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RESUMEN

La rosa es uno de los cultivos mas importantes en la economia ecuatoriana, pues representa el
8,6% del PIB. Una de las principales enfermedades de este cultivo es el “moho gris” causado
por Botrytis cinerea; un hongo necrotréfico que genera dafios en el cultivo, por ende se han
implementado varios tipos de controles como quimicos, bioldgicos, mecanicos o culturales.
Actualmente han tomado importancia los controles bioldgicos debido a la problematica en la
salud y el ambiente causados por los tradicionales. Entre estos se encuentran los elicitores
que son moléculas que desencadenan respuestas de defensa en las plantas; dependiendo de su
concentracion y tiempo de aplicacion. Por lo tanto, en el presente estudio se evalud la
aplicacion de elicitores en la resistencia contra Botrytis cinerea en rosas mediante hidratacion
en postcosecha. Por medio de una revision sistematica que obtuvo 81 estudios analizé que la
mayoria de elicitores empleados son naturales (68 estudios) y el cutlivo mas investigado
sobre elicitores contra B. cinerea fue el tomate (28 estudios). Para las pruebas se
implementaron elicitores hormonales de defensa como Metil Jasmonato (0.05, 0.1y 0.2 mM),
Acido Salicilico (0.5, 1.0 y 2.0 mM) y Etefén (0.42, 1.73 y 6.92) ademas de hormonas de
crecimiento como auxinas (0.14, 0.29 y 0.57 mM), giberelinas (0.5, 1.0 y 2.0 mM), y
citoquininas (1.11, 2.22 y 4.44). Tras el anélisis de resultados mediante ImageJ y Minitab 19.
Se observo que, las auxinas, el MeJA y las citoquininas disminuyeron el &rea de lesion en

40%, 16% y 14%, respectivamente a diferencia del SA que la increment6 en un 10%.

Palabras clave: rosas, elicitores, Botrytis cinerea, postcosecha, MeJA, SA, etefon,

citoquininas, giberelinas, auxinas.



ABSTRACT

Rose is one of the most important crops in the Ecuadorian economy, representing 8.6% of
GDP. One of the main diseases of this crop is the "gray mold" caused by Botrytis cinerea; a
necrotrophic fungus that causes damage to the crop, therefore various types of controls such
as chemical, biological, mechanical or cultural have been implemented. Currently, biological
controls have become important due to the problems in health and the environment caused by
traditional ones. One of them knows as elicitors, are molecules that trigger defense responses
in plants; depending on its concentration and time of application. Therefore, in the present
study the application of elicitors was evaluated in the resistance against Botrytis cinerea in
roses by postharvest hydration. Through a systematic review that obtained 81 studies, where
most of them was natural elicitors (68 studies) and the most researched crop about elicitors
against B. cinerea was tomato (28 studies). For the tests, were implemented defense
hormonal elicitors such as Methyl Jasmonate (0.05, 0.1 and 0.2 mM), Salicylic Acid (0.5, 1.0
and 2.0 mM) and Ethephon (0.42, 1.73 and 6.92), also were apply growth hormones such as
auxins (0.14, 0.29 and 0.57 mM), gibberellins (0.5, 1.0 and 2.0 mM), and cytokinins (1.11,
2.22 and 4.44). After analyzing the results using ImageJ and Minitab 19. It was observed that
auxins, MeJA and cytokinins decreased the lesion area by 40%, 16% and 14%, respectively,

unlike SA, which increased it by 10%.

Key words: roses, elicitors, Botrytis cinerea, postharvest, MeJA, SA, Ethephon, cytokinins,

gibberelins, auxins.
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1. INTRODUCCION

La rosa es uno de los cultivos mas importantes en la economia ecuatoriana, pues se
posiciona dentro de los primeros productos de exportacion y representa el 8,6% del PIB total
pues da trabajo a mas de 50 000 personas de forma directa como indirecta (Flores, 2015).
Segun la CFN (Corporacién Financiera Nacional) hasta el 2020 las exportaciones principales
han sido hacia Estados Unidos (45%), Rusia (14%) y Holanda (9%) (2021). Esto indica la
importancia del cuidado e investigacion de nuevas técnicas que enfrenten problemas
fitosanitarios causado por varios factores ambientales como técnicos. Aquellas enfermedades
de gran relevancia dentro del cultivo son el “Oidio” causado por Sphaerotheca pannosa
(Aponte, 2015), el “Mildiu Velloso” por Peronospora sparsa (Flores, 2015) y el “Moho gris”
por Botrytis cinerea. Este Ultimo, es el fitopatdgeno que causa grandes pérdidas econdmicas,
pues afecta a mas de 500 especies de plantas pues gracias a su facil dispersion y amplio rango
de huéspedes es responsable de 100 millones de pérdidas econdmicas anuales a nivel mundial
(Hua et al., 2018). Ademas dentro del cultivo de rosas ecuatorianas puede afectar a mas del

60% de la cosecha (Amaya, 2021).

Botrytis es un hongo con estilo de vida necrotréfica es decir, se alimenta de células
muertas de los tejidos mediante la degradacion de la pared celular, esto ocurre tras la
adherencia de enzimas degradadoras de la pared celular (CWDE: cell wall-degrading
enzymes), la secrecién de toxinas y factores de virulencia en la superficie de cualquier tejido
de la planta, generando su necrosis y supresion del sistema inmunolégico del huésped
(Petrasch et al., 2019). La enfermedad del “Moho gris” es dificil de controlar ya que tiene la

capacidad de formar esclerocios los cuales se pueden mantener en tejidos contaminados o en
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el suelo impidiendo un control dentro del invernadero como en los procesos postcosecha

(Tdaqueres, 2016).

Por tanto, se han dado diferentes tipos de control como précticas culturales (Restrepo,
2010), controles mecanicos (Trejo & Katterine, 2018), bioldgicos (Herrera, 2015) y
quimicos. Resaltando del altimo grupo los funguicidas sintéticos utilizados desde los afios
ochenta por las floricolas pioneras en el cultivo de flores de verano, los cuales presentaron
graves problemas para la salud del suelo y los trabajadores (Hidalgo, 2017). Ademas, en la
Gltima década se ha visto que su uso puede incrementar la resistencia de Botrytis cinerea
hacia estos fungicidas (Saito et al., 2019). Por tanto, ha aumentado la investigacion en
biocontroles frente al fitopatdgeno, entre estos se encuentra los biofungicidas (Pincay et al.,
2021) y aquellos de inducen resistencia sistematica, también conocidos como inductores de

resistencia o elicitores (Jamiotkowska, 2020).

Los elicitores son moléculas de origen sintético u organico que, al entrar en contacto
con receptores de las células vegetales, logran generar la activacion de diferentes rutas de
defensa. Los elicitores pueden dividirse en dos grandes grupos segun su naturaleza como
biotico y abioticos o segln su origen como exdgenos y enddgenos (Moreno et al., 2018), sin
embargo, se los puede dividir como sintéticos y naturales segun su principio activo de los
cuales pueden derivarse muchas mas ramas. Estas moléculas pueden estar en el medio en el
cual crece la planta o puede ser aplicado de forma exdgena, como una forma de control

bioldgico contra problemas fitosanitarios en diversos cultivos.

El mecanismo de accion de estos elicitores funciona como una defensa de la planta
hacia estreses bioticos, en el cual la planta reconoce moléculas exdgenas y activa dos vias de
respuesta (Zaynab et al., 2018). La primera es PAMPs (patrones moleculares asociados a

patdgenos) que a su vez desencadenara la inmunidad activada por PAMPs (PTI) (Monaghan
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& Zipfel, 2012). Por otro lado, tenemos las vias de defensa activadas por proteinas de
resistencia vegetal (proteinas R), la cual reconoce factores especificos de patégenos como las
proteinas Avr y desencadena el mecanismo de inmunidad activada por efectores (ETI) al
igual que respuestas hipersensitivas (HR) (Spoel & Dong, 2012). Aungue cualquiera de las
dos vias, PTI y ETI al ser activadas pueden inducir a las vias de sefializacion hormonales
como del acido salicilico (SA), acido jasménico (JA) y etileno (ET), donde el mecanismo de
SA promueve la resistencia hacia patdogenos hemibiotroficos y biotroficos, mientras que los
mecanismos de ET y JA pueden provocar una resistencia hacia herbivoros y patdgenos

necrotréficos (Moustafa-Farag et al., 2020).

El efecto de los elicitores sobre la activacion de la resistencia en las plantas va a
depender de la concentracion del elicitor y el tiempo o periodos de aplicacién del mismo,
ademas podrian tener influencia dentro del crecimiento y desarrollo de la planta (Patel et al.,
2020). Por tanto, el objetivo principal de la presente investigacion fue el evaluar la aplicacién
de elicitores en la resistencia contra Botrytis cinerea en rosas mediante hidratacion en
postcosecha. Por medio de una revision sistematica sobre los efectos de la aplicacion de los

elicitores en la resistencia contra Botrytis cinerea.
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2. METODOS

2. 1 Metodologia dentro de la Revisidn Sistematica

La revision sistematica se la hizo en referencia a la pregunta ¢Cuales son los efectos
de la aplicacion de elicitores en la resistencia contra Botrytis cinerea?. La cual se plane6
responder mediante la busqueda en tres bases de datos que fueron Scopus, Web of Science y
Science Direct. Los términos de busqueda utilizados se repartieron entre Botrytis cinerea y
elicitores. Para la busqueda del patdgeno se utilizé los términos: "Botrytis cinerea"”, "gray
mold" , "grey mould", "grey mold" OR "B. cinerea", de igual forma para la busqueda de
elcicitorres se contemplo los siguiente términos: elicitor*, "plant hormones”, analog. De la
busqueda se obtuvo 1211 estudios y se los redujo hasta 81 estudios de interés, por medio del
andlisis de cada uno de los estudios, pasando por diferentes etapas de screning detallado en la

Figura 2.

2.3 Material Vegetal y Tratamientos

El material vegetal utilizado para las pruebas de eficiencia fueron Rosas cv Vendela
de postcosecha sin tratamientos de inmersion en funguicidas con corte entre 50 a 70 cm,
provenientes de la floricola JosarFlor ubicada en el canton Cayambe dentro de la provincia de

Pichincha.

Los tratamientos utilizados fueron mediante hidrataciones a diferentes
concentraciones. Se realizaron soluciones de 300 ml vertidos en vasos de plastico de 32 oz.
Donde se colocaron 3 rosas por tratamiento a diferentes concentraciones. Se separ6 a los
tratamientos en dos grupos. El primero constd de elicitores hormonales que inducen las
diferentes vias de defensa. Dentro de este grupo para el tratamiento con Acido Salicilico (SA,

100 mM) se utilizaron concentraciones de 0.5 mM, 1.0 MM y 2.0 mM, tomado en
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consideracion lo propuesto por Ha et al. (2020). Para el tratamiento con Metil Jasmonato
(MeJA, 99%) se utilizaron las concentraciones de 0.05 mM, 0.1 mM y 0.2 mM tomando en
consideracion la metodologia de Meir et al. (1998), se tomd una dosis estandar y se preparo
una concentracion baja y alta como recomendacion. En el tratamiento para activacion de la
via del etileno se utilizd el producto Ceroné 720 (ethephon 720 g/L) a concentraciones de

0.42 mM, 1.73 MMy 6.92 mM segun lo propuesto por De Stigter (1980).

El segundo grupo consistio en ensayar con hormonas de crecimiento como elicitores.
Se probd la auxina del &cido Indolacético (IAA, 99%) a 0.14 mM, 0.29 mM y 0.57 mM
como lo especifica Khan, et al. (2007). Para el tratamiento con citoquininas se utilizé el
producto Citokyn (citoquininas, 0.01% p/v) a 1.11 mM, 2.22 mM y 4.44 mM tomando como
dosis estandar 1.11 mM de Lukaszewska y Barthe (1995). Finalmente, dentro del tratamiento
con giberelinas se utilizo el producto New Robust (Ac. Giberelico, 10% p/v) a 0.5 mM, 1.0
mM y 2.0 mM tomando la medida estdndar de 1.0 mM evidenciada por Shaul, Elad y Zieslin

(1995).

2.4 Aislamiento y conteo de esporas de Botrytis cinerea

El aislamiento de las esporas inoculadas se las hizo mediante el lavado de pétalos con
infeccion natural. Se tomd entre dos a 3 pétalos sumamente infectados, con el micelio visible
y se los coloco en una caja Petri. Se virtio 10ml de PDB en la caja y con un asa triangular se
lavd el pétalo. El sobrenadante obtenido se filtrd por medio de un algod6n en un embudo.
Para el conteo de esporas se tomo 10 pl del filtrado y se lo dispensé en una Camara de
Neubauer. Luego en el microscopio se hizo un conteo de esporas y se ajustd a una
concentracion de 1x108 esporas mL™. El indculo obtenido se dejo reposar por 2 horas previas
a la inoculacion. Se realizo un trabajo de microscopia para verificar que el indculo utilizado

se traba de Botrytis cinerea (ANEXO A).
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2.5 Ensayo de infeccion

En el ensayo de infeccion se realizaron dos pasos. El primero consistié en el depestale
de los primeros 5 pétalos de cada boton contando desde el segundo, estos pétalos se
colocaron dentro de camaras humedas con un esquema de cuatro bloques, donde 3 fueron
para tratamientos y uno de control positivo, el cual consistié en pétalos de botones sin
tratamiento alguno. Cada bloque estuvo compuesto por tres filas de cinco pétalos cada una.
El segundo paso fue la inoculacion del patégeno en cada pétalo con 5 pl con una
concentracion de 1x10%sporas mL* del indculo preparado con una anticipacion de 2 horas.

Este proceso fue optimizado como se relata en el ANEXO B.

2.6 Preparacion de las camaras humedas

Las camaras humedas consistieron en contenedores de 80 cm x 18.5 cm de plastico
otorgados por el Laboratorio de Agrobiotecnologia de la USFQ. Cada uno de estos
contendores fueron tapizados con papel toalla y se virtié 250 ml de agua que fue distribuida

por toda la base para lograr un ambiente éptimo para el crecimiento de Botrytis cinerea.

2.7 Medicion de Area de lesion

Para medir el area de lesion provocada por Botrytis cinerea se tomo fotos de los
pétalos y se midi6 mediante el software ImageJ con una medida base de 3 cm. Este método

fue optimizado mediante una correlacion de métodos de medida propuesta en el ANEXO C.

2.8 Disefio experimental

Se us6 un Disefio de Bloques al Azar (DBA) con tres repeticiones para cada elicitor
probado. Se realizd un anélisis estadistico ANOVA para observar la significancia de cada

uno de los tratamientos con una prueba Tukey (p< 0,05) de separacion de medias.



17

3. RESULTADOS

3.1 Evaluacion de estudios hallados sobre los efectos de la aplicacion de elicitores en la
resistencia contra Botrytis cinerea

El presente proyecto tuvo una revision literaria sobre los efectos de la aplicacion de
elicitores en la resistencia contra Botrytis cinerea dentro de tres bases de datos que fueron
Scopus, Web Of Science y Science Direct de las cuales se logré un total de 1211 documentos
encontrados. Como se muestra en la Figura 2 durante el primer paso de exclusion se obtuvo
230 documentos, donde se revisaron titulos y resimenes, mientras que tras el segundo paso
de revision de textos se logro filtrar los documentos hasta obtener un total de 81 estudios

incluidos.

En la Figura 3 se muestra el analisis de los 81 estudios encontrados segln distintos
criterios establecidos. Principalmente se obtuvo que en el 23.6% de los estudios utilizaron
elicitores sintéticos, mientras que el 76.4% utilizaron elicitores de origen natural. De cada
una de estas categorias se obtuvieron subcategorias. Los elicitores naturales se dividieron en
4 subcategorias clasificadas segun el principio activo que poseian; por tanto, se obtuvo que
los polisacaridos y hormonas ocuparon un 31.64%, sobresaliendo quitosano (52%) y MeJA
(48%) respectivamente; los proteicos un 20.26% y otros un 16.46%. Por otro lado, los
elicitores sintéticos fueron divididos en 3 grandes grupos de igual forma dependiendo del
principio activo que poseian, por tanto, se mostro que el 42.86% fueron elicitores analogos
donde dominaron aquellos analogos al Ac. Salicilico (61.1%); el 35.71% fueron quimicos

puros y el 21.43% lo ocuparon una minoria de elicitores.

De los resultados tras el analisis con criterios establecidos se realizo dos gréaficos en el
que se muestra las cantidades de estudios segun el cultivo agricola y el tipo de aplicacion del

elicitor utilizado. En la Figura 4a se observd que los cultivos con mayor enfasis en
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investigacion con elicitores frente a B. cinerea fueron Tomate (30%), Arabidopsis (16%),
Uvay Frutilla (5%), mientras que los demas cultivos tuvieron investigaciones menores al 5%.
Asimismo, en la Figura 4b se muestra que la mayoria de los estudios utilizaron un tipo de
aplicacion por spray (50%) o por inmersion en solucion (24%) mientras que los demas tipos

de aplicacion que fueron utilizaron estuvieron por debajo del 5%.

3.2 Prueba de eficacia con elicitores hormonales de defensa

En las pruebas de eficacia para elicitores hormonales de defensa se evaluaron tres diferentes
concentraciones de MeJA, Etefon y Ac. Salicilico. En la Figura 5a se observo una reduccion
en el area de lesion del 5.97%, 15.78% y 8.28% por parte de los tratamientos a 0.05 mM, 0.1
mM y 0.2 mM con Metil Jasmonato (MeJA) en comparacién con el control positivo,
respectivamente. Por el contrario, en la Figura 5c se obtuvo un incremento en el area de
lesion del 9.52%, por parte de los tratamientos a 2.0 mM y una reduccién del 1.54% y 2.50%
a 0.5 mM y 1.0 mM con Ac. Salicilico (AS), respectivamente. Por Gltimo, con el Etefon hubo
una reduccion del 4.32% a 1.73 mM e incremento del 1.85% y 6.67% a 0.42 mM y 6.92 mM,

respectivamente.

Se di6 un estadistico ANOVA con una prueba de comparacion de medias Tukey (p<0,05)
donde los tratamientos con MeJA y AS tuvieron valores significativos a 0.1 mM y 2.0 mM
respectivamente, mientras que en el tratamiento de Etefon no hubo diferencias significativas

durante las comparaciones de las medias de los tratamientos y control positivo.

3.3 Prueba de eficacia con elicitores hormonales de crecimiento

Para las pruebas de con hormonas de crecimiento como elicitores se evaluaron tres diferentes
concentraciones de Ac. Indolacético (IAA), Citoquininas y Giberelinas. En la Figura 6a se
observo una reduccién en el area de lesion del 40.2%, 21.49% y 29.41% por parte de los

tratamientos a 0.14 mM, 0.29 mM y 0.57 mM con Acido Indolacético (IAA) en comparacion
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con el control positivo, respectivamente. Asimismo, en la Figura 6b se obtuvo una reduccion
en el area de lesion del 14.18%, 3.98% y 10.71% por parte de los tratamientos a 1.11 mM,
2.22 mM vy 4.44 mM con Citoquininas, respectivamente a comparacion del control positivo.
Al contrario, con las giberelinas hubo una reduccién del 5.51% y 8.75% a 0.5 mM y 2.0 mM

e incremento del 1.40% a 1.0 mM, respectivamente.

Por medio del estadistico ANOVA y la prueba Tukey (p<0,05) se observo una diferencia
significativa con auxinas y citoquininas a 0,14 mM y 1.11 mM, respectivamente. Sin
embargo, en el tratamiento con giberelinas hubo una diferencia significativa entre el

tratamiento con 1.0 mM y 2 mM esto se lo puede observar e la Tabla 1.
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4. DISCUSION

4.1 Influencia de los elicitores en diferentes cultivos afectados por B. cinerea y su tipo
de aplicacion

Dentro de la Revision Sistematica realizadas se observé un mayor nimero de estudios
con elicitores naturales, esto puede deberse a que varios de componentes activos fueron
aislados y sintetizados de proteinas o moléculas secretados por otros microrganismos (Thakur
& Sohal, 2013), mientras que muy pocos estudios realizaron investigaciones con elicitores
quimicos lo que puede acreditar una transformacién hacia un pensamiento de productividad
dentro de una agricultura organica sustentable (Jamiotkowska, 2020). En este mismo
contexto se analizé el tipo de cultivos donde hubo mayor cantidad de estudios, resaltando el
tomate debido a que es el primer cultivo con mayores problemas de ‘“Moho gris” en
invernaderos a nivel mundial y partiendo de este le sigue la frutilla y la rosa (Dik & Wubben,
2007). Asimismo, se analizé el tipo de aplicacion de los elicitores distinguiendo a la
aplicacion por spray e inmersion ya que son métodos mas directos y faciles de cuantificar en

menor tiempo, aunque muchos de sus efectos pueden ser temporales (Baenas et al., 2014).

4.2 Efectos de elicitores hormonales de defensa contra B. cinerea

Dentro de la prueba con el elicitor Metil Jasmonato (MeJA) hubo una diferencia
significativa con una concentracion 0,1 mM. Esto podria deberse a que MeJA es un regulador
de la fisiologia de la planta, el cual es aplicado en cultivos postcosecha, desempefiando un
papel importante en la comunicacion y sefializacion de la respuesta de defensa de la planta
contra patdgeno necrotroficos mediante el incremento de metabolitos secundarios y actividad
antioxidante (Reyes et al., 2016). Se ha reportado que su aplicacion exdgena en postcosecha
en rosas cortadas y flores de cera ha incrementado la resistencia contra Botrytis cinerea
disminuyendo el area de lesién artificial como natural (Eyre et al., 2006). Otro factor podria

ser un aumento del contenido de antocianinas en los pétalos tras la implementacion del
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elicitor, pues se puede tener un efecto inhibitorio frente al patégeno (Hasanzadeh et al.,

2021).

En el tratamiento con Acido Salicilico (Figura 5c) se obtuvo una induccion de
susceptibilidad hacia Botrytis cinerea. Uno de los factores que podrian estar afectando es que
el Ac. Salicilico incrementa la expresion del gen Bscpll que es de una proteina del secretoma
de B. cinerea y contribuye con su virulencia (Frias, Gonzélez & Brito, 2011). Dentro de un
estudio realizado en Corea donde se aplico Ac. Salicilico a botones de rosas de forma
exogena se constatd que aquellos tratamientos con Ac. Salicilicos indujeron un mayor grado
de expresion de genes de virulencia lo que provocé susceptibilidad frente a B. cinerea en
comparacion con el control bajo una inoculacion artificial del patégeno (Ha et al., 2021). De
igual forma la susceptibilidad pudo deberse a un debilitamiento fisiologico de la planta, pues
se ha demostrado que tras la aplicacion de Ac. Salicilico la planta tiende a cerrar sus estomas,
tener una tasa de transpiracion baja e incrementa la temperatura de sus hojas (Gudesblat et

al., 2009, Oerke et al., 2006, Prodhan et al., 2018).

Para el tratamiento con el etefon no se observd ninguna diferencia significativa
conforme los resultados presentados. Sin embargo, hubo un efecto de susceptibilidad hacia
dos concentraciones (Tabla 1). Se debe considerar que el etefobn es un regulador de
crecimiento que promueve la liberacion de etileno, ademéas de incrementar la sintesis y
contenido de antocianinas en manzanas (An et al., 2018). Por ende, se podria considerar que
el etileno liberado podria incrementar la virulencia de B. cinerea dentro de la rosa ya que se
conoce que es un cultivo sumamente sensible a exposiciones de ET (Dole et al., 2017).
Ahora bien, dentro de la bibliografia consultada nos presentan varios efectos que tiene el
etefon dentro de los cultivos. Dong et al. Presenta al etefon como un inductor de la via del

Jasmonato que protege a las uvas contra B. cinerea (2020). No obstante, Ke¢pczynska realizo
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un ensayo en el cual se induce del crecimiento de las hifas de B. cinerea en ensayos in vitro

bajo ciertas concentraciones (1992).

4.3 Hormonas de crecimiento como inductores de diferentes rutas de sefalizacion
contra patogenos necrétrofos (B. cinerea)

El tratamiento con auxinas fue el tratamiento que mayor reduccion del area de lesion
tuvo con una disminucion del 40% (Tabla 1) de la lesion de B. cinerea con respecto al control
positivo. Esto podria deberse a que la IAA junto con la coronatina (COI) suprimen las
defensas mediadas por la via del SA (Kunkel & Harper, 2018) que como se menciond, es una
via de sefializacion que otorga resistencia hacia patdgenos biotréficos o hemibiotréficos. La
supresion de sefalizacion de SA puede estar relacionada con la via de sefializacion de JA,
debido al antagonismo que puede existir entre estas dos vias (Pieterse et al., 2012). Por tanto,
puede que nuestros resultados demuestren la supresion de SA y activacion de sefializacion de
JA promoviendo una resistencia significativa frente a B. cinerea. Una observacion adicional
es respecto al IAA quien tuvo mayor impacto que el MeJA conocido como un elicitor que
induce resistencia a B. cinerea, esta diferencia se puede discutir dentro de la metodologia
donde el ensayo de infeccidn se los desarrolla en el pétalo y puede existir un incremento de
contenido de antocianinas lo cual puede favorecer la resistencia de la rosa (Schaefer,

Rentzsch & Breuer, 2008).

Por otra parte, en las pruebas con citoquininas (CK) se obtuvo un descenso del area de
lesién en todos los tratamientos, destacando aquel con 1,11 mM. Esto se puede atribuir a que
las citoquininas al ser aplicadas de forma exdgena pueden activar diferentes niveles de
expresion de genes de defensa vinculados al acido jasmoénico (JA) vy el etileno (ET) (Chang et
al., 2021) los cuales se han relacionado con la defensa contra necrétrofos. Adicionalmente, se
ha visto una actividad antifungica por parte de las citoquininas (CK) ya puede lograr inhibir

el crecimiento, desarrollo y virulencia de algunos fitopatdgenos fangicos (Gupta et al., 2021).
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Por ende, nuestros resultados revelan que, mediante una hidratacion de CKs a una
concentracion de 1,11 mM se puede controlar las lesiones causadas por B. cinerea en rosas

postcosecha.

Finalmente, en el tratamiento con giberelinas (GA), se obtuvo una diferencia
significativa de reduccion del area de lesion entre las concentraciones de 1.0 mM y 2.0 mM.
Aun asi, dentro de la bibliografia se considera que el tratamiento con giberelinas al 1.0 mM
aplicadas de forma exdgena logra disminuir la severidad de la enfermedad (Shaul, Elad &
Zieslin, 1995). Por tanto, debemos considerar que nuestra metodologia fue diferente (Figura
1) y los resultados pueden variar dependiendo de la forma de aplicacion pues dentro de
nuestro estudio se dio una aplicacién por hidratacion mas no fue realmente directa. Sin
embargo, se constata que a mayores concentraciones de giberelinas se tiene una supresion del
hongo (Sharon et al., 2007). Lo cual podria explicarse con la relacion entre el Ac. Giberelico
y la via del JA pues participan en sinergia para el desarrollo de la planta (Gupta &

Chakrabarty, 2013).
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5. CONCLUSIONES

En la revision sistemética se evidencio que el 76% de investigaciones se dan con elicitores
naturales, ya que varios son extractos o proceden de microoganismos presentes en el
ambiente. Ademas el 30% de los estudios fueron en tomate al ser un cultivo susceptible al
fitopatdgeno y tener importancia economia mundial. Asimismo, permitié advertir la situacion
actual del uso de elicitores frente a Botrytis cinerea en los cultivos de rosas donde las
investigaciones son menores del 2%. De igual forma el tipo de aplicacion que més resalto fue
mediante spray, en el 51% de los estudios; dando paso a la innovacion sobre la aplicacion de

elicitores por hidratacion.

En las pruebas con hormonas de defensa se observo que el Metil Jasmonato (MeJA) reduce
de forma significativa un 16% la lesion a una concentracion de 0.1 mM. En contraste, el
Acido Salicilico (AS) a una concentracion de 2.0 mM logré el increment6 del area de lesion
de forma significativa en un 10% con respecto al grupo control. Estos tratamientos nos
permiten observar el antagonismo que poseen las vias del JA 'y SA, ademas de si interaccion

frente a diferentes ataques fitopatdgenos.

Por otro lado, en las pruebas con hormonas de crecimiento se obtuvo el mayor porcentaje de
reduccion de lesion con Acido Indol-acético (IAA) del 40,2% de disminucion en
comparacion con el control. Al mismo tiempo, los datos estadisticos de citoquininas tuvieron

una reduccion del 14,18% del area de lesion.

Finalmente, tras todas las pruebas realizadas con sus respetivos analisis estadisticos y
discusiones sustentadas con literatura, dentro del estudio se observo la dinamica de las vias
de Acido Jasmonico- Acido Salicilico y como las hormonas de crecimiento se han visto
relacionadas con las rutas de JA y etileno (ET) tanto para el desarrollo de la planta como para

la induccidn de sus defensas.
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TABLAS

Tabla 1. Promedios de area de lesién con cada tratamiento hormonal

Areas de Lesién

Elicitores
C1l C2 C3 Control
MeJA 977+0,76° 875+024°¢ 953+042° 10,40+0,382
Hormonales de
AS 10,23+0,80° 10,13+1,19° 1138+1,3% 10,39+0,39°
defensa
Etefén 092+1602% 932+222% 1039+287% 974+148¢%
Auxinas 665+100°¢ 873+131° 785+163° 1112+3,36°2

Hormonas de
Citoquininas 8,41+3,00° 941+190% 875+242% 98+2882
crecimiento

Giberelinas 875+113% 934+126% 845+157° 926+2,00%

Promedios de areas de lesion obtenidos tras el analisis de 45 pétalos tratados en diferentes
concentraciones (C1-C3) para cada tratamiento y su control. Promedios en la columnas con

letras distintas son significativamente diferentes en referencia a prueba de Tukey (p<0,05).
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7. FIGURAS
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Descripcion: Esquematizacion en el que se muestra todos lo pasos implementados para llevar
a cabo las pruebas con cada uno de los elicitores tanto de defesa como de crecimiento. Este
proceso consto de cuatro pasos: material vegetal y tratamientos; aislamiento y preparacién de

incéculo; ensayo de infeccion y analisis de datos.
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Descripcion: En la presente figura se observa el prima que detalla cada uno de los pasos
seguidos para la obtencion de estudios de interés en respuesta hacia el efecto de los elicitores
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Figura 3. Conteo y categorizacion de estudios obtenidos tras la Revision Sistemaética.

Descripcion: Grafico de resumen sobre los estudios encontrados tras la separacion en
categorias diferentes y cada uno de los conteos se encuentra a un lado de las categorias

presentadas.
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Estudios de elicitores frente a B. cinerea en distintos cultivos agricolas
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Figura 4. Cultivos y tipos de aplicaciones de elicitores frente a Botrytis cinerea.

Descripcion: (a) Cultivos con mayor nimero de investigaciones con prueba de elicitores y (b)

los tipos diferentes de aplicacion de elicitores en cultivos agricolas o dei interés exprimental



Area de Lesion (cm*2)

Area de Lesion vs Hidratacién en MeJA (Metil-Jasmonato) Area de Lesion vs Hidratacién en Etefén

A

A
—s_ B o o o A

Area de Lesion (cm*2)
»

Cantrol Positiv MeJA [0.05 mM] MelA (0.1 mM] MeJA [0.2 mM] Control Pasitiva E1[5.92 mM]

£t [0.42 mM] EL[173 mM]
Tratamientos Tratamientos
Area de Lesion vs Hidratacién en AS (Ac. Salicilico)
12
B
A, B B

0 =S =
~
<
Es
c
-]
O
o
°
®
e 4
<

2

o

Control Pasitiva SA[05 mM] SA [0 mM] SA [20 mM]
Tratamientos

Figura 5. Estadisticas de las pruebas de eficacia

30

Descripcion: La figura muestra las estadisticas obtenidas con MeJA (a), Etefon (b) y AS(c)

con elicitores hormonales de defensa a diferentes concentracines y evaluados con prueba

estadisticas ANOVA y Tukey (p<0,05) e intervalos de error.
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Descripcion: La figura muestra las estadisticas obtenidas con auxinas (IAA), citoquininas y
giberelinas como elicitores a diferentes concentraciones y evaluados con prueba Tukey

(p<0,05) e intervalos de error.
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ANEXO 1: Microscopia de Botrytis cinerea

Evaluacion y correlacién de métodos de la medicién.

Para la microscopia se aislé Botrytis cinerea de un pétalo de rosa infectado de forma natural
mediante una pieza de cinta Scotch transparente. Se procedio a colocar una gota de Azul de
Metileno en una placa de vidrio y se colocé la cinta con el patdgeno aislado. Se procedié a
utilizar un programa de medicion incorporado en el microscopio del Laboratorio de
Agrobiotecnologia de la USFQ. Aqui se tomé datos de medicion de largo y ancho de 30
conidias, asi como del largo de 30 conidioforos. Se sacé un promedio de cada uno con su
desviacion estandar respectiva y se comparO los resultados obtenidos con biliografia
consultada sobre primeros reportes de este fitopatdgeno en otros cultivos (Figura adjunta A).

La fuente lieterioa consultada para esta comparacion fue de Plaza et al., 2018.

i (Plaza et Aislado
Parametros al, 2018) presente
Largo 7,9-12 8,96 + 1,52
(um)
Conidia
Ancho | ¢ 495 | 6604129
(um)
Largo

Conidioforo
(um)

16-32 27,40+ 4,82

Elipsoidal Ovoide

Forma de Conidia
y ovoide B

> Se corroboré que el aislado de los pétalos de Microscopia de Botrytis cinerea 40X,
rosa fue Botrytis cinerea

Figura adjunta A. Microscopia de Botrytis cinerea aislada del pétalo de un rosa cv Vendela
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ANEXO 2: Optimizacion del ensayo de infeccion

Optimizacion de infeccidn en pétalos de rosa

Para optimizar la infeccion de los pétalos de rosa se tomaron cuatro rosas a las cuales se
despetaldé los primeros 15 pétalos. Se los colocé dentro de una cdmara himeda donde se
formo 4 blogques esquematizados a manera de 3 filas con 5 pétalos cada una. Cada pétalo fue
inoculado con una gota de 5 pl de 1x10° esporas mL™.

Tres dias después de la inoculacion se midio el area de lesion de cada uno de los pétalos
mediante el software ImageJ. Los datos obtenidos fueron evaluados en un grafico de
intervalos mediante el software Minitab 19 (Figura adjunta B) donde se observo que los tres

primeros pétalos no tenian una infeccion similar a los demas pétalos a apartir del cuarto.
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Figura adjunta B. Evaluacion de infeccién para despetalo de los tres primeros pétalos que
poseen diferente area de lesion con respecto al resto.
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ANEXO 3: Optimizacion del método de medida del area de lesion

Evaluacion y correlacion de metodos de la medicién.

Se tomaron cuatro rosas a las cuales se despetald los primeros 15 pétalos. Se los colocd
dentro de una cdmara humeda donde se formo 4 bloques esquematizados a manera de 3 filas
con 5 pétalos cada una. Cada pétalo fue inoculado con una gota de 5 pl de 1x10° esporas mL-
! Tres dias después de la inoculacion se tomaron dos tipos de mediciones del area de lesion.
La primera fue con una regla donde se midid el largo y el ancho de la lesion (Figura adjunta
C2), mientras que la segunda medicion fue mediante la toma de fotos que fueron procesada
por el software Imagel. Los datos obtenidos fueron evaluados con un grafico de correlacién
entre los dos métodos de medicion a través el software Minitab 19. Obteniendo un 97% de

correlacion entre ambos métodos de medicién (Figura adjunta C1).
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Figura adjunta C. (1) Correlacion entre métodos de medicion con correlacion del 97%. (2) comparando el método
por medio de una regla y el software ImagelJ



