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RESUMEN

Botrytis cinerea es un patégeno de plantas necrotrofico que dafia a diversos cultivos
alrededor del mundo. En el Perd, el ardndano es uno de los cultivos més afectado por este
patégeno tanto en campo como en postcosecha. Veintinueve aislamientos monosporicos
fueron recuperados de flores y frutos de ardndanos de diferentes campos ubicados en
Chavimochic. Todos los aislamientos fueron identificados como Botrytis cinerea en base a
criterios morfologicos y moleculares. Las medidas del didmetro mayor de las conidias de los
aislamientos fueron en promedio de 9.29 + 1.81 um y del diametro menor de 6.34 + 1.05um.
Los aislamientos después de tres semanas mantenidos a 20°C fueron agrupados en ocho
distintos tipos morfoldgicos, cuatro miceliales y cuatro esclerociales. La mayoria de estos
fueron del tipo esclerocial (79.3%) siendo el de mayor frecuencia el tipo S3 (58.6%),
mientras que el menos frecuente fue el tipo micelial M3 (3.4%). El analisis de varianza
demostrd que existe diferencia en las tasas de crecimiento a distintas temperaturas (5, 15,
20, 25y 28°C) siendo las temperaturas optimas de crecimiento 20 y 25°C con 23.38 y 22.92
mm/dia, respectivamente. El primer C729+/- especifico para B. cinerea amplifico una banda
de 700pb para en todos los aislamientos identificAndolos como pertenecientes a la especie
B. cinerea, corroborando asi la identificacion morfoldgica. Se reconocieron dos genotipos
entre los aislamientos de B. cinerea, basados en la presencia de transposones Boty y Flipper,
el tipo Transposa (72%) y el tipo Boty (28%). Todos los aislamientos fueron heterotalicos,
el 52% de los aislamientos pertenecian al grupo MAT1-1 y el 48% restante a MAT1-2.
Finalmente, se detecto la presencia de la subpoblacion S de B. cinerea, que predomino en
los campos de arandanos muestreados con un 62% de frecuencia, mientras que la

subpoblacion N se presentd en un 38%.

Palabras clave: Grupos de apareamiento, genotipo S, boty, flipper.



ABSTRACT

Botrytis cinerea is a necrotrophic plant pathogen that damages various crops around the
world. In Peru, blueberries are one of the crops most affected by this pathogen both in the
field and post-harvest. Twenty-nine monosporic isolates were recovered from blueberry
flowers and fruits from different fields located in Chavimochic. All isolates were identified
as Botrytis cinerea based on morphological and molecular criteria. The measurements of the
largest diameter of the conidia of the isolates were on average 9.29 =+ 1.81 um and of the
smallest diameter 6.34 = 1.05um. Isolates after three weeks kept at 20°C were grouped into
eight different morphological types, four mycelial and four sclerotial. Most of these were of
the sclerotial type (79.3%), being the most frequent type S3 (58.6%), while the least frequent
was the mycelial type M3 (3.4%). The analysis of variance showed that there is a difference
in growth rates at different temperatures (5, 15, 20, 25 and 28°C), with the optimum growth
temperatures being 20 and 25°C with 23.38 and 22.92 mm/day, respectively. The first
C729+/- specific for B. cinerea amplified a 700pb band for all isolates, identifying them as
belonging to the species B. cinerea, thus corroborating the morphological identification. Two
genotypes were recognized among B. cinerea isolates, based on the presence of Boty and
Flipper transposons, Transposa-type (72%) and Boty-type (28%). All the isolates were
heterothallic, 52% of the isolates belonged to the MAT1-1 group and the remaining 48% to
MAT1-2. Finally, the presence of the S subpopulation of B. cinerea was detected, which
predominated in the sampled blueberry fields with a 62% frequency, while the N

subpopulation was present in 38%.

Keys word: Mating groups, genotype S, boty, flipper.



I. INTRODUCCION

El ardndano es un arbusto originario del hemisferio norte, de las zonas montafiosas de los
EEUU y Canada. Comprende muchas especies del género Vaccinium siendo Vaccinium
corymbosum, el de mayor importancia para la produccién de fruta. Los principales paises
productores de este fruto son Sudafrica, Peru, Chile, Espafia y México (Medina y Sanchez,
2014; Garcia et al., 2018; Posada, 2019).

Actualmente, el Per( se coloca como el primer proveedor de arandanos a nivel internacional
con exportaciones que alcanzaron los US$ 810 millones para el afio 2019, segin Vega
(2020), teniendo como principales regiones productoras a La Libertad, Lambayeque, Icay
Lima (Posada, 2019). Esto debido a la alta rentabilidad para los productores, que sumado a
la gran cantidad de mano de obra que demanda promueve el desarrollo de las regiones

productoras.

Por otro lado, diversos factores como el fitosanitario dificultan el manejo de este cultivo.
Una de los principales problemas es ocasionado por Botrytis cinerea causante de la pudricién
gris del arandano. Muchos cultivos de gran relevancia econdémica se han visto afectados por
esta enfermedad que ocasiona grandes pérdidas tanto en campo como en post-cosecha
(Weber y Hahn, 2011; Saito et al., 2014; Rupp et al., 2017; Harper et al., 2019).

El agente causal de esta pudricion, Botrytis cinerea, se encuentra en la naturaleza como
saprofago y/o patdgeno de una amplia gama de plantas. Su gran variabilidad le ha permitido
adaptarse a diversas condiciones ambientales. Esta variabilidad se manifiesta segun Kumari
et al. (2014) en su inestabilidad fenotipica, ploidia, morfologia, patogenicidad y
polimorfismo del ADN. B. cinerea es una especie heterotalica compuesta por dos grupos de
apareamientos, y si bien la reproduccion sexual como fuente de variabilidad es cuestionada
por la rara presencia de cuerpos frutiferos en la naturaleza, estudios a nivel poblacional y la
observacion de frecuencias similares de los alelos MAT1-1 y MAT1-2 demuestran que la

reproduccion sexual ocurre con regularidad (Plesken et al., 2015).



La presencia de los elementos transponibles Boty y Flipper en aislamientos de B. cinera, han
permitido diferenciar cuatro genotipos distintos (Transposa, Boty, Flipper y Vacuma) que
segun estudios estan relacionados con la virulencia y el desarrollo fenolégico del patégeno
(Zhang et al., 2018). Por otro lado, B. cinerea forma parte del Complejo Botrytis cinerea
conformado por dos especies cripticas, B. cinerea y B. pseudocinerea, que se encuentran
cohabitando y son incompatibles sexualmente (Walker et al., 2011). Recientemente, sea
identificado la existencia de grupos genotipicamente distintos dentro de B. cinerea,
denominados subpoblacién N y S, los cuales se enriquecen de resistencia a fungicidas de
manera diferencial (Leroch et al., 2012; Plesken et al., 2015; Rupp et al., 2017). Finalmente,
existen pocos estudios relacionados al Complejo Botrytis cinerea que se encuentran
afectando a los cultivos de ardndanos en el Peru. Por tal motivo, esta investigacion tiene los

siguientes objetivos:

OBJETIVO GENERAL

e Caracterizar morfologica y genéticamente aislamientos de Botrytis cinerea obtenidos

de flores y frutos de arandanos provenientes de la region La Libertad.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar morfol6gicamente los aislamientos de Botrytis cinerea.
e Caracterizar genotipicamente los aislamientos de Botrytis cinerea.

e Evaluar la patogenicidad de Botrytis cinerea segun los postulados de Koch.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. CARACTERISTICAS GENERALES DEL ARANDANO

2.1.1. CLASIFICACION TAXONOMICA

Cronquist (1981) clasifica al arandano de la siguiente manera:
- Reino: Plantae
- Division: Pterophytas
- Clase: Dicotiledonea
- Orden: Ericales
- Familia: Ericaceae
- Género: Vaccinium

- Especie: Vaccinium corymbosum L.

Por otro lado, Garcia et al. (2018) sefialan que el ardndano comprende muchas especies
del género Vaccinium, siendo Vaccinium corymbosum L. la de mayor interés comercial

para la produccion de frutas.

2.1.2. DESCRIPCION DEL ARANDANO

El ardndano es un arbusto erecto o rastrero, cuya altura varia dependiendo la especie (0.3
a 7.0 m). Posee un sistema radicular superficial, de raices finas y fibrosas, sin pelos
absorbentes. Las hojas son simples, dispuestas de forma alternada, de forma eliptico-
lanceolada y ligeramente dentada. Las inflorescencias son tipo racimos, terminales o
axilares, con flores de sépalos persistentes y corola acampanada formada por 4 a 5 pétalos
fusionados. Las flores poseen de 8 a 10 estambres y un pistilo simple de ovario infero de
4 a 10 lbculos. El fruto es una falsa baya que adquiere un color de tono azul al finalizar

la maduracidn, presentando secreciones cerosas en su superficie (Garcia et al., 2018).



2.2.  Botrytis cinerea

El género Botrytis comprende alrededor de 35 especies, todas menos B. deweyae de
comportamiento necrotrofico (Valero-Jiménez et al., 2019). La gran mayoria posee un
limitado rango de hospedantes, afectando plantas monocotiledoneas y dicotileddneas. Son
alrededor de 1400 especies de plantas que se ven afectadas por diversas especies de este
género, generando grandes pérdidas econémicas en varios cultivos horticolas y florales,
siendo B. cinerea, el de mayor importancia (Dewey y Grant-Downton, 2015; Valero-
Jiménez et al., 2019).

Botrytis cinerea 0 moho gris es un cosmopolita de amplio rango de hospedantes. Se estima
que esta especie de Botrytis ataca alrededor de 1000 especies de plantas conocidas (Rupp et
al., 2017). Es considerado uno de los hongos mas perjudiciales a nivel mundial por los dafios
que produce en diversos 6rganos como flores, hojas, tallos, frutas y otras partes de cultivos
de gran importancia econémica como la vid, el ardndano, tomate y fresa (Ellis, 1971, Saito
et al., 2014; Rupp et al., 2017; Harper et al., 2019)

2.2.1. TAXONOMIA

Segun Espinosa (2006), Botrytis cinerea es el estado conidial de la forma sexual denominada
Botrytinia fuckeliana (telomorfo). Jarvis (1977) menciona que en la taxonomia de
Discomycetos, Botrytinia se encuentra dentro del orden Helotiales y la familia Sclerotiaceae,

mientras que Botrytis es colocado en la familia Botrytidaceae de los Hyphomycetes.

2.2.2. CARACTERIZACION MORFOLOGICA

Segun Hennebert (1973) y Jarvis (1977, 1980), las especies de Botrytis se han delimitado
principalmente en base a caracteristicas morfoldgicas y culturales, junto con la especificidad
del hospedante. Ellis (1971) basandose en caracteristicas macroscopica sefiala que las
colonias de Botrytis cinerea poseen colores que van desde gris a marron grisaceo. Y que la
produccion de esclerocios en sustrato natural y cultivo son de formas y tamafios variable,
reportando cepas con abundate produccion de esclerocios y otras con ausencia de estos. Estas
diferencias culturales existentes entre cepas de Botrytis cinerea fueron evaluadas por

Martinez et al. (2003) utilizando los siguientes criterios: aspecto micelial, esporulacion, y
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capacidad formadora de esclerocios, observando dos clases de Botrytis cinerea, el tipo
micelial y el tipo esclerocial, definidas en base al predominio de alguna de estas estructuras.

Microscopicamente, Ellis (1971) caracteriza a B. cinerea por tener conidioforos de 2 mm o
mas largo, 16-30u de grosor, ramificado. Conidias elipsoidales u obovoides, a menudo con
un hilio ligeramente protuberante, incoloro a marron pélido, liso, 6-18 x 4-11 p
(principalmente de 8-14 x 6-9) [relacion | / b 1.35-1.5]. Beever y Weeds (2004) mencionan
que las caracteristicas del tamafio de los esclerocios, la forma y método de unién de las

conidias a los conidioforos también son Utiles para delimitar algunas especies de Botrytis.

2.2.3. CARACTERIZACION GENETICA

Staats et al. (2004) establecieron que el género Botrytis comprende dos clados, basados en
el estudio filogenético de tres genes nucleares (G3PDH, RPB2 y HSP6) de proteinas
relacionadas con el metabolismo celular basico y con bajas tasas evolutivas. El clado | es
conformado por especies de Botrytis que afectan principalmente a dicotiledoneas (B.
cinerea, B. fabae, B. pseudocinerea, B. californica, entre otras especies); mientras que en
el clado 11 se encuentran especies que atacan principalmente a plantas monocotiledéneas,
pudiendo algunas de estas afectar a dicotiledoneas (Staats et al, 2004; Dewey y Grant-
Downton, 2016; Garfinkel et al., 2017; Harper et al., 2019).

Fournier et al. (2002) con el uso de técnicas de PCR-RFLP para caracterizar el gen Bc-Hch,
reconocieron una nueva estructura poblacional dentro de Botrytis cinerea compuesta por el
Grupo 'y Grupo I, los cuales no tendrian posibilidad de intercambio genético entre ambos.
Walker et al. (2011) plantearon que el Grupo | corresponderia a una nueva especie,
denominada B. pseudocinerea, y que el Grupo Il a Botrytis cinerea. Asi mismo, Rigotti et
al. (2002), a partir de la region IGS desarrollaron un par de primers especificos para B.

cinerea que permitio detectar molecularmente este patégeno con mucha facilidad.

En los Gltimos afios se han ido describiendo nuevas especies ubicandose muchas de ellas en
Grupo | como es el caso de Botrytis calthae (Plesken et al., 2015), B. sinoviticola (Zhou et
al., 2014), B. californica (Saito et al., 2016) y B. medusae (Harper et al., 2019).

Segun Plesken et al. (2015), B. cinerea presenta una amplia variabilidad fenotipica en cuanto

crecimiento micelial, conidacién y formacion de esclerocio. Esta alta variabilidad también
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se observa a nivel genético; Giraud et al. (1997) asi lo demuestran, al diferenciar grupos
genéticamente diferentes basandose en la presencia o ausencia de elementos transponibles
Boty y Flipper (Boty es un retrotransposon de repeticion terminal larga (LTR); mientras que
Flipper es un transposon identificado en una region que codifica el gen para el nitrato
reductasa con caracteristicas perfectas de repeticiones terminales invertidas (Aguirre,
2015)). Aquellos aislamientos de Botrytis cinerea que presentan ambos elementos se
denominaron Genotipo Transposa, y aquellos que no poseian ninguno, Genotipo Vacuma.
Posteriormente, se detectdé la presencia de aislamientos del Botrytis cinerea que so6lo
portaban uno de estos elementos denominandose Genotipo Boty y Genotipo Flipper, en
referencia al elemento transponible presente (Mufioz et al., 2002; Giraud et al., 1999). Segun
estudios, los elementos transponibles estan relacionados con la virulencia y la fenologia del
patdgeno (Zhang et al., 2018). Por otro lado, existencia de grupos de apareamiento en
Botrytis cinerea fue demostrados por Hennebert y Groves (1963), segun Faretra et al. (1988).
La presencia de uno de los dos genes de apareamiento, MAT1-1 y MAT1-2, determina el
grupo de apareamiento; teniendo la capacidad de recombinarse sexualmente aquellos
aislamientos con distintos genes de apareamiento. Faretra et al. (1998) encontraron que
alrededor del 6% de la progenie de ascosporas y el 16% de aislamientos de campo eran
homotalicos, es decir poseian ambos genes tanto MAT1-1 como MAT1-2, mientras que el
resto eran heterotalicos (MAT1-1 0 MAT1-2).

La ausencia de fungicidas de accion multisitios y la utilizacion de fungicidas de un solo sitio
de accién sin conocimiento de las poblaciones de Botrytis y de la gran variabilidad que
poseen debido a su capacidad para poder recombinar su material genético, han generado
variantes resistentes. En Alemania se ha reportado mediante técnicas moleculares de una
variante de Botrytis cinerea, denominada B. cinerea - S, cuyas cepas mostraron una mayor
frecuencia de resistencia a una amplia gama de fungicidas con diferentes ingredientes activos

que el genotipo normal de B. cinerea (B. cinerea - N) (Leroch et al. 2012, Rupp et al. 2017).

2.2.4. CONDICIONES FAVORABLES PARA EL DESARROLLO DE Botrytis

cinerea

Segun Elad et al. (2007), la rapida tasa de germinacion de sus conidias, crecimiento micelial

y conidacién, bajo una amplia gama de condiciones microclimaticas generan problemas de



manejo para esta enfermedad. La alta humedad del medio es el factor de mayor importancia
para el éxito de la infeccion; debido a que promueve la germinacion de las conidias en la
superficie del tejido vegetal susceptible, independientemente de la presencia de una pelicula
de agua. Por otro lado, Harper et al. (2019) observaron que el micelio de B. cinerea se
encuentra activo a temperaturas que van desde 0 a 30°C, siendo el 6ptimo de crecimiento
entre 20-25°.

2.2.5. CICLO DE LA ENFERMEDAD DE Botrytis cinerea

Los esclerocios son la principal estructura de conservacion del moho gris que le permiten
sobrevivir a condiciones desfavorables para su desarrollo (Elad et al., 2007). Pueden forman
micelio o conidi6foros; estos Ultimos producen conidias que son diseminadas principalmente
por el viento (GOmez, 2013). Las conidias que caen en partes de plantas susceptibles se
hidratan y adhieren a la superficie del tejido (Dewey y Grant-Downton, 2016); éstos
germinan dependiendo condiciones favorables de humedad y temperatura, la presencia de
exudados en la cuticula, y la edad del tejido. Una vez realizada la germinacion de la conidia
se produce la penetracion, ingresando por aberturas naturales o directamente mediante la
secrecion de enzimas. Invade el tejido subepidermal, inter e intracelularmente produciendo
la infeccidn, colonizacion y maceracion de los tejidos circundantes. Finalmente, se produce
la esporulacion en la superficie del tejido afectado diseminandose e iniciando nuevos ciclos

de infeccion (Gémez, 2013).



I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. UBICACION

El estudio se realizé en el laboratorio de Cultivo de tejidos del departamento de

Fitopatologiay de la Clinica de Diagnosis de Fitopatologia y Nematologia de la UNALM.

3.2. MATERIAL BIOLOGICO

3.2.1. COLECTA DE MUESTRA

Flores y frutos de arandanos con sintomas y signos caracteristicos del patdgeno fueron
colectados de campos productores de arandanos ubicados en la irrigacion Chavimochic

perteneciente al departamento de La Libertad (Proyecto Especial Chavimochic).

3.2.2. AISLAMIENTO

Las muestras colectadas se trasladaron en recipientes de polipropileno a la Clinica de
Diagnosis de Fitopatologia y Nematologia de la UNALM, y fueron colocadas dentro de
camaras himedas para favorecer la esporulacion de Botrytis sp. sobre el tejido infectado.
Luego, mediante el uso de estiletes se extrajeron conidias y/o fragmentos de micelio de
Botrytis spp. que fueron sembrados en placas de Petri con medio Agar Papa Dextrosa
(PDA) més tetraciclina e incubados a 25°C de temperatura. Los cultivos fueron evaluados
diariamente de manera macroscopica para detectar la presencia de colonias de micelio
gris propias de Botrytis cinerea (Gomez, 2013). Posteriormente, estas colonias fueron

repicadas en placas nuevas de PDA sin tetraciclina para obtener aislamientos puros.



3.2.3. CULTIVO MONOSPORICO

Los aislamientos puros fueron repicados sobre medio PDA e incubados a 25°C en oscuridad
por 3 dias; luego de los cuales, fueron puestos a condiciones ambientales de temperatura y
luz para promover la esporulacién. Posteriormente, una porcién de 0.5 cm? de tejido en
esporulacion de cada aislamiento se introdujeron de manera individual en tubos con 10 ml
agua destilada estéril; y que con la ayuda de un vortex se les agito por 1 minuto. Las
suspensiones de conidias obtenidas fueron llevadas a concentraciones, tales que, por campo
visual de 10X se encontraran de 10 a 20 conidios. Luego, 15 pl de suspension de conidias
de cada aislamiento se vertieron sobre medio agar agua al 3% (3g agar /L) y con una espéatula
de Drigalski se esparcid sobre toda la superficie, tal como lo descrito por French y Hebert
(1980). Después de 24 horas, las conidias germinadas fueron repicadas en medio PDA con

la ayuda de un estereoscopio obteniendo cultivos provenientes de una sola conidia.

3.2.4. CONSERVACION DE AISLAMIENTOS DE Botrytis cinerea

La metodologia empleada fue la propuesta por Castellani (1963) para mantener diferentes
tipos de hongos y bacterias por al menos dos afios. Para ello, fue necesario cultivos
monosporicos de los aislamientos colectados con tres a cuatro dias de crecimiento en medio
PDA; a partir de los cuales se obtuvieron con la ayuda de un sacabocado tres discos de
micelio de 0.5 mm de diametro, los mismos que fueron introducidos con la ayuda de una
espatula dentro de tubos criogénicos de tapa rosca con 1.5 ml de agua destilada estéril.
Finalmente, los tubos criogénicos fueron sellados con parafilm para evitar contaminacion

con organismos externos y puestos en conservacion a 5 °C.
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3.3. CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y CULTURAL DE
AISLAMIENTOS

Se realiz6 a partir de colonias cultivadas sobre medio PDA obtenidos por repique de discos
de micelio de 4 mm didmetros cortados con sacabocado estéril de margenes de colonias de
dos dias, mantenidos en medio PDA a 25°C (Harper et al., 2019).

3.3.1. CARACTERIZACION DE CULTURAL

Se realizd en colonias cultivadas sobre medio PDA mantenidas a oscuridad continua y 20°C.
Se emplearon tres repeticiones por aislamiento correspondiendo cada una de éstas a una
placa de Petri (Copier, 2003). Las evaluaciones se llevaron al cabo de 21 dias empleando los
criterios de aspecto micelial, esporulacién y capacidad formadora de esclerocios, propuestos
por Martinez et al. (2003) y Esterio (2005) (Tabla 1).

De acuerdo a su aspecto micelial y capacidad formadora de esclerocios, los aislamientos
fueron clasificados en clases morfoldgicas, micelial y esclerocial respectivamente. La
esporulacion se estim6 de manera visual estableciendo cuatro niveles de 0 a 3, donde 0 indic6
ausencia de esporulacion y 3 una abundante esporulacion, segun lo propuesto por Martinez
et al. (2003).
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Tabla 1: Escalas de evaluacion de la caracterizacién cultural de los aislados de B. cinerea

Pardmetros analizados Escalas de Evaluacion (Niveles)
1° Clasificacion morfolégica Micelial M-I M-11 M-111 M-1V
Micelio corto Micelio suelto Crecimiento en masa Micelio grueso y lanudo
Esclerocial S-1 S-11 S-111 S-1IvV
Esclerocios . . Esclerocios numerosos y
f Esclerocios grandes Esclerocios grandes ~
ormados en . . L pequefios
dispuestos radialmente en  distribuidos irregularmente ;
borde de placa de ; - desuniformemente
. placa de Petri en placa de Petri S
Petri distribuidos
2 Nivel de esporulacion (E) E-0 E-2 E-3 E-4
gg?ﬁﬂfgigﬁ Esporulacion escasa Esporulacion débil Espo;lgljﬁ:j%r;tpersofusa
-100 0, 0,
(0% E) (1-10% E) (10% < E < 50%) (E > 50%)
3° Capacidad formadora de Cfe-0 Cfe-1 Cfe-2 Cfe-3
esclerocios (Cfe) » y .
. Escasa produccion de Moderada produccion de Alta produccion de
Ausencia de . . X
. esclerocios esclerocios esclerocios
esclerocios

(1 a15/placade Petri) (> 15a 30/ placa de Petri) (> 30/ placa de Petri)

Nota. Adaptado de “Caracterizacion genética y fenotipica de aislados chilenos de Botrytis cinerea Pers. provenientes de Vitis vinifera L. cv. Thompson seedless con distinto
nivel de sensibilidad a estrobilurinas” por Copier (2013), Tesis para optar al titulo profesional de Ingeniera agronoma y al grado de Magister en ciencias agropecuarias con

mencion sanidad vegetal. Universidad de Chile.



3.3.2. TASAS DE CRECIMIENTO

Las tasas de crecimiento de los aislados se realizaron en medio PDA a 5, 15, 20,25y 28 °
C, empleando tres repeticiones de cada aislamiento por tratamiento de temperatura. Las tasas
de crecimiento se calcularon dividiendo la medida promedio de los diametros horizontal y
vertical méaximos alcanzados sobre el tiempo en dias trascurrido desde la fecha de siembra,
siguiendo lo descrito por French y Hebert (1980). Para comparar las tasas de crecimiento
micelar entre los aislamientos y los tratamientos de temperatura se aplico un analisis de

variancia de dos factores (temperatura y aislamientos) con cuatro repeticiones.

3.3.3. CARACTERIZACION MORFOLOGICA

Caracteristicas como el tamafio de los esclerocios y de conidios de los aislamientos fueron
medidos con la ayuda de un microscopio Leica y un estereoscopio. Los datos morfolégicos
fueron corroborados con la clave de Ellis (1971), las revisiones realizadas por Jarvis (1977),

Beever y Weeds (2004) y otras investigaciones.

3.3.4. EVALUACION DE LA PATOGENICIDAD

Se evaluo la patogenicidad de seis aislamientos en fruto de ardndano siguiendo la una
metodologia descrita por Saito et al. (2014) con ciertas modificaciones. Para ello, frutos de
arandanos fueron lavados con una solucién de hipoclorito de sodio al 0,5% durante dos
minutos y enjuagados en agua destilada estéril. La inoculacién de los aislamientos se realiz6
colocando 10 pl de suspension conidial (1,0 x 105 esporas / ml) en la zona proximal de los
frutos; mientras que para el control solo se aplico 10 pl de agua destilada estéril. Sé
inocularon siete frutos por aislamientos; los cuales fueron puestos sobre placas de Petri
colocadas a su vez dentro de cAmaras humedas (taperes con papel toallas humedecidas con
agua estéril). Las evaluaciones se realizaron diariamente registrando el nimero de bayas con
presencia de sintomas y signos del patégeno. Finalmente, una vez terminado el ensayo se
procedio6 a corroborar la presencia del patdgeno observando la presencia de sus estructuras

de propagacién y diseccionar los frutos para observar el dafio producido.
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3.4. CARACTERIZACION GENETICA DE LOS AISLAMIENTOS DE B.

cinerea

3.4.1. EXTRACCION DE ADN

La extraccion de ADN se realizé a partir de aislamientos monosporicos reactivados en medio
PDAy con tres dias de incubacion a 25°C. Se empleo la metodologia basada en la propuesta
de Saitoh et al. (2006) modificada por la Clinica de Diagnosis de Fitopatologia y

Nematologia de la UNALM, y cuyo protocolo se describe a continuacion:

A partir de cultivos monospéricos de cada aislamiento, se tomaron porciones de micelio de
crecimiento activo (0.5 cm?) que fueron depositados en tubos de 1.5 ml, a los cuales se les
afiadié 500ml de buffer de extraccion y con el uso de un pistilo se procedi6 a triturar por un
periodo de 10 minutos; luego se le afiadio 300 pl de fenol: cloroformo: isoamil alcohol (25:
24: 1=v: v: V) y se centrifugo por 10 minutos a 12000 rpm; se extrajo el sobrenadante y se
deposit6 en otro tubo de limpio al que se le afiadié 400 pul de 2- propanol; el siguiente paso
fue refrigerar la mezcla a -20°C por 15 minutos y después centrifugarla por 10 minutos a
12000 rpm; paso seguido se retird el sobrenadante quedando en la base el pellet de ADN, al
cual se le realizo un lavado con 1 ml de alcohol etanol al 70% y se centrifugo por 5 minutos
a 12000rpm; culminado el tiempo se elimind el etanol y se dejé secar al vacio. Finalmente,
el ADN fue diluido en 30 ul de agua ultrapura y preservado a -30°C.

3.4.2. CUANTIFICACION DE ADN

Se realiz6 mediante espectrofotometria usando un nanodrop para medir la absorbancia de la
solucion a una longitud de onda de 260 nm. Una vez estimada la concentracién de ADN,

esta fue ajustada a 50 ng/ul con agua ultrapura para su posterior uso.
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3.4.3. AMPLIFICACION DE LAS REGIONES DEL ESPACIO TRANSCRITO
INTERNO (ITS)

Se emplearon los primers, ITS1 (5°TCC-TCC-GCT-TAT-TGA-TAT-GC3’) (White et al.,
1990) e ITS4 (5’ GAA-GGT-GAA-GTC-GTA-ACA-AGG3’) (Cooke y Duncan, 1997), para
amplificar las regiones ITS de los aislamientos de B. cinerea (Aktaruzzaman et al., 2017;
Terrones-Salgado et al., 2019). Las reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) se
realizaron de acuerdo al protocolo de Aime (2006) con algunas modificaciones. EI master
mix se prepard en volimenes de reaccion de 25 ul con 5 pl de 5X Green GoTag® Flexi
Buffer (Promega), 2 pl de 25mM Magnesium Chloride Solution (Promega), 0.5 pl de
dinucleotidos trifosfatos 2,5mM, 0.5 pl de cada uno de los cebadores a 20 uM (Forward y
Reverse), 0.125 pl de Mix GoTaq®Flexi DNA Polymerase (Promega) y 1 ul de ADN en
concentracion de 85-105 ng/ pl. Las amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador
(Thermo Scientific) con los siguientes parametros: desnaturalizacion inicial de 94 ° C
durante 2 min; seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a 98 ° C durante 1 min, hibridacion
a 58 ° C durante 1 min (Aktaruzzaman et al., 2017) durante 1 min, y extension a 72 ° C

durante 1.5 min; y una extension final a 72 ° C durante 5 min.

Tabla 2: Programacion del termociclador para la PCR con los primers ITS1 e ITS4

35 Ciclos
Inicial ., e s ., Final
Desnaturalizacion Hibridacion Extension
94 °C 98 °C 58 °C 72 °C 72 °C
2 minutos 10 segundos 1 minuto 1 minuto 5 minutos
1X 35X 1X
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3.4.4. DIFERENCIACION DE Botrytis spp. Y GRUPOS DE Botrytis cinerea
BASADOS EN PCR

Se realiz6 siguiendo la metodologia propuesta por Plesken et al. (2015).

Para diferenciar Botrytis cinerea y Botrytis pseudocinerea de B. fabae y otras especies de
Botrytis del clado 1, se utilizaron los cebadores especificos desarrollados por
Rigotti et al. (2002) para amplificar una region del ADN detectando una delecion especifica

de 122-bp en B. fabae y la no amplificacion para otras especies de Botrytis (Tabla 3).

Para la diferenciacion entre los aislamientos de B. cinereaN, B. cinereaS y B.
pseudocinerea, se amplific el ADN con los cebadores BecinN-in-F / BeinN-in-R que detecta
un indel de 18 pb en B. cinerea S y B. pseudocinerea, Mrrl -spez-F / Mrrl-spez-R que
detecta un indel de 21 pb en B. cinerea S, y g2944 137 _F / 92944 273 R que detectara

una delecion especifica de 24 pb en B. pseudocinerea. (Tabla 5).

Por otro lado, la master mix para la amplificacion de los genes correpondientes a la Tabla 5
se prepard en volimenes de reaccion de 25 pl con 5 pl de 5X Green GoTag® Flexi Buffer
(Promega), 3 pl de 25mM Magnesium Chloride Solution (Promega), 0.5 pl de dinucle6tidos
trifosfatos 2,5mM, 0.5 pl de cada uno de los primers a 20 uM (Forward y Reverse), 0.2 ul
de Mix GoTag®Flexi DNA Polymerase (Promega) y 1 pl de ADN en concentracién de 50

ng/ pl.

Las amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador (Thermo Scientific) con los

pardmetros mencionados en la Tabla 3y 4

Tabla 3: Programacion del termociclador para la PCR con los primers C279+/-

35 ciclos
Inicial L o .. Final
Desnaturalizacién  Hibridacion Extension
95°C 94 °C 54 °C 72°C 72°C
3 minutos 20 segundos 20 segundos 30 segundos 5 minutos
1X 35X 1X
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Tabla 4: Programacidn del termociclador para la PCR con los primers BcinN-in-F / BcinN-in-R,

Mrrl -spez-F / Mrrl-spez-R,y 92944 137 F/g2944 273 R

. 40 Ciclos )
Inicial L o . Final
Desnaturalizacion ~ Hibridacién Extension
94 °C 94 °C 55 °C 72°C 72°C
3 minutos 30 segundos 30 segundos 20 segundos 5 minutos
1X 40X 1X

Tabla 5: Primers utilizados para la diferenciacion de B. cinerea N, B. cinerea S y B. pseudocinerea

tamafio de
Gen Primer Secuencias (5'->3") producto Referencias
BcinN-in-F GCGACCTCATCGTTCTTTCAC
mrrl 182 -200 bp Plesken et al. (2015)
BcinN-in-R  CGCTCTCGATGAGCTGTTTC
Mrrl-spez-F  TATCGGTCTTGCAGTCCGC
mrrl 144 - 165 bp Leroch et al. (2012)
Mrrl-spez-R TTCCGTACCCCGATCTTCGGAA
02944 137_F GCAGATGAGGCGGATGATAG
BclG_07159 112 - 136 bp Plesken et al. (2015)
g2944 273 R TCCACCCAAAGCATCATCTTC
C729+ AGCTCGAGAGAGATCTCTGA
BclG 06014 700 bp Rigotti et al. (2002)
C729- CTGCAATGTTCTGCGTGGAA
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3.4.5. CORRESPONDENCIA GENOTIPICA BASADO EN LA DETECCION
DE TRANSPOSONES

Se detectaron los elementos transponibles Boty y Flipper en genomas de aislamientos
obtenidos, mediante el uso de los pares de cebadores F300/ F1550 (Levis et al., 1997) y
Boty-F / R (Mufioz et al,2010) respectivamente (Cuadro 4), siguiendo lo descrito por Zhang
et al. (2018) (Anexo 6). La master mix para la amplificacion de los genes correspondientes
a Tabla 6 se prepar6 en volimenes de reaccion de 25 pl con 5 pl de 5X Green GoTaq® Flexi
Buffer (Promega), 3 pl de 25mM Magnesium Chloride Solution (Promega), 0.5 ul de
dinucledtidos trifosfatos 2,5mM, 0.5 pl de cada uno de los primers a 20 uM (Forward y
Reverse), 0.2 ul de Mix GoTaq®Flexi DNA Polymerase (Promega) y 1 ul de ADN en
concentracion de 50 ng/ pl. Las amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador

(Thermo Scientific) con los parametros de la Tabla 7 y 8.

Los aislamientos fueron diferenciados en cuatro genotipos (Vacuma, Transposa, Flipper o
Boty) en funcidn a la presencia o ausencia de los elementos transponibles Boty y Flipper,

segun lo descrito por Giraud et al. (1997).

Tabla 6: Primers para la deteccion de los elementos transponibles Boty y Flipper.

Tamafio de

Gen Primer Secuencias (5'->3") Referencias
producto
_ £300 GCACAAAACCTACAGAAG Levis et al.
Flipper A 1250bp (1997)
F1550 ATTCGTTTCTTGGACTGTA
Bot Boty-F  TAACCTTGTCTTTGCTCATC 620b Mufioz et al.
y Boty-R  CCCAATTTATTCAATGTCAG P (2010)
Tabla 7: Programacion del termociclador para la amplificacion del transposén Boty
.. 40Ciclos )
Inicial L o .. Final
Desnaturalizacion  Hibridacion Extension
95°C 94 °C 60 °C 72°C 72°C
3 minutos 40 segundos 40 segundos 1 minutos 10 minutos
1X 40X 1X
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Tabla 8: Programacion del termociclador para la amplificacion del transposon Flipper

. 40Ciclos .
Inicial L o » Final
Desnaturalizacién  Hibridacion Extension
94 °C 95°C 48 °C 72 °C 72°C
5 minutos 30 segundos 30 segundos 1 minutos 15 minutos
1X 40X 1X

3.4.6. DETERMINACION DEL TIPO DE APAREAMIENTO

Se utilizaron los primers desarrollados por van Kan et al. (2010) para determinar la presencia
del gen MAT1-1 y MAT1-2 en cada uno de los aislamientos (Cuadro 5) (Anexo 7). Los
aislamientos tipo MAT1-1 o tipo MAT1-2 (ambos heterotalicos) presentan solo uno de estos
genes; mientras que los del tipo MAT1-1/2 (homotalicos) presentan ambos (Zhang et al.
2017). La master mix para la amplificacion del gen correspondiente a los grupos de
apareamientos disponibles en la Tabla 9 se prepar6 en volumenes de reaccion de 25 pl con
5 ul de 5X Green GoTag® Flexi Buffer (Promega), 3 ul de 25mM Magnesium Chloride
Solution (Promega), 0.5 pl de dinucleédtidos trifosfatos 2,5mM, 0.5 ul de cada uno de los
primers a 20 uM (Forward y Reverse), 0.2 pl de Mix GoTag®Flexi DNA Polymerase
(Promega) y 1 pl de ADN en concentracion de 50 ng/ pl. Las amplificaciones se llevaron a
cabo en un termociclador (Thermo Scientific) con los parametros de las Tablas 10 y 11.

Tabla 9: Cebadores para la amplificacion de regiones del gen MAT1

Gen Primer Secuencias (5'->3") Tamafio de Referencias
producto
MAT
alohas ATGACGGCTCCCTTCAAAACC an Kan et al
MAT1-1 ,\;’ ~ 1050bp " 010
GGTGGTGAAGGGACATCTTC
alpha3
HMG5 ATGTCTCTCTCCTCTCTCCG van Kan et al
MAT1-2 GGAAAAGAATGTGTAGAGATCCT ~ 1100bp 2010
HMG3 G
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Tabla 10: Programacion del termociclador para la amplificacion del gen MAT1-1

- 32 Ciclos ]
Inicial L o . Final
Desnaturalizaciéon  Hibridacion ~ Extension
94 °C 94 °C 58 °C 72°C 72°C
1 minutos 40 segundos 1min30seg 1minutos 10 minutos
1X 32X 1X

Tabla 11: Programacion del termociclador para la amplificacion del gen MAT1-2

32 Ciclos

Inicial L L .. Final
Desnaturalizacion ~ Hibridacion Extension
94 °C 94 °C 57 °C 72°C 72°C
1 minutos 40 segundos 1 min 30 seg 1 minutos 10 minutos
1X 32X 1X

3.4.7. SECUENCIACION

Los productos de PCR obtenidos de la region ITS de cuatro aislamientos con diferentes
perfiles genéticos fueron enviados y secuenciados al laboratorio Corea. Mediante el uso del
programa MEGA version 7 se analizo y editd la secuencia de las hebras forward y reverse
con respecto al electroferograma correspondiente, para construir secuencias consenso. Las
secuencias de ADN se compararon en el GenBank, entrando a la pagina del NCBINational
Center for Biotechnology Information), y seleccionando la opcion BLAST. Finalmente, se

utilizd nuevamente MEGA para la elaboracion del arbol filogenético para la region ITS.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES

41. AISLAMIENTO

Se recuperaron 29 aislamientos monosparicos pertenecientes al Complejo Botrytis cinerea,
a partir de flores y frutos de diferentes variedades de arandanos cultivados en campos
ubicados en el Proyecto especial Chavimochic (La Libertad); de los cuales, nueve
aislamientos fueron recuperados de ardndanos de la variedad Biloxi, seis de Roci6, cuatro
de Jewell, cuatro de BBP1, tres de Ventura, dos de BBP3 y uno de BBP2.

l[Usioniot

Figura 1. Ubicacion espacial de las parcelas productoras de arandanos muestreados en la region
Chavimochic-2019.



Tabla 12: Aislamientos del Complejo Botrytis cinerea obtenidos de flores y frutos de diferentes
variedades de arandanos procedentes del Proyecto especial Chavimochic, La Liberta- Peru

Aislamiento Parcela Variedad Coordenadas geograficas
Altura (msnm) Longitud Latitud
41 Esperanza2 Rocio 429 -78.57913 -8.58664
42 Esperanza?2 Rocio 436 -78.57887 -8.58686
45 Esperanzal Rocio 265 -78.60063 -8.58950
47 Esperanzal Rocio 267 -78.60064 -8.58966
51 Esperanzal Rocio 265 -78.60079 -8.58980
52 Esperanza 1l Rocio 263 -78.60079 -8.58957
55 San Luis 4 Ventura 262 -78.59752 -8.58036
57 San Luis 4 Ventura 263 -78.59753 -8.58066
59 San Luis 4 Ventura 262 -78.59749 -8.58050
61  lusion 2 Jewell 190 -78.61746 -8.58932
64  llusion 2 Jewell 191 -78.61762 -8.58882
66  llusion 2 Jewell 190 -78.61756 -8.58875
69 Armonial Biloxi 189 -78.63423 -8.57412
71 Armonial Biloxi 165 -78.63405 -8.57406
72 Armonial Biloxi 164 -78.63402 -8.57407
74 Armonial Biloxi 163 -78.63378 -8.57405
75 Armonial Biloxi 161 -78.63378 -8.57413
76 Armonial Biloxi 159 -78.63422 -8.57403
77 Duna Azul BBP1 157 -78.60684 -8.52901
84 Duna Azul BBP1 414 -78.60697 -8.52873
86 Duna Azul BBP1 479 -78.60091 -8.52764
g9 Duna Azul BBP2 479 -78.60901 -8.53700
91 Duna Azul BBP3 478 -78.60863 -8.53782
92 Duna Azul BBP3 488 -78.60854 -8.53805
#4  Duna Azul Biloxis 488 -78.609 -8.53700
#3  Duna Azul Biloxis 478 -78.609 -8.53700
#1  Duna Azul Biloxis 479 -78.609 -8.53700
Bl Duna Azul Biloxis 479 -78.609 -8.53700

Bl punaAzul  Biloxis 479 -78.609 -8.53700




4.2. CARACTERIZACION CULTURA Y MORFOLOGICA DE
AISLAMIENTOS

4.2.1. CARACTERIZACION CULTURAL

Las colonias de los aislamientos desarrolladas en medio PDA a 20°C por 21 dias a oscuridad
continua mostraron diferentes caracteristicas culturales. Se observo una gran variabilidad en
cuanto al aspecto del micelio, el nivel de esporulacién vy, la distribucion y produccion de
esclerocios (Tabla 13). Este hallazgo coincide con los resultados obtenidos en otras
investigaciones con diferentes hospedadoras (Martinez et al., 2003; Mirzaei et al., 2008;
Gaber et al., 2019; Gil y Karakaya, 2020).

Tabla 13: Caracterizacién Cultural de aislamientos provenientes de flores y frutos de arandanos

. . . - Clasificacion Nivel de Capacidad formadora
Aislamiento Tipo morfoldgico L . :
morfoldgica esporulacion de esclerocios
#1 Esclerocial S3 EO Cfel
#3 Micelial M2 E3 Cfe0
#4 Esclerocial S3 EO Cfe3
41 Esclerocial S3 EO Cfel
42 Esclerocial S3 EO Cfe3
45 Esclerocial S3 EO Cfel
47 Micelial M4 EO Cfe0
51 Esclerocial S4 EO Cfe3
52 Esclerocial S3 EO Cfe3
55 Esclerocial S3 EO Cfel
57 Esclerocial S3 EO Cfe3
59 Micelial M3 EO Cfe0
61 Esclerocial S4 E2 Cfe3
64 Esclerocial S3 EO Cfel
67 Esclerocial S4 EO Cfe3
69 Esclerocial S3 E2 Cfe2
71 Esclerocial S3 E3 Cfel
72 Micelial M4 EO Cfe0
74 Esclerocial S3 EO Cfe3
75 Esclerocial S3 E2 Cfel
76 Esclerocial S3 EO Cfe2
77 Esclerocial S3 EO Cfe2
84 Esclerocial S4 EO Cfe2
86 Micelial M1 E3 Cfe0
89 Esclerocial S1 E3 Cfe3
91 Esclerocial S2 EO Cfe2
92 Esclerocial S3 EO Cfe3
BI Micelial M2 EO Cfe0
Bl Esclerocial S3 EO Cfe2
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a) Tipo Morfologico

Las colonias del Botrytis cinerea en PDA se clasificaron en ocho tipos morfologicos, que
pudieron agruparse, al igual que por Martinez et al. (2003), en dos tipos principales, micelial

y esclerocial.

El 79.3% del total de aislamientos se clasificaron como del tipo esclerocial (S), es decir,
produjeron esclerocios; mientras que, el 20.7% restante como del tipo micelial (M) por la
ausencia de formacién de esclerocios (Figura 2). Los tipos esclerociales de mayor frecuencia
fueron aquellos que formaron esclerocios grandes y pequefios con distribucion irregular en
placa, denominados S3 y S4 con 58.6% y 13.8%, respectivamente. Mientras que, los tipos
esclerociales de menor frecuencia fueron aquellos que formaron esclerocios en el borde de
la placa (S1) y los que formaron esclerocios grandes dispuestos de forma radial (S2), en
ambos con un porcentaje iguales del 3.4%. Del mismo modo, los tipos miceliales de mayor
frecuencia fueron aquellos de micelio suelto y micelio grueso y lanudo, denominados M2 y
M4 respectivamente, con 6.9% para ambos casos. Mientras que, los de menor frecuencia
fueron los de micelio en masa (M3) y micelio corto (M2), que se presentaron en la misma
frecuencia con un 3.4% del total de aislamientos estudiados (Anexo 1). La presencia de una
alta frecuencia del subtipo morfolégico S3 y una baja frecuencia del subtipo M3 en
poblaciones de B. cinerea se evidencia en numerosas investigaciones realizadas en cultivos
como la frambuesa, vid, mora, tomate bajo por diversos (Martinez et al., 2003; Mirzaei et
al., 2007; Tanovi¢ et al. 2014, Isaza et al. 2019; Gaber et al., 2019; Gl y Karakaya, 2020).
Sin embargo, la frecuencia de tipos morfoldgicos puede diferir con otros trabajos en los
cuales las condiciones de tiempo y oscuridad no fueron las mismas (Kumari et al. 2014;
Aguirre 2015). Jarvis (1977) menciona que la luz promueve la esporulacion e inhibide la
formacion de esclerocios en Botrytis cinerea siendo posiblemente esta la razon por la cual
Kumari et al. (2014) y Aguirre (2015) encontraron que la frecuencia de aislamientos

formadores de esclerotes fue igual o menor a los aislamientos miceliales.

Se observé también que aislamientos con mayor capacidad formadora de esclerocios
presentaban una escasas presencia de micelio y que, por el contrario, aislamientos que
presentaron una baja formacion de esclerocios poseian un mayor desarrollo de masa micelar.
Con excepcion del aislamiento 89, que poseia una abundante formacion de esclerocios en el

borde de la placa y un considerable desarrollo micelial y de conidias. Jarvis (1977) sostiene
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que, al momento de la formacion de esclerocios, las hifas se fusionan formando estructuras
hialinas que con el tiempo van tornandose marrén o negro debido a la deposicion de
pigmentos melanicos, por lo tanto, es razonable observar poca presencia de micelio en

cultivos con gran capacidad de formacidn de esclerocios.

B Esclerctial
O Micelial

80
1

%

40

20
1

Esclerotial Micelial

Tipo morfologico

Figura 2. Frecuencia de aislamientos segun su tipo morfolégico
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b) Nivel de Esporulacion

La mayoria de los aislamientos no formaron conidias en las condiciones de oscuridad y
temperatura proporcionadas. Solo el 24.1% del total de aislamientos formaron conidias; de
estos, el 10.3% fue clasificado en el nivel E2 por su escaza esporulacion y el 13.8% como
E3 por su abundante esporulacion. El 75.9% restante se clasificé como EO por la no formaron
conidias. Por otro lado, si se compara la capacidad de esporulacion entre tipos morfoldgicos,
el tipo micelial presento una ligera pero mayor frecuencia de aislamientos formadores de

conidias (33.3%) que el tipo esclerocial (21.7%).
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Nivel de esporulacién

Figura 4. Porcentaje de aislamientos de los aislamientos de B.cinerea recuperados de Chavimochic
segun el nivel de esporulacién.
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c) Capacidad Formadora de Esclerocios

El 20.7% de los aislamientos de Botrytis cinerea no formaron esclerocios, clasificandoseles
dentro del nivel Cfe 0. Mientras que del 79.3% que formaron esclerocio; 24% se clasificaron
dentro de nivel Cfe 1 (menos de 15 esclerocios por placa), 20.7% en el nivel Cfe 2 (entre 15

y 30 esclerocios por placa) y 34.5% en el nivel Cfe 3 (mas de 30 esclerocios por placa).

(@]
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O Cfed
O Cfe1
o | B Cfe2
@ W Cfe3
o _|
(o]
2
o |
e
o _|
N

Cfe0 Cfe1 Cfe2 Cfe3

Capacidad formadora de esclerocios

Figura 5. Porcentaje de aislamientos de B.cinerea recuperados de flores y frutos de arandanos
provenientes de la region Chavimochic segun su capacidad formadora de esclerocios. (Cfe)
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4.2.2. CARACTERIZACION MORFOLOGICA

Los veintinueve aislamientos recuperados de flores y frutos de arandanos provenientes de
Chavimochic fueron identificados como pertenecientes al Complejo Botrytis cinerea de
acuerdo al aspecto de la colonia crecidas en medio PDA (Figura 6), a las caracteristicas de
sus estructuras microscopicas y macroscopicas (Figura 7), y al hospedero del cual proviene.
Los aislamientos desarrollaron colonias de color gris, con micelio septado, conidioforos
largos y de color marron en la base, conidias elipsoidales u ovoides, y esclerotes negros; tal
como lo descrito por Ellis (1971) y Barnett y Hunter (1998).

Todos los aislamientos formaron conidios durante el periodo de evaluacion. Las medidas del
largo y ancho de las conidias oscilaron entre 16.75-5.00 x 11.58-3.21 pm, con un promedio
del diametro mayor de 9.29 + 1.81 pm y un diametro menor promedio de 6.34 = 1.05um.
Adicionalmente se obtuvo una relacion entre diametro mayor y menor de 1.49 + 0.32. Por
otro lado, solo el 76% de los aislamientos formaron esclerocios, las dimensiones de estos
esclerotes oscilaron entre 3.28-1.48 x 2.70-1.23 mm, con un didmetro promedio de 3.03 +
1.33 mm. EIl tamafio de los didmetros es similar a lo reportado por Aguirre (2015) en
aislamientos de Botrytis cinerea procedentes de campos de arandano en Chile. Sin embargo,
difiere mucho en cuanto al tamafio de esclerotes en donde reporta un diametro promedio de
0.7 mm, mientras que para nuestro aislamiento se estima en una media de didmetro de 2.99

mm.

Figura 6. Colonia de micelio gris propia de Botrytis cinerea
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Figura 7. Caracteristicas de las estructuras microscopicas de los aislamientos de Botrytis cinerea

A: Micelio; B: Célula conidiégena (formacion de conidias); C: Conidiéforos; D: Ramificacion terminal

del conidiéforo; E-F: Conidia o Macroconidia; G: Fialide; H: Microconidia.



Tabla 14. Mediciones de las estructuras microscopicas de los veintinueve aislamientos identificados morfol6gicamente como Botrytis cinerea.

Aislamiento Dimensién de conidias (um) Dimension de esclerocios (mm)
Largo Ancho L/A Largo Ancho

media SD media SD media SD media SD media SD
41 1098 + 1.58 740 0.72 150 =+ 0.27 3.17 + 1.50 2.67 + 141
42 887 + 1.58 596 + 0.78 151 + 0.30 4.16 + 1.12 338 + 0.94
46 8.48 + 1.53 6.21 0.81 138 + 0.27 3.36 + 1.38 281 £ 1.10
47 941 1.99 6.36 = 1.10 151 <+ 0.37 * + * * + *
51 11.08 + 191 738 1.08 154 + 0.36 1.40 + 0.27 1.19 + 0.24
52 891 + 1.47 6.52 0.80 139 + 0.27 3.98 + 1.38 323 £ 1.16
55 842 + 1.54 510 = 0.58 167 =+ 0.34 3.73 + 1.62 3.18 + 1.48
57 944 + 1.60 6.32 0.98 152 + 0.32 3.06 + 1.03 250 # 0.70
59 951 + 141 709 + 0.90 137 + 0.28 * + * * + *
61 969 + 1.35 6.89 = 0.91 142 + 0.25 2.22 + 0.77 181 + 0.59
64 1039 + 1.66 6.99 + 0.81 151 + 0.31 3.37 + 1.42 271+ 1.24
67 1064 + 2.35 6.26 0.90 175 + 0.52 1.68 + 0.30 144 + 0.26
69 810 + 0.98 594 + 0.65 138 + 0.24 3.69 + 1.15 319 £ 1.10
71 8.80 « 1.47 6.53 = 0.64 136 =+ 0.24 4.18 + 1.15 3.50 + 1.07
72 881 + 0.95 6.78 + 0.56 131 + 0.18 * + * * + *
74 872 161 561 = 0.71 156 =+ 0.28 4.29 + 141 3.73 + 1.06
75 857 1.22 582 = 0.67 149 + 0.27 3.42 + 1.15 2.85 + 0.92
76 10.15 1.81 6.61 =+ 0.82 157 + 0.40 3.66 + 1.48 310 + 1.19
77 786 + 1.57 523 0.88 154 + 0.38 3.81 + 1.37 325 £ 1.12
84 819 + 0.95 595 0.76 140 + 0.23 2.22 + 0.39 180 0.36
86 925 + 1.65 580 = 0.69 162 + 0.37 * + * * + *
89 843 £ 1.14 575 0.58 148 = 0.26 1.76 + 0.48 1.46 + 0.44
91 9.16 + 1.33 553 0.69 169 + 0.35 3.40 + 1.00 269 £ 0.78
92 985 + 1.62 6.90 =+ 0.83 145 + 0.28 3.87 + 1.35 281 + 0.80
#1 969 + 1.86 786 1.27 126 + 0.32 2.18 + 1.23 175 + 1.03
#3 939 + 1.94 588 = 0.73 163 =+ 0.41 * + * * + *
#4 944 + 1.81 6.28 + 1.00 153 + 0.35 * + * * + *
BI 1063 + 1.99 6.45 + 0.99 168 + 0.40 * + * * + *
Bll 845 £ 1.60 6.47 0.99 133 = 0.31 4.74 + 1.40 3.76 + 1.26

* = No producen esclerocios; SD= desviacion estandar



Figura 8. Caracteristicas de las estructuras macroscopicas de los aislamientos de Botrytis cinerea. A:

Esclerocio de superficie rugosa; B: Esclerocio de superficie lisa.

4.2.3. TASAS DE CRECIMIENTO

El anélisis de varianza demostro que existe diferencia en las tasas de crecimiento a distintas
temperaturas y entre aislamientos (Figura 9) (Anexo 2 y 3). A temperaturas favorables (15
°C, 20 y 25 oC optimas), los aislamientos no mostraron diferencias significativas a
temperaturas de 20 y 25°C, mientras que si presentaron diferencia a 15°C. EI crecimiento
promedio a temperaturas optimas fueron las siguientes: 23.38 mm/dia a 20°C; 22.92 mm/dia
a 25°C y 18.30 mm/dia a 15°C. Las temperaturas de 20°C y 25° fueron los que
proporcionaron una mayor tasa de crecimiento micelar a los aislamientos Ilenando las placas
aproximadamente al cuarto dia. Mirzaei et al. (2007), Wagih et al. (2019) y Gaber et al.
(2019) obtuvieron similares velocidades de crecimiento en Botrytis cinerea procedente de
diferentes hospederos coincidiendo en que la temperatura optima se encuentra entre los 20
y 25°C. Las temperaturas limite (5 y 28 °C), afectaron significativamente la tasa de
crecimiento micelial de los aislamientos de Botrytis. La velocidad de crecimiento se redujo
notablemente a 5 y 28 °C en comparacion con el 6ptimo. La tasa de crecimiento a 5°C fue
en promedio de 4.55mm/dia a 5°C y a 11.34 mm/dia a 28°C.
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4.3. CARACTERIZACION GENETICA

4.3.1. EXTRACCION DE ADN

La metodologia propuesta por Saitoh et al. (2006) modificada por la Clinica de Diagnosis
de Fitopatologia y Nematologia de la UNALM permitié la extraccion de ADN de los
aislamientos de todos los asilamientos, proporcionando la cantidad y calidad adecuada para
los procedimientos de PCR desarrollados en esta investigacion. La concentracion obtenida
superd los 50 ng /uL; que segun Cornejo et al. (2014), estan dentro del rango adecuado para
las reacciones de PCR y otras técnicas. Asi mismo, para estimar la pureza del ADN se
considero la proporcion de la absorbancia a 260 nm y 280 nm en cuyo caso, se obtuvo un

promedio de 1.9 que indica una concentracion de ADN oOptimo y bajo en contaminantes.
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Figura 10. Anélisis cuantitativo y cualitativo de extraccion de ADN mediante espectrofotometria.
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Tabla 15. Andlisis cuantitativo y cualitativo de extraccion de ADN mediante espectrofotometria.

N° Aislamiento Cantidad de ADN Calidad de ADN
ng /uL 260/280
1 #4 209.4 2.20
2 41 63.9 2.09
3 42 204.6 2.10
4 45 91.6 2.10
5 47 221.2 2.11
6 51 178.2 2.06
7 52 132.4 2.18
8 55 122.8 2.13
9 57 174.1 2.05
10 59 2475 2.12
11 61 198.1 2.08
12 62 189.8 2.17
13 64 1048.3 2.14
14 66 73.8 2.06
15 69 127.0 2.14
16 71 150.6 2.10
17 72 63.8 2.16
18 74 122.7 2.12
19 75 98.3 2.09
20 76 2195 211
21 77 1215 2.22
22 83 40.3 211
23 84 1115 2.18
24 86 108.4 2.22
25 89 580.0 211
26 91 62.3 2.17
27 92 443.7 2.00
28 #1 60.3 2.12

N
©

#3 415.9 2.01




4.3.2. DIFERENCIACION DE Botrytis spp. Y GRUPOS DE Botrytis cinerea
BASADOS EN PCR.

DIFERENCIACION DEL COMPLEJO Botrytis cinerea DE OTRAS ESPECIES DEL
GENERO Botrytis

Para todos los aislamientos se logré amplificaron una banda de aproximadamente 700 pb
(Figura 11) mediante el uso del primer especifico C729+/- para la deteccion del Complejo
Botrytis cinerea (Botrytis cinerea y Botrytis pseudocinerea) desarrollado por Rigotti et al.
(2002), a partir de la region IGS. Este primer amplifica una banda de 700 pb para
aislamientos pertenecientes al complejo Botrytis cinerea y una banda de 600pb para la
especie Botrytis fabae, no amplificando para otras Botrytis spp. excepto para B. pelargonii
que cuyo caso también amplifica una banda de 700 pb pero que es diferenciable de B. cinerea
por sus caracteristicas morfoldgicas y por ser un patégeno exclusivo del geranio (Mirzaei et
al. 2007 y Pei et al. 2019). Por tanto, este resultado descarta la presencia de otras especies
de Botrytis no pertenecientes al complejo de Botrytis cinerea en los aislamientos estudiados
y corrobora la identificacion realizada mediante la caracterizacion morfoldgica y cultural de

estos.

M #1 #3 #4 38 41 42 45 47 50 51 52 75

Voltaje= 90V
Agarosa al 2%
Tiempo=45 min

Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa de productos de PCR amplificados con el primer C729+/- de
aislamientos de Botrytis cinerea. (1 al 75: aislamientos de Botrytis cinerea, 700 pb, leader (M), control (C)).
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DIFERENCIACION Y COMPOSICION AL COMPLEJO BOTRYTIS CINEREA

Los primers BcinN*/~, mrr1+/~y g2944*/~desarrollados por Plesken lograron amplificar
patrones de bandas que permitieron detectar la presencia de la subpoblacién de Botrytis
cinérea Sy N en campos productores de ardndanos (Figura 12). La cantidad de aislamientos
positivos para Botrytis cinérea S fue de 18 que representan el 62% del total, muy por encima
de la subpoblacion N que fue de 11 que es igual al 38% restante. Esto indica que la
subpoblacion S de Botrytis cinerea es predominante en los campos de produccion de
arandanos muestreados. Legocha et al. (2012) reporta que la subpoblacion S pertenece a un
nuevo clado que esta estrechamente relacionado con B. cinerea y la especie de huésped
especifico B. fabae. Ademas, encontr6 que todos los fenotipos multi-droga resistentes del
tipo MDR1h con resistencia parcial mayor al fludioxonil y ciprodinil que el tipo MDR1
estudiado por Kretschmer (2009) se restringian a los aislamientos del grupo S y que la
acumulacion de resistencia a diferentes fungicidas se daba en los aislamientos MDR1h. Esto
indicaria que el desarrollo de resistencia a fungicidas en poblaciones de campo ocurre de
forma independiente entre diferentes genotipos N y S. Por lo que resalta la importancia
practica de comprender la composicion genética de las poblaciones de este patdgeno
(Legocha et al., 2012; Rupp et al., 2017)

Por otro lado, no se logrd detectar la presencia de la especie simpatrica, Botrytis
pseudocinerea, reportada por Saito (2014) como parte del complejo Botrytis cinerea en el

cultivo de arandano, dentro de los aislamientos recuperados en este estudio.

07159

Figura 12. Diferenciacién basada en PCR de B. pseudocinerea y genotipos de B. cinerea. Los tamafios de los
amplicones producidos por los primers propuestos por Plesken et al., (2015) para todos los aislamientos
correspondieron a B. cinerea (B) y a los genotipos Sy N (A).
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Figura 13. Porcentaje de aislamientos pertenecientes a las subpoblaciones N y S de Botrytis cinerea
provenientes de flores y frutos de arandanos.

4.3.3. CORRESPONDENCIA GENOTIPICA BASADO EN LA DETECCION
DE TRANSPOSONES

De los cuatro genotipos reportados por Giraud et al. (1997) basados en la presencia de
elementos transponibles: Vacuma, Boty, Flipper y Transposa; solo se detectd los genotipos
Transposa y Boty. El genotipo Transposa fue el de mayor frecuencia con un 72% del total

de aislamientos; mientras que el genotipo Boty se presentd en un 28%.

100

60

40

20

BOTY TRANSPOSA

Figura 14. Porcentaje segun la correspondencia genotipica basada en la presencia de elementos
transponibles de aislamientos de Botrytis cinerea recuperados de flores y frutos de arandanos.
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Los elementos transponibles se caracterizados por su capacidad de migrar dentro del genoma
constituyendo una porcion considerable del genoma de los eucariotas y posee un impacto
importante en la evolucion (Zhang et al., 2017). Diferentes estudios han demostrado cierta
relacion entre la patogenicidad, resistencia a fungicidas y la fenologia de Botrytis cinerea
con la presencia de elementos transponibles. Walker et al. (2011) demostré que en
aislamientos de Botrytis cinerea provenientes de vifiedos franceses que la frecuencia del
genotipo Vacuma dentro del complejo de Botrytis cinerea es mayor a etapas iniciales de la
primavera, y va disminuyendo conforme pasa el tiempo (Plesken et al., 2015). Gomez (2013)
menciona que se ha evidenciado un comportamiento diferencial de los genotipos con
respecto a su sensibilidad a ciertos ingredientes activos de fungicidas. Giraud et al. (1999)
reporta que tanto B. cinerea genotipo Transposa como genotipo vacuma presentaban
resistencia a carbendazim y a diethofenca. Solo transposa se comportaba como resistente a
vinclozolin y que s6lo algunos aislamientos vacuma presentaban resistencia a fenhexamid.
Wagih et al. (2019) demostré cierta correlacion entre la distribucion de elementos
transponible y la virulencia en aislamientos de Botrytis cinerea, revelando que todos los
aislamientos de Transposa presentaron mayor capacidad de virulencia que los del tipo
Vacuma.

En este estudio solo se detectaron los genotipos Transposa y Boty al igual que Mufios y
Campos (2013) pero con 72 y 28 % de frecuencia respectivamente. En general, muchas
investigaciones al estudiar las frecuencias de los genotipos segun los ET demuestran que las
poblaciones de Botrytis cinerea estan principalmente por Transposa, seguida de Boty,
Flipper y en menor medida por Vacuma (Kumari et al., 2014; Zhang et al, 2017; Wagih et
al., 2019). Zhang et al. (2017) reporto que el tipo Transposa fue mas alta la poblacion total
y en la mayoria de las subpoblaciones estudiadas, y que el tipo Boty fue mas alta en las
regiones de clima célido. Ademas, menciona que los tipos Flipper se distribuyen
principalmente en areas tropicales humedas.

Lo mencionado anteriormente, explicaria la no presencia de los genotipos Flipper y Vacuma
entre los aislamientos estudiados. La baja frecuencia natural de estos genotipos en las
poblaciones de Botrytis cinerea reducen la probabilidad de recuperacién en el momento del
muestro. Para el caso de Vacuma, posiblemente el muestreo se realizo cuando las
condiciones de estacionalidad no fueron las dptimas y la frecuencia era demasiado baja. Por
otro lado, las condiciones célidas secas de la regién de Chavimochic explicarian la presencia

de genotipos Boty, y la ausencia de Flipper en los aislamientos estudiados.
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4.3.4. DETERMINACION DEL GRUPO DE APAREAMIENTO

La metodologia empleada por Zhang et al. (2017), que hace uso de los primers desarrollados
por van Kan et al. (2010) logré determinar el grupo de apareamiento correspondiente para
cada aislamiento. Como resultado se detect6 la presencia de los grupos heterotalicos, MAT1-
1y MAT1-2, y se descarto la presencia de aislamientos homotalicos MAT1-1/2, presentes
en Botrytis cinerea. La frecuencia de ambos grupos de apareamiento fue muy cercanas a la
proporcion 1:1, reportada por Faretra et al. (1988), Kumari et al. (2014) y Zhang et al.
(2017). El porcentaje de aislamientos MAT1-1 alcanz6 el 52%; mientras que MAT1-2, el
48% restante. Segun Beever y Weeds (2004), la reproduccion sexual entre los dos grupos de
apareamiento de B. cinerea, es una causa menor de la diversidad genética observada debido

a que las estructuras sexuales del hongo rara vez se observan en campo.
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Figura 15. Porcentaje segun el grupo de apareamiento sexual de aislamientos de Botrytis cinerea
recuperados de flores y frutos de arandanos

40



4.35. ANALISIS DE LAS REGIONES DEL ESPACIO TRANSCRITO
INTERNO (ITS)

El producto de PCR para la region ITS amplificado con los primer ITS1 e ITS 4 fue de 500
bp para los veintinueve aislamientos estudiados (Figura 16). Este resultado coincide con lo
obtenido por (Aktaruzzaman et al., 2017, Waih et al., 2019).

Voltaje= 90V
Agarosa al 2 %
Tiempo=45 min

Figura 16. Amplificacion de las regiones ITS de los asilamientos 51, 80, 74, 77, 52, 55,
75, 84, BI, 92, 46, 61, 71, 47, 39, 91, 86, 67 y 64 de Botrytis cinerea.

4.3.6. ANALISIS FILOGENETICO

Se logrd la construcciéon de un arbol filogenético usando el programa MEGA7Y para la
aplicacion de la metodologia de Neighbor-Joining (NJ) a partir de secuencias de la region
ITS del ADNTr de cuatros aislamientos de Botrytis cinerea aislados en este trabajo (42, 61,
64 y 75) y de cepas obtenidas de la base de datos NCBI, con una prueba de Bootstrap (1000
réplicas) para evaluar el soporte de agrupaciones. Se observo que los aislamientos de este
estudio formaron un grupo con otras cepas de Botrytis cinerea separado de Sclerotinia

sclerotiorum empleado como grupo externo en otras investigaciones (Anexo 4).
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47

44

45

FJ16966E Botrytis cinerea

Botrytis cinerea 42

Botrytis cinerea 61

Botrytis cinerea B4

Botrytis cinerea 75

KP234034 Botrytis cinerea Boi-18
AJ716294 Botrytis cinerea SAR56
KY817366 Botrytis cinerea BGMOOS
KJS37047 Botrytis cinerea X793
AJ716303 Botrytis fabae CES109.57
AJ7162590 Botrytis pelargoni CBZ497 .50
AJ7 16303 Batrytis fabae CES109.57(2)

AJ7162958 Botrytis paeoniae 0003
EUS19204 Botrytis fabiopsis BC-2
EUSE3122 Botrytis fabiopsis BC-13

HAJ716300 Botrytis elliptica BES714

AJ716291Botrytis polyblastis CBS287.308
AJT16296 Botrytis ficariarum CES176.63
AJ716299 Botrytis squamosa PRIDZE

. AJIB301 Botrytis tulipas 9830

AJ716304 Botrytis convaluta 9301

AJ718295B0trytis aclada PRIOOE
65 1AJF16295 Botrytis aclada PRIODG

JxB404380 Botrytis cinerea RSL-1
5 HZA557583 Botrytis cinerea KACC 45439

LeekBC-8
FJ7 44364 5 eratinia sclerotiorum PRZT

——t
0.0010

Figure 17. Andlisis filogenético de la region espaciadora transcrita interna (ITS) de

secuencias de Botrytis cinerea.



44. PRUEBA DE PATOGENICIDAD

Los asilamientos 42, 45, 61, 64, 74y 75 de Botrytis cinerea seleccionados en base a su perfil
geneético para este ensayo lograron infectar frutos de arandanos durante el periodo de
evaluacion. La colonizacion del patégeno pudo observarse con cierta dificultad en algunos
frutos inoculados a las veinticuatro horas después de la inoculacion; sin embargo, fue méas
evidentes a las 48 horas por la presencia de tejido micelial creciendo en la superficie del
fruto y extendiéndose desde el punto de inoculacién (zona proximal del fruto) hacia otras
partes. La evaluacion culminé al sexto dia, cuando uno del aislamiento infecté al cien por
ciento de los frutos. Los signos y sintomas externos observados fueron la presencia de
micelio gris en la superficie y exudacion en algunos frutos, mientras que los internos
consistieron en el ablandamiento de los tejidos y el cambio coloracion de la pulpa (figura).
Por otro lado, no se observo sintomas de descomposicion y signos de la enfermedad en los
frutos testigos no inoculados y sin agua (TSA); solo uno de los catorce frutos del testigo

inoculado solo con agua (TCA) produjo sintomas de pudricion gris.
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Figura 18. Sintomas y signos internos y externos de seis aislamientos de Botrytis cinerea
sobre frutos de arandanos. Frutos inoculados con 10 pl de suspension conidias (1,0 x 10>
esporas / ml) e incubados a temperatura de 25°C por 8 dias y con presencia de degradacion

interna de tejidos.



Finalmente, todos los aislamientos inoculados produjeron la enfermedad de moho gris y
estructuras morfolégicas propias de Botrytis cinerea sobre frutos de arandanos corroborando

asi la patogenicidad de estos.

Figura 19. A. Moho gris sobre fruto de arandano. B. Estructuras de propagacion de
Botrytis cinerea.
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V. CONCLUSIONES

La caracterizacion morfolégica permite evidenciar la gran variabilidad de los
aislamientos de Botrytis cinerea recuperados de arandanos en cuanto al aspecto
cultural, capacidad formadora de esclerocios y nivel de esporulacién de estos.
Ademas, se determiné que la temperatura Optima para su desarrollo se encuentra
entre los 20 y 25°C. Los aislamientos del tipo S3 fue el de mayor frecuencia con
58.6%.

La ampliacion de la regién ITS (700pb) no permite identificar y discriminar a
Botrytis cinerea de otras especies de Botrytis. Sin embargo, el analisis filogenético
basados en esta region permite agrupar a los aislamientos a nivel de género. Por otro
lado, el primer C729+/- especifico para Botrytis cinerea determino que los
aislamientos pertenecen al Complejo Botrytis cinerea por la amplificacion de una
banda de 700pb. Se determino la existencia de ambos grupos de apareamiento MAT1
y MATZ2, en similar proporcion (1:1) en la poblacion de aislamientos B. cinerea. Solo
se detectaron aislamientos del tipo Transposa y Boty, predominando fuertemente
Transposa. Se comprob6 la existencia de las dos subpoblaciones de B. cinerea, Ny
S.

Los seis perfiles genéticos seleccionados para la prueba de patogenicidad son
patogénicos y ocasionaron signos y sintomas caracteristicos de moho gris en frutos
de arandanos.



VI. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar un andlisis de correlacion entre las caracteristicas genotipicas
y fenotipicas empleando un mayor numero de aislamientos para poder establecer
alguna relacion entre el genotipo y algunas caracteristicas biologicas de B. cinerea

en campos de arandano.

Estudiar la sensibilidad a fungicida de los aislamientos pertenecientes a la poblacion
S presentes en los campos de arandanos de Chavimochic, ya que han sido
relacionados con fenotipos multi-drogo resistentes en otras investigaciones y es

necesario monitorear su frecuencia en campo.

Replicar esta investigacion afiadiendo otras variables de estudio como son la
virulencia y la sensibilidad a fungicidas de aislamientos de B. cinerea en otras zonas
productoras de ardndanos para establecer estrategias de manejo eficaces del moho

gris.
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VIII.  ANEXOS

Anexo 1: Colonias de aislamientos B. cinerea recuperados de flores y frutos de arandanos.




55



56



57



58



Anexo 2: Anva del crecimiento del didmetro de aislamientos de B. cinerea a diferentes
temperaturas (5, 15, 20, 25y 28°C)

Andlisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MC Ajust.  Valor F Valorp
Aislamiento 27 2719.8 100.73 667.76  0.000
Temperatura 4 214492  5362.30 35547.11  0.000
Aislamiento*Temperatura 108 1682.0 15.57 103.24  0.000
Error 280 42.2 0.15

Total 419  25893.2

Anexo 3: Prueba Tukey del Crecimiento del diametro de aislamientos de B. cinerea
procedentes de cultivos de ardndanos de Chavimochic.

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Temperatura N Media  Agrupacion

20 84 23.0657 A

25 84 21.9229 B

15 84 19.3581 C

28 84 10.9576 D

5 84 4.4391 E

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Aislamiento N  Media Agrupacién
92 15 193153 A

42 15 18.6056 B

46 15 18.2292 B C

72 15 17.8486 C D

89 15 17.4069 D E

59 15 17.3792 D E

91 15 17.2389 E F

61 15 17.2375 E F

51 15 17.2281 E F

55 15 17.1750 E F

67 15 16.9667 E F G

75 15 16.8181 F G H

86 15 16.7619 F G H I

57 15 16.5903 G H I
84 15 16.5500 G H I J
71 15 16.3861 H I J
47 15 16.2556 I J K
#1 15 16.1806 J K
52 15 16.1194 J K
74 15 16.0931 J K
76 15 15.8361 K
41 15 15.7750 K
64 15 15.1389

#3 15 15.0639

77 15 14.0333

69 15 11.1083

Bll 15 9.9528

BI 15 7.2694

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Anexo 4. Secuencias obtenidas del NCBI para la elaboracion del arbol Filogenético y
secuencias de las regiones interna transcrita (ITS) de los aislamientos de Botrytis cinerea.

>Botrytis cinerea 42

TGCGGAAGGATCATTACAGAGTTCATGCCCGAAAGGGTAGACCTCCCACCCTTGTGTATTAT
TACTTTGTTGCTTTGGCGAGCTGCCTTCGGGCCTTGTATGCTCGCCAGAGAATACCAAAACTC
TTTTTATTAATGTCGTCTGAGTACTATATAATAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGT
TCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTG
AATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGA
GCGTCATTTCAACCCTCAAGCTTAGCTTGGTATTGAGTCTATGTCAGTAATGGCAGGCTCTAA
AATCAGTGGCGGCGCCGCTGGGTCCTGAACGTAGTAATATCTCTCGTTACAGGTTCTCGGTG
TGCTTCTGCCAAAACCCAAATTTTTCTATGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTG
AACTTAAGCATAT

>Botrytis cinerea 61

TGCGGAAGGATCATTACAGAGTTCATGCCCGAAAGGGTAGACCTCCCACCCTTGTGTATTAT
TACTTTGTTGCTTTGGCGAGCTGCCTTCGGGCCTTGTATGCTCGCCAGAGAATACCAAAACTC
TTTTTATTAATGTCGTCTGAGTACTATATAATAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGT
TCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTG
AATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGA
GCGTCATTTCAACCCTCAAGCTTAGCTTGGTATTGAGTCTATGTCAGTAATGGCAGGCTCTAA
AATCAGTGGCGGCGCCGCTGGGTCCTGAACGTAGTAATATCTCTCGTTACAGGTTCTCGGTG
TGCTTCTGCCAAAACCCAAATTTTTCTATGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTG
AACTTAAGCATAT

>Botrytis cinerea 64

TGCGGAAGGATCATTACAGAGTTCATGCCCGAAAGGGTAGACCTCCCACCCTTGTGTATTAT
TACTTTGTTGCTTTGGCGAGCTGCCTTCGGGCCTTGTATGCTCGCCAGAGAATACCAAAACTC
TTTTTATTAATGTCGTCTGAGTACTATATAATAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGT
TCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTG
AATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGA
GCGTCATTTCAACCCTCAAGCTTAGCTTGGTATTGAGTCTATGTCAGTAATGGCAGGCTCTAA
AATCAGTGGCGGCGCCGCTGGGTCCTGAACGTAGTAATATCTCTCGTTACAGGTTCTCGGTG
TGCTTCTGCCAAAACCCAAATTTTTCTATGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTG
AACTTAAGCATAT

>Botrytis cinerea 75

TGCGGAAGGATCATTACAGAGTTCATGCCCGAAAGGGTAGACCTCCCACCCTTGTGTATTAT
TACTTTGTTGCTTTGGCGAGCTGCCTTCGGGCCTTGTATGCTCGCCAGAGAATACCAAAACTC
TTTTTATTAATGTCGTCTGAGTACTATATAATAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGT
TCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTG
AATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGA
GCGTCATTTCAACCCTCAAGCTTAGCTTGGTATTGAGTCTATGTCAGTAATGGCAGGCTCTAA
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AATCAGTGGCGGCGCCGCTGGGTCCTGAACGTAGTAATATCTCTCGTTACAGGTTCTCGGTG
TGCTTCTGCCAAAACCCAAATTTTTCTATGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTG
AACTTAAGCATAT

> KP234034 Botrytis cinerea Bci-18

GGAAGGATCATTACAGAGTTCATGCCCGAAAGGGTAGACCTCCCACCCTTGTGTATTATTAC
TTTGTTGCTTTGGCGAGCTGCCTTCGGGCCTTGTATGCTCGCCAGAGAATACCAAAACTCTTT
TTATTAATGTCGTCTGAGTACTATATAATAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCT
GGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAAT
CATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCG
TCATTTCAACCCTCAAGCTTAGCTTGGTATTGAGTCTATGTCAGTAATGGCAGGCTCTAAAAT
CAGTGGCGGCGCCGCTGGGTCCTGAACGTAGTAATATCTCTCGTTACAGGTTCTCGGTGTGC
TTCTGCCAAAACCCAAATTTTTCTATGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG

> AJ716294 Botrytis cinerea SAS56

CATTACAGAGTTCATGCCCGAAAGGGTAGACCTCCCACCCTTGTGTATTATTACTTTGTTGCT
TTGGCGAGCTGCCTTCGGGCCTTGTATGCTCGCCAGAGAATACCAAAACTCTTTTTATTAATG
TCGTCTGAGTACTATATAATAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
GAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATC
TTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAAC
CCTCAAGCTTAGCTTGGTATTGAGTCTATGTCAGTAATGGCAGGCTCTAAAATCAGTGGCGG
CGCCGCTGGGTCCTGAACGTAGTAATATCTCTCGTTACAGGTTCTCGGTGTGCTTCTGCCAAA
ACCCAAATTTTTCTATGGTTGACC

> JX840480 Botrytis cinerea RSL-1

GGGAAGTAAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACAGAG
TTCATGCCCGAAAGGGTAGACCTCCCACCCTTGTGTATTATTACTTTGTTGCTTTGGCGAGCT
GCCTTTGGGCCTTGTATGCTCGCCAGAGAATACCAAAACTCTTTTTATTAATGTCGTCTGAGT
ACTATATAATAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGC
AGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCA
CATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTT
AGCTTGGTATTGAGTCTATGTCAGTAATGGCAGGCTCTAAAATCAGTGGCGGCGCCGCTGGG
TCCTGAACGTAGTAATATCTCTCGTTACAGGTTCTCGGTGTGCTTCTGCCAAAACCCAAATTT
TTCTATGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAAA

> KY817366 Botrytis cinerea BGM005

ATTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACAGAGTTCATGCCCGAAAGGGTAGACCTC
CCACCCTTGTGTATTATTACTTTGTTGCTTTGGCGAGCTGCCTTCGGGCCTTGTATGCTCGCC
AGAGAATACCAAAACTCTTTTTATTAATGTCGTCTGAGTACTATATAATAGTTAAAACTTTCA
ACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTG
AATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGG
GGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTTAGCTTGGTATTGAGTCTATGTCA
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GTAATGGCAGGCTCTAAAATCAGTGGCGGCGCCGCTGGGTCCTGAACGTAGTAATATCTCTC
GTTACAGGTTCTCGGTGTGCTTCTGCCAAAACCCAAATTTTTCTATGGTTGACCTCGGATCAG
GTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAT

> KJ937047 Botrytis cinerea X793

TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACAGAGTTCATGCCCGAAAGGGTAGACCTCCC
ACCCTTGTGTATTATTACTTTGTTGCTTTGGCGAGCTGCCTTCGGGCCTTGTATGCTCGCCAG
AGAATACCAAAACTCTTTTTATTAATGTCGTCTGAGTACTATATAATAGTTAAAACTTTCAAC
AACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAA
TTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGG
GGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTTAGCTTGGTATTGAGTCTATGTCAGT
AATGGCAGGCTCTAAAATCAGTGGCGGCGCCGCTGGGTCCTGAACGTAGTAATATCTCTCGT
TACAGGTTCTCGGTGTGCTTCTGCCAAAACCCAAATTTTTCTATGGTTGACCTCGGATCAGGT
AGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA

> AJ716303 Botrytis fabae CBS109.57

ATGCCCGAAAGGGTAGACCTCCCACCCTTGTGTATTATTACTTTGTTGCTTTGGCGAGCTGCC
TTCGGGCCTTGTATGCTCGCCAGAGAATACCAAAACTCTTTTTATTAATGTCGTCTGAGTACT
ATATAATAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGC
GAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACAT
TGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTTAGC
TTGGTATTGAGTCTATGTCAGTAATGGCAGGCTCTAAAATCAGTGGCGGCGCCGCTGGGTCC
TGAACGTAGTAATATCTCTCGTTACAGGTTCTCGGTGTGCTTCTGCCAAAACCCAAATTTTTC
TATGGTT

> EU519204 Botrytis fabiopsis BC-2

TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACAGAGTTCATGCCCGAAAGGGTAGACCTCCC
ACCCTTGTGTATTATTACTTTGTTGCTTTGGCGAGCTGCCTTCGGGCCTTGTATGCTCGCCAG
AGAAAACCAAAACTCTTTTTATTAATGTCGTCTGAGTACTATATAATAGTTAAAACTTTCAAC
AACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAA
TTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGG
GGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTTAGCTTGGTATTGAGTCTATGTCAGT
AATGGCAGGCTCTAAAATCAGTGGCGGCGCCGCTGGGTCCTGAACGTAGTAATATCTCTCGT
TACAGGTTCTCGGTGTGCTTCTGCCAAAACCCAAATTTTTCTATGGTTGACCTCGGATCAGGT
AGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA

> EU563122 Botrytis fabiopsis BC-13

TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACAGAGTTCATGCCCGAAAGGGTAGACCTCCC
ACCCTTGTGTATTATTACTTTGTTGCTTTGGCGAGCTGCCTTCGGGCCTTGTATGCTCGCCAG
AGAAAACCAAAACTCTTTTTATTAATGTCGTCTGAGTACTATATAATAGTTAAAACTTTCAAC
AACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAA
TTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGG
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GGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTTAGCTTGGTATTGAGTCTATGTCAGT
AATGGCAGGCTCTAAAATCAGTGGCGGCGCCGCTGGGTCCTGAACGTAGTAATATCTCTCGT
TACAGGTTCTCGGTGTGCTTCTGCCAAAACCCAAATTTTTCTATGGTTGACCTCGGATCAGGT
AGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA

> AJ716295Botrytis aclada PRI006

CATTACAGAGTTCATGCCCGAAAGGGTAGACCTCCCACCCTTGTGTATTATTACTTTGTTGCT
TTGGCGAGCTGCCTTCGGGCCTTGCATGCTCGCCAGAGAAAACCAAAACTCTTTTTATTAAT
GTCGTCTGAGTACTATATAATAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGA
TGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAAT
CTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAA
CCCTCAAGCTTAGCTTGGTATTGAGTCTATGTCAGTAATGGCAGGCTCTAAAATCAGTGGCG
GCGCCGCTGGGTCCTGAACGTAGTAATATCTCTCGTTACAGGTTCTCGGTGTGCTTCTGCCAA
AACCCAAATTTTTCTATGGTTGACC

> AJ716302 Botrytis calthae CBS175.63

ATGCCCGAAAGGGTAGACCTCCCACCCTTGTGTATTATTACTTTGTTGCTTTGGCGAGCTGCC
TTCGGGCCTTGCGTGCTCGCCAGAGGATACCAAAACTCTTTTTATTAATGTCGTCTGAGTACT
ATATAATAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGC
GAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACAT
TGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCAG
CTTGGTATTGAGTCCATGTCAGCAATGGCAGGCTCTAAAATCAGTGGCGGCGCCGCTGGGTC
CTGAACGTAGTAATATCTCTCGTTACAGGTTCTCGGTGTGCTTCTGCCAAAACCCAAATTTTT
CTATGGTT

> AJ716304 Botrytis convoluta 9801

ATGCCCGAAAGGGTAGACCTCCCACCCTTGTGTATTATTACTTTGTTGCTTTGGCGAGCTGCC
TTCGGGTCTTGTATGCTCGCCAGAGAAAACCAAAACTCTTTTTATTAATGTCGTCTGAGTACT
ATATAATAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGC
GAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACAT
TGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTTAGC
TTGGTATTGAGTCTATGTCAGTAATGGCAGGCTCTAAAATCAGTGGCGGCGCCGCTGGGTCC
TGAACGTAGTAATATCTCTCGTTACAGGTTCTCGGTGTGCTTCTGCCAAAACCCAAATTTTTC
TATGGTT

> AJ716298 Botrytis paeoniae 0003

CATTACAGAGTTCATGCCCGAAAGGGTAGACCTCCCACCCTTGTGTATTATTACTTTGTTGCT
TTGGCGAGCTGCCCTCGGGCCTTGTATGCTCGCCAGAGAAAACCAAAACTCTTTTTATTAAT
GTCGTCTGAGTACTATATAATAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGA
TGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAAT
CTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAA
CCCTCAAGCTTAGCTTGGTATTGAGTCTATGTCAGTAATGGCAGGCTCTAAAATCAGTGGCG
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GCGCCGCTGGGTCCTGAACGTAGTAATATCTCTCGTTACAGGTTCTCGGTGTGCTTCTGCCAA
AACCCAAATTTTTCTATGGTTGACC

> AJ716300 Botrytis elliptica BE9714

CATTACAGAGTTCATGCCCGAAAGGGTAGACCTCCCACCCTTGTGTATTATTACTTTGTTGCT
TTGGCGAGCTGCCTTCGGGCCTTGTATGCTCGCCAGAGAAAACCAAAACTCTTTTTATTAAT
GTCGTCTGAGTACTATATAATAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGA
TGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAAT
CTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAA
CCCTCAAGCTTAGCTTGGTATTGAGTCTATGTCAGTAATGGCAGGCTCTAAAATCAGTGGCG
GCGCCGCTGGGTCCTGAACGTAGTAATATCTCTCGTTACAGGTTCTCGGTGTGCTTCTGCCAA
AACCCAAATTTTTCTATGGTTGACC

> AJ716291Botrytis polyblastis CBS287.38

CATTACAGAGTTCATGCCCGAAAGGGTAGACCTCCCACCCTTGTGTATTATTACTTTGTTGCT
TTGGCGAGCTGCCTTCGGGCCATGTATGCTCGCCAGAGAAAACCAAAACTCTTTTTATTAAT
GTCGTCTGAGTACTATATAATAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGA
TGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAAT
CTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAA
CCCTCAAGCTTAGCTTGGTATTGAGTCTATGTCAGTAATGGCAGGCTCTAAAATCAGTGGCG
GCGCCGCTGGGTCCTGAACGTAGTAATATCTCTCGTTACAGGTTCTCGGTGTGCTTCTGCCAA
AACCCAAATTTTTCTATGGTTGACC

> AJ716296 Botrytis ficariarum CBS176.63

CATTACAGAGTTCATGCCCGAAAGGGTAGACCTCCCACCCTTGTGTATTATTACTTTGTTGCT
TTGGCGAGCTGCCTTCGGGCCTTGTATGCTCGCCAGAGAAAACCAAAACTCTTTTTATTAAT
GTCGTCTGAGTACTATATAATAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGA
TGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAAT
CTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAA
CCCTCAAGCTTAGCTTGGTATTGAGTCTATGTCAGTAATGGCAGGCTCTAAAATCAGTGGCG
GCGCCGCTGGGTCCTGAACGTAGTAATATCTCTCGTTACAGGTTCTCGGTGTGCTTCTGCCAA
AACCCAAATTTTTCTATGGTTGACC

> AJ716299 Botrytis squamosa PR1026

CATTACAGAGTTCATGCCCGAAAGGGTAGACCTCCCACCCTTGTATATTATTACTTTGTTGCT
TTGGCGAGCTGCCTTCGGGCCTTGTATGCTCGCCAGAGAAAACCAAAACTCTTTTTATTAAT
GTCGTCTGAGTACTATATAATAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGA
TGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAAT
CTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAA
CCCTCAAGCTTAGCTTGGTATTGAGTCTATGTCAGTAATGGCAGGCTCTAAAATCAGTGGCG
GCGCCGCTGGGTCCTGAACGTAGTAATATCTCTCGTTACAGGTTCTCGGTGTGCTTCTGCCAA
AACCCAAATTTTTCTATGGTTGACC
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> AJ716301 Botrytis tulipae 9830

ATGCCCGAAAGGGTAGACCTCCCACCCTTGTGTATTATTACTTTGTTGCTTTGGCGAGCTGCC
TTCGGGCCTTGTATGCTCGCCAGAGAAAACCAAAACTCTTTTTATTAATGTCGTCTGAGTACT
ATATAATAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGC
GAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACAT
TGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTTAGC
TTGGTATTGAGTCTATGTCAGTAATGGCAGGCTCTAAAATCAGTGGCGGCGCCGCTGGGTCC
TGAACGTAGTAATATCTCTCGTTACAGGTTCTCGGTGTGCTTCTGCCAAAACCCAAATTTTTC
TATGGTT

> AJ716295 Botrytis aclada PRI006

CATTACAGAGTTCATGCCCGAAAGGGTAGACCTCCCACCCTTGTGTATTATTACTTTGTTGCT
TTGGCGAGCTGCCTTCGGGCCTTGCATGCTCGCCAGAGAAAACCAAAACTCTTTTTATTAAT
GTCGTCTGAGTACTATATAATAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGA
TGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAAT
CTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAA
CCCTCAAGCTTAGCTTGGTATTGAGTCTATGTCAGTAATGGCAGGCTCTAAAATCAGTGGCG
GCGCCGCTGGGTCCTGAACGTAGTAATATCTCTCGTTACAGGTTCTCGGTGTGCTTCTGCCAA
AACCCAAATTTTTCTATGGTTGACC

> AJ716290 Botrytis pelargonii CBS497.50

CATTACAGAGTTCATGCCCGAAAGGGTAGACCTCCCACCCTTGTGTATTATTACTTTGTTGCT
TTGGCGAGCTGCCTTCGGGCCTTGTATGCTCGCCAGAGAATACCAAAACTCTTTTTATTAATG
TCGTCTGAGTACTATATAATAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
GAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATC
TTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAAC
CCTCAAGCTTAGCTTGGTATTGAGTCTATGTCAGTAATGGCAGGCTCTAAAATCAGTGGCGG
CGCCGCTGGGTCCTGAACGTAGTAATATCTCTCGTTACAGGTTCTCGGTGTGCTTCTGCCAAA
ACCCAAATTTTTCTATGGTTGACC

> AJ716303 Botrytis fabae CBS109.57

ATGCCCGAAAGGGTAGACCTCCCACCCTTGTGTATTATTACTTTGTTGCTTTGGCGAGCTGCC
TTCGGGCCTTGTATGCTCGCCAGAGAATACCAAAACTCTTTTTATTAATGTCGTCTGAGTACT
ATATAATAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGC
GAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACAT
TGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTTAGC
TTGGTATTGAGTCTATGTCAGTAATGGCAGGCTCTAAAATCAGTGGCGGCGCCGCTGGGTCC
TGAACGTAGTAATATCTCTCGTTACAGGTTCTCGGTGTGCTTCTGCCAAAACCCAAATTTTTC
TATGGTT
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> HQ455788 Botrytis cinerea KACC 45439

TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACAGAGTTCATGCCCGAAAGGGTAGACCTCCC
ACCCTTGTGTATTATTACTTTGTTGCTTTGGCGAGCTGCCTTTGGGCCTTGTATGCTCGCCAG
AGAATACCAAAACTCTTTTTATTAATGTCGTCTGAGTACTATATAATAGTTAAAACTTTCAAC
AACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAA
TTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGG
GGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTTAGCTTGGTATTGAGTCTATGTCAGT
AATGGCAGGCTCTAAAATCAGTGGCGGCGCCGCTGGGTCCTGAACGTAGTAATATCTCTCGT
TACAGGTTCTCGGTGTGCTTCTGCCAAAACCCAAATTTTTCTATGGTTGACCTCGGATCAGGT
AGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA

> FJ169666 Botrytis cinerea LeekBC-8

TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACAGAGTTCATGCCCGAAAGGGTAGACCTCCC
ACCCTTGTGTATTATTACTTTGTTGCTTTGGCGAGCTGCCTTTGGGCCTTGTATGCTCGCCAG
AGAATACCAAAACTCTTTTTATTAATGTCGTCTGAGTACTATATAATAGTTAAAACTTTCAAC
AACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAA
TTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGG
GGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTTAGCTTGGTATTGAGTCTATGTCAGT
AATGGCAGGCTCTAAAATCAGTGGCGGCGCCGCTGGGTCCTGAACGTAGTAATATCTCTCGT
TACAGGTTCTCGGTGTGCTTCTGCCAAAACCCAAATTTTTCTATGGTTGACCTCGGATCAGGT
AGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA

> KJ744364 Sclerotinia sclerotiorum PM27

GTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACAGAGTTCATGCCCGAAAGGGTAGACCTCCCACC
CTTGTGTATTATTACTTTGTTGCTTTGGCGAGCTGCTCTTCGGGGCCTTGTATGCTCGCCAGA
GAATATCAAAACTCTTTTTATTAATGTCGTCTGAGTACTATATAATAGTTAAAACTTTCAACA
ACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATT
GCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGG
CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCAGCTTGGTATTGAGTCCATGTCAGTAA
TGGCAGGCTCTAAAATCAGTGGCGGCGCCGCTGGGTCCTGAACGTAGTAATATCTCTCGTTA
CAGGTTCTCGGTGTGCTTCTGCCAAAACCCAAATTTTCTATGGTTGACCTCGGATCAGGTAG
GGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAATCTCTGT
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