo convencional son semejantes a lo que se encontrd en el estudio
realizado por Ma & Michailides (2005), en el cual se analizaron la sensibilidad de 234
aislamientos de B. cinerea colectados de varios campos de cultivos del valle central de
California del 2002 al 2004. Al finalizar el estudio, s6lo se identificaron 4 aislamientos
(1,4%) como resistentes. La dosis discriminatoria de 50 pg/ml y el medio 1% MEA
utilizados en este estudio se basaron en la investigacion de Fernandez-Ortufio et al. (2014),
analizaron una poblacion de 1810 aislamientos de B. cinerea provenientes de campos de
fresa de siete estados del sur de EE.UU. Como resultado, encontraron un porcentaje de
resistencia de 25,6% de la poblacion analizada. En relacion al estudio en campos bajo un
manejo organico, el estudio llevado a cabo por Cosseboom etal. (2019) analiz6 186
aislamientos colectados de campos organicos de fresa en California. Usando una dosis
discriminatoria de 50 pg/ml en agar extracto de malta como medio de cultivo; los resultados

indicaron que un 42% de la poblacion evaluada se caracterizé como resistente al fenhexamid.

El fludioxonil, es un fungicida que pertenece a la clase quimica de fenilpirroles. De acuerdo
a la FRAC, el fludioxonil es clasificado de bajo a medio para el desarrollo de la resistencia,
(FRAC, 2019). Es utilizado ampliamente en cultivos antes y después de la cosecha
(Brandhorst et al., 2019). De acuerdo a los resultados de esta investigacion, se observo una
baja frecuencia de resistencia en el primer campo convencional, donde solo el 2% de la
poblacion mostro resistencia al fludioxonil. A diferencia del segundo campo convencional y
el campo organico, donde no se registraron aislamientos resistentes. La ausencia de
resistencia de B. cinerea al fludioxonil coincide con varios estudios previos. Estos evaluaron
aislamientos de distintos cultivos y regiones, entre ellos; uva en Alemania, hortalizas en
Grecia, fresa en Alemania y kiwi en Grecia. Los resultados mostraron que todas las
poblaciones evaluadas fueron aislamientos sensibles al fungicida (Bardas et al., 2010;
Kretschmer & Hahn, 2008; Myresiotis et al., 2007; Weber & Hahn, 2011). Sin embargo,
Ferndndez-Ortufio et al. (2013) llevd a cabo el primer reporte de resistencia al fludioxonil en
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América del Norte. Los aislamientos de B. cinerea fueron recolectados de campos de fresa
en Virginia. Dentro de la poblacion de 790 aislamientos, s6lo un aislamiento mostro
crecimiento micelial en un medio envenenado a 0.1 pg/ml (dosis discriminatoria utilizada
en el presente estudio) y fue considerado de baja resistencia. De igual forma, se analizaron
1810 aislamientos de B. cinerea provenientes de campos de fresa en varios estados del sur
de Estados Unidos. se obtuvo un porcentaje de resistencia de 1% de la poblacién evaluada
(Fernandez-Ortufio et al., 2014). Asimismo, en el estudio realizado por Li et al. (2014), se
informo que de una poblacion de 412 aislamientos de B. cinerea colectados de campos de
fresa y mora en Virginia y Carolina del Norte, Unicamente se caracterizaron 2 aislamientos
como levemente resistentes y 2 aislamientos como moderadamente resistentes al fludioxonil.
Un hallazgo excepcional se registrd en la investigacion realizada por Latorre & Torres
(2012), la cual involucroé la obtencion de de 214 aislamientos de B. cinerea procedentes de
campos de uva en Chile. Durante la evaluacién del nivel de sensibilidad utilizando diversas
concentraciones del fungicida, se determind que un 44.8% de toda la poblacion mostro

resistencia al fludioxonil.

El iprodione es un fungicida que pertenece a la clase quimica de las dicarboximidas, el cual
ha sido ampliamente utilizado para el control de B. cinerea en vides, hortalizas y frutas en
los afios 1980 (Correia et al., 2016). Este ingrediente activo presenta un riesgo de medio a
alto para el desarrollo de la resistencia en los patdgenos (FRAC, 2019). Segun los resultados
de la investigacion, se observd un alto porcentaje de resistencia al iprodione en el primer
campo convencional, con un 93% de la poblacion resistente. En el segundo campo
convencional, se encontrd que el 79% de la poblacion fue caracterizada como resistente. En
contraste, en el campo organico, se identifico un porcentaje de resistencia de 50%. La alta
frecuencia de resistencia encontrada no concuerda con estudios previos sobre la resistencia
a las dicarboximidas (W. Cui et al., 2004; Lopes et al., 2017). No obstante, existen diversos
reportes que mencionan una resistencia significativa al fungicida. En la investigacion
realizada por Baggio etal. (2018), se evaluaron 64 aislamientos de Botrytis cinerea
provenientes de campos convencionales de fresa en Brasil. Se utilizaron diferentes
concentraciones discriminatorias para evaluar la sensibilidad en un medio de papa dextrosa
agar (PDA), como resultado se obtuvo un porcentaje de resistencia de 76.6%. En otro
estudio, se analizaron 353 aislamientos de B. cinerea obtenidos de campos convencionales
de fresa, frambuesas, arandanos y grosella en el norte de Alemania. Se empled una dosis
discriminatoria de 50 pg/ml en un medio de cultivo de agar extracto de malta (MEA), y el
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resultado indicd que el 64% de la poblacion se caracterizd6 como resistente al iprodione
(Weber, 2011). Un porcentaje de resistencia menor se observo en el estudio realizado por
Maia et al. (2021) donde se colectaron 150 aislamientos de B. cinerea provenientes de
campos convencionales de fresa en Brasil. La sensibilidad al fungicida se determind
mediante una dosis discriminatoria de 5 pg/ml, y segun los resultados, el 44.0% de los
aislamientos mostraron resistencia al iprodione. Por el contrario, en el estudio del perfil de
resistencia de 1810 aislamientos de campos de fresa en el sur de Estados Unidos. Se utilizd
una dosis discriminatoria de 5 pg/ml, que sirvié como referencia para este estudio, en un
medio de cultivo de agar extracto de malta. Se obtuvo un bajo porcentaje de 2.4% de la
poblacidn resistente al iprodione (Fernandez-Ortufio et al., 2014). Con respecto al campo
organico, un estudio previo colecté aislamientos de B. cinerea de campos organicos ubicados
en Brasil. Con el objetivo de evaluar la sensibilidad al iprodione utilizaron diferentes dosis
discriminatorias en el medio papa dextrosa agar (PDA). De acuerdo a los resultados
obtenidos, el 22.9% de la poblacion estudiada se caracterizd como resistente al fungicida
(Baggio et al., 2018b). Por otro lado, Cosseboom et al. (2019) también evalud la resistencia
al iprodione en 186 aislamientos de B. cinerea provenientes de campos organicos de fresa
en California. Considerando una dosis discriminatoria de 10 pg/ml en agar extracto de malta
como medio de cultivo observaron un porcentaje de resistencia de 6% en toda la poblacion

evaluada.

El pyrimethanil forma parte del grupo quimico de las anilinopirimidinas, este ingrediente
activo ha sido elaborado particularmente para el control del moho gris y la sarna del manzano
y de la pera (Correia et al., 2016). En el presente estudio, se observé el porcentaje de
resistencia de 48% de la poblacidn perteneciente al primer campo convencional. Por el
contrario, en el segundo campo convencional, solamente el 3% se caracteriz6 como
resistente al pyrimethanil. Adicionalmente, en el campo organico, no se detectaron
aislamientos resistentes al fungicida. Los resultados obtenidos en el primer campo
convencional guardan similitud con el estudio de la resistencia de 55 aislamientos de B.
cinerea obtenidos de invernaderos de hortalizas en Grecia. Diferentes concentraciones
discriminatorias fueron usadas para la caracterizacion del nivel de sensibilidad, los
resultados indicaron un alto porcentaje de resistencia (49.1%) al pyrimethanil (Myresiotis
et al., 2007). En otros estudios los resultados mostraron un mayor porcentaje de resistencia
en comparacion con nuestros resultados. Tal es el caso del estudio realizado por Amiri et al.
(2013), donde se colectaron 392 aislamientos de B. cinerea a partir de campos de fresa en
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Florida, con la finalidad del estudio de la caracterizacion fenotipica de la sensibilidad. Se
utilizé como dosis discriminatoria 5 pg/ml del ingrediente activo donde se obtuvo un 59.2%
de aislamientos resistentes. Con respecto al campo orgénico en nuestro estudio no se
encontraron aislamientos resistentes. Los resultados encontrados difieren del estudio de
Baggio et al. (2018b) donde se analizaron 35 aislamientos de B. cinerea colectados de
campos organicos de fresa en Brasil. A una dosis discriminatoria de 1 pg/ml (dosis

referencial para este estudio) se encontr6 que un 14.3% de aislamientos fueron resistentes.

Ante los resultados encontrados en la investigacion se establece que la resistencia de B.
cinerea a determinados ingredientes activos se encuentra ampliamente distribuida. La
presencia de aislamientos resistentes a diversos ingredientes activos se puede explicar
debido al alto riesgo de adquirir resistencia debido a su alta variabilidad genética, abundante
formacion de esporas, amplio rango de hospedantes y elevado numero de aplicaciones de
fungicidas para su control (Brent & Hollomon, 2007; Leroux et al., 2002). Particularmente,
Ogawa et al. (1976) afirma que el desarrollo de resistencia a los fungicidas se debe en primer
lugar a la presion de seleccién ejercida por el uso intensivo de un solo ingrediente activo
sobre la poblacién del patdgeno. Entonces, cuando la poblacién es sometida a fungicidas los
individuos sensibles se eliminan selectivamente y aquellos individuos que poseen una
mutacion para la tolerancia, comienzan a multiplicarse y se convierten en la poblacion
predominante (Dekker, 1976).
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V. CONCLUSIONES

Al evaluar el perfil de resistencia de los aislamientos de Botrytis cinerea provenientes
de los dos campos convencionales se encontré que los ingredientes activos:
azoxystrobin e iprodione presentaron el rango de porcentaje de inhibicion micelial
mas extenso. Ademas, se observaron altos niveles de resistencia a los ingredientes

activos: azoxystrobin, boscalid, cyprodinil e iprodione.

El ingrediente activo fludioxonil presentd valores muy proximos al 100% de
inhibicion micelial en la poblacion de B. cinerea pertenecientes a los dos campos
convencionales. Asimismo, se registré una minima poblacion de 3% que mostraron

una pérdida de sensibilidad al fludioxonil.

Se encontr6 una gran variabilidad en el porcentaje de inhibicién micelial del
ingrediente activo: azoxystrobin en la poblacién de B. cinerea provenientes del
campo organico. Sumado a ellos, se evidencio altos niveles de resistencia al:

azoxystrobin, cyprodinil y boscalid en la poblacion evaluada.

Los ingredientes activos: fenhexamid, fludioxonil y pyrimethanil presentaron una
inhibicion micelial de 100% en la poblacion del campo organico. Ademas de ello,

toda la poblacion evidenci6 sensibilidad a los tres ingredientes activos.

Al comparar el perfil de resistencia de los tres campos, se encontro valores altos y
similares del porcentaje de la poblacion resistente a los ingredientes activos:
azoxystrobin, boscalid y cyprodinil. Por otra parte, el minimo porcentaje de
resistencia al fludioxonil fue semejante en los tres campos. Finalmente, se observaron
diferencias significativas en los porcentajes de resistencia al fenhexamid y

pyrimethanil, entre el primer campo y los dos restantes.



VI. RECOMENDACIONES

e Es fundamental llevar a cabo el estudio del perfil de resistencia de aislamientos de
Botrytis cinerea en los campos de produccion. Estos estudios permitirian obtener
informacion precisa sobre el nivel de sensibilidad de la poblacion en diferentes zonas
agroecologicas frente a los ingredientes activos empleados en el programa de manejo

de la enfermedad, realizando asi un adecuado manejo de la resistencia.

e Realizar el estudio del perfil de resistencia en poblaciones de B. cinerea provenientes
de otras zonas de produccion importantes como: Lambayeque, Piura, Ica, Ancash,

Lima y Moquegua.

e Evaluar el crecimiento micelial de la poblacion de B. cinerea en diversos medios de
cultivos. Ello, con el objetivo de proponer medios de cultivos alternativos y
adecuados para determinar el perfil de resistencia, nivel de sensibilidad y la
concentracion efectiva media (EC50) de los ingredientes activos en condiciones de

nuestro pais.

e Realizar un estudio de la sensibilidad de B. cinerea a los diferentes ingredientes
activos para obtener la concentracion efectiva media (EC50) es necesario para
conocer con precision la sensibilidad de los aislamientos en las condiciones

medioambientales propias del Perd frente a los ingredientes cominmente empleados.
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VIIl. ANEXOS

Anexo 1: Datos meteoroldgicos de temperatura minima y maxima registradas en la provincia de Vir(, La Libertad durante el afio 2022.

Temperaturas registradas en la Provincia de Viru
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Temperatura promedio en °C Temperatura minima en °C

Fuente: Estacion meteoroldgica ubicado en el sector 4 del distrito de Viru
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Anexo 2: Datos meteoroldgicos de humedad relativa registradas en la provincia de VirQ, La Libertad en el afio 2022.

Humedad relativa (%) promedio en la provincia de Vi
80 38 8941
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Fuente: Estacién meteoroldgica ubicado en el sector 4 del distrito de VirQ
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Anexo 3: Porcentaje de inhibicion micelial de 50 aislamientos de Botrytis cinerea a las 48 horas después de la siembra con diferentes

ingredientes activos pertenecientes al primer campo convencional - primera colecta.

Aislamiento Porcentaje de inhibicién micelial (%)

Azoxystrobin Boscalid Cyprodinil Difenoconazole Fenhexamid Fludioxonil Iprodione Pyrimethanil

ClAl 50.42 71.47 69.48 100 100 100 44.58 45.09
ClA2 35.72 55.42 62.18 100 100 100 16.94 56.19
C1A3 23.15 68.22 23.7 100 100 100 50.37 46.5
C1A4 49.88 64.8 57.71 100 76.54 100 26.44 64.22
C1A5 69.44 54.23 75.07 100 58.86 100 334 16.56
C1A6 48.23 57.87 58.96 100 65.76 100 19.66 56.56
C1A7 42.89 68.87 16.91 100 78.24 100 53.33 34.54
C1A8 59.92 66.67 23.5 100 82.67 100 59.04 59.58
C1A9 64.14 59.14 59.39 100 62.96 100 92.52 37.66
C1A10 54.46 69.16 4452 100 78.11 100 68.45 17.27
ClA11 87.79 100 89.91 100 91.16 100 79.24 10.47
C1A12 78.23 69.16 76.66 100 78.19 100 83.48 44.87
C1A13 42.91 69.06 24.77 100 81.65 100 49.38 48.35
ClAl14 63.01 57.13 71.3 100 88.17 100 56.6 53.19
C1A15 46.17 76 49.23 100 77.76 100 57.99 145

C1A16 54.15 62.87 78.29 100 78.54 100 56.56 69.96
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Cl1A17
C1lA18
C1A19
C1A20
Cl1A21
C1lA22
C1AZ23
C1A24
C1A25
C1A26
C1lA27
C1A28
C1A29
C1A30
ClA31
C1A32
C1A33
ClA34
C1A35
C1A36
C1A37

51.2
57.21
45,51
52.27
46.63
34.58

44.7

100
66.38
73.22
50.56
31.01
74.28
63.63
66.15
61.08
39.07
32.06
50.35

7.83
23.37

79.89
66.39
66.15
52.24
60.31
71.76
44.17
100
62.59
48.65
63.25
54.06
68.61
53.11
65.03
76.61
70.04
63.84
67.98
63.68
65.03

57.5
59.24
48.4
46.79
81.99
77.81
53.75
83.02
61.16
85.77
75.04
82.36
70.62
83.28
52.88
78.27
50.44
76.64
26.21
87.64
25.52

100
100
71.26
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
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71.18
100
100

73.67

79.87

74.07
72.4

77.85

73.33

74.93

75.62

85.82

96.75

64.49

85.17

73.69

83.46

79.06

81.77
100

77.89

100
70.11
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

16.18
25.19
14.99
28.59
75.43
6.83
23.12
100
67.87
45.88
10.16
78.9
88.24
67.28
63.2
67.6
100
15.92
70.95
73.69
18.28

12.9
17.31
100
10.86
13.58
47.24
14.77
41.43
27.3
65.2
34.6
31.41
27.06
28.5
46.95
28.15
26.81
14.33
11.92
14.6
60.17



C1A38
C1A39
C1A40
ClA41
C1A42
C1A43
ClA44
C1A45
C1A46
C1lA47
C1A48
C1A49
C1A50

23.76
38.47
37.89
26.48
31.52
43.16
20.94
71.6
44.76
36.33
44.63
41.55
100

80.47
32.46
56.83
76.41
71.23
100
55.69
79.45
52.11
40.26
74.95
67.24
100

67.86
61.28
84.87
60.97
64.54
93.15
81.91
73.25
74.64
73.6
68.25
82.08
80.63

100
100
100
100
100
71.13
100
100
78.47
100
100
100
89.96

82.57
71.01
80.81
100
100
100
73.58
100
100
73.67
82.14
81.52
100

100
91.87
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100
100
100
32.98
17.31
62.28
60.91
68.61
65.33
72.42
66.46
100
76.09

25.8
19.74
25.5
100
100
100
32.26
44.03
100
13.9
25.98
29.65
100

171



Anexo 4: Andlisis de varianza del porcentaje de inhibicion micelial de la poblacion de B.

cinerea dentro del primer campo convencional - primera colecta con un nivel de
significancia de 0.05.

Fuente Df Suma de cuadrados Cuadrado de la media F valor Pr(>F)

Tratamiento 7 163571 23367 69.04 <2e-16 ***
Error 392 132681 338
CV(%) 26.35

Anexo 5: Comparacién de medias del porcentaje de inhibicion micelial de B. cinerea

frente a los diversos ingredientes activos mediante la prueba de tukey con un nivel de
significancia de 0.05.

COMPARACION DE MEDIAS DE TUKEY
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Anexo 6: Diametro (mm) del crecimiento micelial de 50 aislamientos de B. cinerea a las 48 horas después de la siembra con diferentes

ingredientes activos pertenecientes al primer campo convencional - primera colecta.

Aislamie Medio de Cultivo (Controles) Ingrediente activo
Mo czA MEA  PDA YEA  TL:Az* T2Bs® T3:.Cp® T4Dc* T5:Fh?  T6:Fd?  T7:p*  T8:Pm°

Cl1A1 17.73 1689 1458  19.36 7.23 5.52 5.41 0 0 0 08.08 9.73
ClA2 2046 2011 1575  22.32 10.12 9.95 7.74 0 0 0 13.08 8.96
C1A3 235 2127 1639  23.03 12.6 7.32 17.93 0 0 0 8.14 12.57
ClA4 2095 1896 1866  19.18 9.36 6.75 8.86 0 4.45 0 13.73 75
CIA5 1597 1076 1178  12.54 3.6 5.74 3.98 0 4.43 0 7.85 13.33
CIA6 2141 1914 1682 1878 8.71 7.91 8.79 0 6.55 0 13.52 9.3
C1A7 1944 1923 1787 207 10.21 6.44 16.15 0 4.18 0 8.34 12.72
CIA8 2061 1958 1652  19.33 6.62 6.44 15.76 0 3.39 0 6.77 8.33
ClA9 1749 1372 1582 1513 5.67 6.18 7.1 0 5.08 0 1.18 10.9
CIA10 2047 17.74 1585  18.68 7.22 5.76 11.36 0 3.88 0 5 16.94
ClA1l 1163 1449 1583  15.36 1.93 0 1.17 0 1.28 0 3.29 10.41
ClA12 1606 1262 139 1371 3.03 4.1 3.75 0 2.75 0 2.3 8.85
ClA13 2094 1983 1741 1951 9.94 6.04 15.75 0 3.64 0 8.81 10.81
ClA14 1793 1337 1527 1658 5.65 7.11 5.15 0 1.58 0 6.63 8.39
ClA15 2081 1939 1799  19.45 9.68 4.67 10.57 0 4.31 0 7.56 17.79
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C1Ale6
ClA1l7
C1A18
C1A19
C1A20
Cl1A21
ClA22
C1A23
C1A24
C1A25
C1A26
C1A27
C1A28
C1A29
C1A30
ClA31
C1A32
C1A33
C1A34
C1A35
C1A36

21.29
24.65
22.99
21.44
19.83
24.96
21.41
21.46
19
15.21
22.08
2151
23.83
13.69
12.29
25.08
16.82
25.96
29.2
23.07
25.57

18.27
16.15
15.9
17.88
18.68
22.67
18.81
17.65
15
16.47
19.1
18.42
23.85
15.22
11.95
20.13
15.01
22.45
22.69
22.7
22.81

18.78
16.69
18.78
17.64
19.63
21.97
18.07
17.82
15.66
16.42
17.73
20.16
21.44
18.26
14.53
23.34
15.99
22.79
29.07
16.85
23.47

19
19.46
19
17.8
19.58
22.44
17.7
17.16
14.43
18.02
20.23
24.61
22.29
17.26
14.3
22.52
18.03
25.85
27.53
22.89
22.76

8.61
8.15
8.03
9.61
9.37
11.72
11.82
9.85

5.52
4.75
9.97
14.79
4.7
5.28
7.9
6.22
13.89
19.75
8.37
21.63

7.06
3.91
6.39
6.03
9.35
8.91
5
9.58
0
6.74
10.39
9.04
10.24
5.42
6.71
7.88
4.22
7.75
9.96
7.33
8.27
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4.62
10.48
9.37
11.07
10.55
4.5
4.75
9.93
3.23
5.91
3.14
5.37
4.2
4.02
2.06
11.82
3.66
12.87
6.82
17.02
3.16

5.

3.92
4.65

4.92
4.56
4.88
4.87
3.32
4.39
4.79
4.49
3.38
0.5
4.24
2.99
3.95
3.71
4.75
4.14

8.16
13.99
14.05

6.4
21.47
19.01

17.68
21.57
11.3
18.29
11.13
11.06
7.68
14.06
16.34
9.98
8.79
13.31
12.09
19
25.02
20.32
21.84



C1A37 26.44 22.71 25.4 28.54 19.46 9.98

C1A38 2428  23.49 20.9 25.13 15.94 491
C1A39 2435 2312 2311 24.27 14.22 16.39
C1A40 24.02 2029 19.34 23.69 12.01 10.23
Cl1A41 20.66 18.13 13.63 18.43 10.02 4.35
C1A42 2247 19.44 22.3 24.96 15.27 7.18
C1A43 2354 197 19.27 23.66 10.95 0

C1A44 25.13 18.12 18.27 21.13 14.45 9.36
C1A45 26.36 3154  29.47 27.5 8.37 5.65
C1A46 2356 2123 22.46 25.69 12.4 12.3
C1A47 2341 21.03 2148 22.81 13.68 13.63
C1A48 18.29 19.12 18.59 20.04 10.29 5.02
C1A49 2756 23.03 26.31 28.37 15.38 9.29
C1A50 1744 1751 17.55 19.32 0 0

19.69
7.81
9.43
3.64
8.06
7.97
1.61
4.55
7.05
5.98
6.18
5.81
4,94
3.38

5.02
4.09
6.7
3.9

oo

20.75

9.13
18.44
7.27
7.14
9.25
7.79
5.92
6.23

4.2

10.53
18.02
19.54
17.89

17.03
14.76

20.15
13.54
19.39

*Az: azoxystrobin, Bs: boscalid, Cp: cyprodinil, Dc: difenoconazole, Fh: fenhexamid, Fd: fludioxonil, Ip: iprodione y Pm: pyrimethanil

*CZA: Czapek dox agar, MEA: Extracto de malta agar 1%, PDA: Papa dextrosa agar, YEA: Extracto de levadura agar 0.5%

* 3 Ajslamientos sembrados en PDA
* b Ajslamientos sembrados en YEA
* ¢ Aislamientos sembrados en CZA

= d: Ajslamientos sembrados en MEA
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Anexo 7: Analisis de varianza del crecimiento micelial de la poblacion de B. cinerea dentro

del primer campo convencional - primera colecta con un nivel de significancia de 0.05.

Fuente Df Suma de cuadrados Cuadrado de la media F valor Pr(>F)
Tratamiento 8 15461 1932.7 118.7 <2e-16 ***
Error 441 7180 16.3
CV(%) 53.07

Anexo 8: Comparacion de medias del crecimiento micelial de B. cinerea frente a los diversos

tratamientos mediante la prueba de tukey con un nivel de significancia del 0.05.

COMPARACION DE MEDIAS DE TUKEY

25

alpha = 0.05

Crecimiento micelial (mm)

f

0 L 1
TO T T2 T3 T4 5 T6 T7 T8
Tratamientos
TO: Testigo T1: Azoxystrobin  T2: Boscalid ~ T3: Cyprodinil T4: Difenoconazole

T5: Fenhexamid  T6: Fludioxonil T7: Iprodione  T8: Pyrimethanil
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Anexo 9: Porcentaje de inhibicion micelial de 50 aislamientos de Botrytis cinerea a las 48 horas despues de la siembra con diferentes

ingredientes activos pertenecientes al primer campo convencional - segunda colecta.

Aislamiento Porcentaje de inhibicién micelial (%)

Azoxystrobin Boscalid Cyprodinil Difenoconazole Fenhexamid Fludioxonil Iprodione Pyrimethanil

Cl1A51 88.43 86.05 90.75 100 100 100 69.8 100
C1A52 85.25 88.69 85.28 100 100 100 100 100
C1A53 88.67 100 88.63 100 100 100 65.07 100
C1A54 100 100 73.62 100 100 100 66.67 100
C1A55 58.73 70.85 56.51 100 100 100 60.96 10.79
C1A56 32.13 68.27 81.09 100 68.75 87.3 37.65 18.11
C1A57 50.95 69 56.27 100 100 100 18.23 18.64
C1A58 76.43 100 85.05 74.46 100 100 70.11 100
C1A59 87.78 100 78.53 100 100 100 69.85 100
C1A60 45.78 59.67 53.88 100 76.08 100 31.38 15.12
C1A61 85.94 83.88 68.57 78.61 100 100 62.83 100
C1A62 82.35 100 100 78.35 100 100 58.75 100
C1A63 84.88 100 75.93 100 100 100 60.54 100
C1A64 100 100 76.01 100 100 100 65.2 100

C1A65 24.1 86.93 64.11 100 100 100 22.57 100
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C1A66
ClA67
C1A68
C1A69
C1A70
ClA71
ClAT72
C1A73
C1A74
C1A75
C1A76
C1AT77
C1A78
C1A79
C1A80
C1A81
C1A82
C1A83
C1A84
C1A85
C1A86

24.37
24.84
37.86
73.14
75.96
4421
53.06
48.61
36.65
23.95
57.58
22.8
27.95
42.71
17.05
50.81
34.69
82.9
78.93
81.08
78.39

89.31
100
100
100
100
100
100
100
100

88.92

86.97

90.27

89.53

78.76

83.51
100
100
100
100
100
100

64.67
70.08
100
79.4
79.31
87.7
80.68
76.64
67.84
58.48
72.64
50.81
66.73
88.14
65.6
86.06
100
87.07
74.78
88.05
89.24

76.11
69.61
78.72
81.96
78.62
78.47
82.69
79.36
76.74
72.84
87.33
76.41
71.52
90.65
72.15
76.74
72.72
100
80.87
100
100
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100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

25.44
29.52
71.21
73.35
67.47
64.06
67.78
59.24
71.45
19.99
311
17.48
21.49
29.96
16.92
32.1
13.8
100
60.87
55.09
61.33

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100



C1A87
C1A88
C1A89
C1A90
C1A91
C1A92
C1A93
C1A9%4
C1A95
C1A96
C1A97
C1A98
C1A99
C1A100

79.92
59.12
44.49
100
83.14
100
23.99
44.49
40.32
79.02
78.26
37.49
34.9
39.92

100
100
100
100
100
100
100
100
100
93.83
100
100
81.45
78.68

85.48
100
90.76
100
83.94
100
56.98
100
85.79
83.66
86.14
80.27
90.97
80.14

100
100
100
100
100
100
78.43
79.43
78.05
64.5
100
76.31
87.6
86.7

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

73.85
100
68.13
85.37
57.44
85.54
18.83
73.12
71.62
74.79
56.63
68.44
75.68
36.62

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
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Anexo 10: Andlisis de varianza del porcentaje de inhibicion micelial a las 48 horas después
de realizar la siembra de aislamientos de B. cinerea del primer campo convencional -
segunda colecta con un nivel de significancia de 0.05.

Suma de Cuadrado
Fuente Df ) F valor Pr(>F)
cuadrados de la media
Tratamiento 7 104241 14892 53.98 <2e-16 ***
Error 392 108132 276
CV(%) 19.8924

Anexo 11: Comparacion de medias del porcentaje de inhibicion micelial de B. cinerea frente

a los ingredientes activos mediante la prueba de tukey con un nivel de significancia del 0.05.

COMPARACION DE MEDIAS DE TUKEY
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Anexo 12: Diametro (mm) del crecimiento micelial de 50 aislamientos de B. cinerea a las 48 horas después de la siembra con diferentes

ingredientes activos pertenecientes al primer campo convencional - segunda colecta.

Aislamie Medio de Cultivo (Controles) Ingrediente activo
nto CZA MEA PDA YEA TL.AZ T2:Bs® T3:Cp® T4:Dc® T5:Fh? T6:Fd® T7:1p* T8:Pm®

C1A51 20.94 20.91 22.09 20.7 2.56 2.89 1.94 0,00 0,00 0,00 6.67 0,00
C1A52 24.73 25.08 25.69 2454 3.79 2.78 3.64 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C1A53 24.63 24.17 23.66  23.38 2.68 0,00 2.8 0,00 0,00 0,00 8.27 0,00
C1A54 19.3 22.52 22.78  23.78 0,00 0,00 5.09 0,00 0,00 0,00 7.59 0,00
C1A55 22.65 22.49 23.79 2461 9.82 7.17 9.85 0,00 0,00 0,00 929 2021
C1A56 22.23 20.59 21.3 23.5 14.45 7.46 4.2 0,00 6.43 2.62 13.28 182
C1A57 24.54 20.49 25.23 2372  12.38 7.35 10.73 0,00 0,00 0,00 20.63  19.97
C1A58 24.8 23.56 22.89 2391 5.4 0,00 3.71 5.85 0,00 0,00 6.84 0,00
C1A59 24.63 22.87 23.2 22.29 2.84 0,00 5.29 0,00 0,00 0,00 6.99 0,00
C1A60 21.61 20.82 21.65 2137 1174 8.62 9.97 0,00 4.98 0,00 1485 1834
C1A61 26.46 22.42 23.81 22.3 3.35 3.59 8.32 5.09 0,00 0,00 8.85 0,00
C1A62 20.62 24,00 23.27  24.86 411 0,00 0,00 5.04 0,00 0,00 9.6 0,00
C1A63 24.43 22.46 2251  22.66 3.4 0,00 5.88 0,00 0,00 0,00 8.88 0,00
C1A64 20.59 22.7 23.09  22.88 0,00 0,00 4.94 0,00 0,00 0,00 8.04 0,00
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C1A65
C1A66
ClA67
C1A68
C1A69
C1A70
ClA71
C1A72
C1A73
ClA74
C1A75
C1A76
C1AT77
C1A78
C1A79
C1A80
C1A81
C1A82
C1A83
C1A84
C1A85

22.99
24.87
24.43
18.92
2451
23.88
23.98
23.75
25.25
19.53
19.49
26.32
25.13
22.53
21.76
21.89
22.17
19.18
25.29
2391
195

19.7
21.52
19.43

20.8
22.53
22.89
21.96
22.38
22.81
22.19

21.8
20,00
19.52
19.86
22.24
19.24
21.99
22.65
22.81
22.27
22.86

20.33
24.18
21.33
23.85
22.6
23.13
22.79
21.6
21.96
25.39
22.45
26.32
19.06
23.48
25.24
21.74
22.09
23.22
22.72
23.13
21.18

21.13
22.01
22.75
25.3
21.54
22.21
21.24
23.69
21.8
26.1
20.16
22.06
21.34
20.21
2491
20.24
22.57
22.38
23.15
22.35
21.96

15.43
18.29
16.03
14.82
6.07

5.56

12.71
10.14
11.29
16.09
17.07
11.16
14.71
16.92
14.46
18.03
10.86
15.17
3.89

4.87

4.01

2.76
2.35
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
2.23
2.87
2.08
2.12
5.29
3.34
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
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8.25
8.78
7.31
0,00
5.05
4.94
2.95
4.59
5.9
6.28
8.09
7.2
12.36
7.5
2.58
7.53
03.09
0,00
3.27
6.03
2.33

0,00
5.78
6.48
5.08
4.08
4.95
491
3.74
4.53
5.91
6.1
3.33
4.32
6.69
2.36
6.05
5.14
6.34
0,00
4.43
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

15.74
18.03
15.04
6.87
6.02
7.53
8.19
6.96
8.95
7.25
17.96
18.13
15.73
18.43
17.68
18.06
15,00
20.02
0,00
9.05
9.51

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00



C1A86
C1A87
C1A88
C1A89
C1A90
C1A91
C1A92
C1A93
C1A9%4
C1A95
C1A96
C1A97
C1A98
C1A99
C1A100

21.47
16.6
19.84
21.54
19.64
16.19
18.48
20.74
18.29
25.2
25.28
21.85
22.05
22.37
23.88

22.55
21.79
18.38
21,00
20.94
16.65
16.72
20.62
23.19
22.2
18.48
22.86
22.2
22.32
19.47

23.62
21.73
21.42
21.49
20.83
16.56
20.36
22.14
27.04
24.76
24.02
22.64
22.86
24.61
18.74

20.9
22.19
20.88
21.22
18.67
15.96
20.03
21.15
27.54
25.76
25.04
22.61
22.98
25.18
19.55

5.11
4.36
8.76
0,00
0,00
2.79
0,00
16.83
15.01
14.78
5.04
4.92
14.29
16.02
11.26

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
1.54
0,00
0,00
4.67
4.17

2.31
241
0,00
1.99
0,00
2.6
0,00
8.92
0,00
3.58
4.13
3.03
4.35
2.02
4.74

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
4.77
5.56
5.43
8.53
0,00
5.42
3.05
2.49

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

9.14
5.68
0,00
6.72
3.05
7.05
2.95
17.97
1.27
7.03
6.06
9.82
7.21
5.99
11.88

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

*Az: azoxystrobin, Bs: boscalid, Cp: cyprodinil, Dc: difenoconazole, Fh: fenhexamid, Fd: fludioxonil, Ip: iprodione y Pm: pyrimethanil

*CZA: Czapek dox agar, MEA: Extracto de malta agar 1%, PDA: Papa dextrosa agar, YEA: Extracto de levadura agar 0.5%
* 2 Aislamientos sembrados en PDA
* b Ajslamientos sembrados en YEA

* ¢ Aislamientos sembrados en CZA

= d: Ajslamientos sembrados en MEA
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Anexo 13: Analisis de varianza del crecimiento micelial a las 48 horas después de la siembra
de aislamientos de B. cinerea del primer campo convencional - segunda colecta y con un

nivel de significancia de 0.05.

Suma de Cuadrado
Fuente Df ) F valor Pr(>F)
cuadrados de la media

Tratamiento 8 8635 1079.4 61.63 <2e-16 ***
Error 441 7723 17.5
CV (%) 89.22

Anexo 14: Comparacién de medias del crecimiento micelial de B. cinerea frente a los
diversos ingredientes activos mediante la prueba de tukey con un nivel de significancia de
0.05.

COMPARACION DE MEDIAS DE TUKEY

25
20 a
E
£ ab
s b —_
5 15 -
: l
E 10 4
E ¢
3 - de
5 1 cd ‘ -4
5 — de T -
S e
, T
T0 T T2 T3 T4 TS T6 7 T8
Tratamientos
TO: Testigo T1: Azoxystrobin  T2: Boscalid  T3: Cyprodinil T4: Difenoconazole

T5: Fenhexamid  T6: Fludioxonil T7: Iprodione  T8: Pyrimethanil
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Anexo 15: Porcentaje de inhibicion micelial de 50 aislamientos de Botrytis cinerea a las 48 horas después de la siembra con diferentes

ingredientes activos pertenecientes al segundo campo convencional - primera colecta.

Aislamiento Porcentaje de inhibicion micelial (%)

Azoxystrobin Boscalid Cyprodinil Difenoconazole Fenhexamid Fludioxonil Iprodione Pyrimethanil

C2A1 81.85 100 86.03 100 100 100 48.37 100
C2A2 80.68 100 92.17 100 100 100 70.81 100
C2A3 79.43 89.3 84.76 91.14 100 85.04 100 100
C2A4 78.19 100 79.47 100 100 100 76.58 100
C2A5 82.04 100 100 100 100 100 74.84 100
C2A6 83.72 100 85.09 100 100 100 58.25 100
C2A7 59.24 100 83.7 100 100 100 59.5 100
C2A8 62.58 73.7 65.21 95.25 100 100 63.3 100
C2A9 50.81 71.2 70.33 100 100 100 31.98 100
C2A10 87.38 100 90.75 100 100 100 70.5 100
C2A11 56.19 65.89 57.69 88.99 100 100 63.22 100
C2A12 79.47 94.56 92.06 89.74 100 100 64.78 100
C2A13 75.68 100 100 100 100 100 53.88 100
C2A14 81.47 100 90.16 100 100 100 69.41 100

C2A15 75.61 93.69 92.63 100 100 100 64.13 100
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C2A1l6
C2A17
C2A18
C2A19
C2A20
C2A21
C2A22
C2A23
C2A24
C2A25
C2A26
C2A27
C2A28
C2A29
C2A30
C2A31
C2A32
C2A33
C2A34
C2A35
C2A36

16.97
81.98
83.9
7.93
89.93
74.34
35.46
73.56
29.62
100
82.16
87.02
64.27
36.57
60.07
70.7
44.95
86.86
5.66
49.12
50.52

49.13
100
92.66
54.21
100
88.47
68.11
100
100
100
100
86.43
100
74.94
85.36
91.87
55.72
90.3
55.69
100
87.28

71.58
100
86.82
63.83
84.72
87.51
49.75
88.63
53.93
97.24
96.71
77.2
86.19
81.26
63.02
28.62
87.22
86.55
84.98
82
91.52

100
100
100
85.12
90.67
89.84
100
100
74.87
100
97.7
100
100
100
100
87.87
100
86.95
100
100
100
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100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
77.88
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

37.63
65
57.62
100
64.13
100
67.96
62.09
12.85
81.97
65.37
72.67
54.46
8.82
39.55
100
76.29
100
74.66
34.59
62.18

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
15.72
100
100
100
100



C2A37
C2A38
C2A39
C2A40
C2A41
C2A42
C2A43
C2A44
C2A45
C2A46
C2A47
C2A48
C2A49
C2A50

85.67
81.78
79.09
81.45
44.58
14.44
66.47
78.79
80.84
38.59
85.53
41.62
27.84
85.66

100
100
90.73
100
78.29
85.25
100
100
100
62.7
95.65
78.46
78.77
90.32

93.1
86.46
85.61
86.44
48.44
85.59
83.94
92.75
92.86

42.5
92.21
82.57
60.36

86.2

100
96.73
100
100
100
81.84
100
100
100
87.36
100
100
100
100

100
100
100
100
83.94
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

68.88
66.91
100
67.62
59.5
71.96
75.12
70.44
67.54
26.14
67.28
20.85
20.26
100

100
100
100
100
50.52
100
100
100
100
100
100
100
100
100

187



Anexo 16: Andlisis de varianza del porcentaje de inhibicion micelial a los 48 horas despueés
de la siembra de aislamientos de B. cinerea del segundo campo convencional - primera
colecta con un nivel de significancia de 0.05.

Suma de Cuadrado
Fuente Df ) F valor Pr(>F)
cuadrados de la media
Tratamiento 7 79313 11330 50.52 <2e-16 ***
Error 392 87912 224
CV(%) 17.34

Anexo 17: Comparacion de medias del porcentaje de inhibicion micelial de B. cinerea frente

a los diversos ingredientes activos mediante la prueba de Tukey con un nivel de significancia
de 0.05.

COMPARACION DE MEDIAS DE TUKEY

120

alpha = 0.05 ab
be ab a a [

” } ¢ T T
| ] |
T J_

20 7

Inhibicion micelial (%)

Azoxystrobin Boscalid Cyprodinil Difenoconazole Fenhexamid  Fludioxonil Iprodione Pyrimethanil

Tratamientos
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Anexo 18: Diametro (mm) del crecimiento micelial de 50 aislamientos de B. cinerea a las 48 horas después de la siembra con diferentes

ingredientes activos pertenecientes al segundo campo convencional - primera colecta.

Aislamiento Medio de Cultivo (Controles) Ingrediente activo

CZA MEA PDA YEA T1:AzZ T2:Bs® T3:Cp® T4:Dc* T5:Fh? T6:Fd® T7:1p* T8:Pm°

C2A1 19.44 18.72 16.81 21.25 3.05 0,00 2.72 0.00 0,00 0,00 8.68 0,00
C2A2 23.2 23.38 26.63 26.46 5.15 0,00 1.82 0,00 0,00 0,00 17.77 0,00
C2A3 25.07 23.03 22.74 23.64 4.68 2.53 3.82 2.01 0,00 3.45 0,00 0,00
C2A4 11.18 10.12 11.16 12.98 2.44 0,00 2.3 0,00 0,00 0,00 2.62 0,00
C2A5 17.34 221 25.65 23.06 4.61 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 6.45 0,00
C2A6 20.53 20.83 19.47 224 3.17 0,00 3.06 0,00 0,00 0,00 8.13 0,00
C2A7 21.43 20.23 18.09 21.9 7.37 0,00 3.49 0,00 0,00 0,00 7.33 0,00
C2A8 23.87 19.04 18.75 24.3 7.02 6.39 8.3 0.89 0,00 0,00 6.88 0,00
C2A9 15.88 17.77 22.16 21.95 10.9 6.32 4.71 0,00 0,00 0,00 15.07 0,00
C2A10 21.57 244 21.76 22.75 2.75 0,00 2.00 0,00 0,00 0,00 6.42 0,00
C2A11 24.3 17.63 17.91 21.96 7.85 7.49 10.28 1.97 0,00 0,00 6.59 0,00
C2A12 22.98 21.24 20.85 23.19 4.28 1.26 1.83 2.14 0,00 0,00 7.34 0,00
C2A13 22.78 21.47 19.62 22.34 4.77 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 9.05 0,00

C2A14 17.4 20.94 18.8 21.12 3.48 0,00 1.71 0,00 0,00 0,00 5.75 0,00
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C2A15
C2A16
C2A17
C2A18
C2A19
C2A20
C2A21
C2A22
C2A23
C2A24
C2A25
C2A26
C2A27
C2A28
C2A29
C2A30
C2A31
C2A32
C2A33
C2A34
C2A35

19.96
18.67
21.78
23.49
21.04
19.56
22.26
20.96
17.05
23.23
18.87
27.81
20.85
19.66
20.35
16.41
20.22
18.77
22.08
19.77
28.05

20.78
17.94
22.29
19.7
22.74
16.36
23.68
20.88
18.59
20.67
15.12
24.04
21.06
19.36
20.26
17.22
20.43
23.03
22.46
2231
25.05

20.9
21.35
18.97
18.76
22.95
16.84
22.77
21.18
20.04
2151
16.32
22.76
25.03
19.19
18.99
19.12
19.63
21.75
23.01
21.21
20.49

24.05
21.71
20.66
23.37
22.97
16.3
23.57
2151
21.83
25.37
20.7
26.31
23.12
19.76
20.93
18.6
21.93
22.87
22.95
21.87
24.7

5.1
17.73
3.42
3.02
21.13
1.7
5.84
13.67
5.3
15.14
0,00
4.06
3.25
6.86
12.04
7.63
5.75
11.97
3.02
20.01
10.43

1.52
11.04
0,00
1.72
10.52
0.00
2.72
6.86
0,00
0,00
0,00
0,00
3.14
0,00
5.25
2.72
1.78
10.13
2.23
9.69
0,00
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1.47
5.31
0.00

3.1
7.61
2.99
2.78
10.53
1.94
10.7
0.52
0.92
4.76
2.72
3.81
6.07
14.43

2.4

2.97
2.97
5.05

0,00
0,00
0,00
0,00
3.42
1.57
2.31
0,00
0,00
5.41
0,00
0.52
0,00
0,00
0,00
0,00
2.38
0,00
3,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
05.09
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
4.75
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

7.5
13.32
6.64
7.95
0,00
6.04
0,00
6.79
7.6
18.74
2.94
7.88
6.84
8.74
17.31
11.56
0,00
5.16
0,00
5.37
13.4

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
15.82
0,00
0,00
0,00



C2A36
C2A37
C2A38
C2A39
C2A40
C2A41
C2A42
C2A43
C2A44
C2A45
C2A46
C2A47
C2A48
C2A49
C2A50

21.35
18.59
25.86
23.7
28.19
254
23.18
23.72
24.17
25.67
22.62
23.22
21.96
25.98
20.65

19.18
19.01
21.45
20.86
23.1
22.86
23.96
24.54
22.63
20.78
21.16
22.6
21.26
20.96
23.66

21.43
17.52
27.03
23.99
29.24
2411
23.28
21.3
24.8
26.34
25.94
27.25
22.19
26.35
22.8

21.55
15.8
24.58
24.26
27.33
23.72
2431
2351
26.75
25.43
25.78
21.47
22.81
26.56
22.7

10.6
2.51
4.93
5.02
5.43
13.36
19.92
7.14
5.26
5.05
15.93
3.94
12.95
19.02
3.27

2.74
0,00
0,00
2.25
0,00
5.15
3.59
0,00
0,00
0,00
9.61
0.94
491
5.64
2.2

1.81
1.28
3.5
3.41
3.82
13.1
3.34
3.81
1.75
1.83
13.01
1.81
3.83
10.3
2.85

0,00
0,00
0.88
0,00
0,00
0,00
4.23
0,00
0,00
0,00
3.28
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
3.67
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
1.88
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

8.1
5.45
8.94
0,00
9.47
9.77
6.53

5.3
7.33
8.55

19.16
8.92
17.56
21.01
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
12.57
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

*Az: azoxystrobin, Bs: boscalid, Cp: cyprodinil, Dc: difenoconazole, Fh: fenhexamid, Fd: fludioxonil, Ip: iprodione y Pm: pyrimethanil

*CZA: Czapek dox agar, MEA: Extracto de malta agar 1%, PDA: Papa dextrosa agar, YEA: Extracto de levadura agar 0.5%

* 2 Ajslamientos sembrados en PDA
* b- Ajslamientos sembrados en YEA
* ¢ Aislamientos sembrados en CZA

= d: Ajslamientos sembrados en MEA
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Anexo 19: Analisis de varianza del crecimiento micelial a las 48 horas dias después de la
siembra de aislamientos de B. cinerea del segundo campo convencional - primera colecta

con un nivel de significancia de 0.05.

Suma de Cuadrado
Fuente Df ) F valor Pr(>F)
cuadrados de la media
Tratamiento 8 19169 2396.1 220.6 <2e-16 ***
Error 441 4789 10.9
CV(%) 65.21

Anexo 20: Comparacion de medias del crecimiento micelial de B. cinerea frente a los
diversos ingredientes activos mediante la prueba de tukey con un nivel de significancia de
0.05.

COMPARACION DE MEDIAS DE TUKEY

[ alpha = 0.05

Crecimiento micelial (mm)

m
|
M S
.

n il S N N

TO T1 T2 T3 T4 TS T6 T7 T8

Tratamientos

TO: Testigo T1: Azoxystrobin  T2: Boscalid ~ T3: Cyprodinil T4: Difenoconazole

T5: Fenhexamid  T6: Fludioxonil T7: Iprodione  T8: Pyrimethanil
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Anexo 21: Porcentaje de inhibicion micelial de 50 aislamientos de Botrytis cinerea a las 48 horas después de la siembra con diferentes

ingredientes activos pertenecientes al segundo campo convencional - segunda colecta.

Aislamiento Porcentaje de inhibicién micelial (%)

Azoxystrobin Boscalid Cyprodinil Difenoconazole Fenhexamid Fludioxonil Iprodione Pyrimethanil

C2A51 87.99 100 83.31 100 100 100 100 100
C2A52 88.26 100 77.84 100 100 100 100 100
C2A53 84.83 100 86.47 100 100 100 100 100
C2A54 47.13 66.4 87.42 100 100 100 71.36 100
C2A55 23.41 70.32 88.83 100 100 100 67.44 100
C2A56 25.13 75.47 100 84 100 100 71.69 100
C2A57 85.33 100 79.59 84.16 100 100 100 100
C2A58 84.24 100 77.1 80.95 100 100 100 100
C2A59 42.03 64.75 81.48 100 100 100 72.88 100
C2A60 38.58 100 87.01 100 100 100 71.9 100
C2A61 28.81 79.4 87.67 87.78 100 100 72.14 100
C2A62 33.16 73.98 85.74 100 100 100 70.1 100
C2A63 85.6 100 100 100 100 100 100 100
C2A64 55.82 64.69 82.39 100 100 100 100 100

C2A65 30.85 64.8 84.67 83.62 100 100 64.07 100
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C2A66
C2A67
C2A68
C2A69
C2A70
C2AT71
C2AT72
C2A73
C2A74
C2AT75
C2A76
C2AT77
C2A78
C2AT79
C2A80
C2A81
C2A82
C2A83
C2A84
C2A85
C2A86

57.92
56.98
57.13
50.89
50.47
88.12
67.67
25.27
55.73
45.33
42.05
38.72
46.26
42.98
47.79
63.3
100
86.76
86.87
100
46.83

79.73
70.82
75.43
76.66
67.46
100
59
68.97
62.79
71.23
59.4
81
65.06
52.45
55.52
65.04
100
100
914
59.62
70.63

86.58
100
90.05
87.27
95.46
100
83.63
100
92.22
89.49
71.79
89.39
100
87.26
89.24
74.85
82.95
88.13
91.38
87.65
87.22

100
100
84.79
84.56
96.01
84.35
87.59
88.14
87.46
100
100
100
100
100
100
91.04
100
90.33
100
100
100
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100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

74.13
70.04
72.23
76.55
68.55
100
67.04
69.74
68.64
71.06
100
67.6
100
100
72
46.4
75.94
100
63.41
55.03
35.3

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100



C2A87
C2A88
C2A89
C2A90
C2A91
C2A92
C2A93
C2A9%4
C2A95
C2A96
C2A97
C2A98
C2A99
C2A100

84.24
88.11
40.74
93.29
38.21
40.77
42.29
37.33
56.74
52.31
72.05
53.14
62.9
56.96

100
100
68.5
100
54.81
30.41
52.34
43.94
62.85
43.18
77.52
64.49
100
75.32

100
91.52
86.85
84.94

100

100
87.55
88.38
83.76
88.43
86.45
91.39
82.68
84.17

95.99
88.53
100
100
86.08
87.73
88.07
84.99
100
89.68
100
86.94
89.04
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

79.67
74.01
28.92
64.67
20.04
78.8
48.83
22.26
71.57
65.11
56.16
75.06
100
42.99

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
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Anexo 22: Andlisis de varianza del porcentaje de inhibicion micelial a las 48 horas despues

de la siembra de aislamientos de B. cinerea del segundo campo convencional - segunda
colecta con un nivel de significancia de 0.05.

Suma de Cuadrado
Fuente Df ) F valor Pr(>F)
cuadrados de la media
Tratamiento 7 85649 12236 72.06 <2e-16 ***
Error 392 66561 170
CV(%) 15.1264

Anexo 23: Comparacion de medias del porcentaje de inhibicion micelial de B. cinerea frente

a los diversos ingredientes activos mediante la prueba de Tukey con un nivel de significancia
de 0.05.

COMPARACION DE MEDIAS DE TUKEY

120
alpha = 0.05
ab a a a
100 — c b T c
- T J_ -
e ] e |

Inhibicién micelial
o
3
1
E—
[

Azoxystrobin Boscalid Cypredinil Difenoconazole  Fenhexamid Fludioxonil Iprodione Pyrimethanil

Tratamientos
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Anexo 24: Diametro (mm) del crecimiento micelial de 50 aislamientos de B. cinerea a las 48 horas después de la siembra con diferentes

ingredientes activos pertenecientes al segundo campo convencional - segunda colecta.

Aislamiento Medio de Cultivo (Controles) Ingrediente activo
CZA MEA PDA YEA T1: A2 T2:Bs® T3:Cp® T4:Dc® T5:Fh? T6:Fd® T7:Ip® T8:PmS

C2A51 2343  26.2 26.92 28.99 3.23 0 3.91 0 0 0 0 0
C2A52 25  21.29 24.25 24.81 2.85 0 5.54 0 0 0 0 0
C2A53 2484  22.95 23.09 25.79 3.5 0 3.36 0 0 0 0 0
C2A54 25.36  20.64 24.48 24.71 12.94 8.3 3.19 0 0 0 7.01 0
C2A55 228 2281 20.54 23.85 1573  7.08 255 0 0 0 6.69 0
C2A56 18.85 23.45 24.85 23.96 1861  5.88 0 3.98 0 0 7.04 0
C2A57 2406 21.69 26.64 25.75 3.91 0 491 4.22 0 0 0 0
C2A58 2158 1857 22.85 20.07 3.6 0 494 435 0 0 0 0
C2A59 21.49 2201 26.01 26.45 15.08 9.33  3.98 0 0 0 7.05 0
C2A60 20.87 22.79 25.65 26.35 15.75 0 2.71 0 0 0 7.21 0

C2A61 23.29 2217 24.4 24.76 17.37 5.1 2.87 2.98 0 0 6.8 0
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C2A62

C2A63

C2A64

C2A65

C2A66

C2A67

C2A68

C2A69

C2A70

C2A71

C2A72

C2A73

C2A74

C2A75

C2A76

C2AT7

C2A78

19.77

19.55

19.53

23.24

21.99

19.52

21.01

19.41

20.25

19.12

25.05

19.18

21.07

21.12

25.05

23.86

19.44

22.98

24.72

20.67

21.17

22.15

23.3

21

20.52

21.14

23.14

23.93

21.8

23.53

22.89

19.85

19.56

22

21.26

21.67

21.82

20.94

23.85

24.15

22.5

23.8

22.28

25.09

26.78

19.77

23.84

24.77

22.99

22.08

25.25

27.68

23.47

22.92

23.2

23.96

25.06

19.74

22.72

24.34

23.48

26.99

25.7

24.53

23.78

25.2

24.08

25.32

14.21

3.12

9.64

14.48

10.04

10.39

9.65

11.69

11.04

2.98

8.66

14.77

10.55

13.54

13.32

13.53

13.57
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7.2

8.09

8.17

4.86

7.31

4.85

5.3

7.92

11.06

7.97

9.13

6.84

10.23

4.58

8.85

2.82

3.44

3.56

2.95

2.09

2.47

0.92

4.1

1.64

2.22

7.07

2.53

3.42

3.68

0.89

3.93

3.32

2.34

2.99

6.36

7.52

6.17

7.24

6.25

5.58

7.01

8.83

5.98

7.48

7.17

7.16



C2A79

C2A80

C2A81

C2A82

C2A83

C2A84

C2A85

C2A86

C2A87

C2A88

C2A89

C2A90

C2A91

C2A92

C2A93

C2A9%4

C2A95

19.31

19.62

22.09

24.99

22.84

22.28

20.93

22.84

18.77

25.6

20.53

18.46

20.48

21.29

26.14

24.45

24.27

21.1

23.52

21.79

21.85

24.48

22.52

20.93

21.12

24.81

23.55

21.72

24.46

24 .47

25.04

25.1

23

21.16

23.37

25.11

21.69

22.33

23.85

21.69

21.37

23.13

24.34

21.49

21.12

22.17

25.32

22.25

22.74

21.89

21.39

24.01

24.17

22.1

21.83

25.01

24.26

22.63

22.87

25.41

24.21

26.67

28.98

25.21

25.59

24.79

21.79

21.77

13.32

13.11

7.96

3.16

2.85

12.3

3.84

2.55

12.51

1.49

15.64

13.18

13.12

13.72

9.25
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11.42

10.75

7.73

2.09

9.14

6.72

8.4

11.39

17.81

11.82

12.22

8.09

2.46

2.11

5.56

4.26

2.71

1.92

2.59

2.92

2.17

2.7

2.78

3.26

2.84

3.94

1.94

2.31

0.98

2.47

3.52

2.73

2.71

3.29

7.03

11.63

5.37

7.94

9.61

14.96

4.95

5.58

15.01

7.83

20.24

4.72

11.64

17.01

6.08



C2A96 18.84 24.32 24.63 25.05 11.75 14.23 2.18 2.54 0 0 8.59 0

C2A97 2486 23.43 23.11 22.57 6.46 5.08 3.37 0 0 0 10.13 0
C2A98 22.19  22.67 23.08 22.7 10.82 8.06 1.91 3.02 0 0 5.76 0
C2A99 24.78 23 23.52 22.45 8.73 0 4.29 2.58 0 0 0 0
C2A100 2205 23.34 23.09 23.06 9.94 5.69 3.49 0 0 0 13.17 0

*Az: azoxystrobin, Bs: boscalid, Cp: cyprodinil, Dc: difenoconazole, Fh: fenhexamid, Fd: fludioxonil, Ip: iprodione y Pm: pyrimethanil
*CZA: Czapek dox agar, MEA: Extracto de malta agar 1%, PDA: Papa dextrosa agar, YEA: Extracto de levadura agar 0.5%

* 2 Aislamientos sembrados en PDA

* b Ajslamientos sembrados en YEA

* ¢ Aislamientos sembrados en CZA

* d: Ajslamientos sembrados en MEA
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Anexo 25: Analisis de varianza del crecimiento micelial a las 48 horas después de la siembra

de aislamientos de B. cinerea del segundo campo convencional - segunda colecta con un
nivel de significancia de 0.05.

Suma de Cuadrado
Fuente Df ) F valor Pr(>F)
cuadrados de la media
Tratamiento 8 22062 2757.8 328.3 <2e-16 ***
Error 441 3704 8.4
CV(%) 53.37

Anexo 26: Comparacion de medias del crecimiento micelial de B. cinerea frente a los

diversos ingredientes activos mediante la prueba de tukey con un nivel de significancia de
0.05.

COMPARACION DE MEDIAS DE TUKEY

Crecimiento micelial (mm)

d [ |
| N . . 1]

T0 T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8

Tratamientos

TO: Testigo T1: Azoxystrobin  T2: Boscalid ~ T3: Cyprodinil T4: Difenoconazole

T5: Fenhexamid  T6: Fludioxonil T7: Iprodione  T8: Pyrimethanil
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Anexo 27: Porcentaje de inhibicion micelial de 50 aislamientos de Botrytis cinerea a las 48 horas después de la siembra con diferentes

ingredientes activos pertenecientes al campo organico - primera colecta.

Aislamiento Porcentaje de inhibicién micelial (%)

Azoxystrobin Boscalid Cyprodinil Difenoconazole Fenhexamid Fludioxonil Iprodione Pyrimethanil

C3Al1 95.47 100 56.58 100 100 100 95.79 100
C3A2 79.66 92.23 89.11 100 100 100 100 100
C3A3 39.58 89.64 81.31 100 100 100 100 100
C3A4 75.84 100 100 100 100 100 73.41 100
C3A5 81.47 100 92.23 100 100 100 67.21 100
C3A6 81.43 100 86.88 100 100 100 100 100
C3A7 81.18 100 89.24 100 100 100 57.76 100
C3A8 77.16 100 92.01 100 100 100 69.52 100
C3A9 89.48 100 89.06 100 100 100 100 100
C3A10 72.74 100 77.31 100 100 100 58.66 100
C3A11 100 100 84.51 100 100 100 100 100
C3A12 80.5 100 72.35 100 100 100 64.52 100
C3A13 100 100 88.92 100 100 100 65.55 100
C3A14 88.46 100 87.13 100 100 100 100 100
C3A15 85.79 90.76 85.75 100 100 100 100 100

202



C3Al6
C3Al7
C3A18
C3A19
C3A20
C3A21
C3A22
C3A23
C3A24
C3A25
C3A26
C3A27
C3A28
C3A29
C3A30
C3A31
C3A32
C3A33
C3A34
C3A35
C3A36

86.68
77.75
72.47
100
76.35
79.47
84.35
74.05
53.79
60.07
43.81
87.6
68.83
72.48
77.1
74.83
46.89
74.19
85.33
78.87
79.6

100
100
100
100
90.23
100
100
100
100
100
100
100
100
90.38
100
100
82.45
90.95
100
100
89.54

78.93
89.65
76.41
100
58.98
89.36
93.46
91.03
67.38
66.97
86.45
78.41
72.07
83.67
89.4
88.71
60.55
78.14
78.16
92.86
67.84

100
100
100
100
100
100
100
100
88.04
84.31
79.63
100
67.36
87.78
100
100
100
86.21
100
100
100
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100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

12.27
59.78
100
80.95
100
57.81
63.78
79.55
45.21
22.9
27.79
55.74
26.97
100
62.91
64.8
31.79
100
65.58
35.96
65.89

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100



C3A37
C3A38
C3A39
C3A40
C3A41
C3A42
C3A43
C3A44
C3A45
C3A46
C3A47
C3A48
C3A49
C3A50

86.99
75.56
80.23
32.79
41.91
43.47
45.68
33.78
79.41
79.05
38.4
68.66
46.38
84.78

84.73
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

88.38
100
100

89.41

82.04

84.16

66.63

86.07

87.79

88.12

79.79

89.11

65.41
88.1

100
100
94.44
95.82
74.4
79.27
100
78.1
100
97.12
74.04
100
87.98
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100
58.19
64.08
7151
29.47
29.62
4451
38.28
40.67

100
24.22
55.09
49.84
69.14

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

204



Anexo 28: Andlisis de varianza del porcentaje de inhibicion micelial a las 48 horas despues

de la siembra de aislamientos de B. cinerea del campo organico - primera colecta con un

nivel de significancia de 0.05.

Suma de Cuadrado
Fuente Df ) F valor Pr(>F)
cuadrados de la media
Tratamiento 7 64065 9152 62.97 <2e-16 ***
Error 392 56977 145
CV(%) 13.47

Anexo 29: Comparacion de medias del porcentaje de inhibicion micelial de B. cinerea frente

a los diversos tratamientos mediante la prueba de Tukey con un nivel de significancia de
0.05.

Inhibicion micelial (%)

COMPARACION DE MEDIAS DE TUKEY
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100 —

Azoxystrobin

Boscalid

Cyprodinil

Difenoconazole

Fenhexamid

Tratamientos

Fludioxenil Iprodione

Pyrimethanil




Anexo 30: Diametro (mm) del crecimiento micelial de 50 aislamientos de B. cinerea a las 48 horas después de la siembra con diferentes

ingredientes activos pertenecientes al campo organico - primera colecta.

Aislamiento Medio de Cultivo (Controles) Ingrediente activo
CZA MEA  PDA YEA T1: Az T2:Bs® T3:Cp® T4:Dc® T5:Fh? T6:Fd! T7:1p? T8:Pm°

C3A1 2466 2027  22.26 20.54 1.01 0 10.71 0 0 0 0.94 0
C3A2 2726 2351  24.16 24.39 4.91 1.89 2.97 0 0 0 0 0
C3A3 18.46  21.43  22.38 22.47 13.52 2.33 3.45 0 0 0 0 0
C3A4 2293 2291 2152 23.65 5.2 0 0 0 0 0 5.72 0
C3A5 24.6 235  23.06 22.57 4.27 0 1.91 0 0 0 7.56 0
C3A6 2637 2335  23.72 24.49 4.41 0 3.46 0 0 0 0 0
C3A7 25.75  20.05 22 21.4 4.14 0 2.77 0 0 0 9.29 0
C3A8 2528 2095 2034 22.72 4.65 0 2.02 0 0 0 6.2 0
C3A9 2633 2313  21.43 26.7 2.26 0 2.88 0 0 0 0 0
C3A10 19.48 2111  23.36 22.88 6.37 0 4.42 0 0 0 9.66 0
C3A11 19.88 2319  22.54 22.69 0 0 3.08 0 0 0 0 0
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C3A12

C3A13

C3Al4

C3A15

C3Al6

C3A17

C3A18

C3A19

C3A20

C3A21

C3A22

C3A23

C3A24

C3A25

C3A26

C3A27

C3A28

21.93

25

26.18

18.35

21.46

20.64

23.48

19.69

26.38

22.52

21.93

21.83

17.75

21.3

25.61

26.4

19.49

20.9

21.27

22.74

21.17

19.84

20.98

23.09

19.37

25.17

22.12

19.84

19.64

19.08

19.87

22.29

20.39

16.1

26.45

20.98

23.85

21.01

22.54

23.38

23.57

22.24

24.48

23.57

21.69

19.67

20.46

20.13

235

24.22

15.36

22.89

20.46

21.77

20.16

21.09

20.14

23.37

21.03

24.97

21.06

20.72

19.65

21.13

22.01

22.93

22.75

155

5.16

2.75

2.99

5.2

6.49

5.79

4.84

3.39

5.1

9.45

8.04

13.21

4.79

207

0

0

2.44

6.06

2.77

3.37

2.62

4.52

2.14

5.54

0

10.82

2.4

1.43

1.96

5.79

7.04

3.47

5.7

5.44

2.45

3.16

4.79

5.01

9.38

7.23

6.25

941

4.24

9.94

7.86

4.02

11.21

15.52

16.97

10.72

11.22



C3A29

C3A30

C3A31

C3A32

C3A33

C3A34

C3A35

C3A36

C3A37

C3A38

C3A39

C3A40

C3A41

C3A42

C3A43

C3A44

C3A45

19.85

23.44

22.86

24

24.34

24.63

20.42

19.53

19.99

23.04

21.93

23.42

22.94

20.9

22.71

23.05

24.64

23.35

25.01

22.57

21.45

234

21.95

20.29

21.67

20.83

21.4

18.41

21.96

22.16

21.46

21.52

22.95

19.17

23.97

28.32

24.89

20.77

22.36

20.22

19.38

19.88

21.03

22.4

20.04

24.45

23.05

21.61

22.29

22.82

21.09

2431

22.59

22.74

21.83

23.01

27.04

21.08

22.62

19.59

20.76

19.75

22.6

23.13

21.9

21.85

22.22

20.65

6.6

6.49

6.26

11.03

5.77

2.97

4.09

4.06

2.74

5.45

3.96

16.43

13.39

12.22

12.11

15.11

4.34
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2.34

3.45

2.08

2.37

2.99

3.24

2.49

2.58

9.47

5.32

5.38

1.46

6.28

2.32

2.48

4.12

3.31

7.58

3.21

3.01

2.93

1.11

1.02

5.9

4.48

10.51

8.76

14.17

6.96

12.41

6.78

10.08

7.2

6.97

16.25

15.21

12.37

14.09

12.51



C3A46 26.26 22.6 22.07 22.46 13.59 0 3.12 5.73 0 0 16.72 0

C3A47 20.94 24.23 30.11 26.14 6.31 0 4.23 0.87 0 0 0 0
C3A48 22.53 22.57 22.5 22.42 7.05 0 2.45 0 0 0 10.1 0
C3A49 21.7 20.13 20.95 20.8 11.23 0 7.51 2.52 0 0 10.51 0
C3A50 20.92 22.98 21.72 22.54 3.31 0 2.49 0 0 0 6.7 0

*Az: azoxystrobin, Bs: boscalid, Cp: cyprodinil, Dc: difenoconazole, Fh: fenhexamid, Fd: fludioxonil, Ip: iprodione y Pm: pyrimethanil
*CZA: Czapek dox agar, MEA: Extracto de malta agar 1%, PDA: Papa dextrosa agar, YEA: Extracto de levadura agar 0.5%

* 2 Aislamientos sembrados en PDA

* b: Ajslamientos sembrados en YEA

* ¢ Aislamientos sembrados en CZA

* d: Ajslamientos sembrados en MEA
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Anexo 31: Analisis de varianza del crecimiento micelial a las 48 horas después de la siembra

de aislamientos de B. cinerea del campo organico - primera colecta con un nivel de

significancia de 0.05.
Suma de Cuadrado
Fuente Df ) F valor Pr(>F)
cuadrados de la media
Tratamiento 8 20712 2588.9 397.3 <2e-16 ***
Error 441 2874 6.5
CV(%) 56.28

Anexo 32: Comparacion de medias del crecimiento micelial de B. cinerea frente a los
diversos ingredientes activos mediante la prueba de Tukey con un nivel de significancia de
0.05.

COMPARACION DE MEDIAS DE TUKEY

Crecimiente micelial (mm)

il N e --
. —T d d d

TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8

Tratamientos

TO: Testigo T1: Azoxystrobin  T2: Boscalid  T3: Cyprodinil T4: Difenoconazole

T5: Fenhexamid  T6: Fludioxonil T7: Iprodione  T8: Pyrimethanil
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Anexo 33: Porcentaje de inhibicion micelial de 50 aislamientos de Botrytis cinerea a las 48 horas después de la siembra con diferentes

ingredientes activos pertenecientes al campo organico - segunda colecta.

Aislamiento Porcentaje de inhibicién micelial (%)

Azoxystrobin Boscalid Cyprodinil Difenoconazole Fenhexamid Fludioxonil Iprodione Pyrimethanil

C3A51 87.63 100 90.66 88.71 100 100 100 100
C3A52 76.42 100 81.43 100 100 100 100 100
C3A53 46.45 100 84.44 100 100 100 100 100
C3A54 57.72 100 94.21 100 100 100 100 100
C3A55 72.57 100 92.45 100 100 100 69.87 100
C3A56 38.88 89.8 89.7 100 100 100 100 100
C3A57 39.5 100 84.16 100 100 100 100 100
C3A58 75.71 100 88.2 100 100 100 100 100
C3A59 35.41 100 88.64 74.09 100 100 65.83 100
C3A60 29.28 100 85.05 62.53 100 100 46.9 100
C3A61 81.53 100 88.93 85.98 100 100 61.36 100
C3A62 44.72 62.12 88.72 68.92 100 100 70.7 100
C3A63 100 90.49 89.71 100 100 100 56.95 100
C3A64 93.53 100 100 100 100 100 100 100
C3A65 83.75 100 84.23 91.77 100 100 100 100
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C3A66
C3A67
C3A68
C3A69
C3A70
C3AT71
C3AT72
C3A73
C3A74
C3A75
C3A76
C3AT77
C3A78
C3AT79
C3A80
C3A81
C3A82
C3A83
C3A84
C3A85
C3A86

87.98
77.88
15.93
90.58
77.63
72.32
66.45
77.91
30.81
80.88
44.79
22.88
14.43
46.8
21.78
18.62
14.35
29.51
77.28
10.69
31.69

100
100
88.4
100
100
89.51
85.62
100
67.09
100
64.55
56.04
73.88
62.78
68.19
57.75
87.62
69.47
85.5
65.81
61.68

87.55
90.96
92.17
73.8
45.9
66.33
87.48
88.33
60.64
100
85.76
88.14
87.58
80.62
86.48
83.48
70.96
90.05
84.21
77.94
82.35

100
80.43
72.74

100

100
90.11
83.09

100
90.34

100
67.23

72.2

100
79.85

85.3
87.21
75.37
86.71
85.65
87.59

100
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100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
71.79
100
76.38
70.28
100
100
100
100
81.1
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100



C3A87
C3A88
C3A89
C3A90
C3A91
C3A92
C3A93
C3A9%4
C3A9
C3A96
C3A97
C3A98
C3A99
C3A100

11.45
46.47
41.94
49.38
50.46
17.23
54.98
45.25
42.31
13.72
53.55
17.7
67.88
67.65

62.78
45.85
65.83
65.9
75.21
69.99
76.41
68.14
65.96
69.86
72.25
50.75
77.37
100

82.45
85.33
82.39
92.16
83.29
84.19
80.9
74.34
84.9
82.33
82.82
86.09
81.29
84.86

100
100
61.72
100
88.61
90.19
100
100
88.78
87.08
100
66.29
100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100
100
64.46
100
73.33
90.37
67.07
100
100
69.64
71.55
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
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Anexo 34: Andlisis de varianza del porcentaje de inhibicion micelial a las 48 horas después

de la siembra de aislamientos de B. cinerea del campo organico - segunda colecta y con un
nivel de significancia de 0.05.

Suma de Cuadrado
Fuente Df ) F valor Pr(>F)
cuadrados de la media
Tratamiento 7 92497 13214 73.95 <2e-16 ***
Error 392 70047 179
CV(%) 15.34

Anexo 35: Comparacion de medias del porcentaje de inhibicion micelial de B. cinerea frente

a los diversos ingredientes activos mediante la prueba de Tukey con un nivel de significancia
de 0.05.

COMPARACION DE MEDIAS DE TUKEY

120

Lo ( = _1_

60

1

20

Inhibicién micelial (%)

Azoxystrobin Boscalid Cyprodinil  Difenoconazole Fenhexamid Fludioxonil Iprodione Pyrimethanil

Tratamientos
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Anexo 36: Diametro (mm) del crecimiento micelial de 50 aislamientos de B. cinerea a las 48 horas después de la siembra con diferentes

ingredientes activos pertenecientes al campo organico - segunda colecta.

Aislamiento Medio de Cultivo (Controles) Ingrediente activo
CZA MEA PDA YEA T1:AzZ% T2:Bs® T3:Cp® T4:Dc® T5:Fh® F6:Fd? F7:1p* F8:PmC

C3A51 21.4 21.39 25.92 21.39 3.21 0 2 2.93 0 0 0 0
C3A52 2428  21.09 23.32 21.09 5.5 0 4.51 0 0 0 0 0
C3A53 23.01 20.1 20.66 20.1 11.06 0 3.58 0 0 0 0 0
C3A54 1883  20.74 20.44 20.74 8.64 0 1.09 0 0 0 0 0
C3A55 2093  23.56 22.49 24.09 6.17 0 1.58 0 0 0 6.78 0
C3A56 24.17 19.33 22.24 2142 1359 219 2.49 0 0 0 0 0
C3A57 2099  21.84 20.19 20.46  12.22 0 3.33 0 0 0 0 0
C3A58 2524  23.45 22.49 27.21 5.46 0 2.98 0 0 0 0 0
C3A59 2477  21.25 24.4 2294 1576 0 2.81 6.32 0 0 8.34 0
C3A60 25.41 18.86 17.71 2474 1253 0 3.8 6.64 0 0 9.41 0
C3A61 2485  24.15 25.76 2524 476 0 2.75 3.61 0 0 9.96 0

215



C3A62

C3A63

C3A64

C3A65

C3A66

C3A67

C3A68

C3A69

C3A70

C3AT71

C3A72

C3A73

C3A74

C3A75

C3A76

C3AT77

C3A78

21.55

25.37

21.8

22.67

24.99

22.34

23.12

21.84

25.79

26.33

25.4

25.54

26.99

18.89

25.42

32.2

2351

23.45

18.6

21

20.06

23.72

22.96

22.55

20.1

21.7

22.6

25.23

22.01

22.1

22.93

22.4

21.69

22.33

22.08

18.25

26.3

27.43

23.85

27.32

25.56

20.36

22.56

21.39

22.09

21.08

22.87

24.53

23.25

22.14

23.05

24.27

19.67

23.62

23.77

24.84

26.89

25.77

23.3

23.88

22.82

25.76

21.22

22.65

27.47

22.41

23.26

24.88

12.21

0

1.7

4.46

2.87

6.04

21.49

1.92

5.05

5.92

7.41

4.66

15.83

4.69

12.84

17.07

19.72

9.19

1.87

0

2.99

0

0

2.39

3.7

0

7.46

0

7.95

10.22

6.5
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2.43

2.61

0

3.58

3.11

2.02

1.81

5.72

13.95

8.87

3.18

2.98

10.62

0

3.62

3.82

2.92

6.86

2.26

5.35

6.97

2.12

3.73

2.21

7.62

6.15

6.47

7.86

6.45

5.49

6.58



C3A79

C3A80

C3A81

C3A82

C3A83

C3A84

C3A85

C3A86

C3A87

C3A88

C3A89

C3A90

C3A91

C3A92

C3A93

C3A9%4

C3A95

24.1

24.45

25.37

25.14

25.61

20.65

25.87

22.04

24.9

25.43

25.28

23.95

20.16

25.05

22.15

23.31

21.53

22.72

22.57

21.77

19.61

22.33

20.45

24.84

23.48

19.89

23.81

21.52

22.33

21.01

21.63

21.62

21.18

23.34

22.74

23.8

21.67

22.15

24.11

21.2

25.78

22.12

21.87

22.36

21.08

21.38

25.29

21.44

24

23.61

27.01

20.37

26

22.77

22.78

24.45

20.1

27.64

22.88

23.77

23.29

25.16

25.69

26.97

22.8

24.58

23.84

24.48

12.1

18.62

17.64

18.97

17

4.82

23.02

15.11

19.37

11.97

12.24

10.82

12.53

17.74

10.8

12.93

15.58

7.58

8.27

9.62

2.82

7.47
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9.45

8.77

8.85

12.61

8.6

8.76

6.69

6.84

5.8

7.6

8.33
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4.67

3.31

4.19

7.3

2.55

3.26

5.71

3.89

4.37

3.73

4.45

1.88

3.37

3.96

4.23

5.98

3.25

4.58

3.5

2.77

5.45

3.2

3.04

3.2

8.07

2.88

2.1

3.03

7.49

6.74

2.06

7.9



C3A96 21.05 23.02 23.75 26.49 20.49 7.99 3.72 3.07 0 0 7.21
C3A97 20.84 22.15 23.84 22.33 11.08 6.2 3.58 0 0 0 6.78
C3A98 24.59 21.18 21.75 22.72 17.9 11.19 3.42 7.33 0 0 0
C3A99 25.01 21.15 24.76 26.6 7.95 6.02 4.68 0 0 0 0
C3A100 20.52 21.33 2141 20.55 6.92 0 3.11 0 0 0 0

*Az: azoxystrobin, Bs: boscalid, Cp: cyprodinil, Dc: difenoconazole, Fh: fenhexamid, Fd: fludioxonil, Ip: iprodione y Pm: pyrimethanil
*CZA: Czapek dox agar, MEA: Extracto de malta agar 1%, PDA: Papa dextrosa agar, YEA: Extracto de levadura agar 0.5%

* 2 Aislamientos sembrados en PDA

* b: Ajslamientos sembrados en YEA

* ¢ Aislamientos sembrados en CZA

* d: Ajslamientos sembrados en MEA
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Anexo 37: Analisis de varianza del crecimiento micelial a las 48 horas después de la siembra

de aislamientos de B. cinerea del campo organico - segunda colecta y con un nivel de

significancia de 0.05.
Suma de Cuadrado
Fuente Df ) F valor Pr(>F)
cuadrados de la media
Tratamiento 8 22755 2843.3 328.1 <2e-16 ***
Error 441 3823 8.7
CV (%) 56.56

Anexo 38: Comparacion de medias del crecimiento micelial de B. cinerea frente a los

diversos ingredientes activos mediante la prueba de Tukey con un nivel de significancia de

0.05.

Crecimiento micelial (mm)

COMPARACION DE MEDIAS DE TUKEY
25 o a
|
1 alpha = 0.05
20
.b.
18 ‘
10 —
."‘-
cd d d
5 - [ Jg -
. L e e e
TO T1 T2 T3 T4 T8 T6 T7 T8
Tratamientos
TO: Testigo T1: Azoxystrobin  T2: Boscalid ~ T3: Cyprodinil T4: Difenoconazole

T5: Fenhexamid  T6: Fludioxonil

T7: lprodione

T8: Pyrimethanil
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Anexo 39: Comparacion del porcentaje de resistencia de los aislamientos de la poblacion de B. cinerea colectados del primer campo
convencional y segundo campo convencional
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c
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Azoxystrobin Boscalid Cyprodinil Difenoconazole  Fenhexamid Fludiaxanil Iprodione Pyrimethanil

Ingredientes activos
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Anexo 40: Comparacion del porcentaje de resistencia de los aislamientos de la poblacion de B. cinerea colectados del primer campo
convencional y campo organico
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Anexo 41: Comparacion del porcentaje de resistencia de los aislamientos de la poblacion de B. cinerea colectados del segundo campo
convencional y campo organico
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