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EVALUACIÓN DE LA ACCIÓN ANTAGÓNICA in vitro DE LEVADURAS 
FRENTE A HONGOS FITOPATÓGENOS EN CULTIVOS COLOMBIANOS DE 

ARÁNDANOS 

RESUMEN   

La producción de arándanos en Colombia ha aumentado en los últimos años, compitiendo 

con países de alta producción, debido a la alta demanda por su efecto benéfico en la 

salud por su valor antioxidante. Sin embargo, esta es una planta susceptible a 

enfermedades fúngicas y no se deberían utilizar productos químicos para minimizar el 

impacto por el efecto sobre la salud del consumidor y el ambiente. Adicionalmente, las 

pérdidas pueden ser muy altas para el productor.  En la presente investigación, el objetivo 

fue establecer la posibilidad de usar levaduras epífitas de plantas de arándano 

recolectadas de diferentes cultivos colombianos como una alternativa de control biológico 

frente a hongos fitopatógenos del arándano. Para ello, se confirmó la presencia de hongos 

que actuaban como fitopatógenos que estaban reportados para esta planta, 

principalmente del género Botrytis, pero también otros géneros como Fusarium, 

Rhizoctonia y Curvularia y se identificaron 8 levaduras antagónicas identificadas con el 

género Hanseniaspora spp., Meyerozyma spp. y Rhodotorula spp., las cuales han sido 

establecidas en otras investigaciones como posibles controladoras. A futuro será 

necesario verificar en campo, en condiciones controladas, la eficiencia de las levaduras.    

Palabras clave: Plantas de arándano, control biológico, hongos fitopatógenos, 

Hanseniaspora spp. Rhodotorula spp., Meyerozyma spp.  
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INTRODUCCIÓN   

Actualmente, el cultivo de arándanos en Colombia reporta ganancias significativas 

debido a la demanda que se presenta a nivel mundial. Sin embargo, como en 

cualquier arbusto frutal, se desarrollan enfermedades que limitan la producción y 

disminuyen su rentabilidad (1). En su gran mayoría, los fitopatógenos que se 

desarrollan en la planta de arándano son hongos filamentosos, los cuales crecen 

con facilidad por las condiciones de producción que necesita el arándano en 

cuanto a humedad y temperatura principalmente. Uno de los hongos fitopatógenos 

que se encuentran en la planta de arándano es Botrytis cinerea o moho gris, el 

cual se ha reportado en diferentes cultivos a nivel nacional. Generalmente, puede 

manifestarse post cosecha, pero cuando compromete el tallo, el daño puede ser 

irreversible (2).  

Para evitar la manifestación y progresión de enfermedades aún se utiliza el control 

químico con productos de alta toxicidad, que al degradarse forman compuestos 

residuales que quedan presentes en el ambiente e indican efectos nocivos.  Por lo 

tanto, es necesario buscar otras alternativas de manejo integrado que puedan 

sustituir los controles químicos (3). Recientemente, los controles biológicos se han 

implementado en otros cultivos, pero son limitados debido a la baja investigación, 

no son registrados y no presentan formulaciones estables para su 

comercialización. Además, solo se usan de manera preventiva contra 

enfermedades o como fitoestimulantes (2).  

En el presente estudio se consideró como posible producto de biocontrol el uso de 

levaduras porque investigaciones anteriores han reportado su efectividad sobre 

hongos fitopatógenos y porque hay escasa investigación relacionada con el control 

biológico con levaduras. De acuerdo con recomendaciones de estudios anteriores, 

se decidió que las levaduras evaluadas tenían que ser de origen epífito y de la 

misma planta de arándano con dos fines, para que no hubiese un efecto 

antagónico de microorganismo-planta o frente al microbioma de la planta y para 

garantizar que, si se aplica, pueda tener un mejor efecto porque puede adaptarse 
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mejor a la fisiología de la planta.  El control biológico debe seguir unos parámetros 

concretos como no inducir daño al cultivo, al medio ambiente ni al consumidor, y 

para poder formularlo se deben realizar pruebas antes de comercializarlo que 

garanticen su seguridad, eficacia y efectividad. Igualmente, deberán realizarse 

estudios in vitro e in vivo. Teniendo en cuenta estas recomendaciones, en este 

estudio se evaluó la acción antagonista in vitro de levaduras frente a hongos 

filamentosos fitopatógenos, todos aislados de cultivos colombianos de arándanos.  

OBJETIVOS 

Objetivo general  

Evaluar la acción antagónica in vitro de levaduras frente a hongos fitopatógenos 

en cultivos colombianos de arándanos. 

Objetivos específicos 

●​ Realizar técnicas microbiológicas de aislamiento y cultivo para obtener 

hongos filamentosos potencialmente fitopatógenos a partir de plantas de 

arándano enfermas. 

●​ Aplicar técnicas microbiológicas de aislamiento y cultivo para recuperar 

levaduras epífitas presentes en la filósfera de plantas sanas de cultivos 

colombianos de arándano. 

●​ Determinar la capacidad inhibitoria de las levaduras aisladas frente a 

hongos filamentosos fitopatógenos del arándano.  

●​ Identificar las levaduras con mayor actividad antagónica frente a hongos 

filamentosos fitopatógenos, mediante la interpretación de pruebas 

bioquímicas y la aplicación de técnicas moleculares. 
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1.​ ANTECEDENTES 

La producción de arándanos en Colombia se implementó aproximadamente hace 

12 años, y en los últimos 7 años se identificó que su capacidad de adaptación es 

alta debido a sus propiedades agroecológicas, por esta razón, su producción ha 

ido en aumento (1). Desafortunadamente, al igual que cualquier frutal, puede 

presentar enfermedades provocadas por fitopatógenos si no se controlan 

debidamente durante el cultivo, en la cosecha y la postcosecha, impactando 

negativamente la producción y calidad del fruto por el daño o la pérdida del 

producto final, la planta y/o todo el cultivo. 

 

Uno de los grandes retos es evitar la pérdida postcosecha del fruto. Al respecto, 

Bell et al. (2021), muestran una revisión de las principales afectaciones del 

arándano y mencionan los métodos que existen para inhibir el crecimiento de los 

fitopatógenos; dentro de los controles que mencionan estos investigadores se 

encuentran los químicos como los fungicidas, los físicos con temperatura, 

humedad, radiación UV, atmósferas modificadas y controladas y, finalmente, el 

control biorracional con el uso de microorganismos benéficos que generen 

antagonismo con los fitopatógenos, de aceites esenciales o de extractos de 

plantas (2).  

 

Dentro de las estrategias más usadas en el manejo de enfermedades se 

encuentran los fungicidas, controles químicos en donde su efectividad es bastante 

alta en comparación con otros métodos.  Abbey et al. (2024) determinaron la 

movilidad y persistencia de fungicidas en el manejo de Botrytis cinerea en cultivos 

de arándano. Se llevaron a cabo diferentes tratamientos con formulaciones 

combinadas con diferentes fungicidas. Se demostró que los fungicidas tuvieron 

movilidad limitada en las partes del sistema reproductivo de la planta de 

arándanos. En cuanto a la persistencia, se consideró que la vida media de los 

fungicidas oscilaba entre los nueve y veinte días. Transcurridos los 65 días de su 

aplicación y al momento de la cosecha de los arándanos, no se encontraron 
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residuos detectables en los frutos (3). A pesar de que el estudio sugiere que la 

presencia de estos fungicidas tiene la capacidad de inhibir el crecimiento de 

Botrytis cinerea y que su aplicación no representa un riesgo para el consumidor 

final, si tienen efectos negativos en el ambiente, debido a su volatilidad y sus 

productos intermedios que se incorporan en el ambiente. Adicionalmente, no se 

conocen reportes del efecto por el consumo de frutos con presencia de estos 

fungicidas. Por su parte, Botrytis cinerea es un fitopatógeno con una alta 

capacidad de generar resistencia y limita la efectividad de los fungicidas a largo 

plazo (4).  

 

Para reducir el uso de fungicidas, se han implementado estrategias de control 

biorracional (5) para la eliminación de fitopatógenos en los cultivos. Vieira et al. 

(2016) realizaron un estudio con un extracto de Aloe vera por su efecto protector 

contra enfermedades fúngicas e implementaron la combinación de quitosano para 

el recubrimiento del fruto del arándano, permitiendo una protección contra 

fitopatógenos que generalmente aparecen en la postcosecha; así mismo, se 

identificó que al usar el extracto de Aloe vera y quitosano hay menor pérdida de 

agua extendiendo la vida útil del arándano (6).  

 

Además de la acción directa frente a patógenos, se han llevado a cabo estrategias 

desde el punto de vista fisiológico de las plantas de arándano, con el fin de 

aumentar la resistencia a infecciones por patógenos, al estrés abiótico y al ataque 

de plagas.  Roveda et al. (2022) incorporaron Glomus spp. y Acaulospora spp. 

como hongos micorrícicos arbusculares (HMA) en plántulas de arándano ubicados 

en Tabio-Cundinamarca, con el fin de mejorar el crecimiento vegetativo y 

nutricional debido a la carencia de pelos radiculares que posee Vaccinium 

corymbosum, estructuras que contribuyen en la absorción de nutrientes. 

Identificaron que Acaulospora spp. aumentó el número de ramas basales, 

mientras que, Glomus spp. manifestaba una mayor colonización en dependencia 

micorrizal, por lo tanto, presentó un aumento en la masa seca, altura de planta, 
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número de ramas basales, área foliar y relación raíz/parte aérea, con incrementos 

en la concentración de clorofila (7). 

 

En la búsqueda de métodos biológicos, se ha evaluado el antagonismo de 

microorganismos epífitos de las plantas frente a patógenos. Sanhueza et al. 

(2023) aislaron microorganismos en la filósfera de plantas ericáceas andinas 

nativas de Chile (Gaultheria pumila y Empetrum rubrum), para evaluar su potencial 

como agentes de control biológico frente a Botrytis cinerea en plántulas de 

arándano. Este estudio aisló trece microorganismos y realizaron antagonismo in 

vitro e in vivo, analizaron la producción de enzimas de los microorganismos, 

formación de biopelículas, rasgos promotores de crecimiento vegetal, oxidación 

lipídica por medio del contenido de malondialdehído (MDA) para identificar que los 

microorganismos no produjeran daño en las hojas, y de manera conjunta la 

concentración de clorofila. Las cepas bacterianas de Bacillus mycoides, 

Pseudomonas fluorescens y la cepa fúngica Epicoccum layuense mostraron 

porcentajes de inhibición de B. cinerea que van del 60 al 80%. Sin embargo, la 

cepa de la levadura Aureobasidium pullulans demostró rasgos promotores de 

crecimiento, menor contenido de MDA, mayor contenido de clorofila, a pesar de 

que la inhibición de B. cinerea fue del 56,3% (8). 

 

El enfrentamiento de levaduras epífitas de los cultivos de arándanos como 

Papiliotrema terrestris, Hanseniaspora uvarum y Rhodosporidium glutinis frente a 

patógenos no son tan estudiadas, pero sí se han destacado porque tienen la 

capacidad de sobrevivir en ambientes desfavorables, tienen bajas demandas 

nutricionales, resisten a diversos patógenos, inducen la resistencia al huésped y 

crecen en sustratos económicos. Li et al. (2024) mencionan que cada levadura 

posee mecanismos especiales para controlar los fitopatógenos como Botrytis 

cinerea y Alternaria alternata. La levadura P. terrestris presentó secreción de 

enzimas líticas exocelulares, H. uvarum compitió por los nutrientes, el espacio, 

además tuvo producción de compuestos orgánicos volátiles antifúngicos, R. 

glutinis tuvo mayor capacidad para generar biopelículas (9). 
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Se ha demostrado que las levaduras epífitas presentes en los frutos y otras partes 

de las plantas tienen potencial como agentes de control biológico contra Botrytis 

cinerea; de hecho, se demuestra que levaduras aisladas de frutos son capaces de 

ejercer antagonismo en los mismos frutos, esta información es relevante ya que un 

primer acercamiento sería lograr aislar las levaduras epífitas del filósfera de la 

planta de arándanos, particularmente de los tallos, hojas, flores y frutos de plantas 

sanas para comprobar si podrían servir como potenciales biocontroladoras.  

 

Acero en 2022 (10), encontró que 72 especies de levaduras han sido reportadas 

como controladoras biológicas para el hongo Botrytis cinerea en diferentes tipos 

de cultivo, entre las cuales hay 18 especies de Candida spp. 9 de Pichia spp. 4 de 

Saccharomyces spp.  2 de Meyerozyma spp. y 3 de Rhodotorula spp., entre otras. 

Esta información sugiere que las levaduras epífitas que albergan distintos frutos u 

otras partes de las plantas podrían ser beneficiosas y mitigar la incidencia de 

patógenos. En esta revisión, también se encontró que se han realizado ensayos in 

vitro e in vivo. Acero afirma que, de las 24 referencias relacionadas con control 

biológico, 3 utilizaron sólo ensayo in vitro, y 5 de las referencias utilizaron ensayo 

in vivo. Con relación a la acción que ejercen las levaduras, se ha encontrado que 

puede hacerse por competencia por nutrientes, producción de compuestos o 

enzimas que inhiben el desarrollo del patógeno, o de forma indirecta, como la 

estimulación de defensa en las plantas (11). 

 

Otro trabajo realizado en manzanas y naranjas en Sudáfrica evaluó el uso de 

cinco especies de levaduras no pertenecientes a Saccharomyces (Suhomyces 

pyralidae, Meyerozyma guilliermondii, Pichia kluyveri, Zygoascus helenicus y 

Aureobasidium melanogenum) como agentes de biocontrol contra Penicillium 

expansum, P. digitatum y P. italicum. Aureobasidium melanogenum mostró la 

inhibición más significativa del crecimiento en el ensayo de inhibición radial, 

alcanzando una inhibición del 60%, 100% y 70% contra P. expansum, P. digitatum 

y P. italicum, respectivamente. Se identificaron siete compuestos volátiles: 
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isobutanol, 2-feniletanol, acetato de isoamilo, alcohol isoamílico y acetato de 

2-fenetilo, asociados con la inhibición de P. expansum. En ensayos postcosecha, 

los tratamientos con levadura mostraron una actividad de inhibición limitada en 

manzanas (aprox. 15%). Sin embargo, en naranjas, M. guilliermondii demostró una 

inhibición sustancial, alcanzando una inhibición del 72% y 77% contra P. digitatum 

y P. italicum, respectivamente. Estos hallazgos sugieren que las especies de 

levadura seleccionadas tienen potencial como agentes de control biológico contra 

P. expansum, P. digitatum y P. italicum, aunque se requiere más investigación para 

comprender completamente y optimizar su aplicación. Se observa que la levadura 

de la especie Meyerozyma presentó una inhibición contra otro hongo fitopatógeno 

y su actividad demuestra su potencial biocontrol (12). 

 

Adicionalmente, otro estudio evaluó la eficacia de la levadura de la filosfera 

Meyerozyma caribbica YDP-27 en el manejo de enfermedades postcosecha 

causadas por seis hongos patógenos: Colletotrichum musae, Colletotrichum 

capsici, Colletotrichum gloeosporioides, Alternaria alternata, Curvularia alcornii y 

Pestalotiopsis sp. La levadura demostró un fuerte potencial de biocontrol, con una 

inhibición promedio del crecimiento micelial (MGI) del 31.1% en todos los 

patógenos probados. El estudio exploró más a fondo los efectos del estrés 

ambiental, incluyendo fluctuaciones de temperatura, estrés oxidativo y estrés 

osmótico, en la viabilidad y morfología de la levadura. Estos hallazgos subrayan la 

robustez de M. caribbica YDP-27 como agente de biocontrol, distinguiéndose de 

otras levaduras por su amplia supresión de patógenos, tolerancia al estrés y 

adaptabilidad a la formulación. El estudio proporciona nuevos conocimientos para 

optimizar las estrategias de biocontrol basadas en levadura, mejorando la vida útil 

y la eficacia contra patógenos fúngicos poscosecha. Esos resultados visualizan al 

género Meyerozyma como una levadura potencial para el control de hongos 

fitopatógenos (13). 
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Con relación a Rhodotorula, se realizó una investigación con Rhodotorula glutinis, 

como antagonista en donde mostró un buen rendimiento de biocontrol contra 

diversas enfermedades poscosecha en frutas. En el estudio, se observó una fuerte 

capacidad de adhesión de R. glutinis a esporas e hifas de Botrytis cinerea. Análisis 

posteriores mostraron que ciertos componentes proteicos en la superficie celular 

de la levadura desempeñaron un papel crítico durante la interacción entre R. 

glutinis y B. cinerea (14). Al igual que en el presente trabajo, Rhodotorula 

demostró capacidad antagónica contra Botrytis cinerea. 

 

Existen estudios de antagonismo como método de control biológico en cultivos, no 

obstante, no hay muchos que se enfoquen en levaduras epífitas en arándanos 

especialmente en el contexto colombiano. Por consiguiente, se da la posibilidad de 

realizar estudios con esas variables para contribuir y fomentar nuevos 

conocimientos y estrategias para el manejo de fitopatógenos. 

 

2.​ MARCO REFERENCIAL   

2.1.​Cultivo de arándanos 

El arándano pertenece a la clase dicotiledónea de la familia Ericaceae, su 

género es Vaccinium spp. que alberga a 250 especies, siendo Vaccinium 

corymbosum la planta del arándano (15,16). Es un arbusto perenne, es 

decir, que su vida se extiende a más de dos años. Su crecimiento es lento y 

la primera producción del fruto se ve reflejada a los dos o tres años de la 

siembra de la plántula. Para el crecimiento y desarrollo de la planta del 

arándano se requieren condiciones agroecológicas, como los metros sobre 

el nivel del mar (msnm) que oscilan entre 2200m y 2800m (17), la 

temperatura entre 8-20°C (18) y una humedad relativa alta (65% - 85%) 

(19). En cuanto a las condiciones edáficas, el arándano se adapta al suelo 

de textura limosa o franco-arenosa con un pH ácido (4,5 – 5,5), drenaje 

rápido y rico en nitrógeno, potasio y fósforo (19). 
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El cultivo del arándano tiene un potencial significativo debido a la demanda 

internacional, considerándose una fruta saludable por sus antioxidantes. La 

producción de arándanos en Colombia se implementó aproximadamente 

hace 10 años, y en los últimos 5 años se identificó que su capacidad de 

adaptación es alta debido a sus propiedades agroecológicas, por esta 

razón, su producción ha ido en aumento (1). El arándano se encuentra en 

mayor medida en el altiplano cundiboyacense y teniendo en cuenta las 

condiciones agroecológicas que presenta, el cultivo tiene una producción 

continúa porque no hay estaciones climáticas que influyen en sus etapas de 

crecimiento y desarrollo. Por lo tanto, el arándano se establece como un 

cultivo de ciclo anual (19,20) 

2.2.​Hongos fitopatógenos de arándanos  

En Colombia, se han registrado hongos fitopatógenos cuando no hay un 

control y monitoreo del fruto de arándano en la postcosecha, y se pueden 

generar pérdidas económicas, los hongos más asociados a enfermedades 

son Botrytis cinerea conocido como moho gris, Colletotrichum acutatum 

(antracnosis), Godronia cassandrae (cancro godronia), Botryosphaeria 

corticis (cancro), Diaporthe spp., Alternaria tenuissima, Phomopsis vaccinii 

(pudrición de la fruta), Hainesia lythri, Pestalotiopsis clavispora, Aspergillus 

spp. y Penicillium spp. (21,22).  

2.3.​Levaduras biocontroladoras 

Las levaduras son microorganismos que han demostrado un excelente 

comportamiento como antagonistas de hongos fitopatógenos. Son un grupo 

de hongos eucariotas y la mayoría se reproduce por gemación, lo que hace 

que la levadura sea idónea para ejercer un control biológico, pues debe ser 

estable genéticamente, tener requisitos nutricionales relativamente simples, 

tener eficacia en diferentes condiciones ambientales, y ser versátil, es decir 

funcionar como antagonista contra diferentes patógenos (23). Desde el 

descubrimiento del potencial de las levaduras como agentes de biocontrol, 
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se ha analizado a profundidad cómo se podría desarrollar bioplaguicidas a 

base de levaduras (24).  

Este tipo de microorganismo puede tener diferentes mecanismos de acción 

frente a patógenos, entre ellos se encuentran: competencia por espacio y 

nutrientes, producción de compuestos orgánicos volátiles (COV) y 

producción de toxinas e inducción de resistencia al huésped (24). Con 

relación a la aplicación de las levaduras, se ha reportado que como método 

preventivo es mucho más eficaz que como tratamiento curativo (25). 

Adicionalmente, algunos investigadores recomiendan que se deben 

incrementar los ensayos a nivel in vivo con el fin de demostrar su eficacia, 

probar que no sea un producto tóxico, para poder comercializarlo y que sea 

aceptado en las industrias y por los cultivadores (26). 

A pesar de haber 72 especies de levaduras reportadas como 

biocontroladores de Botrytis cinerea (10),  solamente se han identificado  

las levaduras Filobasidium sp. y Sporobolomyces sp. en Estados Unidos en 

plantas de arándano (27).  

2.4.​Antagonismo in vitro 

El antagonismo in vitro es el enfrentamiento de dos o más microorganismos 

para evaluar y observar la inhibición o reducción de crecimiento y 

determinar el microorganismo con potencial para controlar al otro en medios 

de cultivo (28). Se han logrado identificar diferentes microorganismos que 

tienen la característica de ser antagonistas contra algunos patógenos, entre 

ellos bacterias, hongos y levaduras; se podría considerar que las levaduras 

tienen ventajas sobre otras especies de microorganismos debido a que los 

requerimientos nutricionales son simples y no son tóxicos para el hombre, 

siendo opción como control biológico (29). 

2.5.​Identificación fenotípica y genotípica  
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La identificación fenotípica de hongos consta de características 

macroscópicas por el aspecto de las colonias, microscópicas con claves 

dicotómicas y según sus perfiles metabólicos, este último tiene un método 

de identificación rápida de pruebas bioquímicas denominado índice de perfil 

analítico o Analytical Profile Index (API) en donde al inocular los 

microorganismos, metabolizan los sustratos que generan viraje de color y 

se interpretan después de la inoculación. Los resultados obtenidos generan 

un perfil numérico y se comparan con bases de datos establecidos (30,31).  

La identificación genotípica es el resultado de la extracción y secuenciación 

del ADN obtenido mediante el método de PCR o reacción en cadena de la 

polimerasa, que es una técnica de biología molecular que se basa en 

amplificar un fragmento específico de ADN de una matriz generando 

millones de copias por medio de una enzima polimerasa termoestable (32). 

Y el fragmento o región a amplificar para la identificación de ADN de 

hongos es Internal Transcribed Spacer (ITS) que es una región del ADN 

nuclear (ADNnr), que comprende la región ITS1 e ITS2, que están 

separados por el gen 5.8S(33).  

3.​ DISEÑO METODOLÓGICO  

El presente estudio es de enfoque cualitativo con un alcance semicuantitativo. 

Es cualitativo ya que busca evaluar la acción antagónica in vitro de 

aislamientos de levaduras frente a hongos filamentosos fitopatógenos. 

Asimismo, posee un componente semicuantitativo debido a que se mide 

numéricamente a través del Porcentaje de Inhibición del Crecimiento Radial 

(PICR).  

3.1.​Universo, población, muestra   

Universo: Cultivos de arándanos ubicado en Cundinamarca 
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Población: Tejidos sanos y enfermos de plantas de arándano. Filósfera 

comprendida en tallo, hojas, inflorescencias, flor y fruto. Rizósfera comprendida en 

raíz. 

Muestra: Levaduras epífitas de tejidos sanos de arándano, y hongos posibles 

fitopatógenos aislados de tejidos enfermos de arándano.     

3.2.​Hipótesis, variables, indicador 

Hipótesis nula: Las levaduras no tienen acción antagónica in vitro contra los 

hongos fitopatógenos encontrados en el arándano.  

Hipótesis alternativa: Las levaduras tienen la capacidad antagónica in vitro de 

hongos fitopatógenos del arándano. 

Variables dependientes:  

Capacidad antagónica de las levaduras.  

Características fenotípicas y genotípicas de las levaduras.  

Variables independientes:  

Partes de las plantas para la obtención de aislamientos.  

Técnicas de enfrentamiento dual.  

Medios de cultivo para evaluar la capacidad antagónica.  

Temperatura y tiempo de incubación.  

Método de caracterización genotípica para identificar levaduras.  

Indicador: El Porcentaje de Inhibición de Crecimiento Radial (PICR) teniendo en 

cuenta la siguiente fórmula: 

  𝑃𝐼𝐶𝑅 = (𝑅1−𝑅2)
𝑅1  ×100 

Donde R1 es el radio del hongo fitopatógeno control y R2 es el radio del hongo 

fitopatógeno en enfrentamiento con la levadura antagonista.  
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3.3.​Selección de hongos  
Levaduras epífitas observadas y caracterizadas microscópicamente por 

tinción de gram y azul de lactofenol. Se descartaron las colonias 

bacterianas.  

Hongos filamentosos posibles fitopatógenos identificados por claves 

dicotómicas, se descartaron hongos que se consideran ambientales y 

micelios sin rasgos morfológicos característicos considerados como 

“micelio estéril”. 

3.4.​Técnicas y procedimientos.  

3.4.1.​ Recolección de muestras:  

Se visitaron 28 fincas de producción de arándano en el altiplano 

cundiboyacense, solamente en 8 permitieron la recolección de muestras 

con restricciones de información establecidas por los productores. Por esta 

razón, la recolección no fue uniforme entre predios. Se obtuvieron muestras 

de diferentes tejidos vegetales, incluyendo hojas, tallos y frutos. La 

distribución de los puntos de muestreo y las características de las muestras 

recolectadas se presentan en la Tabla 1.  

Tabla 1. Fincas de muestreo, ubicación y tipo de muestra 

N° FINCA O VIVERO UBICACIÓN TIPO DE MUESTRA OBTENIDA 

1 Arándanos del Monte: Finca La 
Esperanza 

Gama - 
Cundinamarca 

Tallos, hojas, frutos 
(1 planta) 

2 Arándanos El Oasis Chocontá, 
Cundinamarca 

Tallos y hojas 
(1 planta) 

3 Finca El Lago Arándano Guasca, 
Cundinamarca 

Tallos, hojas y frutos enfermos 
(1 planta) 

4 Finca Viro San Francisco 
Arándanos 

Guasca, 
Cundinamarca 

Tallos, hojas y frutas 
( 1 planta) 

 
5 

Grangea: Granja orgánica Integral Tabio, 
Cundinamarca 

Aportaron las muestras – Finca 
del Convenio 

(Partes sanas y enfermas en 10 
plantas) 
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6 Arándanos Huerta Montechelo Subachoque, 
Cundinamarca 

Frutos empacados (Compra) 
(1 caja de 1 libra) 

7 Arándanos Arantina Usaquen, Bogotá Frutos empacados (Compra) 
(1 caja de 1 libra) 

8 Arándanos de la Sabana Chía, 
Cundinamarca 

Tallos, hojas y frutas 
( 1 planta) 

 

Se clasificaron los tejidos vegetales en filósfera (tallo, hoja, flor, 

inflorescencia y fruto) y raíz de la planta. Cada tejido se categorizó en sano 

y enfermo, según los criterios de signos y síntomas de enfermedad por 

hongos filamentosos: 

●​ Hojas con presencia de halos cloróticos y necróticos definidos, y signos 

en el haz y envés de esta.  

●​ Tallos con coloración oscura distintiva en el corte transversal. 

●​ Flores y frutos con observación de micelio. 

●​ Raíces con coloraciones oscuras al corte transversal.   

●​ Los tejidos sanos se consideraron con ausencia de signos y síntomas. 

Cada tejido se guardó en bolsas ziploc y se rotuló con el nombre de la 

planta, el tipo de tejido, especificando si se trataba de tejido sano o 

enfermo, procedencia geográfica y fecha. 

 
Figura 1. Toma de muestras A. Muestreo de tejido de planta de arándano. B. Cultivo de plantas de arándano. 

C. Planta de arándano. D. Transporte de muestras. E. Rotulado de muestras 
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3.4.2.​ Lavado, desinfección y siembra de muestras   

El tejido enfermo se ubicó en un área estéril, se desinfectó sumergiéndose 

en etanol al 70%, hipoclorito de sodio al 2% y finalmente se realizaron dos 

lavados con agua destilada estéril, cada procedimiento con las diferentes 

soluciones se efectúo durante dos minutos.  

El tejido sano, de igual manera, se dispuso en un área estéril, se lavó con 

agua destilada estéril y se dejó en frasco Scott con una solución de Tween 

80 al 0,5%, posteriormente se colocó en un agitador a 100 rpm durante 30 

minutos.  

Para ambos procedimientos se utilizaron medios de cultivo sólidos Agar 

Sabouraud, PDA y Agar Rosa de Bengala. Los tejidos enfermos se 

sembraron directamente en los agares después del lavado y desinfección, 

mientras que en los tejidos sanos se sembró 100 μL de la solución. Tras 

este proceso, se incubaron los medios de cultivo de tejidos sanos a 28°C 

por 24 horas y los medios de cultivo con tejido enfermo a 28°C por 7 días. 

 

Figura 2. Tejidos de planta de arándanos A. Tallos e inflorescencias. B. Hojas. C. Frutos y flores. D 

Raíz. Fuente: Elaboración propia 

 



25 
 
 

 

Figura 3. Elementos y procedimientos de lavado de muestras. A. Soluciones de lavado para tejido 

enfermo. B. Soluciones de lavado para tejido sano. C. Lavado de raíz. D. Lavado de tallo. E. Lavado 

de hojas. F. Lavado de flores e inflorescencias. G. Lavado de frutos. H. Agitación de tejidos sanos en 

soluciones con Tween 80. I. Tejidos sanos en soluciones con Tween 80. Fuente: Elaboración propia 

 

 

Figura 4. Medios de cultivo. A. Preparación. B. Incubación después de tejidos y soluciones sembradas. 

C.PDA. D. Agar Sabouraud. E. Agar Rosa de Bengala. Fuente: Elaboración propia 

3.4.3.​ Pruebas bioquímicas API para la identificación de levaduras.  

Se utilizaron las galerías de API® 20 C AUX de la casa comercial 

bioMérieux y se realizó el procedimiento como indicó el inserto. 

Posteriormente, en la hoja de resultados se determinó el perfil numérico y 

se comparó con el porcentaje de positividad de la tabla de identificación. 

3.4.4.​ Antagonismo dual in vitro  
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Luego de la identificación fenotípica de levaduras antagónicas y hongos 

filamentosos fitopatógenos, se realizó el enfrentamiento de estos 

microorganismos en medios de cultivo Agar Sabouraud.  Se colocaron las 

muestras así:  Se dividió por la mitad la caja de Petri con el medio sin 

romper el agar, y se coloca en la región central un plug de 6 mm del hongo 

filamentoso y en la otra parte se sembró masivamente la levadura 

antagónica. Cada hongo filamentoso contó con un control de crecimiento, el 

plug de hongo se colocó en la mitad de la caja para realizar la medición del 

diámetro de crecimiento. La evaluación se comparó mediante el crecimiento 

radial (cm) del hongo filamentoso frente crecimiento radial con antagonistas, 

teniendo en cuenta 3 mediciones del micelio en cada repetición, y de cada 

enfrentamiento se realizaron tres repeticiones. Previo al análisis, se calculó 

la media y la desviación estándar. Asimismo, se calculó el porcentaje de 

inhibición de crecimiento radial (PICR). 

3.4.5.​      Identificación molecular de hongo Botrytis spp. y levaduras 

Para la identificación molecular de levaduras y hongos con características 

del género Botrytis se hizo transferencia de levaduras en caldo 

Luria-Bertani (LB) y se incubaron a 28°C por 24 horas en agitación 

constante. Para la extracción de ADN se aplicó la metodología de “boiling 

lysis”, siguiendo el protocolo de “células en ebullición” propuesto por Araújo 

et al. (34, 35). Después del procedimiento, se evaluó la pureza y la 

integridad de las extracciones de ADN mediante espectrofotometría con el 

sistema NanoDrop (Thermo Scientific), siguiendo los parámetros de 

absorbancia A260/280, A260/230 y la concentración de la matriz por ng/µL.  

La técnica que se utilizó para la identificación de ADN fue PCR de punto 

final.  Las reacciones se llevaron a cabo con productos de QuantaBio 

Acustart II que indicaron la concentración de los reactivos, el volumen final 

deseado y los parámetros de amplificación con el uso de termociclador, 

para los primers específicos de hongos se utilizaron las regiones ITS1 e 
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ITS4 que anteriormente se han incorporado en otros estudios. La 

amplificación se confirmó al usar electroforesis de gel agarosa al 1% con el 

intercalante de bromuro de etidio, evidenciándose en cada matriz la 

presencia de una única banda, bien definida y correspondiente al tamaño 

del amplicón sin observarse dímeros de primers y productos inespecíficos. 

Tabla 2. Primers para la amplificación de región ITS de hongos. Fuente: 

Elaboración propia basada en la literatura referenciada (33). 

Gen Región Secuencia del primer (5’ – 3’) Tamaño 
(pb) 

G-C 
(%) 

TM 
(°C) 

Tamaño 
promedio de 
amplicón (pb) 

SSU ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 19 63.16 61.64 500-600 

LSU ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 20 45.00 55.09 

 

Los productos de PCR de la región ITS fueron secuenciados en Macrogen 

(Korea), las secuencias obtenidas se editaron con el programa Chromas 

2.6.6 (Technelysium, Australia). Las secuencias editadas fueron 

comparadas con la base de datos “nr” de nucleótidos del Genbank 

mediante el algoritmo BLASTn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi/). 

Como control positivo de PCR y de secuenciación se utilizó la cepa Botrytis 

cinerea ATCC 36635 proporcionada por el docente Jesús David Rueda 

Villabona, obtenida previamente por la Universidad Industrial de Santander.  

4.​ RESULTADOS 

4.1.​Aislamiento de levaduras a partir de tejido vegetal  

En la presente investigación, se recuperaron 14 microorganismos con aspecto 

cremoso y mucoso, al confirmar su morfología con tinción de gram y azul de 

lactofenol, se identificaron que 8 eran levaduras. De los cuales, 4 tenían aspecto 

blanco cremoso y 4 de aspecto rosa mucoide. Así mismo, se identificó que 7 se 

aislaron de fruto y 1 de raíz. No se recuperaron levaduras en flores, 

inflorescencias y tallo. En la tabla 2 se observan los resultados descritos. 

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


28 
 
 

Tabla 2. Crecimiento de microorganismos levaduriformes primer aislamiento. 

Elaboración propia 

Tejido  Código 
inicial 

Tipo de 
Microorganis
mo 

Código 
asignado  

Observación 
macroscópica 

Observación 
microscópica 

Raíz 001 Bacteria Eliminada   

Hoja 002 Bacteria Eliminada   

Tallo 003 Bacteria Eliminada   

Fruto con 
signos 

004 Levadura 01 

 

Figura 5. Colonias blancas 
cremosas.  

 

Figura 6. Observación 
microscópica 100x.  

Fruto con 
signos 

005 Levadura 02 

 

Figura 7. Colonias blancas 
cremosas.  

 

Figura 8. Observación 
microscópica 100x. 

Fruto con 
signos  

006 Levadura 03 

 

Figura 9. Colonias blancas 
cremosas.  

 

Figura 10. Observación 
microscópica 100x.  
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Raíz 007 Levadura 04 

 

Figura 11. Colonias rojas 
mucoides.  

 

Figura 12. Observación 
microscópica 100x.  

Fruto sano 008 Levadura 05 

 

Figura 13. Colonias rojas 
mucoides.  

 

Figura 14. Observación 
microscópica 100x.  

Fruto sano 009 Bacteria Eliminada   

Fruto sano 010 Bacteria Eliminada   

Fruto sano 011 Levadura 06 

 

Figura 15. Colonias rojas 
mucoides.  

 

Figura 16. Observación 
microscópica 100x.  

Fruto sano 012 Levadura 07 

 

Figura 17. Colonias blancas 
cremosas.  

 

Figura 18. Observación 
microscópica 100x.  

Fruto sano 013 Bacteria Eliminada   
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Fruto sano 014 Levadura 08 

 

Figura 19. Colonias rojas 
mucoides. 

 

Figura 20. Observación 
microscópica 100x. 

 

4.2.​Aislamiento e identificación de hongos filamentosos de tejido vegetal 
con signos y síntomas de enfermedad 

Se recuperaron 10 hongos posibles fitopatógenos que se presentaban en los 

tejidos con signos y síntomas de enfermedad, al realizar la identificación 

dicotómica de cada uno, se clasificaron 4 hongos como fitopatógenos, en donde 1 

se recuperó de tallo, 1 de raíz, 1 de hoja y 1 de fruto. En la tabla 3 se presenta la 

recuperación de hongos filamentosos posibles fitopatógenos que fueron 

identificados por claves dicotómicas. 

Tabla 3. Aislamiento e identificación de hongos filamentosos por claves 

dicotómicas. Elaboración propia 

Tejido Código 
inicial 

Tipo de 
Microor
ganismo 

Código 
asignado  

Observación macroscópica Observación 
microscópica 

Género 

Anverso Reverso 

Tallo 001 Hongo 
filamento
so 

001 

 

Figura 21. Colonia 
blanca aterciopelada 

anverso 

Figura 22. 
Colonia blanca 

reverso 

 

Figura 23. Hifas 
hialinas septadas 
con presencia de 
macroconidios y 

microconidios 40X 

 

Fusarium 
spp. 
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Tallo 002 Hongo 
filamento
so 

Eliminado  

 

Figura 24. Colonia 
blanca algodonosa 

anverso 

 

Figura 25. 
Colonia blanca 

reverso Figura 26. Hifas 
hialinas sin 

presencia de 
estructuras 

reproductivas 40X 

Micelio estéril 

Hoja 003 Hongo 
filamento
so 

Eliminado 

 

Figura 27. Colonia 
de aspecto polvoso 

con coloración verde 
en la periferia y café 
en la zona central   

Figura 28. 
Colonia sin 

pigmentación en 
reverso  

Figura 29. 
Conidióforos con 

presencia de 
cabeza aspergilar 

40X 

Aspergillus 
spp. 

Fruto  004  Eliminado  

 

Figura 30. Colonia 
blanca algodonosa 
con presencia de 

pústulas  

Figura 31. 
Colonia blanca 

en reverso  Figura 32. Hifas 
hialinas septadas 
con presencia de 

conidióforos 
ramificados, 

fiálides y conidios 
subglobosos 

agrupados en el 
ápice de las fiálides 

en 40X  

Trichoderma 
spp. 
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Raíz 005  002 

 

Figura 33. Colonia 
blanca aterciopelada 

anverso  

Figura 34. 
Colonia café 

reverso  Figura 35. Hifas 
hialinas septadas 
con ramificaciones 
en ángulos de 90° 

en 40X.  

Rhizoctonia 
spp. 

Hoja 006  Eliminado    Rhizopus 
spp. 

Hoja 007  Eliminado    Rhizopus 
spp. 

Hoja 008  Eliminado    Rhizopus 
spp.  

Hoja 009  003 

 

Figura 36. Colonia 
café aterciopelada 

anverso 

 

Figura 37. 
Colonia café 

oscuro reverso  Figura 38. Hifas 
dematiáceas 

septadas, 
presencia de 

macroconidios con 
septos 

transversales que 
se forman a partir 
de conidióforos 

40X  

Curvularia 
spp. 
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Fruto 010  Botrytis 
cinerea 

 

Figura 39. Colonia 
blanca a gris 

algodonosa anverso. 

Figura 40. 
Colonia blanca 

reverso.  

 

Figura 41. Hifas 
hialinas septadas, 

conidióforos 
ramificados y 

conidias ovaladas 
agrupadas en el 

extremo, formando 
estructuras en 

“racimos de uva” 
40X 

Botrytis 
cinerea 

 

4.3.​Identificación fenotípica de levaduras antagónicas 

De las levaduras recuperadas de los tejidos de plantas de arándanos, se les 

realizó pruebas bioquímicas donde se evaluaron de acuerdo con el patrón de 

asimilación de sustratos, teniendo en cuenta la tabla de identificación (Anexo 1), 

siendo las levaduras 01, 02 y 03 concordando con Kloeckera spp. Las levaduras 

04 y 08 con Rhodotorula mucilaginosa 1. Levadura 05 con Rhodotorula 

mucilaginosa 2. Levadura 06 con Rhodotorula glutinis y levadura 07 con Candida 

guilliermondii (Tabla 4) (Anexo 2). 



34 
 
 

Tabla 4. Resultados de pruebas bioquímicas API de levaduras  

Cepa 
ID 

Perfil API ID preliminar ID asignada 
0 GLU GLY 2KG ARA XYL ADO XLT GAL INO SOR MDG NAG CEL LAC MAL SAC TRE MLZ RAF 

Hifa/P
seudo
hifa 

Lev 
01 

2100200 Kloeckera 
spp. 

Kloeckera 
spp. 1 - + - + - - - - - - - - - + - - - - - - - 

Lev 
02 

2100200 Kloeckera 
spp. 

Kloeckera 
spp. 2 - + - + - - - - - - - - - + - - - - - - - 

Lev 
03 

2100200 Kloeckera 
spp. 

Kloeckera 
spp. 3 - + - + - - - - - - - - - + - - - - - - - 

Lev 
04 

2410022 Rhodotorula 
mucilaginosa 
1 

Rhodotoru
la spp. 1 - + - - - + + - - - - - - - - - + - - + - 

Lev 
05 

2670073 Rhodotorula 
mucilaginosa 
2 

Rhodotoru
la spp. 2 - + - - + + + + + - - - - - - + + + + + - 

Lev 
06 

2142073 Rhodotorula 
glutinis  

Rhodotoru
la spp. 3 - + - + - - - - + - + - - - - + + + + + - 

Lev 
07 

6776373 Candida 
guilliermondii 

Meyerozy
ma 
guilliermo
ndii 

- + + + + + + + + - + + + + - + + + + + - 

Lev 
08 

2010022 Rhodotorula 
mucilaginosa 
1 

Rhodotoru
la spp. 4 - + - - - - + - - - - - - - - - + - - + - 
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Se determinó que Lev 01, 02 y 03 asimilaron la D-glucosa y 2-ceto-gluconato 

cálcico y la D-celobiosa, donde en la tabla de identificación se clasifica como 

Kloeckera spp. 1, 2 y 3 respectivamente. En cuanto a Lev 04, asimiló D-glucosa, 

D-xilosa, adonitol, D- sacarosa y D-rafinosa, donde en la tabla de identificación se 

clasifica como Rhodotorula mucilaginosa 1 y en este trabajo se denominó 

Rhodotorula spp. 1. 

Lev 05, asimiló los carbohidratos D-glucosa, L-arabinosa, D-xilosa, adonitol,xilitol, 

D-galactosa, D-maltosa, D-sacarosa, D-trehalosa, D-melezitosa y D-rafinosa, 

donde la tabla le confiere el nombre a Rhodotorula mucilaginosa 2 y en este 

trabajo se denominó Rhodotorula spp.2. Por otro lado, Lev 06 asimiló D-glucosa, 

2-ceto-gluconato cálcico, D-galactosa, D-sorbitol D-maltosa, D-sacarosa, 

D-trehalosa, D-melezitosa y D-rafinosa, donde en la tabla de identificación se 

denomina Rhodotorula mucilaginosa 2 y en este proyecto se le nombró 

Rhodotorula spp. 3. Lev 07 asimiló D-glucosa, glicerol, 2-ceto-gluconato cálcico, 

L-arabinosa, D-xylosa, adonitol, xilitol, D-galactosa, D-sorbitol, 

Metil-alfaD-glucopiranosida, N-acetil-glucosamina, D-celobiosa, D-maltosa, 

D-sacarosa, D-trehalosa, D-melezitosa y D-rafinosa, donde en la tabla de 

identificación se nombra como Candida guilliermondii, y teniendo en cuenta la 

actualización de su nombre en la base de datos Index Fungorum(36), en este 

trabajo se denominó Meyerozyma guilliermondii. Y Lev 08 asimiló D-glucosa, 

adonitol, D- sacarosa y D-rafinosa, preclasificada como Rhodotorula mucilaginosa 

2 y en este trabajo se denominó Rhodotorula spp. 4.  

4.4.​Antagonismo in vitro de levaduras frente a hongos fitopatógenos  

Para el enfrentamiento de levaduras frente a hongos fitopatógenos, se presentan 

los gráficos e imágenes de los mejores tres enfrentamientos de levaduras frente a 

cada uno de los hongos fitopatógenos.  
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Figura 42. Enfrentamientos contra Botrytis cinerea ATCC 36635 A. Gráfico de barras con porcentajes de 

inhibición radial. B. Mejor antagonismo C. Segundo mejor antagonismo. D. Tercer mejor antagonismo 

La evaluación antagónica de Botrytis cinerea ATCC 36635 frente a las levaduras 

muestra que con Rhodotorula spp. 3 tuvo menor crecimiento con un 91,6% de 

inhibición, el segundo mejor antagonismo fue contra Rhodotorula spp. 2 con un 

68,52% de inhibición y el tercer mejor antagonismo frente a Kloeckera spp. con un 

63,7% de inhibición.  

 

Figura 43. Enfrentamientos contra Botrytis spp. nativo A. Gráfico de barras con porcentajes de inhibición 

radial. B. Mejor antagonismo C. Segundo mejor antagonismo D. Tercer mejor antagonismo  

Para la evaluación antagónica de Botrytis cinerea nativo frente a las levaduras, se 

muestra que con Rhodotorula spp. 4 tuvo menor crecimiento con un 52,94% de 

inhibición, el segundo mejor antagonismo fue contra Meyerozyma guilliermondii 
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con un 43,7% de inhibición y el tercer mejor antagonismo frente a Rhodotorula 

spp. 3 con un 40,25% de inhibición.  

 

Figura 44. Enfrentamientos contra Fusarium spp. A. Gráfico de barras con porcentajes de inhibición radial. B. 

Mejor antagonismo C. Segundo mejor antagonismo D. Tercer mejor antagonismo 

La evaluación antagónica de Fusarium spp. frente a las levaduras muestra que 

con Rhodotorula spp. 4 tuvo menor crecimiento con un 37,59% de inhibición, el 

segundo mejor antagonismo fue contra Meyerozyma guilliermondii con un 25% de 

inhibición y el tercer mejor antagonismo frente a Rhodotorula spp.1 con un 22,78% 

de inhibición.  
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Figura 45. Enfrentamientos contra Rhizoctonia spp. A. Gráfico de barras con porcentajes de inhibición radial. 

B. Mejor antagonismo C. Enfrentamiento con Rhodotorula spp 3. D. Enfrentamiento con Rhodotorula spp. 2  

En la evaluación antagónica de Rhizoctonia spp. frente a las levaduras muestra 

que con Meyerozyma guilliermondii tuvo menor crecimiento con un 20,37% de 

inhibición, el segundo enfrentamiento fue contra Rhodotorula spp. 3 con un 

19,75% de inhibición y el tercer enfrentamiento fue contra Rhodotorula spp. 2 con 

un 16,42 % de inhibición.  

 

Figura 46. Enfrentamientos contra Curvularia spp. A. Gráfico de barras con porcentajes de inhibición radial. B. 

Mejor antagonismo C. Segundo mejor antagonismo. D. Tercer mejor antagonismo  

La evaluación antagónica de Curvularia spp. frente a las levaduras muestra que 

con Rhodotorula spp. 4 tuvo menor crecimiento con un 45,78% de inhibición, el 

segundo mejor antagonismo fue contra Kloeckera spp. con un 43,7% de inhibición 

y el tercer mejor antagonismo frente a Rhodotorula spp. 3 con un 38,37% de 

inhibición.  

4.5.​Identificación molecular de levaduras antagónicas y hongos del 
género Botrytis 

Para las pruebas de identificación molecular, se escogieron los resultados que se 

indican en verde en el Anexo 4. También se realizó extracción de ADN del control 

positivo Botrytis cinerea ATCC 36635 y Botrytis cinerea nativo aislado del tejido 

enfermo de arándano.  
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Figura 47. Electroforesis de PCR punto final. A. Levaduras 01, 02, 03, 05, 06, 07. B. Levadura 04. C. Levadura 

08 y Botrytis cinerea Nativo 

A continuación, se presentan las características de las secuencias obtenidas de la 

región ITS y la identificación obtenida por BLASTn, cuyo porcentaje de identidad 

fue mayor al 98% y el porcentaje de cobertura mayor al 85%. 

Tabla 5. Características de las secuencias obtenidas.  

ID Muestra  Microorganismo 
identificado  

Longitud  (pb) Contenido GC 
(%)  

Secuencia completa 
(Ubicación)  

Botrytis cinerea 
ATCC 36635 

Botrytis cinerea 372  45% Ver Anexo 8 . Sec 1 

Botrytis cinerea 
nativo 

Botrytis cinerea 385  45% Ver Anexo 8 Sec 2 

Kloeckera spp. 1 Hanseniaspora 
spp. 

522 33% Ver Anexo 8. Sec 3 
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Kloeckera spp. 2 Hanseniaspora 
spp.  

563 33% Ver Anexo 8. Sec 4 

Kloeckera spp. 3.  Hanseniaspora 
spp.  

641 34% Ver Anexo 8. Sec 5 

Rhodotorula spp. 1 Rhodotorula spp.  539 42% Ver Anexo 8. Sec 6 

Rhodotorula spp. 2 Rhodotorula spp. 508 43% Ver Anexo 8. Sec 7 

Rhodotorula spp. 3 Rhodotorula spp.  508 43% Ver Anexo 8. Sec 8 

Meyerozyma 
guilliermondii 

Meyerozyma 
guilliermondii  

519 42% Ver Anexo 8. Sec 9 

Rhodotorula spp. 4 Rhodotorula spp.  554 42% Ver Anexo 8. Sec 10 

 

5.​ DISCUSIÓN  

Si bien, hay estudios que identifican el microbioma de Vaccinium corymbosum, en 

donde la mayoría está enfocado a la parte radicular de la planta debido a la 

captación de nutrientes por parte del arbusto para poder crecer. No hay estudios 

exhaustivos que mencionen el microbioma de toda la estructura de la filósfera de 

plantas de arándanos específicamente en un contexto colombiano, dada la 

variabilidad de los cultivos teniendo en cuenta las condiciones edafoclimáticas y 

los elementos para su cuidado, como el uso de fertilizantes o control químico que 

pueda cambiar ese microbioma.  

En la presente investigación, se encontró mayor prevalencia de levaduras en los 

frutos. En general, se ha identificado mayor prevalencia de levaduras en frutos que 

en el resto de las partes de plantas de diferentes cultivos como Sperandio et al., 

donde demuestran que la densidad poblacional de levaduras es mayor en frutos 

que en hojas en plantas de Sabicea brasiliensis y Anacardium humile (37); Jones 

et al. (38) demostraron mayor abundancia de levaduras en frutos de bayas 

especialmente los maduros de fresa, cereza, frambuesa y arándano, y Chacón et 

al. (39), que para aislar posibles biocontroladores frente a Botrytis cinerea y 

Alternaria alternata en Vaccinium corymbosum, encontraron mayor población de 

levaduras en frutos que en flor, esa prevalencia en frutos  puede ser debido a las 
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propiedades nutricionales en comparación con el resto de la filósfera 

hospedándose un mayor consorcio (40). 

Del mismo modo, también se identificaron levaduras en frutos con signos y 

síntomas de enfermedad, aunque el lavado inicialmente tuvo como objetivo la 

recuperación de hongos posibles fitopatógenos, porque estos microorganismos 

ingresan por acción mecánica o por sus estructuras y se hospedan dentro del 

tejido, también se pueden aislar microorganismos endófitos que hacen parte del 

microbioma de la planta. Así mismo, el estudio de Sánchez et al., recuperaron 

microorganismos en la carposfera de manzanas, donde encontraron mayor 

cantidad microorganismos epífitos que endófitos (41). 

Para el aislamiento de hongos fitopatógenos, se tuvieron en cuenta los signos y 

síntomas de enfermedad que presentaban los tejidos y las claves dicotómicas de 

los hongos, donde se recuperó Botrytis cinerea nativo debido a la aparición del 

micelio en los frutos, además se ha demostrado que Botrytis cinerea puede 

ingresar al tallo generando marchitamiento y muerte de la planta. Botrytis cinerea 

no solo ataca a la planta del arándano, sino que este hongo es considerado el 

segundo fitopatógeno más prevalente a nivel mundial, generando pérdidas en 

diferentes cultivos especialmente las consideradas bayas (42).  

También, se recuperó Fusarium spp. considerado como fitopatógeno por generar 

enfermedad vascular reduciendo la capacidad para translocar agua y nutrientes 

ocasionando marchitamiento y finalmente la muerte en diferentes cultivos (43), 

Rhizoctonia spp. se ha detectado como fitopatógeno en diferentes cultivos 

generando necrosis radicular (44). Curvularia spp. no se ha reportado como 

fitopatógeno de plantas de arándano en Colombia, sin embargo, se ha identificado 

como causante de necrosis en tallos y mancha foliar (45,46). 

En la recuperación de hongos, también se identificó Trichoderma spp. que puede 

deberse al uso de biofungicidas a base de este microorganismo o que hace parte 

del microbiota nativo de la planta y no genera ninguna patología (47). Se 

recomienda evaluar el efecto antagónico con las levaduras que pueden ser 
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candidatas a controles biológicos para evaluar posibles interferencias con el 

implemento de controles biológicos entre sí. También, se recuperaron otros 

hongos como Aspergillus spp. y Rhizopus spp. que se consideraron como hongos 

saprófitos ambientales que pueden aparecer en postcosecha debido al deterioro 

natural del fruto. 

En las pruebas bioquímicas API, se tomó en cuenta la asimilación de NAG 

(N-acetil-glucosamina) debido a la capacidad de generar enzimas hidrolíticas 

como quitinasas y que pueden degradar la pared celular de los hongos 

filamentosos (48), por tanto, es un componente para lisar el hongo. Del mismo 

modo, se identificaron las levaduras que presentaban un amplio espectro de 

asimilación de carbohidratos que pueden limitar el crecimiento de otros 

microorganismos por la competición de nutrientes (49). Otra característica de 

levaduras posibles biocontroladoras, es la producción de compuestos volátiles 

(COV) en donde se tuvo en cuenta la asimilación de xilitol (XLT), adonitol (ADO) y 

sorbitol (SOR) que al metabolizarse pueden generar ésteres y alcoholes los cuales 

inhiben el crecimiento micelial de hongos, germinación de esporas y la producción 

de micotoxinas (50). De igual manera, se consideró la producción de pigmento de 

los microorganismos del género Rhodotorula spp. los cuales son producto de los 

carotenoides que se han descrito como posibles antifúngicos importantes para el 

biocontrol (51). En ese sentido, en este estudio se evidenció que las levaduras que 

tuvieron mayor asimilación de carbohidratos fueron Meyerozyma guilliermondii 

seguido de Rhodotorula spp. 2.   

Tras la evaluación de la acción antagónica de levaduras frente a hongos 

fitopatógenos, se evidenció que Botrytis cinerea nativo a diferencia de Botrytis 

cinerea ATCC 36635 tuvo mayor crecimiento en los enfrentamientos. Abbey et al. 

sustenta esta idea al evaluar la resistencia de Botrytis cinerea en cultivos de 

arándano en Michigan que han generado resistencia a fungicidas como a la 

piraclostrobina y boscalid (52). La levadura que más inhibió el crecimiento frente a 

Botrytis cinerea nativo fue Rhodotorula spp. 4 y se observó que hubo menor 

cantidad de crecimiento de micelio en el lado que se encuentra la levadura, así 
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Zapata et al. mencionan que Rhodotorula mucilaginosa es una alternativa en 

control biológico de Botrytis cinerea en cultivos de Uchuva (53). Asimismo, 

González et al. demostraron que al usar Rhodotorula mucilaginosa frente a 

Botrytis en una presentación de polvo seco para manzanas, redujo el crecimiento 

en un 94,8% y tuvo mejor eficacia que otro producto comercial que contenía 

Trichoderma spp. que inhibió en menor medida a Botrytis cinerea con un 44,4% 

(54). También se encontró como segundo mejor antagonista de Botrytis cinerea a 

Meyerozyma guilliermondii donde se evidencia que Botrytis cinerea nativo tiene 

una respuesta de defensa por el mayor contenido de micelio en el lado que se 

encuentra la levadura, no obstante, no es suficiente para atacar a la levadura, 

como lo menciona Ding et al. Esto puede ser efecto de la producción de COV por 

parte de Meyerozyma guilliermondii y otros mecanismos de defensa como la 

secreción de metabolitos difusibles, competencia por nutrientes y espacio (55).  

Fusarium spp. tuvo mayor inhibición con Rhodotorula spp. 4 que concuerda con 

Mohamed et al. que evaluaron el antagonismo in vivo de levaduras frente a 

Fusarium spp. en plantas de tomate e identificaron que, de las 11 levaduras 

recuperadas, Rhodotorula mucilaginosa tuvo mayor efectividad en la inhibición de 

Fusarium spp. Además, Rhodotorula contribuyó con la reducción del 

marchitamiento causado por el estrés hídrico generado por Fusarium spp. (56). En 

segundo lugar, el mejor antagonismo contra Fusarium spp., fue con Meyerozyma 

guilliermondii en donde se observó la reducción de micelio alrededor de Fusarium 

spp.; Kthiri et al. han determinado que Meyerozyma guilliermondii no solo es 

antagonista frente a Fusarium spp. sino que también produce ácido indol-3-acético 

(IAA) que es una fitohormona que influye en el crecimiento de las plantas (57). 

En cuanto a Rhizoctonia spp., en todos los enfrentamientos tuvo crecimiento, sin 

embargo, se observó que con la levadura Meyerozyma guilliermondii hubo una 

inhibición del crecimiento del 20%, esto puede deberse a la habilidad de 

Meyerozyma de utilizar todos los componentes nutricionales entrando en 

competencia con Rhizoctonia spp. por los nutrientes (58). Para Curvularia spp. el 

menor crecimiento fue con Rhodotorula spp. 4 y Kloeckera spp. donde se presentó 
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inhibición del crecimiento micelial en la zona del medio de cultivo contigua a la 

levadura, sugiriendo que puede deberse a la capacidad de producción de COV por 

algunas levaduras (58) y de carotenoides por Rhodotorula spp.  que pueden 

actuar como antifúngicos (51).   

En los resultados obtenidos con PCR, se identificó en el programa BLASTn que 

las secuencias de las levaduras anteriormente clasificadas como Kloeckera spp. 

corresponden molecularmente como Hanseniaspora spp. Cadez et al. sustenta 

que tanto Hanseniaspora spp. y Kloeckera spp. hacen parte de un grupo 

monofilético, es decir, comparten un ancestro común, y Kloeckera spp. es la forma 

anamorfa dentro del género Hanseniaspora (59).  

Así mismo, al verificar la similitud de cada una de las secuencias de los 3 

aislamientos de las levaduras Hanseniaspora spp. la identidad entre cada una era 

del 100%, sin embargo, al buscar en BLAST hay una región específica que difiere 

de las otras Hanseniasporas reportadas en el banco genético con una variabilidad 

de 100pb (Anexo 9), por lo tanto, se considera importante realizar otros primers 

específicos para la determinación de diferentes Hanseniasporas y descartar o 

incluir una nueva especie de las levaduras del género Hanseniaspora.  

Al igual que las levaduras del género Rhodotorula spp. también se deben 

identificar con otros primers específicos para determinar el género y la especie 

para no inferir en la identificación de cada una. Por otro lado, Meyerozyma 

guilliermondii y el hongo fitopatógeno Botrytis cinerea nativo tuvieron una 

concordancia del 100% de cada una de sus secuencias lo que confirma su 

identificación.  

6.​      CONCLUSIONES 
 

1.​ A partir de plantas de arándano enfermas se pudieron aislar los siguientes 

hongos fitopatógenos: Fusarium spp., Curvularia spp., Rhizoctonia spp. y 

Botrytis cinerea. 
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2.​ Se logró recuperar 3 levaduras endófitas y 5 levaduras epífitas procedentes 

de plantas de arándanos, a las cuales se les realizaron pruebas 

bioquímicas y fueron identificadas como Kloeckera spp., Rhodotorula spp. y 

Meyerozyma guilliermondii.  

3.​ El aislamiento Rhodotorula spp. 4 presentó el mayor porcentaje de 

inhibición contra Botrytis cinerea 52,84%, contra  Fusarium spp. 37,59% y 

frente a Curvularia spp. 45,78%. El aislamiento de Meyerozyma 

guilliermondii presentó el mayor porcentaje de inhibición frente a 

Rhizoctonia spp. 20,37%. 

4.​ Se identificaron molecularmente 3 levaduras pertenecientes al género 

Hanseniaspora spp., 4 del género Rhodotorula spp. y una del género y 

especie Meyerozyma guilliermondii. 

5.​ Adicionalmente, se realizó una identificación del hongo fitopatógeno Botrytis 

cinerea que fue confirmada mediante métodos moleculares.  

7.​      RECOMENDACIONES  

●​ Estudiar el microbioma rizosférico y de la filósfera de Vaccinium 

corymbosum en el altiplano cundiboyacense.  

●​ Identificar hongos fitopatógenos por técnicas de biología molecular y 

comparar resistencia frente a fungicidas. 

●​ Identificar hasta especie todos los aislamientos de las levaduras 

consideradas posibles biocontroladoras.  

●​ Identificar los compuestos orgánicos volátiles (COV) que generan cada una 

de las levaduras posibles biocontroladoras.  

●​ Evaluar la acción de las levaduras posibles biocontroladoras aisladas en 

este estudio, frente a otros productos de control biológico a base de 

microorganismos en condiciones controladas. 

●​ Estudiar el impacto que ocasiona Botrytis cinerea en la salud pública. 
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9.​ ANEXOS 

Anexo 1 

Tabla de identificación de levaduras de API® 20 C AUX
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Anexo 2 

Resultado de las galerías de API® 20 C AUX 
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Anexo 3 

Protocolo de extracción de ADN “Boiling lysis” (34) 

1.​ Las muestras deben estar previamente aisladas en un medio fresco. Las 

levaduras se mantienen en tubos eppendorf con 500 μL de caldo LB (seguir 

paso 2), mientras que los hongos filamentosos pueden conservarse en 

medio sólido (seguir paso 3).  

2.​ Centrifugar a 10000 rpm por 5 minutos las muestras provenientes de 

medios de cultivo líquido y descartar sobrenadante (seguir paso 4).  

3.​ Recolectar el micelio del cultivo mediante raspado y transferirlo a un tubo 

eppendorf.  

4.​ Agregar a las muestras 500 μL de Tris-Etanol (TE). 

5.​ Colocar a 90°C por 30 minutos y mezclar muestra con vórtex. 

6.​ Centrifugar a 10000 rpm por 5 minutos.  

7.​ Recolectar sobrenadante a un tubo eppendorf nuevo.  

Anexo 4 

Resultados de cuantificación de ADN en Nanodrop de hongos y levaduras  

 Muestra [ ] ng/µL 260/280 260/230 HF Lev. 

1 01-1 29,12 1,81 0,74  x 

2 01-2 34,4 1,82 0,72  x 

3 02-1 138,5 1,45 0,55  x 

4 02-2 49,4 1,76 0,61  x 

5 03-1 35,3 1,78 1,45  x 

6 03-2 81,2 2,02 1,39  x 

7 04-1 6,5 1,68 0,44  x 

8 04-2 7,8 1,37 0,32  x 
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9 05-1 9,7 1,76 0,36  x 

10 05-2 12,7 1,84 0,58  x 

11 06-1 13,8 1,56 0,15  x 

12 06-2 6,3 1,52 0,21  x 

13 07-1 23,5 1,95 0,68  x 

14 07-2 30,1 1,75 0,62  x 

15 04-3 11,2 1,79 0,35  x 

16 04-4 9,2 1,59 31,75  x 

17 06-3 13,2 1,80 0,43  x 

18 06-4 13,4 1,82 0,42  x 

19 Botrytis Nativo- a 10,3 2,05 5,9 x  

20 Botrytis Nativo - b 17,9 1,84 1,12 x  

21 Botrytis ATCC - a 1,2 -165,7 -0,9 x  

22 Botrytis ATCC- b 19,9 2,04 1,42 x  

23 08-1 27,1 1,63 0,38  x 

24 08-2 10,6 1,64 0,5  x 

  

Anexo 5. 

Mezcla para PCR de punto final empleando Accustart II de Quanta Bio 

Elemento 1mx VT 50µL 
AccuStart II 2X 25,0 µL 
ITS 1 1 µL 
ITS4 1 µL 
DNA (4,0 µL) 
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H₂O mili Qest 19 µL 
TOTAL 50,0 µL 

 

Anexo 6. 

Programa de termociclador  

Desnaturalización 
inicial 

Desnaturalización  Anillamiento Extensión  Extensión final 

94°C/3min 94°C/30seg 55°C/30seg 72°C/50seg 72°C/10min 

 30 ciclos  

 

Anexo 7. 

Resultados Enfrentamientos  

Hongo 
filamentoso 

Enfrentamien
to 

Repetici
ón  

Medid
a 1 

Medid
a 2 

Medid
a 3 

Promed
io  

Media 
gener
al  

Desviaci
ón 
estándar 

PIC
R 
(%) 

Botrytis ATCC 

Control 
Placa 1 9,0 9,0 9,0 9,00 

9,00 0,00 N/A Placa 2 9,0 9,0 9,0 9,00 
Placa 3 9,0 9,0 9,0 9,00 

Kloeckera 
spp. 1 

Placa 1 0,0 0,0 0,0 0,00 
3,27 3,52 63,7

0 Placa 2 5,7 8,0 7,3 7,00 
Placa 3 3,6 1,6 3,2 2,80 

Kloeckera 
spp. 2 

Placa 1 0,0 0,0 0,0 0,00 
3,27 3,52 63,7

0 Placa 2 5,7 8,0 7,3 7,00 
Placa 3 3,6 1,6 3,2 2,80 

Kloeckera 
spp. 3 

Placa 1 0,0 0,0 0,0 0,00 
3,27 3,52 63,7

0 Placa 2 5,7 8,0 7,3 7,00 
Placa 3 3,6 1,6 3,2 2,80 

Meyerozyma 
spp. 

Placa 1 0,9 0,9 0,6 0,80 
4,19 3,01 53,4

6 Placa 2 4,3 5,6 5,7 5,20 
Placa 3 5,2 8,0 6,5 6,57 

Rhodotorula 
spp. 1 

Placa 1 4,5 7,3 8,7 6,83 
5,37 2,72 40,3

7 Placa 2 4,6 8,2 8,3 7,03 
Placa 3 2,1 2,3 2,3 2,23 

Rhodotorula 
spp. 2 

Placa 1 1,0 1,0 0,9 0,97 
2,83 3,23 68,5

2 Placa 2 1,0 1,0 0,9 0,97 
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Placa 3 3,6 8,3 7,8 6,57 

Rhodotorula 
spp. 3 

Placa 1 0,0 0,7 0,0 0,23 
0,76 0,46 91,6

0 Placa 2 1,3 0,8 1,2 1,10 
Placa 3 1,2 0,6 1,0 0,93 

Rhodotorula 
spp. 4 

Placa 1 1,0 0,5 0,8 0,77 
4,63 3,36 48,5

2 Placa 2 4,3 8,3 7,8 6,80 
Placa 3 4,5 7,8 6,7 6,33 

Botrytis spp. 
nativo 

Control 
Placa 1 9,0 9,0 9,0 9,00 

9,00 0,00 N/A Placa 2 9,0 9,0 9,0 9,00 
Placa 3 9,0 9,0 9,0 9,00 

Kloeckera 
spp. 1 

Placa 1 4,4 6,6 5,1 5,37 
5,60 0,25 37,7

8 Placa 2 4,2 5,7 6,8 5,57 
Placa 3 4,5 6,6 6,5 5,87 

Kloeckera 
spp. 2 

Placa 1 4,4 6,6 5,1 5,37 
5,60 0,25 37,7

8 Placa 2 4,2 5,7 6,8 5,57 
Placa 3 4,5 6,6 6,5 5,87 

Kloeckera 
spp. 3 

Placa 1 4,4 6,6 5,1 5,37 
5,60 0,25 37,7

8 Placa 2 4,2 5,7 6,8 5,57 
Placa 3 4,5 6,6 6,5 5,87 

Meyerozyma 
spp. 

Placa 1 4,5 4,3 4,2 4,33 
5,07 0,66 43,7

0 Placa 2 4,3 7,1 5,4 5,60 
Placa 3 4,4 5,8 5,6 5,27 

Rhodotorula 
spp. 1 

Placa 1 4,5 7,9 6,7 6,37 
6,39 0,02 29,0

1 Placa 2 5,2 7,6 6,4 6,40 
Placa 3 4,5 7,5 7,2 6,40 

Rhodotorula 
spp. 2 

Placa 1 4,5 6,4 6,0 5,63 
5,86 0,20 34,9

4 Placa 2 5,2 6,6 6,0 5,93 
Placa 3 4,5 7,8 5,7 6,00 

Rhodotorula 
spp. 3 

Placa 1 4,5 7,0 6,9 6,13 
5,38 1,58 40,2

5 Placa 2 4,5 7,4 7,4 6,43 
Placa 3 3,7 3,4 3,6 3,57 

Rhodotorula 
spp. 4 

Placa 1 4,5 4,3 4,3 4,37 
4,24 0,16 52,8

4 Placa 2 4,0 4,0 4,2 4,07 
Placa 3 4,5 4,2 4,2 4,30 

Curvularia spp. 

Control 
Placa 1 7,5 7,5 7,5 7,50 

7,50 0,00 N/A Placa 2 7,5 7,5 7,5 7,50 
Placa 3 7,5 7,5 7,5 7,50 

Kloeckera 
spp. 1 

Placa 1 3,7 4,0 4,0 3,90 
4,22 0,28 43,7

0 Placa 2 4,9 3,9 4,5 4,43 
Placa 3 4,8 4,0 4,2 4,33 

Kloeckera 
spp. 2 

Placa 1 3,7 4,0 4,0 3,90 
4,22 0,28 43,7

0 Placa 2 4,9 3,9 4,5 4,43 
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Placa 3 4,8 4,0 4,2 4,33 

Kloeckera 
spp. 3 

Placa 1 3,7 4,0 4,0 3,90 
4,22 0,28 43,7

0 Placa 2 4,9 3,9 4,5 4,43 
Placa 3 4,8 4,0 4,2 4,33 

Meyerozyma 
spp. 

Placa 1 5,3 4,1 5,0 4,80 
4,70 0,17 37,3

3 Placa 2 5,0 3,7 4,8 4,50 
Placa 3 5,3 3,9 5,2 4,80 

Rhodotorula 
spp. 1 

Placa 1 5,2 4,5 4,5 4,73 
4,90 0,35 34,6

7 Placa 2 4,4 6,0 5,5 5,30 
Placa 3 5,3 3,7 5,0 4,67 

Rhodotorula 
spp. 2 

Placa 1 6,0 4,2 5,4 5,20 
4,98 0,20 33,6

3 Placa 2 5,4 4,0 5,1 4,83 
Placa 3 4,2 5,0 5,5 4,90 

Rhodotorula 
spp. 3 

Placa 1 6,0 4,0 5,5 5,17 
4,62 0,49 38,3

7 Placa 2 5,0 4,0 4,4 4,47 
Placa 3 4,5 3,9 4,3 4,23 

Rhodotorula 
spp. 4 

Placa 1 5,5 3,9 5,4 4,93 
4,07 1,42 45,7

8 Placa 2 5,3 4,1 5,1 4,83 
Placa 3 2,9 1,9 2,5 2,43 

Fusarium spp.  

Control 
Placa 1 6,0 5,9 5,7 5,87 

6,00 0,38 N/A Placa 2 6,7 6,6 6,0 6,43 
Placa 3 5,7 5,7 5,7 5,70 

Kloeckera 
spp. 1 

Placa 1 4,7 4,6 4,6 4,63 
4,66 0,04 22,4

1 Placa 2 4,7 4,6 4,6 4,63 
Placa 3 5,0 4,6 4,5 4,70 

Kloeckera 
spp. 2 

Placa 1 4,7 4,6 4,6 4,63 
4,66 0,04 22,4

1 Placa 2 4,7 4,6 4,6 4,63 
Placa 3 5,0 4,6 4,5 4,70 

Kloeckera 
spp. 3 

Placa 1 4,7 4,6 4,6 4,63 
4,66 0,04 22,4

1 Placa 2 4,7 4,6 4,6 4,63 
Placa 3 5,0 4,6 4,5 4,70 

Meyerozyma 
spp. 

Placa 1 3,5 4,2 4,2 3,97 
4,50 0,46 25,0

0 Placa 2 4,1 5,3 4,8 4,73 
Placa 3 5,1 4,2 5,1 4,80 

Rhodotorula 
spp. 1 

Placa 1 6,0 4,2 5,5 5,23 
4,63 0,64 22,7

8 Placa 2 5,7 4,0 4,4 4,70 
Placa 3 4,2 3,5 4,2 3,97 

Rhodotorula 
spp. 2 

Placa 1 3,7 5,3 5,3 4,77 
5,20 0,40 13,3

3 Placa 2 4,9 6,0 5,8 5,57 
Placa 3 4,1 5,9 5,8 5,27 

Rhodotorula 
spp. 3 

Placa 1 3,4 4,0 3,5 3,63 
4,79 1,24 20,1

9 Placa 2 4,5 5,2 4,2 4,63 
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Placa 3 6,7 6,3 5,3 6,10 

Rhodotorula 
spp. 4 

Placa 1 5,7 4,7 5,5 5,30 
3,74 1,78 37,5

9 Placa 2 3,5 5,1 3,8 4,13 
Placa 3 2,0 1,6 1,8 1,80 

Rhizoctonia spp.  

Control 
Placa 1 9,0 9,0 9,0 9,00 

9,00 0,00 N/A Placa 2 9,0 9,0 9,0 9,00 
Placa 3 9,0 9,0 9,0 9,00 

Kloeckera 
spp. 1 

Placa 1 9,0 9,0 9,0 9,00 
9,00 0,00 0,00 Placa 2 9,0 9,0 9,0 9,00 

Placa 3 9,0 9,0 9,0 9,00 

Kloeckera 
spp. 2 

Placa 1 9,0 9,0 9,0 9,00 
9,00 0,00 0,00 Placa 2 9,0 9,0 9,0 9,00 

Placa 3 9,0 9,0 9,0 9,00 

Kloeckera 
spp. 3 

Placa 1 9,0 9,0 9,0 9,00 
9,00 0,00 0,00 Placa 2 9,0 9,0 9,0 9,00 

Placa 3 9,0 9,0 9,0 9,00 

Meyerozyma 
spp. 

Placa 1 4,5 8,5 8,5 7,17 
7,17 0,00 20,3

7 Placa 2 4,5 8,5 8,5 7,17 
Placa 3 4,5 8,5 8,5 7,17 

Rhodotorula 
spp. 1 

Placa 1 8,0 8,5 8,5 8,33 
8,24 0,13 8,40 Placa 2 7,3 8,5 8,5 8,10 

Placa 3 7,9 8,5 8,5 8,30 

Rhodotorula 
spp. 2 

Placa 1 5,5 8,5 8,5 7,50 
7,52 0,04 16,4

2 Placa 2 5,5 8,5 8,5 7,50 
Placa 3 5,7 8,5 8,5 7,57 

Rhodotorula 
spp. 3 

Placa 1 4,8 8,5 8,5 7,27 
7,22 0,05 19,7

5 Placa 2 4,7 8,5 8,5 7,23 
Placa 3 4,5 8,5 8,5 7,17 

Rhodotorula 
spp. 4 

Placa 1 6,0 8,5 7,6 7,37 
7,67 0,44 14,8

1 Placa 2 5,4 8,5 8,5 7,47 
Placa 3 7,5 8,5 8,5 8,17 

 

Anexo 8.  

Secuencias de Botrytis cinerea y levaduras  

>B-c_ATCC (Botrytis cinerea) 

ACCTGCGGAAGGATCATTACAGAGTTCATGCCCGAAAGGGTAGACCTCCCACCCTTGTGTA
TTATTACTTTGTTGCTTTGGCGAGCTGCCTTCGGGCCTTGTATGCTCGCCAGAGAATACCA
AAACTCTTTTTATTAATGTCGTCTGAGTACTATATAATAGTTAAAACTTTCAACAACGGAT
CTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGA
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ATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATG
CCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTTAGCTTGGTATTGAGTCTATGTCAGTAATG
GCAGGC 

>B-b_Arándanos (Botrytis cinerea) 

CTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACAGAGTTCATGCCCGAAAGGGTAGACCTC
CCACCCTTGTGTATTATTACTTTGTTGCTTTGGCGAGCTGCCTTCGGGCCTTGTATGCTCG
CCAGAGAATACCAAAACTCTTTTTATTAATGTCGTCTGAGTACTATATAATAGTTAAAACT
TTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAA
TGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTAT
TCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTTAGCTTGGTATTGAGTC
TATGTCAGTAATGGCAGGC 

>Levadura 01 (Kloeckera spp. = Hanseniaspora spp.) 

GATCTTTTACAATAATGTGTATCTTTATTGAAGATGTGCGCTTAATTGCGCTGCTTCTTTA
GAGTGTTGCAGTGAAAGTAATCTTGCTTGAATCTCAGTCAACGCTACACACATTGGAGTTT
TTTTACTTTAATACAATTCTTTCTGCTTTGAATCGAAAGGTTCAAGGCAAAAAACAAACAC
AAACAATTTTATTTTATTATAATTTTTTAAACTAAACCAAAATTCCTAACGGAAATTTTAA
AATAATTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGA
ATTGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGATACTCGTGAATCATTGAATTTTTGAACGCACATT
GCGCCCTTGAGCATTCTCAGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTCTCAAAAGATAA
TTTATTATTTTTTGGTTGTGGGCGATACTCAGGGTTAGCTTGAAATTGAAGATTGTTTCAA
TCTTTTTTAATTCAACACTTAGCTTCTTGGAGAC 

>Levadura 02 (Kloeckera spp. = Hanseniaspora spp.) 

CGGAAGGATCATTAGATTGAATTATCATTGTTGCTCGAGTTCTTGTTTAGATCTTTTACAA
TAATGTGTATCTTTATTGAAGATGTGCGCTTAATTGCGCTGCTTCTTTAGAGTGTTGCAGT
GAAAGTAATCTTGCTTGAATCTCAGTCAACGCTACACACATTGGAGTTTTTTTACTTTAAT
ACAATTCTTTCTGCTTTGAATCGAAAGGTTCAAGGCAAAAAACAAACACAAACAATTTTAT
TTTATTATAATTTTTTAAACTAAACCAAAATTCCTAACGGAAATTTTAAAATAATTTAAAA
CTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAATTGCGATAAGT
AATGTGAATTGCAGATACTCGTGAATCATTGAATTTTTGAACGCACATTGCGCCCTTGAGC
ATTCTCAGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTCTCAAAAGATAATTTATTATTTTT
TGGTTGTGGGCGATACTCAGGGTTAGCTTGAAATTGAAGATTGTTTCAATCTTTTTTAATT
CAACACTTAGCTTC 

>Levadura 03(Kloeckera spp. = Hanseniaspora spp.) 

GATTGAATTATCATTGTTGCTCGAGTTCTTGTTTAGATCTTTTACAATAATGTGTATCTTT
ATTGAAGATGTGCGCTTAATTGCGCTGCTTCTTTAGAGTGTCGCAGTGAAAGTAATCTTGC
TTGAATCTCAGTCAACGCTACACACATTGGAGTTTTTTTACTTTAATACAATTCTTTCTGC
TTTGAATCGAAAGGTTCAAGGCAAAAAACAAACACAAACAATTTTATTTTATTATAATTTT
TTAAACTAAACCAAAATTCCTAACGGAAATTTTAAAATAATTTAAAACTTTCAACAACGGA
TCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAATTGCGATAAGTAATGTGAATTGCAG
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ATACTCGTGAATCATTGAATTTTTGAACGCACATTGCGCCCTTGAGCATTCTCAGGGGCAT
GCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTCTCAAAAGATAATTTATTATTTTTTGGTTGTGGGCGAT
ACTCAGGGTTAGCTTGAAATTGAAGATTGTTTCAATCTTTTTTAATTCAACACTTAGCTTC
TTTGGAGACGCTGTTCTCGCTGTGATGTATTTATGGATTTATTCGTTTTACTTTACAAGGG
AAATGGTAACGTACCTTAGGCAAAGGGTTGC 

>Levadura 04 - Rhodotorula spp.1 (Rhodotorula spp.) 

ACCTGCGGAAGGATCATTAGTGAACATAGGACGTCCAACTTAACTTGGAGTCCGAACTCTC
ACTTTCTAACCCTGTGCACTTGTTTGGGATAGTAGTCGACCTAGTCGACGAACTCCTATTC
ACTTATAAACACAAAGTCTATGAATGTATTTAATTTTATAACAAAATAAAACTTTCAACAA
CGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATT
GCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCATGGTATTCCGTGGA
GCATGCCTGTTTGAGTGTCATGAATACTTCAACCCTCCTCTTTCTTAATGATTGAAGAGGT
GTTTGGATTCTGAGCGCTGCTGGCCTTTATTGGTCTTAGCTCGTTCGTAATGCATTAGCAT
CCGCAATCGAACTTTCGGATTGACTTGGCGTAATAGACTATTCGCTGAGGAATTCTAGTCT
TCGGACTAGAGCCGGGTTGGATTAAAGGAAGCTTCTAA 

>Levadura 05 - Rhodotorula spp.2 (Rhodotorula spp.) 

GAAGGATCATTAGTGAACATAGGACGTCCAACTTAACTTGGAGTCCGAACTCTCACTTTCT
AACCCTGTGCATTTGTTTGGGGTAGTAGCCTTTCGAGGCGAATCCCTATTCACTTATAAAC
ACAAAGTCTATGAATGTATTTAATTTTATAACAAAATAAAACTTTCAACAACGGATCTCTT
GGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCA
GTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCATGGTATTCCGTGGAGCATGCCTGT
TTGAGTGTCATGAATACTTCAACCCTCCTCTTTCTTTATGATCGAAGAGGTGTTTGGATTC
TGAGCGTTTTGCTGGCCTCGCGGTCGAGCTCGCTCGTAATGCATTAGCATCCGCAATCGAA
CTTCGGATTGACTTGGCGTAATAGACTATTCGCTGAGGAATTCTAGTCTTCGGACTAGAGC
CGGGTTGGATTAAAGGAAGC 

>Levadura 06 - Rhodotorula spp. 3(Rhodotorula spp.) 

TGCGGAAGGATCATTAGTGAATCTAGGACGTCCAACTTAACTTGGAGTCCGAACTCTCACT
TTCTAACCCTGTGCATCTGTTAATTGGAATAGTAGCTCTTCGGAGTGAACCACCATTCACT
TATAAAACACAAAGTCTATGAATGTATACAAATTTATAACAAAACAAAACTTTCAACAACG
GATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGC
AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGC
ATGCCTGTTTGAGTGTCATGAAATCTTCAACCCACCTCTTTCTTAGTGAATCTGGTGGTGC
TTGGTTTCTGAGCGCTGCTCTGCTTCGGCTTAGCTCGTTCGTAATGCATTAGCATCCGCAA
CCGAACTTCGGATTGACTTGGCGTAATAGACTATTCGCTGAGGATTCTAGTTTACTAGAGC
CGAGTTGGGTTAAAGGAAGC 

>Levadura 07 - Meyerozyma guilliermondii(Meyerozyma 
guilliermondii) 

GAAGGATCATTACAGTATTCTTTTGCCAGCGCTTAACTGCGCGGCGAAAAACCTTACACAC
AGTGTCTTTTTGATACAGAACTCTTGCTTTGGTTTGGCCTAGAGATAGGTTGGGCCAGAGG
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TTTAACAAAACACAATTTAATTATTTTTACAGTTAGTCAAATTTTGAATTAATCTTCAAAA
CTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGT
AATATGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGT
ATTCCAGAGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCTCTCAAACCCCCGGGTTTGGTATTG
AGTGATACTCTTAGTCGGACTAGGCGTTTGCTTGAAAAGTATTGGCATGGGTAGTACTAGA
TAGTGCTGTCGACCTCTCAATGTATTAGGTTTATCCAACTCGTTGAATGGTGTGGCGGGAT
ATTTCTGGTATTGTTGGCCCGGCCTTACAAC 

>Levadura 08 - Rhodotorula spp.4 (Rhodotorula spp.) 

ATGTTCACTAATGATCCTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAGTGAACATAGGAC
GTCCAACTTAACTTGGAGTCCGAACTCTCACTTTCTAACCCTGTGCACTTGTTTGGGATAG
TAGTCGACCTAGTCGACGAACTCCTATTCACTTATAAACACAAAGTCTATGAATGTATTTA
ATTTTATAACAAAATAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAAC
GCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAAC
GCACCTTGCGCTCCATGGTATTCCGTGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGAATACTTCAA
CCCTCCTCTTTCTTAATGATTGAAGAGGTGTTTGGATTCTGAGCGCTGCTGGCCTTTATTG
GTCTTAGCTCGTTCGTAATGCATTAGCATCCGCAATCGAACTTTCGGATTGACTTGGCGTA
ATAGACTATTCGCTGAGGAATTCTAGTCTTCGGACTAGAGCCGGGTTGGATTAAAGGAAGC
TTCTA 

Anexo 9. 

Alineaciones de Hanseniaspora spp. 1, 2 y 3 en BLAST 
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