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RESUMEN 
 

 
Botrytis cinerea  produce importantes pérdidas en  uva de mesa en Chile. En el control 
químico de este patógeno se utiliza entre otras moléculas a boscalid, carboxamida que 
actúa inhibiendo la enzima succinato deshidrogenasa. En aislados de Botrytis 
recolectados de cultivos sometidos a un uso intensivo del fungicida, se ha demostrado la 
asociación entre la pérdida de sensibilidad con mutaciones en el gen sdhB, en donde se 
han identificado las mutaciones P225F/L/T y N230I  asociadas a aislados resistentes y en 
mayor frecuencia las mutaciones H272R/Y/L asociadas a aislados resistentes y 
moderadamente resistentes. Durante las últimas dos temporadas (2011-2012 y 2012-
2013), en la zona Central de Chile, se ha reportado una baja sensibilidad a boscalid. 
 
El objetivo de la presente  investigación fue determinar la presencia de mutaciones   en el 
gen sdhB en aislados chilenos de Botrytis cinerea de distinto nivel de sensibilidad a 
boscalid. Con este propósito, 50 aislados monoconidiales fueron  caracterizados genética 
y fenotípicamente. Para la caracterización fenotípica se verificó la sensibilidad a boscalid 
mediante evaluación del comportamiento de germinación conidial, determinándose 4 
categorías según valores EC50: Sensible (S) (>0,05-1,37µg.mL-1), Levemente Resistente 
(LR) (1,38-7,80µg.mL-1), Moderadamente Resistente (MR) (7,81-50µg.mL-1) y 
Resistente (R) (>50µg.mL-1). Aislados R y MR con mutaciones se compararon con 
sensibles, según parámetros como: crecimiento miceliar, esporulación, sensibilidad 
osmótica, capacidad formadora de esclerocios  y virulencia.  
La detección de mutaciones se realizó mediante la técnica PCR-PIRA (Primer-Introduced 
Restriction Enzyme Analyses) y el uso de partidores específicos H272Y/R-fw y H272-
rev, cuyos productos fueron digeridos con las enzimas de restricción EcoRV y HhaI 
respectivamente.  
Los aislados de Botrytis cinerea mostraron niveles de sensibilidad a boscalid variables 
entre  0,13 µg.mL-1 (S) y 1,1*109 µg.mL-1 (R). La utilización del PCR-PIRA, permitió 
identificar las mutaciones H272Y/R en el gen sdhB que resultaron ser inespecíficas de un 
determinado nivel de sensibilidad a boscalid.  
 
De acuerdo a los parámetros de adaptabilidad evaluados tales como crecimiento miceliar, 
capacidad formadora de esclerocios y esporulación de aislados resistentes con mutaciones 
H272Y/R respecto de los sensibles fueron significativamente diferentes (p<0,05), lo cual 
implicaría que las mutaciones detectadas y asociadas a la resistencia a boscalid 
generarían un costo metabólico en los aislados de Botrytis. 

 
 
 Palabras clave: PCR-PIRA, resistencia, SDHI, mutación, patogenicidad, adaptabilidad.
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ABSTRACT 
 

 
Botrytis cinerea produces serious losses in table grapes in Chile.  In the chemical control 
of this pathogen is used among other molecules like boscalid, carboxamide that inhibits 
the succinate dehydrogenase enzyme. Botrytis isolates collected from different crops 
subjected to intensive fungicide application has shown an association between sensitivity 
loss and mutations in the sdhB gene, where P225F/L/T and N230I mutations have been 
identified in resistant isolates and most frequently mutations like H272R/Y/L on 
moderately resistant and resistant isolates. During the past two seasons (2011-2012 and 
2012-2013) in the central Chile, has reported a low sensitivity to boscalid. 
 
The objective of this research was determine the mutations presence in the sdhB gene of 
Botrytis cinerea isolates with different sensitivity levels to boscalid. For this purpose, 50 
monoconidial isolates were characterized genetically and phenotypically. For phenotypic 
characterization was verified the sensitivity to boscalid by conidial germination, were 
classified into four resistance phenotypes based on the EC50 values them: Sensitive (S) 
(>0.05-1.37 µg.mL-1), Low resistant (LR) (1.38-7.80 µg.mL-1), moderately resistant (MR) 
(7.81-50µg.mL-1) and resistant (R) (>50µg.mL-1). Isolate R and MR with mutations were 
compared with sensitive isolates, with parameters such as mycelial growth, sporulation, 
osmotic sensitivity, sclerotia production and virulence. 
 
Mutations detection was performed by PIRA-PCR (Primer- Introduced Restriction 
Enzyme Analyses) with specific primers H272-rev H272Y/R-fw whose products were 
digested with restriction enzymes EcoRV and HhaI respectively. 
 
Botrytis cinerea isolates showed different sensitivity levels between 0.13 µg.mL-1 
boscalid (S) and 1.1*10-9 µg.mL-1 (R). The PIRA-PCR method has detected H272Y/R 
mutations, none were specific a sensitivity level to boscalid. 
 
According to adaptability parameters evaluated such as mycelial growth, sclerotia  
production and sporulation of resistant isolates with mutations H272Y/R compare with 
sensitive were significantly different (p <0.05), which imply that the mutations detected 
generate a metabolic cost in Botrytis cinerea isolates to boscalid. 
 
 
Keywords: PIRA- PCR, fungicide resistance, SDHI, mutation, virulence, fitness. 
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INTRODUCCIÓN 

 
 

El control de Botrytis cinerea se realiza de manera integrada considerando prácticas 
culturales y control químico, siendo éste fundamental. Sin embargo, como el patógeno 
tiene gran capacidad de generar resistencia a los fungicidas, en algunos casos un uso 
inadecuado se ha traducido en disminución  de la eficacia.  
 
Boscalid es una nueva molécula fungicida utilizada en el control de Botrytis cuyo modo 
de acción se basa en inhibir a la enzima succinato deshidrogenada en el transporte de 
electrones del complejo II. Actualmente, para éste y otros fungicidas del grupo de las 
carboxamidas se ha detectando la existencia de resistencia cruzada (Leroux et al., 2010). 
 
Hasta la fecha se ha reportado la presencia de aislados de Botrytis cinerea resistentes a 
boscalid en diversos cultivos tales como vides, frutilla, manzanos y kiwi entre otros, 
sometidos a una alta presión de selección por el fungicida (Stammler, 2008; Leroux, 
2010; Leroch et al.,  2011). Según estudios efectuados por Velloukas et al. (2011), la 
resistencia de Botrytis cinerea a boscalid, estaría asociada a la presencia de mutaciones 
en el gen de la enzima succinato deshidrogenasa en la subunidad hierro- azufre del 
complejo II (SdhB). En Chile el primer reporte de pérdida de sensibilidad a boscalid de 
Botrytis cinerea en uva de mesa se efectuó en 2011 (Esterio et al., 2011a). 
 
Debido a los antecedentes indicados se postuló que la resistencia de los aislados chilenos 
de Botrytis cinerea sometidos a reiteradas aplicaciones de boscalid, presentan cambios 
aminoacídicos en el gen sdhB. 
 
El objetivo principal del presente estudio fue caracterizar genética y fenotípicamente 50  
aislados chilenos de Botrytis cinerea con distinto nivel de sensibilidad a boscalid, 
recuperados desde uva de mesa de los cvs. Thompson Seedless, Red Globe y Crimson 
Seedless.  
 
Con la técnica de PCR-PIRA (Primer-Introduced Restriction Enzyme Analyses) 
(Veloukas et al., 2011), se detectaron  mutaciones asociadas a resistencia a boscalid en 
botrytis. Paralelamente, se corroboró mediante ensayos in vitro el nivel de sensibilidad de 
los aislados a boscalid, determinándose los valores EC50 en base a evaluación de la 
germinación conidial a distintas concentraciones del fungicida. 
 
Estos procedimientos permitieron relacionar la resistencia en los aislados chilenos de 
Botrytis cinerea a boscalid con las mutaciones ya descritas (Stammler, 2008; De Miccolis 
et al., 2010; Leroux et al., 2010; Veloukas et al., 2011; Yin et al., 2011; Fernández-
Ortuño et al., 2012). 
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Hipótesis 

 
Los aislados chilenos de Botrytis cinerea sometidos a presión de selección por boscalid 
en el campo presentan cambios aminoacídicos asociados a resistencia al fungicida en el 
gen sdhB.  

 
Objetivo general 

 
Caracterizar genética y fenotípicamente aislados chilenos de Botrytis cinerea de distinto 
nivel de sensibilidad a boscalid, colectados desde uva de mesa de los cultivares 
Thompson Seedless, Crimson Seedless y Red Globe. 
 

Objetivos específicos 
 

1. Verificar el grado de sensibilidad según concentración media efectiva (valores EC50) a 
boscalid in vitro (S, LR, MR y R) de  50 aislados de Botrytis cinerea. 
 
2. Caracterizar genéticamente los aislados de Botrytis cinerea de distinto nivel de 
sensibilidad a boscalid respecto de las mutaciones presentes en el gen sdhB mediante la 
técnica del PCR–PIRA. 
 
3. Caracterizar fenotípicamente aislados de Botrytis cinerea con mutación de distinto 
nivel de sensibilidad a boscalid (S, LR, MR, y R) respecto de los siguientes parámetros: 
sensibilidad osmótica, crecimiento miceliar, producción de conidias, capacidad 
formadora  de esclerocios y virulencia en bayas cv. Thompson Seedless con y sin heridas 
a 20ºC. 
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REVISIÓN DE LITERATURA 
 

Generalidades de Botrytis cinerea 
 
 

     En su fase asexual Botrytis cinerea y su fase teleomórfica Botryotinia fuckeliana (de 
Bary) Whetzel, es el  agente causal de la “pudrición gris” que afecta a más de 200 
especies vegetales (Veloukas and Karaoglanidis, 2012), entre las que se incluyen especies 
frutales, plantas ornamentales y  hortalizas (Rosslenbroich et al., 1999). Entre los frutales, 
en Chile, la vid es el cultivo de mayor importancia económica donde éste patógeno 
produce importantes pérdidas antes y después de la cosecha (Esterio y Auger, 2012). 
Además,  ocasiona pérdidas en la calidad de la fruta, debido al deterioro durante las 
etapas de transporte y almacenaje (Rosslenbroich and Stuebler, 2000). 
 

Morfología y Epidemiología de Botrytis cinerea 
 

    Botrytis cinerea produce conidias heterocarioticas hialinas a levemente coloreadas, 
unicelulares, ovoides a esféricas, sobre pequeños esterigmas en el extremo de 
conidióforos ramificados; sus hifas son septadas y ramificadas (Agrios, 1997). Forma una 
variedad de estructuras de penetración, incluyendo apresorios, con los cuales invade la 
epidermis del tejido vegetal (Salinas et al., 1986). Además, las especies del género 
Botrytis producen esclerocios, que actúan como estructuras de resistencia del patógeno 
ante condiciones climáticas desfavorables (Ten Have, 2000). 
 
    Los síntomas provocados por Botrytis incluyen: pudrición en frutos, marchitez del 
tejido, pústulas y manchas foliares, caída de plántulas, cancros en los tallos y tizones en 
inflorescencias (Kim and Cho, 1996). Botrytis cinerea produce un micelio inicialmente  
blanquecino y de aspecto lanoso en el tejido infectado, que luego se torna grisáceo 
(esporulación) (Ten Have, 2000). 
 
Las condiciones del proceso de infección evidencian la gran adaptabilidad del patógeno, 
y por ello éste se encuentra ampliamente distribuido a nivel mundial, siendo solo  
inhibido cuando prevalecen condiciones de baja humedad relativa (Rosslenbroich, 1999). 
Aunque Botrytis cinerea puede afectar cualquier órgano en la vid, el mayor daño lo 
produce sobre el racimo a partir de estados iniciales de  su formación, en el período de 
floración y desde envero (véraison) en adelante (McClellan and Hewitt, 1973; Pastor, 1980; 
Auger, 1981) coincidiendo con la disminución de compuestos antifúngicos, tales como: 
ácido glicólico, taninos y fitoalexinas como el resveratrol (Pastor, 1980; Keller et al., 2003). 
Además durante este estadio fenológico con el aumento de sólidos solubles en las bayas  y 
restos florales contaminados con el patógeno, se podría reactivar infecciones latentes 
generalmente asociada a la base de la baya y pedicelo (Pastor, 1980; Auger y Esterio, 1997, 
Coertze et al., 2001; Holz et al., 2003; Keller et al., 2003).  
 
Infecciones ocurridas en precosecha se evidencian en poscosecha, particularmente 
cuando la cadena de frío es interrumpida durante el periodo de almacenamiento o 
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transporte. Durante el otoño, el hongo permanece en el cultivo como esclerocio y como 
micelio esporulante en restos de plantas afectadas (Esterio, 2005). En primavera el 
micelio y los esclerocios producen gran cantidad de conidióforos con abundante 
liberación de conidias capaces de infectar bajo condiciones climáticas favorables de alta 
humedad relativa y temperaturas fluctuantes entre 15 y 20ºC (Auger y Esterio, 1997) 
 

Grupos químicos  de fungicidas utilizados para el control de Botrytis cinerea 
 

Durante los últimos 50 años el control de este patógeno se ha basado en el uso de 
fungicidas químicos sintéticos (Rosslenbroich and Stuebler, 2000), siendo los 
benzimidazoles y las dicarboximidas los más utilizados,  sin embargo, como Botrytis  
tiene la capacidad de adaptarse a los fungicidas (Sergeeva et al., 2002), el uso inadecuado 
de éstos, rápidamente se tradujo en pérdida de su eficacia debido al desarrollo de cepas 
altamente resistentes a ambos grupos (Yourman and Jeffers, 1999). 
 
Posteriormente, en la década de 90s nuevas moléculas fueron utilizadas para el control de 
Botrytis cinerea tales como anilinopyrimidinas (ciprodinil, pyrimethanil y mepanipirina),  
phenylpyrroles (fludioxonil, phenpiclonil) y hydroxyanilidas (fenhexamid, 
fenpyrazamine). Con el tiempo Botrytis ha desarrollado resistencia a varias de estas 
moléculas (Rosslenbroich and Stuebler, 2000). 
 
En la actualidad una alternativa de control son las carboxamidas pertenecientes al grupo 
de inhibidores de la enzima succinato deshidrogenasa (SDHI) y se han introducido 
nuevas moléculas como boscalid, penthiopyrador o fluopyram las cuales tienen un amplio 
espectro de acción (Stammler et al., 2007; Yanase et al., 2007; Avenot and Michailides, 
2010; Glättli et al., 2010). En Chile como en otros países  boscalid es utilizado para el 
control Botrytis cinerea, este fungicida actúa inhibiendo la respiración mitocondrial al 
impedir el transporte de electrones del complejo II, bloqueando la producción de energía 
en la célula (Matsson and Hederstedt, 2001; Cecchini, 2003; Leroux et al., 2010; 
Veloukas et al., 2011). 
 
La succinato deshidrogenasa (SDH) es una enzima clave en el ciclo de Krebs, puesto que 
cataliza la reacción de oxidación de succinato a fumarato y la reducción de ubiquinona a 
ubiquinol (Stammler, 2008; Shima et al., 2009). Boscalid actúa inhibiendo la 
germinación conidial y el crecimiento del micelio y la elongación de los tubos 
germinativos (Stammler et al., 2008). Además, por tener un amplio espectro de control 
puede actuar sobre varios hongos patógenos de plantas como: Alternaria spp., Botrytis 
spp., Sclerotinia spp., Mycosphaerella spp., Monilinia spp. y oídios (Stammler, 2008). 
 
Desafortunadamente, el riesgo de desarrollo de resistencia a los SDHIs se considera alto 
y ya se ha informado de resistencia en campo a boscalid de varios hongos fitopatógenos 
entre los que se incluyen  Alternaria alternata, Corynespora cassiicola, Didymella 
bryoniae y Monilinia fructicola (Avenot and Michailides, 2007; Stevenson, 2008; Amiri 
et al., 2010; Miyamoto et al., 2010). 
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Resistencia a fungicidas 
 
    La resistencia a fungicidas se manifiesta como una variación genética en un hongo que 
resulta en la reducción de su sensibilidad a una molécula química, debido a la 
disminución en la tasa de ingreso del fungicida a las células del patógeno, o falta de 
afinidad química con su molécula objetivo o por detoxificación del compuesto por parte 
del hongo (Koller, 2000).  
 
El nivel de resistencia puede medirse como la concentración efectiva del ingrediente 
activo que es capaz de inhibir el crecimiento, la germinación de esporas o la infección del 
patógeno en un 50%, valor que se denomina concentración efectiva media y se calcula 
tanto para cada individuo muestreado como para la población bajo estudio (Damicone, 
2004). 
 
La pérdida de sensibilidad a los fungicidas (resistencia), también puede ser detectada 
utilizando técnicas basadas en la Reacción en Cadena de la Polimerasa (Polymerasa 
Chain Reaction: PCR), que son más sensibles, confiables y más rápidas. Estas técnicas, se 
fundamentan en el análisis de las secuencias de los genes objetivo, los cuales codifican 
para los transcritos o proteínas afectadas por el fungicida (Sierotzki et al., 2000). Estos 
cambios generalmente se encuentran asociados con la presencia de mutaciones genéticas 
que ocurren en forma natural o inducida como resultado de una alta presión de selección 
ejercida por la molécula fungicida (Damicone, 2004). Las técnicas de PCR, permiten  
identificar  mutaciones puntuales que conducen a los cambios en la secuencia de 
aminoácidos que confieren el fenotipo resistente. 
 
Diferentes estrategias se han empleado para el diseño de pruebas de diagnóstico 
molecular de poblaciones resistentes a fungicidas entre estas se destacan: Cleaved 
Amplified Polymorphic Sequences (CAPS) (Konieczny and Ausubel, 1993), Denaturing 
High Performance Liquid Chromatography (DHPLC) (Oefner and Underhill, 1995), 
Primer-Introduced Restriction Enzyme Analyses (PCR-PIRA) (Vuorio et al., 1999), PCR 
de alelos específicos (Delye et al., 1997) y (Spore-PCR) detección de una repetición en 
tadém de un promotor transcripcional en una región promotora del gen objetivo 
(Hamamoto et al., 2001). Adicionalmente, en los últimos años se han diseñado métodos 
que permiten detectar cuantitativamente los niveles de resistencia en poblaciones 
patógenas mediante PCR en tiempo real (Gisi et al., 2002). 
 
 

PCR - PIRA (Primer-Introduced Restriction Enzyme Analyses) 
 
PCR-PIRA es una técnica ampliamente utilizada  para la detección de polimorfismos 
(Jacobson and Moskovits, 1991),  consiste en la amplificación de ADN mediante PCR 
con el uso de partidores modificados, diseñados para introducir una sustitución de base 
adyacente al codón de interés con el fin de crear un sitio de restricción artificial con sólo 
una forma alélica (wildtype o mutado) (Haliassos, 1989), seguida de una digestión 



 8

enzimática con el uso  de enzimas de restricción  para detectar una mutación puntual (Ma 
and Michailides, 2005).  
 
El método introduce un polimorfismo de longitud de fragmentos de restricción (RFLP), 
secuencias específicas de nucleótidos en el ADN que son reconocidas y cortadas por 
enzimas de restricción; en el producto del PCR, generalmente el partidor se introduce 
cerca del extremo 3' que está cerca de la mutación de interés (Ke et al., 2001). 
 
Como el PCR-RFLP es una técnica fácil y rápida, varios  ensayos se han desarrollado 
para la detección de resistencia a fungicidas como por ejemplo: benzimidazoles en B. 
cinerea (Luck and Gillings, 1995), Cladobotryum dendroides (McKay et al., 1998), 
Helmisthosporium solani (McKay and Cooke, 1997; Cunha and Rizzo, 2003); 
estrobilurinas en: Blumeria graminis f. sp. hordei (Baumler et al., 2003), Erysiphe 
graminis f. sp. tritici  (Sierotzki et al., 2000) y Podosphaera fusca (Ishii et al., 2001). 
 
Otro ensayo de  PCR-PIRA fue empleado para la detección de resistencia a  carpropamid 
en Magnaporthe grisea (Kaku et al., 2003). Carpropamid, es un inhibidor de la 
biosíntesis de melanina-deshidratasa (MBI-D), que controla enfermedades en arroz. Un 
estudio reciente demostró que la resistencia de Magnaporte grisea a carpropamid fue 
causada por una mutación puntual que resultó de la sustitución de metionina por valina en 
el codón 75 (M75V) (Takagaki et al., 2004). Por lo tanto, el método PCR-PIRA se ha 
desarrollado para detectar resistencia en base a una mutación puntual. 

 
Genes asociados a la resistencia de Botrytis cinerea a boscalid 

 
Varias mutaciones específicas de Botrytis cinerea se han identificado dentro de los genes 
sdhB y sdhD que codifican la proteína hierro-azufre y una proteína de anclaje del 
complejo de la succinato deshidrogenasa, respectivamente. Todas las modificaciones 
actualmente identificadas que afectan al complejo II hierro-azufre (S2) del gen SDHB 
parecen ser específicos para  Botrytis (Leroux et al., 2010). 
 
En un estudio realizado por Stammler et al. (2007), se encontró un alelo con una 
modificación P225F en este codón, la misma fue identificada en aislamientos resistentes a 
boscalid.   
 
Stammler (2008), informó que las mutaciones H272Y y P225L/F en el gen sdhB se 
asocian con una menor sensibilidad de Botrytis cinerea a boscalid. Es así que las 
mutaciones de aminoácidos en las posiciones 272 (H272Y/R) y 225 (P225L/F/T) se 
correlación a la resistencia sdhB a boscalid (Stammler, 2008; De Miccolis, 2010),  esta 
última mutación también fue detectada por Veloukas et al. (2011) en el codón 225, 
resultando en un cambio de prolina a fenilalanina (P225F), en aislados de Botrytis 
recuperados desde fresa asociados a alta resistencia. Más recientemente Leroux et al. 
(2010) informaron que, además de las mutaciones H272Y/R se presentan otras 
mutaciones H272L,  N230I en el gen sdhB, está asociada a resistencia del tipo  moderada 
(Veloukas et al., 2011) y H132R en sdhD, las que también se relacionan con resistencia a 
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boscalid en aislados de Botrytis cinerea procedentes de Francia y Alemania (frutillas, 
manzanas y uvas). Asociado a ésto Veloukas et al. (2011) determinó que aislamientos 
moderadamente resistentes presentan las mutaciones H272R/R y la mutación H272L en 
aislados resistentes, y según Yin et al. (2011) las mutaciones  H272R/Y en el gen sdhB 
correspondería al genotipo mutante  dominante en los aislados de campo recolectados de 
manzanas. 
 
Además, es importante señalar que el desarrollo de ensayos de PCR con alelos 
específicos para la detección de  resistencia a boscalid en aislados de Botrytis con 
mutaciones en la posición 272, facilitaría la vigilancia de la resistencia a fungicidas (Yin 
et al., 2011); sugiriendo con ello que el desarrollo de resistencia a este fungicida  en 
Botrytis cinerea no es totalmente al azar y que las poblaciones resistentes pueden 
provenir de diferentes grupos genéticos específicos.  
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 

Lugar de estudio 
 
 

El estudio se llevó a cabo en el laboratorio de Fitopatología Frutal y Molecular del 
Departamento de Sanidad Vegetal de la Universidad de Chile, Facultad de Ciencias 
Agronómicas.  
 

Materiales y reactivos 
 

Aislados de Botrytis cinerea utilizados para pruebas genotípicas y fenotípicas 
 
En la presente investigación se utilizaron 50 aislados de Botrytis cinerea que  forman 
parte del cepario del Laboratorio de Fitopatología Frutal y Molecular del Departamento 
de Sanidad Vegetal de la Facultad de Ciencias Agronómicas de la Universidad de Chile y 
que fueron seleccionados según antecedentes de sensibilidad a boscalid determinados en 
estudios previos (Apéndice I).  
 
 
Medios de cultivo  
 
Agar-Malta-Levadura (AML): Reactivación e incremento de aislados de Botrytis cinerea  
para las diferentes pruebas tanto morfológicas como genéticas (Haynes et al., 1955).  
Agar-Malta (AM): Cultivos monoconidiales (Haynes et al., 1955).  
Agar- agua (AA): Pruebas in vitro de sensibilidad a boscalid (Lingappa and Lockwood, 
1960).  
Agar-Papa-Dextrosa (APD): Caracterización morfológica (Lacy and Bridgman, 1962).   
Agar-Papa-Dextrosa (APD) modificado (8% NaCl): Sensibilidad osmótica (Kim and 
Xiao, 2011). 
Medio líquido a base de glucosa (10g. 500 ml-1): obtención de biomasa de los aislados 
para la extracción de ADN (Gale and Epps, 1942). 
 
Material vegetal  
 
Bayas de uva de mesa cv. Thompson Seedless (16.5° Brix): utilizadas en  los ensayos de 
virulencia, de los aislados seleccionados de Botrytis cinerea según  presencia de 
mutaciones.  
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METODOLOGÍA 
 

Cultivos monospóricos 

 
El protocolo que se utilizó fue el desarrollado en el Laboratorio de Fitopatología Frutal y 
Molecular. Con este propósito se reactivaron los aislados de Botrytis cinerea en medio 
AML. Luego de 5 días de incubación a partir de micelio esporulante se prepararon  
suspensiones conidiales  de cada aislado en agua destilada estéril a una concentración de 
106 conidias/mL determinada mediante un hemacitómetro. De esta suspensión, 200 µL se 
esparcieron uniformemente sobre  placas de Petri  conteniendo medio AM, dejando las 
placas por un periodo de 24 horas a 20°C. Transcurrido este tiempo se observó bajo el 
microscopio la germinación y  crecimiento de las conidias y se seleccionó una conidia del 
medio; la cual se transfirió a placas de Petri de 60 mm con medio AML, obteniéndose  
cultivos monospóricos, conservándose en glicerol al 20% a -20°C.  
 
Sensibilidad a boscalid   

 
La sensibilidad a boscalid (Cantus®), se corroboró mediante  evaluación del 
comportamiento de la germinación conidial  en placas de Petri con AA en 
concentraciones crecientes desde 0 a 100 µg.mL-1.  
 
Las suspensiones conidiales  de cada aislado fueron preparadas en agua destilada estéril a 
una concentración de 106 conidias/mL. Posteriormente 200 µL de la suspensión conidial 
de cada concentración fue sembrada e incubada por 24 horas a 20ºC en oscuridad 
continua, tiempo después del cual se procedió a evaluar  el comportamiento de 
germinación conidial en 100 conidias. Se consideró como conidia germinada a aquella 
que presentó un tubo germinativo viable con una elongación de al menos 3 veces el 
tamaño de la conidia, y por cada concentración se consideraron 3 repeticiones.  
 
El establecimiento de las categorías de sensibilidad se efectuó mediante el rango 
adaptado de Veloukas  et al. (2011) y propuesto para boscalid según el Laboratorio de 
Fitopatología Frutal y Molecular en el Cuadro 1. 
 
Cuadro 1. Grado de sensibilidad  

Rango de EC50 

(µg. µL) 
Grado de sensibilidad 

< 0,05 - 1,37 Sensible 
1,38 -7,80 Levemente resistente 
7,81- 50 Moderadamente resistente 

> 50 Resistente 
Fuente: Adaptado de Veloukas et al., 2011.  
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Caracterización genética de aislados de Botrytis cinerea de distinto nivel de 
sensibilidad a boscalid 

 
Obtención de ADN genómico de Botrytis cinerea 
 
Obtención de la biomasa. La biomasa del hongo fue incrementada en medio glucosado 
líquido luego de un periodo de 4  días de incubación a 20°C; la biomasa fue lavada con 
agua destilada estéril y secada en papel absorbente, luego ésta fue transferida a  tubos 
eppendorf de 2 mL. Estos tubos fueron mantenidos a -80ºC y posteriormente liofilizados 
por un periodo de 24 horas. 
 
Extracción de ADN. La extracción de ADN con CTAB se realizó siguiendo el protocolo 
de Aguayo et al. (2011).  
 
Cuantificación y calidad del ADN extraído. Se determinó a través de lecturas de 
absorbancia realizadas a longitudes de onda de 260nm y 280nm en un espectrofotómetro 
Shimadzú UV-1601. La lectura a 260nm señala la concentración de ácido nucleíco en la 
muestra y la relación entre ambas lecturas permitió estimar la pureza del ADN extraído. 
Para determinar la integridad del ADN genómico extraído se realizó una electroforesis en 
un gel de agarosa al 1% a 98 voltios por 30 minutos. 
 
Purificación de productos de PCR. Con este propósito se cortaron con bisturí estéril las 
bandas de ADN amplificadas en gel de agarosa, bajo un transiluminador UV de onda 
corta Vilber Loumart. Posteriormente, las bandas se colocaron en tubos eppendorf de 1,5 
mL previamente pesados y luego se pesaron una vez más con el contenido total. El ADN 
obtenido fue purificado de acuerdo al protocolo de E.Z.N.A Gel Extraction kit (OMEGA 
bio-tek.), obteniendo finalmente entre 30-40 µL de ADN puro a utilizarse en la digestión 
enzimática. 
 
Correspondencia genotípica de aislados de Botrytis cinerea 
 
La correspondencia genotípica en base a presencia o ausencia de los elementos 
transponibles Boty y Flipper de los aislados de distinto nivel de sensibilidad se efectuó 
mediante PCR-duplex  siguiendo la metodología descrita por Muñoz et al. (2002). 
 
Los partidores utilizados para la identificación de Boty, fueron LTR 98: 
5’AGCCTGTAGAATCACCAACG3’ y LTR 728: 5’CGGTATTTCTGGTTGGCA3’que 
amplifican  648 pb de la región LTR (Secuencias largas repetidas) en la posiciones 98-
745 (Diolez et al., 1995) y para Flipper F304: 5’ATTCGTTTCTTGGACTGTA3’ y  F14: 
5’GCACAAAACCTACAGAAGA3’ que amplificaron un producto de 1250pb,  
correspondiente a la mayor parte de este transposón (Levis et al., 1997). 
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Determinación de grupo genético de Botrytis cinerea a través de PCR-RFLP 
 
Para la determinación de grupo genético de los 50 aislados de distinto nivel de 
sensibilidad a boscalid se utilizó la técnica de PCR-RFLP. Esta técnica amplifica la 
región del gen Bc-hch con un fragmento de 1171 bp, entre las posiciones 701 y 1871.  
Para realizar la identificación de Grupo I (Botrytis pseudocinerea) o Grupo II (Botrytis 
cinerea sensu stricto) se utilizaron los partidores 262: 
5’AAGCCCTTCGATGTCTTGGA3’ y 520L:5’ACGGATTCCGAACTAAGTAA3’. 
Este producto fue sometido a digestión enzimática con la enzima HhaI siguiendo el 
protocolo descrito por  Fournier et al., 2003.  
 
Amplificación y secuenciación del gen sdhB  de aislados de Botrytis cinerea 
 
La validación de la técnica PCR-PIRA y la identificación de mutaciones en el gen sdhB  
se realizó sobre los 50 aislados de distinto nivel de sensibilidad a boscalid seleccionados. 
La reacción de PCR para amplificar el gen sdhB se realizó según el protocolo descrito por  
Leroux et al. (2010),  utilizando los partidores IpBcBeg e IpBecEnd2; los productos de 
PCR se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 1% en buffer TAE lX 
(Sambrook et al., 1989)  y visualizados bajo luz UV. El producto PCR fue secuenciado  
por Macrogen (USA). Posteriormente, las secuencias completas del gen sdhB  se 
compararon con el gen de referencia  B05.10. (número de accesión BC1G_13286.1) y 
fueron alineadas utilizando el software CLC Main Workbench 5.5. 
 
Detección de cambios aminoacídicos mediante PCR-PIRA 
 
La detección de cambios aminoacídicos se realizó mediante la técnica PCR-PIRA 
(Veloukas et al., 2011). Los partidores no coincidentes, enzimas de restricción y 
fragmento objetivo se presentan  en el Cuadro 2. 
 
Cuadro 2. Partidores utilizados para amplificar el gen sdhB de Botrytis cinerea y la 
detección de mutaciones asociadas a boscalid mediante PCR-PIRA    

Partidores Secuencia (5’3’) 
Fragmento 
amplificado  

(bp) 
Enzima 

Fragmento 
Obtenido  

(bp) 
Objetivo 

IpBcBeg CCACTCCCTCCATAATGGCTGCTCTCCGC 953 -----  sdhB 
IpBecEnd2 CTCATCAAGCCCCCTCATTGATATC --- -----  ---- 
H272R-fw GGCAGCTTTGGATAACAGCAATGAGTTTGTACA

GATGGC 
120 HhaI 85 y 35 H272R 

H272Y-fw GGCAGCTTTGGATAACAGCAATGAGTTTGTACA
GATAT 

120 EcoRV 120 H272Y 

H272-rev GCATTTCCTTCTTAATCTCCGC --- -----  H272R/Y 

Fuente: Veloukas et al.  (2011) 
 



 14

En la reacción de PCR  y de digestión enzimática se utilizó un volumen total de 20 µL. El 
programa de PCR y el protocolo de digestión enzimática fue el utilizado por Veloukas et 
al., 2011. 
 
El producto de PCR amplificado por los partidores H272L-fw/H272-rev, H272R-
fw/H272-rev y H272Y-fw/H272-rev fue digerido con las enzimas de restricción HhaI, y 
EcoRV respectivamente. Las digestiones se realizaron durante 4 horas a 37°C.  
 
Los productos del PCR junto con el producto de la digestión se separaron por 
electroforesis en un gel de agarosa al 2% en buffer TAE lX (Sambrook et al., 1989) y los 
eventuales fragmentos obtenidos de esta reacción se visualizaron después de la tinción 
con SYBR Red (SR). 
 
 
Caracterización morfológica Botrytis cinerea según el tipo de mutación identificada 

 
La caracterización morfológica se realizó sobre un total de 30 aislados de Botrytis, 18 de 
éstos con presencia de mutaciones (H272R/Y), 4 mutaciones silentes y 8 aislados 
sensibles, y consistió en la evaluación in vitro de los siguientes parámetros fenotípicos: 
(i) crecimiento miceliar en APD a 20º y 0°C,  (ii) producción de conidias en APD y  (iii) 
sensibilidad osmótica, mediante el  protocolo de Kim and Xiao (2011). Además se evaluó 
la capacidad formadora de esclerocios de los distintos aislados del hongo luego de 20 días 
de incubación en APD a 20ºC (número, peso y tamaño de esclerocios).  
 
Crecimiento miceliar. Se efectuó disponiendo de manera invertida discos de 5 mm de 
diámetro de APD con micelio activo del hongo (2 días de edad), en placas de Petri 
conteniendo el mismo medio, siendo mantenidas en incubación en oscuridad continua por 
3 y 14 días a 20ºC y 0ºC, respectivamente, evaluándose al término de este tiempo el 
crecimiento miceliar en 2 direcciones perpendiculares. Por cada aislado y condición de 
incubación se consideraron 4 repeticiones y cada una de éstas correspondió a una placa 
de Petri.  
 
Producción de conidias. Se procedió inicialmente de la misma forma que en 
Crecimiento miceliar, pero con variaciones en las condiciones de incubación; 3 días en 
oscuridad continua  a 20 °C y luego bajo luz por fotoperiodos de 12 horas y otro de 12 
horas de oscuridad durante 14 días para facilitar la producción de conidias. Posterior al 
periodo de incubación, se dispusieron 20 mL de agua desionizada estéril sobre las placas 
de Petri, luego se raspó con   un bisturí el crecimiento fungoso formado en cada placa, se 
filtró este contenido a través de dos capas de gasa en viales de centelleo individuales 
estimándose el contenido total de conidias (conidias/mm2) por cada aislado en base a 4 
mediciones efectuadas mediante hemacitómetro.  
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Sensibilidad osmótica. Se dispusieron de manera invertida discos de 5 mm de diámetro 
de APD con micelio activo del hongo (2 días de edad), en placas de Petri conteniendo 
APD modificado con 8% de NaCl,  siendo mantenidas en incubación en oscuridad 
continua por 3 días a 20ºC, evaluándose al término de este tiempo el crecimiento miceliar 
fue medido en 2 direcciones perpendiculares. Por cada aislado y condición de incubación 
se consideraron 4 repeticiones y cada una de éstas correspondió a una placa de Petri. El 
porcentaje de inhibición del crecimiento de micelio se calculó usando la fórmula: 
 
   % de inhibición = (1 -N / A]) x 100, 
En donde: 
A:  corresponde al diámetro de las colonias en APD modificado con 8% de NaCl 
N: diámetro en APD no modificado.  
 
Capacidad formadora de esclerocios 
 
Después de 2 días de incubación a 20°C en la oscuridad se tomó con un saca bocado 
discos de 5 mm de diámetro del margen de crecimiento activo de cada aislado y se 
colocaron en forma invertida en el centro de  placas de APD. Se incubaron a 0°C y 20 °C 
durante 40 días y  20 días respectivamente;  cumplido con este periodo  se contó el 
número de esclerocios (n) de cada aislado. 
 
 
Virulencia de los aislados de Botrytis cinerea con mutaciones en el gen sdhB a 20°C 

 
El nivel de virulencia se determinó sobre aislados ya indicados en pruebas anteriores y 
consistió en inocular mediante una suspensión concentrada de conidias equivalente a 
1x105 conidias/mL sobre bayas con y sin heridas previamente desinfectadas (inmersiones 
0,5% NaClO/1 min, varios lavados en agua destilada estéril y secadas sobre papel 
absorbente). 
Las bayas ya inoculadas se mantuvieron en incubación a 20°C por 48 horas, evaluándose 
el nivel de daño provocado a través de mediciones del diámetro de la lesión (mm) 
posterior a este tiempo.  
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ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 

La corroboración de los niveles de sensibilidad a boscalid, se realizó mediante análisis 
del test de Probit utilizando el programa MINITAB 12.1. determinándose de esta manera 
los valores EC50 de cada aislado. 
 
La evaluación de la caracterización morfológica se efectuó mediante un diseño 
completamente al azar para  cada una de las pruebas efectuadas,  sometidos a un  análisis 
de varianza (ANDEVA) y en el caso de detectar  diferencias se utilizó la  Prueba de 
Comparación Múltiple de Tukey (p<0,05), en este caso la placa de Petri fue la unidad 
experimental y se consideraron cuatro repeticiones por tratamiento. 
 
Para el análisis de  virulencia de los aislados con y sin mutación el diseño  utilizado fue 
completamente al azar con estructura factorial 4X2; (sensibles, H272R, H272Y y 
mutación silente) y 2 formas de exposición al inóculo (con herida y sin herida). Los 
resultados se analizaron con un ANDEVA y luego se procedió a hacer una Prueba de 
Comparación Múltiple de Tukey (p<0,05), en este caso la baya fue la unidad 
experimental y se consideraron tres repeticiones por tratamiento. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
 

Sensibilidad a boscalid 
 

Los resultados obtenidos en las pruebas de sensibilidad permitieron corroborar los niveles 
iniciales de los 50 aislados analizados; de éstos, 8 correspondieron a la categoría sensible 
(S) (0,13>EC50 <0,96 µg.mL-1); 12 aislados a la categoría levemente resistente (LR) (1,84 
> EC50 < 7,17 µg.mL-1); 18 aislados  a la categoría moderadamente resistente  (MR) 
(8,07>EC50 < 49,67 µg.mL-1) y 12 aislados a la categoría resistente (R) (145,08 >EC50  < 
1,12E+09 µg·mL-1) (Cuadro 3).  
 
En Chile el primer reporte de pérdida de sensibilidad a boscalid de Botrytis cinerea en 
uva de mesa se efectuó en 2011 (Esterio et al., 2011a), confirmándose la existencia de 
aislados resistentes a boscalid (Román et al., 2013; Piqueras et al., 2013). 
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Cuadro 3. Aislados de Botrytis cinerea por nivel de sensibilidad 
n1 Aislado EC50 (µg.mL-1) Sensibilidad 
1 IBF-1A 0,96 S 
2 C1- 14 A 0,20 S 
3 IBF-18C 0,37 S 
4 IBF-18B 0,29 S 
5 C1-33-2A 0,40 S 
6 IBF-17A 0,23 S 
7 IBF-17B 0,13 S 
8 C1-21C 0,38 S 
9 IBF-30C 2,92 LR 
10 IBF-30B 2,16 LR 
11 IBB-21C 7,17 LR 
12 ICF-22C 2,90 LR 
13 IBF-39A 2,74 LR 
14 IBF-21A 2,29 LR 
15 IBF-14A 1,91 LR 
16 ICF-43A 1,84 LR 
17 IBF2-38AR1 4,37 LR 
18 IBF2-36A 2,42 LR 
19 ICF256A 2,17 LR 
20 IDF2-33C 5,63 LR 
21 IBF-8A 8,13 MR 
22 IBB-27C 14,63 MR 
23 IBF-6A 46,83 MR 
24 IBB-28C 42,45 MR 
25 IBB-26C 49,67 MR 
26 IBF-11A 38,66 MR 
27 IBF-20A 34,70 MR 
28 ICB-22AR1 35,69 MR 
29 IBF-38A 9,74 MR 
30 ICB-16C 11,8 MR 
31 ICF2-12C 8,07 MR 
32 ICF2-55D 9,59 MR 
33 IBF2- 15 A 13,48 MR 
34 IBB-24A 11,47 MR 
35 IDF2-49A 10,06 MR 
36 ICF-19C 13,30 MR 
37 IBB-16AR1 13,91 MR 
38 ICF2-60B 8,13 MR 
39 C1-37-3A 169,17 R 
40 ICB 14B 570,48 R 
41 C1-37-4A 145,08 R 
42 IBF2-16A 3,25E+07 R 
43 ICF2-48D 6,98E+03 R 
44 A935A2a2 678,99 R 
45 C1-37-4B 1,84*104 R 
46 A919 A3a3 3,27*103 R 
47 ICB-22B 1,12*109 R 
48 IBF-20B 1,04*105 R 
49 ICF2-45C 949,57 R 
50 ICF2-47C 1,76*104 R 

1Número de aislados por sensibilidad  evaluados (S=8, LR=13, MR=18 y R=12)  
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Caracterización genética de aislados de Botrytis cinerea de distinto nivel de 

sensibilidad de boscalid  
 
Determinación de grupo genético de Botrytis mediante PCR-RFLP 
 
Los 50 aislados analizados correspondieron al Grupo II (Botrytis cinerea sensu stricto) 
(Apéndice II).  
 
Estudios realizados en Chile han determinado que el Grupo II  es el predominante en la 
mayor parte  de las poblaciones de Botrytis (Esterio et al., 2006; Esterio et al., 2007). Por 
otro lado es importante señalar que en otros estudios realizados anteriormente (Leurox et 
al., 2010, Veloukas et al., 2011),  la mayoría de los aislados de distinto nivel de 
sensibilidad a boscalid también pertenecieron al mismo grupo genético (Grupo II). 
 
Amplificación y secuenciación del gen sdhB  de aislados de Botrytis cinerea 
 
Los resultados obtenidos en la secuenciación del gen sdhB de los 50 aislados de Botrytis 
cinerea permitieron identificar el cambio de adenina (A) por guanina (G), produciendo un 
cambio de histidina por arginina (H272R) y el cambio de citosina (C) por timina (T) que 
origina un cambio de histidina por tirosina (H272Y); relacionándose  ambas mutaciones 
con la pérdida de sensibilidad a boscalid (Stammler, 2008; De Miccolis, 2010; Leroux et 
al., 2011; Veloukas et al., 2011; Yin et al., 2011; Fernández-Ortuño et al., 2012) estas 
mutaciones están presentes en aislados R y algunos MR (Figura 1). 
 
Por otro lado, es importante señalar que en 12 aislados MR no se detectaron mutaciones 
(Apéndice II), este comportamiento corrobora lo informado en algunos reportes como el 
de Walker et al. (2013), en donde se indica que  algunos aislados MR a boscalid no 
presentan  mutaciones en las proteínas SDH; lo cual también habría sido reportado por 
Leroux et al. (2010).  Un comportamiento similar se ha detectado en otros patógenos 
como Podosphaera fusca en aislados R a QoI en donde no se han detectado mutaciones 
(Fernández-Ortuño et al., 2008) e incluso la pérdida de sensibilidad no se ha relacionado 
a otros mecanismos de resistencia como una vía alternativa de respiración (oxidativa 
alternativa-AOX) reportada en otros hongos resistentes a esta molécula (Wood and 
Hollomon, 2003; Avila-Adame and Köller, 2003; Leroux et al., 2010).  
 
En aislados LR  y S no se detectaron mutaciones asociadas al gen sdhB (Figura 2). Este 
resultado concuerda con los obtenidos por Fernández-Ortuño et al. (2012), Leroux et al., 
(2010) y Veloukas et al. (2011) en los cuales, aislados sensibles no presentaron ninguna 
mutación. 
 
Por lo tanto, este procedimiento permitió la validación de la técnica para la detección de 
mutaciones (PCR-PIRA) y la confirmación de la presencia de mutaciones en aislados 
chilenos de Botrytis cinerea, recuperados desde uva de mesa y finalmente  inferir que la 
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presencia de las mutaciones detectadas en los aislados chilenos de Botrytis cinerea, se 
relacionan con el incremento de los valores EC50 de los mismos (Cuadro 3 y Apéndice II).   
 
Además, es importante señalar que en 4 aislados de Botrytis cinerea (2 LR y  2 MR) se 
detectó una mutación silente que produce un cambio nucleotídico en el codón 194 (G por 
A), pero que no implicó un cambio aminoacídico, (mantención de serina) (Apéndice II).  
 
 

 
Figura 1. Alineamiento de secuencias con el gen sdhB del aislado de referencia B05.10. 
(número de accesión BC1G_13286.1) con algunas secuencias de aislados chilenos de 
Botrytis cinerea de nivel de sensibilidad R y MR. En la figura se muestra el reemplazo de 
un nucleotido C por T que produce un cambio de aminoácido histidina a tirosina 
(H272Y) y el reemplazo de nucleótido A por G  produce un cambio de aminoácido 
histidina a arginina (H272R).  
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Figura 2. Alineamiento de secuencias con el gen sdhB del aislado de referencia  B05.10. 
(número de acceso BC1G_13286.1) con algunas secuencias de aislados chilenos de 
Botrytis cinerea de nivel de sensibilidad LR y S. En la figura se muestra que no existen 
reemplazos de nucleótidos,  manteniendo el mismo aminoácido histidina (ausencia de 
mutaciones). 
 
 
Las mutaciones P225L/F/T,  N230I y H272L asociadas a un alto nivel de resistencia a 
boscalid en aislados de Botrytis cinerea (Stammler, 2008; Leroux et al., 2010, Veloukas 
et al., 2011) no se detectaron en la presente investigación; cabe destacar que este tipo de 
mutaciones en general se ha detectado  en una baja frecuencia respecto a las mutaciones 
asociadas al codón 272 (R/Y). Debido a ello es importante realizar una prospección a 
futuro con objeto de verificar la presencia de estas mutaciones en poblaciones de Botrytis 
cinerea en Chile.  
 
Alteraciones en la posición 225 prolina (P) y en la posición 230 asparagina (N)  son parte 
de una región altamente conservada del ADN del patógeno (CPSYWWN)  (Leroux et al., 
2010), estudios bioquímicos han indicado que los residuos de triptófano cercanos a la 
mutación N230I y P225L/F/T, permiten la unión entre ubiquinona y la carboxamida  en la 
subunidad B de la succinato deshidrogenasa (Huang, 2006; Oyedotun and Lemire, 2004; 
Yankovskaya et al., 2003). De lo indicado anteriormente,  es posible que este tipo de 
mutaciones presentes en regiones conservadas se transmitieran a su progenie reduciendo 
la eficacia de la molécula. 
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Detección de cambios aminoacídicos mediante PCR-PIRA 

 
De manera concomitante con el proceso de secuenciación, la técnica PCR-PIRA permitió 
corroborar la presencia de las mutaciones en el codón 272, es así que de 50 aislados 
analizados el 36% de estos presentaron mutaciones (n=18). Determinándose que la 
población total de aislados R (n=12) presentaron mutaciones (H272R/Y), de los cuales 6 
aislados presentaron la mutación H272Y y otros 6 aislados  la mutación H272R; mientras 
que en el caso de los aislados MR, solo en uno de ellos se detectó la mutación H272Y y 
en 5 la mutación H272R. 
 
Como se puede observar en la Figura 3, en los amplicones obtenidos de los aislados que 
presentan la mutación H272Y no ocurre digestión con la enzima EcoRV, manteniendo un 
fragmento de 120 bp. En cambio, en los aislados que no la presentan, se generan 2 
fragmentos  de 85 y 35 pb respectivamente.  
 
Por otro lado, en los amplicones obtenidos de los aislados con la mutación H272R se 
puede observar que después  de la digestión con la enzima HhaI, se obtienen fragmentos 
de 85 bp y 35 bp. Los amplicones obtenidos de los aislados  que no presentan la mutación 
mantienen el fragmento de 120 bp debido a que la enzima no digiere el fragmento (Figura 
4).  
 

 
Figura 3. Digestión con la enzima EcoRV de los amplicones obtenidos  de  aislados de 
Botrytis cinerea con distinto nivel de sensibilidad a boscalid, utilizando los partidores 
para detección de la mutación H272Y. (S) Amplicones sin digerir. Se observa un 
fragmento de 120 bp. (D) Producto de la digestión.  Al presentarse la mutación no se 
digiere el amplicon, en cambio se observan fragmentos de 85 y 35 bp cuando no 
presentan la mutación.  
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Figura 4. Digestión con la enzima HhaI  de los amplicones obtenidos  de  aislados de 
Botrytis cinerea con distinto nivel de sensibilidad a boscalid, utilizando los partidores 
para detección de la mutación H272R. (S) Amplicones sin digerir. Se observa un 
fragmento de 120 bp. (D) Producto de la digestión. Cuando se presenta la mutación, se 
digiere el amplicon observándose fragmentos de 85 y 35 bp, en cambio cuando no la 
presentan no se digiere el amplicón. 
 
Varios autores han asociado a las diferentes mutaciones detectadas en el gen sdhB a un 
fenotipo, tal es el caso de la mutación H272R que se la ha asociado tanto a aislados R 
(Leroux et al., 2010) como aislados MR (Veloukas et al., 2011, Stammler, 2008).  En 
cuanto a la mutación H272Y se ha asociado a aislados R (Leroux et al., 2010; Veloukas 
et al. 2011; Fernández-Ortuño et al., 2012). Pero esta deducción aun no puede ser 
confirmada, ya que en el presente estudio,  como en  otros desarrollados previamente 
(Yin et al., 2011; Fernández-Ortuño et al., 2012) las poblaciones con distinto nivel de 
sensibilidad presentan frecuentemente las mismas mutaciones H272R o H272Y. Además 
en este estudio se pudo relacionar el incremento de los valores EC50 con la presencia de 
mutaciones (Apéndice II).  
 
 
Correspondencia genotípica de aislados de Botrytis cinerea  
 
De los 50 aislados analizados el 76% (n=38) correspondió al genotipo transposa 
(boty+;flipper+) de todos los niveles de sensibilidad (R, MR, LR y S) (Apéndice II). En un 
reporte anterior Esterio et al. (2011b) determinaron la predominancia de este genotipo en 
las poblaciones de Botrytis cinerea en uva de mesa de exportación en Chile.  
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Por otro lado del total de aislados que presentaban la mutación H272R (n=10) la gran 
mayoría correspondió también a transposa (80 %), y el porcentaje restante a los 
genotipos flipper y vacuma (10% c/u). En el caso de los aislados que presentaron la 
mutación H272Y, se detectó nuevamente un predominio de transposa (87,5%), y el 
12,5% restante correspondió al genotipo boty, corroborándose lo indicado por Esterio et 
al. (2011b) del genotipo predominante en Botrytis (Apéndice IV).   
 
Aunque los resultados obtenidos en este estudio y lo indicado por otros autores señalan 
que el  genotipo transposa es el más frecuente en los aislados resistentes a boscalid 
(Giraud et al., 1999; Esterio et al., 2011b; Milicevic et al., 2006), se debería tener más 
antecedentes para asociarlo con la pérdida de sensibilidad a boscalid y con las mutaciones 
detectadas. 

 
Figura 5. Número de aislados de Botrytis cinerea con las mutaciones H272R/Y según 
correspondencia genotípica. 
 
 

Caracterización morfológica de aislados de Botrytis cinerea según mutación 
identificada 

 
El análisis  de las variables fenotípicas, tales como crecimiento miceliar, esporulación y 
número de esclerocios a 20°C determinó que existen diferencias estadísticamente 
significativas (p<0,05) (Cuadro 4).  
 
Los aislados H272R presentaron un menor crecimiento miceliar respecto de los H272Y, 
de los que presentaron la mutación silente y los sensibles (sin mutación). Cabe señalar 
que en estudios desarrollados por Bardas et al. (2008), aislados de Botrytis cinerea 
resistentes y sensibles a anilinopyrimidinas, mostraron diferencias en el crecimiento 
miceliar contrario a los estudios desarrollados por Stevenson et al. (2008) en el hongo 
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Didimella bryoniae y de lo obtenido por Miyamoto et al. (2009) en Corynespora 
cassiicola, donde no se presentaron diferencias en las tasas de crecimiento del micelio 
entre aislados resistentes y sensibles a boscalid.  
 
Además, se detectó que los aislados H272R/Y presentaron menor nivel de esporulación 
que los sensibles y los de la mutación silente. Botrytis tiene una gran capacidad de 
producir conidias y esta condición natural permite una rápida dispersión del hongo en los 
viñedos (Beever, 1983). Por otro lado según el estudio realizado por Kim and Xiao 
(2011) los aislados resistentes a boscalid tendrían una menor capacidad de produción de 
conidias in vitro que los sensibles. Adicionalmente en otros estudios realizados en 
condiciones de laboratorio también se determinó una reducción de la esporulación en 
aislados resistentes a fenhexamid (Billard et al., 2012) y en aislados resistentes a QoI 
(Markoglou et al., 2006). De acuerdo a lo anteriormente indicado, la menor capacidad de 
esporulación presentada por los aislados H272R/Y afectaría la dispersión de  este tipo de 
aislados en el campo. 
 
Por el contrario en las pruebas de sensibilidad osmótica y crecimiento miceliar a 0°C no 
se detectaron diferencias estadísticamente significativas (p>0,05) presentando todos los  
aislados un comportamiento similar. Según estudios efectuados por Beever (1983), la 
sensibilidad osmótica se relaciona con el cambio en la composición de la pared celular y 
por ello los aislados resistentes a dicarboxamidas serían osmóticamente más sensibles. 
Contrario a esta afirmación, en  la presente investigación y en el estudio de  Kim and 
Xiao (2011), los aislados con mutaciones presentan un comportamiento similar 
pudiéndose inferir que todos los aislados se ven afectados ante condiciones adversas 
como la salinidad y temperatura baja (0°C).  
 
Por otra parte, la mutación silente detectada (Apéndice V), que también se ha presentado 
en  aislados de Cercospora zeae-maydis no ha producido cambios en su adaptabilidad de 
acuerdo a los parámetros evaluados como crecimiento miceliar, esporulación o virulencia  
(Shim and Dukle, 2005). Es importante señalar que en esta investigación se evaluó estos 
aislados, los cuales presentaron un comportamiento similar a los sensibles. 
 
Cuadro 4. Caracterización morfológica de los aislados de Botrytis cinerea por tipo de 
mutación identificada 

Mutación n* 
Crecimiento miceliar                                                        

(mm) 
Sensibilidad 

osmótica Esporulación 
(conidias/mm2) 

20°C 0°C (%Inhibición) 
H272R 11 58,37 A 29,55 A 87,67 A 91,26 A 

Mutación 
silente 

4 73,12 B 26,82 A 87,77 A 125,48 B 

H272Y 7 73,26 B 29,61 A 91,01 A 101,63 A 
Sensibles 

 (Sin mutación) 
8 74,23 B 28,88 A 88,03 A 134,37 B 

p-Value   0,0015 0,777 0,177 0,0002 
Medias con una letra común no son significativas según la prueba de Tukey (p>0,05). 
*  número de aislados analizados 
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Con respecto a la capacidad formadora de esclerocios se detectaron diferencias 
estadísticamente significativas a los 20 días de incubación (p<0,05), pero no así a los 40 
días (p>0,05). Por lo tanto aislados con las mutaciones H272R/Y forman esclerocios más 
lentamente que los aislados sin mutaciones; además es importante señalar que  la 
variación detectada respecto del número de esclerocios a los 20 y 40 días de incubación 
podría deberse a que los aislados que presentan mutaciones aparentemente requerirían  un 
mayor tiempo para la formación de esclerocios. Esto tendría importancia en la 
sobrevivencia en el campo. 
 
Consecuentemente, al evaluar el número de esclerocios luego de 20 días posteriores a la 
siembra, se determinó que los aislados H272Y/R presentaron un menor número de 
esclerocios, respecto de los sensibles; presentando con ello un comportamiento similar a 
los aislados resistentes a fenhexamid (Billard et al., 2012) y de aislados resistentes a QoI 
(Markoglou et al., 2006). En estudios realizados en Francia con aislados que presentaban, 
la mutación H272R se determinó que no formaban esclerocios a 20°C (Lalève et al., 
2013). En el presente estudio también se detectó este comportamiento en algunos de los 
aislados H272R. 
 
Sin embargo al evaluarse el peso y tamaño de los esclerocios tanto a los 20 como a los  
40 días, sí fue posible detectar diferencias estadísticamente significativas (p<0,05) entre 
los aislados con y sin mutación,  presentando los esclerocios de los aislados H272R/Y   
un menor peso y tamaño que los esclerocios de los aislados sin mutaciones. Este 
resultado estaría indicando  que los aislados H272R/Y tendrían una menor capacidad de 
sobreviviencia.  
 
Los resultados obtenidos del comportamiento de los aislados H272R/Y versus los sin 
mutación de acuerdo a los parámetros de adaptabilidad, tales como crecimiento miceliar,  
capacidad formadora de esclerocios y esporulación permiten inferir que la presencia de 
las mutaciones H272R/Y en los aislados chilenos generaría en el hongo un costo 
metabólico. No obstante lo indicado, con el fin de corroborar estos resultados sería 
importante efectuar nuevos estudios considerando un mayor número de aislados.  
 
Cuadro 5. Capacidad formadora de esclerocios después de 20 y 40 días  a 20 °C en APD 

Mutación 

20 días 40 días 

Número de 
esclerocios 

Peso 
(g) 

Tamaño 
 (mm) 

Número de 
esclerocios 

Peso 
 (g) 

Tamaño 
(mm) 

H272R 13,33 B 0,19 A 2,31 A 22,64 A 0,21 A 2,72 A 

Mutación 
silente 

19,31 AB 0,44 B 4,81 B 29,06     A 0,48 B 4,06 B 

H272Y 11,97 B 0,23 A 2,25 A 24,03   A 0,23 A 2,75 A 
Sensibles 

(Sin mutación) 25,53 A 0,41 B 4,81 B 32,97    A 0,38 B 4,38 B 

Medias con una letra común no son significativas según la prueba de Tukey (p>0,05). 
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Figura 6. Crecimiento in vitro en APD a 0°C y 20°C y capacidad formadora de 
esclerocios a 20 °C de algunos de los aislados de Botrytis cinerea de distinto nivel de 
sensibilidad a boscalid analizados.  
 
 
Virulencia de los aislados de Botrytis cinerea con mutaciones en el gen sdhB a 20°C 

 
Los resultados de la evaluación de la capacidad de virulencia señalan que no existieron 
diferencias estadísticamente  significativas entre aislados H272R/Y y sensibles (p>0,05). 
Por otro lado como no se detectaron interacciones entre los factores presencia de 
mutaciones H272R/Y y tipo de exposición al inoculo,  por lo que se procedió a analizar 
su efecto por separado (Cuadro 6).  
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Con respecto al  factor tipo de exposición al inóculo (con y sin herida) a 20ºC se 
detectaron diferencias significativas (p<0,05) en el diámetro de la lesión en la baya 
(Cuadro 6), siendo lógicamente mayor en las bayas con herida. Este comportamiento se 
debe a que la lesión provocada favorece la penetración del patógeno (Figura 7) 
asociándose a los resultados obtenidos por Esterio (2005), Pozo (2009), Araneda (2011) y 
Copier (2013). 
 
Por otra parte, los  aislados H272R/Y presentaron un comportamiento de virulencia 
similar a los sensibles luego de 48 horas posteriores a la inoculación. Un comportamiento 
similar fue detectado  en aislados resistentes y sensibles a boscalid de Alternaria 
alternata en hojas de pistacho Avenot and Michailides (2007) y Corynespora cassiicola 
en hojas de pepino (Miyamoto et al., 2009). 
 
Cuadro 6. Capacidad de virulencia (mm) de Botrytis cinerea por presencia de mutación  
a 20°C 

Tratamiento 
 

H272Y 
 

H272R 
Mutación 

silente 
 

Sensible 
Efecto 

inoculación 
gl p-valor 

Con herida 5,17 5,30 6,57 3,65    5,17 A     

Sin herida 0,95 1,10 1,55 0,93 1,13      B     
Efecto mutación 3,06A 3,20A 4,06A 2,29A       

ANDEVA              

Forma de exposición           7 <0,0001 
Mutación           1 0,0159 

T*F.Ex.           3 0,1393 
Medias con una letra común no son significativas según la prueba de Tukey (p>0,05). 
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Figura 7. Prueba de virulencia realizada sobre bayas del cv. Thompson Seedless con 
herida y sin herida a 20°C, con la inoculación de aislados de Botrytis cinerea que 
presentan mutaciones en el gen sdhB y aislados sensibles, luego de 48 horas de 
inoculación. 
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CONCLUSIONES 

 
Mediante la metodología utilizada en esta investigación, los resultados permiten concluir que:  
 
Los niveles de sensibilidad determinados para cada uno de los aislados de Botrytis 
cinerea de acuerdo a los valores EC50 fueron variables, estos se relacionan con la 
presencia de mutaciones. Por lo tanto la presencia de mutaciones en el gen sdhB en los 
aislados chilenos de B. cinerea estaría relacionada con niveles altos de resistencia a 
boscalid (EC50>50 µg.ml-1).  
 
La técnica PCR-PIRA permitió detectar en el gen sdhB de aislados chilenos de Botrytis 
cinerea dos de las mutaciones ya descritas y asociadas a pérdida de sensibilidad 
moderada y alta a boscalid: H272Y y H272R; la presencia de estas mutaciones fue 
validada mediante secuenciación y ninguna de las dos mutaciones detectadas resultó ser 
específica para un determinado nivel de sensibilidad a boscalid. 
 
Ninguno de los aislados sensibles, levemente resistentes analizados e incluso algunos 
aislados de resistencia moderada a boscalid presentó mutaciones en este gen sdhB. 
 
Todos los aislados en este estudio pertenecieron a Botrytis cinerea sensu stricto (Grupo 
II) y la mayoría de los aislados que presentaron las mutaciones H272R/Y, 
correspondieron al genotipo transposa. 
 
La presencia de mutaciones (H272R/Y) en los aislados de Botrytis generaría un costo 
metabólico que se traduciría en una menor capacidad de sobrevivencia de estos dos tipos 
de aislados en el medio, debido a una menor esporulación, menor número, peso y tamaño 
de esclerocios y menor crecimiento a 20°C (solo en H272R). 
 
Los aislados H272R/Y  mostraron un comportamiento similar según el nivel de 
virulencia, crecimiento miceliar a 0°C y sensibilidad osmótica respecto de aislados sin 
mutación. Sugiriendo que todos los aislados tanto con la presencia de mutaciones o sin 
ellas se ven afectados ante condiciones adversas.  
 
Los resultados obtenidos permiten comprobar la hipótesis planteada en la presente 
investigación: la presencia de mutaciones en el gen sdhB está asociada con la reducción 
de la sensibilidad a boscalid en aislados chilenos de Botrytis cinerea. 
 
Finalmente es importante indicar que dado los resultados de este estudio se debería 
realizar una prospección que permita establecer una estrategia de manejo basado en la 
distribución de mutaciones en las poblaciones de Botrytis cinerea predominantes en 
Chile. 
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APÉNDICE 
 

Apéndice I 
 

Cuadro 1. Aislados de Botrytis cinerea que se utilizaron en el estudio 
n Aislado Región Variedad Origen Temporada 
1 C1-37-3A Metropolitana Crimson BAYA 2011 - 2012 
2 ICB-14B Metropolitana Thompson Seedless BAYA 2011 - 2012 
3 A935A2a2 IV Región Red globe FLOR 2011 – 2012 
4 C1-37-4B Metropolitana Crimson BAYA 2011 - 2012 
5 A919 A3a3 III Región Thompson Seedless FLOR 2010 - 2011 
6 ICB-22B Metropolitana Thompson Seedless FLOR 2011 -2012 
7 IBF-20B V Región Thompson Seedless FLOR 2011- 2012 
8 C1-37-4A Metropolitana Crimson BAYA 2011 - 2012 
9 ICB-22AR1 Metropolitana Thompson Seedless BAYA 2011 - 2012 
10 IBF-6A V Región Thompson Seedless FLOR 2011 - 2012 
11 IBB-28C V Región Thompson Seedless BAYA 2011 - 2012 
12 IBB-26C V Región Thompson Seedless BAYA 2011 - 2012 
13 IBF-11A V Región Thompson Seedless FLOR 2011 - 2012 
14 IBF-20A V Región Thompson Seedless FLOR 2011 -2012 
15 IBF-38A V Región Thompson Seedless FLOR 2011 - 2012 
16 IBF-8A V Región Thompson Seedless FLOR 2011 - 2012 
17 IBB-21C V Región Thompson Seedless BAYA 2011 - 2012 
18 IBF-30C V Región Thompson Seedless FLOR 2011 - 2012 
19 ICF-22C Metropolitana Thompson Seedless FLOR 2011 - 2012 
20 IBF-39A V Región Thompson Seedless FLOR 2011 - 2012 
21 IBF-21A V Región Thompson Seedless FLOR 2011 - 2012 
22 IBF-30B V Región Thompson Seedless FLOR 2011 - 2012 
23 IBF-14A V Región Thompson Seedless FLOR 2011 - 2012 
24 ICF-43A V Región Thompson Seedless FLOR 2011 - 2012 
25 IBF-1A V Región Thompson Seedless FLOR 2011 - 2012 
26 C1- 14 A Metropolitana Thompson Seedless BAYA 2011 - 2012 
27 IBF-18C V Región Thompson Seedless FLOR 2011 - 2012 
28 IBF-18B V Región Thompson Seedless FLOR 2011 - 2012 
29 C1-33-2A Metropolitana Thompson Seedless BAYA 2011 - 2012 
30 IBF-17A V Región Thompson Seedless FLOR 2011 - 2012 
31 IBF-17B V Región Thompson Seedless FLOR 2011 - 2012 
32 C1-21C Metropolitana Thompson Seedless BAYA 2011 - 2012 
33 IBB-27C V Región Thompson Seedless BAYA 2011 - 2012 
34 ICB-16C V Región Thompson Seedless BAYA 2011 - 2012 
35 IBF2-38AR1 V Región Thompson Seedless BAYA 2011 - 2012 
36 ICF2-12C V Región Thompson Seedless FLOR 2011 - 2012 
37 IBF2-16A V Región Thompson Seedless FLOR 2011 - 2012 
38 ICF2-45C V Región Thompson Seedless FLOR 2011 - 2012 
39 ICF2-55D V Región Thompson Seedless FLOR 2011 - 2012 
40 IBF2- 15 A V Región Thompson Seedless FLOR 2011 - 2012 
41 ICF2-47C V Región Thompson Seedless FLOR 2011 - 2012 
42 IBB-24A V Región Thompson Seedless BAYA 2011 - 2012 
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n Aislado Región Variedad Origen Temporada 
43 IDF2-49A VI Region Thompson Seedless FLOR 2011 - 2012 
44 IBF2-36A V Region Thompson Seedless FLOR 2011 - 2012 
45 ICF2-60B V Region Thompson Seedless FLOR 2011 - 2012 
46 ICF2-48D V Region Thompson Seedless FLOR 2011 - 2012 
47 ICF256A V Region Thompson Seedless FLOR 2011 - 2012 
48 IDF2-33C VI Region Thompson Seedless FLOR 2011 - 2012 
49 ICF-19C Metropolitana Thompson Seedless FLOR 2011 - 2012 
50 IBB-16AR1 V Región Thompson Seedless BAYA 2011 - 2012 
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Apéndice II 

Cuadro 1. Caracterización genotípica según nivel de sensibilidad a boscalid 

n Aislado EC50 
(µg.ml-1) 

Sensibilidad 

Producto 
generado de la 

digestión 
EcoRV 

Producto 
generado de 
la digestión 

HhaI 

Mutación 
 (PCR-PIRA y 
secuenciación) 

Genotipo Grupo 

1 IBF-1A 0,96 S 85 y 35 120 - vacuma II 

2 C1- 14 A 0,20 S 85 y 35 120 - transposa II 

3 IBF-18C 0,37 S 85 y 35 120 - vacuma II 

4 IBF-18B 0,29 S 85 y 35 120 - transposa II 

5 C1-33-2A 0,40 S 85 y 35 120 - transposa II 

6 IBF-17A 0,23 S 85 y 35 120 - vacuma II 

7 IBF-17B 0,13 S 85 y 35 120 - vacuma II 

8 C1-21C 0,38 S 85 y 35 120 - transposa II 

9 IBF-30C 2,92 LR 85 y 35 120 
Mutación 
silente* 

boty II 

10 IBF-30B 2,16 LR 85 y 35 120 
Mutación 
silente* 

transposa II 

11 IBB-21C 7,17 LR 85 y 35 120 - transposa II 

12 ICF-22C 2,90 LR 85 y 35 120 - transposa II 

13 IBF-39A 2,74 LR 85 y 35 120 - transposa II 

14 IBF-21A 2,29 LR 85 y 35 120 - transposa II 

15 IBF-14A 1,91 LR 85 y 35 120 - transposa II 

16 ICF-43A 1,84 LR 85 y 35 120 - transposa II 

17 IBF2-38AR1 4,37 LR 85 y 35 120 - vacuma II 

18 IBF2-36A 2,42 LR 85 y 35 120 - transposa II 

19 ICF256A 2,17 LR 85 y 35 120 - transposa II 

20 IDF2-33C 5,63 LR 85 y 35 120 - vacuma II 

21 IBF-8A 8,13 MR 85 y 35 120 
Mutación 
silente* 

vacuma II 

22 IBB-27C 14,63 MR 85 y 35 120 
Mutación 
silente* 

vacuma II 

23 IBF-6A 46,83 MR 85 y 35 85 y 35 H272R transposa II 

24 IBB-28C 42,45 MR 85 y 35 85 y 35 H272R transposa II 

25 IBB-26C 49,67 MR 85 y 35 85 y 35 H272R flipper II 

26 IBF-11A 38,66 MR 85 y 35 85 y 35 H272R transposa II 

27 IBF-20A 34,70 MR 85 y 35 85 y 35 H272R transposa II 

28 ICB-22AR1 35,69 MR 120 120 H272Y transposa II 

29 IBF-38A 9,74 MR 85 y 35 120 - transposa II 

30 ICB-16C 11,8 MR 85 y 35 120 - vacuma II 

31 ICF2-12C 8,07 MR 85 y 35 120 - transposa II 

32 ICF2-55D 9,59 MR 85 y 35 120 - transposa II 

33 IBF2- 15 A 13,48 MR 85 y 35 120 - transposa II 

34 IBB-24A 11,47 MR 85 y 35 120 - transposa II 
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n Aislado EC50 
(µg.ml-1) 

Sensibilidad 

Producto 
generado de la 

digestión 
EcoRV 

Producto 
generado de 
la digestión 

HhaI 

Mutación 
 (PCR-PIRA y 
secuenciación) 

Genotipo Grupo 

35 IDF2-49A 10,06 MR 85 y 35 120 - transposa II 

36 ICF-19C 13,30 MR 85 y 35 120 - transposa II 

37 IBB-16AR1 13,91 MR 85 y 35 120 - transposa II 

38 ICF2-60B 8,13 MR 85 y 35 120 - vacuma II 

39 C1-37-3A 169,17 R 85 y 35 85 y 35 H272R transposa II 

40 ICB 14B 570,48 R 85 y 35 85 y 35 H272R transposa II 

41 C1-37-4A 145,08 R 85 y 35 85 y 35 H272R transposa II 

42 IBF2-16A 3,25E+07 R 85 y 35 85 y 35 H272R vacuma II 

43 ICF2-48D 6,98E+03 R 85 y 35 85 y 35 H272R transposa II 

44 A935A2a2 678,99 R 120 120 H272Y transposa II 

45 C1-37-4B 1,84E+04 R 120 120 H272Y transposa II 

46 A919 A3a3 3,27E+03 R 120 120 H272Y transposa II 

47 ICB-22B 1,12E+09 R 120 120 H272Y transposa II 

48 IBF-20B 1,04E+05 R 120 120 H272R transposa II 

49 ICF2-45C 949,57 R 120 120 H272Y boty II 

50 ICF2-47C 1,76E+04 R 120 120 H272Y transposa II 

* Análisis de las secuencias (MACROGEN USA) 
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Apéndice III 
Cuadro 1. Porcentaje de los genotipos según las mutaciones detectadas 

Tipo de 
mutación 

Tipo de genotipo 
Total 
(n) 

Total 
(%) transposa flipper vacuma boty 

n % n % n % n % 

H272R 8 44,44 1 5,56 1 6 0 0,00 10 56 

H272Y 7 38,89   0,00 0 0 1 5,56 8 44,45 

Total 15 83,33 1 5,56 1 6 1 5,56 18 100 
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Apéndice IV 

 
 
Cuadro 1. Número de esclerocios de aislados de distinto nivel de sensibilidad a boscalid  
de acuerdo al genotipo   

n Aislado Sensibilidad 

 
Mutación 

 

 
Genotipo 

 

Esclerocios a los 20 días 
20 °C 
(n)*  

 
 
1 

C1-37-3A R H272R transposa 
5 

2 ICB-14B R H272Y transposa 1 
3 A935A2a2 R H272Y transposa 34 
4 C1-37-4B R H272Y transposa 0 
5 A919 A3a3 R H272Y transposa 3 
6 ICB-22B R H272Y transposa 18 
7 IBF-20B R H272R transposa 6 
8 C1-37-4A R H272R transposa 16 
9 ICB-22AR1 MR H272Y transposa 26 
10 IBF-6A MR H272R transposa 34 
11 IBB-28C MR H272R transposa 38 
12 IBB-26C MR H272R flipper 21 
13 IBF-11A MR H272R transposa 1 

14 IBF-20A MR H272R transposa 
4 
 

15 IBB-27C MR Mutación silente vacuma 17 
16 IBF-8A MR Mutación silente vacuma 21 
17 IBF-30C LR Mutación silente boty 19 
18 IBF-30B LR Mutación silente transposa 20 
19 IBF2-16A R H272R vacuma 0 
20 ICF2-45C R H272Y boty 6 
21 ICF2-47C R H272Y transposa 14 
22 ICF2-48D R H272R transposa 0 
23 IBF-1A S - vacuma 45 
24 C1- 14 A S - transposa 31 
25 IBF-18C S - vacuma 20 
26 IBF-18B S - transposa 20 
27 C1-33-2A S - transposa 11 
28 IBF-17A S - vacuma 14 
29 IBF-17B S - vacuma 21 
30 C1-21C S - transposa 42 

* Muestra el promedio del número de esclerocios de 4 repeticiones evaluadas 
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Apéndice V 

 

 
Figura 8. Alineamiento de secuencias con el gen sdhB del aislado de referencia B05.10. 
(número de accesión BC1G_13286.1) con las secuencias de aislados chilenos de Botrytis 
cinerea con la presencia de la mutación silente (LRy MR) y un aislado sensible. En la 
figura se muestra el reemplazo de un nucleótido G por A, que no produce un cambio de 
aminoácido serina. 


