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Resumen 

AGROCALIDAD es la Agencia encargada de la regulación y control de la sanidad del sector 

agropecuario y la inocuidad de los alimentos en la producción primaria. Para garantizar la 

calidad e inocuidad de la producción agropecuaria, implementa planes, programas y proyectos 

de sanidad vegetal que apoyan los flujos comerciales y contribuyen con la soberanía alimentaria 

(AGROCALIDAD, 2018). 

El laboratorio de Fitopatología cuenta con la acreditación en bacterias y virus por lo que busca 

la acreditación para garantizar la competencia técnica en sus ensayos en hongos utilizando el 

sistema de identificación microbiana BIOLOG, el cual se basa en la identificación de 

microorganismos mediante el perfil metabólico utilizando diferentes fuentes de carbono. 

El objetivo general del presente trabajo de investigación fue la validación del método analítico 

para el diagnóstico de Botrytis cinerea mediante el sistema de identificación microbiana 

BIOLOG y el aseguramiento de la calidad del ensayo mediante análisis genético, en esta 

validación se aplicaron los criterios de la Norma ISO/IEC 17025 y los criterios generales de 

acreditación del SAE. Para el estudio primero se realizó un análisis de la base de datos del 

laboratorio con el fin de notar la presencia y persistencia del patógeno en las diferentes 

provincias del país, después se precisó aislar, identificar y conservar cepas de Botrytis sp. que 

afectan a diferentes cultivos, mediante la aplicación de técnicas morfológicas, morfométricas, 

bioquímicas, de inmunoensayo y moleculares; finalmente, se desarrolló la validación del 

método y el aseguramiento de la calidad del ensayo, identificando las limitaciones e influencias 

que puedan afectar al analito.  

Esta investigación concluyó con la identificación positiva del patógeno en todos los ensayos 

realizados principalmente en el sistema de identificación microbiana BIOLOG.   

 

Palabras clave: AGROCALIDAD, acreditación, persistencia del patógeno, identificación 

molecular. 

 



 

Abstract 

AGROCALIDAD is the Agency in charge of the regulation and control of the agricultural 

sanitation and food safety in primary production. To guarantee the quality and safety of 

agricultural production, it implements plans, programs and projects for plant sanitation that 

support trade flows and contribute to food sovereignty (AGROCALIDAD, 2018). The 

Phytopathology Laboratory has the accreditation for bacteria and viruses identification, so it 

seeks accreditation to guarantee technical competence in its fungal tests using the BIOLOG 

microbial identification system, which is based on the identification of microorganisms through 

their metabolic profile using different carbon sources. The general objective of this research 

was to validate the analytical method for the diagnosis of Botrytis cinerea through the 

MICROBIAL IDENTIFICATION SYSTEM BIOLOG and ensure the quality of the assay 

through genetic analysis. For this validation, the ISO/IEC 17025 Standard criteria and the 

general accreditation criteria of the SAE were applied. A search through the laboratory database 

was initialy carried out in order to determine the presence and persistence of the pathogen in 

different provinces of the country. An isolation, identification and preservation of Botrytis sp. 

strains which affect several types of crop was necessary. This was achieved through the 

application of morphological, morphometric, biochemical, immunoassay and molecular 

techniques. Finally, the validation of the method and the assurance of the quality of the test was 

obtained, identifying the limitations and parameters that may affect the analyte. This research 

concluded with the positive identification of the pathogen in all the assays carried out mainly 

in the MICROBIAL IDENTIFICATION SYSTEM BIOLOG  

Keywords: AGROCALIDAD, accreditation, pathogen persistence, molecular identification. 
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Introducción 

El Laboratorio de Fitopatología que forma parte de la Agencia de Regulación y Control Fito y 

Zoosanitario, es responsable del análisis de microorganismos fitopatógenos en material vegetal, 

suelo agrícola, agua de riego, biol, etc., mediante la aplicación de ensayos homologados bajo 

normas y estándares nacionales e internacionales tales como, los principios del Sistema de 

Gestión de Calidad establecidos en la Norma ISO/IEC 17025. Esta norma tiene por concepto 

planificar, controlar y mejorar los procesos de gestión del sistema, aplicando los argumentos 

descritos en la documentación relacionada con el alcance del sistema (ISO, 2022). El poseer un 

sistema de gestión de calidad permite plantear las bases, metas y actividades relacionadas con 

las políticas y objetivos de calidad, entre los cuales se incluye la propuesta de acreditación de 

nuevos procedimientos específicos de ensayo; el interés del laboratorio por validar un nuevo 

ensayo está en relación con el satisfacer las necesidades, expectativas y requisitos de las partes 

interesadas, lo cual implica proporciona datos fiables y válidos permitiendo la emisión de 

resultados que demuestren su competencia técnica (SAE, 2022).  

A nivel mundial los hongos fitopatógenos provocan múltiples daños en los cultivos, estas 

afectaciones estéticas cualitativas y cuantitativas provocan principalmente un perjuicio 

económico. Un fitopatógeno muy importante es Botrytis cinerea ya que geográficamente se 

encuentran distribuido en todos los continentes, afectando a cultivos de zonas templadas frías 

y áreas subtropicales. El rango de hospedadores de este hongo es muy amplio e incluye 170 

familias (frutales, hortalizas, cultivos ornamentales, material de vivero, etc.). Además, 

probablemente es el responsable de la mayoría de las pudriciones que ocurren en productos 

almacenados, las cuales comienzan en el campo y al no ser detectados debido a su latencia 

permiten que se desarrollen posteriormente cuando las condiciones especiales de poscosecha 

del huésped son desfavorables, estableciendo que su control dependa tanto del manejo sanitario 
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de la precosecha como de la poscosecha (Jarvis, 1977). B. cinerea muestra una extraordinaria 

variabilidad de los rasgos fenotípicos, en particular, sobre los mecanismos que subyacen a su 

amplia variación y capacidad de adaptación, es decir, el sistema de apareamiento, el 

comportamiento sexual y otras fuentes, convirtiéndolo en un modelo para estudiar fuentes de 

variación en hongos filamentosos y en particular en patógenos de plantas, así como también 

una herramienta disponible para la manipulación genética (De Miccolis et al., 2016). 

En la actualidad, Ecuador exporta frutas, hortalizas y flores entre ellas principalmente las rosas 

que resultan ser una de las especies más afectadas por B. cinerea debido a que ataca a los 

botones florales de exportación provocando una pérdida de hasta el 60% de la cosecha lo que 

da como consecuencia una pérdida económica por lo que para su control se utiliza una larga 

lista de fungicidas que en algunos casos no resulta tal y como se espera (Amaya Oñate, 2021). 

Por los avances tecnológicos que inciden en la creación de nuevas metodologías de diagnóstico 

los cuales proveen de una mayor eficacia en la identificación de patógenos tal como el Sistema 

de Identificación Microbiana BIOLOG el cual se basa en la identificación de microorganismos 

mediante el perfil metabólico utilizando diferentes fuentes de carbono. El equipo tiene una base 

de datos con más de 2000 tipificaciones de hongos entre las que alrededor de 50 son 

considerados hongos fitopatógenos (BIOLOG, 2008). Por la mayor capacidad de tipificación 

de fitopatógenos, se busca validar el método analítico para la identificación de cepas de Botrytis 

cinerea mediante el Sistema de Identificación Microbiana BIOLOG y el aseguramiento de la 

calidad del ensayo mediante análisis genético. Además, gracias al avance en genética molecular 

se puede secuenciar el genoma de los hongos patógenos, lo cual ayuda a dar una mayor robustez 

a la validación. Para ello es necesario secuenciar la región de los espacios intergénicos del ADN 

ribosómico (ITS) y realizar la identificación a nivel molecular con primers específicos del 

hongo patógeno en este caso Botrytis cinerea (White T. , Bruns, Lee, & Taylor, 1990). 
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Capítulo I 

1. Marco Teórico 

1.1. Norma ISO/IEC 17025 

La Organización Internacional de Normalización (ISO) y la Comisión Electrotécnica 

Internacional (IEC) desarrollan documentos internacionales en conjunto bajo la gestión del 

Comité de ISO para la Evaluación de la Conformidad (ISO/CASCO). La Norma ISO/IEC 

17025 promueve y permite al laboratorio la operación competente y la capacidad de generar 

resultados válidos, actuando también de forma general con los principios de la 

Norma ISO 9001. La aplicación de la norma facilita la cooperación e intercambio de 

información y experiencia entre laboratorios y otros, así como también la armonización de 

normas y procedimiento (ISO, 2022).  

La Norma tiene por objeto especificar los requisitos generales que el laboratorio requiere para 

su competencia, imparcialidad y operación coherente, además, le permite utilizar este 

documento para confirmar o reconocer su competencia ante organismos de acreditación y otros 

(ISO, 2022).  

El SAE utiliza este documento con el objeto de aclarar o precisar el contenido de algunos 

apartados de la Norma para ser aplicados en la evaluación y acreditación de laboratorios de 

ensayo y calibración (SAE, 2022).  

Para cumplir con la formalidad de la Norma, el laboratorio debe tener disponibles: el personal 

(imparcial, competente, cualificado, etc.), las instalaciones (condiciones ambientales), el 

equipamiento (instrumentos de medición, software, reactivos, etc.) y los productos y servicios 
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de apoyo (mantenimiento, calibración, material consumible, transporte, etc.) necesarios para 

gestionar y realizar sus actividades (ISO, 2022).  

1.2. Descripción del patógeno 

 Género Botrytis 

Este género se encuentra en el orden Heliotales y pertenece a la familia Sclerotiniaceae 

(Whetzel, 1945); el cual está conformado por 28 especies (Beever & Weeds, 2007), los cuales 

son pleomórficos con diferentes anamorfos; el anamorfo incluye el conidióforo (Botrytis), el 

fialoconidióforo (Myrioconium), el esclerocio (Sclerotium) y otras estructuras menos definidas 

(CABI, 2021), en el Anexo 2 se describen los géneros de Botrytis descritos hasta la fecha 

(MycoBank, 2022). 

 Especie Botrytis cinerea 

Este hongo es un ascomicete cosmopolita polífago heterotálico (Beever & Weeds, 2007) y 

según el análisis molecular debe considerarse un complejo que incluye varias especies crípticas 

(USDA-ARS, 2020), además, es miembro del grupo fisiológico de hongos conocidos como 

parásitos facultativos, los cuales en determinadas ocasiones pueden vivir de forma parasitaria 

(Brown, 1915).  

1.2.1. Sistemática  

Tabla 1. Taxonomía de Botrytis cinerea 

Reino :  Fungi 

Superdivisión : Dikarya 

Phylum  :  Ascomycota 
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Subphylum :  Pezizomycotina 

Clase :  Leotiomycetes 

Subclase :  Leotiomycetidae 

Orden :  Helotiales 

Familia :  Sclerotiniaceae 

Género  :  Botrytis 

Especie :  Botrytis cinerea (anamorfo) / 

Botryotinia fuckeliana (teleomorfo) 
Fuente: (MycoBank, 2022) 

En el Anexo 3 se encuentra una descripción de los sinónimos usados en esta especie y el 

agrupamiento taxonómico adaptado a un huésped específico. 

 Variabilidad genética 

El género Botrytis es muy diverso, sus especies difieren por su biología, ecología, características 

morfológicas y hospederos, los avances en genética molecular y el desarrollo de marcadores 

filogenéticos han permitido la identificación de aproximadamente 30 especies, un híbrido y una 

especie complejo. Recientemente se ha demostrado que las poblaciones patogénicas pueden 

presentar divergencias debido al sistema de cultivo, geografía y aplicación de fungicidas 

(Walker, 2016). 

La plasticidad y la evolución del genoma pueden deberse a elementos genéticos móviles como 

los transposones o las inteínas; por ejemplo, la presencia de la inteína PRP8 muestra altas tasas 

de conversión de genes meióticos en cruces entre un aislado que lo poseen y otro que no. En 

comparación con otras especies de hongos, el genoma de B. cinerea parece estar bastante pobre 

en elementos transponibles (0,7–4 %). La mutación puntual inducida repetida (RIP) de 

secuencias duplicadas constituye otra modificación del gen meiótico fúngico, este mecanismo 

está implicado en la evolución del genoma y que podría ser responsable de la expansión 
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reducida de elementos transponibles en esta especie. La evidencia de recombinación y flujo de 

genes, entre y dentro de las poblaciones, también ha sido obtenido por genética de poblaciones 

como evidencia de recombinación sexual (Dewey & Grant, 2016). 

 Resistencia a fungicidas  

En investigaciones de formación de razas fisiológicas se estableció la capacidad de los conidios 

de B. cinerea para germinar en medios de agar que contenían cobre/sulfato, acetato de 

fenilmercurio, ferbam, captan, tiram, zineb, ziram y nabam. Además, se observaron efectos 

sinérgicos en la adaptación de B. cinerea a zineb, salicilanilida de zinc y su mezcla, incluso se 

encontró tolerancia a captan y thiram (Jarvis, 1977). 

Se ha registrado que B. cinerea tolera fungicidas de nitrobenceno clorado. La escasez de cepas 

altamente resistentes a dicarboximidas, fenilpirroles y a los hidrocarburos aromáticos 

probablemente estén relacionados con su osmo-sensibilidad que induce una aptitud física 

reducida (Leroux, 2007). 

1.2.2. Morfología 

En múltiples investigaciones se ha determinado que la variabilidad del fenotipo en los aislados 

del campo es dependiente del aislamiento, medio de cultivo, temperatura, luz y otras 

condiciones ambientales infiriendo en el micelio, esporulado y esclerocio (Paul W., 1929). Se 

menciona además que la anastomosis interespecífica entre especies y entre aislados del mismo 

espécimen provocan homotipos aberrantes inestables (Jarvis, 1977). 

El ciclo de vida descrito en la Figura 1. comprende: una etapa somática (vegetativa), micelial 

que produce conidios asexuales (macroconidios – anamorfa de Botrytis), esclerocios y 

microconidios (espermatia), la otra etapa es cuando los esclerocios germinan para producir 
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micelio o conidios, pero después de una preparación adecuada acondicionamiento y 

fertilización, pueden germinar para producir apotecios (teleomorfa de Botryotinia), que 

contiene ascosporas resultantes de la meiosis (Beever & Weeds, 2007). En la figura 2 se puede 

observar las estructuras más comunes en los medios de cultivo. 

Ciclo de vida de B. cinerea 

 

Figura 1. Ciclo de vida de B. cinerea.  

Incluidas las interacciones conocidas y posibles entre las diferentes fases de crecimiento. 

Fuente: (Dewey & Grant, 2016) 

 

Estructuras fúngicas de B. cinerea 

 

Figura 2. Estructuras fúngicas de Botrytis cinerea.  

A) Micelio y conidióforos, b) conidios y c) esclerocios, desarrollados a 24°C en medio 

de cultivo PDA durante 4, 7 y 17 días respectivamente.  

Fuente: (La autora, 2023) 
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 Micelio 

Crecimiento y ramificación típica de los Ascomicetes, el micelio se desarrolla desde el ápice 

de la hifa (con células multinucleadas) o de una espora germinada. Posee hifas regularmente 

tabicadas (septos) y perforadas por un poro simple, a través del cual las intrahifas pueden poseer 

microconidióforos, estas células en su mayoría contienen paredes con quitina en cantidades 

variables (CABI, 2022). 

 Conidióforos y conidios 

Los conidióforos miden ≥ 2 mm de largo por 16-30 µm de ancho, son altos, robustos y de color 

marrón tornándose más pálido cerca del ápice. A menudo tienen una célula basal hinchada más 

o menos recta. Los conidios se producen dicotómicamente, son lisos, elipsoide-ovoide, 

globoides, cenocíticos, secos e hidrófobos, poseen células que contienen generalmente de 3 a 6 

núcleos, miden de 6-18 x 4-11 µm (principalmente de 8-14 x 6-9 µm), son hialinos o 

pigmentados (marrón pálido) y en masa presentan un color marrón grisáceo (CABI, 2022). 

 Esclerocio 

Los esclerocios se forman cuando las puntas de las hifas se ramifican repetida y 

dicotómicamente o por la fusión de sus tabiques, esta estructura posee una corteza superior 

delgada, redondeada y de paredes gruesas que al principio es hialino, pero luego se torna marrón 

o negro debido a la disposición de pigmentos melánicos con una gran médula central 

conformada por hifas filamentosas de paredes delgadas dispuestas libremente en una matriz 

gelatinosa hialina (Jarvis, 1977). 

La capacidad de los esclerocios para producir apotecios disminuye con el tiempo, después de 

9-12 meses son capaces de producir sólo apotecios estériles; pueden germinar en un amplio 
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rango de temperaturas (3-27°C) formando una sucesión de conidióforos durante 2 meses; en el 

campo germinan principalmente en primavera y otoño, sin embargo, algunos esclerocios no dan 

lugar a conidióforos, pero a finales del verano germinan para formar apotecios que son viables 

durante 20-30 días a 3ºC, pero a 23ºC solo es viable por 3 días (Jarvis, 1977). 

1.2.3. Distribución geográfica  

El estado anamorfo tiene una distribución mundial tal como se muestra en la Figura 3, se 

encuentra presente en cultivos bajo invernadero o en campo, en condiciones subtropicales hasta 

zonas templadas frías. 

Distribución geográfica de Botrytis cinerea 

 

Figura 3. Distribución geográfica de Botrytis cinerea.  

Detallando presencia o ausencia en cada país.  

Fuente: (CABI, 2022) 

 

1.2.4. Rango de hospederos 

Actualmente se establece que ataca a 596 géneros de plantas (traqueofitas) los cuales 

representan 1400 especies, aunque posiblemente sea más amplio este rango ya que no se 
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consideran los infecciones en plantas silvestres, del número total de huéspedes se establece que 

(Elad, Pertot, Cotes, & Stewart, 2016): 

a.  596 géneros son afectados por la especie Botrytis cinerea. 

 580 pertenecen a la División Spermatophyta:  

1 género pertenece a la Clase Cycadophyta (cícadas),  

18 géneros a la Clase Pinophyta (coníferas),  

1 género de la Clase Ginkgophyta (ginkgo) y 

560 géneros para la Clase Magnoliophyta (angiospermas) 

 15 son de la División Pteridophyta 

 1 a la División Lycophyta 

b.  El resto de los huéspedes es afectado por diferentes especies de Botrytis spp. En el Anexo 4 

registra las especies de los huéspedes que son afectados por B. cinerea. 

1.2.5. Síntomas 

Este hongo produce daño en etapas de floración, fructificación, crecimiento vegetativo, 

plántula, en postcosecha y preemergencia, por lo que la descripción de síntomas es muy variado, 

por ejemplo pudrición del extremo del cáliz de las manzanas, pudrición de bulbos, pudrición 

del cormo/tallo y mancha foliar (Agrios, 2005). 

1.2.6. Biología  

El proceso patogénico inicia con la adherencia y geminación del inóculo en la superficie del 

huésped, esta espora produce un tubo germinativo del cual se desarrolla un aprensorio que 

facilita la penetración activa o ingreso pasivo en sitios de herida o previamente infectado por 

otros patógenos; la primera barrera del proceso infectivo es la cutícula del huésped, por lo tanto, 
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el hongo debe producir surfactantes, proteínas o metabolitos (cutinasas, serina, esterasas, 

lipasas, etc.) que reduzcan la hidrofobicidad de la superficie y permita disolver la capa de cera 

permitiendo el acceso al polímero de cutina subyacente; B. cinerea produce un triacilglicerol 

lipasa extracelular (60 kDa), el cual es capaz de hidrolizar ésteres de ácidos grasos de cadena 

larga insaturados conocidos por ser componentes de cutina y ceras (Kars & van Kan, 2007).   

Debajo de la capa de cera se encuentra la cutina, una red tridimensional muy compleja de ácidos 

grasos hidroxilados, parcialmente insaturados, esterificados y químicamente heterogéneos, los 

cuales el hongo debe atravesar y lo realiza mediante enzimas que atacan las sustancias pécticas 

en la pared celular de la planta; por ejemplo se cree que juegan un papel importante en la 

patogenicidad la endopoligalacturonasa y dos isoenzimas de poligalacturonasa, las cuales están 

asociados con la etapa de penetración en el proceso de infección. Después que el hongo 

atraviesa la cutícula, mata las células epidérmicas subyacentes antes de que sea invadido por 

hifas; los factores de inducción pueden ser proteínas o compuestos de bajo peso molecular 

secretados por el hongo a su entorno; en B. cinerea los compuestos con potencial fitotóxico 

fueron identificados como botcinolide (lactona altamente sustituida), botrydial (sesquiterpeno 

tricíclico) y varios compuestos relacionados con el ácido oxálico, los cuales forma cristales de 

oxalato de calcio dentro del tejido del huésped, de hecho el ácido oxálico puede ser un cofactor 

en la patogenia más que el principal agente fitotóxico, además, puede estimular la degradación 

de la pectina resultante de las endopoligalacturonas (Kars & van Kan, 2007). 

Una vez que ha penetrado en la pared celular epidérmica anticlinal, B. cinerea crece a través de 

la lámina media, la cual tiene un alto contenido de pectina compuesto por poligalacturonanos, 

por lo tanto, el hongo debe producir una variedad de enzimas que la degraden y hacer una 

conversión del tejido del huésped en biomasa fúngica; además existen otras enzimas 
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degradantes de la pared celular no pectinolíticas que son secretadas durante el proceso 

patogénico (Kars & van Kan, 2007). 

La secuenciación del genoma completo de B. cinerea reveló más de 40 grupos de genes 

dedicados a la síntesis de policétidos, terpenos, péptidos no ribosómicos y alcaloides, lo que 

indica que tiene el potencial de producir muchos metabolitos que no han sido descritos hasta 

ahora (Elad, Vivier, & Fillinger, 2016).  Al considerarse este hongo como saprofito facultativo, 

puede matar y desintegrar los tejidos del huésped antes de su crecimiento y lo hace de la 

siguiente forma: en primer lugar, disuelve la pared celular, o algunos de sus constituyentes, de 

modo que el tejido pierde su coherencia y en segundo lugar destruye los contenidos 

protoplásmicos, de modo que puede actuar como parásito o vivir simplemente en sus restos 

muertos (Brown, 1915). 

La germinación de esporas se estimula en bajas concentraciones de azúcares simples (glucosa 

y fructosa) y aminoácidos, de igual forma se establece que los macroconidios no germinan bien 

en agua destilada o en grandes cantidades de ácidos orgánicos y que el pH bajo no estimularon 

la germinación de conidios (CABI, 2022). 

Se ha determinado que la temperatura óptima para la infección es de 20°C y requiere períodos 

mínimo de saturación de 16 h a 20°C y de 24 h a 12°C, igualmente se descubrió que se requiere 

humedad durante 12 a 24 horas a 16 °C y durante 72 a 84 horas a 3°C; asimismo se estableció 

que la duración del período húmedo para la infección tiene mucha más importancia cuando la 

humedad relativa es < 94% durante la incubación (CABI, 2022). 

El método común de dispersión de casi todas las especies de Botrytis spp. es por transmisión 

de conidios en corrientes de aire, salpicaduras de agua, insectos, la maquinaria agrícola y las 

tijeras de podar (Dewey & Grant, 2016). Los conidios no tienen un mecanismo de descarga 
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violenta, el mecanismo de liberación es higroscópico, por lo que, son más abundantes en el aire 

cuando se producen cambios rápidos de humedad relativa durante el día (CABI, 2022). 

Los conidios de B. cinerea atrapados en segmentos, cutículas y pelos corporales pueden ser 

dispersos por insectos, tales como la polilla de la uva Lobesia botrana, los trips de las flores 

Thrips obscuratus, la mosca del vinagre Drosophila melanogaster, la mosca mediterránea de 

la fruta Ceratitis capitata (Holz, Coertze, & Williamson, 2007) o la polilla de la manzana 

Epiphyas postvittana (Bailey, Ferguson, McMahon, & Wicks, 1997). 

Las condiciones ambientales durante la temporada de crecimiento influyen en la incidencia de 

la enfermedad en almacén, es más probable que las incidencias altas ocurren después de una 

temperatura fría (15-23°C) y con temporadas húmedas; los altos índices de etileno (780 µl h-1 

g-1 por peso seco micelial) producidos por B. cinerea pueden ser importantes en el desarrollo 

de enfermedades en cámaras frigoríficas (Ploetz, 2003). El efecto de la temperatura sobre la 

esporulación es determinante, 15°C es la temperatura óptima para la formación de esporas, 

mientras que para el crecimiento del micelio es de 20°C, a temperaturas <15°C decae la tasa de 

esporulación, el mayor número de conidios se produce a 21°C y 94% HR. La humedad relativa 

óptima para la producción de esporas es de alrededor del 90% y la mayoría de las esporas se 

producen durante la noche, siempre que la temperatura sea lo suficientemente alta (Jarvis, 

1977). 

Se ha demostrado que B. cinerea responde a los rayos ultravioletas cercano 320 – 400 nm (posee 

criptocromos de detección de UV cercano), también posee sensores potenciales a la luz azul, 

así como red/fitocromos sensibles a la luz roja lejana (Elad, Vivier, & Fillinger, 2016). El ciclo 

oscuro de 12 horas o luz continua promovió la esporulación y suprimió la formación de 
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esclerocios; no se formaron esclerocios en intensidades de luz continua superiores a 500 lx 

(Jarvis, 1977). 

El rango de pH para el crecimiento de B. cinerea es de pH 2-8 con un óptimo alrededor de 3-5, 

los esclerocios se forman mejor a pH 4 y nada en medios alcalinos (Jarvis, 1977). 

Se ha encontrado que B. cinerea se puede cultivar en soluciones de alta presión osmótica; 4.75 

x 103 kNm-2 (Jarvis, 1977). 

1.2.7. Control 

El proceso infectivo de B. cinerea se presenta en todas las fases fenológicas del cultivo, 

precosecha y postcosecha, por lo que su control se dificulta, además, se ha demostrado que el 

hongo desarrolla fácilmente resistencia a pesticidas de uso intensivo, de manera que, para 

obtener un efecto sostenible en el control de la enfermedad se debe establecer una dinámica de 

control, por ejemplo; empezar con el control cultural, eliminando y desinfectando los residuos 

del cultivo eficientemente; luego aplicar un control biológico con biopreparados de 

Trichoderma harzianum o Streptomyces griseoviride; a continuación realizar un control 

químico realizando aplicaciones alternas de grupos químicos ya sea en la floración o antes de 

la cosecha. Además, se debe tener mucho cuidado con la fertilización excesiva especialmente 

con el nitrógeno y el exceso de riego porque favorece las condiciones de humedad requeridas 

para la germinación de esporas (CABI, 2022), (Waller, Lenné, & Waller, 2002). 

En los procesos de control de microorganismos fitopatógenos también se deben considerar las 

políticas del uso de pesticidas y componentes orgánicos desarrollados para este fin por lo que, 

en el Anexo 5 se detallan los productos regulados y permitidos en nuestro país para el control 

de Botrytis spp. y B. cinerea. 
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1.3. Métodos de diagnóstico 

Las técnicas empleadas para la identificación de microorganismos permiten obtener 

información tanto del genotipo como fenotipo del espécimen, la innovación de algunas técnicas 

infiere en su complejidad y alcance. Debido a esto, los procedimientos deben ser aplicados en 

conjunto pues suelen ser complementarios y no sustitutivos.  

 Métodos de aislamiento, diferenciación morfológica (clave dicotómica) y conservación 

Para la esterilización superficial del material vegetal muestreado antes de la siembra, se debe 

sumergir secuencialmente en hipoclorito de sodio, etanol y agua destilada estéril; si el material 

infectado ya está esporulando, la identificación puede confirmarse mediante la visualización 

microscópica de conidios recogidos con una aguja estéril; para la detección de infecciones 

latentes se debe sumergir los frutos en alcohol, congelarla -20ºC por un corto tiempo y luego 

incubar en cámara húmeda a temperatura ambiente durante 7-10 días hasta que el hongo 

esporule. El uso del medio basal agar rosa de Bengala modificado con varios fungicidas y altas 

concentraciones de antibióticos fue encontrado satisfactorio para ensayar suelos orgánicos 

(tierra y semilla de cebolla), este ensayo se caracteriza por el desarrollo de pigmentos oscuros 

en el medio debido a la degradación del ácido tánico y la resistencia a PCNB y maneb, de igual 

manera este medio se utilizó para monitorear las poblaciones de Botrytis en viñedos e 

invernaderos y fue utilizado en Israel para detectar poblaciones resistentes (Dewey & Yohalem, 

2007). El hongo crece bien en varios medios definidos e indefinidos (MEA y PDA); MEA 

favorece el crecimiento vigoroso del micelio a 20-25°C y es adecuado para inducir la 

diferenciación de los esclerocios (a 15°C, en la oscuridad) por otro lado el PDA es superior a 

los preparados comerciales y es adecuado para obtener abundante esporulación. La incubación 

de tejidos infectados en una cámara húmeda (HR alta) a 20-25°C y con exposición de una 
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mezcla de luz blanca y ultravioleta cercana (360 nm) da como resultado la producción de 

conidióforos y conidios que ayudan a la identificación (CABI, 2022). La caracterización 

mediante las claves dicotómicas requiere de experiencia del observador, información 

bibliográfica, estructuras fúngicas diferenciadas, conocimiento de técnicas de montaje y de 

microscopios con límites de resolución que permitan identificar las estructuras del 

microorganismo. En el Anexo 6 se presenta la clave dicotómica para la identificación de 

Botrytis spp. En la Tabla 2 se describe las clave morfológicas y morfométricas para las especies 

de Botrytis spp. 

Tabla 2. Clave morfológicas y morfométricas para las especies de Botrytis spp. basada en 

descripciones macro y microscópicas 

Colonia/micelio 

en agar 
Conidióforo Conidio Esclerocio 

B. allii (B. aclada) 

Plana: 

numerosos 

conidióforos 

Abundante: marrón; 

generalmente alrededor de 1 

mm de largo y 6-20 µm o 

más de diámetro 

Ovoide y hialina. 5-6 x7-11 µm 

B. aclada (8,4 - 12,1 x 4,6 - 5,6* µm, 

(6,5 - 8,6) - 11,0 x (4,6 - 4,6) - 6,0* 

µm) 

B. allí (9,7 - 14,1 x 5,3 - 7,3* µm 

(9,0 - 10,2) - 15,0 x (5,0 - 5,7) - 6,5* 

µm) 

Por lo general sin 

esclerocios en agar, pero 

frecuentes en sustratos del 

huésped; alargados de forma 

irregular, de 1 - 5 mm de 

diámetro, hasta 10 mm de 

largo 

B. cinerea 

Al principio 

hialino, pero 

luego es marrón 

grisáceo o 

grisáceo 

De 2 mm o más de largo, 

16-30 µm de espesor; ramas 

bastante abiertas y lisas, 

marrón por debajo, de 

paredes lisas, de 16 a 30 µm 

de ancho, cabeza apical de 

ramas alternas 

Elipsoidal u obovoide mayormente, 

con un hilio protuberante; incoloro a 

marrón pálido, hidrofóbicos de 

paredes lisas  

6-9 x 8-14** µm  

9,0 - 11,0 x 6,0 - 8,0* µm 

6,0 - 18,0 x 4,0 - 11,0* µm 

 

Negro, en agar; tamaño y 

forma muy variable 

 

 

 

 

B. porri 

Blanca, fibrosos, 

más tarde gris: 

estéril 

Gris, marrón opaco Tamaño promedio marrón oliva 9,6 

x15,7µm ,14,5 - 16,5* µm 

Conidios ligeramente más anchos de 

11-14x7-10 mm de diámetro 

Grandes (hasta 20 mm), 

muy enrevesados, a menudo 

esclerocios cerebriformes 

formados en cultivo 8,5 - 

11,0*µm 

B. squamosa 

Plano, blanco, 

esponjoso, 

esporulación 

nula o escasa 

Colapso en forma de 

acordeón de las ramas de 

los conidióforos 

Principalmente 12-15x15-22 µm 

21,0 - 22,5* µm 

Color negro, de 3-10 mm de 

largo, planas, elipsoidales o 

irregulares, en sustratos 

naturales y en cultivo 16,5 - 

17,5* µm 

B. tulipae 
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gris, efuso; rara 

vez con pocos 

conidióforos 

marrón oliváceo arriba, 

hialino abajo: 17-20 µm de 

espesor, células basales 

hinchadas, parecen tener 

verticilos de conidios 

Principalmente 10-13x16-20 µm 

 

Abundante en cultura; 

discreta o confluente, 

blanca, oblonga, 1-2x2-4 

mm 

B. fabae 

  conidios grandes, en su mayoría de 

16-25x10-14 µm 

Pequeños, generalmente de 

1-1,7 mm de diámetro 

Fuente: (Lacy & Lorbeer, 2012), (*) (Chilvers & du Toit, 2006), (**) (Domsch, Gams, & Anderson, 2007) 

Los métodos convencionales para conservar hongos son liofilización, criopreservación o suelo 

estéril, en la actualidad se han probado otros métodos para almacenar aislamientos de campo 

de B. cinerea tales como; gel de sílice, arena, agar papa dextrosa inclinados a 4ºC, esporas secas 

en tubos a -20ºC, esporas en glicerol (20%) a –20ºC, el almacenamiento en arena a 4ºC o en 

glicerol a –20ºC son los mejores métodos para preservar los aislamientos de B. cinerea (Delcán, 

Moyano, Raposo, & Melgarejo, 2002), otros autores han conservado suspensiones de 

ascosporas de apotecios individuales en glicerol al 15% a -80ºC, cultivos de ascosporas 

individuales fueron almacenados en MEA en tubos de plástico con pendientes sellados a 6°C 

durante un máximo de 18 meses, y suspensiones de conidios en Tween 20 o 80 al 0,01 % se 

almacenaron por periodos cortos (1-2 días) a 4ºC y por periodos más largos (hasta 8 meses) a -

20ºC (Weeds, 1997). 

 Métodos bioquímicos 

La MicroPlate BIOLOG prueba la capacidad de un microorganismo para utilizar u oxidar 

compuestos de un panel de 96 pozos con diferentes fuentes de carbono, la prueba arroja un 

patrón característico de pozos violetas y turbios, que constituye una "huella metabólica”, 

independientemente de la estructura del microorganismo, cualquier sustrato químico que sea 

oxidado por una célula dará como resultado la formación de NADH, que resultará en la cadena 

de transporte de electrones, colorantes redox como el tetrazolio toma electrones de este flujo, 

convirtiendo el tetrazolio en un formazán altamente coloreado. Las fuentes de carbono van 
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desde los 50 carbohidratos comunes que se usan actualmente en la prueba de fermentación 

basada en el pH, hasta más de 10.000 compuestos de muchas clases diversas que incluyen 

carbohidratos, ácidos carboxílicos, amidas, ésteres, aminoácidos, péptidos, aminas, alcoholes, 

productos químicos aromáticos, productos químicos halogenados, productos químicos 

poliméricos y químicos que contienen fósforo y azufre (Bochner, 1989). 

 Métodos inmunológicos 

Una revisión de los primeros métodos inmunológicos se encuentra en el uso de tecnología de 

hibridomas el cual permitió generar anticuerpos monoclonales contra Botrytis, a partir de estos 

ensayos se pudo obtener el anticuerpo monoclonal BC-12.CA4 el cual reconoce todas las 

especies de Botrytis y miembros del género relacionados a Sclerotinia pero no otros hongos 

comúnmente involucrados en la patogenia de las bayas de uva, (Aspergillus y Penicillium), el 

antígeno detectado por este anticuerpo es producido constitutivamente, es altamente estable, no 

se degrada por calor o congelación y no se metaboliza durante la fermentación. El antígeno 

reconocido por este anticuerpo es una glicoproteína soluble termoestable que se produce tanto 

in vivo como in vitro, este antígeno está presente en las paredes y matriz extracelular de los 

tubos germinativos e hifas, pero no en la superficie de los conidios, el límite de detección de 

este ensayo fue de 0,97 μg ml−1 (Dewey & Grant, 2016). Se han utilizado técnicas de 

inmunofluorescencia para inmunolocalizar y seguir vías de infección de B. cinerea y B. fabae 

en Vicia faba usando el anticuerpo monoclonal IgM (MAb) BC-KH4, el cual reconoce un 

epítopo carbohidrato estable en una glicoproteína (galactomanano) presente en las paredes de 

las hifas, en los tabiques cruzados y en la matriz extracelular de B. cinerea (Dewey & Cole, 

1997); también se ha demostrado que el anticuerpo BC-12.CA4 inmunomarca fuertemente las 

paredes de las hifas de B. cinerea, pero no las conidias (Dewey & Yohalem, 2007). 
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 Métodos moleculares  

En el diagnóstico de Botrytis, el uso de la técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

para la amplificación de regiones ITS (secuencias de ADN que codifican al RNA ribosomal) 

mediante cebadores específicos han permitido establecer diferencias evolutivas, además de 

proveer información filogenética y taxonómica en el estudio de poblaciones (White T. , Bruns, 

Lee, & Taylor, 1990). En la Figura 4 se detalla un esquema parcial del gen ADN ribosomal y 

sus espaciadores internos. A más de las regiones ITS se han diseñado cebadores para regiones 

como β-tubulina (BT 1-2) y un conjunto de cebadores que se dirige a una secuencia más 

pequeña de la región ITS, por ejemplo, ITS U5 se hibrida con la unidad 18S rDNA, mientras 

que ITS R2 hibrida a la unidad 5.8S rDNA, amplificando solo el ITS1 y parte de la unidad 18S 

y 5.8S rDNA (Behr, Legay, & Evers, 2013). 

Esquema parcial del gen ADN ribosomal y sus espaciadores internos 

 

Figura 4. Esquema parcial del gen ADN ribosomal y sus espaciadores internos.  

Fuente: (Fontecha et al., 2011). 

En trabajos para aislar marcadores moleculares específicos para B. cinerea mediante la 

detección de polimorfismos en cepas fúngicas de aisladas de fresa y otras plantas hospedantes, 

se encontró un cebador que amplificó principalmente un producto de 750 pb presente en todas 

las cepas de B. cinerea y ausente en las otras especies y géneros examinados. Este producto se 

clonó y secuenció para diseñar un par de cebadores, se probó en aislados fúngicos por PCR y 
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se obtuvo una amplificación única de una banda de 0,7 kb en las cepas de B. cinerea aisladas 

de diferentes plantas hospederas. El límite de detección del ADN genómico fue de aprox. 0,2 

pg, por lo tanto, este procedimiento de detección basado en PCR es una herramienta muy 

valiosa para el diagnóstico de B. cinerea (Rigotti, Gindro, Richter, & Viret, 2002). 

En trabajos posteriores se determinó que los cebadores C729+/– diseñados para detectar B. 

cinerea no pudieron amplificar fragmentos de ADN de 0,73 kb en un grupo de cepas en 

condiciones estándar, mientras que un fragmento de ADN más corto (0,60 kb) se amplificó a 

una temperatura de hibridación más baja (50 °C). Este fragmento se secuenció y se diseñaron 

dos nuevos cebadores internos, BC108+ y BC563–. Estos nuevos cebadores se utilizaron para 

amplificar un fragmento de ADN de 0,48 kb para el grupo principal y un fragmento más corto 

0,36 kb para el grupo más pequeño, debido a una deleción de 0,12 kb, que no se detectó con los 

cebadores C729+/–. Otras especies estrechamente relacionadas como B. allii y B. fabae no se 

amplificaron con estos cebadores, lo que confirma su especificidad para B. cinerea y mejora la 

sensibilidad de las herramientas moleculares disponibles para detectar este hongo en las plantas 

huésped. El estado multinucleado de B. cinerea sugiere que sus características fenotípicas en 

cultivo puro pueden ser muy variables, pero también le confiere a este hongo una alta 

adaptabilidad a muchos anfitriones y entornos diferentes (Rigotti, Viret, & Gindro, 2006). En 

la Figura 5 se muestra el diagrama de la secuencia de nucleótidos del fragmento de 0,76 kb de 

B. cinerea y la ubicación de los cebadores C729+, C729– y BC108+ y BC563–  
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Diagrama de la secuencia de nucleótidos del fragmento de 0,76 kb de B. cinerea y la 

ubicación de los cebadores C729+, C729– y BC108+ y BC563– 

 

Figura 5. Diagrama de la secuencia de nucleótidos del fragmento de 0,76 kb de B. cinerea (número de 

registro de EMBL AJ422103) y la ubicación de los cebadores C729+, C729– y BC108+ y BC563– 

Fuente: (Rigotti et al., 2006). 

La aplicación de ensayos altamente sensibles tales como el de hibridación de captura magnética 

- PCR (MCH-PCR) y el ensayo basado en ARN Northern blot - PCR de transcripción inversa 

cuantitativa, son ideales para investigaciones de laboratorio para detectar el nivel de expresión 

génica de Botrytis, pero son bastante caros y técnicamente exigentes para el análisis de muestras 

de campo, debido a que se debe controlar el muestreo, la extracción de ADN y la contaminación 

de la muestra, solo el manejo efectivo de estos elementos permiten obtener resultados 

reproducibles. La PCR cuantitativa (qPCR) es un método costoso en términos de reactivos y 

equipos, sin embargo, varios estudios han desarrollado la técnica para cuantificar las 

infecciones por Botrytis en diferentes cultivos, por ejemplo, se desarrolló un sistema de PCR 

en tiempo real con sonda TaqMan que es altamente sensible y específico para B. cinerea, lo que 

permite la detección y cuantificación antes del desarrollo de los síntomas, también se ha 
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desarrollado una amplificación isotérmico mediado por bucle (LAMP)  para la detección de B. 

cinerea, que combinó la sensibilidad y especificidad de métodos previos basados en ácidos 

nucleicos con equipo simplificado, esto permitió la detección de infecciones presintomáticas en 

menos de 15 min y también tiene la ventaja de ser menos susceptible a las sustancias inhibidoras 

de la planta (Dewey & Grant, 2016).  

  



 

23 

Capítulo II 

2. Marco metodológico 

2.1. Fase de campo 

El proceso de investigación empezó con la revisión de bases de datos del laboratorio de 

Fitopatología de AGROCALIDAD situado en la provincia de Pichincha, del cantón Quito, 

parroquia Tumbaco, para obtener información objetiva de las provincias y cultivos afectados 

por el género Botrytis spp., el planteamiento para la selección de la información fue relacionada 

con indicadores tales como: la presencia y persistencia del patógeno, importancia agrícola del 

cultivo, variabilidad de hospederos y la tecnificación de cultivo.  

2.2. Fase de laboratorio 

Para el proceso de investigación se recibieron 60 muestras, del total solo 33 presentaron signos 

y síntomas asociados a la patogénesis de Botrytis sp. Adicionalmente se propuso corroborar la 

eficiencia del método de conservación de los hongos, por este motivo, se optó por activar cepas 

conservadas por el laboratorio de la provincia de Imbabura aisladas del cultivo de rosa en el 

2014 y 2015, las cuales fueron caracterizadas por secuenciación como B. cinerea empleando 

las regiones ITS4 .Además, se activaron cepas de B. cinerea conservadas de las provincias de 

Cotopaxi (rosa y tomate riñón), Santa Elena (uva), Pichicha (arándano, habas, rosa y canela) y 

de la provincia de Tungurahua (tomate de árbol) que fueron conservadas en el año 2020. 

Esta fase fue desarrollada en el laboratorio de Fitopatología y en la Tabla 3 se observan las 

muestras que fueron seleccionadas para el proceso de validación del método analítico para 

diagnosticar Botrytis cinerea mediante el sistema de identificación microbiana BIOLOG y el 

aseguramiento de la calidad del ensayo mediante análisis genético. 
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Tabla 3. Muestras seleccionadas para el proceso de validación 

No AÑO PROVINCIA 
 CÓDIGO DE 

MUESTRA  
CULTIVO 

TIPO DE 

MUESTRA 

1 2014 Imbabura FP-14-0540 Rosa Flores 

2 
2015 

Imbabura FP-15-0024 Rosa Flores 

3 Cotopaxi FP-15-1204 Rosa Flores 

4 2017 Pichincha FP-17-1484 Arándano Tallos 

5 2018 Pichincha FP-18-1553 Habas Hojas 

6 

2020 

Santa Elena FP-20-0115 Uva Frutos 

7 Pichincha FP-20-0228 Rosa Hojas y tallos 

8 Cotopaxi FP-20-0268 Tomate riñón Hojas 

9 Tungurahua FP-20-0542 Tomate de árbol Hojas 

10 Pichincha FP-20-0577 Canela Ramas 

11 

2021 

Pichincha FP-21-0003 Lechuga Hojas y raíz 

12 Pichincha FP-21-0015 Eryngium Hojas y ramas 

13 Pichincha FP-21-0016 Eryngium Hojas y ramas 

14 Pichincha FP-21-0034 Ruscus Hojas y ramas 

15 Pichincha FP-21-0101 Ruscus Hojas y ramas 

16 Napo FP-21-0121 Hortalizas Flores 

17 Pichincha FP-21-0327 Dianthus Hojas 

18 Pichincha FP-21-0328 Gerbera Hojas 

19 Pichincha FP-21-0378 Lilium Hojas 

20 Pichincha FP-21-0379 Liatris Hojas 

21 Pichincha FP-21-0614 Lechuga Hojas 

22 Chimborazo FP-21-0695 Haba Hojas, ramas  

23 Chimborazo FP-21-0697 Haba Frutos  

24 Chimborazo FP-21-0698 Haba Frutos  

25 Chimborazo FP-21-0699 Tomate riñón Frutos  

26 Chimborazo FP-21-0705 Pimiento Frutos  

27 Chimborazo FP-21-0707 Tomate riñón Frutos  

28 Chimborazo FP-21-0709 Tomate riñón Frutos  

29 Pichincha FP-21-0713 Rosa Raíz, tallos 

30 Pichincha FP-21-0717 Rosa Raíz, tallos 

31 Pichincha FP-21-0718 Rosa hojas, flores 

32 Pichincha FP-21-0728 Rosa hojas, flores 

33 Pichincha FP-21-0809 Haba Frutos 
Fuente: (La autora, 2023) 

2.2.1. Protocolo de aislamiento, conservación y masificación del hongo 

Considerando los antecedentes evolutivos del hongo en particular la anastomosis, la resistencia 

a fungicidas, tazas de crecimiento relacionadas con la exposición a luz UV y su acción 

patogénica en diferentes hospederos, se pretendió de manera empírica permitirle al hongo 
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producir la mayor cantidad de heterogeneidad nuclear, este proceso posibilita evidenciar la 

especificidad y selectividad de las técnicas que se desean aplicar para el diagnóstico del 

patógeno. 

 Siembra de material vegetal y aislados preservados  

Previo al inicio del ensayo se preparó medio de cultivo PDA y se conservó a 4ºC hasta su uso; 

el tejido vegetal se desinfectó con NaClO 1 % por 1 min y se enjuagó tres veces por 1 min con 

agua destilada estéril., luego se cortó y sembró fragmentos (1-2 cm2) en el medio de cultivo e 

incubó a 24ºC por 7 días. Los aislados preservados se los sembró directamente en el medio de 

cultivo (Agrios, 2005). 

 Purificación y obtención de cultivos monospóricos 

Para obtener aislados fúngicos sin indicios de contaminación se realizó sucesivas siembras 

hasta observar colonias puras que fueron incubadas a 24ºC por 14 días en oscuridad; para la 

obtención de cultivos monospóricos, se preparó una suspensión fúngica del cultivo purificado 

diluyéndolo hasta obtener 20 propágulos/mL utilizando la cámara de Neubauer, posteriormente 

se sembró 100 mL de la dilución en medio de cultivo líquido e incubó por 7 días a 24ºC. 

Igualmente se pudo obtener esporos con la ajuga de disección utilizando el estereoscopio 

(Castellanos, Jara, & Mosquera, 2011). 

 Inoculación 

Para evidenciar la capacidad patogénica del hongo se utilizaron dos proceso; primero se 

determinó su virulencia utilizando pétalos de rosas libres de residuos de pesticidas, los cuales 

fueron desinfectados con NaClO 1 % por 1 min y se enjuagó tres veces por 1 min con agua 

destilada estéril y sobre ellos se colocó dos discos micelares de 5 mm de diámetro de medio 
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PDA del cultivo monospórico, se incubó en cámara húmeda a temperatura ambiente con 

periodos homogéneos de luz y oscuridad; después de 10 días de incubación las muestras 

infectadas fueron almacenadas en sobres (papel/plástico) y conservados en un desecador hasta 

su posterior uso. Un segundo ensayo probó la capacidad del hongo para infectar diferentes 

hospederos (bulbos y hojas de cebolla, vainas de habas, hojas y pétalos de rosa, hojas de 

lechuga, frutos y hojas de uva y mora), esta inoculación se realizó de la misma forma que los 

pétalos de rosa, observar en el Anexo 7 (Weeds, 1997). 

 Conservación del patógeno  

Se preparó y esterilizó 10 mL de sucrosa (10%) y peptona (20%) en tubos de ensayo, también 

se esterilizó pedazos de papel de 0.5 cm2 y tubos de microcentrífuga; se vertió la solución de 

sucrosa y peptona sobre el cultivo monospórico, a continuación, se sumergió los pedazos de 

papel en la solución por 5 min, luego se transfirieron los pedazos de papel saturados de la 

solución en tubos de microcentrífuga y se almacenaron a 4ºC. Otro método de conservación se 

lo realizó colocando en un tubo de ensayo agua destilada estéril con cortes del medio de cultivo 

con micelio de 1 cm3, estos tubos se sellaron y conservaron a 18-21°C (Castellanos, Jara, & 

Mosquera, 2011). 

 Masificación del micelio en medio líquido 

Se preparó y esterilizó 150 mL de medio líquido (dextrosa 3 g + extracto de levadura 0,75 g + 

peptona 0,75 g + agua destilada 150 mL) en un matraz, se depositaron porciones de 1 cm2 del 

cultivo monospórico, se sellaron e incubaron en la obscuridad por 5 días a temperatura 

ambiente. Se filtró el micelio con la ayuda de la bomba de vacío y se conservó dentro de tubos 

cónicos para centrífuga a - 20°C (Castellanos, Jara, & Mosquera, 2011). 
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2.2.2. Protocolo morfológico y morfométrico 

Una vez obtenidos cultivos monospóricos se realizó una nueva siembra en medios de cultivo 

PDA y EMA colocando discos de 5 mm de diámetro en el centro de cajas Petri. La morfología 

del hongo y la morfometría de los conidios se realizó a partir de colonias con 7 días de 

incubación a 25oC, para el ensayo morfométrico se recogió micelio directamente de la caja de 

PDA en un tubo de 1,5 mL al cual se adicionó 1 mL de agua destilada estéril, se realizó vórtex 

durante 1 min para propiciar la liberación de los conidios. A partir de esta dilución se preparó 

muestras con solución azul de lactofenol para la observación en el microscopio óptico Olympus 

IEEE 1394 (100x) y fueron medidas en el programa cellSens Standard 1.16 (Crous, y otros, 

2009) 

Para la morfología se hizo una comparación general de las diversas formas de crecimiento del 

hongo en la placa Petri con medios PDA y EMA. Los criterios de crecimiento “Sc” (tipo 

esclerótico), “M” (tipo micelio) y “Sp” (tipo esporas) hacen referencia a: la distribución de 

conidios en la superficie, presencia o ausencia de esclerocios, forma y cantidad del micelio 

(Paul, 1929). 

2.2.3. Protocolo bioquímico 

El ensayo se realizó siguiendo las directrices del “FF MicroPlateTM Instructions for Use” del 

sistema de Identificación Microbiana BIOLOG para la identificación de hongos y levaduras, es 

preciso recordar que los tubos (IF-A) y las placas (FF MicroPlateTM) (Anexo 8) son específicas 

y están diseñadas para identificar cultivos puros de hongos esporulantes, pero solo reconocerá 

miembros de las especies detalladas en la base de datos del 2008 (Anexo 9) (BIOLOG, 2010). 
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Etapas del procedimiento: Se cultivó el hongo en agar extracto de malta 2% e incubaron 5-

10 días a 26°C, hasta obtener la esporulación. Con este aislado se preparó una suspensión 

uniforme en una cabina de flujo laminar retirando las esporas de la placa de agar con un hisopo 

estéril sin trasladar ningún nutriente del medio de agar a la suspensión, a continuación, se 

sumergió el hisopo en el FF-IF para humedecerlo, se presionó el hisopo contra la superficie 

interior del tubo en el vidrio seco por encima de la línea de fluido para desalojar y liberar las 

esporas, se dejó reposar el tubo durante varios minutos y permitió que los grumos se asienten; 

se estableció el ajuste de transmitancia del 100% utilizando un tubo de IF sin inocular, se ajustó 

la densidad del inóculo a 75% de transmitancia (+/- 2%). Para finalizar se inoculó 

inmediatamente la suspensión celular en MicroPlate (100 μL) en todos los pocillos, se incubó 

la FF MicroPlate de 1-10 días a 26°C (BIOLOG, 2010). 

La lectura de la microplaca se realizó a una longitud de onda dual a 490 nm (para el color 

naranja rojizo) y a 750 nm (para la turbidez), en el lector Biolog MicroStationTM. El parámetro 

colorimétrico permitió evidenciar el incremento de la taza metabólica, mediante un indicador 

redox (Cloruro de Tetrazolio), este incremento fue comparando con índices de lecturas (patrón 

metabólico) de las especies que posee el programa del sistema Biolog’s MicrologTM, Se realizó 

la lectura de cada MicroPlate diariamente hasta obtener una identificación (BIOLOG, 2010). 

Además, la morfología macroscópica y microscópica fue comparada con la fototeca del sistema 

(Anexo 10); esta base de datos posee perfiles metabólicos de dos especies; B. aclada (sin. B. 

allii (MycoBank, 2022)) y dos perfiles metabólicos de B. cinerea BGA y BGB, (Anexo 11) 

(BIOLOG, 2008). 
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2.2.4. Protocolo inmunoensayo 

Los criterios técnicos para el diagnóstico de inmunoensayo de B. cinerea están definidos en el 

manual del Tests for cocktail ELISA-LOEWEBLUE (LOEWE, 2016). 

Preparación de reactivos: -Tampón de revestimiento: Se disolvió el contenido del sobre en 1 

L de agua destilada, se ajustó el pH a 9.6 y refrigeró a 4 °C. -Tampón de lavado: Se disolvió el 

contenido del sobre en 1 L de agua destilada, se adicionó 2.5 mL de Tween 20 (0.05% 

concentración final), se ajustó el pH a 7.4 y refrigeró a 4 °C. -Tampón de conjugado/muestra: 

Se disolvió el contenido del sobre en 900 mL en agua y se ajustó el pH a 7.4 con NaOH, se 

adicionó 0.5 mL Tween 20 y se aforó a 1 L. -Solución de substrato: Se mezcló LOEWEBLUE 

componente “A” con LOEWEBLUE componente “B” en volúmenes iguales antes de su uso. 

Los controles, se contruyeron antes de usar con 2,1 mL de conjugado estándar/tampón de 

muestra y se refrigeró a -20°C. -Anticuerpos: Para 8 pocillos se diluyó de las soluciones madre 

8.5 μL del Anticuerpo (IgG) en 1.7 mL en el tampón de recubrimiento y 4,25 μL del Anticuerpo-

AP-conjugado, en 0,85 mL del tampón de conjugado/muestra. –Muestra: El micelio de las 

muestras del hongo fueron maceradas en morteros para asegurar una trituración adecuada de 

las paredes celulares (LOEWE, 2016). 

 Etapas del procedimiento 

En la Tabla 4 se muestran las etapas que fueron realizadas para el diagnóstico de Botrytis 

cinerea mediante la prueba de inmunoensayo ELISA-LOEWEBLUE. 
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Tabla 4. Etapas de la prueba de inmunoensayo ELISA-LOEWEBLUE 

Etapa 
Dilución de  

los reactivos 

Agregar  

(por 

pocillo) 

Incubación 
Lavados  

Tiempo T° 

Aplicación de  

recubrimiento-

anticuerpo 

(IgG) 

Diluir IgG 1:200 en 

Tampón de Recubrimiento 
0,2 mL 

4 h  

cubrir con  

cinta de 

sellado 

37°C 4 X 

Aplicación de 

muestra  

 

y simultáneo 

 

Aplicación de 

aplicación de 

anticuerpo-AP-

conjugado 

Preparar la muestra en una 

dilución 1:20 w/v en tampón de 

conjugado/muestra. 

Disolver los controles +/- cada 

uno en 2 mL de tampón de 

conjugado/muestra. 

0,1 mL 

Toda la 

noche 

 

(cubrir 

con cinta 

de sellado) 

4°C 4 X Diluir el Anticuerpo-AP- 

conjugado en 1:200 (vial 

original) en tampón de 

conjugado/muestra, mezclar 

suave y meticulosamente y 

agregar inmediatamente después 

de la aplicación de la muestra. 

0,1 mL 

Reacción  

Enzimática 
Solución Sustrato LOEWEBLUE 0,2 mL 

1 - 2 h 

 en la 

obscuridad 

Temp -

ambiente  

(25°C) 

--- 

Fuente: (LOEWE, 2016) 

Se agregaron controles positivos y negativos a cada placa para verificar una fuerte reacción 

positiva y una baja negativa. Después de 2 horas de incubación del sustrato, se evaluó la 

reacción visualmente y se realizó la lectura fotométricamente a 650 nm (LOEWE, 2016).  

2.2.5. Protocolo molecular y análisis genético 

 Obtención de ADN  

Extracción convencional de ADN para diagnóstico con cebadores universales y específicos 

Preparación de reactivos: Para el tampón de extracción se calentó agua destilada en un vaso 

de precipitación, se añadió NaCl (800 mM) y Tris-HCl (220 mM), se agitó moderadamente 

hasta diluir; se agregó el EDTA (22 mM) y se dejó que la solución se enfríe hasta los 40ºC, se 
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ajustó el pH a 8.0; se adicionó el Sorbitol (140 mM) y CTAB (0.8%). Se dejó en agitación 

moderada toda la noche para su disolución. Posterior a eso, se aforó al volumen final y refrigeró 

hasta su uso (Weising, Nybom, Wolff, & Meyer, 1995). 

Extracción del ADN: Se dispensó en un tubo ependorf 1 mL de tampón de extracción junto al 

micelio obtenido anteriormente, se agregó 0.5 mL de Cloroformo: isoamilalcohol proporción 

24:1 y se invirtió varias veces el tubo para mezclar el tampón y el solvente. Posteriormente se 

incubó a 55ºC por 30 min a baño maría invirtiendo los tubos cada 10 min, se centrifugó por 5 

min a 14000 rpm, se transfirió el sobrenadante a un nuevo tubo de ependorf sin mezclar las 

fases, se precipitó los ácidos nucleicos mezclándolos con 1,2 volumen de isopropanol y dejando 

los tubos por 5 min a -20°C, se centrifugó por 10 min a 10000 rpm, luego se descartó el 

sobrenadante, se enjuagó el pellet dos veces con 1 mL de etanol al 70%, posteriormente se dejó 

secar el pellet durante 25 min y por último se disolvió el pellet en 50 μL en agua libre nucleasas 

(Weising, Nybom, Wolff, & Meyer, 1995). 

Extracción de ADN mediante kit comercial para ser utilizado en la secuenciación  

La extracción de ADN se realizó aplicando las directrices del instructivo Quick-Start Protocol, 

DNeasy® Plant Mini Kit (Thermo Scientific), (QIAGEN, 2020). 

Preparación de reactivos: Previamente homogenizar los concentrados de tampón AP1 y AW1, 

agregue etanol (96-100%) a los concentrados tampón AW1 y AW2, se realizaron todos los 

pasos de centrifugación a temperatura ambiente (15–25°C) (QIAGEN, 2016). 

Extracción del ADN: En el tubo de microcentrífuga que contiene la muestra, se añadío 400 µl 

de tampón AP1 y 4 µl de RNase A, se mezcló en vórtex e incubó por 10 min a 65°C, se invirtió 

el tubo 3 veces durante la incubación. Se agregó 130 µl de tampón P3, se mezcló e incubó 
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durante 5 min en hielo, se centrifugó el lisado 5 min a 14000 rpm; posteriormente se pasó el 

lisado en la columna QIAshredder, se centrifugó 2 min a 14000 rpm; se transfirió el flujo a un 

tubo nuevo sin perturbar el sedimento; se agregó 1,5 volúmenes de Buffer AW1 y se mezcló 

pipeteando. Se transfirió 650 µl de la mezcla a una columna DNeasy Mini, se centrifugó 1 min 

a ≥8000 rpm, se desechó el flujo continuo y repitió este paso con la muestra restante. Se colocó 

la columna de centrifugación en un nuevo tubo de 2 ml, se añadió 500 µl de tampón AW2 y se 

centrifugó 1 min a ≥6000 rpm, se desechó el flujo continuo, se agregó otros 500 µl de tampón 

AW2, se centrifugó 2 min a 14,000 rpm evitando el contacto de la columna con el flujo 

continuo. Se transfirió la columna a un nuevo tubo de 2 ml, se agregó 100 µl de tampón AE 

para elución, se incubó durante 5 min a temperatura ambiente (15–25°C) y se centrifugó 1 min 

a ≥6000 rpm (QIAGEN, 2016). 

 Cuantificación del ADN  

Previamente se colocó 1,5 μL de agua libre de nucleasas en el pocillo, para realizar la limpieza 

del equipo por 5 min; se colocó 2 μL de agua libre de nucleasas (blanco), se seleccionó el tipo 

de ácido nucleico a cuantificar y blanquear, se limpió el pocillo, se colocó 1,5 μL de muestra 

para determinar la concentración y pureza del ADN genómico en una longitud de onda de 

260/280 nm (Thermo Scientific, 2009). 

 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

Preparación de reactivos: Se preparó la solución stock de los cebadores (25 µM/50 µL) y del 

ADN (30ng/µL). Las concentraciones (25 µL/1µL de ADN) y el programa empleado para cada 

PCR están en dependencia del cebador utilizado. 
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Proceso PCR: A continuación, en las Tablas 5, 6 y 7, se detallan las cantidades que fueron 

requeridas para la amplificación de regiones conservadas que codifican para regiones del ADNr 

y fragmentos de ADN, se mezcló adecuadamente los productos antes de dispensar. 

Tabla 5. Detalle de las concentraciones de los reactivos y del programa de amplificación para 

cebadores ITS 

Secuencia oligonucleótidos Banda específica 

ITS 1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’)  

ITS 4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’)  

0,29 kb 

Reacción de 25 µL (1µL de ADN) Ciclo térmico 

1 U de Taq (Taq DNA Polimerasa)  

0,5 µM de cada primer 

0,2 mM de cada dNTP 

1,5 mM MgCl2  

1X tampón PCR 

95°C durante 3 min, seguido 

por 35 ciclos a  

94°C por 1 min 

58°C por 30 s y 

72°C durante 1s 
Fuente: (White T. , Bruns, Lee, & Taylor, 1990) 

Tabla 6. Detalle de las concentraciones de los reactivos y del programa de amplificación para 

cebadores C729 +/- 

Secuencia oligonucleótidos Banda específica 

C729 + (5’-AGCTCGAGAGAGATCTCTGA-3’)  

C729 – (5’-CTGCAATGTTCTGCGTGGAA-3’)  

0,73 kb 

Reacción de 25 µL (1µL de ADN) Ciclo térmico 

2,5 U de Taq (Taq DNA Polimerasa)  

0,4 µM de cada primer 

0,2 mM de cada dNTP 

3 mM MgCl2  

1X tampón PCR 

95°C durante 3 min, seguido 

por 34 ciclos a  

94°C por 20 s,  

60°C por 20 s y 

72°C durante 30 s 
Fuente: (Rigotti, Gindro, Richter, & Viret, 2002) 

Tabla 7. Detalle de las concentraciones de los reactivos y del programa de amplificación para 

cebadores BC108+ y BC563- 

Secuencia oligonucleótidos Banda específica 

BC108 + (5’-ACCCGCACCTAATTCGTCAAC-3’)  

BC563 – (5’-GGGTCTTCGATACGGGAGAA-3’)  

0,48 kb - 0,36 kb 

Reacción de 25 µL (1µL de ADN) Ciclo térmico 

1 U de Taq (Taq DNA Polimerasa)  

0,5 µM de cada primer 

0,2 mM de cada dNTP 

3 mM MgCl2  

95°C durante 3 min, seguido 

por 34 ciclos a 

94°C por 1 min,  

58°C por 30 s y 
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1X tampón PCR 72°C durante 1 min 
Fuente: (Rigotti, Viret, & Gindro, 2006) 

 Electroforesis 

Preparación de reactivos: Se preparó EDTA 0.5M (18.61 g EDTA + 100 mL agua destilada 

Tipo I - pH 8.0), se esterilizó y conservó a 4°C; con esta solución se preparó TBE 5X añadiendo 

a un 1 L agua destilada Tipo I 54 g Tris-base + 27.5 g ácido bórico + 20 mL EDTA 0.5M, se 

ajustó el pH a 8.3, se esterilizó y se conservó a 4°C; para la electroforesis se diluyó TBE a 0.5X 

(100 mL TBE 5X + 900 mL agua destilada Tipo I). Se preparó la solución de agarosa al 1.5% 

mezclando 65 mL TBE 0.5X + 0.975 g agarosa, se calentó por 1.5 min, se dejó temperar y se 

agregó 3 μL de SYBR SafeTM DNA Gel Stain (Sambrook & Russell, 2001). 

Proceso de electroforesis: En la cámara de electroforesis se colocó el peine y las barras en el 

recipiente, se vertió el gel de agarosa y se esperó 20 min hasta su polimerización, se retiró el 

peine y se agregó el tampón TBE 0.5X hasta cubrir el gel, se posicionó los pocillos de carga en 

dirección al cátodo para que migre el ADN hacia el ánodo. Se añadió 4 μL del producto PCR 

con 1 μL de Blue JuiceTM Gel Loading Buffer (10X) Invitrogen, se mezcló y vertió 5 μL en 

cada pocillo, se cargó 5 μL del marcador de peso molecular, control positivo y negativo. Se 

programó la fuente a 100V por un lapso de 30-45 min. Se visualizó los amplicones de los 

productos PCR sobre un trasiluminador UV y se estimó el peso molecular del producto PCR 

con referencia al marcador molecular usado (Sambrook & Russell, 2001). 

 Purificación del producto PCR 

Preparación de reactivos: Se agregó 10 ml de isopropanol al tampón de unión (B2) y 64 ml 

de etanol al 96–100 % al tampón de lavado (W1) (Invitrogen, 2011). 
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Proceso de purificación: Después de completar la electroforesis en gel de agarosa, se cortó el 

área que contiene el fragmento con una bisturí estéril minimizando la cantidad de agarosa a su 

alrededor y se colocó en un tubo ependorf limpio y estéril; se pesó el fragmento del gel, se 

añadió 3 volúmenes del Tampón de solubilización del gel (L3); se incubó a 50°C al menos 10 

min en baño maría invirtiendo el tubo cada 5 min, después que el fragmento se disolvió, se 

incubó el tubo 5 min adicionales y para rendimientos óptimos de ADN se agregó 1 volumen de 

isopropanol (100%) al gel disuelto. Se traspasó la solución a la columna PureLink®, se 

centrifugó a >10000 rpm por 1 min, se descartó el flujo, se agregó 500 μL de tampón de lavado 

(W1), se centrifugó nuevamente a >10000 rpm por 1 min y se descartó el flujo; se centrifugó a 

máxima velocidad por 3 min para eliminar cualquier resto de tampón de lavado y etanol. Se 

colocó la columna en un nuevo tubo y se agregó 50 μL de tampón de elución (E1) al centro de 

la columna; se incubó el tubo por 1 min a temperatura ambiente, se centrifugó a >10000 rpm 

por 1 min. Se descartó la columna de centrifugación PureLink® y guardó el ADN purificado a 

4 °C para uso inmediato o se lo guardó a –20°C para almacenamiento a largo plazo (Invitrogen, 

2011). 

 Análisis genético 

El tamaño de las bandas amplificadas fue estimado de acuerdo con el marcador molecular 

utilizado, detallado en el Anexo 12. Estos productos PCR purificados fueron los enviados para 

el proceso de secuenciación mediante la técnica Sanger automatizada en la empresa Macrogen 

Inc en Seoul- Corea; los productos se llevaron a una concentración de 40 ng/μL. Las secuencias 

obtenidas de las regiones ITS 1-4, BC108 + BC563 – y C729 +/- fueron contrastados con probables 

genes homólogos disponibles en la base de datos del NCBI (National Center for Biotechnology 

Information) utilizando la aplicación de alineamiento local BLAST (Basic Local Alignment 
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Search Tool) (NCBI, 2022). Para el alineamiento de los datos se utilizó el programa MEGA 11 

(Molecular Evolutionary Genetics Analysis), para eliminar las señales de ruido de fondo y 

verificar las bases nitrogenadas. En la evaluación a nivel molecular de las secuencias se 

aplicaron los modelos probabilísticos MUSCLE para el alineamiento múltiple de secuencias y 

Maximun Likelihood Algorithm para los árboles filogenéticos (Tamura, y otros, 2012). 

2.2.6. Validación y aseguramiento de la calidad del ensayo 

El proceso de validación debe aportar evidencia objetiva en condiciones reales para verificar si 

el método cumple con los requisitos de confiabilidad y satisfacen los requisitos necesarios para 

confirmar la incertidumbre de medida especificada por el fabricante y que el laboratorio domina 

el método de ensayo y lo utiliza correctamente (JCGM, 2012). Es necesario indicar que el 

método del ensayo “Diagnostico de Botrytis cinerea mediante el Sistema de Identificación 

Microbiana BIOLOG” (alcance de acreditación) es cualitativo y su resultado se expresa en 

términos de “No ID” o “Species ID: Nombre de la especie identificada” (BIOLOG, 2008); en 

la Tabla 8 se muestra el diseño experimental. Además se generaron los documentos “Informe 

de validación” y “Declaración de Validación”.  

Tabla 8. Definición diseño experimental: (analista/día x aislado) 

Analista/día Aislado 

1 Asilado 1 Aislado 2 Aislado 3 

2 Asilado 1 Aislado 2 Aislado 3 

3 Asilado 1 Aislado 2 Aislado 3 
Fuente (La autora, 2023) 

 Selectividad/especificidad 

Para poder asegurar la selectividad y especificidad se diseñó un estudio experimental del efecto 

de las mencionadas interferencias, mediante la adición de cantidades conocidas de muestras 

consideradas positivas y negativas (conocidas), que permitieron evaluar resultados 

POSITIVOS (Verdaderos y Falsos) y NEGATIVOS (Verdaderos y Falsos). El análisis de los 



 

37 

datos se realizó considerando la siguiente distribución descrita en la Tabla 9 de los resultados 

obtenidos durante los ensayos (NATA, 2018). 

Tabla 9. Diagrama de distribución para la determinación del porcentaje de sensibilidad y 

selectividad 

  

 Precisión (Repetibilidad / Reproducibilidad) 

La precisión (repetibilidad / reproducibilidad) de métodos cualitativos, se evaluó a través de la 

siguiente función:  

𝑷𝒓𝒆𝒔𝒊𝒄𝒊ó𝒏 =
𝑵ú𝒎𝒆𝒓𝒐 𝒑𝒐𝒔𝒊𝒕𝒊𝒗𝒐𝒔 𝒗𝒆𝒓𝒅𝒂𝒅𝒆𝒓𝒐𝒔

𝑵ú𝒎𝒆𝒓𝒐 𝒅𝒆 𝒑𝒐𝒔𝒊𝒕𝒊𝒗𝒐𝒔 𝒗𝒆𝒓𝒅𝒂𝒅𝒆𝒓𝒐𝒔 + 𝒏ú𝒎𝒆𝒓𝒐 𝒅𝒆 𝒇𝒂𝒍𝒔𝒐𝒔 𝒗𝒆𝒓𝒅𝒂𝒅𝒆𝒓𝒐𝒔
 

 Veracidad 

La veracidad del método se estableció por la comparación de los resultados, obtenidos en el 

diseño experimental, de los Materiales de Referencia (MRi) con los valores teóricos de los 

mismos, se determinó el grado de concordia entre el valor obtenido y el valor esperado. La 

recuperación en cada punto se calculó mediante la siguiente expresión: 

% 𝑹𝒆𝒄𝒖𝒑𝒆𝒓𝒂𝒄𝒊ó𝒏
𝑿𝒐𝒃𝒕𝒆𝒏𝒊𝒅𝒐

𝑿𝒆𝒔𝒑𝒆𝒓𝒂𝒅𝒐
𝒙 𝟏𝟎𝟎 

 
Condición 

 
Positivo Negativo 

Resultado 

ensayo 

Positivo 
Positivo 

verdadero 
Falso positivo 

→ Valor predictivo 

Positivo 

Negativo Falso negativo 
Negativo 

verdadero 

→Valor predictivo 

negativo 

 
↓ 

Sensibilidad 

↓ 

Selectividad 
 

Fuente: (NATA, 2018) 
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Dónde:  Xobtenido =es el resultado obtenido del análisis del material de referencia 

utilizado  

Xesperado = es el valor teórico del mismo. 

En la Tabla 10 se muestra un esquema completo del proceso de identificación, diagnóstico y 

validación de B. cinerea 
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Tabla 10. Esquema del proceso de identificación, diagnóstico y validación de B. cinerea 

Métodos morfológico y morfométrico 

Aislamiento Purificación Inoculación Inoculación 

    
Conservación Masificación Monospórico Morfometría 

    
Bioquímico  

    
Inmunoensayo 

  
  

Molecular 

    
Validación 

  
  

Fuente: (La autora, 2023) 
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Capítulo III 

3. Resultados y discusión 

En las Figuras 6 y 7 se presenta el total de diagnósticos por hospedero y por provincias, lo que 

permitió establecer que las provincias con mayor presencia del patógeno son Pichincha, 

Cotopaxi e Imbabura y que los hospederos más frecuentes son rosa, tomate riñón, mora y flores 

de verano (incluye los géneros Chrysanthemum sp., Lisianthius sp., Euphorbia sp., Ruscus sp., 

Hypericum sp. Protea sp., Aster sp., Ranunculus sp., Gypsophila sp., Limonium sp., Lysimachia 

sp., Veronica sp., Geranium sp., Dianthus sp., Kalanchoe sp., etc). 

Diagnósticos realizados por provincia 

 

Figura 6. Diagnósticos realizados por provincia del género Botrytis sp. y la especie B. cinerea 

Fuente: (La autora, 2023) 

 

Número de diagnóstico de acuerdo al cultivo hospedero 

 

Figura 7. Número de diagnósticos realizados por hospedero del género Botrytis spp  

Fuente: (La autora, 2023) 
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Como se muestra en la Figura 8 el intervalo de tiempo para la estimación de estos indicadores 

está comprendido entre el 2012 – 2019 y abarca las áreas geográficas donde se cultivan los 

hospederos de este patógeno, los diagnósticos realizados durante el 2020-2021 no fueron 

considerados debido a la irrupción provocada por la pandemia. El cambio en la distribución del 

número de muestras diagnosticadas tanto a género como a especie se debe a políticas y objetivos 

que la Agencia debe cumplir de acuerdo con las actualizaciones de los requerimientos 

fitosanitarios nacionales, regionales e internacionales. A partir del análisis de estos datos se 

seleccionaron las provincias de Pichincha, Imbabura, Chimborazo, Cotopaxi, Napo y Manabí, 

además, con la intención de poder identificar diferentes géneros se escogió los cultivos de haba, 

rosa, tomate riñón, flores de verano, cebolla, tomate de árbol, uva, lechuga, orquídeas, 

arándano, ajo, durazno, papa, uvilla y pimiento. Cabe mencionar que la toma de muestras en el 

campo por parte del personal del laboratorio no se pudo realizar debido a medidas de restricción 

y bioseguridad relacionados con la pandemia, pero la revisión oportuna y profunda de 

información referente al género Botrytis spp. permitió asesorar y entregar material bibliográfico 

a los técnicos de campo de las distritales provinciales, que, por logística colaboraron con el 

muestreo (AGROCALIDAD, 2018). 

Diagnóstico de B. cinerea realizado por año 

 

Figura 8. Diagnósticos realizados por año del género Botrytis sp. y B. cinerea  

Fuente: (La autora, 2023) 
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3.1. Análisis morfológico y morfométrico 

El proceso de aislamiento y replicación sucesiva (purificación) para obtener cultivos de esporas 

individuales (aislado monospórico) de los 33 aislados de Botrytis spp. recolectados en varias 

provincias y de diferentes cultivos dio como resultado un gran número de cepas 

morfológicamente heterogéneas. Es necesario indicar que este proceso permitió observar que 

algunas cepas permanecieron uniformes, mientras que otras continuaron diferenciándose en la 

cantidad, forma y color del micelio tal como se muestra en el Anexo 13. En la Figura 9 se 

resumen las formas arbitrarias seleccionadas para distinguir la morfología del hongo, estos 

aislados fueron manipulados en iguales condiciones y sus apreciaciones se describen en el 

Anexo 14 en el cual se destacan las características morfológicas desarrolladas por los 33 

aislados de Botrytis spp. durante 30 días en medios de cultivos PDA y EMA lo cual afirma la 

variabilidad de crecimiento del hongo dependiendo de las condiciones en las que se encuentre.   

Morfología de Botrytis cinerea en medio PDA 

 

Figura 9. Morfología de Botrytis cinerea en medio PDA. 

A) “M” (tipo micelio); b) “Sp” (tipo esporas) y c) “Sc” (tipo esclerótico) 

Fuente: (La autora, 2023). 

La diferenciación morfológica posiblemente pueda relacionarse con la anastomosis de hifas, la 

cual es muy común en esta especie. Este componente de reproducción le permite al hongo 

migrar los núcleos de una cepa a las células de otras cepas y así dar lugar a células y esporas 
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que contienen 2 o más tipos de núcleos genéticamente diferentes; la unidad básica del individuo 

es el núcleo y no la célula, por lo tanto, una espora nucleada no es un individuo sino, en realidad, 

una colonia y no puede, por tanto, dar lugar a un cultivo genéticamente puro a menos que todos 

sus los núcleos sean genéticamente idénticos, es así que, las formas variables pueden deberse a 

su inestabilidad (heterocariosis) y no a la mutación, esta condición es provocada tanto in vivo 

como in vitro (Hansen & Smith, 1932). En general el detalle de la diferenciación morfológica 

se evidenció, pues todos los aislados mantuvieron un crecimiento ajustado a lo descrito 

bibliográficamente en el Anexo 14, presentando diferencias en el desarrollo de estructuras 

celulares, color y taza de crecimiento. 

El ensayo de inoculación permitió observar que todos los aislados fueron capaces de crecer 

sobre los pétalos, formando micelio, conidios e incluso en algunos se evidencio la generación 

de esclerocios, esto permitió definir que tanto los aislados reconstituidos y los nuevos 

mantenían su vigor infectivo (virulencia), por otro lado, el efecto obtenido de la infección en 

los otros hospederos fue deficiente, pues los cultivos de cebolla, haba y ajo, no presentaron 

esporulación fúngica, esto puede deberse a que estos hospederos requieren de diferentes 

condiciones que propicien su infección como diferentes horas luz y temperatura (Elad, 

Williamson, Tudzynski, & Delen, 2007). Existen estudios que determinan que el micelio joven 

preferentemente guarda relación con la vigorosidad y principios activos para la producción de 

enzimas que producen la infección (Brown, 1915), por lo que, se puede entender que después 

de todos los subcultivos de las cepas se modere su patogenia, además la especie B. cinerea 

puede visualizarse en cualquier momento, como un grupo de numerosas razas o cepas 

morfológicamente congruentes con la planta hospedante pero que in vitro muestran un cultivo 

marcado y constantemente diferente (Jarvis, 1977). 
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El estudio de análisis de varianza detallado en la Tabla 11 de las medidas de conidios 

(largo/ancho) a 7 días de la incubación son: el valor p < 0,05 muestra significancia estadística, 

indicando fuerte evidencia en contra de la hipótesis nula, lo que quiere decir, que los estadísticos 

de los aislados que se comparan son diferentes entre sí. De manera similar la prueba de Tukey 

al 95% para la interacción de las medidas de largo, reporta 8 rangos de significancia, el rango 

A y B (FP-15-1204, FP-17-1484, FP-21-709 y FP-21-728) presentan altos valores de sus medias 

y el rango H (FP-21-0015) el valor más inferior. La interacción de las medidas de ancho, 

reportan 10 rangos de significancia, el rango A (FP-15-1204, FP-17-1484, FP-21-709 y FP-21-

728) presenta valores de medias altas y el rango J (FP-21-0378) presenta la media de menor 

valor, los otros aislados formaron grupos significativamente similares en cuanto a sus medias.  

Tabla 11. ANOVA de las magnitudes (largo y ancho) de 30 conidios (2 réplicas) por cada 

aislado con un nivel de significancia del 0,5% y comparación de medias de Tukey al 95% 
Método para largo de conidios (µm) 
 

Hipótesis nula               Todas las medias son iguales 

Hipótesis alterna           Por lo menos una media es diferente 

Nivel de significancia α = 0,05 
 

Se propuso igualdad de varianzas para el análisis. 
 

Información del factor 
 

Factor Niveles Valores 

Factor 33 ( FP-14-0540; FP-15-0024; FP-15-1204; FP-17-
1484; FP-18-1553; FP-20-0115;FP-20-0228; FP-20-0268; FP-

20-0542; FP-20-0577; FP-21-0003; FP-21-0015;FP-21-0016; 

FP-21-0034; FP-21-0101; FP-21-0121; FP-21-0327; FP-21-
0328;FP-21-0378; FP-21-0379; FP-21-0614; FP-21-0695; FP-

21-0697; FP-21-0698; FP-21-0699; FP-21-0705; FP-21-0707; 
FP-21-0709; FP-21-0713; FP-21-0717;FP-21-0718; FP-21-

0728; FP-21-0809) 

 

Análisis de Varianza 
 
Fuente     GL     SC Ajust.    MC Ajust.    Valor F     Valor p 

Factor       32        835,7         26,1159        41,99        0,000 

Error     1947      1210,8           0,6219 
Total     1979      2046,5 

 

Resumen del modelo 
                                      
       S          R-cuad.     R-cuad.(ajustado)    R-cuad.(pred)        

0,788605    40,84%           39,86%                     38,81% 
 

Medias 
 

Factor            N      Media      Desv.Est.       IC de 95% 

FP-14-0540   60     8,7368     0,4765      (8,5371;  8,9364) 
FP-15-0024   60     8,5786     0,2616      (8,3789;  8,7782) 

Método para ancho de conidios (µm) 
 

Hipótesis nula               Todas las medias son iguales 

Hipótesis alterna           Por lo menos una media es diferente 

Nivel de significancia α = 0,05 
 

Se propuso igualdad de varianzas para el análisis. 
 

Información del factor 
 

Factor Niveles Valores 

Factor 33 (FP-14-0540; FP-15-0024; FP-15-1204; FP-17-
1484; FP-18-1553; FP-20-0115;FP-20-0228; FP-20-0268; FP-

20-0542; FP-20-0577; FP-21-0003; FP-21-0015;FP-21-0016; 

FP-21-0034; FP-21-0101; FP-21-0121; FP-21-0327; FP-21-
0328;FP-21-0378; FP-21-0379; FP-21-0614; FP-21-0695; FP-

21-0697; FP-21-0698; FP-21-0699; FP-21-0705; FP-21-0707; 
FP-21-0709; FP-21-0713; FP-21-0717;FP-21-0718; FP-21-

0728; FP-21-0809) 

 

Análisis de Varianza 
 

Fuente     GL    SC Ajust.    MC Ajust.    Valor F     Valor p 

Factor       32      365,5         11,4220         38,35        0,000 
Error     1947      579,9           0,2978 

Total     1979      945,4 

 

Resumen del modelo 
                                
       S           R-cuad.     R-cuad.(ajustado)     R-cuad.(pred) 

0,545734     38,66%              37,65%                  36,57% 
 

Medias 
 

Factor            N     Media      Desv.Est.      IC de 95% 

FP-14-0540   60    6,8842     0,3758      (6,7460; 7,0223) 
FP-15-0024   60    6,3868     0,2462      (6,2487; 6,5250) 
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FP-15-1204   60   11,285       2,295        (11,085; 11,484) 

FP-17-1484   60   10,745       2,526        (10,546;10,945) 
FP-18-1553   60     8,6284     0,3599      (8,4287;  8,8281) 

FP-20-0115   60     9,0119     0,4935      (8,8122;  9,2116) 

FP-20-0228   60     8,7175     0,6700      (8,5178;  8,9171) 
FP-20-0268   60     8,9906     0,5344      (8,7909;  9,1903) 

FP-20-0542   60     8,6629     0,4704      (8,4632;  8,8625) 

FP-20-0577   60     8,9343     0,4500      (8,7347;  9,1340) 
FP-21-0003   60     9,3785     0,4035      (9,1788;  9,5781) 

FP-21-0015   60     7,8259     0,4987      (7,6263;  8,0256) 

FP-21-0016   60     9,9457     0,6482      (9,7460; 10,1453) 
FP-21-0034   60     8,5675     0,2551      (8,3678;  8,7671) 

FP-21-0101   60     8,7936     0,4399      (8,5939;  8,9932) 
FP-21-0121   60     9,0233     0,5021      (8,8237;  9,2230) 

FP-21-0327   60     9,0900     0,5631      (8,8903;  9,2897) 

FP-21-0328   60     9,5135     0,7024      (9,3138;  9,7131) 
FP-21-0378   60     9,0239     0,7443      (8,8242;  9,2235) 

FP-21-0379   60     8,6698     0,3880      (8,4701;  8,8694) 

FP-21-0614   60     9,1710     0,4210      (8,9714;  9,3707) 

FP-21-0695   60     9,0232     0,4868      (8,8235;  9,2229) 

FP-21-0697   60     9,1644     0,6488      (8,9647;  9,3641) 

FP-21-0698   60     9,0637     0,3843      (8,8640;  9,2633) 
FP-21-0699   60     8,9600     0,6599      (8,7603;  9,1596) 

FP-21-0705   60     8,8998     0,5811      (8,7001;  9,0995) 

FP-21-0707   60     8,6530     0,6039      (8,4533;  8,8526) 
FP-21-0709   60   10,0460     0,6108      (9,8464;10,2457) 

FP-21-0713   60     8,8174     0,7026      (8,6178;  9,0171) 

FP-21-0717   60     8,9840     0,4336      (8,7844;  9,1837) 
FP-21-0718   60     9,3546     0,5637      (9,1549;  9,5542) 

FP-21-0728   60   10,0033     0,4788      (9,8036;10,2029) 

FP-21-0809   60     8,7188     0,6850      (8,5191;  8,9184) 
 

Desv.Est. agrupada = 0,788605 
 

  

Comparaciones en parejas de Tukey  
 

Agrupar información utilizando el método de Tukey y una 

confianza de 95% 

 
Factor              N     Media     Agrupación 

FP-15-1204    60   11,285     A 

FP-17-1484    60   10,745     A 
FP-21-0709    60   10,0460       B 

FP-21-0728    60   10,0033       B 

FP-21-0016    60    9,9457        B 
FP-21-0328    60    9,5135        B C 

FP-21-0003    60    9,3785            C D 

FP-21-0718    60    9,3546            C D E 
FP-21-0614    60    9,1710            C D E F 

FP-21-0697    60    9,1644            C D E F 
FP-21-0327    60    9,0900            C D E F G 

FP-21-0698    60    9,0637            C D E F G 

FP-21-0378    60    9,0239            C D E F G 
FP-21-0121    60    9,0233            C D E F G 

FP-21-0695    60    9,0232            C D E F G 

FP-20-0115    60    9,0119            C D E F G 
FP-20-0268    60    8,9906            C D E F G 

FP-21-0717    60    8,9840            C D E F G 

FP-21-0699    60    8,9600                D E F G 
FP-20-0577    60    8,9343                D E F G 

FP-21-0705    60    8,8998                D E F G 

FP-21-0713    60    8,8174                    E F G 
FP-21-0101    60    8,7936                       F G 

FP-14-0540    60    8,7368                       F G 

FP-21-0809    60    8,7188                       F G 
FP-20-0228    60    8,7175                       F G 

FP-21-0379    60    8,6698                       F G 

FP-20-0542    60    8,6629                       F G 
FP-21-0707    60    8,6530                       F G 

FP-18-1553    60    8,6284                       F G 

FP-15-0024    60    8,5786                          G 

FP-15-1204   60    7,559       1,013        (7,421;   7,697) 

FP-17-1484   60    7,611       1,618        (7,473;   7,749) 
FP-18-1553   60    6,3869     0,3483      (6,2487; 6,5251) 

FP-20-0115   60    6,3876     0,3789      (6,2495; 6,5258) 

FP-20-0228   60    6,2539     0,6994      (6,1157; 6,3921) 
FP-20-0268   60    6,8679     0,3874      (6,7298; 7,0061) 

FP-20-0542   60    7,0576     0,5668      (6,9195; 7,1958) 

FP-20-0577   60    6,2282     0,3880      (6,0901; 6,3664) 
FP-21-0003   60    6,7213     0,3390      (6,5831; 6,8595) 

FP-21-0015   60    6,5862     0,6566      (6,4480; 6,7243) 

FP-21-0016   60    7,0594     0,5295      (6,9212; 7,1976) 
FP-21-0034   60    7,0771     0,4193      (6,9390; 7,2153) 

FP-21-0101   60    6,6924     0,2936      (6,5543; 6,8306) 
FP-21-0121   60    6,3228     0,3931      (6,1846; 6,4610) 

FP-21-0327   60    6,6641     0,5341      (6,5259; 6,8023) 

FP-21-0328   60    6,4501     0,4520      (6,3119; 6,5883) 
FP-21-0378   60    6,1882     0,4394      (6,0500; 6,3264) 

FP-21-0379   60    6,4308     0,2632      (6,2926; 6,5690) 

FP-21-0614   60    6,4663     0,3818      (6,3281; 6,6044) 

FP-21-0695   60    6,7754     0,2991      (6,6372; 6,9135) 

FP-21-0697   60    6,6673     0,5361      (6,5292; 6,8055) 

FP-21-0698   60    6,3742     0,3254      (6,2360; 6,5124) 
FP-21-0699   60    6,3867     0,5706      (6,2485; 6,5249) 

FP-21-0705   60    6,7795     0,4967      (6,6413; 6,9177) 

FP-21-0707   60    6,4042     0,3449      (6,2660; 6,5424) 
FP-21-0709   60    7,6738     0,4565      (7,5357; 7,8120) 

FP-21-0713   60    6,1887     0,5180      (6,0505; 6,3268) 

FP-21-0717   60    6,4433     0,3337      (6,3052; 6,5815) 
FP-21-0718   60    6,8417     0,5195      (6,7035; 6,9799) 

FP-21-0728   60    7,7500     0,4851      (7,6118; 7,8882) 

FP-21-0809   60    6,5117     0,4461      (6,3735; 6,6498) 

 

Desv.Est. agrupada = 0,545734 
 

Comparaciones en parejas de Tukey  
 

Agrupar información utilizando el método de Tukey y una 

confianza de 95% 

 

Factor               N    Media     Agrupación 

FP-21-0728     60    7,7500    A 
FP-21-0709     60    7,6738    A 

FP-17-1484     60    7,611      A 

FP-15-1204     60    7,559      A 
FP-21-0034     60    7,0771       B 

FP-21-0016     60    7,0594       B C 

FP-20-0542     60    7,0576       B C 
FP-14-0540     60    6,8842       B C D 

FP-20-0268     60    6,8679       B C D 

FP-21-0718     60    6,8417       B C D E 
FP-21-0705     60    6,7795       B C D E F 

FP-21-0695     60    6,7754       B C D E F 
FP-21-0003     60    6,7213       B C D E F G 

FP-21-0101     60    6,6924           C D E F G H 

FP-21-0697     60    6,6673               D E F G H 
FP-21-0327     60    6,6641               D E F G H 

FP-21-0015     60    6,5862               D E F G H I 

FP-21-0809     60    6,5117               D E F G H I J 
FP-21-0614     60    6,4663                   E F G H I J 

FP-21-0328     60    6,4501                      F G H I J 

FP-21-0717     60    6,4433                      F G H I J 
FP-21-0379     60    6,4308                      F G H I J 

FP-21-0707     60    6,4042                      F G H I J 

FP-20-0115     60    6,3876                         G H I J 
FP-18-1553     60    6,3869                         G H I J 

FP-15-0024     60    6,3868                         G H I J 

FP-21-0699     60    6,3867                         G H I J 
FP-21-0698     60    6,3742                         G H I J 

FP-21-0121     60    6,3228                             H I J 

FP-20-0228     60    6,2539                                 I J 
FP-20-0577     60    6,2282                                 I J 
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FP-21-0034    60    8,5675                          G 

FP-21-0015    60    7,8259                             H 
 

Las medias que no comparten una letra son 

significativamente diferentes. 
 

FP-21-0713     60    6,1887                                   J 

FP-21-0378     60    6,1882                                   J 
 

Las medias que no comparten una letra son 

significativamente diferentes. 
 

Fuente: (La autora, 2023) Minitab software 

Como se puede evidenciar la variación entre las medias de los aislados y dentro de las muestras 

son diferentes, esta variación se presenta tanto en aislados reconstituidos como nuevos, esto se 

debe a factores evolutivos que infieren en el desarrollo del hongo cuando es aislado en medios 

artificiales (Jarvis, 1977), además, contrasta con la información morfológica obtenida durante 

el crecimiento del micelio y detallados en el Anexo 13. 

Para la identificación morfométrica se realizó una comparación de las medidas de los aislados 

con medidas de referencia bibliográfica. La desviación estándar agrupada para la medida de 

largo de conidios es 0,879564 y la desviación estándar agrupada para las medidas de ancho fue 

0,57263, estos valores indican que la mayor parte de los datos están agrupados cerca de su 

media, en las Figuras 10 y 11 se muestran las dispersiones de los datos y se puede observar que 

las medidas de los conidios se encuentran dentro de los límites de las medidas utilizadas como 

referencia bibliográfica. 

Dispersión de los valores del largo de los conidios de B. cinerea 

 

Figura 10. Dispersión de los valores, largo de conidios.  

Fuente: (La autora, 2023, Minitab software). 
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Dispersión de los valores del ancho de conidios de B. cinerea 

 

Figura 11. Dispersión de los valores, ancho de conidios  

Fuente: (La autora, 2023, Minitab software). 

3.2. Análisis bioquímico 

Los datos obtenidos al día 4 de incubación, permite verificar la capacidad de los aislados para 

utilizar las fuentes de carbono de la FF MicroPlates tales como: D-celobiosa, α-D-Glucosa, D-

xilosa, sucrosa, L-arabinosa, maltosa, manosa, entre otros (Anexo 8),  las cuales son degradadas 

por las enzimas que posee B. cinerea (pectinasas, celulasas, xilanasa, arabinasa, proteasas 

aspárticas y lacasas) (Kars & van Kan, 2007), durante la incubación permitiéndo obtener su 

perfil metabólico que se muestra en el Anexo 15. Como se puede observar en la Tabla 12, todas 

las identificaciones de los aislados tuvieron un ID: B. cinerea Persoon BGA, con valor de 1,00 

para la probabilidad de confianza (BIOLOG, 2010). 

Tabla 12. Datos de las probabilidades de lecturas (96 h) para la identificación de B. cinerea en 

las FF MicroPlates 

No CODIGO PROB  SIM ID 

1 FP-14-0540 1,00 0,827 B. cinerea Persoon BGA 

2 FP-15-0024 1,00 0,827 B. cinerea Persoon BGA 

3 FP-15-1204 1,00 0,827 B. cinerea Persoon BGA 

4 FP-17-1484 1,00 0,835  B. cinerea Persoon BGA 

5 FP-18-1553 1,00 0,802  B. cinerea Persoon BGA 

6 FP-20-0115 1,00 0,827 B. cinerea Persoon BGA 

7 FP-20-0228 1,00 0,813 B. cinerea Persoon BGA 

8 FP-20-0268 1,00 0,707 B. cinerea Persoon BGA 

9 FP-20-0542 1,00 0,722 B. cinerea Persoon BGA 

10 FP-20-0577 1,00 0,880 B. cinerea Persoon BGA 
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11 FP-21-0003 1,00 0,827 B. cinerea Persoon BGA 

12 FP-21-0015 1,00 0,626 B. cinerea Persoon BGA 

13 FP-21-0016 1,00 0,827 B. cinerea Persoon BGA 

14 FP-21-0034 1,00 0,728 B. cinerea Persoon BGA 

15 FP-21-0101 1,00 0,687 B. cinerea Persoon BGA 

16 FP-21-0121 1,00 0,739 B. cinerea Persoon BGA 

17 FP-21-0327 1,00 0,707 B. cinerea Persoon BGA 

18 FP-21-0328  1,00 0,713 B. cinerea Persoon BGA 

19 FP-21-0378 1,00 0,827 B. cinerea Persoon BGA 

20 FP-21-0379 1,00 0,676 B. cinerea Persoon BGA 

21 FP-21-0614 1,00  0,815  B. cinerea Persoon BGA 

22 FP-21-0695 1,00 0,793 B. cinerea Persoon BGA 

23 FP-21-0697 1,00 0,850 B. cinerea Persoon BGA 

24 FP-21-0698 1,00 0,676 B. cinerea Persoon BGA 

25 FP-21-0699 1,00 0,739 B. cinerea Persoon BGA 

26 FP-21-0705 1,00 0,783 B. cinerea Persoon BGA 

27 FP-21-0707 1,00 0,812 B. cinerea Persoon BGA 

28 FP-21-0709 1,00 0,827 B. cinerea Persoon BGA 

29 FP-21-0713 1,00 0,714  B. cinerea Persoon BGA 

30 FP-21-0717 1,00 0,783 B. cinerea Persoon BGA 

31 FP-21-0718 1,00 0,700 B. cinerea Persoon BGA 

32 FP-21-0728 1,00  0,828 B. cinerea Persoon BGA 

33 FP-21-0809 1,00  0,867 B. cinerea Persoon BGA 

Fuente: (La autora, 2023) 

3.3. Análisis inmunoensayo 

La Tabla 13, presenta resultados de lecturas fotométricas (650 nm) de la conjugación de 

anticuerpos-antígenos según la distribución de las muestras en la placa descrita en el Anexo 16. 

Tabla 13. Datos obtenidos para la identificación de B. cinerea en el ensayo bioquímico 

Código  

muestra 

DO 650 nm 
Resultado 

1R 2R 𝒙 

FP-14-0540 0,679 0,612 0,6455 Reactivo 

FP-15-0024 0,620 0,586 0,6030 Reactivo 

FP-15-1204 0,603 0,573 0,5880 Reactivo 

FP-17-1484 0,437 0,583 0,5100 Reactivo 

FP-18-1553 0,657 0,628 0,6425 Reactivo 

FP-20-0115 0,475 0,508 0,4915 Reactivo 

FP-20-0228 0,603 0,538 0,5705 Reactivo 

FP-20-0268 0,671 0,699 0,6850 Reactivo 

FP-20-0542 0,499 0,519 0,5090 Reactivo 

FP-20-0577 0,627 0,559 0,5930 Reactivo 

FP-21-0003 0,539 0,700 0,6195 Reactivo 

FP-21-0015 0,511 0,494 0,5025 Reactivo 

FP-21-0016 0,568 0,544 0,5560 Reactivo 

FP-21-0034 0,380 0,477 0,4285 Reactivo 
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FP-21-0101 0,250 0,249 0,2495 Reactivo 

FP-21-0121 0,405 0,404 0,4045 Reactivo 

FP-21-0327 0,489 0,508 0,4985 Reactivo 

FP-21-0328 0,471 0,427 0,4490 Reactivo 

FP-21-0378 0,527 0,524 0,5255 Reactivo 

FP-21-0379 0,510 0,482 0,4960 Reactivo 

FP-21-0614 0,441 0,489 0,4650 Reactivo 

FP-21-0695 0,410 0,496 0,4530 Reactivo 

FP-21-0697 0,389 0,389 0,3890 Reactivo 

FP-21-0698 0,634 0,652 0,6430 Reactivo 

FP-21-0699 0,413 0,411 0,4120 Reactivo 

FP-21-0705 0,333 0,372 0,3525 Reactivo 

FP-21-0707 0,455 0,484 0,4695 Reactivo 

FP-21-0709 0,615 0,635 0,6250 Reactivo 

FP-21-0713 0,396 0,431 0,4135 Reactivo 

FP-21-0717 0,316 0,332 0,3240 Reactivo 

FP-21-0718 0,621 0,597 0,6090 Reactivo 

FP-21-0728 0,672 0,615 0,6435 Reactivo 

FP-21-0809 0,642 0,763 0,7025 Reactivo 

Positivo (CP) 0,536 0,714 0,6250 Reactivo 

Negativo (CN) 0,035 0,032 0,0335 No reactivo 

Blancos (B) 

 

0,034 0,036 0,0350 No reactivo 

0,035 0,034 0,0345 No reactivo 

                 (MC 1) 

Muestras  (MC 2) 

ciegas       (MC 3) 

                 (MC 4) 

 

0,037 0,039 0,0380 No reactivo 

0,037 0,035 0,0360 No reactivo 

0,036 0,036 0,0360 No reactivo 

0,037 0,032 0,0345 No reactivo 

Cut off  𝒙(CN) x 2 = 0,067 

Fuente: (La autora, 2023) 

Después del tiempo de incubación se visualizó un incremento en el color del control positivo y 

de las muestras, confirmando su reactividad, los controles negativos, muestras ciegas y blancos 

no presentaron color permitiendo evidenciar la especificidad y selectividad del anticuerpo 

(Dewey & Yohalem, 2007). Al aplicar el punto de corte (0,067) se puede evidenciar que las 

muestras superan el límite de los controles negativos, siendo reactivos para la detección de B. 

cinerea (LOEWE, 2016). 
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3.4. Análisis molecular 

 Amplificación y visualización de los fragmentos ITS y Bc 

Como se puede visualizar los producto de PCR amplificados de las 33 muestras de ADN, 

permitió obtener fragmentos de aprox. 600 pb (White T. , Bruns, Lee, & Taylor, 1990) para el 

gen ITS (Figura 12) y 480 pb (Rigotti, Viret, & Gindro, 2006) para el gen Bc (Figura 13), esto 

evidencia el tamaño de los productos de amplificación y corroborar la similitud entre las 

muestras. La amplificación de los cebadores C729+/– diseñados para detectar B. cinerea no 

permitió la amplificación de los fragmentos, posiblemente por el deterioro de los cebadores.  

Electroforesis del producto PCR de regiones ITS 

 

Figura 12. Electroforesis del producto PCR para la amplificación de regiones ITS.  

Ml: DNA Ladder 1 Kb, 1:FP-14-0540, 2: FP-15-0024, 3:FP-15-1204, 4:FP-17-1484, 5:FP-18-1553, 6:FP-20-

0115, 7:FP-20-0228, 8:FP-20-0268, 9:FP-20-0542, 10:FP-20-0577, 11:FP-21-0003, 12:FP-21-0015, 13:FP-21-

0016, 14:FP-21-0034, 15:FP-21-0101, 16:FP-21-0121, 17:FP-21-0327, 18:FP-21-0328, 19:FP-21-0378, 20:FP-

21-0379, 21:FP-21-0614, 22:FP-21-0695, 23:FP-21-0697, 24:FP-21-0698, 25:FP-21-0699, 26:FP-21-0705, 

27:FP-21-0707, 28:FP-21-0709, 29:FP-21-0713, 30:FP-21-0717, 31:FP-21-0718, 32:FP-21-0728, 33:FP-21-0809, 

N: Negativo, M2: Low DNA Mass Ladder 2Kb 

Fuente: (La autora, 2023) 
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Electroforesis del producto PCR de regiones Bc 

 

Figura 13. Electroforesis del producto PCR, para la amplificación de regiones Bc.  

Ml: DNA Ladder 1 Kb, 1:FP-14-0540, 2: FP-15-0024, 3:FP-15-1204, 4:FP-17-1484, 5:FP-18-1553, 6:FP-

20-0115, 7:FP-20-0228, 8:FP-20-0268, 9:FP-20-0542, 10:FP-20-0577, 11:FP-21-0003, 12:FP-21-0015, 

13:FP-21-0016, 14:FP-21-0034, 15:FP-21-0101, 16:FP-21-0121, 17:FP-21-0327, 18:FP-21-0328, 19:FP-

21-0378, 20:FP-21-0379, 21:FP-21-0614, 22:FP-21-0695, 23:FP-21-0697, 24:FP-21-0698, 25:FP-21-0699, 

26:FP-21-0705, 27:FP-21-0707, 28:FP-21-0709, 29:FP-21-0713, 30:FP-21-0717, 31:FP-21-0718, 32:FP-

21-0728, 33:FP-21-0809, N: Negativo, M2: Low DNA Mass Ladder 2Kb 

Fuente: (La autora, 2023) 

 

 Alineamiento múltiple para la región ITS 

El alineamiento se realizó con las secuencias consenso de 24 muestras, la muestra FP-18-1553 

y FP-20-0115 fueron eliminadas porque generaron inconvenientes por su calidad inaceptable; 

la Figura 14, contiene las 24 muestras de estudio, las secuencias de B. cinerea y Botryotinia 

fuckeliana que corresponden a la base de datos de BLAST las cuales presentaron 

estadísticamente coincidencia con la especie asignada (Query Cover 100%, Per. Ident. 95-

100%, E value 0.0), (NCBI, 2022). 

 

 

 

M1   1     2    3     4     5    6      7    8      9   10   11  12   13   14    15  16   17   18   19   20   21  22   23  24   25   26   27  28  29   30   31   32  33   M2  

      

88 

480 bp 



 

52 

Segmento del alineamiento múltiple para regiones ITS 

 

Figura 14. Segmento del alineamiento múltiple para regiones ITS. 

Muestras: BM-22-0421:FP-15-0024, BM-22-0423: FP-21-0003, BM-22-0424:FP-21-0695, BM-22-

0425:FP-21-0697, BM-22-0426:FP-21-0707, BM-22-0427:FP-21-0717, BM-22-0428:FP-21-0718, BM-22-

0429:FP-21-0728, BM-22-0430:FP-21-0015, FP-15-0024, FP-20-0268, FP-20-0577, FP-21-0016, FP-21-

0101, FP-21-0327, FP-21-0328, FP-21-0378, FP-21-0379, FP-21-0614, FP-21-0698, FP-21-0709, AEC-

00021:FP-14-0540, AEC-00022:FP-15-0024, AEC-00026:FP-15-1204; muestras ID GenBank: AJ422103, 

AJ539088, Z73765, KY950235, KF859918 y KX463512 y muestras ID GenBank:GU395993, HQ455788, 

FJ169666, EU563123 y EU563120. Con el algoritmo Muscle y bajo la configuración predeterminada del 

programa MEGA 11.  

Fuente: (La autora, 2023) 

 

La matriz presenta columnas marcadas con asterisco indicando los residuos con posiciones 

estructurales comunes y/o residuos ancestrales (Tamura, Stecher, & Kumar, 2021), además los 

nucleótidos diferenciados por colores (T: rojo; G: morado; C: celeste y A: verde); los resultados 

comprenden 564 caracteres (555 conservados, 6 variables y 2 con parsimonia informativa), el 

alineamiento presenta la comparación de las secuencias editadas con las secuencias de la base 
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de datos del programa BLAST con el fin de evidenciar que existe correspondencia entre sitios 

homólogos (Kumar, Stecher, Li, Knyaz, & Tamura, 2018). 

 Construcción del árbol filogenético para la región ITS 

La topología del árbol condensado obtenido en base a regiones ITS que se observa en la Figura 

15, indicó la formación de dos grupos, el primero incluye 21 muestras de estudio con especies 

de: B. cinerea (ID GenBank: Z73765, KY950235, KF859918 y KX463512), Botryotinia 

fuckeliana (ID GenBank:GU395993, HQ455788, FJ169666, EU563123 y EU563120), B. 

fabae, (ID GenBank: MH855020 y AJ716303) B. pelargonii, (ID GenBank:AJ716290) y B. 

sphaerosperma (ID GenBank:AJ716293); algunos de ellos agrupados con un buen soporte y 

separados por pequeñas ramas internas, además sobresalen ramas que fueron condensadas 

resultando en politomías; y el segundo grupo incluye dos muestras de estudio. Para esto, el uso 

de la secuenciación tiene como principio el método extrínseco el cual se trata de comparar un 

gen de función desconocida con la base de datos de secuencias con función conocida en las 

bases de datos existentes, una limitación importante de este enfoque es el hecho de que, al 

presente, alrededor de un tercio de las secuencias de organismos recién secuenciados no 

coinciden lo suficiente con secuencias conocidas, los errores en las secuencias depositadas en 

bases de datos pueden suponer un grave problema. (Tsui, y otros, 2011). Por lo que la robustez 

de la reconstrucción filogenética se validó mediante el test estadístico de análisis de bootstrap 

(bs), considerando que un nodo con un valor bs ≥70 % posee un buen soporte estadístico (Hall, 

2018); es así que el árbol consenso obtenido provee información para pensar que las cepas de 

Botrytis cinerea tienen un ancestro en común.  
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Árbol consenso en base a la región ITS 

  

Figura 15. Árbol consenso en base a la región ITS. 

Utilizando el método de máxima verosimilitud basado en el modelo de (K2) y bajo la configuración 

predeterminada del programa MEGA 11.  

Fuente: (La autora, 2023) 

 

 Alineamiento múltiple para la región Bc 

La Figura 16, contiene las 10 muestras de estudio  y las secuencias de B. cinerea (ID GenBank: 

KR080282, KR080281, KR080280, KU936085, KU936084 y LN866604) que corresponden a la 

base de datos del NCBI, 2022, las cuales presentaron estadísticamente coincidencia con la 

especie asignada (Query Cover 100%, Per. Ident. 100%, E value 0.0).  

 

 

 

 

I 

II 
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Segmento del alineamiento múltiple para las regiones Bc 

 

Figura 16. Segmento del alineamiento múltiple para las regiones Bc. 

Muestras: (BM-22-0431:FP-15-0003, BM-22-0432: FP-21-0015, BM-22-0433:FP-21-0101, BM-22-

0434:FP-21-0328, BM-22-0435:FP-21-0695, BM-22-0436:FP-21-0697, BM-22-0437:FP-21-0707, BM-22-

0438:FP-21-0717, BM-22-0439:FP-21-0718, BM-22-0440:FP-15-0728). Con el algoritmo Muscle y bajo la 

configuración predeterminada del programa MEGA 11.  

Fuente: (La autora, 2023) 

 

Los resultados comprenden 714 caracteres (669 conservados, 22 variables y 4 con parsimonia 

informativa), el alineamiento presenta la comparación de las secuencias editadas con las 

secuencias de la base de datos del programa BLAST con el fin de evidenciar que existe 

correspondencia entre sitios homólogos (Kumar, Stecher, Li, Knyaz, & Tamura, 2018) 

 Construcción del árbol filogenético para la región Bc 

La topología del árbol condensado obtenido en base a regiones Bc que se observa en la Figura 

17, indicó la formación de un solo grupo, el cual incluye 10 muestras de estudio con especies 

de: B. cinerea (ID GenBank: KR080282, KR080281, KR080280, KU936085, KU936084 y LN866604). 

La robustez de la reconstrucción filogenética se validó mediante el test estadístico de análisis 

de bootstrap (bs), considerando que un nodo con un valor bs ≥70 % posee un buen soporte 
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estadístico (Hall, 2018); además se puede evidenciar que las región C729 +/- contiene la región 

BC108 +/ BC563– (Rigotti, Viret, & Gindro, 2006) por lo que se forman un solo clado con las 

muestras analizadas, esto provee información para pensar que se agrupan de acuerdo a la 

similitud de secuencias que contienen las muestras.  

Árbol consenso en base a la región Bc 

 

Figura 17. Árbol consenso en base a la región Bc. 

Utilizando el método de máxima verosimilitud basado en el modelo de (K2) y configuración predeterminada 

del programa MEGA 11.  

Fuente: (La autora, 2023) 
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3.5. Análisis de la Validación y del aseguramiento de la calidad del ensayo 

 Selectividad/especificidad 

Para este análisis se combinaron los resultados obtenidos en el Anexo 17, con los resultados de 

repetibilidad del Anexo 18 del cual se extrae que todos los valores pertenecen a verdaderos 

positivos (n=18), obteniéndose una sensibilidad y especificidad del 100% (NATA, 2018). 

 Precisión (Repetibilidad / Reproducibilidad) 

Dado que los ensayos fueron preparados independientemente sin variaciones de 

concentraciones, reactivos, equipos de prueba o que tuvieran influencias externas, se les 

considera muestras aleatorias, de lo cual se obtuvo; 9 muestras verdadero positivas y ninguna 

muestra asociada a falso positivo, verdadero negativo y falso negativo. Realizado el cálculo se 

tiene de precisión el 100%, lo que significa que la medida de los valores es exactamente iguales 

a los valores dados (NATA, 2018). 

 Veracidad 

La veracidad del método se estableció con la cepa conservada y secuenciada del laboratorio 

como material de referencia, la cual al ser analizada mediante el sistema de identificación 

microbiana BIOLOG, permitió determinar que el grado de concordancia entre el valor obtenido 

y el valor esperado fue del 100%, tal como se muestra en el Anexo 19. Una vez revisado los 

resultados de la validación y comparados con los objetivos establecidos, se procedió a realizar 

el respectivo informe y la declaración de que el método de ensayo es validado por los 

responsables de la institución. 
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Conclusiones 

 Esta investigación proporcionó información para la identificación de Botrytis cinerea 

mediante el sistema de identificación microbiana BIOLOG, las cuales permitirán realizar la 

validación del procedimiento específico de ensayo. 

 Los resultados obtenidos del muestreo realizado en las provincias de Pichincha, Cotopaxi e 

Imbabura, fue de 33 aislados pertenecientes a la especies B. cinerea; con ciertas diferencias 

morfológicas, las cuales están relacionadas a la capacidad de los hongos complejos para 

formar diferentes morfotipos, existen referencias que el micelio joven preferentemente 

guarda relación con la vigorosidad y principios activos para la producción de enzimas que 

producen la infección. 

 El análisis de la morfometría mediante ANOVA de las magnitudes (largo y ancho) de los 

aislados presentó cepas morfológicamente heterogéneas, pero que morfométricamente  se 

encuentran relacionadas con medidas determinadas bibliográficamente.  

 Mediante la evaluación del perfil metabólico de los aislados purificados y monsopóricos, 

se identificó que con valor de 1,00 para la probabilidad de confianza todos los aislados 

fueron identificados como Botrytis cinerea.  

 El uso de kit comerciales para la obtención de ADN a partir de micelio de estructuras 

miceliares permitió la obtención de ADN de alta calidad y concentración, facilitando la 

amplificación tanto de regiones conservadas como del gen específico en todas las cepas de 

estudio. 

 El análisis del gen ITS4 es útil para resolver relaciones entre especies pero no garantiza una 

filogenia de especies completamente segura, particularmente si las especies son muy 
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cercanas. Pero al usar primers específicos tales como BC108 y BC563 se asegura una 

identificación adecuada. 
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Recomendaciones 

 Realizar la evaluación de los aislados obtenidos mediante postulados de Koch en diferentes 

fases fenológicas de los huéspedes. 

 Evaluar la capacidad del patógeno para formar estructuras morfológicas que permitan 

obtener el ciclo de vida completo del fitopatógeno. 

 Evaluar la capacidad enzimática de los patógenos en las pruebas que permiten medir la 

actividad del proceso enzimático de las fuentes de carbono. 

 Adquirir cebadores específicos para la identificación de diferentes géneros de Botrytis spp.  
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ANEXOS 

Anexo 1. Convenio Específico con la Agencia de Regulación y Control Fito y Zoosanitario – 

AGROCALIDAD 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 

 



 

 

Anexo 2. Base de datos del género Botrytis spp. 

B. acinorum B. caerulescens B. depraedans B. flavocinerea 

B. aclada B. californica B. destructor B. fragariae 

B. acmospora B. calthae B. devastrix B. fritillariae-pallidiflorae 

B. acridiorum B. campsotricha B. dichotoma B. fritillarii-pallidoflori 

B. aeruginosa B. camptopoda B. didyma B. fuckeliana 

B. affinis B. cana B. diffusa B. fulgens 

B. africana B. candidula B. diospyri B. fuliginosa 

B. agaricina B. canescens B. divaricata B. fulva 

B. alba B. capitata B. doryphora B. fumago 

B. albidocaesia B. capsularum B. douglasii B. funicola 

B. allii B. carnea B. effusa B. furcata 

B. allii-fistulosi B. caroliniana B. elegans B. fusca 



 

 

B. allochroa B. carthami B. elegantula B. fuscata 

B. ampelophila B. ceratioides B. elliptica B. galanthina 

B. anacardii B. cercosporaecola B. ellisii B. gangliformis 

B. angularia B. cercosporicola B. elongata B. ganglioniformis 

B. angularis B. cinerea B. epichloes B. gemella 

B. angulata B. cinerea subsp. cinerea B. epichloës B. geminata 

B. anthophila B. cinerella B. epigaea B. geniculata 

B. arachidis B. cinereoglauca B. epigaea subsp. epigaea B. geophila 

B. arborescens B. cinereovirens B. epiphylla B. geotricha 

B. arenariae B. cirsii-spinosissimi B. eriophyes B. geranii 

B. argillacea B. citricola B. eriophyis B. gigantea 

B. arisaemae B. citrina B. eriophytis B. gladioli 

B. artocarpi B. coccotricha B. erubescens B. gladiolorum 



 

 

B. asperula B. coccotrichoidea B. erythropus B. glauca 

B. atrata B. coerulescens B. eucalypti B. globosa 

B. atrofumosa B. compacta B. euphorbiae B. glomerulosa 

B. atroviridis B. conferta B. euroamericana B. gonatobotryoides 

B. aurantiaca B. convallariae B. fabae B. gossypina 

B. bassiana B. convoluta B. fabiopsis B. granuliformis 

B. bicolor B. corolligena B. fallax B. grisea 

B. bifurcata B. croci B. farinosa B. grisella 

B. bonordenii B. crustosa B. farinulenta B. griseola 

B. brevior B. cryptomeriae B. fascicularis B. griseolilacina 

B. brongniartii B. crystallina B. fasciculata B. haplaria 

B. brunneola B. curta B. felisiana B. hepatica 

B. bryi B. delacroixii B. ficariarum B. hormini 



 

 

B. bryophila B. dendroides B. flavicans B. hortensis 

B. byssoidea B. densa B. flavida B. hyacinthi 

B. hydrastidis B. ochracea B. ramosa  

B. hypophylla B. oligospora B. ramulosa B. streptothrix 

B. infestans B. olivacea B. ranunculi B. suberis 

B. interrupta B. olivaceolutea B. repens B. taxi 

B. isabellina B. ovulifera B. reptans B. tenella 

B. jonesii B. paeoniae B. rhinotrichoides B. tenera 

B. lactucae B. pallida B. rhodochroa B. tephroidea 

B. lanea B. pannosa B. rhodospora B. terrestris 

B. latebricola B. papyrigena B. ricini B. tilletii 

B. lateritia B. papyrogena B. rileyi B. tillettei 

B. laxa B. paradoxa B. rivoltae B. torta 



 

 

B. laxissima B. parasitica B. rosea B. trabea 

B. leucospora B. patula B. rubescens B. tracheiphila 

B. leucoxantha B. pelargonii B. rudiculoides B. tracheiphilum 

B. lilacina B. pellicula B. rufa B. tricephala 

B. liliorum B. peronosporoides B. schweinitzii B. trifolii 

B. limacidae B. phymatotricha B. sect. botrytis B. truncata 

B. linkii B. pilulifera B. sect. Cristularia B. tulipae 

B. longibrachiata B. pistiae B. sekimotoi B. turbinata 

B. luteobrunnea B. platensis B. septospora B. umbellata 

B. lutescens B. plebeja B. seriata B. umbrina 

B. macrospora B. polyactis B. setuligera B. uredinicola 

B. mali B. polyblastis B. similis B. urticae 

B. martii B. polyphyllae B. simplex B. variosperma 



 

 

B. medusae B. polysperma B. simplex var. preussii B. varisperma 

B. melolonthae B. polyspora B. sinoallii B. vastatrix 

B. micheneri B. porri B. sinoviticola B. velutina 

B. minutula B. prasina B. solani B. vera 

B. monilioides B. preussii B. sonchicola B. verrucosa 

B. moricola B. pruinosa B. sonchina B. verticillioides 

B. mucedo B. prunorum B. spectabilis B. vicia-hirssutae 

B. multifida B. pseudocinerea B. sphaeriae-typhinae B. viciae 

B. murina B. pulcherrima B. sphaerosperma B. viciae-hirsutae 

B. muscae B. pulla B. sphaerospora B. violacea 

B. muscaria B. pulvinata B. sphaerulifera B. virella 

B. narcissicola B. pulvinulus B. sphagnorum B. viridans 

B. nebularis B. purpureospadicea B. spicata B. viticola 



 

 

B. necans B. pussila B. splendida B. vulgaris 

B. nigra B. pygmaea B. spongiosa B. wallrothii 

B. nívea B. pyogenes B. sporotrichoides B. yuae 

B. nivosa B. pyramidalis B. squamosa  

B. novaesii B. pyriformis B. stellata  

B. nutans B. racemosa B. stephanoderis  

Fuente: (MycoBank, 2022) 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Anexo 3. Sinónimos y agrupamiento taxonómico de Botrytis cinerea con sus respectivos años 

de publicación 

Sinónimos 
Año 

publicación 

Agrupamiento 

taxonómico de B. cinerea 

Año 

publicación 

Botrytis cinerea f. cinerea  1794/1797 B. c. f. punicae 1909 

Botrytis cinerea  1797/1801 B. c. f. ocymi 1909 

Polyactis vulgaris  1809 B. c. var. dianthi 1909 

    -Botrytis polyactis  1824 B. c. f. narcissicola 1930 

    -Monilia vulgaris  1822 B. c. f. primulae-sinensis 1930 

    -Botrytis vulgaris  1832 B. c. f. pruni-trilobae 1930 

Polyactis sclerotiophila  1852/1853 B. c. f. syringae 1930 

    -Botrytis cinerea var. 

sclerotiophila  
1886 B. c. f. vitis 1930 

    -Botrytis cinerea subsp. 

sclerotiophila  
1881 

B. c. f. gentianae-

asclepiadeae 
1933 

Peziza fuckeliana  1866 B. c. f. theobaldiae 1933 

    -Sclerotinia fuckeliana  1870 B. c. f. veratri  1933 



 

 

    -Botryotinia fuckeliana  1945 B. c. f. erythronii 1935 

Phymatotrichum gemellum  1851 B. c. f. coffeae 1939 

       -Botrytis gemella  1881 B. c. f. convallariae   

Botrytis diospyri  1901 B. c. f. douglasii   

Botrytis citricola  1903     

Botrytis cinerea f. lini  1929     

Botrytis fuckeliana  1949     

Gonatobotryum sclerotigenum  1971     

Haplaria grisea       

Fuente: (CABI, 2022); (Index Fungorum, 2020); (MycoBank, 2022); (USDA-ARS, 2020) 

 

 

 

 

 

 



 

 

Anexo 4. Especies huéspedes que son afectados por B. cinerea 
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Anexo 5. Plaguicidas categorizados y aceptados en el Ecuador para el control de Botrytis spp. 

y B. cinerea 

Ingrediente activo 

Categoría  

Toxicológica* 

Uso Autorizado  

(patógeno/cultivo) 

Aceite del árbol de té (melaleuca alternifolia)  IV  B. cinerea/Rosa, Uva; Botrytis sp./Cebollín/cebolla/Ajo 

Aromatic solvent naphtha + Difenoconazole  II  B. cinerea/Rosa 

Ascorbic acid  IV  B. cinerea/Frutilla 

Azoxystrobin II  B. cinerea/Tomate riñón 

Azoxystrobin + Chlorothalonil II  B. cinerea/Tomate riñón 

Azoxystrobin + Difenoconazole  II  B. cinerea/Uva 

Azoxystrobin + Tebuconazole III  B. cinerea/Rosa 

Bacillus amyloliquefaciens cepa MBI 600 IV  B. cinerea/Rosa, Tomate riñón 

Bacillus subtilis cepa qst 713  IV  B. cinerea/Fresa, Rosa 

Bacillus subtilis gb03 IV  B. cinerea/Rosa 

Boscalid  III  B. cinerea/Rosa, Tomate riñón 



 

 

Boscalid + Cyprodinil II  B. cinerea/Rosa 

Boscalid + Iprodione III  B. cinerea/Rosa 

Boscalid + Kresoxim-methyl III  B. cinerea/Tomate de árbol, Fresa, Kiwi 

Boscalid + Pyraclostrobin II  B. cinerea/Rosa 

Captan  II  B. cinerea/Rosa, Gypsophila 

Carbendazim  IV  B. cinerea/Rosa, Tomate de árbol, Tomate riñón, Fresa 

Carbendazim + Propiconazole III  B. cinerea/Rosa 

Carbendazim + Tebuconazole  III  B. cinerea/Rosa, Tomate de árbol 

Carboxin + Thiram  III  B. cinerea/Rosa 

Chlorothalonil III  B. cinerea/Rosa 

Chlorothalonil + Metalaxyl  II  B. cinerea/Tomate riñón 

Cinnamaldehyde + Eugenol  II  B. cinerea/Rosa 

Copper sulphate pentahydrate  III  B. cinerea/Rosa, Brócoli 

Cymoxanil + Propineb  III  B. cinerea/Tomate riñón 



 

 

Cyprodinil  III  B. cinerea/Rosa 

Cyprodinil + Difenoconazole  III  B. cinerea/Tomate riñón 

Cyprodinil + Fludioxonil  II  B. cinerea/Brócoli, Tomate riñón, Rosa, Uva 

Cyprodinil + Prochloraz  III  B. cinerea/Rosa 

Diethofencarb  III  B. cinerea/Rosa 

Difenoconazole III  B. cinerea/Rosa 

Difenoconazole + Kresoxim-methyl II  B. cinerea/Rosa 

Difenoconazole + Pyraclostrobin  III  B. cinerea/Rosa 

Dimethomorph + Folpet III  B. cinerea/Rosa, Tomate riñón 

Dodine II  B. cinerea/Rosa, Tomate riñón 

Extracto de rutacea (limonene)  IV  B. cinerea/Rosa 

Fenaminstrobin + Tebuconazole  III  B. cinerea/Tomate riñón 

Fenhexamid  III  B. cinerea/Rosa 

Fenhexamid + Fludioxonil  II  B. cinerea/Rosa 



 

 

Fenhexamid + Tebuconazole  II  B. cinerea/Rosa, Uva 

Fenpropidin + Penconazole  II  B. cinerea/Rosa 

   

Continuación…. 

Fluazinam II  B. cinerea Rosa, Tomate riñón 

Fludioxonil  II  B. cinerea/Tomate riñón, Rosa, Brócoli 

Fludioxonil + Pydiflumetofen  II  B. cinerea/Rosa 

Fluopyram + Pyrimethanil  III  B. cinerea/Rosa 

Fluxapyroxad III  B. cinerea/Rosa 

Fluxapyroxad + Pyraclostrobin  II  B. cinerea/Rosa 

Folpet II  B. cinerea/Rosa 

Iminoctadine tris(albesilate)  II  B. cinerea/Rosa, Tomate riñón 

Iprodione  IV  

B. cinerea/Rosa, Tomate de árbol, Tomate riñón, 

Frutilla; Botrytis sp./Pepino, Ajo, Melón, Cebolla perla 



 

 

Iprodione + Thiophanate-methyl III  B. cinerea/Rosa 

Isofetamid  II  B. cinerea/Rosa 

Kresoxim-methyl  III  B. cinerea/Rosa 

Mancozeb  III  B. allii/Cebolla perla, Ajo, Cebolla bulbo 

Mepanipyrim II  B. cinerea/Rosa 

Metalaxyl + Propamocarb hydrochloride  III  B. cinerea/Tomate riñón 

Phenamacril + Tebuconazole  III  B. cinerea/Rosa 

Polyoxin b  IV  B. cinerea/Rosa 

Prochloraz  III  B. cinerea/Rosa, B. allii/Cebolla 

Procymidone II  B. cinerea/Tomate riñón, Rosa 

Propineb  III  

B. allii/Cebollin, Cebolla perla, Cebolla bulbo, Ajo; B. 

cinerea/Uva 

Pyrimethanil  III  B. cinerea/Rosa, Tomate riñón, Uva 

Pyrimethanil + Thiram III  

B. cinerea/Rosa, Ají, Berenjena, Naranjilla, Pepino 

dulce, Pimiento, Tomate de árbol, Uvilla 



 

 

Sal sodica de ácido hidroximetano sulfinico  IV  B. cinerea/Rosa 

Tebuconazole  III  B. cinerea/Rosa, Tomate riñón 

Tebuconazole + Triadimefon  III  Botrytis sp./Ajo, Cebolla bulbo 

Thiabendazole III  Botrytis sp./Rosa 

Thiophanate-methyl  II  B. cinerea/Rosa, Tomate de árbol, Tomate riñón 

Thiram III  B. cinerea/Rosa 

Nota: * II Moderadamente peligrosa, III Ligeramente peligrosa, IV Cuidado 

Fuente: (AGROCALIDAD, 2022) 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Anexo 6. Clave dicotómica para la identificación de Botrytis spp. 

 

Fuente (Domsch, Gams, & Anderson, 1980) 



 

 

Anexo 7. Muestras vegetales inoculadas con aislados puros de B. cinerea 

 

Fuente: (La autora, 2023) 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Anexo 8. Panel de prueba FF MicroPlate ™ 

 

Fuente: (BIOLOG, 2010) 



 

 

Anexo 9. Base de datos del sistema de identificación microbiana 

Alternaria alternata Fusarium compactum Mucor mucedo 

Apiospora montagnei Fusarium crookwellense 

Mucor racemosus f sp 

racemosus 

Aspergillus flavus var flavus Fusarium culmorum Myrothecium roridum 

Aspergillus foetidus Fusarium decemcellulare Myrothecium verrucaria 

Aspergillus fumigatus Fusarium equiseti Nectria aureofulva 

Aspergillus niger v. Tiegham Fusarium fujikuroi Nectria haematococca 

Botryosporium 

longibrachiatum Fusarium globosum Nectria ochroleuca 

Botrytis aclada Fusarium graminearum Neosartorya fischeri var fischeri 

Botrytis cinerea Fusarium graminum Neosartorya fischeri var fischeri 

Cladosporium cladosporioides Fusarium heterosporum Nigrospora oryzae 

Cladosporium herbarum Fusarium longipes Nigrospora sphaerica 



 

 

Cladosporium macrocarpum Fusarium oxysporum Ophiostoma ulmi 

Colletotrichum acutatum Fusarium pallidoroseum Penicillium digitatum 

Colletotrichum capsici Fusarium poae Penicillium expansum 

Colletotrichum coccodes 

Fusarium proliferatum var 

proliferatum Penicillium hirsutum 

Colletotrichum coffeanum Fusarium pseudoanthophilum Penicillium oxalicum 

Colletotrichum crassipes Fusarium pseudograminearum Pestalotiopsis maculans 

Colletotrichum dematium Fusarium redolens Phoma chrysanthemicola 

Colletotrichum destructivum Fusarium reticulatum Phoma exigua var exigua 

Colletotrichum 

gloeosporioides Fusarium sacchari Phoma glomerata 

Colletotrichum 

lindemuthianum 

Fusarium sambucinum var 

sambucinum Phoma herbarum 

Colletotrichum trichellum Fusarium solani 

Phoma macrostoma var 

macrostoma 



 

 

Colletotrichum trifolii 

Fusarium sporotrichioides var 

minus Phoma multirostrata 

Colletotrichum truncatum 

Fusarium sporotrichioides var 

sporotrichioides Phoma septicidalis 

Curvularia lunata var lunata Fusarium stilboides Pichia membranifaciens 

Epicoccum nigrum Fusarium subglutinans Pithomyces chartarum 

Eurotium chevalieri Fusarium thapsinum Pithomyces sacchari 

Fusarium acuminatum Fusarium torulosum Rhizopus oryzae 

Fusarium annulatum Fusarium tricinctum 

Rhizopus stolonifer var 

stolonifer 

Fusarium avenaceum Fusarium udum Stachybotrys chartarum 

Fusarium avenaceum s sp 

aywerte Fusarium venenatum Stachybotrys cylindrospora 

Fusarium avenaceum s sp 

nurragi Fusarium verticillioides Torula herbarum 



 

 

Fusarium brevicatenulatum Fusarium xylarioides Trichothecium roseum 

Fusarium camptoceras Gliocladium viride Ulocladium chartarum 

Fusarium chlamydosporum var 

chlamydosporum Microdochium bolleyi Ustilago maydis 

Fuente: (BIOLOG, 2008) (Modificado de Microbial Identification Database for Biolog Systems, 

Part. # 00A005, Rev C 05/2008) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Anexo 10. Cultivos miceliares de Botrytis cinerea pertenecientes a la fototeca del sistema de 

identificación microbiana BIOLOG 

 

 

Fuente: (BIOLOG, 2008) 



 

 

Anexo 11. Perfiles metabólicos de B. cinerea del sistema Biolog’s MicrologTM 

a. BGA y BGB (turbidez) 

 

b. BGA y BGB (color) 

 

Fuente: (BIOLOG, 2008) 



 

 

Anexo 12. Patrón electroforético de los marcadores de peso y concentración 

 

Fuente: (Invitrogen, 2011) 

 

 

 

 



 

 

Anexo 13 . Fotografías de los aislados fúngicos (prueba morfológica) y sus perfiles metabólicos correspondientes (prueba bioquímica) 

 



 

 

 



 

 

 

Fuente: (La autora, 2023) 

 

 



 

 

Anexo 14. Características morfológicas desarrolladas por los 33 aislados de Botrytis spp. 

durante 30 días en medios de cultivos PDA y EMA 

Código de  

muestra 

Medio de 

cultivo 

 (25ºC) 

Forma de crecimiento (M,Sp,Sc)* 

Color/desarrollo 

Taza de 

crecimient

o 7 días 14 días 21 días >21 días 

FP-14-0540 

PDA Sp Sp Sp Sc Blanquecino-marrón, micelio denso  Rápido 

EMA M Sp Sp Sp Blanquecino, micelio disperso Lento 

FP-15-0024 

PDA Sp Sp Sp Sp Gris-marrón, micelio disperso Intermedio 

EMA M M M Sp Blanquecino micelio disperso Lento 

FP-15-1204 

PDA Sp Sp Sp Sc Marrón, micelio disperso Intermedio 

EMA M M M Sp Blanquecino, micelio disperso Lento 

FP-17-1484 

PDA Sp Sp Sp Sc Marrón, micelio denso Rápido 

EMA M M M Sp Blanquecino, micelio disperso Lento 

FP-18-1553 

PDA Sp Sp Sp Sp Marrón, micelio disperso Intermedio 

EMA M M M M Blanquecino, micelio disperso Lento 

FP-20-0115 PDA Sp Sp Sc Sc Marrón, micelio denso Rápido 



 

 

EMA M M M M Blanquecino, micelio disperso Lento 

FP-20-0228 

PDA M Sp Sp Sc Marrón, micelio disperso Lento 

EMA M M M M Blanquecino, micelio disperso Lento 

FP-20-0268 

PDA Sp Sp Sp Sc Marrón, micelio disperso Intermedio 

EMA M M M Sp Blanquecino, micelio disperso Lento 

FP-20-0542 

PDA Sp Sp Sp Sp Marrón, micelio denso Rápido 

EMA M M M Sp Blanquecino, micelio disperso Rápido 

FP-20-0577 

PDA Sp Sp Sp Sp Marrón, micelio disperso Intermedio 

EMA M M M Sp Blanquecino, micelio disperso Lento 

FP-21-0003 

PDA Sp Sc Sc Sc Blanquecino, micelio disperso Intermedio 

EMA M M Sp Sp Gris, micelio disperso Lento 

FP-21-0015 

PDA Sp Sp Sp Sp Marrón, micelio denso Rápido 

EMA M M M M Blanquecino, micelio disperso Intermedio 

FP-21-0016 PDA Sp Sp Sp Sp Marrón, micelio denso Rápido 



 

 

EMA M M M M Blanquecino, micelio disperso Intermedio 

FP-21-0034 

PDA M M M M Blanquecino, micelio disperso Intermedio 

EMA M M M M Blanquecino, micelio disperso Lento 

FP-21-0101 

PDA Sp Sp Sp Sp Blanquecino-marrón, micelio disperso  Intermedio 

EMA M M M M Blanquecino, micelio disperso Lento 

FP-21-0121 

PDA Sp Sp Sp Sc Gris, micelio disperso intermedio 

EMA M M M M Blanquecino, micelio disperso Lento 

FP-21-0327 

PDA M M M M Gris, micelio disperso Intermedio 

EMA M M M M Blanquecino, micelio disperso Lento 

FP-21-0328 

PDA Sp Sc Sc Sc Blanquecino-marrón, micelio disperso Lento 

EMA M M M Sp Blanquecino, micelio disperso Lento 

FP-21-0378 

PDA M Sp Sp Sp Marrón, micelio denso Rápido 

EMA M M M M Blanquecino, micelio disperso Lento 

FP-21-0379 PDA M Sp Sp Sc Marrón, micelio denso Rápido 



 

 

EMA M M M M Blanquecino, micelio disperso Lento 

FP-21-0614 

PDA Sp Sp Sp Sp Marrón, micelio disperso Intermedio 

EMA M M M Sp Blanquecino, micelio disperso Rápido 

FP-21-0695 

PDA Sp Sp Sp Sp Blanquecino, micelio disperso Intermedio 

EMA M M M Sp Blanquecino, micelio disperso Intermedio 

FP-21-0697 

PDA Sp Sp Sp Sp Marrón, micelio disperso Intermedio 

EMA M M M Sp Blanquecino, micelio disperso Lento 

FP-21-0698 

PDA Sp Sp Sp Sp Blanquecino, micelio disperso Intermedio 

EMA M M M Sp Blanquecino, micelio disperso Lento 

FP-21-0699 

PDA Sp Sp Sp Sp Blanquecino, micelio disperso Leno 

EMA M M M Sp Blanquecino, micelio disperso Lento 

FP-21-0705 

PDA Sp Sp Sp Sp Blanquecino, micelio disperso Intermedio 

EMA M M M Sp Blanquecino, micelio disperso Lento 

FP-21-0707 PDA Sp Sp Sp Sp Blanquecino, micelio disperso Intermedio 



 

 

EMA M M M Sp Blanquecino, micelio disperso Lento 

FP-21-0709 

PDA Sp Sp Sp Sp Blanquecino, micelio disperso Intermedio 

EMA M M M Sp Blanquecino, micelio disperso Lento 

FP-21-0713 

PDA M M M Sp Blanquecino, micelio disperso Intermedio 

EMA M M M Sp Blanquecino, micelio disperso Lento 

FP-21-0717 

PDA Sp Sp Sp Sp Marrón, micelio disperso Intermedio 

EMA M M M Sp Gris, micelio disperso Lento 

FP-21-0718 

PDA Sp Sp Sp Sp Marrón, micelio disperso Intermedio 

EMA M M M Sp Gris, micelio disperso Lento 

FP-21-0728 

PDA Sp Sp Sp Sp Marrón, micelio disperso Intermedio 

EMA M M M Sp Blanquecino, micelio disperso Lento 

FP-21-0809 

PDA Sp Sp Sp Sp Marrón, micelio disperso Intermedio 

EMA M M M Sp Blanquecino, micelio disperso Lento 

Fuente: (La autora, 2023); (*) ”M” (tipo micelio);“Sp” (tipo esporas) y “Sc” (tipo esclerótico) 

 



 

 

Anexo 15. Hoja de resultados del sistema de identificación microbiana BIOLOG 

 

Fuente: (La autora, 2023)  

ID = “Resultados de la llamada” 

Modo de lectura seleccionado 

PROB, SIM, DIST = Criterios de 

Identificación  

Well color Values = DO 490 nm 
 

Well turbidite Values = DO 750 
nm 



 

 

Anexo 16. Tabla de distribución y datos primarios de las muestras del diagnóstico de 

inmunoensayo 

 

 

Fuente: (La autora, 2023) Gen5 Software 



 

 

Anexo 17. Análisis del proceso de validación 

CODIGO PROB  SIM ID 

REPRODUCIBILIDAD Analista 1 

FP-15-0024 1 0,777 B. cinerea Person BGA 

FP-20-0115 1 0,772 B. cinerea Person BGA 

FP-21-0697 1 0,797 B. cinerea Person BGA 

REPRODUCIBILIDAD Analista 2 

FP-15-0024 1 0,681 B. cinerea Person BGA 

FP-20-0115 1 0,797 B. cinerea Person BGA 

FP-21-0697 1 0,723 B. cinerea Person BGA 

REPRODUCIBILIDAD Analista 3 

FP-15-0024 1 0,681 B. cinerea Person BGA 

FP-20-0115 1 0,693 B. cinerea Person BGA 



 

 

FP-21-0697 1 1 B. cinerea Person BGA 

REPETIBILIDAD (1 día) 

FP-15-0024 1 0,846 B. cinerea Person BGA 

FP-20-0115 1 0,748 B. cinerea Person BGA 

FP-21-0697 1 0,621 B. cinerea Person BGA 

REPETIBILIDAD (2 día) 

FP-15-0024 1 0,754 B. cinerea Person BGA 

FP-20-0115 1 0,879 B. cinerea Person BGA 

FP-21-0697 1 0,885 B. cinerea Person BGA 

REPETIBILIDAD (3 día) 

FP-15-0024 1 0,612 B. cinerea Person BGA 

FP-20-0115 1 0,612 B. cinerea Person BGA 



 

 

FP-21-0697 1 0,797 B. cinerea Person BGA 

VERACIDAD (Cepa) 

FP-15-0024 

1 0,655 B. cinerea Person BGA 

1 0,693 B. cinerea Person BGA 

1 0,797 B. cinerea Person BGA 

1 0,705 B. cinerea Person BGA 

1 0,723 B. cinerea Person BGA 

Fuente: (La autora, 2023) 

 

 

 

 

 

 



 

 

Anexo 18. Diagrama de distribución para la determinación del porcentaje de sensibilidad y 

especificidad. 

 

Cepas fúngicas (n=18) 

Valores predictivos 

Positivo Negativo 

Resultado 

ensayo 

BIOLOG  

Positivo 18 0 100% 

Negativo 0 0 100% 

 100% 100%  

Fuente: (La autora, 2023) 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Anexo 19. Grado de concordancia en la veracidad 

No Cepa Referencia Identificación BIOLOG Interpretación 

1 AEC-00022_FP-150024 Botrytis cinerea 100 % 

2 AEC-00022_FP-150024 Botrytis cinerea 100 % 

3 AEC-00022_FP-150024 Botrytis cinerea 100 % 

4 AEC-00022_FP-150024 Botrytis cinerea 100 % 

5 AEC-00022_FP-150024 Botrytis cinerea 100 % 

         Fuente: (La autora, 2023) 

 


