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RESUMEN

El cultivo y produccion de rosas es de suma importancia en el Ecuador, no obstante estas flores
son susceptibles a diversos patdgenos que provocan el dafio de los botones y que generan altas
pérdidas econdmicas. Una de las enfermedades mas comunes y devastadoras en ornamentales
es el hongo gris, causado por Botrytis cinerea. Por lo general, los fungicidas quimicos son el
método mas extendido para combatirlo. Sin embargo, su uso indiscriminado puede provocar la
resistencia de los patogenos, la acumulacion de residuos toxicos en la flor y riesgos potenciales
para el medio ambiente y la salud humana. Por este motivo, el empleo de los agentes de control
bioldgico ofrece una alternativa en comparacion con los fungicidas quimicos para el manejo
de B. cinerea. De esta manera, el objetivo de la presente investigacion fue revisar
exhaustivamente literatura cientifica relacionada al biocontrol de Botrytis cinerea para,
posteriormente, evaluar diferentes agentes bioldgicos o sus derivados en la prevencion o
curacion del moho gris en las rosas. Mediante la revision sistematica, se determind que la gran
mayoria de biofungicidas corresponden a microorganismos de origen bacteriano y fungico;
seguidos de extractos vegetales y compuestos biorracionales o poco tradicionales. En funcion
de los géneros microbianos y agentes de biocontrol mas predominantes, se escogieron los
biofungicidas porbados en la presente investigacion. De estos, aquellos que tuvieron un efecto
inhibitorio curtativo fueron los aceites esenciales de orégano y albahaca (75 mg/ml), y
Saccharomyces cerevisiae (1x108 ufc/ml). Los primeros redujeron la infeccion en un 40% y
17%, respectivamente, mientras que S. cerevisiae en un 50%. Por otro lado, B.subtilis (1x10’
ufc/ml) y Arthrospira hidrolizada (1ml/l) ofercieron un efecto inhibitorio preventivo al
disminuir el diametro de la lesion en un 65% y 25% significativamente.

Palabras clave: biocontrol, Botrytis cinerea, moho gris, esporas, rosas, agente bioldgico,

biofungicida, aceite esencial.



ABSTRACT

The cultivation and production of roses is of utmost importance in Ecuador. However, these
flowers are susceptible to various pathogens that cause damage to the rose buds and generate
high economic losses. One of the most common and devastating diseases in ornamentals crops
is the gray mold, caused by Botrytis cinerea. In general, chemical fungicides are the most
widespread method control such disease. Nontheless, their indiscriminate use can lead to
pathogen resistance, accumulation of toxic residues in the flower and potential risks to the
environment and human health. For this reason, the use of biological control agents offers an
alternative to chemical fungicides for the management of B. cinerea. Thus, the objective of the
present research was to thoroughly review scientific literature related to the biocontrol of
Botrytis cinerea to subsequently, evaluate different biological agents or their derivatives in the
prevention or cure of gray mold on roses. Through the systematic review, it was determined
that the vast majority of biofungicides correspond to microorganisms of bacterial and fungal
origin, followed by plant extracts and biorational or non-traditional compounds. Based on the
most predominant microbial genera and biocontrol agents, the evaluated biofungicidas of this
investigation were chosen. Among those, those that had a curative inhibitory effect were
essential oils of oregano and basil (75 mg/ml) and Saccharomyces cerevisiae (1x106 cfu/ml).
The former reduced infection by 40% and 17%, respectively, while S. cerevisiae did it by 50%.
On the other hand, B.subtilis (1x107 cfu/ml) and hydrolyzed Arthrospira (1ml/l) offered a
preventive inhibitory effect by decreasing lesion diameter by 65% and 25% significantly.

Key words: biocontrol, Botrytis cinerea, gray mold, spores, roses, biological agent,

biofungicide, essential oil.
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INTRODUCCION

El cultivo y produccion de flores es de suma importancia en el Ecuador dado que, segun
el reporte estadistico de expoflores, este sector corresponde al 5.5% del total de las
exportaciones no petroleras del pais y se situa en el 5 puesto dentro del ranking de los 10
productos mas exportados, aportando alrededor de 827 millones de dolares a la economia
nacional. Sin embargo, en el ultimo afio, 2020, por las condiciones de pandemia, sus
exportaciones se vieron reducidas en un 6% (Expoflores, 2020). Del sector floricola, la rosa es
una de las principales flores ornamentales comercializadas nacional e internacionalmente. Esta
ocupa aproximadamente el 60% de las hectareas floricolas y representa el 68% de su
produccién (Corporacion Financiera Nacional, 2017). Cabe destacar que, el Ecuador y
especialmente la sierra ecuatoriana, poseen condiciones ambientales adecuadas para el cultivo
de rosas. Es asi que, en los Andes, ciertos microclimas permiten que estas puedan crecer mas
lento y por lo tanto obtener flores méas grandes con tallos gruesos, largos y verticales, con hojas
mas robustas y sus colores son mas intensos que en otras areas de cultivo. Dichas condiciones
han provisto de prestigio a las rosas producidas en el Ecuador, razon por la cual son altamente
demandadas por paises de la Union Europea, Estados Unidos, China y Rusia entre otras (Franze

& Ciroth y 2011).

Sin embargo estas flores son susceptibles a diversos patdgenos que provocan el dafio
de los botones de las rosas y que generan altas pérdidas econdmicas dada la disminucion de su
valor comercial para la exportacion (Herrera-Romero et al., 2017). Una de las enfermedades
mas comunes en estas flores es el moho gris, causado por Botrytis cinerea. Este se desarrolla
en ambientes himedos y con temperaturas superiores a 20 °C. La infeccion por este patdgeno

se da a través de heridas y es mas comun en plantas envejecidas (Bulger et al., 1987). La
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enfermedad se manifiesta como manchas pardas en hojas y pétalos, impide que los botones se
abran y causa una pérdida de su coloracion natural asi como la caida de hojas y desecamiento
(Hammer et al., 1990). EI mecanismo de infeccion de este patdégeno necrotréfico inicia con la
germinacién de una conidia transportada hasta la superficie del tejido vegetal, fenémeno que
ocurre bajo condiciones de elevada humedad. A continuacion, el tubo germinal se transforma
en un apresorio, lo que le permite la conseguir penetracion de huésped. Este proceso genera
una lesion en la planta, provocando necrosis y la activacion de ciertos mecanismos de defensa.
En ciertos casos, dependiendo del tejido y del estado de madurez de la planta, el hongo puede
permanecer en una especie de estado de latencia, sin embargo, al cambiar las condiciones este
inicia una proliferacion vigorosa y la produccién de esporas para continuar con el ciclo de

infeccion (Van Kan, 2005).

Los fungicidas quimicos son el método mas extendido para combatir la enfermedad del
moho gris. Estos suelen ser utilizados en grandes cantidades para asegurar que el producto final
goce de la mejor calidad y no posea imperfecciones. Esto, combinado con la carencia de
sindicatos floricolas organizados y la escaza informacion disponible sobre este tipo de
productos para la poblacion, dificultan la caracterizacion de los fungicidas y su uso adecuado
(Handal et al., 2015). Ademas, el uso indiscriminado de estos agentes quimicos puede generar
problemas como: el desarrollo de resistencia por parte de los patdgenos, la acumulacién de
residuos téxicos en la flor y riesgos potenciales para el medio ambiente (Herrera-Romero et
al., 2017). En consecuencia, a largo plazo, los biofungicidas ofrecen un tratamiento mas eficaz
en comparacion con los fungicidas quimicos y una alternativa prometedora para el manejo de

B. cinerea tanto antes como después de la cosecha.

Los biofungicidas corresponden a un amplio grupo de agentes bioldgicos, subproductos

0 metabolitos de los mismos, e incluso productos inorganicos analogos a aquellos de la
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naturaleza. Varios agentes biologicos han sido identificados y empleados hasta la actualidad.
Varios corresponden a especies microbianas de diferentes grupos taxondémicos como, por
ejemplo, bacterias, algas, hongos y levaduras, que presentan efectos antagonicos contra una
amplia gama de fitopatdgenos. Por lo general, estos antagonistas suelen hallarse y aislarse de
varios tejidos de diversos cultivos vegetales y del suelo (Chen et al., 2020). Adicionalmente,
extractos o aceites esenciales de plantas también suelen ser usados como biocontroladores,
dado que estas sustancias poseen diferentes principios activos que ayudan a inhibir el
crecimiento de algunos hongos (Ranasinghe et al., 2002; Zambonelli et al., 2004). Esto ocurre
también con ciertos compuestos no organicos cuyo efecto representa una baja toxicidad para
el ser humano y el medio ambiente, estos productos se conocen como biorracionales (Knight
etal., 1997). Dada la gran cantidad de agentes y compuestos biocontroladores, se plantea como
objetivo del presente proyecto, evaluar biofungicidas para el control de Botrytis cinerea en

rosas.
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METODOS

Revision sistematica

Para la revision sistematica, se empled la pregunta de investigacion: ¢Cuéles son los
biofungicidas para el manejo del patdgeno Botrytis cinerea? Los términos de busqueda se
dividieron en dos principales categorias: Botrytis cinerea y Biocontrol. Para la categoria de
basqueda de articulos sobre Botrytis cinerea, se utilizaron los términos: "Botrytis cinerea”,
"gray mold", "grey mould", "grey mold", “Botrytis”y "B. cinerea". Por otro lado, para vincular
la busqueda de articulos del hongo relacionados con biocontrol, se usaron los términos:
“biocontrol”, “ bio-control”,  "biological control”, "disease control”, “metabolite*”,
“antigunfal*”, “biofungicide*”, “fungicidal”, “fungistatic” y “extract*”. Por ultimo, para
limitar la busqueda solo a los agentes y productos utilizados como biofungicidas, se excluyeron
términos como “gene*” y “genome”, asi como documentos de tipo revision. De igual forma,
se limito la busqueda al rango de afios entre el 2011 y 2021. La misma busqueda se realizé en

las bases de datos Scopus y Web of Science.

Material Vegetal

Para la realizacion de los bioensayos, se emplearon rosas de la variedad Vendela, por
ser estas las mas susceptibles a la infeccion for el moho gris. Estas se obtuvieron de la provincia
de Pichincha en el canton Cayambe por medio de la finca Josarflor. Las flores empleadas no

fueron sometidos a tratamientos antifungicos en la post-cosecha.

Preparacion del Inéculo

Para llevar a cabo las infecciones controladas, se llevd a cabo la preparacion de una
suspension de conidios de Botrytis cinerea. Con este propdsito, se tomaron pétalos de una rosa
infectada y con sintomas de moho gris y se lavo uno de los pétalos con 15 ml de medio PDB

en una caja Petri. Con la ayuda de una pinza y un asa de Digralski, se raspé el moho visible
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con el objetivo de desprender el micelio con esporas de la superficie del pétalo. La suspension
obtenida se filtr6 con un algodon para eliminar los micelios y se obtuvo una solucion
Unicamente con esporas. A continuacion, 10 uL de esta solucion se observaron en la cdmara
de Neubauer para poder ajustarla a una concentracion de 1x10° conidios/ml. Finalmente, esta

se dejé reposar por dos horas.

Preparacion de la camara humeda

A manera de cadmaras himedas se emplearon cajas platicas de 70 x 30 cm de base a las
cuales se les coloco papel absorbente para humedecerlas con 100 ml de agua. Se colocaron
pétalos aleatorizados provenientes de diferentes rosas blancas de la variedad Vendela, por ser
esta la mas susceptible a la enfermedad del moho gris. Para esto, durante el despetalo, se
descartaron los tres primeros pétalos de cada flor y se seleccionaron los 10 siguientes. Este

protocolo se empled segun los resultados de la optimizacion indicados en el Anexo 1.

Inoculacion de pétalos de rosa y aplicacion de tratamientos

Después, se procedio a la evaluacion de biofungicidas. Para esto, se probaron diferentes
dosis de manera curativa y preventiva. En funcién de estos dos modos de empleo, se determin6
el orden de la inoculacién y la aplicacion de los agentes de biocontrol. De esta forma, para los
ensayos curativos se llevé a cabo primero la inoculacion de la suspensiéon de conidios vy,
después de 24 h, se colocaron las dosis de los tratamientos por aspersion. Por el contrario, para
los tratamientos preventivos primero se realiz6 la aplicacion de los tratamientos y luego de 24
horas se realizo la inoculacion con el hongo.

En el presente estudio se evaluaron 3 controles que fueron, control positivo, negativo e
interno. Por otro lado, los tratamientos evaluados correspondieron a biofungicidas de cuatro
principales categorias. Como agentes de biocontrol bacteriano se probaron Bacillus subtitlis

(Rhapsody®) y Bacillus amyloliquefaciens (Vitanica RZO). De igual forma, se empled a
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Trichoderma spp. (Trichoplus) y Saccharomyces cerevisiae (Levapan®) como agentes de
origen fangico. Todos los microorganismos se obtuvieron productos comerciales, mismos que
se detallan en los paréntesis. Como biofungicidas de origen vegetal, se probaron: aceite
esencial de orégano y aceite esencial de albahaca, ambos de la marca DoTerra. Finalmente, se
emplearon diluciones de &cido acético al 15% (Apercid) como un biofungicida biorracional y
varias concentraciones de Arthrospira spp. hidrolizada (SpiraGrow®).

Con respecto a la inoculacién, se colocaron 5 pL de la suspension preparada, tanto para
el control positivo como para el interno. Por el contrario, el control negativo contuvo
Unicamente 5 uL del medio de cultivo PDB libre de esporas. Para los tratamientos también se
uso6 una dosis de 5 pL de la suspension de conidios. Todas las inoculaciones se hicieron en la
parte central de pétalo. Las dosis aplicadas de cada uno de los tratamientos se indican en la
Tabla 1, estas se prepararon por medio de diluciones en agua destilada con Tween (0.05% v/v).
Todos fueron aplicados por aspersion, lo que correspondi6 a dos disparos de la solucion por
medio de atomizadores. Al terminarse el proceso de inoculacion y aplicacion de tratamientos,
se humedecié la tapa de la caja con agua, cerr6é la cdmara humeda y se inicio el periodo de

incubacién en condiciones de oscuridad.

Toma de datos y analisis estadistico

Después de 3 dias de incubacion a oscuras, se realizo la toma de datos mediante la
medicion de los didmetros verticales y horizontales de la lesién generada por el hongo. Este
proceso se realizé con ayuda de una regla, aunque se demostro que el software ImageJ también
estima este parametro de forma similar, como lo indica el Anexo 2. Una vez recolectados los
valores del diametro de cada uno de los tratamientos y controles, se evalud si existieron
diferencias significativas por medio de pruebas ANOVA y Tukey considerando p<0.05. Los

andlisis estadisticos mencionados se llevaron a cabo en el software Minitab 19.
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RESULTADOS

Revision sistematica

Los resultados de la revision sistematica se detallan en la Figura 1, correspondiente al
esquema PRISMA. El resultado final del nimero de articulos de fue de 215. De estos, como lo
expone la Figura 2, 81 fueron de origen fungico, 52 de origen bacteriano, 57 de origen vegetal
y 25 de otro tipo como, por ejemplo, los biorracionales. De cada categoria, los géneros méas
predominantes fueron Trichoderma, Bacillus, Thymus y Origanum. Dada su prevalencia,
algunos de estos se emplearon en la evaluacion de los biofungicidas. Por otro lado, la revision
destacd que una gran mayoria de las investigaciones sobre agentes de biocontrol se evaltan en
cultivos de tomate, fresa, uva y manzana que corresponden al 56%, 45%, 45% y 34% de los
articulos evaluados respectivamente. No obstante, muy poca investigacion se ha realizado en
cultivos de flores ornamentales, como se demuestra en la Figura 3A. Adicionalmente, se
evidencio una tendencia por el uso de los biofungicidas de manera preventiva. Como lo indica
la Figura 3B, aproximadamente el 60% de los articulos revisados utilizaron modos de empleo
preventivos, mientras que solo un 20% evalué el uso curativo. Cabe destacar que,
aproximadamente otro 20% de los articulos prob6 la aplicacion de los biofungicidas de forma
simultanea al desarrollo de la infeccion. De igual forma, se evidencia que, en mas del 50% de

los articulos, los biocontroladores tienen efectos inhibitorios satisfactorios.

Con respecto a los géneros principales de cada categoria, la Figura 3C establece que
especies de Aureobasidium, Candida, Clonostachys, Cryptococcus, Fusarium, Pichia,
Rhodotula, Saccharomyces, Steptomyces y Trichoderma fueron las mas predominantes dentro
de la categoria de biofungicidas fungicos. De estos, Candida, Cryptococcus y Pichia
funcionaron el 100% de las veces mientras que el resto de generos tuvieron porcentajes de éxito

de al menos el 50%. En el caso de los agentes bacterianos, cuatro géneros fueron los mas
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destacados (Figura 3D) Bacillus, Lactobacillus, Paenibacillus y Pseudomonas. Todos los
géneros funcionaron en mas del 60% de las veces, siendo Lactobacillus el méas satisfactorio y
Bacillus el mas evaluado. Con respecto al uso de extractos o aceites esenciales vegetales, hubo
una amplia diversidad de especies exploradas. Sin embargo, las presentadas en la Figura 3E,
son aquellas que se repitieron en mas de dos ocasiones en toda la revision sistematica. Dicho
géneros fueron los géneros Allium, Baccharis, Carum, Cinnamomum, Citrus, Eucalyptus,
Laurus, Mentha, Origanum, Satureja, Thymus y Tulbaghia. Se evidencid que, casi todos los
extractos funcionaron el 100% de las veces, a excepcion de Thymus, que logro inhibir a Botrytis
cinerea el en 67% de articulos, y Tulbaghia que no funciond. Finalmente, de la categoria de
“otros”, expuesta en la Figura 3F, se destaca el uso de los compuestos biorracionales, alga o
microalgas, efluentes o compost y el quitosano. Todos tuvieron un elevado porcentaje de

efectividad, al haber funcionado en mas del 60% de los articulos.

Prueba de eficacia de biofungicidas

Los biofungicidas de origen bacteriano fueron Bacillus subtilis y Bacillus
amyloliquefaciens. En primer lugar, si bien Bacillus subtilis es una bacteria ampliamente
utilizada para el biocontrol de patdgenos como Botrytis, se evidencié que en la rosas el unico
.efecto inhibitorio se da al emplear 1x107 ufc/ml de forma preventiva, como se indica en la
Figura 5A. Con este tratamiento, el didmetro de lesidn se redujo en mas de un 65%. A
diferencia de Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens evidencié que ninguna de las dosis
empleadas fueron significativamente diferentes a controles (Figura 5B), indicando que su uso

como preventivo y curativo no es eficiente en la inhibicion.

Por otro lado, los biofungicidas fangicos probados fueron Trichoderma spp. y
Saccharomyces cerevisiae. Se evidencié que las concentraciones evaluadas de Trichoderma

presentaron diametros de lesion superiores a aquellas observadas en los controles positivos,
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como lo demuesra la Figura 5C. Esta diferencia fue significativa en los tratamientos curativos
pero no en los preventivos. De ese modo, en la evaluacién curativa, se increment6 en tamafio
de la infeccion en aproximadamente un 15% al usar las dos dosis. Por este tendencia
observada, se establece que este microorganismo no es viable para el biocontrol de Botrytis
cinerea en las rosas. En cuanto a Saccharomyces cerevisiae, cuyos resultados se indican en la
Figura 5D, se destaco que el uso de 1x10° ufc/ml tuvo una tendencia a reducir el diametro de
la lesion, aunque esta diferencia solo fue significativa en el tratamiento curativo, reduciendo el

didmetro cerca de un 50%.

De igual forma, se probaron dos tipos de aceites esenciales. El primero fue el aceite
esencial de orégano (Figura 6A), para el cual se establecid que, Unicamente la concentracion
de 75 mg/L de uso curativo, tuvo un efecto inhibitorio significativo cercano al 40%. Sin
embargo, esto no se observo en el ensayo de uso preventivo. En el caso del aceite esencial de
albahaca, en la Figura 6B, se observo el mismo patrén aunque el porcentaje de inhibicion fue

apenas del 17%.

Finalmente, se evaluaron dos tipos de biofungicidas no clasificados en las tres
principales categorias, estos fueron la Arthrospira spp. hidrolizada y el acido acético, como
compuesto biorracional. En el caso del extracto hidrolizado, se evidencié que el Unico efecto
inhibitorio significativo, correspondiente a una reduccion del 25% de la lesion, se dio al
emplear 1 mL del producto de manera preventiva (Figura 6C).Por otra parte, el uso preventivo
y curativo del &cido acético tampoco resultd ser una alternativa de biocontrol, como lo
demuestra la Figura 6D, ya que los tratamientos fueron estadisticamente iguales a los controles

positivos.
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DISCUSION

Revision sistematica

Segun los resultados obtenidos de la revision sistematica se destaca la predominancia
de agentes microbianos como bacterias y hongos, seguido de los productos vegetales y
finalmente, los biorracionales. La prevalencia de los microorganismos se debe a la su amplia
diversidad tanto como flora endégena y exdgena de planta, asi como parte de la microbiota del
suelo (Chen et al., 2020). Dada la gran abundancia de este tipo de agentes de biocontrol, es de
esperarse que haya un sinnimero de posibilidades por explorar. Por otro lado, se sabe que las
plantas producen una extensa variedad de metabolitos secundarios cuya funcién, entre muchas
otras, es ofrecer una barrera de proteccién contra fitopatdgenos. Es asi, que también se justifica
la evaluacion de diferentes extractos vegetales en diferentes solventes o en forma de aceites
esenciales (Raveau et al., 2020). Finalmente, en menor medida, se ha observado el empleo de
compuestos producidos de forma natural, analogos bioldgicos o sintéticos idénticos a aquellos
de origen natural (Horowitz et al., 2009). La investigacion, relativamente escasa de esta
categoria, puede deberse a una menor disponibilidad de tipo de productos en comparacién con

los anteriores.

Otro resultado de gran importancia, es la predominancia de cultivos como el tomate, la
fresa, la uva y la manzana, probablemente por ser unos de los principales productos
alimenticios afectados por Botrytis cinerea. Por este motivo, se resalta la importancia de
mejorar y de hacer sustentables diferentes tipos de producciones agricolas de alimentos,
considerando que la poblacion mundial se encuentra en constante crecimiento (Pereira, 1993).
Finalmente, uno de los resultados méas importantes es la preferencia y elevada efectividad del
uso preventivo de estos biofungicidas. Se sugiere que la causa de este fendmeno corresponde

a una adaptacion previa por parte de los agentes de biocontrol a las condiciones de la planta o



21

al requerimiento de un tiempo previos para que estos eliciten alguna ruta de defensa en el

cultivo (Rana et al., 2020).

Pruebas de eficacia de biofungicidas

El efecto inhibitorio de Bacillus subtilis observado en Figura 5% se atribuye a la
produccién de metabolitos que impiden el desarrollo del Botrytis cinerea mediante un modo
de accién antibiotico (Calvo-Garrido et al.,, 2019). Se ha demostrado que esta especie
bacteriana produce un compuesto biosurfactante que permite disminuir la severidad de
infeccion de este fitopatdgeno en una proporcion dependiente de su concentracion (Ben et al.,
2020). En presente caso, el porcentaje de inhibicidn fue de aproximadamente un 71%, lo que,
segun, sugeriria que la cantidad de biosurfactante producida por el microorganismo en una
concentracion de 1x107 ufc/ml es cercano a los 0.8 mg/L. Ademas, se demostré el uso de este
compuesta fue menos efectivo de forma curativa, patron que también se observé en la presente
investigacion. Por otro lado, el efecto controlador de B. subtilis en la dosis méas alta empleada
puede relacionarse también con el efecto antifingico de ciertos lipopétidos caracteristicos de
este género bacteriano (Ben et al., 2020). Adicionalmente, se ha demostrado también que estos
pueden inducir resistencia por parte de la planta (Wahab et al., 2020).

Con respecto a B. amyloliquefaciens (Figura 5B), se determind que la ausencia de
inhibicidn tanto de forma curativa como preventiva difiere con los ejemplos encontrados en la
literatura. No obstante, cabe destacar que el uso de este agente de biocontrol, como muchos
otros, ha sido probado Gnicamente en cultivos no ornamentales y en tejidos como frutos y hojas.
Por ejemplo, Maung y colaboradores, hallaron que el empleo de este microorganismo y sus
metabolitos permiten reducir la infeccién por B. cinerea al aplicarlo de manera foliar y en el
suelo de las plantas de tomate, sugiriendo que este tiene un efecto de induccion de resistencia

(2021). Por otro lado, esta bacteria también se caracteriza por la produccion de lipopétidos con
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efecto antiflngico, sin embargo, la efectividad de estos compuestos es menor en comparacion
con aquellos obtenidos de B. subtilis (Ben et al., 2020).

Al evaluar el efecto de una cepa comercial de Trichoderma se evidenci6 que, de forma
preventiva este no presentd ninguna diferencia significativa en comparacion con el control
positivo, como se indica en la Figura 5C. Sin embargo, de forma curativa, esta incremento el
tamario de la lesion. Las causas de estos resultados son poco semejantes a otros casos de la
literatura, donde este hongo se presenta como uno de los agentes de biocontrol maés
predominantes y efectivos. No obstante, existe evidencia de que algunas combinaciones de
cepas de Trichoderma harzianum y Trichoderma atroviride no presentaron ninguna eficiencia
en el control de B. cinerea en flores de fresa (Xu et al., 2010). Asimismo, cabe la posibilidad
de que Trichoderma acttie como un patdgeno oportunista en tejidos sensibles como los pétalos
de rosa. Este caso, aunque poco probable, se ha dado en cultivos de maiz donde han existido
algunos reportes de incidencia (Pfordt et al., 2020). De igual forma, se plantea que la induccion
de ciertas vias de defensa en la rosa, puede generar la susceptibilidad en los pétalos. Por
ejemplo, se ha determinado que el &cido salicilico induce la susceptibilidad de las rosas ante
patdégenos necrotroficos (Spoel et al., 2007) y, que Trichoderma activa la ruta del acido
salicilico (Leonetti et al., 2017). Por Gltimo, se siguiere que el patdgeno se nutre a partir de las
células del microorganismo, incrementando su proliferacion.

En el caso de Saccharomyces cerevisiae (Figura 5D), la reduccién del diametro de la
lesion utilizando la concentracion de 1x10° ufc/ml preventiva se asemeja a aquellas
conseguidas en otras investigaciones que emplean la misma levadura. El efecto antifungico,
en este caso, se asocia a la produccién de compuestos volatiles y difusibles de este especie
(Chen et al., 2018). Sin embargo, aunque se requiere mas investigacion al respecto, las toxinas
de los tipos K1, K2, K3 y K28 de S. cerevisiae podrian cumplir algun rol inhibitorio (Marquina

et al., 2002).
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Para el uso de Arthrospira spp. hidrolizada, cuyos resultados se exponen en la Figura
6C, se sugiere que el efecto controlador observado en el tratamiento 1mL/L se deba a ciertas
proteinas producidas por las algas, las ficobiliproteinas. Segun Righini y colaboradores (2020),
el empleo de estos metabolitos ha demostrado ser efectivo en el control de Botrytis cinerea en
el tomate. En el estudio realizado por estos investigadores, se demostrd que la severidad de la
enfermedad por moho gris disminuyé de forma lineal al aumentar la concentracion de
ficobiliproteinas. A diferencia de los resultados obtenidos en la literatura expuesta, en el
presente estudio no se observa una reduccién progresiva de la gravedad de la infeccion al
incrementar la concentracion del hidrolizado. Esto puede deber a que el producto usado, por
ser un hidrolizado, posee otro tipo de sustancias nutritivas como proteinas, aminoécidos
esenciales, vitaminas y minerales que podrian promover el crecimiento del hongo

(Grol3hagauer et al., 2020).

Con respecto al uso de los dos aceites esenciales, de orégano y de albahaca, presentados
en las Figuras A y B, se establece que su funcion en la dosis curativa de 75 mg/ml se debe a su
accion antibiotica. Esto porque se ha demostrado que dichos aceites tienes la capacidad de
limitar el crecimiento de Botrytis al limitar del crecimiento de micelios, suprimir la
germinacion de esporas e impedir el alargamiento del tubo germinativo. De este modo, la
propagacién del hongo se ve reducida por la presencia de una menor carga de esporas (Soylu
et al., 2010). Finalmente, se destaca que los resultados obtenidos del uso de acido acético
(Figura D) también difieren de otros resultados obtenidos de otras fuentes cientificas. Este
acido organico ha sido descrito como un compuesto antifungico y se ha evidenciado que este
limita el crecimiento de los micelios (Ruiz-Moyano et al., 2020). En el caso de la presente
investigacion, sin embargo, se observo que las dosis de acido acético generaban un deterioro

en el tejido del peétalo, lo que pudo haber facilitado la infeccion por parte de Botrytis.
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CONCLUSIONES

Con respecto a la revision sistematica, se determind que los principales biofungicidas
son de origen fungico, bacteriano y vegetal. Ademas, los principales géneros de cada categoria
indicaron un alto porcentaje de efectividad, tendiendo superar el 50% en la mayoria de los
casos. Por otro lado, se hizo evidente que el modo de empleo con resultados de biocontrol mas
satisfactorios fue el uso preventivo. Ademas, se resalta la importancia de la presente
investigacion en rosas, dado que la revision sistematica indicé que muy poca investigacion es
realizada en cultivos de flores ornamentales como la rosa.

Finalmente, por medio de los bioensayos, se determin6 que Saccharomyces cerevisiae
y los aceites esenciales de orégano y albahaca funcionaron al aplicarse de forma curativa en
las dosis de 1x10® ufc/ml y 75 mg/ml respectivamente. Por otro lado, Bacillus subtilis y el
hidrolizado de Arthrospira spp. funcionaron de forma preventiva en las concentraciones de
1x107 ufc/ml y 1 ml/l. De este modo, se concluye que el modo de empleo, ya sea curativo o
preventivo, depende del tipo de biofungicida y de la dosis usada. Asimismo, se resalta que
ninguno de los biofungicidas alcanzo6 la eficiencia del fungicida comercial, por lo que se

recomienda probar combinaciones de los diferentes tratamientos exitosos.
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Tabla 1. Dosis evaluadas para los biofungicidas durante los bioensayos.

Categoria Biofungicida Dosis evaluadas
e 2.5x10° ufc/ml
: . 5x10° ufc/ml
Bacillus subtil *
acillus subtilis o 1x107 ufe/ml
Bacteriano Dosis agricolas recomendadas
e 2x10°ufc/ml
Bacillus amyloliquefaciens e 4x108 ufc/ml
Dosis agricolas recomendadas
e 2.5x10° ufc/ml
Trichoderma spp. e 1x107 ufc/ml
Dosis agricolas recomendadas
Fangico e 1x10°ufc/ml
- 1x108 ufc/ml
Sacch *
accharomyces cerevisiae o 1107 ufe/ml
(Soylu et al., 2010)
e 25mg/L
. . ; 50 mg/L
Aceit l d *
ceite esencial de orégano .« 75mglL
Soylu et al., 2010)
V I ( :
egeta « 25mgiL
. . 50 mg/L
Aceit | de albah *
ceite esencial de albahaca .« 75mglL
(Rapsor et al., 2010)
e 1ml/L
: s 2.5 ml/L
Arthrospir . hidrol °
throspira spp. hidrolizada . SmIL
Dosis agricolas recomendadas
Otros o 1%

Acido acético

e 25%
e 5%
e 10%

Dosis agricolas recomendadas

Descripcion: La tabla indica los biofungicidas segun su clasificacion con las respectivas dosis

que se emplearon para los bioensayos.
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FIGURAS
Aislamiento de Preparacion de Obtencién de
conidios inéculo pétalos
A 2 3

Inoculacién y Aplicacién de
tratamientos Monitoreo Toma y analisis de datos

Figura 1. Diagrama de los pasos realizados en el protocolo optimizado de los bioensayos.
Descripcion: La ilustracion corresponde a una descripcion grafica de la metodologia de

preparacion de suspension de conidios, evaluacion de tratamientos y andlisis de resultados.

Scopus WOS
5/03/2021 5/03/2021
(N=1355) (N=1524)

\/ Duplicados (N=1524):

No son el tipo de estudio de interés (N=198)
N=2879 > | No sobre Botrytis (N=134)

. Fungicidas sintéticos o derivados quimicos (N=154)
ler Screenlng Deteccidn de infecciones (N=34)

Tratamientos fisicos (N=27)

Estudios in vitro (N=30)

Elicitores o Fertilizantes: (N=26)

Tipo de paper (N=67)

In vitro (N=222)

Elicitores (N=22)

v No sobre Botrytis cinerea(N=36)

Otro idioma (N=23)

Sintéticos (N=43)

Efectos sobre los agentes de biocontrol = (N=17)
No son el documento de interés (N=5)

No se abrid (N=34)
m No sobre biocontrol (N=37)
Duplicado (N=1)

Figura 2. Diagrama PRISMA de la revision sistemética y sus respectivos resultados.

2do Screening N=655 -

Descripcion: Se detalla el progreso de cada avance en la revision sistematica en funcion del
numero de articulos. Se detalla también los términos de exclusion empleados en cada

screening.
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Biocontrol de
Botrytis cinerea

>
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Paenibaciys
Lactobacillus

Figura 3. Gréfico de proyeccion solar sobre la clasificacion de los resultados de la revision

sistematica.
Descripcion: La grafica indica las principales categorias de biofungicidas empleados en los

ultimos once afios asi como los géneros de especie y productos predominantes de cada

clasificacion. De igual manera, se detalla el nmero de articulos por categoria.
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Figura 4. Resultados obtenidos de la revision sistematica.

F)

Descripcion: La gréfica A) representa el numero de articulos sobre los diferentes cultivos

donde se han evaluado biofungicidas. La grafica B) indica el porcentaje de articulos acerca de

métodos preventivos, curativos o simultaneos. Por otro lado, las graficas C), D), E) y F)

exponen los porcentajes de articulos destinados a la investigacion de diferentes géneros

bacterianos, vegetales y otro tipo de productos. Adicionalmente, se expone la proporcion de

éxito de las distintas subcategorias segun la leyenda del lado derecho.
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Figura 5. Resultados de los biofungicidas de origen microbiano evaluados de forma
preventiva y curativa.

Descripcion: Los dos primeros graficos corresponden a los biofungicidas bacterianos, siendo
A) Bacillus subtilis y B) Bacillus amyloliguefaciens. Por otro lado, las dos graficas inferiores
representan los tratamientos de los agentes fungicos. De esta manera, C), indica los
resultados de Trichoderma spp. y D), aquellos de Saccharomyces cerevisiae. Las letras
iguales indican que hubo diferencia significativa entre tratamiento considerando p > 0.05.

Para cada ensayo el numero de réplicas fue de n = 10.
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Figura 6. Resultados de los biofungicidas de origen vegetal y productos adicionales
evaluados de forma preventiva y curativa.

Descripcion: Los dos primeros gréficos corresponden a los biofungicidas vegetales, siendo
A) aceite esencial de orégano y B) aceite esencial de albahaca. Por otro lado, las dos gréficas
inferiores representan los tratamientos de Arthrospira spp. hidrolizada (grafico C) y &cido
acético (Grafico D) respectivamente. Las letras iguales indican que hubo diferencia
significativa entre tratamiento considerando p > 0.05. Para cada ensayo el nimero de réplicas

fue de n = 10.
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ANEXOS

ANEXO 1. MICROSCOPIA DE BOTRYTIS CINEREA

La microscopia se llevo a cabo por el método de la cinta adhesiva. De esta forma, se
coloco la cinta con micelos adheridos a un portaobjetos con un gota de azul de metileno.Varias
placas se observaron con el aumento de 40X en un microscopio de la marca Leica con serie
ICC50 E y se midieron las estrucutras correspondientes con el programa Leica Application
Suite (LAS EZ) version 3.4.0. Como resultado, se determind que el hongo observado poseyo
los rasgos morfoldgicos caracteristicos de Botrytis spp. Ademas, las dimensiones de estas
estructuras fueron: 26.98 + 4.28 um de largo de los condioforos y 26.98 + 4.28 26.98 + 4.28
um para el largo y ancho de los conidioforos respectivamente, lo que coincidio con los rasgos

establecidos por Kwon y colaboradores (2011) para Botryris cinerea.

Conidios
ovalados

Conidioforos
ramificados

40X
Aumento total: 400X

Largo (cm) Ancho (cm)
- Conidioforos: 16-31 um
Conidioforos 26.98 = 4.28 - Conidios: 8-16 x 5-10 pm
(Kwon et al., 2011)
Conidios 12.16 £ 1.33 7.41 +1.09

Figura A. Iméagenes obtenidas de la microsoia en conjuntos con las dimensiones de las

estructuras.
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ANEXO 2. OPTIMIZAION DE LAS PRUEBAS DE EFICACIA DE
BIOFUNGICIDAS.

Se defini6d que el diametro de infeccion es significativamente menor en los 3 pétalos
mas externos de la flor. Por este motivo, se descartardn los primeros tres pétalos y se usaron
los 10 siguientes para los bioensayos. Ademas, dado que no hubo diferencia significativa
entre los pétalos de las 4 diferentes rosas, se determind que no seria estrictamente necesaria
una aleatorizacion de los pétalos de rosa. Sin embargo, con propoésitos de estandarizacion si
se aleatorizan los pétalos en los bioensayos de esta investigacion. Por ultimo, tanto la la regla

como ImageJ permiten estimar de forma similar el diametro de la lesion.
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Figura A. Gréficos de analisis de optimizacion

Descripcion: La gréfica A indica la evaluacion del grado de infeccidn segln el nimero de
pétalo en un botdn de rosa. El grafico B sefiala el grado de infeccion en diferentes botones de
rosa. El grafico C expone la correlacion entre los dos métodos de medicion de damtero
porpuestos. Las letras iguales indican que hubo diferencia significativa entre tratamiento

considerando p > 0.05. Para cada ensayo el numero de réplicas fue de n = 4.
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ANEXO 3. DISPOSICION DE CONTROLES Y TRATAMIENTOS EN LA CAMARA
HUMEDA.

Se determind el orden de los tratamientos y controles segun los resultados de la
optimizacion. De esta manera, se coloco primero el C+, luego el C- y, a continuacion, tres
diferentes dosis de un tratamiento. Por ultimo, el control interno correspondiente al fungicida
comercial Switch, se pruebo simultdneamente en una caja separada. Asi, se garantizé que los

controles y los tratamientos tuvieran las mismas condiciones.

- O

Ci: Botrytis +
C+: Botrytis + Agua Fungicida Comercial
C-: PDB + Agua
Dosis 1
Dosis 2
Dosis 3

A 4

Figura B. Diagrama de la disposicién de controles y tratamientos.




