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RESUMEN

A nivel nacional el cultivo de statice para flor de corte solo se produce en el Estado de
México, donde en el afio de 2019 se report6 una superficie cultivada de 32.76 ha equivalentes
a un valor de produccion de $ 14,985,400.00 MXN. Este cultivo es afectado por un amplio
numero de plagas y enfermedades, una de las que mayores dafios causa tanto en campo como
en poscosecha es el “moho gris” o también conocida como “pudricion grisdcea” cuyo agente
causal es el hongo Botrytis cinerea; no obstante, el patdgeno no se encuentra documentado
de manera formal. La enfermedad provoca afectaciones en toda la planta, en especial la
inflorescencia. Existen diversos métodos de manejo, siendo el quimico el que mas se aplica
en la region; no obstante, esto es una seria dificultad porque, aunado a los problemas
ambientales que se derivan, se ha documentado la pérdida de sensibilidad a fungicidas e
incluso resistencia, lo que contribuye a un circulo vicioso en el uso de plaguicidas. En este
sentido, en el presente trabajo de investigacion se plante6 como objetivo general: aislar al
agente causal de la pudricion grisacea en la inflorescencia de statice y evaluar su sensibilidad
a fungicidas y a productos de bajo impacto ambiental. Para llevarlo a cabo se colectaron
inflorescencias de plantas dafiadas a partir de cultivos comerciales en el municipio de Villa
Guerrero, Estado de México, a partir de lo cual se obtuvieron dos cepas, nombradas C1R1y
C2R5, que de acuerdo con el analisis morfologico y molecular correspondieron a B. cinerea;
y ademas, fueron patogeénicas en plantas de statice de tres meses de edad, de tal forma que
los primeros sintomas se manifestaron al dia tres después de la inoculacién del patdgeno,
siendo la més virulenta la cepa C2R5. Adicionalmente se determind la sensibilidad in vitro a
los fungicidas Scala y Sportak, asi como a los productos de bajo impacto ambiental
Cinnasure, Citrex y Full-Gro, en todos los casos utilizando la dosis recomendada en la
etiqueta del producto; al dia seis después de la siembra se determin0 el area de crecimiento
micelial, identificAndose que ambas cepas han perdido sensibilidad a Scala, siendo la cepa
menos sensible la C2R5. Por otro lado, es relevante destacar que los tres productos
considerados de bajo impacto fueron efectivos para inhibir el 100 % del crecimiento del

fitopatdgeno, por lo que representan una alternativa para el manejo del patégeno en la region.
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1. INTRODUCCION

Limonium sinuatum, mejor conocida como statice o flor de papel, es una de las especies mas
conocidas Yy utilizadas en la horticultura ornamental. Es originaria de la zona mediterrénea,
norte de Africa y Palestina, aunque ha llegado a considerarse como una planta europea. Es
una especie con resistencia a la sequia, productora de flores pequefias agrupadas en una
panicula y con gran diversidad de colores, lo que la hace muy vistosa. Una caracteristica
importante es su larga vida de florero, por lo que es muy importante en los arreglos florales.
Entre los principales paises exportadores a nivel mundial se encuentran: Egipto, Etiopia,
Kenia, Sudéafrica y Zimbabwe (Garcia y Serrano, 2011).

De acuerdo con datos del SIACON (2022), en el afio 2019 en México se sembraron 32.76
hectareas, con un valor de produccion de MNX $ 14,985,400, siendo el Estado de México la
entidad con la mayor superficie sembrada. El cultivo es afectado por una serie de organismos
fitopatdgenos, esto tanto a cielo abierto como bajo invernadero; entre los que destaca el
hongo Botrytis cinerea Pers., que causa dafio en las inflorescencias, ademés de provocar

pudricion en tallo, hoja y corona, llegando incluso a matar a las plantas.

En la region floricola del Estado de México, como parte del crecimiento de la industria
floricola y el cultivo intensivo de las especies ornamentales se utilizan fungicidas como
principal método de manejo de los hongos fitopatdgenos. En este sentido, debido al uso
desmedido se tienen reportes de resistencia a diferentes ingredientes activos como lo son
tiabendazol y benomyl (Ponce-Gonzalez et al., 2002; Lopez, 2019), ademés Camacho (2009)
reportd pérdida de sensibilidad a procloraz, iprodiona, metalaxil-m y clorotalonil. Por lo que
es necesario buscar alternativas de manejo, entre estas se encuentra el biocontrol a base de
extractos vegetales y el uso de sustancias amigables con el ambiente tales como las sales
cuaternarias. Por lo anterior se plantea como objetivo: aislar al agente causal de la pudricion
grisacea en la inflorescencia de statice y evaluar su sensibilidad a fungicidas y a fungicidas

de bajo impacto ambiental.
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2. REVISION DE LITERATURA
2.1. Importancia del cultivo de statice a nivel mundial

Limonium es un género importante a nivel ornamental al contar con alrededor de 300
especies, las cuales son anuales y algunas perenes o vivaces de larga vida. Su distribucion es
cosmopolita; algunas especies se han reportado en Africa, América del norte, Australia, Asia
y Europa. Entre las especies de mayor importancia ornamental se reportan: L. angustifolium,
L. acutifolium, L. avei, L. asperrimum, y L. sinuatum; la mas popular del mercado es esta
ultima, que es originaria de la region Mediterrdnea y cominmente es conocida como
limonium, statice o estatice (Munz, 1973; citado por CONABIO, 2009). El statice es utilizado
para cubrir espacios, para arreglos florales y también como flor de corte, en maceta o incluso
sus tallos se utilizan secos. Entre los principales paises exportadores se encuentra Egipto,

Etiopia, Kenia, Sudafrica y Zimbabwe (Garcia y Serrano, 2011).

2.2. Importancia econdmica del cultivo de statice en México

De acuerdo con datos del SIACON (2022), a nivel nacional el cultivo de statice solo se
produce en el Estado de México. Durante el periodo 2016-2020 se reportaron fluctuaciones
importantes; por ejemplo, en 2016 se sembraron 29.2 ha, aumentando a 35.7 para 2017; no
obstante, la superficie de cultivo disminuyé en los dos afios siguientes con 33.2 ha para 2018
y 29.4 ha para 2019; sin embargo, se presentd una ligera recuperacién en 2020 con 32.76 ha.
En cuanto al valor de la produccién en el periodo 2016-2020, fue mayor en 2018 con MXN
$ 16,243,530. Es interesante destacar que a pesar de que en 2016 y 2019 se registré superficie
de cultivo similar, en 2019 el valor de la produccion fue mayor (Cuadro 1) (SIACON, 2022),

lo cual puede atribuirse al alza de los precios o el incremento de la demanda.
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Cuadro 1. Superficie cultivada (ha) y valor de la producciéon (MXN) de statice como flor de
corte en México, durante el periodo 2016-2019 (Fuente: SIACON, 2022).

Afo Superficie sembrada (ha)  Valor de la produccion (MXN)
2016 29.20 12,452,550
2017 35.70 15,074,160
2018 33.20 16,243,530
2019 29.40 13,619,520
2020 32.76 14,985,400

De acuerdo con datos del SIACON (2022), en 2019 en el Estado de México, los municipios
en donde se cultivo la mayor superficie de dicha especie, en orden de importancia, fueron:
Tepetlixpa, Zumpahuacén, Tenancingo, Villa Guerrero y Ozumba. Durante el periodo 2016-
2019, se registraron fluctuaciones en cuanto a la superficie sembrada y el valor de la
produccion; en el afio 2019 en Tepetlixpa se registré una superficie de 10 hectareas con un
valor de produccién de MXN $ 5,765,550; para Zumpahuacan se reportaron 8 hectéareas
sembradas y un valor de produccion de MXN $ 4,521,350 en Tenancingo, Villa Guerrero y
Ozumba, en el mismo periodo se registrd una superficie sembrada de 5.4, 5 y 1 hectarea
respectivamente, un valor de la produccion de MXN $ 3,272,270, MXN $ 3,336,310 y MXN
$ 1,724,050, respectivamente (Cuadro 2).

11
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Cuadro 2. Superficie cultivada (ha) y valor de produccién (MXN) statice como flor de corte
en los principales municipios productores del Estado de Meéxico en el periodo de 2016-2019
(Fuente: SIACON, 2022).

2016 2017 2018 2019
Municipio

SC VP SC VP SC VP SC VP

Tepetlixpa 12 51171 145 68813 125 6084.8 10  4765.6

Tenancingo 7 3685.4 7.2 2239.5 6 28919 54 22723

Villa

5 1375.2 6 1863.2 6.2 2956.1 5 2336.3
Guerrero

Zumpahuacan 4 1516.7 5 1982.9 6 2509.9 8 3521.4

Ozumba 1.2 758.2 3 2107.2 2.5 1800.9 1 724.1

SC: superficie cultivada, VVP: Valor de la produccion.

2.3. Género Limonium Mill.

2.3.1. Clasificacion taxondmica

De acuerdo con Catalogue of Life (2023), el género Limonium Mill. se ubica en la siguiente

clasificacion taxondmica:

Reino: Plantae
Phylum: Tracheophyta
Clase: Magnolipsida
Orden: Caryophyllales
Familia: Plumbaginaceae
Género: Limonium

Especie: L. sinuatum (L.) M.

12
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2.3.2 Morfologia de L. sinuatum

Limonium sinuatum es considerada como una planta herbacea anual o perene, que rara vez
puede alcanzar una forma arbustiva, tiene una germinacion epigea rapida, cuenta con raiz
profunda de consistencia lefiosa, con abundantes raices secundarias ubicadas en los primeros
10 cm del suelo (De Blas, 1992). Las hojas basales son angostas con una vena media muy
marcada, y escasas hojas en el tallo; son enteras y angostas de 4 cm de largo. Los tallos son
ramificados y alados (Munz, 1973; citado por CONABIO, 2009).

Sus flores se agrupan formando filas por tamafios generalmente de menor a mayor tamario,
cuya inflorescencia es una panicula; cada flor brota de las axilas en las bracteas, la parte mas
vistosa de la flor es el caliz. Estas pueden ser de gran variedad de colores que va desde
diversas tonalidades de rojo, azul, morado, amarillo, blanco, etc., con forma de embudo de
alrededor de 1 cm de tamafio. La corola consiste en cinco pétalos que en ocasiones no
sobrepasan el caliz. Una caracteristica especial y por la cual es ampliamente utilizada en el
mercado ornamental es que aun secas las flores mantienen su color. Su periodo vegetativo es
de alrededor de 120 dias y comienza a presentar floracion aproximadamente 150 dias después
de la siembra (Munz, 1973; citado por CONABIO, 2009).

2.3.3 Condiciones edafoclimaticas 6ptimas de desarrollo

La temperatura éptima para el desarrollo de las plantas de statice es de 15 a 25 °C. Se
desarrolla bien en suelos ligeros con pH de 6-6.5. ES una especie que presenta cierta
tolerancia a la salinidad. Es una planta de dia largo, por lo que para su floracion requiere de
16 horas luz (Aleman, 2015).

2.4 Enfermedades que afectan al cultivo

2.4.1 Virus

Entre los virus que atacan al statice se encuentran: el virus del mosaico del nabo (Turnip
mosaic potyvirus, por sus siglas TuMV), el virus del mosaico del pepino (Cucumber mosaic
cucumovirus, por sus siglas CMV) (EcuRed, S.f), el virus de la marchitez del haba (Broad
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bean wilt fabavirus, por sus siglas BBWV) (Matsumoto et al., 1997), y el virus “rattle” del

tabaco (Tobaco rattle wilt, por sus siglas TRV) (EcuRed, S.f).

Los sintomas que provoca el TuMV son: moteado, manchas necrdticas, manchas anulares.
En algunos casos llega a provocar mosaicos, deformaciones foliares y achaparramiento
(Agrios, 2016); en statice se manifiesta principalmente un mosaico foliar con un fuerte
debilitamiento que provoca la muerte prematura de las plantas (EcuRed, S.f). Por su parte, el
CMV se distribuye ampliamente por todo el mundo, siendo uno de los virus que cuenta con
mas hospedantes (Agrios, 2016), los principales dafios que produce son moteado o manchado
y deformacion de hojas, flores y frutos; las plantas pueden presentar achaparramiento, e
incluso llegar al punto de ser destruidas por el virus. Por otra parte, el BBWYV (Matsumoto et
al., 1997) provoca marchitamiento, mosaico y reduccion del desarrollo, lo que en
consecuencia ocasiona graves pérdidas en la productividad (Melgarejo et al., 2010;
Matsumoto et al., 1997). En lo que respecta al TRV, provoca manchas foliares anulares y

arabescas amarillas y rojas (EcuRed, S.f.).

2.4.2 Bacterias
2.4.2.1 Pseudomonas spp.

El género Pseudomonas son bacterias que provocan diversas enfermedades, entre las que se
encuentran: manchas foliares, agallas del olivo, marchitez del platano, cancros y quemaduras
de las yemas (Agrios, 2016). Entre las especies que afectan a statice se encuentran P.
andropogonis (Anderson y Tisserat, 1994) y P. caryophylli (Jones y Engelhard, 1984).

Pseudomonas andropogonis provoca la llamada mancha foliar (Anderson y Tisserat, 1994);
provoca lesiones circulares a irregulares con centro marrén y bordes de color pardo rojizo,
con o sin halos cloréticos. Normalmente aparece necrosis de color pardo rojizo en el borde
de las hojas. Las lesiones pueden ser delineadas por las nervaduras de las hojas (EcuRed,
S.f). Por otro lado, las plantas afectadas por P. caryophylli manifiestan hojas cloréticas y
necroticas entre mezcladas desde la roseta; las raices se descomponen antes de que la
pudricion de la corona se presente, pero debido a los dafios radicales las plantas mueren;
ademas, es comun que las plantas desprendan un olor putrefacto. Cabe sefialar que las
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enfermedades bacterianas son favorecidas por altos porcentajes de humedad y altas

temperaturas (Jones y Engelhard, 1984).

2.4.3 Hongos
2.4.3.1 Fusarium spp.

El género Fusarium produce marchitamiento vascular, principalmente en flores y hortalizas.
Es un hongo que habita en el suelo, el cual es favorecido por las condiciones edafocliméticas
que se presentan en los invernaderos (Agrios, 2016). En statice se manifiesta como
podredumbres de raiz, corona y tallo; es importante sefialar que es un hongo sistémico (Arias
y Jerez, 2008). En dicha especie se ha reportado en especifico a F. roseum, la cual causa
amarillamiento del tallo y coloracion rosada en el mismo, con marchitamiento en las hojas
(Diaz et al., 1996).

2.4.3.2 Sclerotium spp.

El género de Sclerotium provoca diferentes enfermedades, entre estas: el ahogamiento de
plantulas, cancrosis de tallo, tizon de la corona y pudriciones de la raiz, corona, bulbos,
tubérculos, y frutos. Se ve favorecido por el clima célido, los sintomas que se presentan son
amarillamiento o marchitez de hojas inferiores o la muerte descendente de hojas (desde la
punta hasta el peciolo) (Agrios, 2016). En statice se reporta la especie S. rolfsii (Buritica,
1999), cuando la temperatura esta entre los 30 y 35 °C y la humedad es alta, el hongo avanza
formando micelio y esclerocios con rapidez (Agrios, 2016).

2.4.3.3 Rizoctonia spp.

En statice se tienen reportes de enfermedades ocasionadas por R. solani (Buritica, 1999). Este
patdgeno es capaz de atacar desde pastos, plantas perennes, arboles y plantas de ornato, los
sintomas son diversos, pero en general causa ahogamiento de plantulas, pudriciones de raiz,
pudricién y llega a producir cancros del tallo en plantas adultas y en crecimiento, aunque
también puede producir tizones y manchas foliares. La temperatura ideal de la mayoria de
las especies de este género para su desarrollo ronda los 15 a 18 °C, pero algunas con

temperaturas de mas de 35 °C pueden provocar dafios (Agrios, 2016).
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2.4.3.4 Alternaria spp.

Afecta principalmente a las hojas, tallos, flores, y frutos de varias plantas, entre ellas
hortalizas, ornamentales y frutales. Los principales sintomas se observan en forma de
manchas y tizones foliares; también se reporta ahogamiento de plantulas, pudriciones del
cuello, asi como pudriciones de frutos y tubérculos (Agrios, 2016). En statice se reporta que
causa manchas negras en hojas y tallos, amarillamiento en la corona y reduccién en la

produccion de tallos florales (Diaz et al., 1996).

2.4.3.5 Cercospora insulata

El género Cercospora por lo general causa manchas foliares pequefias y aisladas, pero en
algunos casos pueden extenderse y coalescer provocando tizones foliares. Cuando el clima
es himedo, la superficie dafiada se cubre con un moho gris ceniciento que apenas se observa
a simple vista, las plantas pueden llegar a perder todas sus hojas cuando la enfermedad es
severa. El hongo se ve favorecido por elevadas temperaturas, es por lo que se presenta mas
en el verano o en zonas con clima célido. Las esporas, aungue necesitan agua para germinar,
les basta con el simple rocio de la mafiana para provocar numerosas infecciones (Agrios,
2016). En statice es el agente causal de la enfermedad que se le conoce como “0jo de rana”,
dada la forma caracteristica de las manchas; enfermedad descrita en Estados Unidos y

responsable de importantes pérdidas en el cultivo (Wolcan et al., 1994).

2.4.4 Botrytis cinerea
2.4.4.1 Clasificacidén taxondmica

De acuerdo con el Catalogue of Life (2024), el género Botrytis cuenta con 74 especies
descritas. La especie B. cinerea (teleomorfo Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel) se

ubica en la siguiente clasificacion taxonomica:

Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Clase: Leotiomycetes
Orden: Heliotales

Familia: Sclerotiniaceae
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Género: Botrytis

Especie: Botrytis cinerea Pers.

2.4.4.2 Caracteristicas morfoldgicas

El género Botrytis se caracteriza por presentar conidiéforos largos y ramificados que pueden
ser hialinos o pigmentados con una ramificacion irregular; células apicales alargadas o
redondeadas, con grupos de conidios por cada conidiéforo; conidios hialinos o grises en
masa, ovoides; esclerocios negros con forma irregular (Alvarez, 2012; Barnet y Hunter,
1998).

Dentro de este género se pueden desarrollar micro y macroconidios, ademas de
clamidosporas; cabe sefialar que en la fase sexual se producen apotecios. De manera
particular para la especie B. cinerea se reporta que durante la fase asexual es capaz de

producir esclerocios, macro y microconidios (Alvarez, 2012).
2.4.4.2.1 Conididforos

Los conidioforos son originados de las hifas del hongo y de los esclerocios; constan de un
microfilmento un tanto recto, que se ramifica de forma alterna y en cada una de estas ramifica
secundariamente; en la zona terminal de cada ramificacion se encuentran los conidios o
macroconidios. Cuando se produce gran cantidad de conidiéforos estos dan lugar a la
coloracion grisicea a la que se le atribuye su nombre comdn “moho gris” (Figuras 1-A y 1-
B) (Carbu, 2006).

2.4.4.2.2 Macroconidios

Los macroconidios son estructuras de propagacion de corta duracion. Su supervivencia y
produccion esta determinada por las temperaturas, la humedad relativa, la interaccion con la
microbiota y la exposicion al sol (Alvarez, 2012). En cuanto a la forma pueden ser ovalados,
globosos o elipticos (Figuras 1y 2) (Carbl, 2006; Fernandez 2006), el tamafio que pueden
alcanzar es alrededor de 13.0 x 8.1um (Camacho, 2009).

17

Roberto Garcia Guadarrama



Botrytis cinerea Pers. en statice (Limonium sinuatum Mill.) y su sensibilidad a fungicidas

Figura 1. Conidio6foros y macroconidios de B. cinerea. A) Microscopio compuesto (4x); B)

microscopio electronico (Carbu, 2006).

Figura 2. Macroconidios de B. cinerea observados bajo microscopio compuesto (40x)
(Fernandez, 2006).
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2.4.4.2.3 Microconidios

Los microconidios tienen mayor capacidad de sobrevivencia que los macroconidios. Se cree
que son estructuras cuya funcion es la esparmatizacién. Diversos estudios han revelado que
se pueden producir cuando existe una deficiencia nutricional o condiciones adversas, como

por ejemplo bajo contenido de Oz (Alvarez, 2012).

Figura 3. Conidiéforo y microconidios de B. cinerea observados bajo microscopio

compuesto (Fernandez, 2006).

2.4.4.2 .4 Esclerocios

Todas las especies de Botrytis son capaces de producir esclerocios en medio de cultivo. Estas
estructuras se caracterizan por poseer varias capas de células de coloracidn negruzca, siendo
capaces de sobrevivir bajo condiciones adversas, por lo que es la estructura de supervivencia
de mayor importancia para el hongo (Alvarez, 2012). En cuanto a la forma, tienden a ser
irregulares, aunque pueden presentarse algunos de forma redonda; el tamafio es variado, ya
que pueden producirse también microesclerocios; en este sentido se reportan tamafios de 1.2

x 0.9 mm hasta 3.1 x 2.5 mm para los macroesclerocios (Terrones-Salgado et al., 2019).

19

Roberto Garcia Guadarrama



Botrytis cinerea Pers. en statice (Limonium sinuatum Mill.) y su sensibilidad a fungicidas

Figura 4. Esclerocios de B. cinerea desarrollados en medio de cultivo PDA (Fernandez,
2006).

2.4.4.3 Signos y sintomas ocasionados por Botrytis spp.

Botrytis spp. son unos de los hongos mas comunes en invernadero. La enfermedad que
produce se manifiesta como tizones en inflorescencias, pudriciones de tallo, frutos,
tubérculos, bulbos, raices, cancros y ahogamiento de plantulas. Cuando existe exceso de
humedad se desarrolla una capa fructifera conspicua de moho gris, de ahi que sea conocido

comunmente de esta manera (Agrios, 2016).

Particularmente en statice, el patdgeno es capaz de provocar pudricion de corona, hojas y
tallos. Los dafios pueden presentarse principalmente durante la época de corte debido al tejido
expuesto, lo que causa pudricion seca de la parte basal y posteriormente muerte total de la
planta (Diaz et al., 1996; Buitrago y Saavedra, 1982). Por otro lado, también afecta a las
flores individuales, pero conforme avanza la enfermedad causa dafio total a las
inflorescencias; en este caso el dafo se distribuye de manera descendente en los tallos, los

cuales se vuelven necroticos (Englehard, 1980).

2.4.4.4 Condiciones optimas de desarrollo

La enfermedad es mediada por tres factores: luz, humedad y temperatura, las cuales se

describen a continuacion:

20

Roberto Garcia Guadarrama



Botrytis cinerea Pers. en statice (Limonium sinuatum Mill.) y su sensibilidad a fungicidas

e Luz: se ha demostrado que el espectro de luz ultravioleta es el tipo de luz més
importante en la mortalidad de los conidios (Carbu, 2006). Ademas, el tipo de luz y
la intensidad tienen influencia en el desarrollo de B. cinerea; por ejemplo, la luz UV-
C (254 nm) inhibe el desarrollo del patogeno, utilizando tiempos superiores a 30 s
(2.4 kl/lcm?) (Anabalon, 2016), mientras que con luz cercana al ultravioleta NUV la
esporulacion se ve favorecida hasta 54 veces en invernadero a comparacion de la luz
blanca (Alvarez, 2012).

e Humedad: en general, las condiciones humedad relativa superior al 90 % son
favorables para el patdgeno (Bernal, 2009). Los conidios son capaces de germinar en
24 horas con alto porcentaje de humedad; esto ha sido demostrado en algunos
estudios, en los que se ha registrado una geminacion de hasta 83.7 % bajo condiciones
de humedad relativa del 86 % (Latorre y Rioja, 2002).

e Temperatura: la germinacion puede producirse en un intervalo de temperatura de
entre 5 a 30 °C, aunqgue la 6ptima se encuentra en 20 °C, bajo la cual se inicia la
germinacion en 3 horas, con tendencia a disminuir significativamente al alcanzar los
30 °C, en la cual la germinacion puede ser de 60 % en 6 horas. Por otro lado, entre
los 10-15 °C, el proceso para el inicio de la germinacion también se presenta hasta

las 6 horas (Latorre y Rioja, 2002).

2.4.4.5 Métodos de manejo

Actualmente el manejo de B. cinerea se lleva a cabo principalmente a través de métodos
qguimicos; no obstante, existen diversas alternativas que son de utilidad para reducir las
pérdidas sin sacrificar la economia, entre las que se encuentran el control cultural, biolégico,
el uso de aceites esenciales y extractos acuosos, asi como el uso de otros productos de bajo

impacto ambiental.

2.4.45.1 Cultural

Las practicas culturales son una herramienta de utilidad para el manejo fitosanitario; estas se
encaminan principalmente hacia la alteracion de las condiciones climaticas alrededor de los

Organos vegetales que son susceptibles al ataque de las plagas y enfermedades, con el fin de
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no favorecer sus condiciones optimas y/o prevenir la entrada del inoculo al area de cultivo.
Otro medio es a través de la utilizacion de plantas resistentes o cultivares tolerantes; no
obstante, para B. cinerea aun no existen, por lo que el efecto de la ubicacion de las plantas
en el invernadero juega un rol importante, ya que las plantas del centro crean un microclima
mas favorable al ataque de patdgenos debido a que la ventilacion es reducida (Elad y
Shtienberg, 1995). Entre las principales précticas culturales recomendadas para el manejo del

pat6geno se encuentran:

e Sanitizacion: consiste en remover las plantas infectadas y eliminarlas con el fin de
reducir el inoculo (Agrios, 2016), esto puede realizarse con agentes quimicos o

utilizar la solarizacién como método de reduccion de inoculo en el suelo.

e Modificacién de las condiciones de temperatura y ventilacion: con la finalidad de
afectar la germinacion de las esporas del patdgeno se recomienda el aumento de la
temperatura y el incremento de la ventilacion con el fin de reducir la humedad relativa
entre las plantas y el invernadero entero. Adicionalmente, se recomienda la reduccion
de la densidad de plantacion, lo que contribuye a mejorar la ventilacion derivada de

la reduccidn de la biomasa vegetal (Elad y Shtienber, 1995).

e Modificacién de las condiciones de luz: debido a la importancia de la luz para inducir
la esporulacion de los hongos, se recomienda utilizar una cubierta con capacidad de
absorcién de luz UV para evitar la radiacion de cercana a 300-400 nm (Elad y
Shtienberg, 1995).

2.4.4.5.2 Bioldgico

En la actualidad se tiene la necesidad de encontrar estrategias inocuas y no dafinas al
ambiente, por lo que el control bioldgico es ampliamente estudiado. EI control bioldgico de
enfermedades se refiere a cualquier condicién o practica por medio de la cual la
supervivencia o actividad de un patdgeno se reduce a través de la mediacién de otros
organismos, excepto el hombre, con la consecuente disminucion de la incidencia de la
enfermedad (Memenza, 2009).
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A través del uso de agentes de control bioldgico se han demostrado efectos benéficos para
los cultivos; ademas, la evidencia cientifica muestra que tienen potencial en comparacion con
productos quimicos para el control de plagas y enfermedades. Esto ha sido demostrado por
Llanos (2017), quien contrast6 la eficacia in vitro y en campo de fungicidas quimicos y
biolégicos frente a B. cinerea en el cultivo de fresa; como resultados reportd que los
fungicidas Pirimetanil y Fenhexamid inhibieron el 100 % del crecimiento micelial, al igual
que la cepa QST713 de Bacillus subtilis, la cual a su vez fue méas efectiva que el fungicida
carbendazim esto a nivel in vitro y en campo estos mismos productos tuvieron 5.24, 5.63 y
7.81 % respectivamente de frutos con presencia de B. cinerea siendo estos y el fungicida
Trifloxystrobin los mas efectivos, cabe destacar que en campo quien tuvo mayor control fue
el fungicida Trifloxystrobin.

Actualmente se conocen organismos capaces de hacer frente a B. cinerea, entre los cuales se
han reportado hongos del género Trichoderma, entre estos: T. asperellum, T. harzianum, T.
viride, T. barbatum, T. tomentosum (Cuadro 3), el cual es bien conocido por su capacidad de
control a través de sus diversos mecanismos de accion (Lépez, 2023; Téllez, 2022; Alonso,
2020; Matute, 2019; Agrios, 2016; Memenza, 2009; Rodriguez et al., 2008). También se han
reportado especies de levaduras como Metschnikowia pulcherrima (Carrillo, 2020),
Rhodotorula sp. y Cryptococcus sp. (Monaco, 2006), cianobacterias del género
Klebsormidium (Valido, 2022), esta Ultima con efecto estimulante de crecimiento vegetal,
aun con presencia de B. cinerea (Valido, 2022; Carillo, 2020; Hernandez-Rodriguez et al.,
2006).

Otros organismos ampliamente estudiados son bacterias, tales como las pertenecientes al
género Bacillus; entre las que se encuentran B. subtillis, B. brevis, B. velezensis, B.
amyloliquefaciens, B. pumilis, B. methylotrophicus (Ren et al., 2022; Téllez, 2022; Rochette
et al., 2022; Carrillo, 2020; Bu et al., 2021; Nakkeeran et al., 2020; Edwards y Seddon,
1992); por otro lado, también se reporta a las bacterias Burkholderia cepaciay Paenibacillus
elgii (Kong et al., 2020; Kim et al., 2019; Tan, 1991;Cuadro 3).
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Cuadro 3. Especies de bacterias, cianobacterias y hongos reportadas como agentes de control

bioldgico frente a B. cinerea.

Nombre cientifico

Microorganismo

Fuente

Bacillus amyloliquefaciens Bacteria Nakkeeran et al. (2020)

B. brevis Bacteria Edwards y Seddon (1992)

B. methylotrophicus Bacteria Carrillo (2020)

B. pumilus Bacteria Rochette et al. (2022)
Téllez (2022), Rochette et
al. (2022), Bu et al. (2021),
Carrillo (2020), Pavone

B. subtillis Bacteria (2020)

B. velezensis Bacteria Ren et al. (2022)

Burkholderia sp. Bacteria Kong et al. (2020)

Burkholderia cepacia Bacteria Tan (1991)

Paenibacillus elgii Bacteria Kim et al. (2019)

Klebsormidium sp.

Cianobacteria

Valido (2022)

Rodriguez et al. (2008),
Ldpez (2023), Alonso

Trichoderma asperellum Hongo (2020)
T. barbatum Hongo Alonso (2020)
Tellez (2022), Agrios
(2016), Matute (2019),
T. harzianum Hongo Alonso (2020)
T. tomentosum Hongo Alonso (2020)
T. viride Hongo Memenza (2009)
Metschnikowia pulcherrima Levadura Carrillo (2020)
Rhodotorula sp. Levadura Monaco (2006)
Cryptococcus sp. Levadura Monaco (2006)
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2.4.4.5.3 Aceites esenciales y extractos acuosos

Una alternativa para el manejo de fitopatdgenos es la utilizacion de aceites esenciales (AE)
y extractos acuosos (EA) de diferentes especies vegetales, los cuales se consideran inocuos
al ambiente (de Souza, 2016). Los AE contienen metabolitos secundarios que se caracterizan
por su aroma generalmente agradable e intenso; estan conformados por gran variedad de
sustancias volatiles compuestas por hidrocarburos terpénicos, sus derivados oxigenados,
alcoholes, aldehidos y cetonas, asi como éteres, ésteres, compuestos fenolicos,
fenilpropanoides y otros (Camargo y Rodriguez, 2008). Por su parte, los EA se obtienen a
partir de materia vegetal desecada o fresca, entre los metabolitos secundarios que poseen se

encuentran saponinas, taninos y flavonoides (Mena et al., 2015).

Hoy en dia se han reportado diversos AE y EA que tienen la capacidad de inhibir el
crecimiento de B. cinerea (Taborda et al., 2015); entre los que se encuentran los obtenidos a
partir de eucalipto (Eucalyptus staigeriana F. Muell), menta (Mentha piperita L.) (Téllez,
2022), ajo (Allium sativum L.), canela (Cinnamomum zeylanicum Blume) (Hernandez 2022),
de ruda (Ruta graveolens L.) (Jimenez y Mosquera, 2014), clavo de olor (Syzygium

aromaticum (L.) Merr. & L. M. Perry) (Mendoza, 2021), citricos, entre otros (Cuadro 4).

En lo relacionado con AE Jiménez y Mosquera (2014) reportaron que los provenientes de
ruda (Ruta graveolens L.) inhibieron la germinacion de conidios en un 57.5 % con un valor
de CIM (Concentracion minima inhibitoria) de 62.5 ug mL?, lo que fue atribuido a
metabolitos secundarios como cumarinas, flavonoides y alcaloides. Por su parte, Hernandez
et al. (2007) demostraron la capacidad de dicha especie para inhibir la germinacion de
esporas de B. cinerea. A tales estudios se suman los realizados por Mendoza (2021), quien
demostro que los AE de canela y clavo al 0.03 % tuvieron una efectividad bioldgica in vitro
del 100 y 80.56 %, respectivamente. Por otro lado, Lagos (2018) utiliz6 1.4 mL L™ de AE de
canela, a partir de lo cual registré inhibicién de la germinacién de conidios de 55.3 %, ademas
del retraso del crecimiento del tubo germinativo, con la dosis de 0.9 mL L™ se observo

calcinacion y en algunos casos desprendimiento del tubo germinativo.

Otras de las especies que han sido evaluadas a nivel in vitro son los citricos. Al respecto Ruiz

y Ramos (2021) reportaron 68 % de inhibicion de crecimiento micelial del patégeno al
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utilizar AE de Citrus x aurantifolia (limon sutil); en otras evaluaciones Alarcon-Garcia et al.
(2015) encontraron que el AE de limén a 11000 ppm inhibi6 el crecimiento del hongo entre
24 a 28 %.

Con respecto a EA evaluados a nivel in vitro, autores como Felicia et al. (2022) reportaron
que el de canela al 15 % inhibi6 el 100 % del crecimiento micelial de B. cinerea. De manera
similar Hernandez (2022) evalud las concentraciones de 15 y 10 %, obteniendo como
resultados una efectividad bioldgica de 100 y 96.5 % respectivamente. Otros autores como
Velosa et al. (2003) reportan que a la concentracion de 50 % (en hidrolato y de purin), dicha
especie vegetal redujo el crecimiento micelial, la esporulacion y la formacién de esclerocios
del patégeno. Por su parte, Pazmifio et al. (2017) demostraron que al usar el EA al 1.5 % en
frutos de fresa se redujo la incidencia en un 75 % y la severidad en un 88.2 %, atribuyendo
su efecto a los metabolitos secundarios y a la composicion de eugenol y cinamaldehido, los
cuales tienen efecto inhibitorio de enzimas (cinamaldehido) y deterioro de pared celular

(eugenol).

Por otra parte, Rueda et al. (2013) registraron que los EA de citricos (producto comercial
Inver-Agroinsums) a 666 y 8000 ppm, retardaron la manifestacion de sintomas de B. cinerea
en cultivo de tomate (Lycopersicon esculentum Mill var. Roma). Otros autores como
Alarcon-Garcia et al. (2015) reportaron que para B. cinerea el AE de limén mostré efecto

antifangico contra el crecimiento micelial al usar una concentracion de 11000 ppm.
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Cuadro 4. Aceites esenciales y extractos usados para el control de B. cinerea.

Especie vegetal AE/ EA* Fuente
Téllez (2022), Hernandez (2022),
Cinnamomum Mendoza (2021), Lagos (2018),
AEYyEA Pazmifio et al. (2017), Barrera 'y

zeylanicum Blume

Garcia (2008), Velosa et al.

(2003)

Extractos de citricos

Producto comercial (Inver-
Agroinsums)

Rueda et al. (2013)

Citrus x aurantifolia

(Christm.) Swingle AE Ruiz y Ramos (2021)

Limon AE Alarcon-Garcia et al. (2015)

Origanum vulgare L. AE Ruiz (2018)

Syzygium aromaticum AE Mendoza (2021), Fuentes (2013),

L. Barrera y Garcia (2008)

Fuentes (2013), Herrera 'y

Thymus vulgaris L. AE Carolina (2012), Barrera y Garcia
(2008)

Eucalyptus AE Téllez (2022)

staigeriana F. Muell

Lippia origanoides

Kunth AE Taborda et al. (2015)

Teloxys ambrosoides .

(L) W. A. Weber AE Barrera y Garcia (2008)

Melaleuca alternifolia

(Maiden & Betche) AE Téllez (2022)

Cheel

Mentha piperita L. AE Tellez (2022)

Minthostachys mollis AE Leon et al. (2023)

(Benth.) Griseb.

* AE: aceite esencial; EA: extracto acuoso.
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2.4.4.5.4 Sales cuaternarias

Las sales cuaternarias son un tipo de biocida agrupadas en los agentes no oxidantes; dentro
de estos se encuentra el sulfato de cobre (1) (CuSOa4-5H20), fenoles clorados, oxido de
tributilestafio y los compuestos cuaternarios de amonio. Las sales cuaternarias de amonio
poseen un espectro de accion algo especifico (Aguilar, 2000); de manera particular, tienen
mayor eficacia frente a bacterias, aunque su efectividad es menor en las gramnegativas
(Salazar, 2019), asi contra esporas de bacterias, mycobacterias, hongos, pseudomonas,
cryptosporidia y virus hidrofilos (Chavarro, 2009). Dentro de las sales cuaternarias de

amonio mas utilizadas se encuentran:

Cloruro de benzalconio: usado para combatir bacterias, virus y hongos. Ademas, se

utiliza como antiséptico y desinfectante de la piel (Salazar, 2019).

e Cetrimida: es un antiséptico de amplio espectro, efectivo contra bacterias
grampositivas. También es usado para tratar quemaduras, heridas de la piel y para la

limpieza y desinfeccion de utensilios (Salazar, 2019).

e Hexadecilpiridinio (HDPC): antibacteriano con funcion conservante y desinfectante.
Efectivo frente a las bacterias B. cereus y B. weihenstephanensis en verduras crudas
(Cobo et al., 2008).

e Clorhexidina: posee amplio espectro de accion, activo contra bacterias grampositvas
y negativas, es usado como desinfectante en productos farmacéuticos y cosméticos
(Hugo y Russell, 1982).

e Bisfenoles, hexachlorofeno y triclosan: son algunas otras sales cuaternarias usadas
para la lucha contra las bacterias. Son usados en sectores sanitarios, e incluso en salas

quirurgicas (Salazar, 2019).

2.4.4.5.5 Quimico

Un buen uso de fungicidas quimicos involucra hacer una correcta rotacion de ingredientes
activos (i. a.) con diferentes modos de accion, para con esto retrasar la aparicion de

resistencia; ademas de que es necesaria la aplicacion de otras medidas, tales como culturales
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y usar el control biologico o una alternativa mas amigable con el ambiente y dejar como

ultimo recurso los fungicidas quimicos.

Existen gran nimero de fungicidas ampliamente recomendados para el manejo de B. cinerea.
En el cuadro 5 se indican los ingredientes activos y su modo de accion segin la FRAC (2024).
Entre estos se reportan productos con actividad multisitio, tales como clorotalonil, thiram,
dietilditiocarbamato y captan (Vera, 2022; Agrios, 2016; Bernal, 2009; Leroux, 2007
Englehard, 1980; Diaz et al., 1996), aunque también se hace uso de i. a. con formas de accion
mas especificas; por ejemplo, aquellos que afectan la respiracién, como azoxtrobina,

boscalida, fluxapyroxad, dicloran y fluazinam (Agrios, 2016; Leroux, 2007).

Cuadro 5 Ingredientes activos, grupo quimico y mecanismos de accion de los fungicidas

utilizados con mayor frecuencia para el manejo de Botrytis spp.

Ingrediente activo Grupo quimico Modo de accion Fuente
Inhibicion de la
. . - L sintesis de Vera (2022),
Pirimetanil Anilino-pirimidinas o,
" ! rino-pirimids aminoacidos y Leroux (2007)
proteinas
Inhibicion de la
Prochloraz Imidazoles biosintesis de Leroux (2007)
esterol en las
membranas
Agrios (2016),
. . Inhibicion de la Ponce-Gonzalez
Benomilo Benzimidazoles .
mitosis celular et al. (2002),
Englehard (1980)
Inhibicion del
Boscalida Piridin-carboxamidas  complejo Il en la Leroux (2007)
mitocondria

Inhibicion de la Vera (2022),

Thiabendazol Benzimidazoles ., Ponce-Gonzélez
division celular
et al. (2002)

. . Inhibicion de |
Carbendazin Benzimidazoles ) !b.",:lo de la Leroux (2007)
division celular
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Ingrediente activo Grupo quimico Modo de accion Fuente
Vera (2022),
Productos quimicos  Agrios (2016),

Clorotalonil

Cloronitrilos
(ftalonitrilos)

con actividad
multisitio

Bernal (2009),

Leroux (2007),

Englehard (1980)

Inhibe el desarrollo
de las subunidades

Tiofanato metilico Tiofanatos de B-tubulina en la Vera (2022)
mitosis
Inhibidor del
Pirazol-4- complejo proteico Agrios (2016),
FI . .
uxapyroxad carboxamidas succinato Leroux (2007)

deshidrogenasa

Inhibicion de la

. . - L sintesis de Bernal (2009),
Ciprodinil Anilino-pirimidinas o
‘prodint Hino-pirmici aminoacidos y Leroux (2007)
proteinas
Cymoxanil Clanoa(_:etamlda- Modo de a<?0|on Leroux (2007)
oximas desconocido
Inhibicion de la
Tebuconazol Triazoles biosintesis de Leroux (2007)
esterol en las
membranas
. Productos quimico .
. Ditiocarbamatos y y S-C]l:ll 1008 Agrios (2016),
Thiram . con actividad
relacionados . Leroux (2007)
multisitio
Ditiocarbamatos Productos quimicos
Dietilditiocarbamato y con actividad Leroux (2007)

relacionados

multisitio

Fenhexamida

Hidroxianilidas

Inhibicién de la
biosintesis de
esterol en las

membranas

Bernal (2009),
Leroux (2007)

Roberto Garcia Guadarrama
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Ingrediente activo

Grupo quimico

Modo de accion

Fuente

Dicloran

2,6-dinitro-anilinas

Desacoplador de la
fosforilacion
oxidativa

Agrios (2016)

Procimidone

Dicarboxiamida

Afecta la kinasa de
histidina activada
por mitdgeno, en la
transduccion de la
sefial osmatica

Leroux (2007)

Dietofencarb

N-fenil carbamatos

Inhibe el
ensamblaje de la
Beta tubulina en la
mitosis celular

Leroux (2007)

Fluazinam

2-6-dinitro-anilinas

Desacoplador de la
fosforilacion
oxidativa

Leroux (2007)

Folpet

Ftalimidas

Productos quimicos
con actividad
multisitio

Leroux (2007)

Captan

Ftalimidas

Productos quimicos
con actividad
multisitio

Diaz et al.
(1996), Englehard
(1980)

Iprodiona

Dicarboxiamida

Afecta la
transduccion de
senales -MAP
histidina Kinasa
(os-1, Dafl)

Agrios (2016),
Bernal (2009),
Diaz et al. (1996)

Fludioxonil

Fenilpirroles

Afecta la
transduccién de
senales -MAP
histidina Kinasa
(0s-2, HOG1)

Bernal (2009),
Leroux (2007)

Roberto Garcia Guadarrama
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Ingrediente activo Grupo quimico Modo de accion Fuente

Afecta la
transduccion de
Vinclozolin Dicarboxiamida sefiales -MAP Agrios (2016)
histidina Kinasa
(os-1, Dafl)

Grupo quimico y modo de accion informacion extraida de: FRAC, 2019.

2.4.4.5.5.1 Fungicidas utilizados para el manejo de B. cinerea en la zona floricola del
Estado de México

Entre los fungicidas utilizados en la region floricola del Estado de México se encuentran i. a.
con diferente modo de accion (Garcia, 2017; SEMARNAT-INECC, s/f). Entre los mas
utilizados estan el pirimetanil y procloraz. EI primero pertenece al grupo quimico de las
anilino-pirimidinas, las cuales afectan la sintesis de metionina. El procloraz pertenece al
grupo de los imidazoles, que inhiben la biosintesis de esterol en las membranas, estos son

fungicidas sistémicos con propiedades curativas y protectora (Zhang et al., 2019).

De manera particular el pirimetanil (Figura 5) actla inhibiendo la sintesis de aminoacidos y
proteinas. Se reporta que en cultivos como jitomate, papa, fresa y rosa actlia frente a B.
cinerea (Acosta, 2023), en los que inhibe el crecimiento micelial, disminuye la germinacién
de conidios y el desarrollo del tubo de germinacion (Debasa, 2020).

Por su parte, el procloraz (Figura 6) afecta la transduccion del gen que codifica para la
proteina CYP51/ERG11, la cual tiene la funcion de la eliminacion oxidativa de grupos metilo
de precursores que después se transforman en el ergoesterol, el cual es de importancia en la
membrana celular de los hongos. También reduce la elongacién del micelio, afecta la
eliminacion del oxigeno reactivo, resultando en la disminucion de la virulencia de los hongos
(Zhang et al., 2019).
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15/

Figura 6. Estructura quimica de procloraz (FRAC, 2024).

2.5 Resistencia a fungicidas

El mal uso y excesivo de fungicidas quimicos en la agricultura acelera significativamente el
desarrollo de resistencia, la cual se refiere a la insensibilidad adquirida y heredable de un
hongo a un agente antifungico (o fungicida) especifico. Bajo condiciones de campo se refiere
a la pérdida de control debido a la alta proporcion de cepas resistentes en la poblacion de
patdgenos. La resistencia es un proceso evolutivo, los fungicidas crean un filtro de resistencia
ejerciendo presion de seleccién dejando a los organismos resistentes y eliminando a los
susceptibles (FRAC, 2019).
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De acuerdo con el FRAC (2019), existen diferentes mecanismos a traves de los cuales se

desarrolla la resistencia en los hongos, entre los que se encuentran:

e Alteracion bioquimica del sitio de accion: es el mecanismo de resistencia mas coman.
Esta modificacion es generada por un cambio en la secuencia genética codificadora
de la enzima o proteina que constituye el sitio de accion en el hongo. Es habitual que
el hongo resistente porte una mutacion genética en el sitio de accién; cuando esto
ocurre, la interaccion entre el compuesto y el sitio de accion se ve afectada y el

compuesto pierde su eficacia fungicida.

e Detoxificacion del fungicida: a través de un mecanismo metabolico el hongo es capaz
de modificar el fungicida para que ya no sea perjudicial para la célula. Algunos
fungicidas necesitan ser metabolizados en la célula del hongo para pasar a la forma
activa; no obstante, con el metabolismo alterado el paso de la activacion podria no

suceder y el fungicida no pasaria a la forma activa.

e Sobreexpresion del sitio de accion: la produccién de enzimas adicionales en el sitio
de accion (es decir, sobreexpresion del sitio de accion) puede aumentar la
probabilidad de que una cantidad suficiente del sustrato fungico sea capaz de unirse
a la enzima del sitio objetivo, por lo que los procesos celulares como la respiracion

pueden producirse hasta cierto punto.

e Exclusién o expulsion desde el sitio de accion: las bombas de flujo existen
naturalmente dentro de la célula para excluir o expulsar sustancias extrafias o para
exportar sustancias enddgenas. A pesar de estas bombas de flujo, la mayoria de los
fungicidas pueden alcanzar concentraciones eficaces dentro de la célula e inhibir los
procesos celulares. Ocasionalmente, estos transportadores tienen éxito expulsando

suficiente fungicida como para que el aislado tenga una sensibilidad reducida.
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2.5.1 Tipos de resistencia

De acuerdo con Latin (2011), existen cuatro tipos de resistencia, estas son; la monogenética,

la poligenética, la resistencia cruzada y la multiple, los cuales se describen a continuacion:

Monogenética: la mutacion se da como resultado de un cambio en un solo gen

principal, el cambio a poblacidn resistente es rapida con presion de seleccion repetida.

e Poligenética: la mutacion se da en genes menores gque causan insensibilidad a los

fungicidas y el cambio a poblacidn resistente es gradual.

e Resistencia cruzada: esta ocurre cuando individuos o una cepa resistente a un
fungicida dado es también resistente a otros fungicidas dentro de la misma clase

quimica.

e Resistencia multiple: ocurre cuando individuos o una cepa resistente a un fungicida,

en una cierta clase quimica, también pose resistencia a una clase quimica distinta.

2.5.2 Resistencia a fungicidas por parte de B. cinerea

De acuerdo con datos del FRAC (2019), Botrytis spp. es uno de los hongos que presenta el
mayor riesgo de desarrollar resistencia a fungicidas, lo cual ha sido reportado en diversos
casos alrededor del mundo. Por ejemplo, en Grecia, China y México existen cepas resistentes
de B. cinerea a pirimetanil, las cuales presentan mayor capacidad de esporulacion en
comparacion con cepas sensibles (Carvajal, 2019; Sun et al., 2010; Bardas et al., 2008). Algo
interesante y bien conocido es la resistencia cruzada encontrada por Latorre et al. (2002) en

Chile donde aislados resistentes a ciprodinil, también mostraron resistencia a pirimetanil.

En la region floricola de Villa Guerrero, Estado de Meéxico, Ponce-Gonzalez et al. (2002)
confirmaron la resistencia de B. cinerea a los i. a. benomil y tiabendazol al comparar una
cepa sensible y cepas provenientes de cultivos de rosa (Rosa spp.), gladiolo (Gladiolus
grandiflorus Andrews.) y gerbera (Gerbera jamesonii Adlam.). Para el caso de benomil los
autores registraron que la concentracion efectiva (CE) 50 y 95 para la cepa sensible fue de

0.055 pg mL* y 0.49 ug mL™, respectivamente; mientras que para las provenientes de

cultivos, la CEsp estuvo entre 250.59 y 81.68 ng mL™, a partir de lo cual se obtuvo un factor
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de resistencia (FR) de entre 4,555.18 y 14,120.45, con relacién al testigo susceptible; en lo
que respecta a la CEgs estuvo de entre 12,241.09 y 18,279.08 yg mL? y el FR fluctu6 de

24,980.63 a 37, 303.24. Para tiabendazol el aislamiento sensible tuvo una CEso de 0.028 ug
mL 'y CEgs de 0.327 ng mL™, respectivamente; mientras que en el caso de los aislados de
cultivos se obtuvo una CEso de 88.51 a 129.96 ug mL™ con un FR de 3,160.00 a 4,440.42, y
en una CEgs de 2830.00 a 10, 839.00 ug mLty un FR de 8,635.43 a 33,146.78.

Por otro lado, Camacho (2009) aislé 15 cepas de B. cinerea de cultivos de rosa provenientes
de los municipios de Tenancingo, Villa Guerrero y Coatepec Harinas, Estado de México, a
partir de las cuales realizd pruebas de sensibilidad a los i. a. procloraz, tiabendazol, iprodiona,
metalaxil-m y clorotalonil, a partir de lo cual reportd diferentes grados de pérdida de
sensibilidad. Como resultados describe que las 15 cepas han perdido sensibilidad a
tilabendazol; las cepas de Tenancingo mostraron pérdida de sensibilidad a procloraz (TBcl,
TBc2, TBc3, TBc4, TBch) y cuatro a iprodiona (TBcl, TBc3, TBc4, TBcb); para el caso de
las provenientes de Villa Guerrero, una cepa manifestd pérdida de sensibilidad a procloraz
(VBcb) y tres a iprodiona (VBc2, VBc4, VBc5); mientras que en el caso de las aisladas de
Coatepec Harinas, la autora reporta que todas las cepas manifestaron pérdida de sensibilidad
a tiabendazol y clorotalonil, una de las cuales también perdi6 sensibilidad a metalaxil-m
(CBcb).

También en la regién floricola del Estado de México, Lépez (2019) determiné la DLso y la
DLos de tiabendazol para dos cepas de B. cinerea, una proveniente de Tenancingo (TBc2) y
otra de Villa Guerrero (VBc1). Como resultados reporta que para la cepa TBc2 la DLsg fue
de 0.0394 gdei.a. LtylaDLgsde 0.8673 g de i. a. L; mientras que para la VBc1 la DLso
fue de 0.0576 gdei.a. Lty laDLgs6.047 g dei. a. L. Con estos hallazgos la autora demostro
que, tomando de base la dosis recomendada por el fabricante del producto (0.6 g de i. a. L™),
se requiere 907.94 y 44.6 % mas i. a. para alcanzar una mortalidad del 95 %, para el caso de
las cepas VBcl1 y TBc2, respectivamente. Resultados similares los obtuvieron Manzanos-
Ayala et. al. (2009) tras evaluar este mismo i. a. en una cepa aislada del cultivo de rosa del
municipio de Coatepec Harinas, se obtuvo que la DLso fue de 0.0263 g dei. a. L™y la DLgs
de3.123gdei.a. L™
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3. JUSTIFICACION

El cultivo de statice tiene importancia econdmica en el municipio de Villa Guerrero, Estado
de México, ya que en el afio 2020 con una superficie de 32 ha fue capaz de generar $ MXN
14,985,400. Entre los patdgenos que le afectan se encuentra Botrytis cinerea, cuyos sintomas
se manifiestan como pudricion grisacea de corona, hojas, tallos y flores, pudricion seca de la
parte basal, hasta provocar la muerte total de la planta. Derivado de tales dafios la
productividad y calidad del statice se reduce considerablemente.

En dicha region, el principal método de manejo es el quimico utilizando fungicidas entre los
cuales se encuentra benomil y tiabendazol, a los que de acuerdo con estudios anteriores el
patégeno ha desarrollado resistencia; ademas, se ha reportado la pérdida de sensibilidad a
procloraz, clorotalonil, iprodiona, por lo que se corre el riesgo de desarrollar resistencia a
estos i. a. En este sentido, se debe hacer un empleo adecuado de fungicidas con una rotacién
y una complementacién con otros métodos. Por lo que se planted por objetivo aislar al agente
causal de la pudricion grisacea en la inflorescencia de statice y evaluar la sensibilidad in vitro

a fungicidas y a productos de bajo impacto ambiental.
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4. HIPOTESIS

Botrytis cinerea es el agente causal de la pudricidn grisacea en inflorescencias de statice en
el municipio de Villa Guerrero, Estado de México, el cual ha perdido sensibilidad a los

fungicidas utilizados para su manejo en la region.

5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo general

Aislar al agente causal de la pudricion grisacea en la inflorescencia de statice y evaluar su

sensibilidad in vitro a fungicidas y a productos de bajo impacto ambiental.
5.2. Objetivos especificos
Aislar y purificar al agente asociado a la pudricidn grisacea en la inflorescencia de statice.

Identificar morfologica y molecularmente al hongo asociado a la pudricion grisacea en

statice.
Determinar la patogenicidad del hongo asociado a la pudricion grisacea en statice.

Evaluar la sensibilidad in vitro del agente causal de la pudricion grisacea en statice a

fungicidas y a productos de bajo impacto ambiental.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1. Ubicacion de la investigacion

La presente investigacion se llevo a cabo en el laboratorio de Fitopatologia del Centro
Universitario UAEM Tenancingo, ubicado en la carretera Tenancingo — Villa Guerrero, Km
1.5, Tenancingo, Estado de México, México.

6.2. Colecta de material vegetal enfermo

La colecta de material vegetal se realiz6 en la localidad de San Diego, municipio de Villa
Guerrero, Estado de México, ubicada en 19.009035 norte, -99.654215 oeste, con una altitud
de 2,159 msnm. Para lo cual se realizaron muestreos en cultivos comerciales de statice y se
colectaron plantas con signos y sintomas de la enfermedad conocida como la pudricion
grisacea de la flor, para posteriormente realizar el aislamiento del patégeno. Para esto se
colectaron 10 plantas completas, considerando aquellas que presentaron los siguientes
sintomas: pudricion en la flor (Figura 7-A), tallo (Figura 7-B y C) o corona (Figura 7-D) y
marchitamiento total o parcial de la planta. Las plantas se transportaron al Laboratorio de
Fitopatologia, donde se realizé un lavado de las raices con agua potable, para posteriormente

colocarlas en un recipiente en hidratacion hasta su analisis.

6.3. Preparacion de medio de cultivo

Se prepard medio de cultivo papa, dextrosa, agar (PDA, marca BD Bioxon®), para lo cual
se utilizaron 39 g de medio de cultivo y se mezcl6 con 1 L de agua destilada en un matraz
Erlenmeyer; enseguida se procedio a la esterilizacion en autoclave (Felisa®) a 120 °C y
presion de 1.5 kg cm? durante 15 minutos. Una vez terminado el proceso de esterilizacion se
dejo enfriar el medio hasta ser tolerable al tacto para su manejo y en condiciones asépticas
bajo una campana de flujo laminar vertical (Scorpion Scientific®) se vacio en cajas de Petri
de cristal estériles (Kimax®); al solidificar se sellaron y se mantuvieron bajo condiciones de

laboratorio (21 £ 2 °C, 72 £ 5 % HR) para su conservacion hasta su posterior uso.
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Figura 7. Sintomas tipicos de la pudricion grisacea en plantas de statice colectadas en el
municipio de Villa Guerrero, Estado de México: A) flores pudricion grisacea; B) tallo con
pudricién en la base; C) tallo con necrosis en todo el largo del tallo y amarillamiento de hojas
superiores al dafio; D) corona dafiada con necrosis y desarrollo de moho gris producido de la
parte necrosada.

6.4. Aislamiento y purificacion de Botrytis cinerea

De las muestras de flor y corona se realizaron cortes de 0.5 cm de la zona cercana a la parte
enferma, enseguida se aplicd un proceso de desinfestacion con NaClO al 2 % durante 1

minuto, al finalizar se realizo un triple enjuague con agua destilada estéril, se seco con papel
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absorbente estéril, y se sembraron cuatro cortes de tejido en cajas de Petri con medio PDA
(Figura 8). Las siembras se mantuvieron a temperatura ambiente (21 = 2 °C) y se revisaron
diariamente; una vez que se detect6 crecimiento micelial se transfirieron a cajas de Petri con

medio de cultivo PDA como parte del proceso de purificacion.

Figura 8. Siembras en medio de cultivo PDA de tejido de statice con sintomas de pudricion

grisacea y purificacion. A) Siembra de cuatro fragmentos de tejido, B) purificacion.

6.5. Obtencidn de cultivos monosporicos

A partir de los aislamientos obtenidos se realizaron cultivos monosporicos. Esta técnica
consistio en colocar 15 mL de agua destilada estéril a la colonia de Botrytis spp. con
crecimiento de 20 dias, posteriormente con una varilla de aluminio estéril se desprendieron
y dispersaron los conidios y una alicuota de 1 mL de la suspension fue transferida a un tubo
de ensayo con 9 mL de agua destilada estéril, a partir de la que se realizaron tres diluciones
seriadas tomando cada tubo una alicuota de 1 mL que se incorpord en medio de cultivo PDA
y se dispers6 con una varilla de aluminio estéril. Las siembras se revisaron cada 24 horas;
una vez que se detectd crecimiento micelial, por separado se transfirieron las seis colonias

monosparicas de mayor tamafio a una nueva caja de Petri con medio de cultivo PDA.

Cada 24 h, con el apoyo de un marcador indeleble de punto fino, se trazé el crecimiento radial
hasta que al menos un monosporico cubrié por completo el medio de cultivo de la caja de

Petri. Posteriormente se tomaron fotografias y se determino el area de crecimiento micelial
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con el programa ImageJ (version 1.43). Los datos se analizaron con una regresion lineal
simple con el programa InfoStat version estudiantil, y a partir de esta informacion se

determind la tasa de crecimiento micelial.

6.6. Identificacion

6.6.1. Identificacion morfolégica

Las cepas del patdgeno se identificaron a nivel de especie de acuerdo con sus caracteristicas
morfologicas con el apoyo de claves taxondmicas y literatura especializada (Terrones-
Salgado et al., 2019; Alvarez, 2012; Camacho, 2009; Carbu, 2006; Barnet y Hunter, 1998) ,
se consideraron las caracteristicas culturales de las colonias crecidas en medio de cultivo
PDA tales como color y textura del micelio, asi como caracteristicas morfologicas entre estas:
la agrupacion de los conidios en los conidioforos, asi como su tamafio y forma; tamafio y
forma de microconidios y esclerocios. Para obtener el tamafio se midieron y promediaron 30
de cada una de estas estructuras por medio del uso de en microscopio compuesto (Carl
Zeiss®).

6.6.2. Identificacion molecular

Se transfirié una porcion del crecimiento micelial de los aislados para realizar la extraccion
de ADN. Se empleo el Kit de extraccion E.Z.N.A.® Fungal DNA Mini Kit (Omega Bio-
Tek®) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Enseguida se realizé la amplificacion
de las regiones internas de los genes ribosomales 185-5.8S y 5.85-28S con los primers
universales ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) e ITS5
(GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG) (White et al., 1990).

Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un termociclador TProfessional
estandar (Biometra®, Alemania) en un volumen final de 25 L con los siguientes reactivos:
Taq DNA Buffer PCR 1X, MgCI2 0.75 mM, dNTP’s 0.2mM, Platinum Taq DNA
polymerase 1U (Invitrogen®, USA), 10 UM de cada primer y 80 ng de ADN total. El
programa de amplificacion fue el siguiente: 96 °C por 3 min, 35 ciclos de 95 °C por 30 s, 55
°C por 30 sy 72 °C por 45 s, seguido de una extension final a 72 °C por 4 min. Se verificd

la presencia del fragmento mediante electroforesis en geles de agarosa al 2 %, la tincion se
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realiz6 con bromuro de etidio (5 mg L) y los geles se documentaron en el fotodocumentador
Gel Doc (Bio-Rad®, USA).

Los productos amplificados fueron purificados y secuenciados en ambas direcciones (5 3
'y 3= 5') por la compafiia Macrogen (https://dna.macrogen.com/). Las secuencias obtenidas
se editaron con el programa BioEdit version 7.0.0. (Hall, 1999). El anélisis filogenético se
realizd utilizando el programa en MEGA1l (Tamura et al., 2021), utilizando el
procedimiento de méxima verosimilitud (ML). EI modelo de sustitucion de nucledtidos
utilizado fue Kimura 2 parametros y el andlisis de bootstrapping fue de 100 repeticiones,
usando 27 secuencias referidas en el cuadro 6. Se utiliz6 a la secuencia de Pestalotiopsis
ellipsospora MFLUCC 12-0282 (JX398980) como grupo externo.

Cuadro 6. Datos de las secuencias de Botrytis spp. utilizadas para el analisis filogenético.

NUmero de

Especie Cepa acceso al Fuente
GenBank
B. aclada PRI006a AJ716295
B. calthae CBS 175.63 AJ716302
B. cinerea SAS56 AJ716294
B. elliptica BE9714 AJ716300
B. convoluta 9801 AJ716304
B. ficariarum CBS 176.63 AJ716296

Staats et al. (2005)

B. hyacinthi 0001f AJ716297
B. paeoniae 0003k AJ716298
B. polyblastis CBS287.38d AJ716291
B. porri MUCL3234b AJ716293
B. tulipae BT9830 AJ745713
B. squamosa PRI1026a AJ716299

Roberto Garcia Guadarrama
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NuUmero de
Especie Cepa acceso al Fuente
GenBank
B. californica X503 KJ937038
B. californica X655 KJ937039
B. californica X1348 KJ937041
Saito et al. (2016)
B. californica X1482 KJ937042
B. cinerea X622 KJ937045
B. cinerea 207cb KU173120
B. cinerea 207e KU173121
B. cinerea 407ch KU173122
B. cinerea 407da KU173123
B. cinerea 207a KU173124 Wang et al. (2002)
B. cinerea 111bb KU173125
B. cinerea 101Vv3Dd KU173126
B. cinerea 207db KU173128

6.7. Determinacion de patogenicidad

La patogenicidad de las cepas obtenidas se determind en plantas de statice cultivadas en

laboratorio.

6.7.1. Siembra de plantas de statice

Para la germinacion y desarrollo de las plantas de statice se utiliz6 como sustrato una mezcla
de turba y perlita en una composicion de 2:1, el cual se humedecio y colocé en sacos de tela
de mantay se someti0 a un proceso de esterilizacion a 120 °C y presion de 1.5 kg cm2 durante
15 minutos por tres ciclos. Cabe sefialar que entre ciclos se dejé enfriar el sustrato a
temperatura ambiente.
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Una vez concluido el proceso de esterilizacion se realizd la siembra, para esto el sustrato
estéril fue colocado en una charola para germinacion de 120 cavidades. En cada cavidad se
colocod una semilla de L. sinuatum variedad Qis White (BallSed®), posteriormente se
mantuvo a temperatura de 21 £ 2 °C por alrededor de un mes con dos riegos por semana con
agua potable. Pasado este tiempo se realizo el trasplante colocando una plantula en vasos de
unicel de volumen de 355 mL. Las plantulas se mantuvieron en una incubadora de
crecimiento de plantas, con temperatura de 22 °C y con fotoperiodo de 12 horas luz y 12
obscuridad (Figura 9), continuando con dos riegos por semana.
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Figura 9. Incubacion de pléntulas de statice. A) Charola de 120 cavidades con plantulas de
statice un mes después de la siembra, B) trasplante e incubacion.

6.7.2. Cepas de Botrytis spp.

Se determind la patogenicidad de las cepas de Botrytis aisladas, las cuales se cultivaron en
medio PDA durante cinco dias.

6.7.3. Inoculacion de Botrytis spp.

El proceso de inoculacion se realizé en plantas de statice de tres meses de edad. Para esto, en
la zona apical se coloc6 un disco de medio de cultivo de 5 mm de diametro con crecimiento
de Botrytis spp. (Figura 10), utilizando pinzas de diseccion previamente esterilizadas. Es
importante sefialar que se tuvo el cuidado de que el micelio estuviera en contacto directo con
la planta. El testigo consistio en plantas a las que se coloco un disco de medio de cultivo
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estéril. Las plantas se colocaron en cdmaras humedas realizadas con charolas de plastico de
37 cm de diametro, y se mantuvieron con dos riegos por semana, e incubaron a temperatura
de 21 + 2 °C y humedad relativa de 75 £ 5 %.

/l

5

B

Figura 10. Proceso de inoculacion. A) Plantas de statice de tres meses de edad; B) recorte
de discos de medio PDA con crecimiento de Botrytis spp.; C) inoculacion de las plantulas;

D) camara humeda.
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6.7.4. Recuperacion del patégeno

Con la finalidad de comprobar que los sintomas desarrollados en las plantas correspondian
al patégeno inoculado, se realizé un proceso de recuperacion del patégeno al término del
periodo de evaluacion. Para esto, a partir de las plantas que manifestaron sintomas, se
realizaron cortes de tejido enfermo de aproximadamente 0.25 cm?, los cuales se sometieron
a un proceso de desinfestacion con NaClO al 2 % durante 1 minuto; posteriormente se realiz6
un triple enjuague con agua destilada estéril, se secaron con papel absorbente estéril, y se
sembraron en cajas de Petri con medio PDA. Las siembras se mantuvieron bajo condiciones
de laboratorio (21 + 2 °C, 72 £ 5 % HR) y se revisaron diariamente; una vez que se detecto

crecimiento micelial, se confirmd la identidad del hongo bajo microscopio compuesto.

6.7.5. Variables evaluadas

Las variables evaluadas fueron incidencia y severidad. Para el registro de la incidencia las
plantas se revisaron diariamente para registrar el nimero de plantas enfermas a través del
tiempo. La severidad se determiné al séptimo dia después de la inoculacion (ddi); para esto,
se tomaron fotografias de las zonas dafiadas de cada planta y se determind el area de dafio a

través del programa ImageJ (version 1.43).

6.7.6. Disefio experimental y andlisis estadistico

El experimento se establecio en un disefio completamente al azar con ocho repeticiones. El
numero de tratamientos estuvo en funcion de las cepas del patdgeno aisladas. Los datos de
severidad se sometieron a un ANOVA de una via y comparacion de medias Tukey (p <0.01)

a traveés del programa InfoStat, version estudiantil.

6.8. Determinacion de la sensibilidad in vitro a fungicidas

Se determind la sensibilidad in vitro del patdgeno a: extracto de canela, complejo de extracto
de citrex, cloruro de dimetil alquil bencil amonio + dimetil dioctil decil cloruro de amonio,
pirimetanil y prochloraz, utilizados a la dosis minima recomendada por el fabricante del

producto (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Fungicidas y productos de bajo impacto ambiental evaluados frente a Botrytis

Spp.

Producto

: Marca Ingrediente Activo i.a.(mL LY
comercial

Complejo de extracto de Canela

Cinnasure  AgroSciences® 70 % 3.5
Citrex AgroSciences® Complejo de extracto de Citrex 0.7
70 %
Cloruro de Dimetil Alquil

] Bencil Amonio 15 % 0.15

Full-Gro  AgroSciences® S )
Dimetil Dioctil Decil Cloruro 0.10

de Amonio 10 %
Scala Bayer Pirimetanil 54.6 % 1.9
Cropscience®

Sportak FMC Procloraz 45 % 0.22

Corporation®

6.8.1. Preparacion de medio de cultivo

Se preparé medio de cultivo PDA como se menciond en el apartado 6.3. Una vez estéril y a
una temperatura aproximada de 50 °C se adiciond el producto correspondiente y se mantuvo
en agitacion en una parrilla de calentamiento (Thermo Scientific®) hasta que se disolvieron

por completo; enseguida se vaciaron en cajas de Petri.

6.8.2. Siembra del patdégeno

Una vez solidificado el medio de cultivo con fungicidas se procedié a la siembra del
patdgeno, para esto se colocé en el centro de la caja de Petri un disco de medio de cultivo de
8 mm con crecimiento de Botrytis spp. de siete dias de edad. El testigo consistio en la siembra
del patogeno en medio de cultivo libre de fungicidas. Las siembras se mantuvieron bajo

condiciones de laboratorio a 21 + 2°C, 72 + 5 % HR y luz natural (Figura 11).
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Figura 11. Condiciones de laboratorio bajo las cuales se mantuvieron las siembras para la
determinacion de sensibilidad a fungicidas y a productos de bajo impacto ambiental.

6.8.3 Variables evaluadas

Seis dias después de la siembra (dds) se determiné el &rea de crecimiento micelial; para lo
cual con un marcador indeleble de punto fino se marcé el crecimiento radial del hongo
(Figura 12), se tomaron fotografias y se determin0 el &rea de crecimiento con programa

ImageJ (version 1.43).
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Figura 12. Trazo del area de crecimiento radial de Botrytis spp. seis dias después de la
siembra. A) Testigo; B) Scala.

6.8.4. Disefio experimental y analisis estadistico

Se establecié un disefio completamente al azar con seis tratamientos por cepa, con siete
repeticiones. Los datos de crecimiento micelial se sometieron a un ANOVA de una via y

comparacion de medias Tukey (P<0.01) a través del programa InfoStat, version estudiantil.
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7. RESULTADOS
7.1. Aislamiento del patogeno

A partir de las siembras realizadas de tejido enfermo de flor de statice se obtuvieron dos

colonias de hongos nombradas como C1R1 y C2R5.

7.2 Seleccidén de cultivos monospéricos

De cada colonia se obtuvieron cultivos monospéricos, para C1R1 cinco; y en el caso de C2R5
debido a la escasa concentracion de esporas se obtuvieron dos. A partir de cada colonia se
seleccion6 uno considerando la tasa de crecimiento. En el caso del aislamiento C1R1 se
selecciono al monosporico |, por presentar la mayor tasa de crecimiento con 0.783 cm?2dia™,
y en el caso de C2R5 al monospdrico 11, cuya tasa de crecimiento fue de 0.428 cm? dia'l
(Cuadro 8).

Cuadro 8. Tasa de crecimiento (cm?) de los cultivos monospéricos de los aislamientos.

Aislamiento Monosporico Tasa de crecimiento (cm?dia?)
I* 0.783
I 0.682
CiR1
i 0.315
v 0.763
I 0.342
C2R5
> 0.428

* Monosporico seleccionado

o1

Roberto Garcia Guadarrama



Botrytis cinerea Pers. en statice (Limonium sinuatum Mill.) y su sensibilidad a fungicidas

7.3. Identificacion a nivel de especie

7.3.1. Identificacion morfolégica

La cepa C1R1 el micelio cultivado en PDA crecio formando colonias de manera uniforme,
sin generar anillos, con una apariencia algodonosa casi nula, con un micelio compacto pegado
al PDA, e hifas septadas (Figura 13-D), micelio de color blanco o hialino al comienzo de su
crecimiento (Figura 13-A), pero virando a color rosado cuando el crecimiento es joven
(Figura 13-B) y tornando un color entre vino y morado intenso cuando el crecimiento es
maduro. Los conidioforos fueron escasos, levantandose directamente del micelio, septados,
ramificados, los conidios se encontraron de manera escasa y dispersa en forma de uva con
una dimension promedio de 5.4 um de largo y 6.1 um de ancho (Figura 13-E), los esclerocios
fueron muy escasos incluso nulo en algunas siembras comenzando con un color blanco y
cambiando a negro cuando estos envejecian, de forma irregular con dimension promedio de
2.2 mm de largo y 1.7 mm de ancho, los microconidioforos fueron abundantes con gran
cantidad de microconidios, estos con una forma circular y dimensiones promedio de 2.2 pym

de largo y 2.0 um de ancho (Figura 13-F).

La cepa C2R5 su micelio cultivado crecié formando colonias uniformes rara vez formo
anillos, con una apariencia algodonosa, un micelio crecié un poco levantado del medio al
PDA (Figura 14-A), con un micelio septado (Figura 14-D), de color hialino al inicio de su
desarrollo tornandose blanco o grisdceo conforme envejecia. Los conidioforos fueron
abundantes llegando a cubrir la caja en algunas siembras, septados, ramificados, los conidios
fueron abundantes encontrandose por toda la caja, con forma de uva con una dimension
promedio de 9.3 pum de largo y 6.0 um de ancho (Figura 14-E), los esclerocios fueron
abundantes, dispersos por toda la caja, comenzando con un color blanco al inicio y virando
a un color negro al envejecer, de forma irregular con una dimension promedio de 2.0 mm de
largo y 1.7 mm de ancho(Figura 14-C), los microconidioforos fueron escasos con desarrollo
bajo de microconidios, estos con una forma circular y dimensiones promedio de 1.5 um de

largo y 1.3 pm de ancho (Figura 14-F).
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Cuadro 9. Caracteristicas morfoldgicas de macroconidos, microconidios y esclerocios de B.
cinerea, cepas C1R1y C2R5.

Cepa Estructura Largob Anchob Forma
6.0-9.2 5.4-7.1
Macroconidios* En forma de
(5.4) (6.1) uva
0.9-3.8 0.9-3.3
C1R1 Microconidios* En forma
(2.2) (2.0) circular
0.7-4.2 0.7-3.7
Esclerocios® Irregular
(2.2) (1.7)
6.7-12.4 5.3-6.9
Macroconidios* En forma de
(9.3) (6.0) uva
0.9-3.2 0.8-2.8
C2R5 Microconidios* Ef_‘ forma
(1.5) (1.3) circular
0.9-4.4 0.7-2.4
Esclerocios® Irregular
(2.0) (1.5)

* Unidad de medida de macro y microconidios: pm
*Unidad de medida de los esclerocios: mm
P El promedio de la medicion de 30 estructuras se indica entre paréntesis.
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Figura 13. Caracteristicas culturales y morfoldgicas de la cepa de B. cinerea C1R1 en medio
de cultivo PDA. A) Vista frontal de la caja de Petri; B) reverso de la caja de Petri; C)
presencia de esclerocios en medio de cultivo; D) micelio septado y ramificado (40X); E)
macroconidios en forma de uva (100X); F) microconidioforo y microconidios de forma
circular (100X).
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Figura 14. Caracteristicas culturales y morfoldgicas de la cepa C2R5 en medio de cultivo
PDA. A) Vista frontal de la caja de Petri; B) reverso de la caja de Petri; C) presencia de
esclerocios en medio de cultivo; D) micelio septado y ramificado (40X); E) macroconidios
en forma de uva (100X); F) microconidioforo y microconidios de forma circular (100X).

55

Roberto Garcia Guadarrama



Botrytis cinerea Pers. en statice (Limonium sinuatum Mill.) y su sensibilidad a fungicidas

7.3.2. Identificacion molecular

De acuerdo con las secuencias de nucleotidos obtenidas a partir de la amplificacion de la
region ITS y el EF-1a, alineadas con la base de datos del GenBank del Centro Nacional de
Informacion Biotecnoldgica (por sus siglas en inglés NCBI), las dos cepas correspondieron
al hongo Botrytis cinerea (Cuadro 10). Esto fue confirmado a partir del analisis filogenético

de las secuencias de la region ITS (Figura 15).

Cuadro 10. Identificacion molecular de Botrytis cinerea utilizando los cebadores universales
ITS4 e ITS5, y el factor de elongacién-lo (EF-1a) EFI-728F y EFI-986R, alineados con
especies de la base de datos del NCBI (2023).

Especie Secuencia Porcentaje de
Cepa Cebadores identificada homéloga* similitud
ITS B. cinerea MT573470.1 100
CiR1
EF-la B. cinerea 0OP222678.1 97.26
ITS B. cinerea MT573470.1 100
C2R5
EF-la B. cinerea 0OP222678.1 98.17
* NUmero de acceso al NCBI
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AJ716201 8B, polyblastis CBS287.38

AJT16299 8, squamosa PRIO26

AJT716298 B. paconiae 0003

AJ716301 B. tulipae 9830
AJ716304 B. convoluta 9801
AJT16300 8, elliptica BEOT 14

W AJTI16296 B, Micarlarum CBS176.63
AJT16297 B. hyacinthi 0001
AJ716295 B. aclada PRIOOS

AJT16292 8. porrl MUCL3234

" { AJ716302 B. calthao CBS175.63

AJ716294 B, cinerea SAS56
CIR?1
KU173128 B. cinerea 207db
KU173121 8. cinerea 207e
KU173120 8. cinerea 207ch
KU173125 8. cinerea 111bb
KU173123 8. cinerea 407da
sl KUT73124 B. cinerea 207a
KU173122 B. cinerea 407cb
KU173126 B. cinerea 101V3Dd
C2RS
o KJD3I70456 B, cinerea X622
,1 KJ837038 B. californica X503

Y
A
ER

ar

KJB37041 B, californica X1348
T KJR37042 B, californica X1482
KJB37039 B. callfornica X655
JX3I98980 P. ellipsospora MFLUCCT12-0283

Figura 15. Relaciones filogenéticas aplicando los algoritmos Neighbor-Joining a una matriz de distancias entre pares estimada mediante
el método de Maxima Verosimilitud Compuesta (MCL), construidas con el método de Maxima Verosimilitud y el modelo de Kimra de
2 pardmetros con 27 secuencias de nucleotidos de la region ITS del género Botrytis y Pestalotiopsis ellipsospora MFLUCC 12-0282
(JX398980) como grupo externo.
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7.4 Patogenicidad

7.4.1 Sintomas registrados

A partir del tercer ddi de B. cinerea se observd necrosis del tejido en la zona del disco de
medio de cultivo con el que se realizd la inoculacion (Figura 16-A). Conforme avanzo el
tiempo, la parte necrosada se extendié hacia la corona; posteriormente se presentd
marchitamiento de la planta y las hojas comenzaron a tornarse de color amarillo hasta
presentarse la muerte de estas (Figura 16-B). En general el tejido dafiado se torné color café
obscuro (Figura 16-C y D) y fue comun observar micelio y conidios del hongo.

7.5 Incidencia

Los primeros sintomas se registraron a partir del tercer ddi en las plantas inoculadas con
ambas cepas de B. cinerea. Para el caso de C2R5, el 100 % de las plantas manifestaron algln
sintoma. En el caso de las plantas inoculadas con C1R1, el 37.5 % desarroll6 sintomas,
aumentando a 62.5 % al cuarto ddi; es importante sefialar que a partir de este momento el
porcentaje de plantas enfermas no avanzd. Por su parte, las plantas del testigo no

manifestaron ningdn sintoma durante los siete dias de evaluacion (Cuadro 11).

Cuadro 11. Incidencia de la pudricidon grisacea provocada por B. cinerea en plantas de statice
hasta el dia siete ddi.

Dias después de la inoculacion

Tratamiento

3 4 5 6 7

Testigo 0 0 0 0 0
CiR1 37.5 62.5 62.5 62.5 62.5
C2R5 100 100 100 100 100
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Figura 16. Avance de la pudricion grisacea, enfermedad provocada por B. cinerea en plantas
de statice. A) planta con necrosis inicial en la zona de inoculacién; B-C) necrosis extendida
en la corona y las hojas, y marchitez; D) muerte de hojas.
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7.6 Severidad

Las cepas de B. cinerea C1R1y C2R5 presentaron diferencias estadisticas (P<0.01) en cuanto
al area de dafio; siendo la mas patogénica la C2R5 que en promedio provocd 2.7 cm? de dafio,
en comparacion con la C1R1, cuyo dafio promedio fue de 0.4 cm? (Figura 17). Por otro lado,
se comprobo que el agente causal correspondio al patdégeno inoculado debido a que se reaislo

en el 100 % de las plantas que manifestaron sintomas para C2R5 y del 90% para C1R1.

25

15

Area de dafio {cm?)

05 b

, 1IN

CIR1 C2R5

Cepas de B. cinerea

Figura 17. Area de dafio (cm?) de B. cinerea, cepas C1R1 y C2R5 en plantas de statice.
Barras con letra diferente, indican diferencias estadisticas (p < 0.01).

7.7 Sensibilidad in vitro a fungicidas

Derivado de las dos réplicas realizadas para ambas cepas de B. cinerea, el analisis de varianza
mostro que al sexto dds no hubo diferencias estadisticas significativas (p > 0.01) en el area
de crecimiento micelial con cada uno de los fungicidas evaluados ni el testigo (Anexos 1y
2).
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Al término del periodo de evaluacion, el area de crecimiento micelial de la cepa C1R1 con
fungicidas fue estadisticamente diferente al testigo (p < 0.01), en el cual el promedio de
crecimiento fue de 51.20 cm?. En lo que respecta a los tratamientos con fungicidas, el
patdgeno solo presento crecimiento con Scala, en el que se registré un area promedio de 0.13
cm?, lo que muestra pérdida de sensibilidad (Figura 18). Destaca que los demas productos
(Sportak, Full-Gro, Cinnasure, Citrex) se consideran efectivos a nivel in vitro a las dosis
evaluadas debido a que inhibieron el 100 % del crecimiento a la dosis evaluada (Cuadro 12).

Cuadro 12. Area de crecimiento micelial (cm?) al sexto dds de B. cinerea cepa C1R1 en
medio de cultivo PDA con fungicidas y productos de bajo impacto ambiental.

) Area de crecimiento micelial
Tratamiento

(cm?)*

Testigo 51.202

Scala 0.13°
Sportak 0°
Full-Gro 0P
Cinnasure 0P
Citrex 0P

*Medias con letra diferente indican diferencias estadisticas (p < 0.01).
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_

Figura 18. Crecimiento micelial in vitro de B. cinerea cepa C1R1. A) Sin fungicida, B) Scala, C) Sportak, D) Full-Gro, E) Cinnasure, y
F) Citrex.
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En lo que respecta a la cepa C2R5, el analisis estadistico revelo diferencias significativas (p
< 0.01) entre el testigo y los tratamientos con fungicidas. El testigo crecié en promedio 63.61
cm?; solo se presentd crecimiento con el fungicida Scala a la dosis recomendada por el
fabricante, en el que presentd un crecimiento de 0.33 cm?, lo que también evidencia pérdida
de sensibilidad (Cuadro 13). Otro aspecto importante es que al comprar el area de crecimiento

con la cepa C1R1, la C2R5 resulto ser menos sensible.

Cuadro 13. Area de crecimiento micelial (cm?) al sexto dds de B. cinerea cepa C2R5 en

medio de cultivo PDA con fungicidas y productos de bajo impacto ambiental.

Tratamiento Area de crecimiento micelial
(cm?)*

Testigo 63.6%

Scala 0.33
Sportak 0°
Full-Gro 0P
Cinnasure 0P
Citrex 0P

*Medias con letra diferente indican diferencias estadisticas (p < 0.01).
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Figura 19. Crecimiento micelial in vitro de B. cinerea cepa C1R1. A) Sin fungicida, B) Scala, C) Sportak, D) Full-Gro, E) Cinnasure, y
F) Citrex.
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8. DISCUSION

Botrytis cinerea es el agente causal del moho gris en méas de 200 especies vegetales de
importancia econdmica alrededor del mundo (Staats et al., 2005) entre las que se encuentra
el statice, cultivo donde provoca dafios en toda la planta desde tallos, corona, hojas e
inflorescencias; ademas, se ha reportado como parte del complejo del damping-off en
plantulas (Strider, 1973). A nivel mundial existen reportes cientificos de la enfermedad en
paises como Colombia (Diaz et al., 1996; Buitrago y Saavedra, 1982) y Estados Unidos
(Englehard, 1980); no obstante, a pesar de que los dafios son recurrentes sobre el cultivo de

statice en las zonas productoras de México, no existen reportes formales al respecto.

Derivado del presente estudio se obtuvieron dos cepas de B. cinerea a partir de
inflorescencias de un cultivo comercial de statice proveniente del municipio de Villa
Guerrero, Estado de México, las cuales presentaban sintomas de pudricion; de manera
complementaria la identidad del patégeno fue confirmada a través de su identificacion
morfoldgica (Cuadro 9) y molecular (Figura 15). Las cepas obtenidas presentaron diferencias
en cuanto a las caracteristicas de crecimiento en el medio de cultivo PDA, tales como la
textura, color, produccion de macro y microconidios, y esclerocios (Figura 13 y 14). En
ambas cepas los macroconidios tuvieron forma de uva tal como lo sefialan diversos autores
(Camacho, 2009; Carbu, 2006; Barnet y Hunter, 1998); en lo que respecta al tamafio de estas
estructuras, para la cepa C1R1 en promedio las dimensiones fueron de 5.4 x 6.1 um, mientras
que para la C2R5 de 9.3 x 6.0; pese a las diferencias, estan dentro del intervalo reportado por
Camacho (2009) que fue de 13.0 x 8.1 pum.

Otra de las estructuras que se encontraron con frecuencia a nivel in vitro fueron los
microconidios cuya forma fue circular, con tamafio promedio de 2.2 x 2.0 um para C1R1y
de 1.5 x1.3 um para C2R5; cabe sefialar que estos se desarrollaron en colonias envejecidas,
lo cual puede deberse a la disminucién de la cantidad de nutrientes en el medio de cultivo; al
respecto Alvarez (2012) sefiala que tales estructuras tienden a desarrollarse ante la deficiencia

de nutrientes u otras condiciones adversas como el bajo contenido de Oo.

Fue comun el desarrollo de esclerocios de color negro, lo cual es reportado frecuentemente

en la literatura (Alvarez, 2012; Barnet y Hunter, 1998). La cepa C2R5 tendié a desarrollarlos
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en mayor medida que la C1R1; en cuanto al tamafio, los valores promedio fueron de 2.2 x
1.7 mm para C1R1 y 2.0 x 1.5 mm para C2R5, en todos los casos su forma fue irregular;
ademas, el tamafio coincidié con lo sefialado por Terrones-Salgado et al. (2019) quienes

reportaron dimensiones de 1.2-3.1 x 0.9-2.5 mm.

En cuanto a las caracteristicas culturales en medio PDA, al inicio del crecimiento la C1R1
presentd micelio compacto color blanco que conforme maduré vird a rosado hasta alcanzar
tonalidad vino o morado (Figura 13); por su parte, la cepa C2R5 presentd coloracion blanca
con una apariencia algodonosa y tornandose grisacea al envejecer (Figura 14). Es importante
destacar que en la literatura se reporta que las colonias de este hongo pueden presentar
diversas caracteristicas en medio de cultivo PDA; por ejemplo, algunas pueden presentar
anillos conceéntricos, otras apariencia algodonosa, o con micelio compacto de color grisaceo
(Hernandez, 2022; Mendoza, 2021; Camacho, 2009), con lo cual coincide la cepa C2R5, no
asi las caracteristicas de la C1R1. A pesar de tales variaciones, la identificacion fue
comprobada a través de técnicas moleculares, para lo cual se alinearon las secuencias del
factor de elongacion-1a y la region ITS en la base de datos del GenBank (NCBI, 2023), a
partir de lo cual se identificé un porcentaje de similitud entre el 98.17 al 100 % con B. cinerea
(Cuadro 10); esto se corroboro a través del dendrograma construido con las secuencias de la
region ITS (Figura 15) utilizando como referencia las citadas por Saito et al. (2016), Staats
et al. (2005) y Wang et al. (2002).

Como resultado de las pruebas de patogenicidad se produjo pudricion de corona y en hojas
cercanas al sitio de inoculacion, que conforme el paso del tiempo progreso hasta ocasionar
la muerte de las plantas (Figura 16), lo cual coincide con lo reportado en la literatura (Diaz
etal., 1996; Buitrago y Saavedra, 1982; Englehard, 1980) (Figura 16); en adicion, fue comdn
la presencia de moho gris conformado por micelio y esporas del patdgeno (Gauthier et al.,
2021; Staats et al. 2005). Los sintomas fueron evidentes al tercer ddi; en el caso de la cepa
C2R5 en el 100 % de las plantas, mientras que con la C1R1 fue de 37.5 %, alcanzando un
maximo de 62.5 % a los 7 ddi (Cuadro 11). Al respecto es interesante destacar que existen
estudios que hacen referencia al periodo de incubacion de este patdgeno, en los que se
reportan diferencias en funcién de la especie vegetal; por ejemplo en uva (Vitis vinifera L.)

Latorre et al. (2002) registraron la manifestacion de los primeros sintomas a las 24 horas
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después de la inoculacion (hdi) en flores, y en frutos entre las 24 y 48 hdi; por otro lado, en
flores de rosa (Rosa hybrida) Mendoza (2021) sefiala que los primeros sintomas se
observaron a las 24 hdi; mientras que en el caso de ardndano (Vaccinium corymbosum L. cv.
Biloxi) el patdégeno indujo marchitez y necrosis en retofios después de 10 dias posteriores a
la inoculacién (Montiel-Frausto et al., 2021); las diferencias en cuanto al tiempo en el que se
manifiestan los sintomas en diversos cultivos pueden estar asociadas con el grosor del tejido

vegetal y con la producciodn de fitotoxinas (Maharachchikumbura et al., 2014).

Para el manejo del patégeno el método mas empleado es el quimico; lo cual representa un
serio problema, ya que con base en reportes del FRAC (2019) B. cinerea es un hongo
fitopatdgeno que tiene la capacidad de desarrollar resistencia en un lapso de tiempo lo
suficientemente corto como para ser una seria amenaza en mas de una clase de fungicida; a
partir de esto y en adicioén con los resultados de estudios de sensibilidad y resistencia a
fungicidas realizados en la zona floricola del sur del Estado de México, en la presente
investigacion se plante6 la hipotesis de que tal fendbmeno podria estar ocurriendo en cepas
del cultivo de statice provenientes del municipio de Villa Guerrero, de manera particular en
el caso de pirimetanil (Sacala) y prochloraz (Sportak), que son algunos de los productos que
mas se utilizan en dicha regién. Lo anterior fue confirmado para pirimetanil, al cual fue
evidente la pérdida de sensibilidad por parte de las cepas aisladas, las cuales presentaron un
area de crecimiento micelial de 0.13 y 0.33 cm?, para el caso de la C1IR1 y C2R5,

respectivamente (Cuadros 12 y 13).

Otro aspecto de relevancia es que las anilipirimidinas (clase a la que pertenece el i. a.
pirimetanil) son clasificadas dentro del nivel de riesgo medio para la seleccion de resistencia
(FRAC, 2019). En este orden de ideas, derivado de estudios realizados en paises como
Grecia, China y México se ha documentado que existen cepas de B. cinerea resistentes
(Carvajal, 2019; Sun et al., 2010; Bardas et al., 2008); ademas, se han reportado casos de
resistencia cruzada, lo que implica que aun cuando no se tengan antecedentes de aplicaciones
de pirimetanil, al aplicar fungicidas del mismo grupo quimico es posible que se presente
resistencia; este hecho se registro en un estudio realizado en Chile donde a partir de uva de
mesa aislaron cepas resistentes a ciprodinil, las cuales también manifestaron resistencia a

pirimetanil (Latorre et al., 2002).
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En el caso de procloraz (Sportak) utilizando 0.22 mL i. a. L™* el crecimiento del hongo fue
nulo, lo que implica que a nivel in vitro fue efectivo frente a las cepas estudiadas (Cuadros
12 y 13). Tales resultados coinciden con los reportes en México de Santiago et al. (2017)
quienes al utilizar el mismo producto con dosis de entre 0.50-1.25 mL 100 mL™ de medio
PDA se lograron una inhibicion del 100 %. Del mismo modo Camacho (2009), aislé cepas
de B. cinerea de la region floricola del Estado de México, entre sus hallazgos report6 que al
utilizar de 2.5 mL L de producto comercial el 100 % (n=5) de las cepas evaluadas
provenientes de Tenancingo presentaron pérdida de sensibilidad, mientas que en el caso de
las aisladas del municipio de Villa Guerrero el 80 % fue sensible (n=4), con lo que se
evidencia que los resultados no son generalizados ni en la zona ni en el mundo; al respecto
de esto Gltimo en Venezuela Carrero et al. (2003) demostraron mayor sensibilidad a procloraz
que a otros fungicidas utilizando 3000 ppm, con lo que se inhibio totalmente el crecimiento

del hongo a nivel in vitro.

Respecto a los productos CinnaSure, Citrex y Full-Gro, considerados de bajo impacto
ambiental, en el presente estudio se registroé que inhibieron el 100% del crecimiento micelial
de ambas cepas. Con respecto al producto a base de canela (70 %) (CinnaSure), existen otros
estudios que han demostrado la efectividad del EA, uno de estos es el realizado por
Hernandez (2022) quien realiz6 evaluaciones a nivel in vitro de un extracto acuoso obtenido
en el laboratorio, usando una concentracién de 15 % (peso/volumen), obteniendo inhibicion
del 100 % en dos cepas con antecedentes de pérdida de sensibilidad a tiabendazol (Lopez,
2019). Otros autores que también muestran la efectividad de la canela son los realizados por
Pazmifio-Miranda et al. (2017) quienes registraron la reduccion de la incidencia y severidad
en un 75y 88.2 %, respectivamente, de B. cinerea en un cultivo de fresa, esto tras realizar
aplicaciones de una solucién de extracto etandlico con una dosis de 15 mL L, con lo que -
en adicion con los hallazgos del presente estudios- se demuestra que es una alternativa

sustentable para el manejo del patdégeno

Otro de los productos que en este estudio presentd buena efectividad fue el Citrex. Al
respecto, se ha reportado que existe cierta variabilidad otras investigaciones; por ejemplo,
Rueda et al. (2013) evaluaron en tomate a nivel de campo un producto comercial (Inver-
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Agroinsums®) a diferentes dosis (0, 666, 1000, 2000, 4000 y 8000 ppm), a partir de que
reportaron que las dosis mas efectivas fueron 666 y 8000 ppm, debido a que se logré retardar
la manifestacion de sintomas. En contraste, Roldan (2011) evalud la manifestacion de la
enfermedad en plantas de zarzamora desde la época de floracion hasta la cosecha, como
resultados reportd que al aplicar extracto de semilla de citricos (Ecocitro®) a dosis de 1.5 L
hal se obtuvieron resultados insatisfactorios, ya que obtuvieron el nivel mas alto de
incidencia en flores y en fruto llegando a ser cerca del 0.8 % de la incidencia, asi como en
frutos almacenados por 7 dias. Por su parte, Alarcon-Garcia et al. (2015) reportaron efecto
antifangico del extracto de limén a nivel in vitro en fresa a una concentracién de 11000 ppm,
con lo que se alcanz6 una inhibicion entre 24-28 % del hongo a los10 dias después de la

siembra.

Con relacion al uso de sales cuaternarias, producto que resulto ser efectivo en el presente
estudio contra B. cinerea (Cuadros 12 y 13), existen pocos estudios que hacen referencia a
su efectividad frente a hongos fitopatdgenos, uno de estos es el realizado por Saavedra (2013)
quien menciona que es efectivo para reducir la concentracion de esporas; no obstante, esto lo
aplicé para la desinfeccion de pasillos. Cabe destacar, aunque en la literatura reportan que
las sales cuaternarias tienen menor eficacia contra hongos (Chavarro, 2009). Por otro lado,
se debe hacer énfasis que las sales cuaternarias son ampliamente utilizadas como parte del
proceso de desinfeccion de espacios, materiales, herramientas y/o de manos, esto con el fin
de reducir la entrada de agentes contaminantes a areas de produccion; por ejemplo, se reporta
una solucion de 600 ppm para desinfectar calzado dentro de invernaderos y como
desinfectante para manos, equipo de seguridad y herramientas con una solucién de 100 ppm
(Ortiz, 2016). En el caso de la desinfeccion de charolas que se puede aplicar sumergiéndolas
en una solucion de sales cuaternarias con una concentracion de 1500 ppm, y con esa misma
concentracion es posible sanitizar invernaderos, ademas de la desinfeccion de heridas o cortes

de material vegetal en jitomate (Espinola, 2018).
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9. CONCLUSIONES

Con base en la identificacion morfologica y molecular, y en adicion con las pruebas de
patogenicidad se concluye que Botrytis cinerea es el agente causal de la enfermedad conocida
como “pudricion grisacea” en inflorescencias de statice en el municipio Villa Guerrero,

Estado de México.

Las dos cepas de B. cinerea aisladas de statice presentaron la capacidad de producir

microconidios y macroconidios, aunque la concentracion dependié de la cepa.

La cepa C2R5 fue la méas patogénica, con una incidencia del 100% al tercer ddi y una

severidad 675 veces mayor que la cepa C1R1.

Las cepas C1R1 y C2R5 presentan pérdida de sensibilidad in vitro al fungicida pirimetanil,

tomando de base la dosis recomendada por el fabricante del producto.

Los productos CinnaSure, Citrex y Full-Gro, considerados de bajo impacto ambiental, a nivel
in vitro presentaron una inhibicion total del crecimiento de Botrytis cinerea, por lo que
representan una alternativa sostenible para el manejo de la enfermedad en el cultivo de statice

en el municipio de Villa Guerrero, Estado de México.
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11. ANEXOS

Anexo 1. Area de crecimiento micelial (cm?) de B. cinerea cepa C1R1 al sexto dds, en las
réplicas 1y 2 con los tratamientos testigo, Scala, Full-Gro, Sportak, Cinnasure y Citrex.

Tratamiento Réplica 1 Réplica 2
Testigo 45,552 56.85?
Scala 0.272 0@
Full-Gro 02 0@
Sportak 0¢? 0@
Cinnasure 0@ 0@

Citrex 0? 0@

Medias con una letra coman indican que no existen diferencias significativas (p > 0.01).

Anexo 2. Area de crecimiento micelial (cm?) de B. cinerea cepa C2R5 al sexto dds, en las
réplicas 1y 2 con los tratamientos testigo, Scala, Full-Gro, Sportak, Cinnasure y Citrex.

Tratamiento Réplica 1 Réplica 2
Testigo 63.612 63.612
Scala 0.25¢ 0.41¢4
Full-Gro ks ks
Sportak 0@ 0@
Cinnasure o# o?
Citrex o? 0?

Medias con una letra comun indican que no existen diferencias significativas (p > 0.01).
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