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Efectividad in vitro de extractos acuosos de Allium sativum y Cinnamomun zeylanicum frente a
Botrytis cinerea proveniente de Rosa hybrida

RESUMEN

Botrytis cinerea es el agente causal del moho gris del cultivo de rosa (Rosa hybrida),
enfermedad que provoca pérdidas importantes en condiciones de campo y
poscosecha. En el corredor floricola del Estado de México el manejo del patégeno
se efectia por medio del uso de fungicidas, los cuales, derivado de su uso
indiscriminado, han generado una serie de problemas sociales y ambientales; por
lo que existe la urgente necesidad de brindar a los floricultores alternativas viables
para el manejo de la enfermedad. Por lo que se planted por objetivo: determinar la
efectividad in vitro de extractos acuosos de bulbos de Allium sativum y corteza de
Cinnamomum zeylanicum sobre el crecimiento micelial de Botrytis cinerea. Se
utilizaron las cepas VBcl y TBc2 provenientes de los municipios de Villa Guerrero
y Tenancingo, Estado de México, respectivamente y se sometieron a las
concentraciones de 5, 10 y 15 % de cada uno de los extractos acuosos (EA). Las
variables evaluadas fueron area de crecimiento micelial y efectividad bioldgica; los
datos de area de crecimiento se sometieron a un analisis de varianza y comparacion
de medias Tukey (P<0.05) con el programa InfoStat version estudiantil. Existieron
diferencias significativas (P<0.05) en el area de crecimiento micelial de los EA para
cada una de las cepas: con VBcl el EA mas efectivo fue canela al 15 y 10 %,
seguido de ajo al 10y 15 %, con los cuales se present6 una efectividad biologica de
100, 96.5, 90 y 78.9 %, respectivamente; mientras que para TBc2 los EA mas
efectivos en orden de importancia fueron canela al 15y 10 %, seguidos de ajo al 15

y 10 %, cuya efectividad biologica fue de 100, 98.3, 87.8 y 77.6 %, respectivamente.
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Efectividad in vitro de extractos acuosos de Allium sativum y Cinnamomun zeylanicum frente a
Botrytis cinerea proveniente de Rosa hybrida

De acuerdo con lo anterior, es evidente que la efectividad de los EA depende de la

cepa de B. cinerea expuesta.
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Efectividad in vitro de extractos acuosos de Allium sativum y Cinnamomun zeylanicum frente a Botrytis cinerea
proveniente de Rosa hybrida

1. INTRODUCCION

En la agricultura son frecuentes e importantes las enfermedades que se presentan
en los cultivos. EI manejo de fitopatdgenos se ha basado en la utilizacion de
agroquimicos que por su inadecuado uso y aplicacion han originado cepas
resistentes, contaminacion al ambiente, problemas a la salud de los seres vivos
(incluido el ser humano), asi como incremento de los costos de produccion

(Ghorbani et al., 2008).

Botrytis cinerea es un hongo capaz de infectar amplio nUmero de hospedantes. La
distribucion e importancia de los dafios que ocasiona justifican el enorme interés
para su estudio; desde hace mas de 175 afios ha sido objeto de numerosas
investigaciones relacionadas con su fisiologia, bioquimica, patogenicidad y métodos
de manejo (Carbu, 2006). Es importante sefialar que es considerado un problema
en paises como: EUA, Japén, India, Canadd, Colombia, Holanda (Barnes y Shaw,

2002), México (Camacho, 2009), entre otros.

Este patdgeno es el agente causal del moho gris en el cultivo de rosa (Rosa
hybrida), con pérdidas importantes en campo y poscosecha (Tatagiba et al., 1998).
Los sintomas caracteristicos son: lesiones necroéticas en hojas, tallos y brotes. En
los botones florales, con diferentes grados de apertura, los sintomas iniciales se
manifiestan como pequefias manchas color rojo-purpura; posteriormente, el micelio
y las estructuras de reproduccién cubren toda la flor, observandose una masa gris

pulverulenta (Bafon et al., 1993).
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Efectividad in vitro de extractos acuosos de Allium sativum y Cinnamomun zeylanicum frente a Botrytis cinerea
proveniente de Rosa hybrida

El manejo quimico del patégeno es complicado, debido a su capacidad para
desarrollar resistencia a funguicidas (Barnes y Shaw, 2002), lo que ocasiona
incremento de las dosis que aplican los productores. La Agencia de Proteccion
Ambiental de Estados Unidos (EPA) reporta una gran cantidad de plaguicidas
altamente peligrosos, lo que ha contribuido a la necesidad de encontrar alternativas
gue sean efectivas y que se puedan convertir en productos comerciales, ya que la
demanda de productos amigables con el ambiente, entre estos los organicos, ha

aumentado considerablemente (Duke et al., 2003).

Por lo anterior, una alternativa viable la constituyen los extractos vegetales acuosos,
ya que son biodegradables e inocuos. Las plantas son capaces de protegerse por
si solas (Wilson et al., 1999), lo cual quiere decir que producen distintos tipos de
compuestos que tienen que ver con su defensa al ataque de patdgenos, como los
hongos (Grayer y Harborne, 1994; Darnetty et al., 1993). Tales compuestos se
pueden utilizar para la produccion de extractos que pueden ser utilizados para

manejar enfermedades en especies floricolas.

Entre las especies con potencial para tal fin se puede mencionar al ajo (Allium
sativum L), ya que posee compuestos fendlicos (Bender-Bojalil y Barcenas-Pozos,
2013) y alicina la cual es antibacteriana y antifungica (Ledezma y Apitz-Castro,
1998). Por otra parte, la canela (Cinnamomun zeylanicum Blume) contiene
compuestos que inhiben y destruyen hongos (Mercier y Jiménez, 2004) ya que

produce aldehido cinamico, eugenol y camfor (Senanayake et al., 1978).
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Existen diversos estudios que demuestran la efectividad de ambas especies en el
manejo de B. cinerea. Entre estos se encuentran los estudios de Wilson et al.,
(1997) quienes reportan que la canela presenta actividad antifingica; Pazmifio-
Miranda y colaboradores (2017) evaluaron el efecto de los extractos hidro-
etandlicos de canela sobre la incidencia y severidad del patégeno en fresa y
demostraron que disminuye la incidencia de la enfermedad en las flores y los frutos.
En lo que respecta al ajo, Aguirre y colaboradores (2012), evaluaron a nivel in vitro
el efecto fungicida de extractos acuosos, alcohdlicos e hidrodestilados, con los
cuales se obtuvieron resultados satisfactorios en la inhibicion de crecimiento

micelial.

Derivado de lo anterior se plante6 por objetivo: determinar la efectividad in vitro de
extractos acuosos de bulbos de Allium sativum y corteza de Cinnamomum

zeylanicum sobre el crecimiento micelial de Botrytis cinerea.
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proveniente de Rosa hybrida

2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Lafloricultura en el &mbito mundial

Hasta 2005, el valor de la produccién floricola mundial pasé de 10 a 60 billones de
dolares (Van Uffelen y Groot, 2005); siendo los paises del oeste de Europa, Norte
América y Japon los principales productores y consumidores en el mundo (Wijnands
et al., 2007). La floricultura es una industria multibillonaria que se nutre de muchas
economias del mundo; hasta 2011, habia 120 paises incluidos activamente como
productores globales (Martsynovska, 2011), teniendo a Holanda como el centro de
las transacciones y mayor accionista, con 52.3 % (Van Hemert, 2005) cuyo valor de
la produccién fue de 2,000 millones de délares, seguido por Colombia con 600
millones de doélares. A estos le siguen paises como Israel, Kenia 'y Zimbawe. Existen
otros paises que sobresalen como productores y exportadores, tal es el caso de
Ecuador, México, Brasil, Costa Rica, Tailandia, Taiwan, entre otros (Van Uffelen y
Groot, 2005). Cabe sefnalar que, de acuerdo con el International Trade Center
(2016), a nivel mundial México se encuentra posicionado en el cuarto lugar como

productor de flores de corte.

Del 2015 a junio del 2019 México ha exportado rosa (Rosa hybrida), clavel (Dianthus
caryophyllus L.), orquidea (Orchidaceae spp.), crisantemo (Chrysanthemum spp.),
lilis (Lilium spp. L.), gladiola (Gladiolus grandiflora L.), gypsophilia (Gypsophila
paniculata L.), statice (Limonium sinuatum L. Miller), gerbera (Gerbera hybrida),

anturio (Anthurium andraeanum Linden ex André) y ave de paraiso (Strelitzia
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reginae Banks). Siendo los principales destinos: Estados Unidos de América,

Canadd, Espafia, Bielorusia, Guatemala y Cuba (SIAVI, 2019).

2.2. Importancia de lafloricultura en México

México tiene la oportunidad de desarrollarse en una floricultura de primer nivel y con
calidad para la exportacion. Presenta gran variedad de climas, lo cual favorece la
produccion de diferentes especies a bajo costo, ademas de la cercania con Estados
Unidos, que es uno de los mercados floricolas méas grandes del mundo, a diferencia
de Colombia y Ecuador que tienen una economia creciente en el mercado floricola

mundial (Tejeda-Sartorius y Arévalo-Galarza, 2012).

En el afio 2019 en el Estado de México fueron cosechadas 4, 729.23 hectareas
destinadas a especies de flor de corte, con un valor de produccién de $5, 240, 747,
920 (MXN) (SIAP, 2019). Cabe seiialar que dicha entidad ocupa el primer lugar en
la produccién de flor de corte y, ademas, es el principal exportador de ornamentales
con aproximadamente el 80 % (Gomora-Jiménez et al., 2006). La produccién
floricola se concentra en el llamado “corredor floricola”, que lo integran los
municipios de Villa Guerrero, Coatepec Harinas, Tenancingo, Zumpahuacan,
Tonatico e Ixtapan de la Sal, cuya produccion se distribuye en una superficie de
2,807.43; 824.93; 803.63; 142.77; 77.67 y 72.80 ha, respectivamente (Cuadro 1),

area que en conjunto conforman el 88.36 % de la produccion estatal (SIAP, 2019).
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Cuadro 1. Superficie cosechada de flores de corte y valor de la produccién en el
afo 2019, en el corredor floricola del Estado de México.

Superficie cosechada  Valor de la produccién

Municipio (ha) (MXN)
Villa Guerrero 2,807.43 3, 298, 246, 110
Coatepec Harinas 824.93 796, 992, 620
Tenancingo 803.63 1, 016, 157, 450
Zumpahuacéan 142.77 81, 073, 320
Tonatico 77.67 19, 615, 350
Ixtapan de la Sal 72.80 28, 663, 070

Fuente: SIAP (2019).

2.3. Importancia del cultivo de rosa

La rosa es una de las flores mas apreciadas; es considerada como la reina de las
flores por su estética, belleza y su alto valor sentimental, por lo que la industria
floricola la utiliza tanto para arreglos florales como en maceteria (Whitaker y
Hokanson, 2009). En 2019 en el Estado de México se cultivaron 708.50 ha,
equivalentes a $1, 324, 029, 430 (MXN); siendo los principales municipios
productores, en orden de importancia: Villa Guerrero, Tenancingo y Coatepec

Harinas (Cuadro 2) (SIAP, 2019).
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Cuadro 2. Superficie (ha) cultivada y valor de la produccién de Rosa hybrida, para
flor de corte en el corredor floricola del Estado de México.

Superficie cultivada Valor en produccion
Municipio
(ha) (MXN)
Villa Guerrero 456 772,090, 580
Tenancingo 206 495, 391, 860
Coatepec Harinas 110 144, 387, 670

Fuente: SIAP (2019).

2.4. Enfermedades que afectan al cultivo de Rosa hybrida

Las enfermedades en los cultivos generan pérdidas importantes y crean amenazas
econdmicas en los ecosistemas agricolas. Las enfermedades se presentan cuando
se cumplen las cuatro condiciones del tetraedro de la enfermedad: |) presencia de
hospedero susceptible, 1l) presencia de patégeno, Ill) cuando se encuentran en el
entorno las condiciones ambientales adecuadas para el desarrollo de la enfermedad
y IV) el ser humano al establecer cultivos y practicas de manejo cambiantes que

impactan sobre las enfermedades (Ghorbani et al., 2008).

El cultivo de rosa es atacado por diferentes microorganismos fitopatégenos los
cuales afectan la productividad y calidad de los tallos florales. Entre los

patosistemas de mayor importancia por el dafio econémico que ocasionan estan los
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conformados por el binomio planta de rosa dentro de los cuales se encuentran
Peronospora sparsa Berkeley, Podosphaera pannosa (Wallr.) de Bary, Diplocarpon
rosae F. A. Wolf, Phragmidium rosae (Kuntze) Tranzschel, Phragmidium
mucronatum (Pers.) Schitdl y Botrytis cinerea Pers., siendo este ultimo uno de los
causantes de mayor dafio al cultivo (Lediuk et al., 2010; Macnish et al., 2010; Bafion

et al., 1993; Horst y Cloyd, 2007).

2.4.1. Mildiu velloso (Peronospora sparsa)

Los dafios se presentan sobre hojas, tallos, pedunculos, caliz y pétalos de las
plantas. En el haz de las hojas se desarrollan manchas irregulares color rojizo
parpura a pardo-oscuro, las cuales se encuentran rodeadas por un halo clorético;
en el envés se producen los signos del patdégeno, que corresponden a micelio color
marron claro con abundante producciéon de esporangiéforos y esporangios que en
conjunto generan la apariencia de vellosidad, caracteristica tipica de la enfermedad
(Hollier et al., 2001). Es comun que los sintomas foliares se confundan con
guemaduras o toxicidad ocasionada por plaguicidas. Por otro lado, en variedades

susceptibles se puede presentar defoliacién severa (Aegerter et al., 2002).

El patdgeno inicia su desarrollo cuando la temperatura oscila entre 15 a 20 °C y el
proceso de infeccion de 20 a 25 °C, con humedad relativa superior al 80 % (Bafion
et al., 1993), con temperaturas mayores a 35 °C no se desarrolla (Ferrer y Palomo,
1986). P. sparsa esporula con humedad relativa superior al 90 %, la liberacion de

los esporangios se ve favorecida por fluctuaciones de la humedad relativa (Gallegos
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et al.,, 1999). Los esporangios que han sido depositados sobre los tejidos de las
plantas germinan a temperatura promedio de 18 °C; con temperatura inferior a 5 °C

0 superior a 27 °C no se produce germinaciéon (Horst y Cloyd, 2007).

Sobre los tallos, céliz y pedunculos, la enfermedad se manifiesta como manchas
parpuras a negras que varian en tamafio e incluso pueden inducir la muerte de las
ramas y la momificacién de los botones florales, propiciando la invasion secundaria
de los tejidos afectados por parte de otros patdgenos, tales como Botrytis spp.,

(Aegerter et al., 2002).

2.4.2. Cenicilla o mildiu polvoso (Podosphaera pannosa)

La cenicilla causada por P. pannosa cubre de micelio blanco los brotes tiernos,
invade yemas, espinas, hojas y tallo. Las condiciones que favorecen el desarrollo y
dispersion de este organismo son temperaturas de 15 a 25 °C y humedad relativa
de 75 a 79 % durante la noche (Bafiuelos, 2013). Para que los conidios maduren se
requiere de temperaturas diurnas de aproximadamente 26 °C y humedad relativa
inferior al 65 % (Orellana, 2013). El numero de conidios liberados al aire aumenta
conforme la humedad relativa disminuye, lo que significa que el mayor nimero de

conidios en el ambiente se alcanza al medio dia o por la tarde (Agrios, 2005).

P. pannosa se caracteriza por ser un parasito obligado altamente especializado en
las plantas que ataca. Causa disminucién de la fotosintesis en el area afectada,

incrementa la respiracion y transpiracion disminuye su crecimiento y reduce la

Brenda Karen Hernandez Urbina 9



Efectividad in vitro de extractos acuosos de Allium sativum y Cinnamomun zeylanicum frente a Botrytis cinerea
proveniente de Rosa hybrida

productividad de 20 a 40 %, pero rara vez mata a su huésped (Ferrer y Palomo,

1986).

Forma apresorios superficiales y haustorios que penetran a través de la cuticula e
ingresan a las células epidérmicas (Agrios, 2005). Los sintomas de la enfermedad
se desarrollan rapidamente en los tejidos aéreos, pero las hojas y los brotes son los
mas afectados (Rankovic y Comic, 1997; Xu, 1999). Los primeros indicios surgen
sobre las hojas jévenes como areas elevadas ligeramente, a menudo rojizas, donde
se formaran los signos de la enfermedad con aumento de polvo blanquecino en el
envés y el haz de la hoja. En condiciones favorables, la colonizacion se extiende
por toda la hoja, por lo que parece retorcida o curvada; las hojas maduras podrian
no presentar los sintomas de la enfermedad, pero pueden presentar areas circulares
e irregulares cubiertas por el hongo y causar su abscision prematura (Horst y Cloyd,
2007) o distorsibn menor de las hojas maduras que con el tiempo se necrosan

(Agrios, 2005; Whitaker y Hokanson, 2009).

2.4.3. Roya (Phragmidium mucronatum)

La roya es otra enfermedad de importancia entre los productores de rosal. Bajo
condiciones de invierno, a temperaturas promedio de 20 a 22 °C y humedad relativa
superior al 85 % se favorece su desarrollo y diseminacion. El hongo aparece como
postulas anaranjadas en el envés de las hojas mismas que contienen las teliosporas
gue dan origen a las basidiosporas las cuales son transportadas por el viento e

infectan hojas y a otras partes de la planta (Dominguez, 1993).
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Como parte del manejo del patégeno se recomienda ventilacion apropiada al final
del dia ayuda a prevenir su incremento y dispersion. Cabe sefialar que este
patogeno y D. rosae, son mas frecuentes en campo abierto, a menos de que se
tengan dentro del invernadero plasticos rotos con escurrimientos excesivos de agua

(Bafiuelos, 2013).

2.4.4. Mancha negra (Diplocarpon rosae)

El hongo pasa el invierno en forma de micelio sobre hojas caidas que previamente
fueron infectadas; en la primavera los conidios se dispersan a traves de
salpicaduras de agua. Se desarrolla formando acérvulos y conidios en la superficie
de la hoja; la infeccién primaria de las hojas es causada por la penetracion directa
de conidios, el agua formada por el rocio sobre las hojas es suficiente para que el
conidio germine y penetre directamente en la epidermis de hojas y tallos. En

condiciones de 15 a 25 °C los conidios pueden germinar en 9 horas.

Los sintomas consisten en manchas de color marrén oscuro a negro que
inicialmente se presentan como puntos pequefios y luego aumentan de tamaiio,
aparecen en el haz de las hojas y en tallos jovenes, las infecciones severas en hojas
causan defoliaciéon (Allum et al., 2010). Para su manejo el follaje infectado debe
eliminarse; ademas, se debe mantener humedad relativa inferior a 75 % (Suarez,

2006; Smith et al., 1992).
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2.5. Moho o podredumbre gris causado por Botrytis cinerea

2.5.1. Clasificaciéon taxonémica

De acuerdo con Kirk (2019), B. cinerea (fase sexual Botryotinia fuckeliana (de Bary)
Whetzel) es un hongo que pertenece al reino Fungi, filo Ascomycota, clase
Leotiomycetes, orden Helotiales, familia Scleritiniaceae, género Botrytis y especie

cinerea.

2.5.2. Caracteristicas morfologicas de B. cinerea

La morfologia de B. cinerea y la funcidon de cada una de sus estructuras le permite
infectar a su hospedero, por lo que conocer al patégeno es la clave para poder
establecer estrategias de manejo (Holz et al., 2007). Entre estas se encuentran:

micelio, conidios, conidiéforos, clamidosporas y esclerocios.

El micelio cumple una doble funcién: I) como estructura de propagacion a través de
restos vegetales (tallos y hojas) infectados y Il) como estructura de resistencia
(Gessler y Jermini, 1985). Esta conformado por un conjunto de filamentos septados
cilindricos (hifas), los cuales al inicio de su formacion tienen apariencia hialina (de
aspecto transparente) y con el paso del tiempo se tornan a un color gris o marrén.
La coloracién y tamarfio de las hifas dependen en gran parte de las condiciones de

desarrollo del hongo (Mohsin, 1990).
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Los conidios son considerados como propagulos de corta vida en el campo, su
supervivencia estd determinada por temperaturas extremas, la disponibilidad de
humedad, actividad microbiana y exposicion a la luz solar (Coley-Smith, 1980). Los
conidioforos son estructuras que surgen de las hifas, aunque también pueden
hacerlo a partir de los esclerocios. Estos consisten en un microfilamento recto en su
base que se ramifica de manera alterna y en mayor medida en la region apical. En
el extremo terminal de dichas ramificaciones se forman engrosamientos o vesiculas
globosas de donde surgen los conidios, los cuales estdn separados del conidi6foro

por un septo transversal (Fernandez, 2006).

Las clamidosporas son células de aspecto hialino de alta variabilidad de forma y
tamafio, se consideran estructuras de resistencia que se forman a partir de la
transformacion de algunas partes de micelio y son liberadas por la desintegracién
de las hifas. Bajo condiciones de humedad y sin nutrientes germinan dando lugar a
microconidios que permanecen en estado latente hasta que se tienen los nutrientes
necesarios para germinar y originar hifas de penetracion e iniciar el ciclo

nuevamente (Holz et al., 2007).

Los esclerocios son considerados como las estructuras de mayor importancia
involucradas en la supervivencia y reproduccion del hongo, dentro se encuentra
pigmentos melanicos y reserva de nutrientes; pueden sobrevivir bajo condiciones
ambientales adversas y producir estructuras llamadas apotecios, que corresponden
a la fase sexual, las cuales tienen una considerable capacidad de producir conidios.

La formacion de los apotecios esta influenciada por varios factores, tales como: la
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temperatura, luz, pH y la composicion del tejido sobre el cual se desarrollan (Carbu,

2006; Holz et al., 2007).

2.5.3. Condiciones Optimas para el desarrollo de B. cinerea

La temperatura 6ptima para el desarrollo de B. cinerea es de 15 a 25 °C, la maxima
de 35.5 °C y la minima cercana a 0 °C. Es favorecido por humedad relativa superior
al 85 % o abundante agua que puede estar dada por lluvia, rocio o densa neblina

(Orellana, 2013).

Sin condiciones favorables puede invernar como esclerocios y micelio de resistencia
sobre plantas vivas y restos vegetales. El micelio de resistencia tendra la capacidad
de reproduccion y diseminacion, por lo que es una fuente de indculo importante para
la siguiente temporada (Agrios, 2005). De acuerdo con Agrios (2005) bajo

condiciones favorables los esclerocios pueden evolucionar de dos formas:

I. En forma de apotecios que encierran las ascas y ascosporas (reproduccion
sexual).

II. En forma de conidiéforo (portador de conidios) que es la evolucidn mas
frecuente (reproduccién asexual). En este caso el inéculo primario son los

conidios, que son liberadas gracias a mecanismos higroscopicos.

2.5.4. Proceso de infeccién

Los patdégenos que llegan a depositarse sobre una hoja deben penetrar o evadir

barreras fisicas de proteccion de la planta, entre las cuales esta la cuticula del
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hospedero, que se compone de cutina cubierta por cera. Benito et al. (2000)

describen cuatro fases como parte del proceso de infeccion (Figura 1):

Adhesién y germinacion de los conidios sobre la superficie del huésped.

Penetracion del tejido vegetal a través de heridas, aberturas naturales, o

mediante la participacion de distintas actividades enzimaticas.

Establecimiento del patégeno en la zona de penetracion, determinando la
muerte de las células adyacentes al punto de penetracion como

consecuencia de mecanismos de defensa de la planta.

Las lesiones primarias del patdbgeno se manifiestan en el tejido vegetal
circundante continuando con la colonizacién y la maceracion del tejido
infectado en un breve periodo de tiempo, seguido de una nueva generacion

de conidios con potencial de iniciar un nuevo ciclo de infeccion.

Se cree que los apresorios secretan enzimas como cutinasa y lipasa, esto para

romper la cuticula de la superficie de las hojas y asi penetrar en el tejido. Una vez

dentro del tejido provoca la muerte celular por medio de moléculas toxicas y enzimas

liticas. El objetivo del patdbgeno no es provocar la muerte del hospedero sino

descomponer la biomasa de la planta y convertirla en parte de su biomasa (Van

Kan, 2006).
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Figura 1. Ciclo biolégico de Botrytis cinerea (fuente: Agrios, 2005).

2.5.5. Medios de dispersién

Los conidios de B. cinerea son las estructuras de dispersion por excelencia, el
mecanismo por el cual el viento los dispersa se divide en tres fases: liberacion,
transporte y deposicion. La liberacion da lugar al desprendimiento de los conidios
del conidiéforo por medio del viento o por salpicaduras del agua de lluvia. Una vez
liberados, el viento transporta los conidios, de manera que conforme aumenta la

velocidad del viento, mayor va a ser la concentracion de conidios en la atmésfera
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(Figura 2). La distancia a la que son depositados depende de la velocidad del viento

y de la posicidn de la fuente de in6culo (Holz et al., 2007).

La liberacion de los conidios conlleva dos procesos: precipitacion e impacto, ambos
influenciados por la fuerza del viento. La precipitacion es el proceso mediante el
cual los conidios descienden bajo la influencia de la gravedad. El impacto implica el
choque entre el conidio y la superficie del huésped depositandose de forma

individual y no agrupada (Holz et al., 2007).

Los conidios también pueden ser dispersados por los insectos al quedar atrapados
entre los segmentos de su cuerpo, como la cuticula, alas y apéndices locomotores.
Asi, por ejemplo, se han aislado conidios de la mosca del vinagre (Drosophila
melanogaster Macquart), la polilla de la vid (Lobesia botrana Denis & Schiffermdiller),
el trips de Nueva Zelanda (Thrips obscuratus Crawford J. C.) y la mosca del
Mediterraneo (Ceratitis capitata Wiedemann). Incluso pueden permanecer viables

después de ser ingeridos por los insectos y atravesar su tubo digestivo (Holz et al.,

2007).
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Figura 2. Medios de dispersion de Botrytis cinerea (fuente: Agrios, 2005).
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2.2.6 Dafos causados por B. cinerea

Se estima que alrededor del 20 % de las cosechas mundiales, entre las que se
incluyen ornamentales, frutales, hortalizas, semillas, bulbos, tallos, hojas, flores y
raices son afectadas por B. cinerea, lo que conduce a una inversion de billones de
euros anuales para su manejo (Genoscope, 2008). Este patdégeno afecta a mas de
235 especies entre los que incluye amplio nimero de plantas ornamentales entre

ellas la rosa (Perryman et al., 2002).

En el cultivo de rosa el dafio mas grave ocurre en el almacenamiento o durante el
transporte. Las infecciones pueden no ser visibles en el momento del corte de la
flor, pero se desarrollan rapidamente con las condiciones de humedad que se
encuentran en el almacenamiento durante el transporte, ya que en las cajas se
mantienen altos niveles de humedad que proporcionan las condiciones ideales para

su desarrollo (Horst y Cloyd, 2007).

Durante los periodos de clima humedo continuo y bajas temperaturas, los brotes
florales de rosas cultivadas al aire libre no abren y se cubren con el crecimiento
micelial pardo grisaceo del fitopatdégeno. Las yemas infectadas pueden marchitarse
y se desarrollan lesiones lisas, ligeramente hundidas, de color grisaceo que se
extienden hacia abajo desde el tallo hasta la base de la yema. El dafio en las rosas
de invernadero puede ser similar al de las rosas cultivadas al aire libre;
generalmente, aparecen pequefias manchas en los pétalos infectados, y las puntas

o lados de los pétalos se vuelven marrones y suaves. En algunos casos, pueden
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aparecer numerosas manchas circulares, marrones con apariencia de ampollas

sobre la superficie de los pétalos (Horst y Cloyd, 2007).

Las infecciones son especialmente evidentes en cultivares con flores blancas. Tanto
en el invernadero como en las rosas cultivadas a cielo abierto el patégeno puede
infectar los extremos del tallo de los que se han cortado las flores o las heridas que
se hicieron al momento de podar. En Ultima instancia, estas infecciones resultan en
el deterioro de los tallos. Los tocones que quedan después de la poda no deben
tener mas de 6 mm de longitud para fomentar la formacién de callos (Horst y Cloyd,

2007).

Los sintomas pueden desarrollarse en cualquier tejido con heridas y cuando las
condiciones de humedad y temperatura son propicias para su desarrollo. Si las
condiciones son favorables en la primavera, a menudo se infectan nuevos tallos en
los nodos. En los invernaderos de propagacion, el hongo puede ingresar a través
de las heridas y matar pequefias ramas o todo el corte. Las areas afectadas de las
plantas a menudo se cubren con un crecimiento de micelio pardo grisaceo y masas

de conidios grises en el aire (Horst y Cloyd, 2007).

2.6. Métodos de manejo de B. cinerea

Uno de los problemas mas recurrentes en el manejo de los fitopatdégenos es que se
realiza cuando la enfermedad es evidente, dejando a un lado las practicas mas
importantes que son el monitoreo y prevencion de las infecciones (Ghorbani et al.,

2008). En la actualidad, el manejo que se lleva a cabo en el campo incluye medidas
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culturales tendientes a reducir las fuentes de in6culo o evitar condiciones
predisponentes para el desarrollo de las enfermedades, asi como la rotacion de
cultivos, medidas higiénicas, baja densidad de plantacién y manejo quimico. Los
métodos fisicos y quimicos ayudan a proteger a las plantas contra el in6culo del

patégeno y a curar una infeccion en desarrollo (Agrios, 2005).

Las medidas cuarentenarias ayudan a prevenir, erradicar o eliminar a los patégenos
de sus hospedantes de cierta area geografica (Agrios, 2005). Todo lo anterior se
debe seguir a lo largo del proceso productivo para cuidar la calidad de los productos,
sin dejar a un lado la proteccién ambiental y el bienestar del ser humano (Carba,

2006).

De igual forma se utilizan microorganismos como agentes de manejo bioldgico
(Agrios, 2005), asi como la evaluacion de extractos vegetales acuosos esta siendo
estudiada (Gonzalez-Martinez et al., 2017; Montes et al., 2000). En términos
generales, la mayoria de los métodos de manejo evitan que las plantas entren en
contacto con el patdégeno; ademas, permiten reducir su abundancia en las plantas,

en un campo o un area geografica determinada (Agrios, 2005).

2.6.1. Manejo cultural

Se recomienda cortar y quemar los tallos y flores infectados tan pronto como tiendan
a inclinarse, para evitar nuevas infecciones los tallos que sostienen a las yemas
enfermas deben cortarse varios centimetros debajo de éstas (Romero, 1996). En

cultivos de flores bajo invernadero se sugiere buen manejo en la instalacion de
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aperturas cenitales y cortinas (especialmente si se presenta humedad relativa
mayor al 90 %), eliminacién de botones de mala calidad, manejo de ventiladores y
calefaccion, limpieza de residuos de podas, adecuada plantacién, eliminacién de
arvenses que puedan ser fuente de inoculo, evitar el uso de grandes caudales y
riegos frecuentes, ademés de aplicaciones de cal al suelo (Latorre, 2013; Agrios,

2005).

2.6.2. Manejo quimico

En la floricultura, el manejo de las enfermedades fungosas normalmente se realiza
con la aplicacion repetida de funguicidas, los cuales estan elaborados a base de
ingredientes activos toxicos para el aplicador y ademéas afectan al ambiente;
ademas, este método incrementa los costos de produccion. Lo anterior conduce a

la necesidad de utilizar implementos de proteccién personal (Mendoza et al., 2005).

Un fungicida puede definirse como un compuesto que mata o inhibe el crecimiento
de un hongo (Mendoza, 2002). Los fungicidas pueden clasificarse como: protectores
o de contacto, erradicantes y sistémicos. Entre los fungicidas mas utilizados
destacan el benomilo, carbendazim, captan, diclofuanida, iprodiona, vinclozolin,
procymidona, tiabendazol, tiofanato de metilo, metalaxil, clorotalonil, entre otros
(Camacho, 2009) . Por otra parte, la gran adaptabilidad de las cepas del hongo a
los productos comerciales ha conllevado a la aparicion de cepas de B. cinerea
resistentes (Carbd, 2006), lo que ha hecho necesario un cambio continuo de

fungicidas y un incremento considerable de las dosis, con el consiguiente riesgo de
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persistencia de estos productos en el suelo, y la aparicién de cepas resistentes (Van

den Bosch et al., 2011).

2.6.2.1. Antecedentes de resistencia a fungicidas de B. cinerea

El desarrollo de resistencia de B. cinerea a fungicidas hace mas dificil su manejo, a
pesar de la gran cantidad de alternativas de productos e ingredientes activos que
se encuentran disponibles. El fendmeno de resistencia es provocado en gran
medida por el uso repetido de ingredientes activos y dosis inadecuadas; un factor
gue agrava la situacién es no considerar los antecedentes de resistencia de las
cepas locales, lo que conduce a disefiar programas de manejo inapropiados y poco

eficientes (Esterio y Auger, 1997).

Ponce-Gonzalez y colaboradores (2002) determinaron que aislamientos de B.
cinerea obtenidos de Rosa hybrida, Gladiola sp. y Gerbera sp. del municipio de Villa
Guerrero, Estado de México, presentan resistencia a los funguicidas tiabendazol y
benomil a dosis de 1y 0.63 g L%, respectivamente. Ademas, en su investigacion
obtuvieron la CEso y CEgs de ambos funguicidas, con benomil los resultados
indicaron que un aislamiento sensible tuvo una CEso de 0.055 ug mL* y una CEogs
de 0.49 uyg mL%, el factor de resistencia para la CEso se encuentra entre 4,555.18 y
15,120.45, en cambio con la CEgs se ubico entre 24,980.63 a 37,303.24; en
comparacion con una aislamiento sensible a tiabendazol presentdo una CEso de
0.028 ugemL* y una CEgs de 0.327 ug mL* en este caso el factor de resistencia

para la CEso se encuentra entre 3,160.00 a 4,440.42 y para la CEgs de 8,653.43 y
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33,146.78. Los resultados obtenidos confirman la resistencia del hongo a benomil y

tiabendazol.

Camacho (2009), determiné la sensibilidad in vitro a funguicidas de cepas de B.
cinerea colectadas en los municipios de Coatepec Harinas, Tenancingo y Villa
Guerreo. Los ingredientes activos evaluados correspondieron a los mas utilizados
en la region en estudio, estos fueron: procloraz, tiabendazol, iprodiona, clorotalonil
y metalaxil-m, este ultimo solo se evalu6 para Coatepec Harinas; la dosis evaluadas
fueron las recomendadas por el fabricante: 2.5, 1, 1.5, 3.25 y 3.75 mL LY,
respectivamente. Los resultados mostraron que con tiabendazol, procloraz e
iprodiona las cepas de los tres municipios ho muestran sensibilidad alguna; por otro
lado, con metalaxil-m las cepas si presentaron sensibilidad. De acuerdo con los
resultados reportados por la autora, se concluye que en la zona existen cepas de B.
cinerea que se han vuelto resistentes a los funguicidas utilizados con mayor

frecuencia en la region.

Recientemente, Lopez (2019) determing la efectividad in vitro de tiabendazol sobre
cepas B. cinerea Pers. Fr. colectadas por Camacho (2009) en los municipios de
Tenancingo (cepa TBc2) y Villa Guerrero (cepa VBcl). El ingrediente activo
estudiado fue tiabendazol; las dosis de ingrediente activo evaluadas para VBcl
fueron 0.00, 0.024, 0.075, 0.23, 0.7 y 0.958 g L%; para la TBc2 se utilizaron 0.00,
0.0089, 0.05, 0.1181, 0.2792, 0.66 y 1.56 g L. Los resultados mostraron que para
la cepa VBcl la DLsofue de 0.0576 g dei. a. L'ty la DLos de 6.0476 g de i. a. L™! por
lo cual para alcanzar una mortalidad del 95 % se requiere 907.94 % mas de

ingrediente activo de lo recomendado por el fabricante. Para la cepa TBc2 la DLso
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fue de 0.0395 g dei. a. L'y la DLes de 0.8673 g de i. a. L para lo cual se requiere
44.6 % mas de lo recomendado. De acuerdo con los resultados reportados por la
autora se concluye que el fungicida tiabendazol ha perdido efectividad contra cepas
de Botrytis cinerea aisladas de los cultivos de rosa provenientes de Tenancingo y

Villa Guerrero.

2.6.3. Manejo biolégico

La resistencia a fungicidas que ha desarrollado B. cinerea hace mas dificil su
manejo, razon por la cual se utilizan microorganismos como agentes de manejo
biol6gico dentro de los cuales se encuentran Bacillus subtillis (Ehrenberg) Cohn,
Trichoderma harzianum Rifai y Trichoderma viride Pers (Carbu, 2006; Lehmann-
Danzinger, 2004; Lisboa, 2003). Los métodos bioldgicos y algunos culturales
ayudan a mejorar la resistencia del hospedante o favorecen el crecimiento de

microorganismos antagonistas (Agrios, 2005).

A raiz de las consecuencias del uso excesivo de los agroquimicos, ha surgido la
necesidad de buscar y analizar alternativas que permitan manejar las enfermedades
de las plantas y reducir el impacto negativo que generan sobre el ambiente. Es asi
como se han desarrollado productos de origen biolégico, basados en la utilizacion
de microorganismos aprovechando las interacciones que permiten el manejo de
plagas o enfermedades por competencia, nutrientes, espacio, antibiosis y

parasitismo (Murillo y Salazar, 2011).
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En los ultimos afios el manejo biolégico ha sido objeto de estudio y ha demostrado
su efectividad con microorganismos antagonistas como bacterias, levaduras y
hongos los cuales tienen la capacidad de ejercer un efecto de manejo bioldgico

sobre diferentes patégenos de interés (Hernandez et al., 2007).

Investigaciones con Trichoderma harzianum y T. viridae; en fruto de uva (Vitis
vinifera), controlaron parcialmente a B. cinerea in situ, el resultado se debio al efecto
de competencia por espacio y nutrientes (Guédez et al., 2009). Por otra parte, la
rotacion semanal de Gliocladium roseum, Bacillus subtilis, Pseudomonas spp.,
Streptomyces spp., Trichoderma inhamatum y Cladosporium oxysporum disminuyo
la severidad del patégeno en un 46 a 64 % en hojas y pétalos de Rosa hybrida

(Tatagiba et al., 1998; Orellana, 2013).

Molina y colaboradores (2006), realizaron la seleccion de hongos antagonistas para
el manejo bioldgico de B. cinerea en viveros forestales en Chile. El estudio consistio
en seleccionar hongos antagonistas a B. cinerea mediante ensayos in vitro y de
invernadero, los potenciales antagonistas los obtuvieron a partir de colectas en
viveros forestales, utilizaron 71 cepas de hongos de las cuales evaluaron su
capacidad para reducir la colonizacion y esporulacion del patbgeno. Como resultado
obtuvieron que cuatro cepas de Trichoderma, tres de Clonostachys, cuatro de
Pencillium, una de Cladosporium y otras ocho de hongos no identificados redujeron
significativamente la colonizacién y esporulacion del patégeno, por lo cual estos
resultados permiten concluir el potencial de los antagonistas seleccionados en el

manejo de la enfermedad.
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Lisboa (2003), realiz6 una investigacion sobre la efectividad de Bacillus subtilis y de
una cepa nativa de Trichoderma harzianum sobre la incidencia y severidad de
pudricion gris en Vitis vinifera Marshall. El estudio se llevé a cabo en plantas de vid
cv. Sauvignon Blanc, fueron asperjadas en los estados susceptibles de floracion,
apriete y/o pinta con Trichoderma harzianum cepa nativa de Queule y Serenade®
WP (Bacillus subtilis). Los resultados mostraron que la incidencia alcanzada por los
racimos del testigo fue de 35y 75 % de las bayas de los racimos infectadas con el
hongo; sin embargo, los tratamientos con Trichoderma y Bacillus fueron efectivos
en reducir la incidencia Botrytis cuando fueron aplicados en la floracion, apriete y

pinta.

Merchan-Gaitan y colaboradores (2014), realizaron un estudio para proponer
estrategias de manejo de B. cinerea en fresa (Fragaria sp.) los tratamientos
evaluados fueron: el producto comercial Tricho D® (T. harzianum) en concentracion
de 1 x 108 conidios g* en una suspensiéon de 5 g L'! de agua, el producto comercial
Mycobac® (T. harzianum) en concentracion de 2 x 107 conidios g*! en una
suspension de 25 g L de agua, iprodiona a la dosis de 1.5 mL L y un testigo.
Como resultados, obtuvieron que la incidencia de la enfermedad en el tratamiento
testigo fue del 60 %, con iprodiona fue de 46.66 % mientras que para los
tratamientos con T. harzianum y T. lignorum alcanzé 33 %, lo que indica un manejo
mayor de los antagonistas en comparacién con el quimico sobre la enfermedad. En
cuanto a la severidad, los tratamientos con T. harzianum y T. lignorum redujeron
significativamente en un 32 % el desarrollo del patdégeno en la planta. La masa

fresca de frutos mostr6 diferencias significativas cuando se aplico T. lignorum, ya
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que este tratamiento obtuvo los frutos mas grandes y con mayor tonalidad roja. La
aplicacion de Trichoderma sp. estimulé frutos con mayor firmeza en las dos
variedades lo que indica que estos frutos soportan mejor la manipulacién

poscosecha y el almacenamiento.

2.6.4. Manejo a través de metabolitos secundarios de plantas

Las plantas han sido capaces de protegerse de las plagas por si mismas antes de
gue el hombre jugara un rol activo en su proteccion (Wilson et al., 1999). Se conoce
que sintetizan gran variedad de metabolitos secundarios relacionados con los
mecanismos de defensa. Desde el punto de vista bioquimico, han desarrollado dos
tipos de compuestos que tienen que ver con su defensa al ataque de los hongos:
los llamados compuestos antifungicos constitutivos o inhibitinas, los cuales existen
en las plantas estructuralmente para detener la invasion de diversas especies de
hongos, y las fitoalexinas que se producen como respuesta a la infeccién de
patbgenos mas especificos por reacciones bioquimicas rapidas como la hidrdlisis

enzimatica (Grayer y Harborne, 1994; Darnetty et al., 1993).

El proceso para obtener metabolitos secundarios de los extractos vegetales es
variable; se pueden obtener extractos acuosos (Bautista et al., 2002), polvos
(Bautista et al., 2003), o utilizar otros disolventes para obtener diferentes

compuestos, segun su polaridad (Abou-Jawdah et al., 2002).

I. Extracto acuoso: extracto con olor caracteristico, obtenido a partir de

materia prima desecada o fresca de origen vegetal, por maceracion o
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percolacibn en contacto con agua, seguida de la eliminacién por un
procedimiento fisico (Gonzalez, 2004). De estos extractos se obtienen
metabolitos secundarios como saponinas, taninos, azlUcares reductores y
flavonoides (Mena et al., 2015).

Extracto en polvo: para su obtencion en forma de polvo, se emplea el
secado por aspersion por ser un método de secado que preserva los
componentes naturales presentes en estos productos (Sharapin, 2000). El
secado por aspersion es una extension del proceso de evaporacion en el cual
se retira casi todo el liquido de una solucion de un sélido no volatil en un
liquido. También se dice que este proceso es una operacion de transferencia
simultdnea de calor y masa (Perry, 1998).

Extracto etandlico: extracto con olor caracteristico, obtenido a partir de
materia prima desecada de origen vegetal, por maceracion o percolacion en
contacto con etanol, seguida de la eliminacion de dicho solvente por un
procedimiento fisico. Estos procesos pueden ser sometidos a determinadas
operaciones para eliminar algunos de sus componentes y asi mejorar
notablemente la calidad del producto deseado (Gonzalez, 2004). De este
extracto se pueden obtener aceites esenciales, fenoles, alcaloides,
flavonoides y saponinas (Urdaneta et al., 2013)

Aceites esenciales: son metabolitos secundarios aislados de las plantas, en
los cuales destacan algunos, muy especiales, de amplio uso en diversas
ramas de la industria, medicina y en muchos productos empleados en la vida

cotidiana (Stashenko, 2009). ElI material vegetal (planta aromatica), al ser
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sometido al vapor de agua, libera una mezcla odorifera liquida (aceite
esencial) de una gran variedad de sustancia volétiles, que recuerdan el olor
en forma muy concentrada de la misma planta. Esta mezcla puede tener
desde 50 hasta 300 sustancias quimicas y estd compuesta por hidrocarburos
terpénicos, sus derivados oxigenados, alcoholes, aldehidos y cetonas, asi
como éteres, ésteres, compuestos fendlicos, fenilpropanoides y otros
derivados (Camargo y Rodriguez, 2008).

Lo que mas los caracteriza es su olor, generalmente agradable, intenso,
tipico de la fragancia de la planta, fruta o de la madera de la cual proviene

(Stashenko, 2009).

Diversos productos derivados de las plantas han mostrado un efecto antimicrobiano.
Entre estos compuestos destacan los flavonoides, fenoles, terpenos, aceites
esenciales, alcaloides, lectinas y polipéptidos. Sus mecanismos de accién son
variables; por ejemplo, la toxicidad de los fenoles en microorganismos se atribuye a
inhibicion enzimatica por oxidacion de compuestos. El modo de accién de los
terpenos y aceites esenciales no ha sido dilucidado por completo, pero se postula
que pueden causar rompimiento de la membrana a través de los compuestos
lipofilicos. De los alcaloides se ha postulado que se intercalan con el ADN, y de las
lectinas y polipéptidos se conoce que pueden formar canales idnicos en la
membrana microbiana o causar la inhibicion competitiva por adhesion de proteinas

microbianas a los polisacéaridos receptores del hospedero (Cowan, 1999).
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Montes y colaboradores (2000), evaluaron 206 especies vegetales contra 26
especies de hongos fitopatdgenos, y encontraron que entre 32y 51 % de las plantas
evaluadas interactuaban con los hongos y causaban desde estimulacién biolégica
hasta inhibicion total. Si se considera que la mayoria de los compuestos obtenidos
de las plantas son biodegrables e inocuos; en México se encuentran
aproximadamente 10 % de las especies de plantas superiores del mundo y mas de
40 % de ellas son habitantes exclusivas del pais (CONABIO, 1998), resulta
conveniente explorar el potencial de empleo de sus extractos vegetales para

controlar las enfermedades postcosecha, entre estas B. cinerea.

2.6.5. Extracto acuoso de ajo

El ajo (Allium sativum) posee un alto contenido de compuestos fendlicos, polifenoles
y fitoesteroles; también presenta contenido moderado de selenio y germanio
(Bender-Bojalil y Barcenas-Pozos, 2013). Entre los compuestos azufrados que
predominan se encuentran la alixina, alicina, aliina, adenosina, alil metano
tiosulfinato, dialil disulfuro, dialil trisulfuro, alil metil triosulfinato, S-alil
mercaptocisteina, 2-vinil-4H-1,2-ditina y 5-alilcisteina. De igual forma contiene
aminodacidos entre los cuales se encuentran: acido aspartico, asparagina, alanina,
arginina, histidina, metionina, fenilalanina, leucina, serina, treonina, prolina,

triptéfano y valina (Ramirez-Concepcion et al., 2016).

En diversas preparaciones se ha demostrado que la alicina presenta un amplio

espectro de actividad antibacteriana contra bacterias gram positivas y gram
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negativas como Salmonella, Escherichia coli, Staphylococcus, Streptococcus,
Klebsiella, Proteus, Bacillus, Clostridium y Mycobacterium tuberculosis (Ledezma 'y
Apitz-Castro, 1998). Muchos hongos, incluidos Candida, Torulopsis, Trichophyton,
Cryptococcus, Aspergillus, Trichosporon y Rhodotorula, Aspergillus niger, C.
albicans y Paracoccidiodes han mostrado ser sensibles a los compuestos del ajo a
través de la disminucién del consumo de oxigeno, lo que provoca reduccién del
crecimiento del organismo e inhibiendo la sintesis de lipidos, proteinas y acidos

nucleicos, que ocasionan dafios a las membranas (Ghannoum et al., 2004).

Aguirre y colaboradores (2012), evaluaron el efecto fungicida de extractos acuosos,
alcohdlicos e hidrodestilados in vitro de eucalipto (Eucalyptus globulus), ajo (Allium
sativum) y crisantemo (Chrysanthemum cinerariaefolium) para el manejo de B.
cinerea, P. mucronatum y S. pannosa; las concentraciones evaluadas fueron 25, 50,
75y 100 %. El efecto fungicida de los extractos vegetales sobre el halo de inhibicién
en B. cinerea, conidios afectados en P. mucronatum y S. pannosa fue variable. Los
extractos que mostraron mejor eficiencia fungicida frente a B. cinerea fueron el
extracto alcohdlico de eucalipto al 100 %, el extracto alcohdlico de ajo al 75y 100
% y el extracto alcohdlico de crisantemo al 25 y 50 %. Al cuarto dia de incubacion
presentaron un halo de inhibicion promedio de 7.94, 10.40 y 6.94 mm

respectivamente.

Campa-Siqueiros y colaboradores (2017), evaluaron la incidencia de la pudricién
gris causada por B. cinerea en uva de mesa por efecto de volatiles de extracto de
ajo, los tratamientos consistieron en el extracto de ajo (EHA) y compuestos del

mismo como la alicina, dialilsulfuro (DADS) y dialil trisulfuro (DATS). Los racimos de
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uvas se expusieron a los compuestos volatiles emitidos por el EHA, DADS, DATS y
alicina. Los resultados mostraron que los volatiles emitidos por alicina y DADS
tienen menor efecto que el EHA y DATS los cuales inhibieron de manera similar el
desarrollo de la enfermedad en los racimos durante 14 dias a 4 y 25°C, presentando

una mejor efectividad a bajas temperaturas.

2.6.6. Extracto acuoso de canela

En Centroamérica los arboles de canela (Cinnamomum zeylanicum) producen 28
compuestos que inhiben y destruyen tanto hogos como oomycetes y bacterias
(Mercier y Jiménez, 2004). La corteza de su tallo produce altas concentraciones de
aldehido cindmico, en sus hojas predomina el eugenol y en la corteza de sus raices

predomina el camfor (Senanayake et al., 1978).

Cabe sefialar que el aldehido cinamico es un compuesto fenélico admitido como
seguro para su uso en alimentos y es utilizado como saborizante (Silva-Espinoza et
al, 2013). Dicho componente antimicrobiano no solo exhibe una actividad
antibacterial sino que también inhibe el crecimiento de hongos y la produccion de
micotoxinas (Hitokoto et al., 1980). La canela al 50 % utilizando la técnica de
extraccion de hidrolato, purin y presurizado, reduce el crecimiento micelial de B.
cinerea in vitro, al igual que la esporulacién y formacion de esclerocios (Velosa et

al., 2003).

Wilson et al. (1997), demostraron que el extracto de canela a concentraciones de

1.56 a 100 % presenta actividad antifungica en el crecimiento micelial de B. cinerea.
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Soliman y Badeaa (2002), reportan que los aceites esenciales a 500 ppm inhibieron
totalmente el desarrollo micelial de Aspergillus flavus, A. parasiticus, A. ochraceus

y Fusarium moniliforme.

Pazmifio-Miranday colaboradores (2017), evaluaron el efecto de los extractos hidro-
etandlicos de canela (Cinnamomum zeylanicum Blume) y cola de caballo
(Equisetum arvense L.) sobre la incidencia y severidad de B. cinerea en fresa;
evaluaron el efecto de la aplicaciéon de tres dosis (5, 10 y 15 mL L) y dos
frecuencias (cada 6 y 8 dias). El extracto de canela a una dosis de 15 mL L* a una
frecuencia de aplicacion de cada 6 dias fue el que mostré menor porcentaje de
incidencia en flores y frutos (10.24 y 24.43 %, respectivamente) de igual forma
mostro menor severidad en frutos (11.86 %) por lo cual concluyeron que el uso de
extractos hidro-etandlicos de canela podria ser una alternativa para el manejo de la

pudricién gris en cultivos de fresa.
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3. JUSTIFICACION

Botrytis cinerea es un hongo fitopatégeno de importancia econémica; ataca un gran
namero de cultivos entre los que destaca la rosa, cuyas afectaciones se presentan
principalmente en las flores, tanto en campo como en poscosecha. Por tal razén,
los productores realizan aplicaciones de fungicidas; sin embargo, estudios recientes
realizados con cepas del patégeno provenientes de la zona floricola del Estado de
México demuestran que el hongo ha desarrollado resistencia a ciertos ingredientes
activos, lo que conduce a aumentar las dosis recomendadas. Adicional a la
problemética anterior, se encuentran la contaminacion ambiental y los dafios a la

salud de los trabajadores expuestos directa e indirectamente a tales productos.

Por lo anterior, es necesario el estudio de estrategias de manejo amigables tanto
con el ambiente como con las personas que laboran en el area y los consumidores.
Una alternativa es la utilizacion de extractos acuosos de vegetales, que al ser de
origen natural tienen menos efectos dafiinos al ambiente y presentan resultados
satisfactorios para el manejo de enfermedades. Por lo que el objetivo de la presente
investigacion fue: determinar la efectividad in vitro de extractos acuosos de bulbos
de A. sativum, y corteza de C. zeylanicum sobre el crecimiento micelial de B.

cinerea.
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4. HIPOTESIS

Los extractos acuosos de A. sativum y C. zeylanicum inhibiran de forma diferencial

el crecimiento micelial in vitro en las cepas de B. cinerea VBcl y TBc2.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Determinar la efectividad biologica in vitro de extractos acuosos de bulbos de A.

sativum, y corteza de C. zeylanicum sobre el crecimiento micelial de B. cinerea.

5.2. Objetivos especificos

Determinar el crecimiento micelial in vitro de las cepas de B. cinerea VBcly TBc2,

con tres concentraciones de extractos acuosos de A. sativum y C. zeylanicum.

Comparar la respuesta in vitro de las cepas de B. cinerea VBcl y TBc2 frente a

extractos acuosos de A. sativum y C. zeylanicum.
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6. MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se llevé a cabo en el Laboratorio de Fitopatologia del
Centro Universitario UAEM Tenancingo, Carretera Tenancingo-Villa Guerrero, Ex
Hacienda Santa Ana, Tenancingo, Estado de México, Km 1.5, ubicado en la latitud

18.968336977758856 y longitud -99.61394297381273.

6.1. Material vegetal

El material vegetal que se utilizé fue: ajo (A. sativum) y canela (C. zeylanicum). El
ajo se obtuvo del mercado municipal de Tenancingo, Estado de México, y la canela
de un centro comercial del mismo municipio. En el caso del ajo se utilizé el bulbo
(L6pez-Benitez et al., 2005) y para el extracto de canela la corteza (Gonzalez-

Martinez et al., 2017).

6.2. Cepas de B. cinerea

Las cepas de B. cinerea que se evaluaron fueron la VBcl y TBc2, ambas
provenientes de la coleccion del laboratorio de Fitopatologia. Como antecedente se
tiene que fueron aisladas de botones florales de Rosa hybrida VBc1 proviene del
municipio de Villa Guerrero y TBc2 de la localidad de Santa Ana Ixtlahuatzingo,

Tenancingo, Estado de México.
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6.3. Preparacion de extractos acuosos (EA)

La elaboracion de los EA se realiz6 utilizando la metodologia propuesta por Vasquez
et al. (2013), con modificaciones. De cada especie vegetal se prepard una solucion
madre al 15 % (peso/volumen), mezclando el material en una licuadora doméstica

(Oster® modelo 6808-13) durante 5 minutos.

La mezcla obtenida se deposité en matraces Erlenmeyer y se colocé en un agitador
orbital (Skaker® modelo Sk-600) a 250 revoluciones por minuto (rpm) donde se
mantuvo durante 24 horas bajo condiciones de laboratorio (temperatura de 21 + 2

°C). Transcurrido ese tiempo se realizé un filtrado a través de una gasa estéril.

6.4. Preparaciéon del medio de cultivo con extractos acuosos a la

concentracion de 15,10y 5 %

Se preparé una solucién al 15 % (relacion p/v), a partir de la cual se ajustaron las
concentraciones del 5y 10 %; por separado se mezclaron con 39 g L* de medio de
cultivo papa, dextrosa, agar (PDA) (marca Bioxon®), enseguida se esterilizaron en
autoclave (All American®) durante 15 minutos a 121 °C, posteriormente se vaciaron

en cajas de Petri de cristal de 9 cm de diametro (Kimax®).

Una vez solidificado el medio de cultivo, bajo condiciones de asepsia se sembro6 en
el centro de cada caja de Petri un disco de medio de cultivo PDA de 8 mm de
didmetro con crecimiento micelial de Botrytis cinerea, de una colonia de 5 a 10 dias
de edad. El testigo consistid en la siembra del patdgeno en medio de cultivo PDA

sin extracto acuoso. Todas las siembras se mantuvieron dentro de una incubadora
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microbioldgica (Riossa®) a temperatura de 25 + 1 °C, bajo condiciones de

obscuridad.

6.5. Variables por evaluar

Con un marcador indeleble de punto fino, se trazé el area de crecimiento micelial
por el reverso de las cajas cuando al menos una caja del testigo lleno
completamente; este proceso se dio por concluido cuando al menos una repeticiéon

del testigo cubri6 el &rea total de medio de cultivo en la caja de Petri.

6.5.1. Area de crecimiento micelial

Una vez concluidas las marcaciones de las cajas de Petri, a cada repeticién se le
tomé una fotografia del reverso, con una camara fotografica (Canon®); y con el
apoyo del programa computacional Image J (version 1.43) se determiné el area de

crecimiento micelial.

6.5.2. Efectividad bioldgica

Se determiné la efectividad biol6gica de los extractos acuosos de ajo y canela a las

tres concentraciones utilizadas mediante la siguiente formula:

Po — Pc

Pr=——0{
"= 100—pc

100

Donde:
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Pr= Efectividad bioldgica (%)
Po= Mortalidad observada (%)

Pc= Mortalidad del testigo sin extracto acuoso (%)

6.6. Disefo experimental y analisis estadistico

Los analisis se efectuaron por cada cepa, para lo cual se establecié en un disefio
experimental completamente al azar con siete tratamientos y siete repeticiones.
Cabe sefialar que para asegurar la veracidad de los resultados se llevaron a cabo

dos replicas.

Los datos obtenidos del area de crecimiento micelial se analizaron con el programa
InfoStat (Version: estudiantil, 2013) aplicando un analisis de varianza y comparacion

de medias por medio de la prueba de Tukey (P<0.05).
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7. RESULTADOS

Se realizaron dos réplicas de los experimentos por cada una de las cepas de B.
cinerea (VBcl y TBc2), en las que de acuerdo con el andlisis de varianza no
existieron diferencias estadisticas significativas (P<0.05) (Anexos 1y 2). Debido a
esto, los resultados por cepa y extracto se analizaron como uno solo calculando el
promedio de cada repeticibn y enseguida se realizaron los analisis

correspondientes.

7.1. CepaVBcl

Con la cepa VBcl se presentaron diferencias estadisticas significativas (P<0.05) en
el area de crecimiento micelial, respecto al testigo. De acuerdo con el andlisis de
varianza no existen diferencias estadisticas (P<0.05) entre los extractos acuosos
(EA) de ajo y canela a las concentraciones de 15 y 10 %; no obstante, el EA de
canela al 15y 10 % present6 la mejor efectividad, ya que el crecimiento fue de 0y
1.1 cm?, respectivamente, lo cual significa que al aumentar la concentracion de este
EA el crecimiento de B. cinerea disminuye. Con los EA de ajo al 10, 15y 5 % se
registré un area de crecimiento de 3.3, 6.8 y 9.1 cm?, respectivamente, como puede
observarse, aun cuando no hubo diferencias estadisticas (P<0.05) entre estos, con
el EA de ajo al 10 % el crecimiento micelial fue menor que con la concentracion del

15 % (Cuadro 3).

En lo relativo a la efectividad bioldgica, con el EA de canela al 15y 10 % se presento

buen efecto, ya que fue del 100 y 96.5 %, respectivamente; a estos le siguieron los
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EA de ajo al 10, 15,y 5 %, y el de canela al 5 % con el 90, 78.9, 72 y 40.6 %,

respectivamente (Figura 3).

Cuadro 3. Area de crecimiento micelial in vitro de B. cinerea, cepa VBcl con
extractos acuosos de ajo y canela al 5, 10 y 15%, cinco dias después
de la siembra.

. Area de crecimiento micelial
Tratamiento

(cm2) *
Canela 15 % 002
Canela 10 % 112
Ajo 10 % 3.3ab
Ajo 15 % 6.8 2P
Ajo 5 % 9.1b
Canela 5 % 19.3°¢
Testigo 3254

*Cifras con literales diferentes indican diferencias estadisticas. Comparacion de medias Tukey (P <
0.05).
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96.5
90
78.9
72
I I ]

Canela 15% Canela 10% Ajo 10% Ajo 15% Ajo 5% Canela 5%
Tratamiento

100
90
80
70
6
5
4
3
2
1

o O O oo

Efectividad biolégica (%)

o

o

Figura 3. Efectividad bioldgica (%) de los extractos acuosos de canela y ajo a la
concentracion de 5, 10 y 15 %, frente a B. cinerea cepa VBcl

En cuanto a las caracteristicas culturales del patégeno, se presentaron diferencias
en la coloracion y textura del micelio dependiendo del EA y la concentracién. El
testigo presento crecimiento irregular, compacto y de coloracién grisacea. Todos los
tratamientos de EA de ajo presentaron crecimiento circular, compacto, de coloracion
blanquecina en los extremos de la colonia y en el centro de color grisaceo (Figura

4).

Con el EA de canela las caracteristicas culturales difirieron entre concentraciones;
con el 10 % present6 dos comportamientos: en ocasiones el micelio fue color gris 'y
crecio adherido al medio de cultivo y en otras de color blanco algodonoso. En la
concentracion del 5 % el crecimiento micelial fue blanco algodonoso con el centro

grisaceo (Figura 5).
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Figura 4. Crecimiento micelial in vitro de B. cinerea cepa VBcl, al dia cinco después de la siembra
en medio de cultivo con EA de ajo. (a) Testigo, (b) 15 %, (c) 10 %, (d) 5 %.
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Figura 5. Crecimiento micelial in vitro de B. cinerea cepa VBcl, al dia cinco después de la siembra en medio
de cultivo con EA de canela. (a) Testigo, (b) 15 %, (c) 10 %, (d) 5 %.
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7.2. CepaTBc2

Con la cepa TBc2 se presentaron diferencias estadisticas (P<0.05) en el area de
crecimiento micelial con los EA a las diferentes concentraciones, respecto al testigo.
De acuerdo con el analisis de varianza no existen diferencias estadisticas (P<0.05)
entre los EA de canela al 15y 10 % y ajo al 15 %; no obstante, de estos tres
tratamientos el EA de canela al 15y 10 % presento la mejor efectividad, ya que se
presentd crecimiento de 0 y 0.96 cm?, respectivamente, lo cual indica que al
aumentar la concentracion de canela disminuye el crecimiento B. cinerea. Con los
EA de ajo al 15, 10y 5 % se registré un area de crecimiento de 6.84, 12.51y 20 97
cm?, respectivamente, y de acuerdo con el andlisis de varianza no existen
diferencias estadisticas (P<0.05) entre las concentraciones del 15y 10 % de este

extracto (Cuadro 4).

En lo que respecta a la efectividad bioldgica con el EA de canela al 15y 10 % se
presentd buen efecto, ya que esta fue del 100 y 98.28 %, respectivamente; a estos
le siguieron los EA de ajo al 15, 10y 5 % y el de canela al 5 % con el 87.78, 77.65,

62.23 y 54.69 %, respectivamente (Figura 6).
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Cuadro 4. Area de crecimiento micelial in vitro de B. cinerea cepa TBc2 con los
extractos acuosos de ajo y canela al 5, 10 y 15%, cinco dias después de
la siembra.

_ Area de crecimiento micelial
Tratamiento

(cm?)

Canela 15 % 0.00@

Canela 10 % 0.96 @
Ajo 15 % 6.84 2P
Ajo 10 % 12.51 ¢
Ajo 5 % 20.97 cd
Canela 5 % 25.36 ¢
Testigo 55.97 ¢

*Cifras con literales diferentes indican diferencias estadisticas. Comparacion de medias Tukey (P <
0.05)

100 98.28

. 100 87.78
S 77.65
8 80 :
= 62.53
D
N} 54.69
S 60
2
T 40
k=]
=
S 20
L
L

0

Canela15%  Canela 10% Ajo 15% Ajo 10% Ajo 5% Canela 5%

Tratamientos

Figura 6. Efectividad bioldgica (%) de los EA de canela y ajo a la concentracion
de 5, 10 y 15 %, frente a B. cinerea cepa TBc2.
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En el medio de cultivo el patégeno presento diferencias en la coloracion y la textura
del micelio dependiendo del EA y la concentracion. El testigo presentd crecimiento
regular, ligeramente algodonoso y de coloracion café. Con todos los tratamientos
del EA de ajo se presento crecimiento circular algodonoso, de coloracion blanca en
los extremos de la colonia y en el centro tendiendo de gris y café obscuro (Figura

7).

En cuanto al EA de canela, claramente se puede observar que en la concentracion
del 15 % no se tuvo crecimiento alguno de micelio, al 10 % el crecimiento fue casi
nulo limitandose a los margenes del disco de PDA a partir del que se realizd la
siembra. Con la concentracion del 5 % la cepa mostré un crecimiento algodonoso,

de coloracion gris a café (Figura 8).
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Figura 7. Crecimiento micelial in vitro de B. cinerea cepa TBc2, al dia cinco después de la siembra en medio
de cultivo con EA de ajo. (a) Testigo, (b) 15 %, (c) 10 %, (d) 5 %.
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Figura 8. Crecimiento micelial in vitro de B. cinerea cepa VBcl, al dia cinco después de la siembra en medio
de cultivo con EA de canela. (a) Testigo, (b) 15 %, (c) 10 %, (d) 5 %.
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7.3. Comparacién de larespuestain vitro de B. cinerea, cepas VBcly TBc2

frente alos EA de ajo y canela

Al comparar el porcentaje de crecimiento micelial de las dos cepas de B. cinerea
frente a los EA de ajo y canela al 5, 10 y 15 %, se observaron diferencias

estadisticas significativas (P<0.05).

7.3.1. Comparacién de la respuesta in vitro del patégeno frente a los EA de
ajo

Los resultados muestran que la efectividad de los EA de ajo estuvo en funcién de la

cepa. Como se observa en el cuadro 5, el menor porcentaje de crecimiento micelial

para VBcl se present6 con el tratamiento del 10 % y para TBc2 con el 15 %, los

cuales crecieron 10 % y 12.2 %, respectivamente. Cabe sefalar que de acuerdo

con la comparaciéon de medias no presentaron diferencias estadisticas (P<0.05).

No se presentaron diferencias estadisticas (P<0.05) con las concentraciones de los
EA al 15 % con VBc1, 10 % con TBc2 y 5 % con VBc1, en las cuales se presento
crecimiento de 21.1y 22.4 y 28 %, respectivamente. La concentracion de menor
efectividad fue la del 5 % con TBc2, donde el crecimiento micelial fue de 36.5 %

(Cuadro 5).
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Cuadro 5. Porcentaje de crecimiento micelial de las cepas VBcl y TBc2 con los EA

de ajo.
_ i Porcentaje de crecimiento
Concentracion de EA de ajo Cepa o
micelial*
10 % VBcl 10.0 2
15 % TBc2 12.2 @
15 % VBcl 21.1 @
10 % TBc2 22.4 @
5% VBcl 28.0 @
5% TBc2 375 P

*Cifras con literales diferentes indican diferencias estadisticas. Comparacion de medias Tukey (P <
0.05).

7.3.2. Comparacién de la respuesta in vitro del patégeno frente a los EA de

canela

En los tratamientos del 15 y 10 % no se presentaron diferencias estadisticas
significativas (P<0.05); cabe sefalar que en la concentraciéon del 15 % el crecimiento
fue nulo, mientras que con el 10 % fue de 1.7 y 3.5 % para VBcl y TBc2,
respectivamente. Por otra parte, no presentaron diferencias estadisticas (P<0.05)
con la concentracion del 5 %, la cepa TBc2 presentd crecimiento de 45.3 % y la
VBcl de 59.4 %. Los resultados indican que la efectividad del extracto depende de

la cepa y la concentracion a la que es expuesta (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Porcentaje de crecimiento micelial de VBcl y TBc2 con los EA de

canela.
Concentracion de EA de Cepa Porcentaje_de _crecimiento
canela micelial*
15 % VBcl 0o @
15% TBc2 o @
10 % TBc2 1.7 2
10 % VBcl 35 @
5% TBc2 453 P
5% VBcl 59.4 b

*Cifras con literales diferentes indican diferencias estadisticas. Comparacion de medias Tukey (P <
0.05).
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8. DISCUSION

Los EA de canela y ajo presentaron alta efectividad frente a las cepas VBcly TBc2
de B. cinerea, la cual estuvo en funcion de la concentracion de EA y la cepa
evaluada. Estos resultados muestran el potencial que tienen los EA como alternativa
al manejo quimico del patégeno; ya que como lo report6 Camacho (2009) la cepa
VBcl presenta pérdida de sensibilidad a tiabendazol y la TBc2 es insensible a
tiabendazol y procloraz; adicionalmente, Lépez (2019) reporta que ambas cepas
presentan resistencia a tiabendazol, tal aseveracion se basa en que el factor de

resistencia para la DLes que es de 18,494.19 para VBcly 2,652.37 para la TBc2.

Aunado a la efectividad de los EA, el presente estudio es de especial relevancia
debido a que complementa una serie de estudios que han sumado alternativas
sostenibles para el manejo de B. cinerea proveniente del cultivo de rosa: por
ejemplo, se ha determinado que existen cepas nativas de Trichoderma spp. con
potencial de inhibir el crecimiento micelial y micoparasitarlas a nivel in vitro (Alonso,
2020); ademas, recientemente se han evaluado aceites esenciales de canela y
clavo de olor, los cuales presentan efectividad biol6gica de hasta el 100 % a las
concentraciones de 0.03 y 0.04 %, respectivamente (datos por publicar). Cabe
seflalar que en conjunto estas alternativas, ademas de ser amigables con el
ambiente, contribuyen con la produccion de ornamentales inocuos, aspecto de

calidad que poco a poco ha cobrado especial atencion.

En la presente investigacién se obtuvo la mayor efectividad bioldgica con el EA

canela a las concentraciones de 15y 10 %, cuyos resultados fueron de 100 % y
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96.5 % para la cepa VBcly de 100 y 98.28 % para TBc2, respectivamente. En este
sentido, autores como Velosa et al. (2003) reportan que, a nivel in vitro, el extracto
canela al 50 % (en hidrolato y de purin) reduce el crecimiento micelial, la
esporulacion y la formacion de esclerocios de B. cinerea aislado de mora (Rubus
glaucus Benth); por su parte, Pazmifio-Miranda et al. (2017) mencionan que los
extractos hidro-etanodlicos de esta especie son una alternativa para el manejo del
patégeno debido a que el uso de 15 mL L reducen la incidencia y severidad en
flores y frutos de fresa (Fragaria x ananassa Duch.). Aun cuando los resultados
contrastados no se obtuvieron a partir de EA, son de utilidad porque muestran el
potencial que tiene dicha especie en el manejo del patdgeno. En este orden de
ideas, se ha reportado que la canela produce compuestos que inhiben el crecimiento
no solo de hongos, sino también de oomycetes y bacterias (Nanasombat y
Wimuttigosol, 2011; Mercier y Jiménez, 2004); por ejemplo, el aldehido cinamico
presenta actividad antibacterial, inhibe el crecimiento de hongos y la produccién de

micotoxinas (Hitokoto et al., 1980).

En lo que respecta al EA de ajo, se obtuvieron resultados satisfactorios con las
concentraciones de 15y 10 %, con las cuales la efectividad biolégica fue de 78.9 y
90 % para la cepa VBcl y de 87.78 y 77.65 % para TBc2. Resultados similares
fueron obtenidos por Aguirre et al. (2012) quienes reportan que el extracto de ajo al
100 % (obtenido mediante hidrodestilacion) inhibié 10.4 mm del crecimiento micelial
in vitro del patdgeno. Por su parte, Campa-Siqueiros et al. (2017), evaluaron la
incidencia de la pudricién gris causada por B. cinerea en uva de mesa por efecto de

extracto de ajo (EHA) y compuestos del mismo como la alicina, dialilsulfuro (DADS)
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y dialil trisulfuro (DATS), una vez que los racimos se expusieron a los compuestos
mencionados, se inhibié el desarrollo de la enfermedad 14 dias a 4 y 25°C,
presentando una mejor efectividad a bajas temperaturas. De acuerdo con
Ghannoum et al. (2004), hongos -incluidos Candida, Torulopsis, Trichophyton,
Cryptococcus, Aspergillus, Trichosporon y Rhodotorula, Aspergillus niger, C.
albicans y Paracoccidiodes- han mostrado sensibilidad a los compuestos del ajo
debido a la disminucién en el consumo de oxigeno, lo que provoca reduccion del
crecimiento e inhibicion de la sintesis de lipidos, proteinas y acidos nucleicos, que

en consecuencia ocasionan danos a las membranas.

Como se puede observar, aun cuando en la literatura se encuentran pocos estudios
relacionados con la efectividad de EA frente a B. cinerea, es evidente que a partir
de diversos métodos se pueden obtener compuestos efectivos en el manejo del
fitopatbgeno. En general, las plantas producen compuestos con propiedades
antimicrobianas que a nivel in vitro pueden inhibir el crecimiento micelial, la
esporulacion y la germinacién de las esporas. Es importante sefialar que los efectos
in vivo dependen de varios factores, entre estos: la metrologia de preparacién, la
especie vegetal, el 6rgano utilizado, la fecha de cosecha, etc. (Hernandez et al.,

2007).

En el presente estudio se evaluaron extractos vegetales acuosos obtenidos a partir
de bulbos frescos de ajo y corteza seca de canela; no obstante, el proceso para
obtener metabolitos secundarios de los extractos vegetales es variable; se pueden
obtener extractos acuosos (Bautista et al., 2002), polvos (Bautista et al., 2003), o

utilizar otros solventes para obtener diferentes compuestos, segun su polaridad
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(Abou-Jawdah et al., 2002). Cabe sefalar que las metodologias y tiempo de
preparacion también difiere; por lo que, la facilidad de preparacion de los EA aunado
a los resultados obtenidos, representan una alternativa viable para el manejo del
patdgeno. Por otro lado, es importante destacar que los efectos in vitro e in vivo de
los EA dependen de varios factores, entre estos: la metodologia de preparacion, la
especie vegetal, el 6rgano utilizado, la fecha de cosecha, etc. (Hernandez et al.,

2007).
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9. CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos para la cepa VBcl, los mejores
tratamientos fueron los extractos acuosos de canela al 15y 10 %, seguido de ajo al
10 y 15 %, los cuales presentaron una efectividad bioldgica de 100, 96.5, 90y 78.9

%, respectivamente.

Los extractos acuosos con mayor efectividad biolégica frente a la cepa TBc2 fueron

canelaal 15y 10 % y ajo al 15 %, con 100, 98.3 y 87.8 %, respectivamente.

Los resultados muestran que el extracto acuoso de canela 15y 10 % son efectivos

frente a Botrytis cinerea cepas VBcl y TBc2.
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10. RECOMENDACIONES

Se sugiere evaluar el extracto acuoso de A. sativum y C. zeylanicum en campo, ya
que los resultados obtenidos en cultivos in vitro son competentes para el control de

B. cinerea.

Realizar estudios para determinar la efectividad de los extractos acuosos de A.

sativum y C. zeylanicum frente a otros hongos fitopatdgenos del cultivo de rosa.
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12. ANEXOS

Anexo 1. Area de crecimiento micelial (cm?) de B. cinerea cepa VBcl, en las réplicas 1y 2, con los extractos acuosos de
ajo y canela a las concentraciones de 5, 10 y 15 %, cinco dias después de la siembra.

Ajo Canela
Testigo

Repeticion 5% 10 % 15 % 5% 10 % 15 %
*R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2
1 17.36 36.93 | 10.08 0 0 0 8.10 0 23.01 14.70 0 4.57 0 0
2 33.26 41.89 | 18,60 10.65 | 0.35 8.65 | 10.63 22.24 | 14.32 13.30 0 0.24 0 0
3 19.20 33.47 | 1480 8.49 | 3.59 0 0 0 14 15.30 0 1.21 0 0
4 35.33 3295 | 16.35 13.06 | 8.61 0 0 21.56 | 36.41 13.28 0 3.45 0 0
5 27.41 3502 | 9.76 13.22 | 471  8.98 0 10.69 | 19.12 19.67 0 1.27 0 0
6 42.70 44.20 0 345 | 291 0 8.81 0 1852 17.48 0 4.33 0 0
7 23.49 3219 | 9.02 0 7.84 0 0 14.17 | 3450 16.67 0 0.74 0 0
Promedio** | 28.39 36.66 | 11.23 6.98 4 252 | 393 981 2284 15.77 0 2.26 0 0

*R=réplica

**No existen diferencias estadisticas entre réplicas por tratamiento. Comparacion de medias Tukey (P<0.05).
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Anexo 2. Area de crecimiento micelial (cm?2) de B. cinerea cepa TBc2, en las réplicas 1y 2, con los extractos acuosos de
ajo y canela a las concentraciones de 5, 10 y 15 %, cinco dias después de la siembra.

Ajo Canela

Repeticion Testigo 5 % 10 % 15 % 5 % 10 % 15 %
*RL R2 | RL R2 RL R2 RL R2 | RL R2Z RL R2 RL R2
1 56.24 56.24 | 24.25 268 | 22.38 1253 | 795 896 | 0 1063 | O 0 0 0
2 56.24 56.24 | 32.77 2168 | 26.16 2323 | 0 965 | 2516 30.73| O 0 0 0
3 56.24 56.24 | 38.90 2838 | 0  6.44 | 890 475 | 27.94 2745|1339 0 0 0
4 55.16 56.24 | 1.75 4161|1897 0 |19.89 031 |28.97 4134| 0 0 0 0
5 5349 5624 | 0 1759 | 11 2390 | O 418 | 2091 3461| O 0 0 0
6 56.24 56.24 | 11.57 27.25 | 13.65 435 | 0  3.76 | 22.76 3553 | 0 0 0 0
7 56.24 56.24 | 20.77 24.36 | 3.59 893 | 19.20 826 | 25.89 23.08| 0 0 0 0
Promedio* | 55.69 56.24 | 18.57 23.36 | 13.68 11.34 | 7.99 570 | 21.66 29.05| 1.91 0 0 0

*R=réplica

**No existen diferencias estadisticas entre réplicas por tratamiento. Comparacion de medias Tukey (P<0.05).
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