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Resumen: El moho gris causado por Botrytis cinerea es una de las
enfermedades fungicas mas destructivas que afecta a un amplio rango de
hospedantes. La utilizacion de fungicidas de sintesis quimica ha generado
problemas de resistencia y su uso indiscriminado tiene efectos negativos
sobre la salud humana y el medio ambiente. Ante esta situacidon problematica
se observa un interés creciente por el estudio y uso de sustancias
antifangicas de origen vegetal consideradas seguras. En este contexto se
realizé el presente trabajo con el objetivo de evaluar in vitro el efecto de tres
bioinsumos de origen botéanico (Origanum vulgare L., Lavandula officinalis L.
y Equisetum giganteum L.) sobre el crecimiento y desarrollo de B. cinerea.
Para lo cual se sembraron esclerocios y suspensiones de conidios de B.
cinerea en placas adicionadas con los bioinsumos mencionados. La medicién
del didmetro de colonias y la observacién de las estructuras fungicas permitié
determinar que los tres bionsumos estimulan el desarrollo micelial de colonias
desarrolladas a partir de esclerocios e inhiben la formacion de conidios y
esclerocios del patégeno. Por consiguiente, inhiben el principal mecanismo
de diseminacion (conidios) y sobrevivencia del patégeno (esclerocios).

Palabras-clave: Bioinsumos; Moho gris; Orégano; Lavanda; Equisetum.

Abstract: Gray mold caused by Botrytis cinerea is one of the most destructive
fungal diseases that affects a wide range of hosts. The use of chemically
synthesized fungicides has generated resistance problems and their
indiscriminate use has negative effects on human health and the environment.
Given this problematic situation, there is a growing interest in the study and
use of antifungal substances of plant origin considered safe. In this context,
the present work was carried out with the objective of evaluating in vitro the
effect of three bioinputs of botanical origin (Origanum vulgare L., Lavandula
officinalis L. and Equisetum giganteum L.) on the growth and development of
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B. cinerea. For which sclerotia and suspensions of conidia of B. cinerea were
sown on plates added with the aforementioned bioinputs. The measurement
of the diameter of colonies and the observation of fungal structures allowed us
to determine that the three bioinsumments stimulate the mycelial development
of colonies developed from sclerotia and inhibit the formation of conidia and
sclerotia of the pathogen. Consequently, they inhibit the main mechanism of
dissemination (conidia) and survival of the pathogen (sclerotia).

Keywords: Bioinputs; Gray mold; Marjoram; Lavender; Equisetum

1. Introduccion

El moho gris causado por Botrytis cinerea ocupa el segundo lugar en importancia
por sus efectos negativos sobre el rendimiento y la calidad, en el campo y en
postcosecha, de distintos cultivos (Shemshaki et al., 2023). B. cinerea posee una
amplia distribucién a nivel mundial afectando més de 1000 especies de plantas de
589 géneros botanicos. Puede infectar todos los érganos de las plantas: semillas,
plantulas, frutos, hojas y flores (Shemshaki, Op. Cit). La enfermedad del moho gris
es particularmente devastadora en el cultivo de frutilla (Biel et al., 2023), donde
puede causar pérdidas en rendimiento entre 20 a 30% y llegar al 50% en
condiciones favorables para la infeccion (Baptista, 2012).

El ciclo de vida de B. cinerea consiste de cuatro estructuras morfolégica y
funcionalmente diferentes: ascosporas, conidios (macro y microconidios), micelio y
esclerocios. El ciclo sexual (ascosporas) raramente ocurre en la naturaleza, por
consiguiente, el ciclo predominante es el asexual responsable de las epidemias
policiclicas de B. cinerea. Los conidios y el micelio de B. cinerea se producen
frecuentemente sobre los tejidos infectados de la planta. Los conidios, el érgano
infectivo de B. cinerea, se producen sobre esclerocios germinados o en hifas de
tejidos infectados o rastrojos y usualmente son dispersados por el aire. La
infeccion se inicia con la germinacion de los conidios bajo el estimulo de nutrientes
exbgenos (pétalos de flores senescentes, granos de polen o melaza de insectos).
Los conidios poseen un considerable potencial de supervivencia desde minutos a
un afio, dependiendo del aislamiento y de la edad de los conidios, tanto como de
las condiciones ambientales (temperatura, humedad relativa y la luz del sol) (Zhou
et al., 2018). El micelio, mayormente considerado como la estructura vegetativa de
colonizacion del sustrato y absorciéon de nutrientes posee también un potencial de
supervivencia. Estudios realizados en Canada, Israel y Espafia mostraron que B.
cinerea sobrevive las duras condiciones del verano e invierno mayormente como
micelio en restos de plantas. Los esclerocios, compactas masas de micelio, son
las estructuras que sobreviven condiciones ambientales adversas tales como
desecacion, bajas o altas temperaturas, radiacion UV y ataques microbianos.
“Hsiang y Chastagner (1992) reportaron que los esclerocios de B. cinerea
producidos in vitro pueden sobrevivir en el suelo por al menos 18 meses y
posiblemente sean la fuente primaria de infeccién cuando las condiciones se
vuelven favorables. Sin embargo, la importancia de los esclerocios como fuente
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primaria de infeccion es controversial, dado que no se observan frecuentemente
en los tejidos de todas las plantas infectadas” (Zhou, Op. Cit.).

La enfermedad del moho gris es particularmente devastadora en el cultivo de
frutilla (Biel et al., 2023), donde puede causar pérdidas en rendimiento entre 20 a
30% vy llegar al 50% en condiciones favorables para la infeccion (Baptista, 2012).

Para el manejo de la enfermedad se utilizaron y utilizan fungicidas que han
generado problemas de resistencia, motivo por cual se aplican concentraciones
mayores. Una estrategia que esta asociada al riesgo de aumentar la cantidad de
fungicidas presentes en los frutos cosechados (Zang y Farahbaksh, 2007). Ante
esta situacion problematica se observa un interés creciente por el estudio y uso de
sustancias antifingicas de origen vegetal consideradas seguras (Chen et al.,
2023). En tal sentido, pueden citarse la determinacién in vitro de efectos
antifiingicos sobre B. cinerea de saponinas del arbol Sapindus mukorossi (Huang
et al., 2024); de aceites esenciales de Origanum vulgare y otras especies de
orégano (Zhao et al., 2021) y de Lavandula officinalis y L. hybrida (Alvarez Garcia
et al., 2023).

Estas sustancias antifingicas reciben la denominacién general de bioinsumos,
definidos como aquellos productos “constituidos por microorganismos (hongos,
bacterias, protozoos, virus), macroorganismos (acaros, artropodos, nematodos),
extractos de plantas y compuestos derivados de origen biolégico o natural,
destinados a aplicarse como insumos en la produccion agropecuaria,
agroalimentaria, agroindustrial, agroenergética e incluso en el saneamiento
ambiental. Estos productos mejorar la productividad, son amigables con el medio
ambiente y contribuyen al agregado de valor en origen” (Starobinsky et al., 2021).

En este contexto, el presente trabajo se propuso como objetivo evaluar in vitro el
efecto de tres bioinsumos de origen botanico (Origanum vulgare L., Lavandula
officinalis L. y Equisetum giganteum L.) sobre el crecimiento y desarrollo de B.
cinerea.

2. Materiales y Métodos

Patégeno: se utilizaron esclerocios y conidios de B. cinerea, aislados de
conocarpos de frutilla (Fragaria x ananassa Duch.) sintomaticos y presentando
signos de moho gris.

Bioinsumos: se obtuvieron decocciones por separado de orégano (O. vulgare),
lavanda (L. officinalis) y cola de caballo (E. equisetum). Para lo cual se colocaron 5
g del material vegetal, 24 h antes de realizar la decoccion, en 500 ml de agua fria.
Luego se llevo a ebullicion durante 20 minutos y se dejé enfriar.

Técnica: se depositaron 2 ml de la decoccién en el centro placas de Petri
esterilizadas, a continuaciéon se afiadieron aproximadamente 8 ml de medio de
cultivo agar papa glucosado al 2% y se homogeneizé el contenido. Una vez
solidificado el medio se procedi6 a: i) sembrar dos esclerocios de B. cinerea en los
extremos de la placa conteniendo la decocciéon y el medio de cultivo. Previa
siembra los esclerocios se desinfectaron en una solucién de hipoclorito al 2%
durante 2 minutos, luego se enjuagaron con agua destilada estéril y se secaron
con papel de cocina esterilizado. Este procedimiento se realiz6 para cada
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decoccion por separado utilizando tres repeticiones (una placa=una repeticion); y
ii) la siembra con ansa calibrada de 0,01 ml de una suspension de conidios de B.
cinerea obtenida a partir de un fruto (conocarpo) infectado. Previa obtencion de la
suspension en agua destilada estéril, el fruto fue desinfectado por inmersién en
una solucion de hipoclorito al 2% durante un minuto y sometido a tres enjuagues
sucesivos. La siembra se efectudé en el centro de placas con medio de cultivo +
decoccion. El procedimiento se repitié para cada decoccion por separado, con tres
repeticiones y como testigos se sembraron esclerocios y conidios en placas. Las
placas se incubaron durante 14 dias a temperatura ambiente y luz natural.

La observacion de la germinacidon de esclerocios y el desarrollo de micelio y
conidios se realizé cada 24 h, al igual que la medicion del diametro de colonias
desarrolladas a partir de la siembra de esclerocios. Para la observacion de las
estructuras desarrolladas a partir de la siembra de suspensiones de B. cinerea se
realizaron preparados en portaobjetos utilizando azul de metileno como solucién
de montaje, estos preparados fueron observados con un microscopio binocular (10
y 40X). Los datos cuantitativos se sometieron a un ANVA y a la prueba de Tuckey
de comparacion de medias utilizando el programa InfoStat (Di Rienzo et al., 2020).

3. Resultados y Discusién
Siembra de esclerocios de B. cinerea

En las placas donde se sembraron esclerocios de B. cinerea pudo observarse en
todos los casos, incluyendo las placas testigo que sélo contenian medio de cultivo
y esclerocios, la germinacion de estas estructuras de resistencia y la subsiguiente
formacién de colonias. La comparacién de los promedios del didmetro de colonias
registrados al quinto dia de la prueba mostré que los mayores promedios
correspondieron en orden descendente a orégano, lavanda, cola de caballo y el
testigo (Figura 1) y las diferencias no resultaron estadisticamente significativas.

La adicién de las decocciones de orégano, lavanda y cola de caballo estimulé la
germinacion de los esclerocios y el desarrollo de las colonias del patégeno en
comparacion con el desarrollo de las colonias del testigo.

Figura 1

Promedio del diametro de colonias crecidas a partir de la siembra de esclerocios en medio
de cultivo adicionado con tres bioinsumos de origen botanico.
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Cuando se procedié al andlisis del diametro de colonias crecidas en el medio de
cultivo + bioinsumo en relacién al tiempo (medido en dias) en comparacioén con lo
ocurrido con las colonias del testigo, se observé que el diametro de las colonias de
B. cinerea crecidas en el medio adicionado con el bioinsumo a base de orégano
mostré mayores valores durante los cinco dias en comparacion con el testigo
(Figura 2).

Figura 2

Diametro de colonias de B. cinerea crecidas en el medio de cultivo + bioinsumo a base de
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* Letras diferentes sefialan diferencias estadisticas significativas (p<0,05). Las lineas por
encima de las barras indican el desvio estandar.

Mientras que, la evolucién a lo largo de la prueba del diametro de las colonias de
B. cinerea crecidas en el medio adicionado con el bioinsumo a base de lavanda
mostré valores mayores y estadisticamente significativos en comparacion con el
testigo a partir del tercer dia de la prueba (Figura 3).

Figura 3

Diametro de colonias de B. cinerea crecidas en el medio de cultivo + bioinsumo a base de
lavanda. *
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* Letras diferentes sefialan diferencias estadisticas significativas (p<0,05). Las lineas por
encima de las barras indican el desvio estandar.

Finalmente, los resultados alcanzados con el bioinsumo a base de cola de caballo
fueron muy similares (Figura 4) a los indicados para lavanda.

Figura 4

Diametro de colonias de B. cinerea crecidas en el medio de cultivo + bioinsumo a base de
cola de caballo. *

38



Actividad antifingica de bioinsumos de origen botanico sobre Botrytis cinerea Whetzel -
RCYTAAA — ISSN 2451-7747 - 11 -1

1,20 0,70 1,00 050 1,10 0,90

7,92+

Equi

Test

* Letras diferentes sefialan diferencias estadisticas significativas (p<0,05). Las lineas por
encima de las barras indican el desvio estandar.

Los resultados mostrados en el presente trabajo difieren de los obtenidos por
Santoro et al. (2018) y Alvarez Garcia et al. (2023), autores que destacaron el alto
efecto antifingico de O. vulgare y otras especies de orégano sobre B. cinerea en
estudios in vitro utilizando aceites esenciales en fase vapor. Los mismos autores
sefialaron que la aplicacion de bioinsumos a base de tomillo (Thymus vulgaris L.),
una especie perteneciente a la familia Lamiaceae al igual que el orégano, tuvo un
resultado negativo al aumentar la incidencia del moho gris causado por B. cinerea
en damasco y durazno.

Por otra parte, la estimulacion del desarrollo de colonias de B. cinerea mediada
por bioinsumos a base de lavanda y cola de caballo es coincidente con los
resultados mostrados por Yan et al. (2021). Los autores informaron, a partir de
estudios in vitro, que extractos y aceites de lavanda fueron los menos efectivos
contra B. cinerea. Mientras que, Pazmifio Miranda (2018) y Sandoval et al. (2023)
mostraron que, de manera contraria a lo esperado, decocciones y extractos de
cola de caballo estimularon el crecimiento de B. cinerea en estudios realizados in
vitro con el propésito de evaluar el potencial fungicida de esta planta. El efecto
estimulante de los bioinsumos sobre el diametro de las colonias, desarrolladas a
partir de la siembra de esclerocios, podria deberse a la presencia de factores
exdgenos de caracter nutrimental en las decocciones. Factores exdgenos que, de
manera semejante a lo observado por Zhou et al. (2018) en la germinacion de
conidios de B. cinerea, habrian estimulado la germinacion de los esclerocios y el
desarrollo de colonias del patégeno. Dicho efecto estuvo limitado a la germinacién
de los esclerocios y al posterior desarrollo de colonias conformadas sélo por
micelio. Esto es, no se observd la produccién de conidios de B. cinerea ni de
esclerocios en ninguna de las colonias crecidas a partir de esclerocios en las
placas adicionadas con los bioinsumos al contrario de lo observado en el testigo.

Si bien la no formacién de conidios podria considerarse como un aspecto positivo,
dada su importancia en la epidemiologia de B. cinerea, este efecto se anula por el
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desarrollo de micelio observado. Esto en virtud del potencial de supervivencia del
micelio de B. cinerea en restos de plantas infectadas, potencial que lo constituye
como fuente primaria de infeccién (Zhou et al., 2018).

Siembra de suspensiones de conidios de B. cinerea

La observacion de preparados de estructuras fungicas obtenidos de las colonias
desarrolladas a partir de la siembra de suspensiones de conidios de B. cinerea,
permiti6 advertir diferencias morfolégicas en las estructuras fungicas del hongo
crecidas sobre el medio de cultivo adicionado con los biocinsumos de origen
botanico en comparacion con el testigo. En tal sentido, sobre las placas
adicionadas con orégano, lavanda y cola de caballo sélo desarrollaron hifas
adelgazadas, e hifas con pared engrosada, acompafiadas de hifas con células
compactas isodiamétricas (Figura 5).

Figura 5

Morfologia de las hifas desarrolladas en medio de cultivo adicionado con bioinsumos
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Tanto el adelgazamiento como el engrosamiento de la pared de las hifas de B.
cinerea fue reportado por Huang et al. (2024) como respuesta a la aplicacién de
extractos de saponinas de Sapindus mukorossi. Sin embargo, Latorre et al., (2015)
sefialan que el engrosamiento de la pared es una caracteristica comin de Botrytis.
Por otra parte, Arseniuk & Macewicz (1993) observaron la presencia de células
isodiametricas en la corteza de esclerocios maduros e inmaduros de Sclerotinia
trifolirum y S. minor. Excepto las células isodidmetricas no se observaron en el
presente trabajo otras estructucturas consistentes con el desarro de esclerocios,

Durante las observaciones realizadas, en preparaciones obtenidas de placas
adicionadas con los tres bioinsumos, no se detectd la presencia de conidios, al
contrario de lo detectado en las preparaciones procedentes de las placas testigo
(medio de cultivo + suspension de conidios de B. cinerea) donde pudo apreciarse
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la presencia de conidiéforos, conidios y esclerocios jévenes del patégeno (Figura
6).

Figura 6

Estructuras reproductivas y de resistencia de B. cinerea desarrolladas en las placas testigo

co: conidios, ej: esclerocio joven, cd: conidioforo

Por consiguiente, los bioinsumos (orégano, lavanda y cola de caballo) inhibieron el
desarrollo de conidios. Cheung et al. (2020). Sostienen que, los conidios
constituyen el principal medio de transmisién de la enfermedad al ser diseminados
por el aire

4. Conclusiones

En virtud de los resultados alcanzados pueden formularse las siguientes
conclusiones:

Los bionsumos a base de O. vulgare, L. officinalis y Equisetum giganteum
estimularon sélo el crecimiento micelial de colonias de B. cinerea desarrolladas a
partir de la siembra de esclerocios. Esto es, afectaron la formacion de conidios y
de esclerocios del patdgeno.

Con la utilizacién del bioinsumo a base de O. vulgare se observd el mayor
diametro de colonias de B. cinerea en el menor lapso de tiempo.
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Los bioinsumos a base de O. vulgare, L. officinalis y Equisetum giganteum
afectaron la formacion de conidios y esclerocios de B. cinerea en la prueba
iniciada a partir de la siembra de conidios del patégeno.

Por consiguiente, los bioinsumos probados inhibieron la formacion de conidios y
esclerocios de B. cinerea: Esto es, de uno de los dos indculos principales y de la
forma de resistencia de la enfermedad, respectivamente
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