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RESUMEN

El hongo fitopatdgeno Botrytis cinerea afecta a numerosas especies de plantas, causando dafios
significativos en la agricultura. El uso de fungicidas sintéticos presenta desafios como la
toxicidad, los residuos quimicos y la resistencia de los hongos fitopatdgenos, lo que ha llevado
a la busqueda de alternativas naturales y sostenibles. En este estudio, se aislé Botrytis cinerea
de muestras de rosas y se evaluo la actividad fungicida de exudados de hongos, identificando
19 exudados fungicos con actividad inhibitoria contra B. cinerea. Se encontré que algunos
exudados de hongos presentaron un efecto inhibitorio significativo, sugiriendo su potencial
como biofungicidas. Especificamente, se identific6 molecularmente al hongo que produjo
exudados con mayor inhibicion el hongo AG-F-HO16, identificado como Aspergillus
ochraceopetaliformis. Como trabajo a futuro se recomienda continuar investigando los
metabolitos de este hongo para su posible aplicacion en el control de enfermedades en la

agricultura.

Palabras clave: Fitopatdgeno, exudado, inhibicion, hongos, fungicida



ABSTRACT

The phytopathogenic fungus Botrytis cinerea affects numerous plant species, causing
significant damage in agriculture. The use of synthetic fungicides presents challenges such as
toxicity, chemical residues, and resistance of plant pathogenic fungi, which has led to the
search for natural and sustainable alternatives. In this study, Botrytis cinerea was isolated from
rose samples and fungicidal activity of fungal exudates was evaluated, identifying 19 fungal
exudates with inhibitory activity against B. cinerea. It was found that some fungal exudates
presented a significant inhibitory effect, suggesting their potential as biofungicides.
Specifically, the fungus that produced exudates with greater inhibition was molecularly
identified as the fungus AG-F-HO16, identified as Aspergillus ochraceopetaliformis. As future
work, it is recommended to continue investigating the metabolites of this fungus for its possible
application in the control of diseases in agriculture.

Key words: Phytopathogen, exudate, inhibition, fungi, fungicide, fungicide
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1. INTRODUCCION

Botrytis cinerea, un hongo patdgeno causante de la podredumbre gris afecta a mas de 200
especies de plantas, generalmente, fresa, tomate, pepino y plantas ornamentales. B. cinerea es
considerado un hongo necrotroéfico, es decir, se nutre y parasita al anfitrion mediante la
produccion de toxinas y otros elementos que causan la destruccion de las células del huésped,
aprovechandose de células muertas. (Elbakali, Cobos & Oihabi, 2020). Sin embargo, el
fitopatdgeno requiere de condiciones dptimas para prosperar como una humedad relativa entre
90 — 100%, temperaturas moderadas entre 19 - 25°C y baja intensidad de luz (Leoch, et al.
2013). Dado que B. cinerea es de amplia distribucion, es decir, se encuentra en plantas
ornamentales, frutas y verduras, es importante conocer sus sintomas; se manifiestan en la
primera instancia con la aparicion de pudriciones del fruto y marchitamiento de las hojas, pero
también puede aparecer pudricion del tallo, raices y bulbos (Blanco, et al. 2013) ocasionando

pérdidas economicas significativas.

Las pérdidas economicas a nivel mundial debido a B. cinerea son notables, principalmente
atribuibles a la disminucion tanto en la cantidad como en la calidad de los productos agricolas
afectados. Estas pérdidas, que se estiman entre 10 mil millones y 100 mil millones de dolares
anuales, abarcan los costos asociados con el control y la gestion de la enfermedad. (Dean, et
al. 2012). Por ejemplo, en vifiedos puede causar una reduccion del 10-15% en la pérdida de
uvas y mas de $1000 millones anuales a nivel global. En el Ecuador, B. cinerea ha tenido
afectaciones en el sector floricola, de manera que al afio se generan pérdidas de alrededor de
1.4 millones de délares y en la produccion de hortalizas y frutas las pérdidas son de al menos
100 millones de délares. (Plant Disease, 2016). En general, el control inadecuado puede causar
la pérdida total de cosecha sensibles, por lo que, las buenas practicas agricolas son necesarias

para reducir el impacto econémico que puede causar este patdgeno (Elad et al., 2016)
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Los fungicidas sintéticos, como los cupricos, carbamatos, ditiocarbamatos, benzimidazoles y
triazoles, son productos quimicos empleados para prevenir y controlar enfermedades en
cultivos. Destacan por su eficacia y modos de accion especificos. Entre los méas utilizados para
el control de B. cinerea se encuentran pirimetanil, ciprodini y fludioxonil, segln
investigaciones recientes (Carisse, 2016; Mithila & Hall, 2021). No obstante, los fungicidas
sintéticos presentan problemas tales como toxicidad en organismos no objetivo, asimismo,
dejan residuos quimicos en alimentos cosechados y la contaminacién ambiental es muy
persistente (Gupta, Gajbhiye & Gupta, 2008). Por otro lado, el uso repetido puede seleccionar
cepas resistentes de hongos fitopatdgenos, causando que los fungicidas pierdan efectividad
(Damalas & Eleftherohorinos, 2011). Para lo cual algunas alternativas al uso de fungicidas
sintéticos son los fungicidas biolégicos basados en microorganismos como Trichoderma o
Bacillus subtilis los cuales tienen diversos mecanismos de accion que han demostrado actividad

antagonica.

Una alternativa frente a los fungicidas quimicos son los fungicidas basados en exudados de
hongos, estos cumplen el mismo papel, es decir, funcionan como prevencién y control de
enfermedades en plantas (Diaz et al., 2020). Estos aprovechan la gran diversidad de
compuestos bioactivos que son producidos en las rutas metabdlicas de plantas, hongos,
bacterias y otros microorganismos. Existen metabolitos como terpenos, fenoles, flavonoides,
alcaloides y &cidos organicos tienen propiedades antifungicas por sus efectos sobre la pared
celular, membrana o el metabolismo de los hongos fitopatogenos (Damalas & Koutroubas,
2018). Presentan varias ventajas como la alta efectividad, mayor compatibilidad ambiental y
menor toxicidad en comparacién con muchos productos sintéticos (Morgan et al., 2016).
Aunque se requiere investigacion para evaluar su desempefio en campo, los fungicidas

derivados de exudados de hongos representan una alternativa prometedora para controlar
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enfermedades de forma mas natural y sostenible, reduciendo los impactos ambientales
asociados al uso excesivo de agroquimicos en la agricultura moderna (Cantrell, Dayan & Duke,

2012).

Uno de los hongos mas estudiados y utilizados como agente de control biolégico es
Trichoderma harzianum T22, este es una cepa especifica de Trichoderma harzianum, este
hongo antagonico actla a través de diversos mecanismos como (Huber et al., 2020) la
produccion de enzimas y metabolitos toxicos que degradan las paredes celulares o afectan el
metabolismo de otros hongos. Ademas, compite eficientemente con otros microorganismos por
espacio y nutrientes (Lorito et al., 2010). Ha demostrado ser efectivo para el control de varios
fitopatdgenos en diversos cultivos reduciendo la incidencia de la enfermedad en un 25-75%,
por estas razones, se ha constituido en un modelo para el estudio y aplicacion de hongos

antagonicos en el biocontrol de fitopatdgenos.

Por otro lado, la coleccion de hongos fue obtenida a partir de la Isla San Cristobal (Galapagos).
Estas se comenzaron a aislar alrededor del 2015, en donde se obtuvo 500 aislados de hongos
diferenciados fenotipicamente, sin embargo, con el tiempo solamente se logré recuperar 40
aislados de hongos. Debido al potencial tnico de la diversidad fangica endémica, estos pueden

ser una fuente de nuevos fungicidas.

De esta manera, el objetivo general es explorar exudados con potencial fungicida de aislados
fangicos contra Botrytis cinerea, y, por otro lado, los objetivos especificos se basan en aislar y
caracterizar B. cinerea a partir de pétalos de rosa, evaluar biomasa de los aislados fungicos de
la coleccion de Galépagos, pH y actividad fungicida de exudados de aislados fangicos
pertenecientes a la coleccién San Cristébal (Galapagos) y, por ultimo, realizar identificacion

molecular de los aislados flngicos con mayor efecto inhibitorio.
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2. METODOS

2.1 Aislamiento de Botrytis cinerea

El fitopatogeno Botrytis cinerea fue aislado a partir de muestras de rosas pertenecientes a las
fincas Agrirose y Picuerra ubicadas en Cayambe y Pichincha. Se tomaron muestras de material
vegetal que presentaba sintomas tipicos de infeccion por este fitopatogeno, como lesiones
necroticas, podredumbre y micelio grisaceo. Las muestras se desinfectaron superficialmente
con hipoclorito de sodio al 1%, despues pasaron a un lavado con alcohol al 70% y finalmente
dos lavados con agua destilada esteril (Gonzélez, Valdés & Zalacain, 2007), cada uno de estos
lavados se los hicieron por un minuto cada uno, seguido de esto se colocaron pequefios
fragmentos del tejido enfermo en cajas Petri con medio de cultivo PDA (Potato dextrose agar,
BIFCO) con gentamicina. El fitopatdgeno se incub6 a 25°C. Después de 5-7 dias, se observo
el desarrollo de colonias con aspecto algodonoso y coloracion grisacea tipica de Botrytis
cinerea. El hongo fue posteriormente identificado por sus caracteristicas macroscépicas y

microscopicas.
2.2 Bioensayos para la produccion de exudados fiangicos

Se trabajé con 40 aislados de la coleccidn de las Galapagos, que estaban almacenado a —20°C
en el Laboratorio de Agrobiotecnologia y Alimentos en la Universidad San Francisco de Quito,
Cumbayd, Ecuador. Los aislados fungicos se mantenian con pases mensuales en medio de
cultivo V8. Se coloco un disco de 9mm de los aislados fungicos en Erlenmeyers con 75 ml de
medio PDB (Potato Dextrose Broth, DIFCO) con gentamicina (150 ul) por triplicado, y se los

dejo6 en fermentacion a 28°C por un mes (Sarkar, et al. 2021).

2.3 Extraccion de exudados fungicos e inhibicion
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Transcurrido el tiempo de la fermentacion se hizo un filtrado de los exudados con nylon en
donde se obtiene la biopelicula del hongo y esta fue secada y pesada, asimismo, se filtrd
nuevamente con papel filtro de 0.45 nm, se midi6 el pH y ajustd a 6 — 7; finalmente se pasa a
un filtrado con jeringa (0.22 um). Para los ensayos de inhibicion, se prepar6 medio PDA con
400 pl de gentamicina y 150 pl de tetraciclina, al cual se le agreg6 60 ml (50 %) del exudado
del aislado fungico, se dejé secar y se colocé un disco (9 mm) de Botrytis cinerea en el centro
de cada placa. Para este procedimiento se debe tener en cuenta a los controles, primero el
control PDA que solamente contenia el medio PDA, el control fungicida sintético que fue
Captan y el control biolégico que fue Trichoderma harzianum T22, estos fueron mezclados
con medio PDA donde se colocé el disco (9 mm) del fitopatbgeno como se menciond
anteriormente. Estas se incubaron a 28°C midiendo diariamente el crecimiento radial (mm) del
fitopatdgeno para determinar el efecto inhibitorio de los exudados. Para calcular el porcentaje
de inhibicidn, se siguieron los siguientes pasos: primero, se resto el didmetro del exudado del
hongo al diametro del control. Luego, este resultado se dividid por el diametro del control. Por
otro lado, para calcular el porcentaje de crecimiento, se restd 1 menos el porcentaje de
inhibicion.

2.4 Caracterizacion morfolégica

Una vez obtenido el hongo aislado, se utilizo cinta adhesiva transparente para tomar una
muestra del hongo y colocarla en un portaobjetos de vidrio. La muestra se observé en un
microscopio Leica DM750 con aumento en 100X, se tomo fotografias y medidas de sus

estructuras y fueron comparadas con Aspergillus ochraceopetaliformis.
2.4 Extraccion de ADN y secuenciacion a partir de hongos con efecto inhibitorio

La extraccion de ADN genomico de las muestras fangicas se realizo utilizando el kit comercial

PowerSoil DNA Isolation Kit (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente,
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se tomaron aproximadamente 100 mg de micelio fungico y se colocaron en los tubos de
extraccion provistos en el kit. Se agregaron las soluciones C1, C2 y C3 para lisar las células
fangicas y liberar el ADN. Tras centrifugaciones para separar y descartar restos celulares, el
ADN se unio6 a una matriz de silice. Esta matriz se lavo con soluciones provistas en el kit para
eliminar inhibidores e impurezas. Finalmente, el ADN fungico puro se eluyé de la matriz con
solucion de elucién y se almaceno a -20°C. Se realizd. una amplificacién por PCR con un
master mix de buffers, ANTPs, MgCI2, primers 4 y 5, Taq polimerasa y ADN molde provisto
en el kit de Quiagen, se corrio por el termociclador LABNET MULTIGENE con el protocolo
de amplificacion con programa TEF1, donde se dio por los siguientes parametros, en donde la
desnaturalizacion inicial fue de 94°C por 4 min, 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 45s,
una amplificacién a 52°C por 30s, extension a 72°C por 45s y una extension final a 72°C por
15 min. De esta manera, los productos obtenidos fueron secuenciados por MACROGEN en
Corea, donde se realizé un secuenciamiento con Sanger, en donde se amplifico las regiones
ITL  (Internal  Transcribed  Spacer) utilizando los  cebadores ITS4  (5°-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) e ITS5 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3).
Posterior al secuenciamiento, las secuencias se compararon con la herramienta NCBI BLAST

(Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica) obtener el género y la especie del hongo.
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3. RESULTADOS

3.1 Aislamiento y caracterizacion morfoldgica de Botrytis cinerea

El fitopatdgeno Botrytis cinerea presenta colonias inicialmente grises que se tornan gris oscuro
con el pasar de los dias, de aspecto algodonoso, aterciopelado o polvoriento en medio PDA, el
reverso es de color pardo grisaceo. En medio PDA crece rapidamente, alcanzando 9 cm en 10
dias a 25°C. Microscdpicamente se observan conidiéforos hialinos o ligeramente pigmentados
y septados como se observa en la Figura 1. Los conidios son hialinos, unicelulares, elipticos u

ovoides. Asimismo, se disponen en racimos densos sobre los conidioforos.
3.2 Biomasa de los aislados fungicos y pH de los exudados

Asi mismo, con los resultados evidenciados en la Figura 2 y 3, obtenidos a partir de la biomasa
y pH, por un lado, en la Figura 2, la biomasa evidencia que es dependiente del aislado fangico,
mientras que el pH indica que los exudados de los aislados fungicos son capaces de realizar
cambios en el pH del medio, tomando en cuenta que el control tenia un pH de 5.8 y los

exudados cambiaban a un rango de pH de 6 a 7.
3.3 Ensayos de crecimiento de B. cinerea en exudados de aislados fungicos

Los ensayos de crecimiento demostraron (Figura 4) que existen diferentes exudados que
presentan diferencia significativa inhibitoria, sin embargo, el exudado AG-F-H002 y el
exudado AG-F-H010 en lugar de inhibir el crecimiento del fitopatdgeno, estimul6é su
crecimiento. Los siguientes exudados encontrados en la misma figura, no tienen diferencia
significativa, mientras que 19 exudados encontrados después de las lineas entrecortadas pueden
inhibir con respecto al control PDA, no obstante, el exudado de AG-F-H016 tuvo mayor efecto
inhibitorio contra B. cinerea comparado con el control bioldgico ya que el control obtuvo un

crecimiento de 100% en el dia 11 y el exudado exudado AG-F-H016 obtuvo un crecimiento
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del 27% fitopatdgeno. De esta manera, (Figura 5, a.) en las diferentes concentraciones, el
control bioldgico al 1% tuvo un crecimiento de 87,2%, el 10% un crecimiento de 64.1%, el
25% un crecimiento de 42.4% y el que mayor efecto inhibitorio en cuanto al crecimiento del
fitopatdgeno fue la concentracion al 50% debido a que tuvo 38.3% de crecimiento. Por otro
lado, el exudado AG-F-HO16 en concentraciones de 1% obtuvo 61.041% de crecimiento, al
10% obtuvo 58.21%, al 25% un 47.13% y finalmente a una concentracion de 50% tuvo un
crecimiento de 27.09% del fitopatdgeno, lo cual comparado con el control fungicida sintético
al tener un crecimiento de 25.1% indica que tiene actividad antifungica. Asimismo, se
realizaron pruebas estadisticas de tukey y ANOVA donde se obtuvo un p < 0.05 indicando que

todos los resultados (Figura 6, a.) son significativamente diferentes.
3.4 Caracterizacion morfoldgica e identificacion molecular

En la macroscopia obtenida del aislado fungico AG-F-H016 (Figura 7) se observa un color
amarillento con todos beige, mientras que en el reverso es un color anaranjado. Por otro lado,
la microscopia en 100X se realizaron mediciones de las conidias, vesicula, estipite y médula
(Tabla 2) comparadas con Aspergillus ochraceopetaliformis indicando que estan dentro del

rango establecido por la literatura.

Se realiz6 una identificacion molecular a partir de la region ITS, lo cual indica que AG-F-
HO16, el aislado fangico que presentd mayor inhibicion contra B. cinerea, pertenece a

Aspergillus ocraceopetaliformis, la cual se evidencia en la Tabla 1 en la seccion de tablas.
3.5 Minima concentracion inhibitoria de los exudados del aislado fungico AG-F-H016

En las diferentes concentraciones (1%, 10%, 25% y 50%) del control bioldgico y el exudado
AG-F-HO016, evidenciaron un cambio morfologico (Figura 5). En donde el control PDA

muestra un hongo con crecimiento radial de color grisaceo, y lo mismo fue para el control
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fungicida sintético, en las diferentes concentraciones del control biologico, ademas del hongo
circular alrededor del disco, se evidencia crecimiento en otros sitios de la caja Petri, es decir,
el crecimiento no es uniforme. En cuanto al aspecto del fitopatogeno en el exudado AG-F-
HO016, este tomo una coloracion blanquecina, y en la concentracion al 1% y 10% también se

observa un crecimiento no uniforme en comparacion a la concentracion al 25% y 50%.
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4. DISCUSION

4.1 Caracterizacion del fitopatdgeno

La caracterizacion y aislamiento de Botrytis cinerea es fundamental para comprender su
comportamiento y encontrar posibles soluciones para su control. El aislamiento de este hongo
fitopatdgeno a partir de muestras de rosas con sintomas tipicos de infeccion, como lesiones
necréticas y micelio grisaceo, demuestra su presencia y su impacto en la agricultura
(Fernandez, et al. 2015). En la Figura 1, refleja la apariencia de B. cinerea en medio PDA, el
cual es blanco grisaceo con aspecto polvoriento y con el tiempo se vuelve marron grisaceo
oscuro, de manera que esto refleja que el hongo aislado puede ser Botrytis cinerea por las
caracteristicas de crecimiento del micelio. De modo que para confirmar se realizo
caracterizacion microscopica de este fitopatdgeno, con sus colonias grises en donde los
resultados obtenidos se compararon con literatura, menciona que los conidioforos contienen
una ramificacion dicotomica, conidios de forma eliptica y se agrupan por racimos, por otro
lado, las hifas son delgadas, tabicadas y hialinas y sus esclerocios son de color oscuro (Plesken,
et al. 2015) y como se observa en la Figura 1 de la microscopia de B. cinerea, se observan las
mismas estructuras sugiriendo que puede ser B. cinerea. Este aislamiento y caracterizacién son
pasos iniciales importantes para comprender la biologia y la patogenicidad de Botrytis cinerea,
lo que a su vez puede conducir al desarrollo de estrategias de control mas efectivas y

sostenibles.

4.2 Biomasay pH

La dependencia de la biomasa del aislado flngico sugiere que la produccién de exudados con

actividad inhibitoria no esta directamente relacionada con la cantidad de biomasa del aislado
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fangico, lo que indica que la actividad antifingica no esta determinada por la cantidad de
aislado fangico presente, sino por la naturaleza de los compuestos producidos (Sarkar, et al.
2021). Por otro lado, al ajustarse el pH demuestra que existen componentes que cambian el pH.
Segun la literatura, los exudados pueden poseer acidos organicos tales como el acido citrico,
glucdnico, entre otros que acidifican el medio, asimismo, puede poseer metabolitos
alcalinizantes como el amoniaco que incrementa el pH del medio (Kellner, et al. 2005). Las
variaciones del pH por los exudados influyen en la solubilidad y disponibilidad de nutrientes y

la fisiologia microbiana (Tejesvi, et al. 2007).

4. 3 Ensayos de crecimiento del fitopatdgeno frente a exudados fungicos

La evaluacion de la actividad fungicida de Trichoderma harzianum T22 ha demostrado tener
un efecto inhibitorio contra Botrytis cinerea. Segun diversos estudios este restringe el
crecimiento micelial de B. cinerea in vitro y reduce la severidad de infecciones por moho gris
en invernadero (Singh, et al. 2014). Ademas, la presencia de 19 exudados con actividad
inhibitoria significativa, lo que sugiere su potencial como biofungicidas. Ademas, el exudado
del aislado fungico AG-F-HO016 present6 un crecimiento de 27% por lo que es el exudado con

mayor efecto inhibitorio frente al fitopatégeno B. cinerea.

Enfocandose en el género Aspergillus al cual pertenece el hongo que produjo el exudado con
mayor efecto inhibitorio se encontré que especies como A. clavatus y A. giganteus poseen
actividades antifngicas contra B. cinerea en donde la severidad de la enfermedad se ha

reducido en un 60% (Garcia, et al. 2012).
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En este caso, en la especie Aspergillus ochraceopetaliformis el hongo que produjo exudados
con mayor efecto inhibitorio, se han descrito 2 metabolitos con actividad antifungica (Rathaiah,
et al. 2016), lo que apoya haber encontrado esta especie con potencial fungicida. La mayoria
de las investigaciones sobre A. ochraceopetaliformis se han enfocado en su capacidad de
producir enzimas como amilasas y proteasas, no obstante, es una especie poco estudiada (Kaur

& Padmavathi, 2014).

4.4 Caracterizacion morfoldgica e identificacion molecular del aislado AG-F-H-016

Al realizarse una macroscopia del aislado fangico AF-G-H016 el cual fue aislado a partir de la
mora en la Isla San Cristobal (Galapagos), evidencid una apariencia de color beige amarillenta,
y el reverso de la caja con un color anaranjado, sin embargo, al realizarse una microscopia en
100X se realizaron mediciones de las conidias, vesicula, estipite y médula, y estas fueron
comparadas con la especie Aspergillus ochraceopetaliformis. De manera que se encuentran en

el rango de lo esperado (Visagie, et al. 2014), confirmando la especie de Aspergillus.

La identificacion molecular a partir de la secuencia ITS es necesario para entender su potencial
como agentes de control bioldgico. En este estudio, la secuenciacion de la region ITS permitid
identificar molecularmente al hongo Aspergillus ochraceopetaliformis como el que presentd
mayor inhibicidn contra Botrytis cinerea. Este fue reportado a partir de muestras de suelo en
la India, pero también ha sido aislado de la rizosfera de plantas de banano (Saparrat et al. 2022),
lo cual indica que parece ser un hongo ambiental. Al encontrarse este hongo en las moras de la
Isla San Cristébal (Galapagos) puede ser un hallazgo peculiar ya que este puede estar
interactuando con la microbiota o micobiota de las moras colonizando la materia organica en

descomposicion sin causan dafio a las frutas directamente, asimismo, su presencia podria
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deberse a dispersion, por ejemplo, a través de particulas del suelo o insectos que han llevado
sus esporas a la superficie de los frutos en donde este hongo ha desarrollado algun nivel

adaptativo (Brown & Hovmoller, 2002).

Para su amplificacion se deberian utilizar mas primers como genA y CaM, los cuales han
demostrado amplificar secuencias del género Aspergillus (Visagie, et al. 2014) para confirmar
que sea esta especie. EI genA codifica para una proteina del hongo Aspergillus spp., este
contiene zonas conservadas que permite la identificacion del género (Balajee, et al. 2007),
mientras que el gen CaM es una proteina multifuncional que también muestra zonas variables

gue son informativas para diagnostico para especies de Aspergillus (Samson, et al. 2007).

4.4 Minima concentracion inhibitoria de los exudados de los aislados del aislado flingico

AG-F-H016

Los exudados fungicos pueden llegar alterar la morfologia tal y como se evidencio en los
resultados, pero también afecta al desarrollo de otros aislados debido a la presencia de diversas
sustancias bioactivas. Los exudados contienen metabolitos extracelulares secretados, tales
como antibidticos y toxinas volatiles que inducen cambios morfolégicos en hongos
fitopatdgenos, incluyendo anormalidades en la germinacién de conidios o abundante
ramificacion, lo que explica los saltos formados por B. cinerea (Spadaro, et al. 2013).
Asimismo, se puede generar una pigmentacion alterada ya que algunos metabolitos pueden
inhibir o inducir vias de biosintesis de pigmentos en otros hongos, causando cambios de

coloracion en sus colonias (Santos, et al. 2012).
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5. CONCLUSION

En este estudio, se logro aislar Botrytis cinerea a partir de pétalos de rosa pertenecientes a las
floricolas Agrirose y Picuerra ubicadas en la provincia Pichincha, asimismo, la biomasa y pH
son dependientes del hongo y exudado del aislado fangico respectivamente. Por otro lado, se
establecié 19 exudados fungicos con diferencia significativa inhibitoria que pueden ser
considerados contra B. cinerea. Sin embargo, un exudado presenté mayor potencial fungicida
contra el fitopatdgeno B. cinerea, en este caso se trata del exudado del aislado fungico AG-F-

HO016 el cual se identifico como r Aspergillus ochraceopetaliformis.
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identificacion molecular del aislado fangico que presentd mayor inhibicion

comparado contra B. cinerea.

Scientific Name Max Score Total Query E value
Score Cover
Aspergillus ochraceopetaliformis 1114 1114 99% 100%

Tabla 2. Mediciones obtenidas del hongo AG-F-H016 comparadas con el hongo Aspergillus

ochraceopetaliformis

Obtenido Literatura

Conidias 2.4 um 23 um

Vesicula 37.87 um 25 — 45 um

Estipite 428.59 largo x 8.48 ancho 260 — 1300 largo x 8 — 10
pum ancho um

Médula 10.5 x 5.37 um 10-20x3.5-6 um
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7. FIGURAS

Anverso Reverso 40X

Figura 1. Macroscopiay microscopia (40X) de Botrytis cinerea, a. anverso de la caja Petri, b.

reverso de la caja Petri y c. microscopia en 40X.

Biomasa de los aislados fungicos
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Figura 2. Biomasa de los aislados fungicos de la Coleccidon de Galapagos. AG-F-Thar01

(Control biolégico en la barra roja).



26

pH

e o L B, I e, N T BN, S LR - R R, W ) o
& o .\\\”1&? ‘\u‘?;w R Ry eﬁs".j .15?}@“\ L gF P oP o P g
‘,\“ﬁb! WO B I B

¥ w

Exudados de los aislados fingicos

Figura 3. pH de los exudados de aislados fungicos de la coleccion de las Galapagos. En color

tomate se encuentra el control PDB, AG-F-Thar01 (Control bioldgico)
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Figura 4. Evaluacién del porcentaje de crecimiento del fitopatdgeno B. cinerea frente a
exudados de los aislados fangicos. En la izquierda, los 3 primeros son los controles, primero

se encuentra el control PDA, seguido del control del fungicida sintético (Captan) y el
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exudado del AG-F-Thar01 (Trichoderma harzianum T22). En el centro se encuentran 2
exudados marcados con un triangulo los cuales ayudan a crecer al fitopatdgeno. Los
exudados de la izquierda marcados con un asterisco tienen diferencia significativa
comparada con el control PDA, mientras que el exudado marcado con dos asteriscos tiene
mayor inhibicién comparado con el control bioldgico. Prueba estadistica Dunnet y ANOVA

con un p <0.05.

Macroscopia

Cadigo Anverso Reverso Microscopia 100X

"‘
»

AG-F-016

Figura 6. Macroscopia y microscopia del aislado fungico AG-F-HO016, seguido de la

microscopia a 100X del mismo.
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Control Trichoderma harzianum T22 AG-F-Hol6
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Figura 5. a. Minima concentracién inhibitoria, donde en la izquierda el control PDA, control
fungicida sintético captan y las concentraciones de los exudados del control bioldgico, 1%,
10%, 25% y 50%, sequido del exudado AG-F-H016 con las mismas concentraciones 1%, 10%,
25%, 50%. En la primera fila se encuentra el dia 1 y en la segunda fila se encuentra el dia 11
de incubacion, b. Bloxplot de la minima concentracion inhibitoria, control PDA, control
fungicida sintético captan y diferentes concentraciones del control biolégico, 1%, 10%, 25% y
50%, seguido del exudado de AG-F-HO016 con las mismas concentraciones 1%, 10%, 25% y

50%. Prueba estadistica tukey y ANOVA con un p < 0.05.
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