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Resumen. La zarzamora (Rubus sp.) es una fru-
tilla atacada por el género Botrytis. En México se 
desconoce que especies están involucradas con el 
síntoma de moho gris. El objetivo de este estudio 
fue identificar las especies de Botrytis asociadas a 
zarzamora. En noviembre-diciembre de 2016, se 
realizaron muestreos en 17 áreas productoras de 
zarzamora en México. Se colectaron frutillas con 
síntomas de moho gris, de las cuales se aislaron y 
purificaron los aislamientos. Con la técnica de cul-
tivo monospórico, se obtuvieron 211 aislamientos, 
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Abstract. Blackberry (Rubus sp.) is a fruit 
attacked by the fungus genera Botrytis. In Mexico, 
it is unknown which species are associated with 
the gray mold symptoms. This research aimed 
to identify the Botrytis species associated with 
blackberry. In November-December of 2016, 
sampling was carried out in 17 blackberry 
production regions in Mexico. Fruits with gray 
mold symptoms were collected, from which fungi 
were isolated and purified. Two hundred and 
eleven isolates were obtained using the monosporic 
method. Isolates clustered in 21 groups based 
on a multivariate analysis using morphometric, 
pathogenic and cultural data. For each group, one 
isolate was selected for molecular characterization. 
DNA was extracted using AP method, subsequently; 
polymerase chain reactions of internal transcribed 
spacer (ITS) were performed using the ITS1 and 
ITS4 primers. The PCR products were sequenced 
in both directions with the Sanger method.  Based 
on morphometric, pathogenic and cultural data, and 
the analysis of ITS sequences, we conclude that the 
isolates corresponding to Botrytis cinerea.
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los cuales formaron 21 grupos basado en un 
agrupamiento por similitud de las características 
morfológicas, patogénicas y culturales. De cada 
grupo se eligió un aislamiento y se identificó mo-
lecularmente. El ADN se extrajo con el método de 
Phosphatasa Alcalina (AP), posteriormente se rea-
lizó la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
de la región del espacio transcrito interno. (ITS) 
utilizando los iniciadores ITS1 e ITS4. El producto 
de amplificación se secuenció en ambas direcciones 
con el método de Sanger. Se identificaron diferen-
cias morfológicas, culturales y patogénicas entre 
los 21 grupos. Basado en la caracterización mor-
fológica, cultural y patogénica, así como el análisis 
de secuencias de la región ITS se encontró que los 
aislamientos corresponden a Botrytis cinerea.

Palabras clave: PCR, análisis de secuencias, pato-
genicidad, caracterización.

La zarzamora (Rubus sp.) se cultiva en todo el 
mundo. En México para el año 2017 se reportaron 
12, 433 ha sembradas con Rubus sp. con una pro-
ducción de 266,764 t. Los principales estados pro-
ductores en orden de importancia son Michoacán, 
Jalisco, Colima, Baja California y Estado de Méxi-
co (SAGARPA, 2018). Este cultivo es atacado por 
fitopatógenos y uno de los principales es el género 
Botrytis, agente causal de la enfermedad conocida 
como moho gris. Este género incluye cerca de 30 
especies descritas (Elad et al., 2014; Ponce de León 
et al., 2007; Smith et al., 2009) y afecta hojas, ta-
llos, flores y frutos en una amplia gama de cultivos, 
incluyendo frutas y frutillas como zarzamora, arán-
dano, grosella, frambuesas, fresa y uvas (Droby 
et al., 2009). La infección por el hongo ocurre en 
campo y permanece quiescente, durante la postco-
secha la infección se activa y se desarrolla la en-
fermedad durante el almacenamiento, transporte o 

Key words: PCR, sequences analysis, 
pathogenicity, characterization.

Blackberries (Rubus sp.) are planted throughout 
the globe. In Mexico, for the year 2017, there were 
reports of 12, 433 ha planted with Rubus sp. With a 
production of 266,764 t. The main producer states, 
in order of importance are Michoacán, Jalisco, 
Colima, Baja California and the State of Mexico 
(SAGARPA, 2018). This crop is attacked by 
phytopathogens, one of the main ones is the genus 
Botrytis, causal agent of the disease known as gray 
mold. This genus includes nearly 30 described 
species (Elad et al., 2014; Ponce de León et al., 
2007; Smith et al., 2009) and it affects leaves, stem, 
flowers and fruits in a wide range of crops, including 
fruits and berries such as blackberries, cranberries, 
redcurrants, strawberries and grapes (Droby et al., 
2009). The infection from the fungus takes place in 
the field and remains quiescent; during postharvest, 
the infection becomes activated and it develops 
the disease during storage, transportation, or even 
in the market (Calvo et al., 2014; Feliziani and 
Romanazzi, 2013), causing critical losses (Crisosto 
et al., 2002; Ippolito and Nigro 2000; Teles et al., 
2014). 

Infection by the fungus Botrytis spp. In 
blackberry plants manifest themselves as soft 
rotting in flowers, because they are the most 
susceptible; on the fruit, light maroon areas appear, 
which quickly increase in size until the fruit 
becomes dried and mummified, due mainly to the 
fruit having a limited shelf life (Droby et al., 2009; 
Li et al., 2012a). Three species of Botrytis have 
been identified in blackberry fruits: B. patula Sacc 
and Berl., (Sacc. and Berl.) (Holubová, 1974), B. 
cinerea Pers.: Fr., (Farr and Rossman, 2011) and 
B. caroliniana (X. P. Li and Schnabel) (Li et al., 
2012a).
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incluso en el mercado (Calvo et al., 2014; Feliziani 
y Romanazzi, 2013), ocasionando graves pérdidas 
(Crisosto et al., 2002; Ippolito y Nigro 2000; Teles 
et al., 2014). 

La infección del hongo Botrytis spp. en plantas 
de zarzamora se manifiesta como pudrición suave 
en flores por ser las más susceptibles; en la fruta 
se observan zonas blandas de color marrón claro 
que aumentan rápidamente en tamaño hasta secar 
y momificar el fruto, esto se debe principalmente a 
que la fruta presenta una vida de anaquel reducida 
(Droby et al., 2009; Li et al., 2012a). Se han iden-
tificado tres especies de Botrytis en frutos de zarza-
mora: B. patula Sacc y Berl., (Sacc. y Berl.) (Holu-
bová, 1974), B. cinerea Pers.: Fr., (Farr y Rossman, 
2011) y B. caroliniana (X. P. Li y Schnabel) (Li et 
al., 2012a).

Las especies de Botrytis se identifican con base 
en sus características morfológicas, morfométricas 
y culturales (Ellis, 1971; Jarvis, 1977), rango de 
hospedantes y condiciones de crecimiento, donde 
la morfología del micelio, tamaño y forma de co-
nidios así como número, organización y tamaño de 
los esclerocios y especificidad de hospedantes son 
muy importantes para diferenciar especies (Li et 
al., 2012a; Lorenzini y Zapparoli, 2014; Martínez 
et al., 2003). El uso de herramientas moleculares 
se hace imprescindible para complementar la iden-
tificación morfológica, por lo que son utilizadas 
para identificar las especies de Botrytis (Lorenzini 
y Zapparoli, 2014; Zhang et al., 2010a; Zhang et 
al., 2010b). El análisis de secuencias en la región 
del espacio transcrito interno (ITS) es un método 
eficiente y común para la identificación de hongos 
(Elmagid et al., 2013) el cual confirma y refuerza 
la identificación morfológica y se ha utilizado con 
éxito para identificar a Botrytis cinerea (Aktaruz-
zaman et al., 2014; Cheon y Jeon, 2013; Nieto et 
al., 2014; Silva et al., 2016; Zhang et al., 2014; Yu 
et al., 2014). 

The Botrytis species were identified based on 
its morphological, morphometric and cultural 
characteristics (Ellis, 1971; Jarvis, 1977), range of 
hosts and growth conditions, where the morphology 
of the mycelium, size and shape of the conidia, as 
well as the number, organization and size of the 
sclerotia and specificity of hosts are very important 
when differentiating species (Li et al., 2012a; 
Lorenzini and Zapparoli, 2014; Martínez et al., 
2003). The use of molecular tools becomes crucial 
to complement morphological identification, and 
are therefore used to identify species of Botrytis 
(Lorenzini and Zapparoli, 2014; Zhang et al., 
2010a; Zhang et al., 2010b). The analysis of 
sequences in the region of the internal transcribed 
spacer (ITS) is an efficient and common method to 
identify fungi (Elmagid et al., 2013); it confirms 
and reinforces the morphological identification 
and has been successfully used to identify Botrytis 
cinerea (Aktaruzzaman et al., 2014; Cheon and 
Jeon, 2013; Nieto et al., 2014; Silva et al., 2016; 
Zhang et al., 2014; Yu et al., 2014). 

In this context, the aim of this research was to 
carry out morphological, pathogenic, cultural and 
molecular identification of Botrytis spp. isolations 
in blackberry crops.

MATERIALS AND METHODS

Collection of samples and isolations of Botrytis 
sp. In the months of November and December 
of 2016, and based on a randomized collection 
of samples (Steel et al., 1997), blackberry fruits 
with symptoms of gray mold were gathered from 
commercial plantations in 17 municipalities 
distributed throughout five states in Mexico 
(Table 1). Each fruit was placed in an individual 
polyethylene bag, which were then sealed and 
transported in a cold ice cooler to the lab, where 
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En este contexto, el objetivo de la presente in-
vestigación fue realizar la identificación morfológi-
ca, patogénica, cultural y molecular de aislamien-
tos de Botrytis spp. en el cultivo de zarzamora. 

MATERIALES Y MÉTODOS

Colecta de muestras y aislamiento de Botrytis sp. 
En los meses de noviembre y diciembre de 2016 y 
con base en un muestreo al azar (Steel et al., 1997) 
se colectaron frutos de zarzamora con síntomas de 
moho gris en plantaciones comerciales de 17 mu-
nicipios distribuidos en cinco estados de México 
(Cuadro 1). Cada fruto se colocó en una bolsa de 
polietileno individual, se sellaron y se transporta-
ron en frio en una hielera al laboratorio donde se 
almacenaron a 4 °C (Li et al., 2012a). Posterior-
mente, las frutillas se colocaron en bolsas de po-
lietileno que contenían toallas de papel estériles 
humedecidas a temperatura de 20 ± 1 °C y una hu-
medad relativa cercana al 100% (técnica de cámara 
húmeda) para estimular su esporulación, una vez 
esporulados los conidios se rasparon, sin tocar la 
fruta utilizando una aguja de disección estéril, se 
suspendieron en 1 mL de agua destilada estéril y se 
ajustaron a una concentración de conidios de 1 × 
106 esporas mL-1 (Li et al., 2012a).  Posteriormen-
te 200 µL de las suspensiones fueron sembradas 
en medio de cultivo PDA (Papa Dextrosa Agar) 
(Bioxon, PDA, 39 g L-1 de agua) modificado con 
ácido láctico (0.1 % v / v) en cajas Petri, que fueron 
selladas con Parafilm (Sigma-Aldrich) e incubadas 
a 20 ± 1 °C, en oscuridad, durante 36 h. Los coni-
dios germinados se purificaron mediante el método 
de conidio monosporico en cajas Petri con medio 
de cultivo PDA (Li et al., 2012a)

Pruebas de patogenicidad. Los 211 cultivos mo-
nospóricos de Botrytis sp. se inocularon en frutos 

they were stored at 4 °C (Li et al., 2012a). Later, the 
berries were placed in polyethylene bags containing 
moist sterilized paper towels at a temperature 
of 20 °C ± 1 and a relative humidity of nearly 
100% (humid chamber technique) to stimulate its 
sporulation. Once sporulated, the conidia were 
scraped without touching the fruit and using a 
sterilized dissecting needle, they were suspended 
in 1 mL of sterilized distilled water and adjusted 
to a conidial concentration of 1 × 106 spores mL-1 

(Li et al., 2012a). Next, 200 µL of the suspensions 
were planted in a PDA (Potato Dextrose Agar) 
culture medium (Bioxon, PDA, 39 g L-1 water) 
modified with lactic acid (0.1% v / v) in Petri 
dishes, which were sealed with Parafilm (Sigma-
Aldrich) and incubated at 20 ± 1 °C in the dark for 
36 h. The germinated conidia were purified using 
the monosporic conidia method in Petri dishes with 
a PDA culture medium (Li et al., 2012a).

Pathogenicity tests. The 211 Botrytis sp. 
monosporic cultures were inoculated in Tupi 
variety blackberry fruits in a stage of physiological 
maturity, which were washed with tap water and 
disinfested in sodium hypochlorite at 2% for 3 
min, then rinsed twice with sterilized distilled 
water and the excess moisture was eliminated. The 
inoculation procedure consisted in creating a lesion 
(using a sterilized dissection needle at a depth of 3 
mm) and without a needle placing a 20 µL aliquot 
of a conidial suspension at a concentration of 1 × 
105 spores mL-1 on the fruits; for each isolation, 
two control fruits were used, on which 20 µL of 
sterilized distilled water were placed (Saito et al., 
2016; Zhou et al., 2014). The inoculated fruits 
and the controls were placed in 15 × 15 cm plastic 
containers containing dampened sterilized paper 
towels, sealed to increase relative humidity and 
incubated at 20 ± 1 °C in the dark under a totally 
randomized experimental design, inoculating 
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de zarzamora variedad Tupi en estado de madurez 
fisiológica, los cuales se lavaron con agua corriente 
y se desinfestaron en hipoclorito de sodio al 2% por 
3 min, se enjuagaron dos veces con agua destilada 
estéril y el exceso de humedad fue eliminado. El 
procedimiento de inoculación consistió en la reali-
zación de una herida (con aguja de disección estéril 
a 3 mm de profundidad) y sin herida, al colocar un 
alícuota de 20 µL de una suspensión de conidios a 
una concentración de 1 × 105 esporas mL-1 sobre las 
frutas, por cada aislamiento se utilizaron dos frutos 
testigos donde se colocó 20 µL de agua destilada 
estéril (Saito et al., 2016; Zhou et al., 2014). Los 
frutos inoculados y los testigos se colocaron en re-
cipientes de plástico de 15 × 15 cm que contenían 
toallas de papel estériles humedecidas con agua 
destilada estéril sellados para aumentar la humedad 
relativa y se incubaron a 20 ± 1 °C en oscuridad 
bajo un diseño experimental completamente al azar 
inoculando un fruto por aislamiento con cuatro re-
peticiones con sus respectivos testigos, donde cada 
aislamiento monospórico fue considerado como 
un tratamiento. Se midió el diámetro de la lesión 
cada 24 h finalizando a las 72 h después de la ino-
culación (hdi). Posteriormente, se realizaron reais-
lamientos en medio de cultivo PDA para verificar 
la patogenicidad de los aislamientos inoculados y 
completar los postulados de Koch, el experimento 
se realizó dos veces. Se realizó un análisis de va-
rianza y comparación de medias (Diferencia Míni-
ma Significativa) utilizando el programa SAS V.9.1 
para Windows.

Caracterización morfométrica, morfológica y 
cultural. Las variables determinadas a los aisla-
mientos fueron tasa de crecimiento calculada con 
el crecimiento a las 48 h menos el crecimiento de 
las 24 h (Zhou et al., 2014), forma de crecimiento 
y coloración de micelio, días a esporulación, días a 
formación de esclerocios, número de esclerocios, 

one fruit per isolation with four repetitions with 
their respective controls, where each monosporic 
isolation was considered as a treatment. The 
diameter of the lesion was measured every 24 h, 
ending at 72 h after inoculation (hai). Afterwards, 
reisolations were carried out in PDA culture to 
verify the pathogenicity of the inoculated isolations 
and complete Koch’s postulates; the experiment 
was carried out twice. An analysis of variance was 
carried out, as well as a comparison of averages 
(Least Significant Difference) using the program 
SAS V.9.1 for Windows.

Morphometric, morphological and cultural 
characterization. The variables determined to 
the isolations were growth rate – calculated with 
growth at 48 h minus the growth of 24 h (Zhou et 
al., 2014), growth shape and color of mycelium, 
days to sporulation, days to formation of sclerotia, 
number of sclerotia, shape and color of sclerotia 
(Martínez et al., 2003, Tanovic et al., 2009, 
Tanovic et al., 2014). The sclerotia, conidia and 
conidiophores were measured (n=50) (Li et al., 
2012) using an OLYMPUS BX 41 compound 
microscope with an OLIMPUS U-CMAD3 T2, 
U-TV1X-2 T2 camera (Tokyo, Japan) and the 
morphometry was carried out using the program 
ImageJ (Schindelin et al., 2015). The information 
obtained from the pathogenic, morphological and 
morphometric characterization was used to carry 
out a cluster by similarity or by morphotype for 
the identification of groups and selection of the 
representative isolations to carry out the molecular 
characterization.

Molecular identification. DNA extraction was 
carried out using the Alkaline phosphatase (AP) 
method (Ruiz et al., 2014, Sambrook and Russel, 
2001). The regions of the internal transcribed 
spacer (ITS) were amplified using primers ITS1 
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forma y color de esclerocios (Martínez et al., 2003, 
Tanovic et al., 2009, Tanovic et al., 2014). Los es-
clerocios, conidios y conidióforos fueron medidos 
(n=50) (Li et al., 2012) en un microscopio com-
puesto OLYMPUS BX 41 con cámara OLIMPUS 
U-CMAD3 T2, U-TV1X-2 T2 (Tokio, Japón) y la 
morfometría se realizó con el programa ImageJ  
(Schindelin et al., 2015). La información obteni-
da de la caracterización patogénica, morfológica 
y cultural se utilizó para realizar un agrupamiento 
por similitud o morfotipos para la identificación de 
grupos y selección de los aislamientos representati-
vos para realizar la caracterización molecular.

Identificación molecular. Se realizó la extracción 
de ADN mediante el método Phosphatasa Alcalina 
(AP) (Ruiz et al., 2014, Sambrook y Russel, 2001). 
Se amplificaron las regiones del espacio transcri-
to interno (Internal Trancribed Spacer) utilizando 
los iniciadores ITS1 / ITS4 (Gardes y Bruns 1993; 
Staats et al., 2005; White et al., 1990) combinado 
con el programa de termociclado propuestos por 
White et al. (1990). Los productos amplificados 
fueron secuenciados en ambas direcciones con el 
método de Sanger en la empresa Macrogen (http://
dna.macrogen, Corea). Las secuencias resultantes 
se analizaron por DNASTAR (2001) y Sequencher 
(2014), y la alineación se realizó con Clustal W en 
MEGA 6.0 (Tamura et al., 2013). Las secuencias se 
compararon usando el algoritmo BLAST del NCBI 
(http://blast.ncbi.nlm. nih.gov/Blast.cgi) y se depo-
sitaron en el GenBank.

RESULTADOS

En frutos de zarzamora se observaron síntomas 
de pudrición blanda de color marrón a negra, sobre 
las cuales creció abundante micelio, conidióforos 
y conidios que en conjunto forman el moho gris 

/ ITS4 (Gardes and Bruns 1993; Staats et al., 
2005; White et al., 1990) in combination with the 
thermocycling program proposed by White et al. 
(1990). TE amplified products were sequenced 
in both directions using the Sanger method in the 
company Macrogen (http://dna.macrogen, Korea). 
The resulting sequences were analyzed using 
DNASTAR (2001) and Sequencher (2014), and 
the alignment was carried out with Clustal W in 
MEGA 6.0 (Tamura et al., 2013). The sequences 
were compared using the BLAST algorithm of the 
NCBI (http://blast.ncbi.nlm. nih.gov/Blast.cgi) and 
deposited in the GenBank. 

RESULTS

In blackberry fruits, symptoms of soft rotting 
were observed, colored maroon to black, over 
which abundant mycelia, conidiophores and conidia 
grew, altogether forming gray mold (Figure 1A and 
1B). Two hundred eleven isolations of Botrytis sp. 
were obtained, isolated from blackberry fruits from 
different regions in Mexico. The pathogenicity 
tests confirmed that 100% of the isolations 
inoculated produced symptoms of gray mold 48 
hours after inoculation (hai) on inoculated fruits, 
with or without lesions, and control fruits displayed 
no symptoms or signs of the fungus. When 
performing the morphometric, morphological and 
cultural characterization, the 211 isolations were 
identified as Botrytis cinerea (Ellis, 1971; Jarvis, 
1977; Martínez et al., 2003). The production areas 
studied were: Colima, State of Mexico, Jalisco, 
Michoacán and Morelos, from where 34, 25, 32, 
80 y 40 isolations were taken, respectively (Table 
1). Clustering by similarity helped identify 21 
groups, from which a representative isolation of 
each was taken; the pathogenic, morphological and 
molecular description is described below.
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(Figura 1A y 1B). Se obtuvieron 211 aislamientos 
de Botrytis sp. aislados de frutos de zarzamora de 
distintas regiones de México. Las pruebas de pa-
togenicidad confirmaron que el 100% de los aisla-
mientos inoculados produjeron síntomas de moho 
gris 48 horas después de la inoculación (hdi), en 
frutos inoculados sin herida como para frutos ino-
culados con herida, en los frutos testigo no se ob-
servaron síntomas o signos del hongo. Al realizar 
la caracterización morfométrica, morfológica y 
cultural los 211 aislamientos fueron identificados 
como Botrytis cinerea (Ellis, 1971; Jarvis, 1977; 
Martínez et al., 2003). Las zonas productoras estu-
diadas fueron: Colima, Estado de México, Jalisco, 
Michoacán y Morelos, de los cuales se obtuvieron 
34, 25, 32, 80 y 40 aislamientos, respectivamente 
(Cuadro 1). El agrupamiento por similitud permitió 
identificar 21 grupos, de los cuales se seleccionó un 
aislamiento representativo de cada uno, la descrip-
ción patogénica, morfológica y molecular se men-
ciona a continuación.

Pruebas de patogenicidad. De los 21 aislamien-
tos inoculados el 100% fue patogénico en ambos 
métodos de inoculación, cuando no se realizó he-
rida, los frutos inoculados presentaron síntomas 
típicos de la enfermedad 48 hdi (Figura 1C), se en-
contraron diferencias significativas (F = 2762.38, 
p= ˂0.0001) el diámetro de la lesión varió de 4.2 a 
15.9 mm., a las 72 hdi el diámetro de lesión varió 
de 8.6 a 23.1 mm (F = 8289.98, p = ˂0.0001). En 
frutos con herida inoculados, los síntomas típicos 
se manifestaron 48 hdi existiendo diferencias signi-
ficativas (F = 3551.21, p = ˂0.0001) en el diámetro 
de lesión el cual osciló de 7.3 a 19.6 mm. A las 
72 hdi se mantuvo el comportamiento de los aisla-
mientos, el diámetro de lesión varió de 11.2 a 24.8 
mm (F = 4287.86, p = ˂0.0001) en todos los casos 
el aislamiento MF12 fue el más agresivo ya que in-
dujo mayor diámetro de lesión en comparación con 

Pathogenicity tests. Out of the 21 isolations 
inoculated, 100% was pathogenic in both inoculation 
methods. When no lesions were created, the 
inoculated fruits presented typical symptoms of the 
disease 48 hai (Figure 1C); significant differences 
were found (F = 2762.38, p = ˂  0.0001); the diameter 
of the lesion varied between 4.2 and 15.9 mm., and 
at 72 hai the diameter of the lesion varied between 
8.6 and 23.1 mm (F = 8289.98, p = ˂ 0.0001). In 
inoculated fruits with lesions, the typical symptoms 
manifested 48 hai, with significant differences (F 
= 3551.21, p = ˂ 0.0001) in the diameter of the 
lesion, which ranged between 7.3 and 19.6 mm. 
At 72 hai, the behavior of the isolations stabilized; 
the diameter of the lesion varied between 11.2 and 
24.8 mm (F = 4287.86, p = ˂ 0.0001). In all cases, 
isolation MF12 was the most aggressive, since it 
produced the largest lesion diameter in comparison 
with isolation OS10, which presented the smallest 
lesion diameters (Table 2). Control fruits presented 
no symptoms or signs of the fungus (Figure 1C).

Morphometric, morphological and cultural 
characterization. The values of the mycelial 
growth rate varied between 0.7 cm d-1 and 1.5 cm 
d-1 where isolations 1.6 and 4.4 grew at a slower 
rate, while isolation MF21 was the quickest 
to grow (Table 3). The way of growth varied - 
80.95% of isolations formed superficial mycelia 
and 19.05% formed aerial mycelia – as did the 
color, where 42.86% displayed a light gray color, 
38.09% presented a gray color and 19.05%, dark 
gray, (Figure 1 D-G). 

All isolations (100%) formed sclerotia, although 
isolations MF21 and 4.8 were more precocious, 
since they formed them 4 days after planting (dap), 
whereas isolation 4.1 took 11 dah. The shape of 
the sclerotia varied: 66.67% were irregular and 
33.33% were round (Figure 1 H-J). The number of 
sclerotia formed in the Petri dish was 26 (isolation 
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Figura 1. Características morfológicas de B. cinerea A. Fruto de zarzamora con síntomas en campo. B. Fruto de zarzamora 
con signos en campo. C. Parte superior, frutos de zarzamora inoculados con agua destilada estéril, parte inferior 
frutos enfermos inoculados con B. cinerea. D, E, F y G. Diferentes formas de crecimiento y coloración de micelio. 
H, I y J. Forma, color, número y disposición en el medio de cultivo PDA de esclerocios. K. Conidióforo con coni-
dios. L. Conidios.

Figure 1. Morphological characteristics of B. cinerea A. Blackberry fruit with symptoms in the field. B. Blackberry fruit 
with signs in the field. C. Top section, blackberry fruits inoculated with sterilized distilled water, bottom section 
diseased fruits inoculated with B. cinerea. D, E, F and G. Different growth forms and color of mycelium. H, I and 
J. Shape, color, number and disposition in the PDA growth medium of sclerotia. K. Conidiophore with conidia. L. 
Conidia.
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el aislamiento OS10 el cual presentó los menores 
diámetros de lesión (Cuadro 2). En los frutos tes-
tigo no se observaron síntomas o signos del hongo 
(Figura 1C).

Caracterización morfométrica, morfológica y 
cultural. Los valores de la tasa de crecimiento del 
micelio varió de 0.7 cm d-1 a 1.5 cm d-1 donde los 
aislamientos 1.6 y 4.4 crecieron más lento mien-
tras que el aislamiento MF21 fue el más rápido 
en crecer (Cuadro 3). La forma de crecimiento 
varió, el 80.95% de los aislamientos formaron 

Cuadro 2. Diámetro de lesión (mm) ocasionado por B. cinerea en frutos de zar-
zamora 48 y 72 horas después de la inoculación (hdi).

Table 2. Diameter of lesion (mm) caused by B. cinerea in blackberry fruits 48 
and 72 hours after inoculation (hai).

 Diámetro (mm) (48 hdi) Diámetro (mm) (72 hdi)
Aislamiento Con herida Sin herida Con herida Sin herida

MF21 19.6 az 15.9 a 24.8 a 23.1 a
4.8 16.1 b 13.2 d 20.9 b 18.1 bc

ZF10 16.1 b 13.4 c 20.1 c 18.1 b
MF12 15.9 b 13.7 b 19.9 d 17.9 cd

5.6 15.9 b 13.2 d 19.7 e 17.9 d
1.5 15.6 c 13.2 d 19.7 e 17.6 e
2.5 13.6 d 10.8 e 18.6 f 16.7 f
3.1 13.6 d 10.7 f 18.6 f 16.7 f
4.4 13.5 d 10.5 g 18.5 f 16.6 f
4.1 13.5 d 10.7 f 18.5 f 16.7 f
BP3 12.4 e 9.2 h 17.1 g 14.6 g

HAR3 12.4 e 9.3 h 16.9 g 14.3 i
BP5 12.2 f 9.2 h 16.9 g 14.4 h
T6 11.9 g 8.9 i 15.8 i 13.0 k
1.6 11.9 g 8.8 j 15.9 h 13.1 j
T1 11.8 g 9.0 i 16.0 h 13.2 j

HC25 9.9 h 6.9 k 13.6 j 11.1 m
OS5 9.9 h 6.9 k 13.3 k 10.9 m

HC19 9.9 h 6.9 k 13.6 j 11.2 l
HAR4 9.9 h 7.0 k 13.4 k 11.1 m
OS10 7.3 i 4.2 l 11.2 l 8.6 n

Testigo 0 j 0 m 0 m 0 o

z Los valores medios seguidos por las mismas letras dentro de la misma columna, 
son estadísticamente iguales (*= p≤0.05) según la prueba de diferencia mínima sig-
nificativa (LSD)  /  z Mean values followed by the same letters in the same column 
are statistically equal (*= p≤0.05) according to the Least Significance Difference 
(LSD) test.

ZF10) to 333 (isolation MF21) (Table 3) and the 
largest sclerotia were formed by isolation 1.6, sized 
2.5-(3.1)-4 × 2.0-(2.5)- 3.5 mm and isolation HC19 
formed the smallest, sized 0.9-(1.2)-1.3 × 0.6-(0.9)-
1.1 mm (Table 3). 

All isolations sporulated, and isolations MF21 
and HC19 were the most aggressive, sporulating 
9 dap, in comparison with isolation 1.5, which 
took place 20 dap. Conidia observed were erect, 
septated, branched maroon to olive in color, and 
the largest ones were formed by isolation HC19 
with a size of 1175-1694 × 8-17 µm, whereas the 
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micelio superficial y 19.05% formó micelio aéreo, 
al igual que el color, donde el 42.86% presentó co-
lor gris claro, 38.09% exhibió una coloración gris y 
19.05% color gris oscuro, (Figura 1 D-G). 

El 100% de los aislamientos formaron esclero-
cios, los aislamientos MF21 y 4.8 fueron más pre-
coces formándolos a los 4 días después de la siem-
bra (dds). En comparación con el aislamiento 4.1 
que tardó 11 dds. La forma de los esclerocios varió, 
66.67% fueron irregulares y 33.33% redondos (Fi-
gura 1 H-J), el número de esclerocios formados por 
caja Petri fue de 26 (aislamiento ZF10) a 333 (ais-
lamiento MF21) (Cuadro 3) y los esclerocios más 
grandes los formó el aislamiento 1.6 de un tamaño 
de 2.5-(3.1)-4 × 2.0-(2.5)- 3.5 mm y el aislamiento 
HC19 formó los más pequeños de un tamaño de 
0.9-(1.2)-1.3 × 0.6-(0.9)-1.1 mm (Cuadro 3). 

Todos los aislamientos esporularon, el MF21 y 
HC19 fueron los más agresivos al esporular 9 dds 
en comparación con el aislamiento 1.5 que ocurrió 
20 dds. Se observaron conidióforos erectos, septa-
dos, ramificados, de color marrón a olivo y los más 
grandes fueron formados por el aislamiento HC19 
con un tamaño de 1175-1694 × 8-17 µm mientras 
que los más cortos los formó el aislamiento 2.5 de 
846-1492 × 6-15 µm (Figura 1K). El 61.90% de 
los aislamientos formó conidios elípticos, 19.05% 
alimonados y el 19.05% redondos, el 100% fueron 
hialinos a marrón claro (Figura 1L), los conidios 
de mayor tamaño fueron los formados por el aisla-
miento 5.6 de 8.8-(10.4)-13.8 × 6.5-(7.2)- 7.9 µm y 
los de menor tamaño los formó el aislamiento OS10 
de 5.6-(8.7)-10.30 × 5.2-(6.5)- 8.0 µm (Cuadro 3).

Identificación molecular. Los números de acce-
so de las secuencias ITS obtenidas se mencionan 
en el Cuadro 1, los acceso de los aislamientos 2.5, 
3.1, ZF10, 4.1, 4.8, HC19, 4.4, 5.6, 1.5, MF21 y 
MF12, presentaron una similitud del 100% con el 
número de acceso MG907605.1 de B. cinerea; los 

shortest ones were formed by isolation 2.5 and 
measured 846-1492 × 6-15 µm (Figure 1K). Out of 
all the isolations, 61.90% formed elliptical conidia, 
19.05 % lemon-shaped and 19.05 % round ones; 
100% were hyaline to light maroon (Figure 1L), 
the largest conidia were formed by isolation 5.6 
and measured 8.8-(10.4)-13.8 × 6.5-(7.2)- 7.9 µm, 
while the smaller conidia were formed by isolation 
OS10 and measured 5.6-(8.7)-10.30 × 5.2-(6.5)- 
8.0 µm (Table 3).

Molecular identification. The access numbers of 
the ITS sequences obtained are shown in Table 1. 
Access numbers from isolations 2.5, 3.1, ZF10, 
4.1, 4.8, HC19, 4.4, 5.6, 1.5, MF21 and MF12, 
presented a similarity of 100% with access number 
MG907605.1 of B. cinerea; isolations HAR3, 
HAR4, BP3, BP5 were similar (100%) to the 
deposit KX783612.1 of B. cinerea and isolations 
1.6, T1 and HC25 presented a similarity of 100% 
with access number KX463512.1 of B. cinerea. 
Isolations OS5 and OS10 were similar to the same 
deposit, but by 99 % and isolation T6 was similar 
(97%) to access number KU992695.1 of B. cinerea.

DISCUSSION

The symptoms observed in this research were 
typical of gray mold, and similar to those reported 
by Li et al. (2012a) and Li et al., (2012b). In the 
pathogenicity tests of this study, 100% of the 
inoculated isolations were ineffective, showing 
symptoms at 48 hai. Isolation MF21 developed 
the largest lesion diameter at 48 and 72 hai in both 
forms of inoculation, reaching the largest lesion 
diameter when the cut was made. The cuts in the 
blackberry fruit facilitate the entry of B. cinerea, 
since the fungus penetrates and uses mechanisms 
such as the formation of appressoria, the production 
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aislamientos HAR3, HAR4, BP3, BP5 fueron simi-
lares (100%) al depósito KX783612.1 de B. cine-
rea y los aislamientos 1.6, T1 y HC25 presentaron 
una similitud del 100% con el número de acceso 
KX463512.1 de B. cinerea, los aislamientos OS5 y 
OS10 fueron similares al mismo depósito pero en 
un 99%  y el aislamiento T6 fue similar (97%) con 
el número de acceso KU992695.1 de B. cinerea.

DISCUSIÓN

Los síntomas observados en la presente inves-
tigación fueron típicos de moho gris siendo simi-
lares a los reportados por Li et al. (2012a) y Li et 
al., (2012b). En las pruebas de patogenicidad en el 
presente estudio el 100% de los aislamientos inocu-
lados fueron infectivos, mostrando síntomas a las 
48 hdi. El aislamiento MF21 desarrolló el mayor 
diámetro de lesión a las 48 y 72 hdi en las dos for-
mas de inoculación alcanzando el mayor diámetro 
de lesión cuando se realizó una herida, las heridas 
en la fruta de zarzamora facilitan la entrada de B. 
cinerea ya que el hongo penetra y utiliza mecanis-
mos como la formación de apresorios, producción 
de fitotoxinas y secreción de enzimas degradantes 
de la pared celular (Choquer et al., 2007; Zhang et. 
al., 2016), de acuerdo a los resultados la presencia 
de una herida induce mayor diámetro de la lesión, 
lo cual destaca la importancia de evitar daños físi-
cos durante la cosecha y postcosecha para incre-
mentar la vida de anaquel de la fruta. 

Los aislamientos MF21 y ZF10 fueron los que 
presentaron mayor tasa de crecimiento en medio de 
cultivo PDA (Cuadro 3) esto se asoció a la agresivi-
dad cuando se inocularon en el hospedante, ya que 
ocasionaron lesiones grandes en poco tiempo, estos 
aislamientos provienen de parcelas del estado de 
Michoacán de la región de Peribán y Ziracuaretiro 
respectivamente, las cuales presentan antecedentes 

of phytotoxins, and the secretion of enzymes that 
degrade the cell wall (Choquer et al., 2007; Zhang 
et. al., 2016). According to the results, the presence 
of a lesion induces a greater diameter of the lesion, 
which highlights the importance of avoiding 
physical damage during harvest and postharvest to 
increase the fruit’s shelf life. 

The isolations MF21 and ZF10 presented a 
higher growth rate in PDA culture medium (Table 
3). This was related with aggressiveness when they 
were inoculated in the host, since they caused large 
lesions in little time. These isolations come from 
fields in the state of Michoacán, specifically from 
the area of Peribán and Ziracuaretiro, respectively, 
which have a background of an intensive use of 
products, in comparison to isolation 1.6 from 
Texcoco, State of Mexico, which displayed a lower 
growth rate and aggressiveness, and which has 
received no fungicides. The mycelial growth data 
found in this investigation coincide with those 
reported by Li et al. (2012a).  

The present study found different growth forms, 
as well as the color of the B. cinerea mycelium, 
which coincides with different investigations (Li 
et al., 2012a; Lorenzini and Zapparoli, 2014; Ozer 
and Bayraktar, 2014; Tanovic et al. 2014; Zhou et 
al., 2014;). The results of the present investigation 
expose the high morphological variability of the 
pathogen to develop in a culture medium, but also 
share similarities between the members of a state 
in particular. For example, the 5 isolations from 
the state of Morelos displayed light gray mycelia 
and those from Jalisco, gray ones. In addition, the 
most aggressive isolation was observed to form 
darker colored mycelia. This correlation between 
pigmentation and aggressiveness may possibly be 
due to the higher presence of melanin in B. cinerea 
conidia (Doss et al., 2003).

The size, shape, color and the arrangement of 
the sclerotia in the culture medium is important 
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de una aplicación intensiva de productos, en com-
paración con el aislamiento 1.6 de Texcoco Edo. de 
México, que mostró una menor tasa de crecimiento 
y agresividad, a esta plantación de zarzamora no se 
han aplicado fungicidas. Los datos de crecimiento 
de micelio encontrados en la presente investigación 
coinciden con lo reportado por Li et al. (2012a).  

En este estudio se encontraron diferentes formas 
de crecimiento así como la coloración del micelio 
de B. cinerea que coinciden con diferentes investi-
gaciones (Li et al., 2012a; Lorenzini y Zapparoli, 
2014; Ozer y Bayraktar, 2014; Tanovic et al. 2014; 
Zhou et al., 2014;). Los resultados de la presente 
investigación ponen de manifiesto la alta variabi-
lidad  morfológica del patógeno para desarrollarse 
en medio de cultivo pero al mismo tiempo compar-
ten similitudes entre los miembros de un estado en 
particular, por ejemplo los 5 aislamientos del es-
tado de Morelos presentaron micelio de color gris 
claro y los del estado de Jalisco color gris, además 
se observó que el aislamiento más agresivo formó 
micelio de coloración más oscuro, esta correlación 
entre pigmentación y agresividad posiblemente se 
explique por la mayor presencia de melanina en los 
conidios de B. cinerea (Doss et al., 2003).

El tamaño de los esclerocios, la forma, el color 
y la disposición en el medio de cultivo es importan-
te para la identificación morfológica de B. cinerea 
(Martínez et al., 2003). Los aislamientos obtenidos 
producen esclerocios que coinciden en tamaño con 
los reportados por Erper et al. (2015) para B. ci-
nerea en frijol y con los de arándanos y vid (Saito 
et al., 2016). La forma redonda e irregular, color 
negro y distribución en el medio de cultivo de la 
presente investigación coincide con B. cinerea ais-
lado de zarzamora (Li et al., 2012a). El tiempo que 
tarda el hongo en formar sus esclerocios in vitro 
así como el número de estos por caja Petri nos da 
una idea de la sobrevivencia de los aislamientos en 
campo. Respecto al número de esclerocios por caja 

for the morphological identification of B. cinerea 
(Martínez et al., 2003). The isolations obtained 
produce sclerotia that coincide in size with those 
reported by Erper et al. (2015) for B. cinerea in 
beans and in cranberries and grapevines (Saito et 
al., 2016). The round and irregular shape, the black 
color and the arrangement in the culture medium of 
the present investigation coincides with B. cinerea 
isolated from blackberries (Li et al., 2012a). The 
time taken for the fungus to form its sclerotia in 
vitro, as well as their number per Petri dish, gives us 
an idea of the survival of the isolations on the field. 
Regarding the number of sclerotia per Petri dish, 
isolation MF21 formed a large amount in a short 
time span, in comparison with the other isolations; 
it produced the greatest lesion diameter and growth 
rate in relation with the others. 

The sporulation of B. cinerea in vitro is broadly 
related with its aggressiveness, because the faster 
it forms its reproductive structures, it can be 
disseminated and cause epidemics (Carisse et al., 
2015). The shape and color of the conidia found 
in the present investigation are similar to those 
reported by Aktaruzzaman et al. (2017); Zhou et 
al. (2014); Lorenzini and Zapparoli (2014) and 
Xie et al. (2016). The size of the conidiophores 
differs with that reported for blackberry by Li et 
al. (2012a); despite being the same species and 
host, they reported larger conidiophores. The size 
of the conidia is the most important morphometric 
variable to set these species apart, which helped 
us identify B. cinerea isolated from blackberries. 
Findings in this investigation coincide with reports 
for B. cinerea, although in other hosts by Ozer and 
Bayraktar (2014), Rupp et al. (2017). However, 
they differ with those reported by Zhou et al. 
(2014) and Saito et al. (2016), since these authors 
reported larger-sized conidia.There is a similarity in 
biological characteristics between the individuals 
obtained in a particular state, which is to say that 
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Petri el aislamiento MF21 formó una alta cantidad 
en corto tiempo en comparación con los otros aisla-
mientos, generó el mayor diámetro de lesión y tasa 
de crecimiento en relación con los demás. 

La esporulación de B. cinerea in vitro tiene es-
trecha relación con la agresividad del mismo, ya 
que entre más rápido forme sus estructuras de re-
producción se puede diseminar y ocasionar epide-
mias (Carisse et al., 2015). La forma y el color de 
los conidios encontrados en la presente investiga-
ción son similares a los reportados por Aktaruzza-
man et al. (2017); Zhou et al. (2014); Lorenzini y 
Zapparoli (2014) y Xie et al. (2016). El tamaño de 
los conidióforos difiere con lo reportado para zar-
zamora por Li et al. (2012a), aunque es la misma 
especie y hospedante estos reportaron conidióforos 
más grandes. El tamaño de los conidios es la varia-
ble morfométrica más importante para diferenciar 
entre especies, lo cual nos permitió identificar a B. 
cinerea aislado de zarzamora, lo encontrado en la 
presente investigación coincide con lo reportado 
para B. cinerea pero en otros hospedantes por Ozer 
y Bayraktar (2014), Rupp et al. (2017), sin embargo 
difieren con los reportados por Zhou et al. (2014) y 
Saito et al. (2016) ya que estos informaron mayor 
tamaño de conidios. Existe similitud de las carac-
terísticas biológicas entre los miembros obtenidos 
de un estado en particular, es decir, los aislamien-
tos de origen geográfico cercano son similares, por 
ejemplo, la capacidad de inducir enfermedad, agre-
sividad, el color del micelio, forma y morfometría 
de esclerocios, conidios y conidióforos, entre otras, 
cada estado comparte origen geográfico y clima el 
cual es similar en cada sitio de muestreo por es-
tado de donde fueron obtenidos los aislamientos, 
(Cuadro 1), lo cual hace que existan similitudes 
biológicas, sin embargo, existen una variabilidad 
morfológica, morfométrica y patogénica por esta-
dos pero que están dentro del rango de lo reportado 
para B. cinerea, por ejemplo los aislamientos de 

the isolations with nearby geographic origins are 
similar. For example, the ability to induce diseases, 
aggressiveness, the color of the mycelium, the 
shape and morphometry of the sclerotia, conidia 
and conidiophores, amongst others. Each state 
shares a geographic origin and weather, which is 
similar in every sampling site by state from which 
the isolations were obtained (Table 1), which 
leads to the existence of biological similarities. 
However, there is a morphological, morphometric 
and pathogenic variability by states, but these 
are within the range reported for B. cinerea. For 
instance, the isolations from Michoacán differ in 
the biological characteristics with isolations from 
the rest of the states. 

B. cinerea has been reported to cause gray 
mold in blackberries in Australia, China, New 
Zealand, South Africa, Norway and the United 
States. According to records from the USDA (Farr 
and Rossman, 2011) and in the U.S., B. cinerea 
was reported only in species of Rubus in Alaska, 
California, North Carolina and Washington (Li et 
al., 2012a), and in the present research, isolations 
were identified as B. cinerea causing gray mold in 
differents states in Mexico.

CONCLUSIONS

All isolations were pathogenic; variability 
was identified in the pathogenic, morphological 
and cultural characteristics, which are within the 
range of reports for this species. The isolations 
of the fungus obtained from the blackberry 
fruit were identified as Botrytis cinerea, taking 
the morphological, morphometric and cultural 
characteristics into consideration, confirmed 
with the analysis of sequences in the area of the 
internal transcribed spacers (ITS), and therefore 
the pathogen is reported as the causal agent of 



Publicación en línea, septiembre 2019 380

Fully Bilingual
Revista Mexicana de FITOPATOLOGÍA
Mexican Journal of Phytopathology

Michoacán difieren en las características biológicas 
de los aislamientos de los demás estados. 

B. cinerea se ha reportado causando moho gris 
en zarzamora en Australia, China, Nueva Zelanda, 
Sudáfrica, Noruega, Estados Unidos, de acuerdo 
con los registros del USDA (Farr y Rossman, 2011) 
y en los Estados Unidos, B. cinerea fue reportada 
solo en especies de Rubus en Alaska, California, 
Carolina del Norte y Washington (Li et al., 2012a), 
y en la presente investigación los aislamientos se 
identificaron como B. cinerea causando el moho 
gris en diferentes estados de México.

CONCLUSIONES

Todos los aislamientos fueron patogénicos, se 
identificó variabilidad en las características pato-
génicas, morfológicas y culturales las cuales están 
dentro del rango de lo reportado para esta especie, 
los aislamientos del hongo obtenidos de la fruta de 
zarzamora en la presente investigación se identifi-
caron como Botrytis cinerea tomando en cuenta las 
características morfológicas, morfométricas y cul-
turales, confirmado con el análisis de secuencias de 
la región del espacio transcrito interno (ITS), por lo 
tanto se reporta a dicho patógeno como agente cau-
sal del moho gris en los estados de Colima, Estado 
de México, Jalisco, Michoacán y Morelos.
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