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RESUMEN

El presente proyecto evaluo6 la eficacia de diferentes estrategias de control (biorracional,
bioldgico y quimico) para la intervencion de Botrytis cinerea en rosa (Rosa sp.), patégeno
responsable del moho gris y considerado una de las enfermedades de mayor impacto
econdémico en la floricultura. La investigacion incluye la obtencién, aislamiento y
verificacion de la patogenicidad del hongo, asi como la evaluacion in vitro e in vivo de
productos comerciales como: extracto de canela (Cinnamomum verum), extracto de

gobernadora (Larrea tridentata), Trichoderma harzianum, Bacillus subtilis y Procloraz.

Los resultados de las pruebas de patogenicidad mostraron que B. cinerea es altamente
agresivo y capaz de infectar pétalos sin heridas, aunque la presencia de dafio fisico y humedad

libre incrementan significativamente su desarrollo.

En las pruebas de control in vitro, se aplicé un disefio experimental completamente al azar
con seis tratamientos y diez repeticiones; el fungicida quimico Procloraz presentd la mayor
inhibicion, seguido por el extracto de gobernadora y T. harzianum como alternativas
bioldgicas efectivas. El extracto de canela y B. subtilis mostraron efectos limitados bajo las

condiciones evaluadas.

En las pruebas de control in vivo, se aplicd un disefio experimental completamente al azar
con ocho tratamientos y diez repeticiones; donde el fungicida quimico Procloraz presentd la
mayor inhibicion y solo el extracto de gobernadora tuvo un porcentaje minimo de inhibicién,

el cual no presentd una diferencia estadistica significativa.

El estudio confirma la importancia de integrar métodos de manejo sostenible para reducir el
uso de quimicos convencionales, destacando el potencial de los productos biolégicos y
biorracionales como herramientas complementarias para el control de B. cinerea en la

produccion de rosa de corte.



Summary

This project evaluates the effectiveness of different control strategies (biorational, biological,
and chemical) for managing Botrytis cinerea in roses (Rosa sp.), a pathogen that causes gray
mold and is one of the most economically important diseases in floriculture. The research
includes the isolation and pathogenicity testing of the fungus, as well as the in vitro and in
vivo evaluation of key commercial products: cinnamon extract (Cinnamomum verum),
creosote bush extract (Larrea tridentata), Trichoderma harzianum, Bacillus subtilis, and

Procloraz.

The results of the pathogenicity tests show that B. cinerea is highly aggressive and capable
of infecting petals without wounds, although the presence of physical damage and free

moisture significantly increases its development.

In the in vitro control tests, a completely randomized experimental design with six treatments
and ten replicates was used. The chemical fungicide Prochloraz showed the greatest
inhibition, followed by creosote bush extract and T. harzianum as effective biological
alternatives. Cinnamon extract and B. subtilis showed limited effects under the evaluated

conditions.

In the in vivo control tests, a completely randomized experimental design with eight
treatments and ten replicates was used. The chemical fungicide Prochloraz showed the
greatest inhibition, and only the creosote bush extract had a minimal percentage of inhibition,

which did not show a statistically significant difference.

The study highlights the importance of integrating sustainable management practices to
reduce reliance on conventional agrochemicals and demonstrates the potential of biological
and biorational products as complementary tools for controlling B. cinerea in cut rose

production.



1. INTRODUCCION

La floricultura es una de las actividades agropecuarias mas rentables que existen en la
actualidad en México ya que genera mas de 250 mil empleos directos y casi un millon
indirectos (SADER, 2022).

La rosa (Rosa sp.) es un cultivo de flores importante en todo el mundo, de la cual se han
reportado més de 30 mil variedades, las cuales son utilizadas ampliamente como flores de
corte, plantas de maceta y de jardin, destacando por su belleza y fragancia, a pesar de la
presencia de espinas abrasivas en sus tallos. Esto debido a que ofrecen una floracion continua,
corolas con multiples pétalos y una gran variedad de colores (Zhong et al., 2021). Estas se
cultivan durante todo el afio por su demanda ya que son el obsequio perfecto en un sinfin de
eventos, destacando fechas como el dia de las madres, el dia del amor y la amistad, asi como

bodas, bautizos e incluso los velorios (Gomez, 2020).

Existen diferentes variedades de rosa, tamafios y colores; sin embargo, los colores de las
variedades estan sujetos a las tendencias de consumo fijadas por la moda; implicando
mayores gastos para los productores quienes deben planear el recambio de la variedad en
periodos de 4-7 afios para colores como el blanco, rosa, amarillo, entre otros; mientras que

para variedades rojas el periodo va de 10 a 15 afios (Velazquez et al., 2023).

La calidad y produccion del cultivo de rosa se ven afectados por la presencia de varias
enfermedades. Dentro de las que se encuentran el mildiu velloso originado por Peronospora
sparsa, el mildiu polvoso causado por Podosphaera pannosa y Botrytis, provocado por
Botrytis cinerea, generando grandes gastos en compra de productos agroquimicos para su

control y manejo (Lombana, et al., 2023).

Botrytis [teleomorfo: Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel] Botrytis cinerea, agente
causal de la enfermedad conocida como moho gris, considerada la enfermedad postcosecha
de mayor impacto econdmico en la rosa de corte ya que se desarrolla rapidamente, su control
es dificil debido al amplio espectro de hospedantes y posee una capacidad genémica para

generar genes de resistencia a fungicidas (Ha, et al., 2021).



2. JUSTIFICACION

La tendencia actual a la sustitucion del uso de productos quimicos por productos organicos
sin afectar rendimiento, ni dafiar al ambiente, ha generado la busqueda y aplicacion de
compuestos biolégicos por medio de antagonistas o el uso de productos biorracionales a base
de aceites u extractos de plantas. Esto con la finalidad de sacar al mercado productos como

las flores de ornato de calidad y libre de quimicos.

3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GENERAL:

Establecer el control de Botrytis cinerea en botones florales de Rosa sp. mediante diferentes
estrategias biorracionales.
3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:
» Evaluar la patogenicidad de B. cinerea aislada de rosa.

» Evaluar el efecto in vitro de productos biorracionales, bioldgicos y quimico en el

control de B. cinerea.

» Evaluar el efecto in vivo de productos biorracionales, bioldgicos y quimico en el

control de B. cinerea en rosa.

4. HIPOTESIS

Los productos biorracionales y/o bioldgicos tienen un efecto de control in vitro / in vivo en

el desarrollo de Botrytis cinerea, aislado de botones florales de rosa.
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5. REVISION DE LITERATURA
5.1. IMPORTANCIA ECONOMICA DEL CULTIVO

El cultivo de plantas ornamentales es un sector de produccién vegetal en constante desarrollo
y rentable. En 2019, el valor del mercado de flores mas grande del mundo, Royal
FloraHolland, alcanz6 los 4.800 millones de euros. En 2021, a pesar de los problemas
relacionados con el SARS-CoV-2 y la pandemia mundial, el valor del comercio anual de
flores aumenté a 5.600 millones de euros (Salachna, 2022). Los principales paises
productores son los Paises Bajos (52 %), Colombia (15 %), Ecuador (9 %), Kenia (7 %),
Bélgica (3 %), Etiopia (2 %), Malasia, Italia, Alemania e Israel (1 %) de la cuota de mercado
mundial (Abrol, 2019).

México no destaca en la produccion y comercializacion mundial, pero, ha generado ventajas
comparativas a partir de su cercania geogréafica con Estados Unidos, pais al que envia el 93%
de las exportaciones de ornamentales, las cuales representaron el 3% de las importaciones de
ese mercado (Salazar et al., 2017; SE, 2018; Velazquez et al., 2023).

Siendo las flores de mayor produccién: el crisantemo con mas de 11 millones de gruesas, la
rosa con mas de 9 millones de gruesas y la gladiola con mas de 5 millones de gruesas
(SADER, 2022).

Entre los principales estados productores de rosa, encontramos México, Morelos y Puebla,
con un porcentaje de valor de produccion de la flor en el pais del 84.6, 4.9, 8.2
respectivamente (SIAP, 2023). Los municipios de Villa Guerrero, Tenancingo y Coatepec
Harinas en el sur del Estado de México comprenden la superficie mas importante para la
produccién de rosa, con un sistema intensivo bajo invernadero que varia de acuerdo con el

manejo agronomico, la economia y los recursos técnicos de cada finca (Gomora, 2022).

Dado que el Estado de México es el principal productor de rosa, es importante resaltar que
de igual forma es el principal exportador de flores, siendo Estados Unidos y Canada sus
principales mercados (SADER, 2022), generando ingresos de hasta 10 millones de ddlares
(SIAP, 2023).

11



5.2. ASPECTOS GENERALES DEL CULTIVO DE ROSA

El cultivo de rosa, especialmente en condiciones de invernadero, requiere un manejo
climético preciso para optimizar la calidad y cantidad de la produccion floral. Los principales
factores a considerar son la temperatura, la iluminacion, la ventilacion y el enriquecimiento

atmosférico en dioxido de carbono (CO2) (An6nimo, 2016).

5.3. REQUERIMIENTOS EDAFOCLIMATICOS

5.3.1. Luz: Durante los meses de verano, con mayor fotoperiodo e intensidad luminica, se
obtiene la mayor productividad. Para compensar la reduccién de luz en invierno, es comun
el uso de iluminacion artificial suplementaria. En paises como Holanda, se utilizan lamparas
de vapor de sodio con una intensidad de hasta 3.000 lux, durante 16 horas diarias, lo cual
incrementa la produccion y mejora la calidad floral en estaciones de baja radiacion.

A pesar de ser una especie de dia largo, durante épocas de alta radiacion (primaveray verano),
se requiere la implementacion de sombreo progresivo para evitar estrés térmico y
fotoinhibicion. Este oscurecimiento debe aplicarse de forma gradual para permitir la

adaptacion de la planta a las nuevas condiciones de luz (An6nimo, 2016).

5.3.2. Temperatura: Las temperaturas Optimas de crecimiento son de 17 a 25°C, con una
minima de 15°C durante la noche y una maxima de 28°C durante el dia. Pueden mantenerse
valores ligeramente inferiores o superiores durante periodos relativamente cortos sin que se
produzcan serios dafios, pero una temperatura nocturna continuamente por debajo de 15°C
retrasa el crecimiento de la planta, produce flores con gran nimero de pétalos y deformes, en
el caso de que abran. Temperaturas excesivamente elevadas también dafian la produccion,
apareciendo flores méas pequefias de lo normal, con escasos pétalos y de color mas célido.
(Anonimo, 2016).

5.3.3. Humedad relativa: Las rosas requieren una humedad ambiental relativamente elevada

de un 70 a un 80%, regulada mediante ventilacion y nebulizacién o el humedecimiento de

12



los pasillos durante las horas més célidas del dia. Ya que al tener un exceso de humedad en

el cultivo las plantas pueden ser mas vulnerables a enfermedades (Anonimo, 2016).

5.3.4. Dioxido de carbono (CO2): El proceso de fotosintesis requiere de CO> para producir
azucares y oxigeno, siendo directamente proporcional a la produccién. Bajo condiciones de
invierno es necesario aportar CO2 para el crecimiento éptimo de la planta, elevando los
niveles a 1.000 ppm. Asimismo, si el cierre de la ventilacion se efectla antes del atardecer, a
causa del descenso de la temperatura, los niveles de dioxido de carbono siguen reduciéndose

debido a la actividad fotosintética de las plantas (Anénimo, 2016).

5.4. ENFERMEDADES DEL ROSAL

5.4.1. Mancha negra

Provocada por el hongo Diplocarpon rosae, esta enfermedad se caracteriza por la aparicion de
manchas redondas de color marrén a negras con bordes irregulares en las hojas, que
posteriormente se tornan amarillas y caen. En los tallos también pueden formarse pequefias
manchas violaceas. El control incluye eliminar tallos y hojas infectadas, evitar el riego que

moje el follaje, y aplicar fungicidas para proteger el nuevo crecimiento (Moorman, 2023).

Figura 1. Mancha negra en hoja de rosal (Fotografia: Salgado-Siclan, M., 2023).
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5.4.2. Antracnosis

La antracnosis se manifiesta con manchas de color pdrpura oscuro a negro, rodeadas por una
franja marrdn opaca. Estas manchas, al avanzar, desarrollan un centro gris que eventualmente
se desprende. También pueden aparecer manchas similares en los tallos. Esta enfermedad es
causada por el hongo Sphaceloma rosarum. Para su manejo, se recomienda mantener un buen
saneamiento y seguir los mismos procedimientos de control utilizados contra la mancha

negra (Moorman, 2023).

Figura 2. Antracnosis en rosa (Tomado de Moorman, 2023).

5.4.3. Cancros

Los cancros aparecen como manchas marron rojizo en los tallos que se oscurecen con el
tiempo y se cubren de puntos negros, correspondientes a estructuras reproductivas del hongo.
Estas lesiones pueden rodear y matar a la planta. Los agentes causales incluyen varios hongos
como Coniothyrium spp., Cryptosporella umbrina, y Cylindrocladium scoparium. Se
recomienda evitar plantar ejemplares enfermos, eliminar tallos afectados cortando justo por
encima de una yema, esterilizar las herramientas de poda, y aplicar fungicidas después de la
poda. También es importante mantener una humedad uniforme en el suelo y evitar una

fertilizacion excesiva (Moorman, 2023).
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Figura 3. Cancro en tallo de rosa (Tomado de Moorman, 2023).

5.4.4. Agalla de la corona

Esta enfermedad bacteriana, causada por Agrobacterium tumefaciens, se reconoce por la
formacion de agallas de color blanco a crema que pueden alcanzar hasta 15 cm de diametro,
y que se desarrollan en tallos o raices (Moorman, 2023). La prevencion consiste en evitar
lesiones en la planta, desinfeccion de herramienta y el uso de material certificado libre de
enfermedades; actualmente no existe un control quimico definido, pero se puede aplicar
como control biologico Agrobacterium radiobacter, cepa K84, durante el trasplante para
proteger las plantas sanas. En caso de que se presente la enfermedad, lo mejor es destruir la

planta enferma, removiendo raices y el suelo que la rodea (NCPN, 2020).

Figura 4. Agalla de la corona en rosa (Tomado de Moorman, 2023).
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5.4.5. Mildia velloso

El mildia velloso aparece en condiciones frescas y himedas, especialmente en primavera. Se
observan manchas marron violaceas en las hojas, que se tornan amarillas y se caen. El
patogeno responsable es Peronospora sparsa, y su control implica mantener el follaje seco
mediante un riego adecuado (Moorman, 2023), aplicar fungicidas a base de mefenoxam, asi
como la aplicacion de fosfito de potasio y silicio considerados como alternativas viables para

el manejo de la enfermedad (Alvarez et al., 2018).

Figura 5. Mildia velloso en rosa (Tomado de Moorman, 2023).
5.4.6. Mildiu polvoriento

Provocado por Sphaerotheca pannosa,(estado asexual Oidium) este hongo forma una capa
blanca y polvorienta sobre hojas, tallos y partes florales. El tratamiento principal es la
aplicacion de fungicidas a base de triflumizole (Moorman, 2023), se recomienda la aplicacion
de bicarbonato de sodio y aceite de neem como tratamientos alternos al quimico (Cherlinka,

2025).
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Figura 6. Mildiu polvoroso en rosa (Tomado de Moorman, 2023).

5.4.7. Arrosetamineto de la rosa

Esta enfermedad viral causa deformacién de las hojas, que suelen adquirir un color rojo
brillante. Los tallos se vuelven excesivamente espinosos y crecen de forma desordenada, un
fendmeno conocido como "escoba de bruja”. Es causada por el virus de la roseta de la rosa,
transmitido por acaros eriofidos. La Unica medida efectiva es destruir las plantas infectadas
y eliminar las rosas en un radio de 30 metros alrededor de las plantas deseadas (Moorman,
2023).

5.4.8. Roya

Durante la primaveray el verano, las hojas inferiores y los tallos pueden cubrirse con esporas
anaranjadas. En otofio, estas esporas se vuelven negras. El hongo responsable es
Phragmidium sp. Esta enfermedad, aunque poco comdn, representa una amenaza seria. Las
plantas infectadas deben eliminarse y descartarse correctamente, ya sea enterrandolas o
desechandolas en vertederos cerrados (Moorman, 2023), los fungicidas para roya son
preventivos y no curativos, con ingredientes activos como clorotalonil, mancozeb,
miclobutanilo, propiconazol o triforina (Benner, 2023).
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Figura 7. Roya de la rosa (Fotografia: Salgado-Siclan, M., 2023).

5.4.9. Virus

Diversos virus pueden afectar a las rosas, causando sintomas como mosaicos, manchas,
moteados, lineas o anillos amarillos, y amarilleamiento de las nervaduras. Entre los virus mas
comunes se encuentran el virus del mosaico, virus de la raya del tabaco y virus de la mancha
anular de la fresa. EI manejo se basa en eliminar las plantas infectadas, plantar solo

ejemplares sanos y mantener un estricto control de insectos y acaros vectores (Moorman,

2023).

Figura 8. Virus en rosa (Tomado de Moorman, 2023).
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5.4.10. Tizon por Botrytis cinerea [teleomorfo: Botryotinia fuckeliana (de
Bary) Whetzel]

Clasificacion taxonémica de Botrytis cinerea Pers., 1801.

Supereino: Eucariota (eucariotas), Reino: Fungi (Hongos), Filum:
Ascomycota (ascomycetes), Clase: Leotiomycetes, Orden: Helotiales, Familia:
Sclerotiniaceae, Género: Botrytis (NCBI, 2024).

B. cinerea es el agente causal de la pudricion de los botones y el tizon del rosal. Los botones
atacados se decoloran y pudre, presentando manchas circulares, cuya coloracién dependera
del color de los mismos. Los 6rganos afectados se cubren de una esporulacion grisacea,

constituida por micelio y conidiéforos (Herbario Virtual, s/f).

Botrytis es capaz de infectar partes de la planta en un clima himedo o lluvioso, con un alta
humedad relativa, lo cual permite la esporulacion del hongo. El conidio germina, penetra e
invade el tejido, formando micelio, el cual, si existen condiciones 6ptimas de temperatura de
17-25°C (Herbario Virtual, s/f), forma conidioforo y conidios, formando lo que se conoce
como moho gris en el tejido infectado. Si no existen las condiciones adecuadas, forma
estructuras de resistencia con una consistencia dura, llamadas esclerocios, los cuales son
capaces de sobrevivir a las condiciones adversas en el suelo y los restos de la planta como se
muestra en el ciclo biolégico del hongo (Figura 10).

Figura 9. Boton floral de rosa dafiado por Botrytis. Tizon que avanza sobre el pétalo y
el boton con esporulacion grisacea del hongo (de Autoria Propia).
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Figura 10. Ciclo biol6gico de Botrytis cinerea (Tomado de Ornamentals Syngenta,
2025)
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5.5,  MANEJO INTEGRADO

Es la cuidadosa consideracion de todas las técnicas de control de plagas y enfermedades
disponibles y la subsecuente integracion de medidas apropiadas que desalienten el desarrollo
de poblaciones, manteniendo el uso de pesticidas y otras intervenciones a niveles
econdémicamente justificados y reducidos o minimizados los riesgos a la salud humana y el
ambiente. (Organizacion Mundial de la Salud y Organizacion de las Naciones Unidas para la

Alimentacion y la Agricultura, 2015).

5.5.1. CONTROL QUIMICO

Las aplicaciones rutinarias de fungicidas probablemente seguiran siendo el método principal
para controlar o manejar la infeccion por B. cinerea antes y después de la cosecha en varias
flores ornamentales. Los fungicidas multisitio como el captan (FRAC M3) y el tiram (FRAC
M4), y los fungicidas especificos del sitio como los carbamatos de metilbenzimidazol
(MBC), las dicarboximidas (DC), los inhibidores de la succinato deshidrogenasa (SDHI), las
anilinopirimidinas (Aps), los inhibidores externos de quinona (Qol), los fenilpirroles (PP) y
los fungicidas inhibidores de la biosintesis de esteroles (SBI) clase Il (c6digos FRAC 1, 2,
7,9, 11, 12 y 17) estan disponibles para el manejo de la enfermedad del tizén de Botrytis
(Bika et al., 2021).

El tratamiento precosecha o poscosecha con fungicidas sintéticos para controlar la
podredumbre gris es el principal método en flores cortadas. Los benzimidazoles y las
dicarboximidas son dos grupos de fungicidas sintéticos eficaces contra la podredumbre gris
y se han utilizado durante muchos afios (Elad y Shtienberg, 1995; Ha et al., 2021). Por su
parte, Mufioz y colaboradores (2025), resaltan el uso de controles comerciales como peréxido

de hidrogeno, captano y pidifelumetofén + fludioxonilo, para el control de Botrytis en rosa.

5.5.2. CONTROL BIOLOGICO

Los agentes de biocontrol son una estrategia para controlar la infeccidn por B. cinerea antes

y despues de la cosecha en flores ornamentales. Son considerados un método ecoldgico para
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proteger a las plantas de diferentes patdgenos (Bika et al., 2021). Entre los que podemos

encontrar algunos hongos y bacterias benéficas.

Roca-Couso, et al. (2021), nos dice que la combinacién de T. harzianum T-39 con
dicarboximida ha sido eficaz para el control de B. cinerea en plantas de tomate, reduciendo

en un 50% los tratamientos necesarios para el controlar de la enfermedad.

Por su parte, Li y colaboradores (2023) mencionan que la aplicacion en mezcla de
Trichoderma harzianum y Clonostachys rosea mejoran la resistencia a B. cinerea en plantas

de tomate.

5.5.2.1.Trichoderma spp.

Trichoderma es un hongo cosmopolita cuya importancia radica en su capacidad de
adaptacion y produccién de metabolitos, como enzimas, compuestos promotores de
crecimiento vegetal, y compuestos volatiles, entre otros, de interés biotecnolégico y
ambiental. Este género es utilizado como agente de biocontrol contra hongos fitopatdgenos
debido a sus multiples mecanismos de accion, destacando la antibiosis, el micoparasitismo,
la competencia por espacio y nutrientes, y la produccion de metabolitos secundarios
(Hernéndez et al., 2019).

Ramos, et al. (2025), reportan la capacidad biocontroladora del producto comercial
FITOTRIPEN WP (Trichoderma spp., 1x10® esporas/gramo, 95 % pureza), elaborado por
Natural Control (La Ceja, Antioquia), el cual compararon con cepas autoctonas de

Trichoderma con potencial antagonista para el control de Botrytis sp.
En los meses de lluvias, el uso del producto comercial (Tricomix®) a base de Trichoderma

spp. demostro los mejores resultados a la par del fungicida Carbendazim para el control

de Botrytis sp. en el cultivo de mora de castilla (Acosta-Ruales et al., 2020).
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5.5.2.2.Bacillus spp.

El género Bacillus se encuentra ampliamente distribuido en los agro-sistemas y una de sus
principales aplicaciones es el control de enfermedades de cultivos agricolas. Sus principales
mecanismos de accidn: excrecion de antibioticos, toxinas, sideréforos, enzimas liticas e
induciendo la resistencia sistémica, se enfocan en su capacidad para ser utilizado como

agente de control biol6gico de plagas y enfermedades en plantas (Villareal et al., 2018).

De manera comercial existen varios productos elaborados a base da Bacillus, entre ellos se
encuentra CONSORTIUM (Bacillus subtilis) elaborado por Agrobioldgicos del Noroeste,
S.A. de C. V. y FUNGISEI (Bacillus subtilis) elaborado por SEIPASA MEXICO, S.A. de
C. V. (PLM, s/f).

5.5.3. CONTROL BIORRACIONAL

Se han buscado nuevos métodos de control de enfermedades poscosecha gue no sean toxicos,
entre ellos el control bioldgico, asi como los extractos de plantas y aceites esenciales, los
cuales pueden ser efectivos contra patdgenos pero tienen menos efecto sobre organismos no
patdgenos (Youssef et al., 2019). Los aceites esenciales son un tipo de estrategia de control
alternativa y son conocidos por sus propiedades antimicrobianas y biodegradables, asi como

por su falta de efecto residual en los productos (Almasaudi et al., 2022).

Estos aceites inhiben los patdgenos porgue tienen un efecto directo en el crecimiento micelial
y la germinacién de esporas al cambiar el metabolismo celular del microorganismo
(Almasaudi et al., 2022). Por ello, el tratamiento de plantas con diversos bioagentes puede
protegerlas contra patdgenos al inducir resistencias locales y sistémicas (Abo-Elyousr et al.,
2021).
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5.6.PRODUCTOS COMERCIALES AUTILIZAR EN EL PROYECTO

5.6.1 BIOCANELA®: Elaborado a base de extracto de canela (Cinnamomum zeylanicum)
y sus compuestos activos como el eugenol y el aldehido cinamico, que poseen
propiedades antifungicas, repelentes, neurotoxicas y desecantes. Estos componentes
inhiben el crecimiento del micelio y la produccion de esporas en hongos
fitopatdgenos, previniendo enfermedades como el damping-off, mildiu o cenicilla.
Producido por la empresa BioNutra (Hydro Environment, 2024). Su modo de accion
es el de productos bioldgicos con multiples modos de accion: Extractos de plantas
(FRAC, 2024).
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Figura 11. BIOCANELA® (Tomado de Hydro Environment, 2024).

5.6.2 Vitaextrae® Gobernadora: Producido por la empresa PARVITRA. Presenta accion
de fungicida botanico ya que esta elaborado a base de extracto de gobernadora
(Larrea tridentata), que contiene resinas y acidos organicos con accién antifingica,
insecticida y repelente. Inhibe la germinacién de esporas y el crecimiento micelial de

hongos fitopatdgenos. Su principal metabolito es el NDGA (acido
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nordihidroguayarético) (PARVITRA, 2020). Su modo de accion es el de productos

bioldgicos con multiples modos de accidn: Extractos de plantas (FRAC, 2024).
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Figura 12. Vitaextrae® gobernadora (Tomado de PARVITRA, 2020).

5.6.3 SPECTRUM® Trico-Bio: Producido por la empresa PTI Grupo Ultragquimia.
Biofungicida natural a base de esporas del hongo benéfico Trichoderma harzianum.
Favorece la induccién de resistencias mediante la produccién de fitoalexinas que
activan los mecanismos de defensa de las plantas; produce sustancias que impiden o
limitan el desarrollo de los fitopatdgenos; actla como promotor de crecimiento ya
que produce sustancias que activan la produccion de hormonas y crecimiento de
raices facilitando la absorcion de nutrientes (PTI, s/f). Su modo de accion es el de
productos bioldgicos con multiples modos de accidon: Microbiano (microrganismos

vivos, extractos de microrganismos o metabolitos). (FRAC, 2024).
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Figura 13. SPECTRUM® Trico-Bio (Tomado de PTI, s/f).

5.6.4 FUNGIFREE®: Producido por la empresa FMC. Es un polvo humectable que
contiene esporas de la bacteria Bacillus subtilis, con un contenido no menor de 1x10°
UFC/qg util para la prevencion de las enfermedades como antracnosis, cenicilla, moho
gris, fusarium, damping off, entre otras (FMC, 2017). Su modo de accion es el de
productos biolégicos con multiples modos de accién: Microbiano (microrganismos

Vivos, extractos de microrganismos o metabolitos). (FRAC, 2024).

’ ) .
W FUNGIFREE

Figura 14. FUNGIFREE® (Tomado de FMC, 2017).
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5.6.5 SPORTAK®: Producido por la empresa FMC. Es un fungicida perteneciente al
grupo quimico de los imidazoles, con procloraz como ingrediente activo, posee
actividad de contacto (accién preventiva) y translaminar (accion curativa), inhibe la
sintesis de ergosterol, interrumpiendo la formacién de las membranas celulares. En
donde controla enfermedades como: pudricion de bulbos de gladiola y nardo;
dormilonay botrytis (FMC, 2017). Su modo de accidn es el de la biosintesis de esterol
en las membranas (FRAC, 2024).
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Figura 15. SPORTAK® (Tomado de FMC, 2017).
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5.7. MANEJO POSTCOSECHA

La calidad de los botones de rosa puede verse afectados por el manejo de los tallos después
de la cosecha. Por ello, los floricultores suelen utilizar soluciones hidratantes o agua potable
para mantener la turgencia de las flores de corte durante el manejo postcosecha (De la Cruz
et al., 2018), asi como un correcto manejo del proceso de empaque y almacenamiento en

camara fria.

Para el caso de la vida de florero, el estrés hidrico causado por la obstruccion de los vasos
xilematicos es una de las principales problemas, debido al marchitamiento prematuro de los
pétalos, la apertura inadecuada de las flores, el marchitamiento del follaje y/o la curvatura
del pedicelo (cuello doblado) (Ahmad et al., 2011).

La vida de florero puede variar dependiendo del cultivar y del manejo postcosecha que se le
aplique, desde el uso de preservantes, el tiempo de almacenamiento en camara fria, entre
otros factores, sin embargo se estima un periodo de vida de entre 8 y 13 dias para las rosas
de corte (Mosqueda et al., 2011).
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Localizacion del experimento:

La investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Fitopatologia del CIEAF en la Facultad
de Ciencias Agricolas, Universidad Autonoma del Estado de México, ubicada en el Cerrillo
Piedras Blancas, Toluca, México; con una ubicacion geografica de 9°24'30.0"N
99°41'21.5"W.

6.2. Obtencion del inéculo:

El inoculo se obtuvo de rosas adquiridas en un mercado local de Toluca, México. Los botones
de rosa se establecieron en camara himeda, para inducir su esporulacion. Con pinzas
entomoldgicas se tomd la esporulacion del hongo y se sembré de manera directa sobre medio
PDA y se incubo por 8 dias. Posteriormente se tomd una punta de hifa y se sembré

nuevamente en medio PDA para su purificacion y obtencion de una colonia pura.

Las cajas fueron mantenidas a una temperatura de + 25°C en incubadora por cuatro dias.
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6.3. PRUEBAS DE PATOGENICIDAD DE B. CINEREA EN PETALOS DE

ROSA

6.3.1. Inoculacién
con micelio

Tratamientos:
T1= Pétalos c/herida + Bc
T2= Pétalos sin herida + Bc

T3= Pétalos c/herida +
aspersion + Bc

T4= Pétalos s/herida +
aspersion + Bc

T5= Pétalos sanos (Testigo)

6.3.2. Inoculacién con
diferentes concentraciones
de conidios

6.3.3. Inoculacion con
conidios (con y sin herida,
con Vv sin aspersion)

Tratamientos:
T1= 1x10°conidios mL™*
T2=5x10°conidios mL™*
T3= 1x10° conidios mL™*

T4= Solo agua estéril
(Testigo).

Tratamientos:
T1= Pétalos c/herida + Bc
T2= Pétalos sin herida + Bc

T3= Pétalos c/herida +
aspersion + Bc

T4= Pétalos s/herida +
aspersion + Bc

T5= Pétalos sanos (Testigo)

Figura 16. Diagrama de los ensayos de pruebas de patogenicidad de Botrytis in vivo.

(Bc= Botrytis cinerea) (Elaboracion propia).

6.3.1. Pruebas de patogenicidad inoculando con micelio crecido en agar

Se evalud el efecto de patogenicidad de Botrytis cinerea en pétalos de rosa, considerando

la presencia o ausencia de heridas.

Se obtuvieron rosas de color blanco, se desprendieron los pétalos, se colocaran en una

superficie, se desinfectaron con una solucién de hipoclorito de sodio al 3% por aspersién

y se dejaron secar a temperatura ambiente.
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Para preparar la camara hiumeda, en una caja plastica transparente se colocaron toallas
sanitas, humedecidas con agua destilada estéril al interior de esta, sobre ellas se colocaron
charolas para evitar el contacto directo del pétalo con la toalla. Una vez secos los pétalos,
con ayuda de pinzas entomoldgicas desinfectadas, se tomo cada pétalo y se colocé sobre

las charolas.

Para la inoculacion, se cultivé B. cinerea en una caja petri por 8 dias, para posteriormente

tomar discos de 5 mm y depositarlo al centro de cada pétalo de rosa.

Cada camara humeda representd un tratamiento diferente, siendo un total de cinco

tratamientos con ocho repeticiones, los cuales consistieron en:

Tratamiento 1: Pétalos con herida + B. cinerea
Tratamiento 2: Pétalos sin herida + B. cinerea

>
>
» Tratamiento 3: Pétalos con herida + agua por aspersion + B. cinerea
» Tratamiento 4: Pétalos sin herida + agua por aspersion + B. cinerea
>

Tratamiento 5: Pétalos sanos (Testigo)

Para el caso de los pétalos con herida esta se realiz6 con ayuda de una aguja entomoldgica

desinfectada previamente, realizando una pequefia incision al centro del pétalo.

Los tratamientos se incubaron en la cdmara humeda a temperatura ambiente con una
humedad relativa por arriba del 90%, por un lapso de 8 dias como tiempo necesario para

que el hongo llenara por completo el pétalo.

Las variables evaluadas fuero incidencia (presencia o ausencia de la enfermedad en cada
tratamiento), severidad para mostrar el desarrollo de la enfermedad, medida con una
escala elaborada de manera arbitraria, basada en la escala de Bautista (2016), donde
presentaba 5 niveles del grado de severidad y desarrollo del hongo en botones de rosa,
gue en nuestro caso se modifico y se ajustd a 6 niveles para evaluar el area dafiada en
pétalo (Figura 17), Igualmente se cuantifico el area dafiada en cm? con ayuda del

software ImagenJ y el area bajo la curva de la enfermedad.
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Area dafiada con software ImagenJ: Mediante fotografias del objeto de interés con una

escala de referencia establecida, permite medir el area afectada en cm?.

Area bajo la curva: Es un método que nos permite estimar la cantidad de enfermedad a

lo largo del tiempo, para lo que se adapto a la metodologia establecida por Forbe (2014).

Finalmente los datos fueron sometidos a un analisis de varianza (ANOVA) y
comparacion de medias de Tukey, con ayuda del paquete estadistico INFOSTAT versién

student.

Escala de Severidad para Bofrytis cinerea en pétalos de rosa

I NIVEL CERO "':'El- 1 NIVEL 2 NIVEL 3
0% del drea del pétalo infectada u|1smemoapemo 15:5-1.':.;::;‘«'.:4:-10 Nlml:e'::"re:.delpéhlo

NIVEL &
51d75'ﬁdeurudelpéhlo Tcalﬂs%ddiuddpﬂalo 96 al 100% del area del pétalo infectada +
Esporulacion

Figura 17. Escala de Severidad de Botrytis en pétalos de rosa, elaborada por Bautista
(2016) y modificada.
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6.3.2. Pruebas de patogenicidad a diferentes concentraciones de B. cinerea
(conidios/mL)
Se evaluo el efecto de patogenicidad de Botrytis cinerea en pétalos de rosa, bajo distintas

concentraciones: 1x10°, 5x10° y 1x10° conidios/mL .

Se desprendieron los pétalos de rosa blanca, se colocaron en una superficie para
desinfectar con una solucion de hipoclorito de sodio al 3% por aspersion y se dejaron

secar a temperatura ambiente.

Para preparar la cAmara himeda, en una caja pléstica transparente se colocaron toallas
sanitas, humedecidas con agua destilada estéril al interior de esta, sobre ellas se colocaron
charolas para evitar el contacto directo del pétalo con la toalla. Una vez secos los pétalos,
con ayuda de pinzas entomoldgicas desinfectadas, se tomo6 cada pétalo y se colocaron

sobre las charolas.

Preparacion del inoculo: Se cultivo B. cinerea en botones de rosa en camara humeda,
para posteriormente tomar una muestra de pétalo con la esporulacién del hongo en un
tubo de ensayo con agua destilada estéril, se agit6 para desprender los conidios en la
solucién. Una vez preparada la solucion se observo en camara de Neubauer para realizar

el conteo de conidios segun la formula de Ferrera y colaboradores (2020):

Concentracion de esporas = X numero de células contadas X 1000

NUmero de cuadrantes contados
Concentracion de esporas / mL = X (1000) (dilucion)

Segun se requeria, se le agregd agua destilada estéril para diluir o inoculo para
incrementar la cantidad de conidios en la solucién. Hasta obtener las tres concentraciones

deseadas.

Ya preparada la concentracion, se realizd una fina puncion al centro del pétalo, colocando

sobre éste 20 uL de la solucién con ayuda de una micropipeta.
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Se establecieron cuatro tratamientos, cada uno de ellos representados por una camara
hdmeda de plastico, que a su vez contenian 8 pétalos, que representaban las repeticiones.
Los pétalos fueron inoculados con esporas del hongo a diferentes concentraciones como

se indica a continuacion:

> Tratamiento 1: B. cinerea (concentracion: 1x10° conidios mL™)
> Tratamiento 2: B. cinerea (concentracion: 5x10° conidios mL™)
> Tratamiento 3: B. cinerea (concentracion: 1x10° conidios mL™)

» Tratamiento 4: Solo agua estéril (Testigo).

Los tratamientos se incubaron a 25°C con una humedad relativa del 60% al inicio del
experimento y del 45% al concluir, evaluando diariamente las variables de incidencia
(presencia o ausencia de la enfermedad en cada tratamiento), severidad para mostrar el
desarrollo de la enfermedad, midiendo diariamente el didmetro ecuatorial del dafio

provocado por el hongo, hasta completar los pétalos, después de 6 dias.

Finalmente, los datos fueron sometidos a un analisis de varianza (ANOVA) y
comparacion de medias de Tukey (P=0.5%), con ayuda del paquete estadistico
INFOSTAT versién student.
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6.3.3. Pruebas de patogenicidad de Botrytis probando condiciones de
desarrollo de la enfermedad (con y sin herida, con y sin aspersién de
agua)

Partiendo de la mejor concentracion, se evaluaron los requerimientos en el desarrollo de la
infeccion del hongo como la presencia o no de herida, asi como la presencia 0 no de agua por
aspersion. Para ello, se obtuvieron rosas blancas, se desprendieron los pétalo, se colocaron
en una superficie limpia, se desinfectaron con una solucién de hipoclorito de sodio al 3% por

aspersion y se dejaron secar a temperatura ambiente.

La camara himeda se prepard en una caja plastica transparente, colocando toallas sanitas,
humedecidas con 30 mL de agua destilada estéril, sobre ellas se colocaron charolas que
evitaban el contacto directo del pétalo con la toalla. Una vez secos los pétalos, con ayuda de

pinzas entomoldgicas desinfectadas, se tomé cada pétalo y se colocé sobre las charolas.

Cada camara humeda representd un tratamiento, con 8 repeticiones, inoculados con una

concentracion de 1x10°¢ conidios/mL, donde los tratamientos consistieron en:

» Tratamiento 1: Pétalos con herida + B. cinerea
» Tratamiento 2: Pétalos sin herida + B. cinerea
» Tratamiento 3: Pétalos con herida + agua por aspersion + B. cinerea
» Tratamiento 4: Pétalos sin herida + agua por aspersion + B. cinerea

» Tratamiento 5: Pétalos sanos (Testigo)

Para el caso de los pétalos con herida, esta se realizd con ayuda de una aguja entomolégica

desinfectada previamente, realizando una pequefia incision al centro del pétalo.

Los tratamiento se llevaron a incubar, registrando temperatura y humedad relativa con ayuda
de un higrometro, realizando un monitoreo diaria midiendo el didmetro ecuatorial de las
manchas producidas por el hongo en el pétalo, con ayuda de un Vernier digital STAINLESS
HARDENED.

Los datos obtenidos del experimentos se analizaron estadisticamente con ayuda del paquete
estadistico INFOSTAT version student.
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6.4. PRUEBAS DE CONTROL IN VITRO DE BOTRYTIS CON PRODUCTOS
COMERCIALES

PRUEBAS DE
CONTROL IN
VITRO DE
BOTRYTIS CON
PRODUCTOS

COMERCIALES

Evaluacién de
actividad
antifangica de
extractos

Evaluacion del
antagonismo de
moo’s

Evaluacion de

concentraciones

del producto
guimico

Evaluacion los
producto in
Vitro

Extracto de
Canela
(BIOCANELA®)

Extracto de
Gobernadora
(Vitaextrae®
Gobernadora)

FUNGIFREE®
(Bacillus subtilis)

SPECTRUM®T
rico-Bio
(Trichoderma
harzianum)

Procloraz

T1= 1,000 uL/L
T2=2,000 uL/L
T3= 4,000 pL/L
T4= 8,000 pL/L
T5= 10,000 pL/L
T6= 20,000 pL/L

T7= Solo Botrytis
(Testigo)

T1= B. subtilis vs B.

cinerea

T2= T. harzianum vs B.

cinerea

T3= Solo B. cinerea

T1= 100 pL/L
T2=500 uL/L
T3= 1,000 uL/L
T4=2,500 pL/L

T5= Solo  Botrytis
(Testigo)

T1=E. Canela 20,000 uL/L + Bc

T2:=E. Gobernadora 20,000 uL/L + Bc

T3= Bacillus subtilis + Bc

T4= Trichoderma harzianum + Bc

T5= Quimico (Procloraz) 100 pL/L + Bc

T6= Testigo Botrytis cinerea (Bc)

Figura 18. Diagrama de los ensayos de pruebas de control de Botrytis cinerea con

productos comerciales (Bc= Botrytis cinerea).
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6.4.1. Evaluacion de la actividad antifungica del extracto de canela 'y
gobernadora contra B. cinerea in vitro
Se prepararon diferentes concentraciones de los productos biorracionales de extracto de
canela (Cinnamomum zeylanicum) [BIOCANELA® de la empresa BioNutra] y gobernadora
(Larrea tridentata) [Vitaextrae® Gobernadora de la empresa PARVITRA] para determinar
la mejor concentracion a utilizar en el control de Botrytis cinerea, mediante la técnica de agar
envenenado, segun Almasaudi et al. (2022), quienes usaron diferentes concentraciones del
producto sobre el medio agar PDA y antes de realizar el vaciado en las cajas Petri, se
incorpor6 el producto a la concentracion referida. Para nuestro caso se utilizaron
concentraciones de 1,000, 2,000, 4,000, 8,000, 10,000 y 20,000 uL L*, para ambos extractos,

debido a que en ensayos previos, el producto no mostro control a dosis méas bajas.

El inoculo de Botrytis se cultivo en cajas Petri por 8 dias, para posteriormente tomar discos
de 5 mm y sembrar en el medio envenenado al centro de la caja. Cada concentracion tuvo
cinco repeticiones, mas el testigo absoluto. Se midi6 el didmetro de crecimiento de la colonia
con ayuda de un vernier diariamente por cinco dias, hasta que el testigo lleno por completo

la caja.

Los datos obtenidos se analizaron mediante un analisis de varianza (ANOVA) y comparacion

de medias de Tukey, con ayuda del paquete estadistico INFOSTAT version student.
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6.4.2. Evaluacion del antagonismo de los microrganismos aislados de
productos comerciales
Se tomo una muestra del producto comercial diluido en agua, tanto para FUNGIFREE®
(Bacillus subtilis) como para SPECTRUM® Trico-Bio (Trichoderma harzianum), con ayuda
de un asa bacteriologica y se sembrd la alicuota en estria continua sobre el medio en la caja
Petri y se llevé a incubar por cinco dias. Posteriormente se realiz6 un reaislamineto de cada

organismo crecido en las cajas para asegurar la obtencion de una cepa pura.

Una vez obtenida la cepa pura, se realizd un pre-ensayo de confrontacién de nuestros
antagonistas contra Botrytis cinerea para asegurar su efectividad en el control del patdgeno,
mediante la técnica de confrontacion usada por Larios-Palacios et al. (2021), la cual consistié
en colocar en un extremo de la caja al patdgeno y en el lado opuesto al antagonista

previamente aislado.

Trichoderma harzianum (SPECTRUM® Trico-Bio), se coloco un disco de micelio del hongo
benéfico con un crecimiento de 8 dias. Para el caso de Bacillus subtilis (FUNGIFREE®) este
se colocé sobre un disco de papel filtro estéril, en una suspensién liquida de 10 microlitros,
con una dilucion de 1x108 conidios mL™, obtenida mediante la prueba de turbidez de la escala
Mcfarland. Teniendo los siguientes tratamiento:

» Tratamiento 1: Bacillus subtilis vs Botrytis cinerea (Bs vs Bc)
» Tratamiento 2: Trichoderma harzianum vs Botrytis cinerea (Th vs Bc)
» Tratamiento 3: Botrytis cinerea solo (Bc), Testigo.

Cada tratamiento tuvo dos repeticiones y se midié diariamente el crecimiento radial de la

colonia del hongo patégeno con ayuda de un vernier digital STAINLESS HARDENED.

Los datos obtenidos se analizaron mediante un andlisis de varianza (ANOVA) y comparacion

de medias de Tukey, con ayuda del paquete estadistico INFOSTAT version student.
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6.4.3. Evaluacion del producto quimico (Procloraz) a diferentes
concentraciones
Se evaluaron diferentes concentraciones del productos quimico Procloraz (SPORTAK®)
elaborado por la casa comercial FMC, para determinar la mejor concentracion a utilizar en
el control de Botrytis cinerea, mediante la técnica de agar envenenado, la cual consistio en
la elaboracion del medio PDA y antes de realizar el vaciado en las cajas Petri se envenend

con los siguientes tratamientos:

Tratamiento 1: Procloraz 100 uL L + Bc
Tratamiento 2: Procloraz 500 uL L + Bc
Tratamiento 3: Procloraz 1,000 uL L™ + Bc
Tratamiento 4: Procloraz 2,500 uL L + Bc

vV V VYV V V

Tratamiento 5: Solo Botrytis cinerea sin producto (Testigo)

El inoculo de Botrytis se cultivo en cajas Petri por 8 dias, para posteriormente tomar discos
de 5 mm y sembrar en el medio envenenado al centro de la caja. Cada concentracién tuvo

ocho repeticiones.

Se midi6 el didmetro de crecimiento de la colonia con ayuda de un vernier digital
STAINLESS HARDENED, por cuatro dias consecutivos, hasta que el testigo lleno por

completo la caja.

Los datos obtenidos se analizaron mediante un analisis de varianza (ANOVA) y comparacion

de medias de Tukey, con ayuda del paquete estadistico INFOSTAT version student.
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6.4.4. Evaluacion de los productos biorracionales bioldgicos, y quimicos en
el control de B. cinerea in vitro

Una vez obtenida la mejor concentracion de cada producto biorracional, bioldgico y quimico
en los ensayos anteriores, nuevamente se prepard medio PDA, el cual fue envenenado con el
producto comercial BIOCANELA® de la empresa BioNutra (extracto de canela) y
Vitaextrae® Gobernadora de la empresa PARVITRA (extracto de gobernadora), asi como el
producto quimico Proclorz (SPORTAK® de la empresa FMC). Por otro lado, las
evaluaciones con los antagonistas previamente aislados de los productos comerciales

bioldgicos, se confrontaron con el patdégeno en cajas Petri con medio PDA.

Los tratamientos consistieron en el empleo de los productos biorracionales, bioldgicos y

quimicos, siendo estos:

Tratamiento 1: Extracto de canela 20,000 pL L™ + Bc

Tratamiento 2: Extracto de gobernadora 20,000 uL L + Bc

Tratamiento 3: Bacillus subtilis (aislado de FUNGIFREE®) + Bc

Tratamiento 4: Trichoderma harzianum (aislado SPECTRUM® Trico-Bio) + Bc

Tratamiento 5: Producto quimico (Procloraz) 100 pL L + Bc

YV V. V V V VY

Tratamiento 6: Testigo Botrytis cinerea (Bc)

Las cajas se inocularon con discos de 5 mm del patégeno, el cual fue previamente incubado
por 7 dias a +25°C y colocado en un extremo de la caja. Evaluando diariamente el crecimiento
radial de la colonia del hongo patégeno con ayuda de un vernier digital STAINLESS
HARDENED.

Se evaluaron las variables de porcentaje de crecimiento (%C) y porcentaje de inhibicion (%l),
segun la formula de Fokkema (1973), citado por Kagezi et al., (2015); Larios-Palacios et al.,
(2020).

CI (100) Donde: %C= porcentaje de crecimiento micelial; Cl= crecimiento

7ol CT influenciado (mm); CT= crecimiento del testigo (mm).
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Donde: %I= porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial;

D !
%I = o7 (100) DT= diametro del crecimiento micelial del testigo (mm); DI=

didmetro del crecimiento micelial del influenciado (mm).
Disefio experimental:

Se establecid un disefio experimental completamente al azar con seis tratamientos, cada uno
con diez repeticiones, donde la unidad experimental fue una caja Petri de 90 mm de diametro

con medio de cultivo PDA 'y la previa incorporacion de los tratamientos a evaluar.
Analisis estadistico:

Para la evaluacion estadistica de los datos, estos fueron sometidos a un anélisis de varianza
y la prueba de comparacion de medias de Tukey (p< 0.05), con ayuda del paquete estadistico
INFOSTAT version student.

Cuadro 1. Tratamientos evaluados para el control in vitro de Botrytis cinerea

TRATAMIENTOS DOSIS Y CONCENTRACION DE
APLICACION
1. Extracto de canela 20,000 uL L?
(BIOCANELA®)
2. Extracto de gobernadora 20,000 uL L?

(Vitaextrae® gobernadora)

3. Bacillus subtilis (aislado de Rodaja de micelio de 5 mm
FUNGIFREE®)

4. Trichoderma harzianum (aislado Rodaja de micelio de 5 mm
de SPECTRUM® Trico-Bio)

5. Quimico (Procloraz) 100 pL Lt

6. Testigo (solo Botrytis) Rodaja de micelio de 5 mm
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Todos los tratamientos fueron sembrados en medio PDA, para el caso de los extractos y el
producto quimico (T1, T2 y T5), estos fueron sembrados mediante la técnica de
envenenamiento (ya descrita) y en un extremo de la caja se ubico el hongo patdgeno para
evaluar su crecimiento radial. Los organismos biolégicos (T3 y T4) fueron sembrados de

forma equidistante en el extremo contrario de la caja donde se situd al hongo patdgeno.

PDA
envenenado
con Extracto
Canela

PDA
envenenado
con Extracto

Gobernadora

B. cinerea

Be ) b Be
B. subtilis

I Be

Tratamiento 1 Iratamiento 2 Tratamiento 3

PDA
envenenado
con Procloraz
(quimico)

I'h Be Be Be

Iratamiento 4 Iratamiento 8§ Iratamiento 6

Figura 19. Diagrama del establecimiento de los tratamientos in vitro (Bc= Botrytis
cinerea; B= Bacillus subtilis; Th= Trichoderma harzianum).
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6.5. PRUEBAS DE CONTROL DE BOTRYTIS CON PRODUCTOS
COMERCIALES IN VIVO
Se adquirieron botones florales de rosas blancas de la variedad Proud, del mercado
FLORACOPIO en condiciones de corte para mercado nacional, con botones semiabiertos
(pétalos externos con una separacion leve), grandes, turgentes, suaves y un color plenamente

visible.

Se desinfestaron las rosas con hipoclorito de sodio al 3% por aspersion y fueron secadas a
temperatura ambiente por un periodo de 30 minutos, se colocaron en contenedores de plastico
circular liso de 48 onzas, sobre un cuadro de espuma floral (Oasis) de 4 cm de ancho x 5 cm

de largo x 3.5 cm de altura, simulando una cdmara humeda.

Ya establecidos los botones con una altura de = 10 cm, se inocularon con una suspension de
100 pL de B. cinerea a una concentracion de 1x10° conidios/mL, el cual se prepard

previamente.

Preparacion del indculo: Colocando en un tubo de ensayo 100 mL de agua destilada y
muestras de pétalos con indculo de Botrytis en esporulacién, la cual se agito dentro del tubo
y con ayuda de la cdmara de Neubauer se realizé el recuento de esporas de la solucion, la

cual se ajust6 segun la concentracion deseada [1x10° conidios/mL].

Transcurridas 10 horas, segtn lo reportado por Gull & Trinci (1971), como tiempo promedio
en que aparece al menos un tubo germinativo del hongo, los botones fueron asperjados con

los productos ya definidos anteriormente, considerando diez repeticiones por tratamiento.
Tratamientos:

T1: Extracto Canela (EC) 20,000 pL L + Botrytis cinerea (Bc)

T2: Extracto Gobernadora (EG) 20,000 uL Lt + Botrytis cinerea (Bc)

T3: B. subtilis (Bs) [aislado de FUNGIFREE®] + Botrytis cinerea (Bc)

T4: T. harzianum (Th) [aislado de SPECTRUM® Trico-Bio] + B. cinerea (Bc)
T5: Quimico - Procloraz 100 uL L + Botrytis cinerea (Bc)

T6: Quimico - Procloraz 2,500 pL L + Botrytis cinerea (Bc)

T7: Solo Botrytis (Bc) — Testigo.

T8: Sin ningln tratamiento (S/N) — Doble Testigo.

vV V. V V V V V V¥V
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Los tratamientos se mantuvieron en un espacio fresco e iluminado, por 8 dias, simulando la
vida de florero en el hogar. Evaluando la incidencia y severidad de la enfermedad de manera
visual con ayuda de la escala descrita por Hazendonk et al. (1995); Meir et al. (1998) y

Bergmann et al. (2020), modificada para esta investigacion.

La escala consisti6 en 6 clases, donde O representa la planta sana, y de manera gradual hasta
alcanzar el nivel 6 que indica el cubrimiento de la necrosis o tizon en todo el botén y la

presencia de esporulacion del hongo como se muestra en la Figura 20.

ESCALA DE DANO PROPUESTA:

0: 0% sin sintomas
1: 1% de enfermedad (diametro de mancha de 0.1-4 cm en 1 pétalo dafiado)
2: 2-5% de enfermedad (didmetro de mancha de 4.1-7 cm y abarca de 2-3 pétalos)

3: 6-25% de enfermedad (manchas que abarcan de 4-10 pétalos; dafio evidente en la base de

la corola; caida de 1-3 pétalos)
4:26-50% de enfermedad; (manchas que abarcan de 11-13 pétalos)
5:51-75% de enfermedad; (manchas que abarcan de 14-20 pétalos)

6: 76-100% de enfermedad (manchas que abarcan >20 pétalos con esporulacion abundante
colapso de la inflorescencia a nivel del receptaculo, abundante caida de pétalos y necrosis

en el pedunculo de la flor).
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) 1: 1% de endformedad (dismetro de mancha
0: sin sintomas de 0.1-4 cm en 1 petalo daitade)

2:2.5% de enfermedad (diametro de 3: 6-25% de enfermedad (manchas que
mancha de 4.1-7 em y abarca de 1.3 petalos) aharcan de 4-10 petalos; datio evidente en la
base de Ia corola; caida de 1-3 petalos)

4:26.50% de enfermedad; (manchas que 5 51-75% de enfermedad; (manchas que
abarcan de 11-13 pétalos) aharcan de 14-20 petalos)

6: 76-100% de enfermedad (manchas que abarcan >20 petalos con esperulacion abundante; colapso de
ln inflorescencia a nivel del receptaculo, sbundante caida de petalos y necrosis en el pedanculo de la
Nor).

Figura 20. Escala Pictorica de Severidad de B. cinerea en rosa de corte (Elaboracion
propia)

45



Cuadro 2. Tratamientos evaluados para el control in vivo del moho gris (Botrytis
cinerea) en botones de rosa

TRATAMIENTOS DOSIS Y CONCENTRACION
DE APLICACION
1. Extracto de canela (BIOCANELA®) 20,000 pL L?
2. Extracto de gobernadora (Vitaextrae® gobernadora) 20,000 pL L*
3. Bacillus subtilis (FUNGIFREE AB®) 2gLt/1x10°
4. Trichoderma harzianum (SPECTRUM® Trico-Bio) 5mL L/ 1x108
5. Quimico (Procloraz) 100 uL L
6. Quimico (Procloraz) 2,500 pL L1

7. Solo Botrytis (Bc) — Testigo

8. Sin ningun tratamiento - Doble testigo

Disefio experimental:

Se aplicod un disefio experimental completamente al azar con ocho tratamientos y diez
repeticiones, donde la unidad experimental fue un boton de rosa por contenedor plastico y

la previa incorporacion de los tratamientos a evaluar.
Anélisis estadistico:

Para la evaluacion estadistica de los datos, estos fueron sometidos a un analisis de varianza
y la prueba de comparacion de medias de Tukey (p< 0.05), con ayuda del paquete estadistico
INFOSTAT version student.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1. PRUEBAS DE PATOGENICIDAD DE B. CINEREA EN PETALOS DE

ROSA

7.1.1. Pruebas de patogenicidad inoculando con micelio crecido en agar

En las pruebas de patogenicidad de Botrytis inoculada con discos de micelio en agar sobre el

pétalo, se pudo apreciar cuan patdgeno es el hongo en estudio, ademas de su agresividad al

invadir al 100% el pétalo y necrosar su tejido en un periodo de 8 dias, como se muestra en la

Figura 21.

Cuadro 3. Porcentaje de severidad del crecimiento de B. cinérea en pétalos de rosa
inoculado con micelio

TRATAMIENTOS DDIO | DDI2 | DDI3 | DDI4 | DDI5 | DDI7 | DDI 8
T1= Petalos con herida + 0 43 | 161 | 375 | 654 | 89.7 | 975
B. cinerea
T2= Petalos sin herida, + 0 0 87 | 212 | 485 | 866 | 987
B. cinerea
T3= Pétalos con herida, +
agua por aspersion + B. 0 0.6 15 34.3 75 99.7 100
cinerea
T4= Pétalos sin herida +
agua por aspersion, + B. 0 33 | 146 | 456 | 732 | 987 | 100
cinerea
T5= Pétalos sanos 0 0 0 0 0 0 0

(Testigo)

DDI= Dias Despues de Inocular

Como se observa en la figura 21, el tratamiento 2 a los cuatro DDI, mostro el mas bajo nivel

de severidad, sin embargo a los 8 DDI todos los tratamientos alcanzaron el 100% de dafio.

Por otro lado, como era de esperarse el testigo fue el méas bajo en presentar dafo, siendo este

un proceso de senescencia normal del tejido.
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Figura 21. Porcentaje del dafio causado por B. cinerea inoculado con micelio sobre
pétalos de rosa

El Cuadro 4, corrobora lo visto en la figura anterior donde el el tratamiento 2, muestra el méas
bajo nivel de severidad a los cuatro DDI, llegando casi al 100% a los 8 DDI todos los
tratamientos.

Cuadro 4. Area bajo la curva de B. cinérea en pétalos de rosa inoculado con micelio

Dias Después de Inocular (DDI)

TRATAMIENTOS ABC
0 2 3 4 5 7 8

T1=Peétalos con 0 437 1612 375 6537 89.75 975 341.62

herida + B. cinerea

T2= Pétalos sin 0 0 875 2125 485 86.62 98.75 282.06

herida, + B. cinerea

T3= Pétalos con
herida, + agua por
aspersion + B. cinerea
T4= Pétalos sin herida
+ agua por aspersion,
+ B. cinerea

0 0.62 15 34.37 75 99.75 100 362.44

337 1462 4562 7325 9875 100 373.31

T5= Pétalos sanos 0 0 1875 5625 6.87 225 2625 64.69
(Testigo)

ABC = Area bajo la curva de una enfermedad; DDI= Dias Después de Inocular
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El area bajo la curva permitid evaluar la severidad con un procedimiento cuantitativo mas
preciso, estimando la cantidad de enfermedad a lo largo del tiempo, como lo describe Forbe
(2014). Comportandose de igual manera que con el uso de la escala de dafio antes
mencionada, reafirmando los datos obtenidos.

Cuadro 5. Area dafiada por B. cinerea en pétalos de rosa inoculado con micelio,
evaluado con el software Imagen J

Dias Después de Inocular (DDI)

TRATAMIENTOS 0 2 3 4 5 7 8

T1= Pétalos con 0O 3.20 13.28  31.63 62.74 90.12  96.96
herida + B. cinerea

T2=  Pétalos sin 0 0.86 5.98 16.81 41.77 84.27  98.28
herida, + B. cinerea

T3= Pétalos con 0 0.57 9.32 27.67 71.59 99.51 100

herida, + agua por
aspersion + B. cinerea

T4= Pétalos sin herida 0 2.21 11.49 3395 68.40 98.94 100
+ agua por aspersion,

+ B. cinerea

T5= Pétalos sanos 0 0.00 0.89 4.47 8.41 23.82 25.64
(Testigo)

DDI= Dias Después de Inocular

Empleando el uso del softwer Imgen J, que emplea imagenesy pixeles para delimitar areas
de interés como fue el caso de la severidad, fue de utilidad para la medicion del area dafiada
sobre los pétalos de rosa. Al igual que el cuadro 4 el tratamiento 2 mostré menor area dafiada
a los 4 DDI, sin embargo a los 8 DDI todos los tratamientos mostraron el mayor rango de

area dafada (cuadro 5).

El analisis de varianza mostré diferencias altamente significativas (p < 0.0001) entre los
tratamientos y un coeficiente de variacion de 4.2%. Por su parte, la comparacion de medias

de Tukey al 5% evidencid que el testigo (sin inoculacion) fue significativamente diferente
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(grupo A) de todos los tratamientos inoculados con Botrytis (grupo B). Por su parte, los
tratamientos con herida, sin herida, sin herida + aspersién y con herida + aspersiéon no
mostraron diferencias significativas entre si, lo que indica un comportamiento de crecimiento

del patdgeno similar sin importar la condicion del pétalo.

Andlisis de la varianza
Variable N R2 RzZAj] CV
DCM 40 099 0.99 4.20

Cuadro de Anélisis de la VVarianza (SC tipo I11)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 62840.00 4 15710.00 1418.97 <0.0001
Tratamiento  62840.00 4 15710.00 1418.97 <0.0001
Error 387.50 35 11.07
Total 63227.50 39

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=4.78320
Error: 11.0714 gl: 35

Tratamiento Medias n E.E.
Testigo 0.00 8 1.18 A
C/Herida 97.50 8 118 B
S/Herida 98.75 8 118 B
S/Herida Asp 100.00 8 118 B
C/Herida Asp 100.00 8 118 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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7.1.2. Pruebas de patogenicidad a diferentes concentraciones de B. cinerea
(conidios/mL)

Los resultados de las pruebas de patogenicidad con diferentes concentraciones de Botrytis
cinerea demuestran que sin importar la concentracion de conidios presentes, el hongo es
capaz de desarrollarse y propiciar la enfermedad, partiendo de que en la literatura una de las
concentraciones mas recomendadas para la inoculacion de conidios de Botrytis es de 1x10°
conidios/ mL (Almasaudi et al., 2022), se tom6 dicha cantidad como la concentracion mas
alta y se probaron dos mas bajas de 1x10° y 5x10°, las cuales fueron igualmente de capaces

de infectar al pétalo, con un 100% de incidencia en el total de repeticiones.

Cuadro 6. Crecimiento diario de B. cinerea en pétalos de rosa inoculado con diferentes
concentraciones de conidios

DDI 0 DDI 1 DDI 2 DDI 3 DDI 4 DDI 6
T1-1X10° | 0 4.32 5.25 16.35 36.83 39.58
T2-1X10° | 0 3.85 4.84 24.58 40.57 41
T3-1X10° | 0 4.61 5.25 22.63 40.54 41.59
T4-TESTIGO | O 0 0 0 0 0

DDI= Dias Después de Inocular

Diametro de lesion (mm)
R N N W W B D
U O U1 o U1 O un

=
(O =)

DIAO DIA1 DIA 2 DIA3 DIA 4 DIA6

Dias después de inocular (DDI)

—=T1 T2 T3 T4 - Testigo

T1= 1x10° conidios mL™*; T2= 1x10° conidios mL*; T3= 1x10’ conidios mL™; T4= Testigo.

Figura 22. Crecimiento del diametro de lesiéon (mm) en pétalos de rosa inoculados con
B. cinerea a diferentes concentraciones
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Andlisis de la varianza

Variable N R? R2Aj CV
DCE 32 096 095 13.28

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 10103.85 3 3367.95 201.99 <0.0001
Tratamiento 10103.85 3 3367.95 201.99 <0.0001
Error 466.86 28 16.67
Total 10570.72 31

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=5.57440

Error: 16.6737 gl: 28
Tratamiento Medias

T4 - Testigo 0.00

T1 40.03
T2 41.50
13 41.51

n E.E.

8 1.44 A

8 144 B
8 144 B
8 144 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

El anélisis de varianza mostr6 diferencias altamente significativas (p < 0.0001) entre los

tratamientos y un coeficiente de variacion de 13.28%. Por su parte, la comparacion de medias

arroja que hay diferencia significativa entre el testigo (sin indculo) y los tratamientos. Por

otro lado, no se observd diferencias en el crecimiento de la lesion, en las diferentes

concentraciones de conidios de B. cinerea, por lo que se puede usar cualquiera de las

concentraciones usadas en el experimento para las proximas pruebas.
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7.1.3. Pruebas de patogenicidad de Botrytis empleando diferentes
condiciones en el desarrollo de la enfermedad (con y sin herida, con
aspersion y sin aspersion de agua)

Las pruebas de patogenicidad de Botrytis en pétalos de rosa, demostraron que el hongo
Botrytis cinerea, aislado de rosas de corte, es un agente flngico agresivo, por su capacidad
de infectar pétalos de rosa, exista 0 no una herida que le permita entrar, en un rango de 19 a
21°C, concordando con los rangos Optimos de crecimiento del hongo, sin embargo,
Almasaudi et al. (2022), reportan que el hongo requiere HR por arriba 90%, siendo que en

nuestro caso a una HR del 52% el hongo era capaz de colonizar.

Los resultados obtenidos evidenciaron que la presencia de heridas constituye un factor
determinante en el desarrollo de la enfermedad. El tratamiento con herida mostré el mayor
progreso de la infeccion, alcanzando un valor de 4.46 de diametro mayor a los seis dias de

inoculacion del patdgeno.

En contraste, los pétalos sin herida presentaron un avance mucho menor, con un valor final
de 1.92. Sin embargo, este crecimiento, aunque limitado, confirma la capacidad de Botrytis
de penetrar tejidos intactos, probablemente mediante la secrecion de enzimas degradadoras
de la pared celular y toxinas no selectivas (Bi, et al., 2023), lo cual ha sido sefialado como

uno de los factores de virulencia caracteristicos del patdgeno.

Sin embargo, se puede resaltar que la presencia de agua libre por aspersion, favorece el
desarrollo del hongo con valores de 3.49 y 3.09, para los tratamientos respectivos con herida
+ aspersion y sin herida + aspersion; resaltando que el tratamiento sin herida presentd los
valores méas bajos con diametros 1.92 para los tratamientos con inoculo, lo que nos permite
inferir que las condiciones de herida y adicion de agua favorecen la infeccion de Botrytis en

los pétalos de rosa.
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Cuadro 7. Diametro de lesion por B. cinerea en pétalos de rosa en diferentes
condiciones de incubacion

DDI 0

DDI 1

DDI 2

DDI 3

DDI 4

DDI 5

DDI 6

T1= Pétalos con
herida + B.
cinerea

T2= Pétalos sin
herida, + B.
cinerea

T3= Pétalos con
herida, + agua

por aspersion + B.

cinerea

T4= Pétalos sin
herida + agua por
aspersion, + B.
cinerea

T5= Pétalos sanos
(Testigo)

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

11.0

2.1

9.5

7.0

0.00

21.9

4.2

18.9

14.0

0.00

32.7

6.3

28.4

21.0

0.00

40.0

9.7

31.4

25.7

0.00

C/H: Con Herida; S/H: Sin Herida; ASP: Aspersion

40.1

12.9

32.2

29.6

0.00

44.6

19.2

34.9

30.9

0.00
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Figura 23. Crecimiento del diametro de lesion (mm) en pétalos de rosa inoculados con
B. cinerea bajo diferentes condiciones de crecimiento

Andlisis de la varianza

Variable N R2 RzZA] CV
DCE 40 0.65 0.61 45.90

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 111)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 90.07 4 22.52 16.24 <0.0001
Tratamiento 90.07 4 22.52 16.24 <0.0001
Error 48.53 35 1.39
Total 138.60 39
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Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=1.69276
Error: 1.3866 gl: 35

Tratamiento Medias n E.E.
Testigo 0.00 8 042 A
S/Herida 1.92 8 042 B
S/Herida Asp 3.09 8 042 B C
C/Herida Asp 3.49 8 042 BC
C/Herida 4.33 8 0.42 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

El andlisis de varianza mostré diferencias altamente significativas entre los tratamientos
evaluados para la variable DCE (p < 0.0001). EI modelo explicé el 65 % de la variacion total
y confirm6 que las condiciones experimentales influyen de manera determinante en el

desarrollo del patdgeno.

La prueba de Tukey indicé que el tratamiento con herida presentd el mayor nivel de
desarrollo, mientras que el testigo no mostré crecimiento. Los tratamientos intermedios sin
herida + aspersién y con herida + aspersion reflejaron una respuesta moderada, lo que sugiere
que la condicidon del pétalo (sin herida y con herida) adicionados con la aspersién de agua
modulan significativamente la patogenicidad. En conjunto, estos resultados evidencian que
el tratamiento con herida es el que mas favorece el desarrollo de Botrytis bajo las condiciones
evaluadas. Confirmando lo ya mencionado en la gréafica anterior, siendo que el agua libre
permite un buen desarrollo del hongo, sin embargo, la presencia de herida en el pétalo,
permite la entrada réapida del patégeno, acelerando su desarrollo, tal como menciona
Snowdon (1990); Wenneker & Thomma (2020), las heridas causadas por insectos y aves, asi
como los dafios fisicos infligidos antes o durante la cosecha, son importantes puntos de

entrada para patégenos como Botrytis cinerea, agentes causales del moho gris.
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7.2. PRUEBAS DE CONTROL IN VITRO DE BOTRYTIS CON PRODUCTOS
COMERCIALES
7.2.1. Evaluacion de la actividad antifungica del extracto de canela 'y
gobernadora contra B. cinerea in vitro

En esta evaluacion se probaron distintas concentraciones de los productos BIOCANELA®
de la empresa BioNutra (extracto de canela) y Vitaextrae® Gobernadora de la empresa
PARVITRA (extracto de gobernadora), a concentraciones de 1,000, 2,000, 4,000, 8,000,
10,000 y 20,000 pL L, para ambos extractos; donde se encontré un minimo control sobre el
patdgeno por parte del extracto de canela en comparacion con el testigo, como se puede
visualizar en la Grafica 24; caso contrario del extracto de gobernadora, el cual, como nos
muestra la Grafica 25, presentd valores de crecimiento de la colonia del Botrytis menores en
cada una de las concentraciones utilizadas en comparacion con el testigo, el cual cubrié por
completo la caja Petri a los cinco dias después de su siembra, destacando la concentracion
mas alta de 20,000 pL L de producto
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=@=—_C1 1,000 pL/L C2 2,000 pL/L C3 4,000 pL/L C4 8,000 pL/L
==@=_C5 10,000 pL/L =@=C6 20,000 pL/L ==@==Testigo

Figura 24. Efecto del extracto de canela (BIOCANELA®) a diferentes
concentraciones en el crecimiento de B. cinerea in vitro
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Figura 25. Efecto del extracto de gobernadora (Vitaextrae® gobernadora) a diferentes
concentraciones en el crecimiento de B. cinerea in vitro

Sin embargo, al someter los datos al analisis de varianza (ANOVA) y a la comparacion de
medias de Tukey, con ayuda del paquete estadistico INFOSTAT version student. Se encontrd
que para el caso de los extractos de canela, aunque existieron ligeras variaciones en las
medias del didmetro de crecimiento de la colonia (DCC) entre tratamientos, estas no fueron
estadisticamente significativas segun el analisis de varianza (p = 0.1374).

La prueba de Tukey confirmé que todos los tratamientos, incluyendo el testigo, pertenecen
al mismo grupo estadistico, por lo que no se observaron diferencias relevantes. Esto sugiere
que el factor evaluado de las diferentes concentraciones del extracto no influyé de manera
clara en el desarrollo del diametro de crecimiento de la colonia de Botrytis, posiblemente

debido a que el efecto fue minimo.
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Anadlisis de la varianza del extracto de Canela
Variable N R2 Rz Aj CV
DCC 35 0.28 0.12 5.90

Cuadro de Analisis de la VVarianza (SC tipo I11) del extracto de Canela

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 286.31 6 47.72 1.79 0.1374
Tratamiento 286.31 6 47.72 1.79 0.1374
Error 746.25 28 26.65
Total 1032.56 34

Comparacion de medias de Tukey del extracto de Canela
Alfa=0.05 DMS=10.35724
Error: 26.6518 gl: 28

Tratamiento Medias n E.E.

C 20000 81.03 5 231A
C 1000 86.56 5 231A
C 2000 87.69 5 231A
C 10000 88.19 5 231A
Testigo 88.75 5 2.31 A
C 8000 90.00 5 231A
C 4000 90.00 5 231 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Para el caso del extracto de gobernadora, el analisis de varianza mostré diferencias altamente
significativas (p < 0.0001) en la variable diametro de crecimiento de la colonia (DCC) entre
los tratamientos evaluados, lo que indica que la aplicacion de los mismos tiene un efecto real

sobre la respuesta medida.

Las dosis mas bajas (1,000 pL L) y el testigo lograron los valores mas altos de crecimiento

de la colonia, mientras que la dosis mas alta (20,000 puL L) presenté el valor més bajo de
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crecimiento del patdgeno. Por su parte, los tratamientos intermedios no mostraron diferencias
claras. En general, se observa que dosis elevadas del producto biorracional reducen el
didmetro de crecimiento de la colonia (DCC), mientras que dosis bajas o la ausencia de

tratamiento lo favorecen.

Anadlisis de la varianza del extracto de Gobernadora
Variable N R? R2Aj CV
DCC 35 0.67 0.60 13.71

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo I11) del extracto de Gobernadora

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 5145.75 6 857.63 9.51 <0.0001
Tratamiento 5145.75 6 857.63 9.51 <0.0001
Error 2524.28 28 90.15
Total 7670.04 34

Comparacion de medias de Tukey del extracto de Gobernadora
Alfa=0.05 DMS=19.04895
Error: 90.1530 gl: 28

Tratamiento Medias n E.E.

G 20000 49.72 5 425 A

G 10000 59.02 5 425 A B

G 8000 61.05 5 425 A B

G 2000 72.77 5 4.25 B C
G 4000 74.14 5 4.25 B C
G 1000 82.38 5 4.25 C
Testigo 85.59 5 4.25 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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7.2.2. Evaluacion del antagonismo de los microrganismos aislados de
productos comerciales

El empleo de los antagonistas en el control de Botrytis resulto estadisticamente significativo
(p =0.0104 < 0.05), lo que evidencia diferencias entre los tratamientos evaluados. La prueba
de comparacion de medias de Tukey al 5% indicé que los tratamientos Trichoderma
harzianum confrontado con Botrytis cinerea in vitro (Th vs Bc), y Bacillus subtilis
confrontado con B.cinerea ( Bs vs Bc), mostraron menor DDC (41.01 y 48.33 mm
respetivamente) que en el tratamiento donde no se inoculo con antagonistas, mostrando
valores de DDC de 90 mm.

En conjunto, estos resultados demuestran que los tratamientos con organismos con actividad
antagdnica, generaron una respuesta significativamente mayor en comparacion con el testigo,
lo que sugiere que dichos tratamiento influyen positivamente en el control del patégeno en

estudio.

Andlisis de la varianza
Variable N R2 R2ZA] CV
DCM 6 095 0.92 1143

Cuadro de Anélisis de la VVarianza (SC tipo I11)
F.V. SC al CM F p-valor

Modelo 2793.93 2 1396.97 29.91 0.0104
Tratamiento 2793.93 2 1396.97 29.91 0.0104
Error 140.13 3 46.71

Total 2934.06 5

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=28.55940
Error: 46.7092 gl: 3

Tratamiento  Medias n E.E.

Th vs Bc 41.01 2 483 A
Bs vs Bc 48.33 2 483 A
Bc 90.00 2 483 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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La figura 26 presenta la efectividad de T. harzianum, y B. subtilis, ya que el crecimiento del
patdgeno se ve influenciada por la presencia de dichos antagonistas, siendo Trichoderma el
mas efectivo al detener el crecimiento del patdégeno a los 4 DDI, tal vez debido a sus multiples
modos de accion. De igual manera Bacillus, mostro a los 5 DDI su poder inhibitorio contra
Botrytis, en comparacion con el Testigo, este siguié invadiendo la caja sin ningun obstaculo.
Lo que demuestra el efecto antagdnico de T. harzianum contra Botytis en el modelo de
estudio in vitro, confirmando otros antecedentes al respecto (Calvo, 2012; Larios-Palacios.
2020). Al igual que, la bacteria antagénica B. subtilis mediante el método de confrontacién
de placas contra el hongo patdégeno B. cinerea como lo menciona en su articulo Bu y
colaboradores (2021).
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Figura 26. Efecto de los antagonistas sobre el crecimiento de B. cinerea sembrados en
crecimiento dual
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7.2.3. Evaluacion del producto quimico (Procloraz) a diferentes
concentraciones

—&—Procloraz 100 pL/L Procloraz 500 ulL/L Procloraz 1,000 pL/L
Procloraz 2,500 uL/L Testigo
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Figura 27. Efecto del producto Procloraz en diferentes concentraciones en el
crecimiento de B. cinerea in vitro

La grafica nos permite observar de manera visual que las cuatro concentraciones probadas
del producto quimico (Procloraz) son capaces de inhibir el desarrollo del patégeno en las
cajas Petri, en comparacién con el testigo, el cual tard6 en cubrir la caja 4 dias después de su
inoculacion. Determinando que la dosis minima de producto requerida para controlar B.
cinerea in vitro es de 100 pL L. Llanos & Apaza (2018), realizaron pruebas similares con
el objetivo de evaluar el efecto de cinco fungicidas quimicos en el control de B. cinerea
en condiciones de laboratorio y de campo, para el cultivo de fresa.

El analisis de varianza (ANOVA) mostré diferencias altamente significativas entre
tratamientos (F = 6048.89; p < 0.0001), con un coeficiente de variacion (CV = 8.13 %) bajo,
reflejando buena precision experimental y confiabilidad en los datos obtenidos.

La prueba de comparacion de medias de Tukey al 5% evidencié que los tratamientos con
Procloraz a diferentes concentraciones (100, 500, 1,000 y 2,500 uL L) no presentaron
diferencias significativas entre si, conformando un mismo grupo estadistico (grupo A). Sin

embargo, todos los tratamientos con Procloraz difirieron significativamente del testigo
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(grupo B), el cual presento el valor promedio mas alto de Diametro de Crecimiento (DCC =
88.86).

Estos resultados demuestran que la aplicacion de Procloraz, independientemente de la dosis
utilizada, fue altamente efectiva para reducir el crecimiento del hongo patégeno, mientras
que la ausencia del fungicida permitié un desarrollo considerable de Botrytis cinerea.
Demostrando porque sigue siendo uno de los fungicidas mas usados en el control del moho
gris en rosa, ya que el ingrediente activo actla inhibiendo la enzima esterol 14adesmetilasa,
codificada por el gen CYP51, siendo un mecanismo esencial para el desarrollo del hongo
(Zhang et al., 2020; Giraldo et al., 2024). De igual forma. ha sido probado para el control
de algunas otros patégenos como Sclerotinia sclerotiorum (Zhang, et al., 2019);
enfermedades como antracnosis en el cultivo de mango (Swart, et al., 2009); asi como

algunas enfermedades causadas por especies de Colletotrichum (Dinler & Benlioglu, 2019).

Por tanto, se concluye que Procloraz inhibe el crecimiento del hongo, sin observarse un efecto
en las concentraciones probadas, por lo que para los siguientes experimentos se utilizara la
dosis mas baja (100 uL LY.

Andlisis de la varianza
Variable N R2 RzZAj] CV
DCC 40 100 1.00 8.13

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 50532.19 4 12633.05 6048.89 <0.0001
Tratamiento 50532.19 4 12633.05 6048.89 <0.0001
Error 73.10 35 2.09
Total 50605.29 39
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Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=2.07746
Error: 2.0885 gl: 35

Tratamiento Medias n E.E.

Procloraz 500 uL 0.00 8 051A
Procloraz 2,500 uL.  0.00 8 051A
Procloraz 100 uL 0.00 8 051A
Procloraz 1,000 uL.  0.00 8 051A

Testigo 88.86 8 051 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)




7.2.4. Evaluacion de los productos biorracionales bioldgicos, y quimicos en
el control de B. cinerea in vitro

Los productos evaluados in vitro mostraron su efecto inhibitorio en diferentes capacidades
en comparacion con el testigo donde solo crecid el patdgeno. Destacando que el uso de
cualquier accion tiene un efecto sobre el desarrollo de la enfermedad. Desde el producto
quimico (Procloraz), el cual inhibi6 el desarrollo del hongo en un 100%; pasando por los
bioldgicos los cuales en un principio aceleraron el crecimiento del patégeno, sin embargo, al
paso de 4 dias para el caso de T. harzianum y 5 para B. subtilis, como se observa en la Figura
28, detuvieron por completo el crecimiento del hongo, con un porcentaje de inhibicién
53.43% para Trichodermay del 31.52% para Bacillus, esto debido a la formacion de toxinas
que inhibieron su desarrollo para el caso de la bacteria y por el acelerado crecimiento del

hongo benéfico el cual no le dio cabida a Botrytis para seguir desarrollandose.

Cuadro 8. Comparacion de respuesta de crecimiento in vitro de Botrytis con diferentes
productos biorracionales, biolégicos y quimicos

Tratamiento %lnhibicion %Crecimiento
Extracto Canela 16.81 83.19
Extracto Gobernadora 74.42 25.58
Fungi free (B. subtilis) 31.52 68.48
Trico Bio (T. harzianum) 53.43 46.57
Procloraz (quimico) 100 0
Testigo (B. cinerea) 0 100

Finalmente, los extractos mostraron un efecto de inhibicion variado, siendo que el extracto

de canela redujo al minimo el crecimiento del hongo (16.81%), caso contrario del extracto
de gobernadora el cual demostré un bueno control sobre el desarrollo del patdgeno con un
74.42% de inhibicion.
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Figura 28. Efecto de los productos biorracionales, bioldgicos y quimicos en la
inhibicion del crecimiento radial de B. cinerea
El andlisis de varianza (ANOVA) mostrd diferencias altamente significativas (p < 0.0001)
entre los tratamientos evaluados sobre el Diametro de Crecimiento de la Colonia (DCC) de

Botrytis cinerea en condiciones in vitro.

La prueba de comparacion de medias de Tukey al 5% evidencié la existencia de seis grupos
estadisticamente distintos. El tratamiento con Procloraz (quimico) el que present6 el menor
diametro (0.00 mm), lo que indica una inhibicidon total del crecimiento micelial, siendo el
tratamiento mas eficaz. Entre los tratamientos bioldgicos y biorracionales, el extracto de
gobernadora (23.03 mm) y Trichoderma harzianum (41.92 mm) mostraron reducciones
significativas del crecimiento respecto al Testigo (90.00 mm), destacandose como
alternativas prometedoras de control. En contraste, el extracto de canela (74.87 mm) y
Bacillus subtilis (61.63 mm) presentaron una eficacia minima, lo que no los descarta como
una alternativa de control, pero seria importante que en futuras investigaciones se probaran
diferentes concentraciones o preparados a base de canela, asi como para el caso de Bacillus,

emplear cepas diferentes.
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En general, los resultados confirman que los tratamientos evaluados

influyen

significativamente en el desarrollo de B. cinerea, siendo el Procloraz el mas eficaz, sequido

por el extracto de gobernadora y el biocontrol con T. harzianum, los cuales podrian

considerarse como alternativas sostenibles al control quimico convencional.

Analisis de la varianza

Variable N R? R? Aj CV

DCC 48 0.97 0.97 11.06

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 45078.49 5 9015.70 312.48 <0.0001
Tratamiento 45078.49 5 9015.70 312.48 <0.0001

Error 1211.80 42 28.85
Total 46290.29 47

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=8.01756
Error: 28.8525 gl: 42

Tratamiento Medias n E.E.
Procloraz (quimico) 0.00 8 1.90 A
Extracto Gobernadora 23.03 8 1.90 B
Trico Bio (T. harzianum) 41.92 8 1.90 C
Fungi free (B. subtilis) 61.63 8 1.90 D
Extracto Canela 74.87 8 1.90 E
Testigo (B. cinerea) 90.00 8 1.90 F

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Figura 29. Efecto de los productos biorracionales, biol6gicos y quimicos en la
inhibicion del crecimiento radial de B. cinerea en simbra dual a los 7 DDI.

(EG: Extracto de Gobernadora; EC: Extracto de Canela; Q: Quimico — Procloraz; Th:

Trichoderma harzianum; Bs: Bacillus subtilis; Bc: Botrytis cinera)
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7.3. PRUEBAS DE CONTROL DE BOTRYTIS CON PRODUCTOS
COMERCIALES IN VIVO
Los productos biorracinales como el extracto de canela (BIOCANELA® de la empresa
BioNutra) y el extracto de gobernadora (Vitaextrae® Gobernadora de la empresa
PARVITRA) tuvieron un efecto positivo en el control de Botritis cinerea, a los 4 DDI.
Contrariamente a lo esperado, Botrytis cinerea en confrontacion con los biol6gicos
Trichoderma harzianum y Bacillus subtilis mostré un mayor crecimiento, similar al que se
tuvo el patdgeno en siembra Gnica. Con respecto al producto quimico, este mostro un efecto
inhibitorio en el crecimiento del hongo, para las dos concentraciones usadas. Siendo mas

efectivo la concentracion de 2,500 pL L1,
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Figura 30. Efecto de los productos biorracionales, bioldgicos y quimicos en el
didmetro de lesion de B. cinerea en el primer pétalo de rosa inoculado in vivo
Los datos reportados (Figura 30) Unicamente abarcan el didmetro ecuatorial del hogo en el
primer pétalo del botdn de rosa, el cual fue inoculado con el patogeno. Y basandonos en la
escala usada para esta prueba de control in vivo estos resultados solo abarcan el 1% de dafio

provocado por la enfermedad.

Posteriormente, el patdgeno avanza de nivel, pasando de crecer en un solo pétalo, a otros
pétalos ya sean internos como externos, hasta abarcar en su totalidad el boton de rosa. Lo

cual se cuantifico con ayuda de la escala descrita anteriormente.
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Cuadro 9. Porcentaje de incidencia de B. cinerea en botones de rosa con diferentes

productos biorracionales, biolégicos y quimicos

Tratamiento

% Incidencia

Extracto de canela

Extracto de gobernadora

Bacillus subtilis

Trichoderma harzianum

Procloraz 100 pL L
Procloraz 2,500 pL L
Solo botrytis cinerea

Sin tratamiento y sin Botrytis

100
100

100
100
100
80
100
0

La incidencia nos dice que sin importar el grado de dafio que haya tenido Botrytis cinerea en

cada tratamiento, el hongo se presento en todos los tratamientos evaluados, incluso en el

quimico, exceptuando el Doble Testigo, el cual no fue inoculado con los conidios de Botrytis,

lo que nuevamente recalca cuan patdgeno es B. cinerea para invadir a la planta huéspedes.

Cuadro 10. Porcentaje de severidad de B. cinerea en botones de rosa con diferentes

productos biorracionales, bioldgicos y quimicos

TRATAMIENTOS/DIA

DIA DIA DIA DIA DIA DIA DIA DIA

0 1 2 3 4 5 6 7
Extracto de canela 0 0 1 1 2 2 17 77
Extracto de gobernadora 0 0 1 1 2 3 12 60
Bacillus subtilis 0 0 1 1 3 4 22 75
Trichoderma harzianum 0 0 1 1 3 3 20 77
Procloraz 100 pL L*! 0 0 1 1 2 3 14 84
Procloraz 2,500 pL L* 0 0 1 1 1 1 4 14
Solo Botrytis cinerea 0 0 1 1 2 3 20 91
Sin tratamiento y sin Botrytis 0 0 0 0 0 0 0 0
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Figura 31. Efecto de los productos biorracionales, biolégicos y quimicos en el grado de
dafio de B. cinerea en botones de rosa in vivo

Andlisis de la varianza

Variable N R2 R2Aj CV
Severidad 80 0.62 0.58 44.14

Cuadro de Anélisis de la VVarianza (SC tipo I11)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 8.02 7 1.15 16.59 <0.0001
Tratamiento 8.02 7 1.15 16.59 <0.0001
Error 498 72 0.07
Total 13.00 79

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=0.36702
Error: 0.0691 gl: 72

Tratamiento Medias n E.E.

Sin tratamiento 0.00 10 0.08 A
Procloraz 2,500uL L 0.14 10 0.08 A
E. Gobernadora 0.60 10 0.08 B
B. subtilis 0.75 10 0.08 B
E. Canela 0.77 10 0.08 B
T. harzianum 0.77 10 0.08 B
Procloraz 100uL L 0.84 10 0.08 B
B. cinerea 091 10 0.08 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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El anélisis de varianza demuestra que los tratamientos tienen un efecto significativo sobre la

severidad del dafio evaluado (p < 0.0001).

La comparacion de medias de Tukey al 5% identificé que el tratamiento con menor severidad
fue Procloraz 2,500 uL L, con una media del 14%. En contraste, los tratamientos con
productos bioldgicos, biorracionales y el quimico a baja concentracion, mostraron valores
significativamente mayores de severidad, agrupandose en el grupo B, lo que indica que su

eficacia es menor y que no hay diferencia significativa entre ellos.

El testigo (Botrytis sin aplicacion de producto) presento la sintomatologia habitual de la
enfermedad: decoloracion y pudricion de pétalos, sépalos y pedunculo, cubiertos por una

esporulacién, dando la caracteristica propia del tizon.

Los tratamientos con productos bioldgicos y biorracionales se vieron limitados en su
capacidad de control, para lo que se sugiere en estudio futuros completar una segunda

aplicacion o refuerzo a los 4 dias después de la inoculacion del patégeno.

El Doble Testigo (sin aplicacion de productos, ni inoculacion con Botrytis) se establecio con
intencion de darle un seguimiento a la senescencia normal de los botones, evidenciando que
a los 7 dias después del inicio del experimento, las rosas se encontraban en buen estado, con

botones suaves, blancos y con mayor apertura; tallos turgentes y un aroma agradable.

El tratamiento quimico en su concentracion mas alta (Procloraz 2,500 pL L), fue el que
mejor logro retrasar el desarrollo del hongo, ya que su modo de accion inhibe la biosintesis
de esterol en las membranas (FRAC, 2024), controlando el desarrollo del tizon en los botones
de rosa, destacando que siempre es importante que al hacer uso de los productos quimicos se
debe procurar usarlos a la concentracion exacta y con una debida rotacion de productos,
segun su modo de accién, para evitar la generacion de resistencia en los organismos

patogenos.
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Figura 32. Efecto de los tratamientos biorracionales, bioldgicos y quimicos en el
control de B. cinerea en botones de rosa in vivo a los 7 DDI.

(T1: Extracto de Canela; T2: Extracto de Gobernadora; T3: Bacillus subtilis; T4:

Trichoderma harzianum; T5: Q-Procloraz 100 puL L; T6: Q-Procloraz 2,500 pL Lt; T7:

Botrytis cinera; T8: Sin ningln producto y sin Botrytis)
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8. CONCLUSION

Como conclusion general, el presente estudio demostré que Botrytis cinerea representa una
amenaza significativa para la calidad de la rosa en postcosecha, debido a su rapido desarrollo
bajo condiciones de humedad y temperaturas moderadas.

Las pruebas de patogenicidad evidencian que Botrytis cinerea aislado de rosas de corte
presenta un alto potencial patogénico, al ser capaz de infectar los pétalos de rosa tanto en
presencia como en ausencia de heridas y desarrollarse en un rango de temperatura favorable
para su crecimiento de 19 a 21°C. Ademas de la capacidad del hongo para prosperar bajo
condiciones de humedad relativa moderada (52 %) evidencia su alta adaptabilidad ambiental,
lo que representa un riesgo significativo para la produccién y manejo poscosecha del cultivo
de rosa.

Los resultados in vitro confirmaron que el extracto de gobernadora (Vitaextrae®
Gobernadora) posee un notable efecto antifungico contra B. cinerea, superando al extracto
de canela (BIOCANELA®) y posicionandose como una alternativa prometedora de origen
vegetal. Asimismo, Trichoderma harzianum (SPECTRUM® Trico-Bio) mostrd un
adecuado potencial como agente de control biol6gico. En cuanto al fungicida quimico
Procloraz (SPORTAK®), se determind que es posible reducir considerablemente la dosis
recomendada sin perder eficacia.

En las evaluaciones in vivo, el extracto de gobernadora (Vitaextrae® Gobernadora) fue el
Unico tratamiento alternativo capaz de reducir el crecimiento de B. cinerea de manera
significativa; sin embargo, su eficacia fue inferior a la obtenida con el tratamiento quimico
Procloraz (SPORTAK®) aplicado a la dosis recomendada. Estos resultados indican que,
aunque los productos biorracionales muestran potencial, su desempefio en condiciones reales

aun es limitado frente al control quimico convencional.

Estos resultados enfatizan la necesidad de continuar explorando alternativas sostenibles que
permitan disminuir el uso de fungicidas sintéticos sin comprometer la calidad del producto
comercial. Asimismo, el estudio proporciona una base solida para futuras investigaciones
orientadas a integrar estrategias de manejo biologico y biorracional que contribuyan a una

floricultura méas sustentable.
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