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Resumen

El agente causal del moho gris Botrytis cinerea es uno
de los principales hongos fitopatégenos limitantes en
la produccién del cultivo de rosa, por lo cual es ne-
cesaria la aplicacién de productos para una adecua-
da desinfeccion de herramientas, enseres, equipos y
superficies, evitando de esta forma su diseminacion.
El objetivo de la presente investigacion es evaluar
tres desinfectantes comerciales —Désogerme Végé-
taux® Désogerme Microserre® y Pursue™— contra B.
cinerea en el cultivo de rosa. En la evaluacién in vitro
se determiné que los tres productos reducen signifi-
cativamente el crecimiento del fitopatégeno, los dos
primeros productos retardan el crecimiento hasta las
120 horas y 72 horas respectivamente. Con respecto
a la evaluacion in vivo realizada en tallos de rosa,
se observo que el producto Désogerme Microserre®
presenta una eficacia del 95% a las seis horas contra
B. cinerea, por lo cual fue el que brindé un mejor
control del moho gris en el cultivo de rosa.

Palabras clave: Botrytis cinerea, desinfectantes,
moho gris, rosa.

Abstract

The causal agent of gray mould Botrytis cinerea is
one of the main phytopathogenic fungi limitations
in the production of roses. Therefore, it is necessary
to apply cleaner products for an adequate disinfec-
tion of tools, appliances, equipment and surfaces and
thus avoid its dissemination. The aim of this research
is to evaluate three commercial disinfectant cleaners:
Désogerme_Végétaux®, Désogerme_Microserre®and
Pursue™ against B. cinerea in the production of roses.
An in vitro assessment conducted determined that the
three commercial disinfectant cleaners significantly
reduce the growth of the phytopathogen. In fact, the
first two disinfectant cleaners retard the growth of
mould up to 120 hours and 72 hours respectively.
An in vivo assessment conducted in rose stems de-
termined that the product Désogerme_Microserre®
presents an 95% efficiency against B. cinerea up to
6 hours after the product application consequently it
was the best gray mould control in rose cultivation.

Keywords: Botrytis cinerea, disinfectants, gray mold,
rose.
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INTRODUCCION

Colombia es el segundo pais exportador de flo-
res de corte en el mundo, aportando un 4% de las
rosas consumidas a nivel mundial [1]; sin embar-
go, la produccion de rosas se ve constantemente
limita por plagas y enfermedades. Dentro de las
mas representativas por causar grandes pérdidas en
la produccién de flores, y en especial de la rosa,
se encuentra el moho gris, causado por el hongo
fitopatogeno Botrytis cinerea Pers.:Fr., con amplia
distribucién geografica y con capacidad de atacar
mas de 200 especies vegetales entre ornamentales,
frutas y hortalizas [2].

En el cultivo de la rosa, la ausencia o poca perio-
dicidad de podas sanitarias pueden predisponer la
acumulacién de material senescente, que son fuen-
te potencial del indculo de B. cinerea [3]; igualmen-
te, al no retirar los restos de material vegetal de las
camas de cultivo de rosa se predispone la forma-
cién de esclerocios de B. cinerea, los cuales poste-
riormente pueden infectar diferentes 6rganos de la
planta [4]. En los procesos de la cosecha, transporte
y el almacenamiento en la poscosecha, se pueden
causar dafios mecanicos que también favorecen la
entrada de este fitopatégeno, por lo que se requie-
ren medidas de tratamiento en los sitios de corte,
almacenamiento y para los enseres propios de los
procesos de clasificacién y empaque de la rosa [4].

En algunos casos se han empleado fungicidas de
origen sintético en tratamientos poscosecha me-
diante la inmersién o microaspersién de la flor,
pero estos productos generan residualidad, acom-
panados del riesgo sobre la salud humana [5]. Ante
tal problemdtica se pueden utilizar alternativas para
el tratamiento de las rosas en la poscosecha y la
desinfeccion de herramientas, superficies, herra-
mientas y equipos como los desinfectantes con
amonios cuaternarios, los cuales son menos con-
taminantes y representan un riesgo bajo para la
salud humana en comparacion con los fungicidas
tradicionales [6].

[40]

El objetivo principal de la presente investigacion
es la evaluacion de tres productos desinfectantes,
Désogerme Végétaux® y Désogerme Microserre® y
Pursue™, contra B. cinerea en el cultivo de rosa en
Colombia.

MATERIALES Y METODOS

La eficacia de los tres productos contra B. cinerea,
fue realizada para todos in vitro, e in vivo Unica-
mente para los productos Désogerme Végétaux® y
Désogerme Microserre® (Tabla 1); las dos pruebas
fueron realizadas en el Laboratorio de Microbiolo-
gia de la Universidad Santo Tomas en la sede prin-
cipal ubicada en Bogota D.C.

Tabla 1. Productos a base de amonios cuaternarios evaluados

in vitro e in vivo contra B. cinerea.

Producto Ingrediente Activo Dosis ml*[!
Cloruro Dimonio Dicaprilil,

Pursue™ Cloruro de benzalconio, 1,0
Metasilicato de sodio, Alcohol
Cloruro de amonio benzil

Désogerme | dimetil alquil, 15

Végétaux® | Cloridrato de Polihexametileno ’
Biguanida (PHMB)

Désogerme | Cloruro de amonio benzil 10

Microserre® | dimetil alquil, Glutaraldehido, !

Fuente: elaboracién propia.

Los desinfectantes fueron preparados en agua des-
tilada estéril, en las dosis recomendadas por sus
respectivas fichas técnicas (Tabla 1). Para la reali-
zacion de las pruebas in vivo se prepararon 20 ml
de cada producto, lo anterior con el fin de su pos-
terior aplicacion a los tallos de rosa de la variedad
Forever Young.

Microrganismo causante del moho gris

El aislamiento utilizado tanto en la prueba in vi-
tro como in vivo fue suministrado por la coleccién
de microrganismos del programa de Administra-
cién Ambiental y de los Recursos Naturales, ads-
crito a la Facultad de Ciencias y Tecnologias de la
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Universidad Santo Tomas; este patégeno se mantu-
vo en cajas de Petri con medio Sabouraud Dextrosa
Agar (Oxoid), hasta el momento del montaje de los
mencionados ensayos.

Material vegetal

Las rosas de la variedad mencionada (tipo exporta-
cién), fueron obtenidas en la plaza de Paloquema-
do en Bogota D.C., Colombia.

Se utilizaron tallos tiernos de rosa de la variedad
Forever Young con botones florales, 15 cm de lon-
gitud aproximadamente, para la realizacién de las
pruebas de eficacia de los desinfectantes in vivo,
seleccionados previamente en la prueba in vitro
contra B. cinerea. Antes de la realizacion de las
pruebas, los tallos fueron lavados con detergente y
el exceso se lavé con abundante agua; posterior-
mente fueron depositados en una solucién de hipo-
clorito de calcio (Ca(ClO);) al 1,0 % y nuevamente
enjuagados con abundante agua destilada estéril,
esto para eliminar posibles residuos de hipoclorito.
Luego de lo anterior, se cortaron los primeros 5 cm
de los tallos a partir de botén floral, estos fueron
inmediatamente puestos en [dminas de poliestireno
(10cm x 20 cm x 1,0 cm) con la parte mas tierna
hacia arriba, siendo colocadas en contenedores de
plastico (24 cm x 24 cm x 10 cm) a manera de cé-
mara himeda. A estos contenedores previamente
se les adiciond agua destilada estéril hasta com-
pletar 1 cm de profundidad, las camaras himedas
fueron almacenadas en el laboratorio a 20 °C hasta
el momento del montaje del ensayo.

Elaboracion de inoculo de B. cinerea

Se tomaron cajas Petri con B. cinerea creciendo
en medio de Sabouraud Dextrosa Agar (Oxoid)
con doce dias, a las cuales se les adiciond 12 ml
de agua destilada estéril mas Tween 80 (0,01%).
Se preparé una suspensién de 20 ml de conidios
previamente filtrada a través de una tela de algo-
dén estéril, lo que permitié la separacion de los

[41]

conidios del micelio, cuya concentracion se deter-
min6 mediante una cdmara de Neubauer, ajustan-
dose esta a 1x10* conidios*ml, estandarizada en
una prueba de patogenicidad previamente hecha
en tallos de rosa (variedad Forever Young).

Prueba de eficacia in vitro

Para esta prueba se tomaron diez cajas de Petri con
medio Sabouraud Dextrosa Agar (Oxoid), pero con
adicion de los desinfectantes en las dosis mencio-
nadas en la Tabla 1; se establece entonces un trata-
miento control con cajas, con el medio de cultivo,
pero sin adicién de ningln producto. Cada una de
las cajas petri, con y sin adicién de los desinfectan-
tes, se inocularon con un disco de 5,0 mm del ais-
lamiento de B. cinerea para su posterior incubacion
a 20°C, registrandose el diametro de colonia del
hongo cada veinticuatro horas hasta las 144 horas,
momento en que B. cinerea cubrié el 100% de las
cajas de Petri en el tratamiento control.

Para este ensayo se empled un diseno experimental
completamente aleatorizado, con diez repeticiones
para cada tratamiento (desinfectante) y el control.
A partir los registros de los diametros de colonia
obtenidos a las 144 horas se realizé un analisis de
varianza para, posteriormente, hacer una compa-
racién de medias mediante la prueba de diferencia
minima significativa DMS (p<0,05). En la realiza-
cion del analisis estadistico se empled software
Statgraphics® Centurion XVI.

Prueba de antagonismo in vivo

A los tallos puestos en los contenedores plasticos
se les aplic la prueba desde una micropipeta 25
con los desinfectantes (D. Végétaux® y D. Microse-
rre®), ademds de agua destilada estéril para el caso
del control. Para cada tratamiento y control se uti-
lizaron treinta tallos (diez por cada repeticion) de
rosa de la variedad Forever Young; todos los tallos
tratados fueron nuevamente colocados en las cama-
ras himedas por 48 horas y almacenados a 20 °C.
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Después de cumplido el periodo de tiempo sefa-
lado todos los tallos fueron inoculados con una
suspension de 25 pl B. cinérea, posteriormente
fueron puestos de nuevo en las camaras himedas
a la misma temperatura, observandose estos cada
veinticuatro horas mientras se registraba la longitud
de lesion (sintomas) y la longitud de esporulacién
de B. cinerea (signos) en los dos tratamientos vy el
control desde su aparicién. Se empled un disefo
completamente aleatorizado. Para el analisis co-
rrespondiente a los promedios en todos los tallos
de rosa de la longitud de lesion, como de la es-
porulacién observados desde el dia cinco al doce,
se calculé el drea bajo la curva del progreso enfer-
medad (ABCPE) de acuerdo con (1) [7].

ABCPE = Z{y*%} *(to—t) (1)

Siendo yi la medida de la longitud de lesién o es-
porulacién de la enfermedad (severidad) en la i
sima observacion, t es la unidad de tiempo (dias) y
n el total de observaciones para cada tratamiento
(desinfectantes) y el control; lo anterior con el pro-
posito de determinar el avance de la enfermedad
(sintomas y signos) en todos los tallos de rosa pro-
ducida por la inoculacién de B. cinerea.

A partir de los resultados de area bajo la curva del
progreso de la enfermedad (ABCPE), de la longi-
tud de lesién como de la esporulacién producidos
por B. cinérea, se realizé un andlisis de varianza,
comparando los promedios de los tratamientos vy el
control mediante la prueba de medias de diferencia
minima significativa (DMS, p<0,05). En esta prueba
también se utiliz6 para el analisis estadistico la ayu-
da del software Statgraphics® Centurion XVI.

Adicionalmente se calcul6 el porcentaje de efica-
cia a los seis y doce dias a partir de los promedios
de las longitudes de lesion producidas por B. cine-
rea, obtenidos para cada uno de los desinfectantes
preseleccionados en la prueba in vitro, basados en
la férmula (2) [8].

[42]

Porcenteje _d _eficacia = ((A -B)/ A)* 100 (2)

Donde A es la longitud de lesion de B. cinerea en los
tallos del control a los seis y doce dias, y B es la lon-
gitud de lesion de B. cinerea para los tallos de cada
tratamiento (desinfectantes) a los seis y doce dias.

RESULTADQOS

En la evaluacién in vitro se evidencié que a las 144
horas hubo una reduccién estadisticamente signi-
ficativa (p<0,05) de los diametros de colonia de B.
cinerea, por efecto de los tres desinfectantes, en
comparacion con el control (Tabla 2). Siendo el tra-
tamiento correspondiente al producto Pursue el que
present6 el mayor de diametro del hongo, seguido
del producto Désogerme Microserre. El producto
Désogerme Végétaux fue el que present6 los meno-
res valores de promedios de didmetros, los cuales
fueron estadisticamente significativos (p<0,05).

Tabla 2. Crecimiento in vitro a las 144 horas de B. cinerea.

Producto Crecimiento (cm)
Control 8,4 a
Pursue 3,5b
D. Microserre 2,6 C
D. Végétaux 1,5d

Fuente: elaboracién propia.
Nota: letras iguales no presentan diferencias estadisticamente
significativas de acuerdo con la prueba de comparacién de

media de diferencia minima significativa DMS (p <0,05).

Los cultivos correspondientes al tratamiento Pursue
presentaron valores de didmetro promedio de co-
lonia de 1.66 cm a las 48 horas; en contraste, los
cultivos del hongo fitopatégeno correspondiente a
la adicién del producto D. Microserre solo presen-
taron un crecimiento promedio 1.40 cm de didme-
tro de colonia del hongo hasta las 72 horas. Para
el caso de D. Végétaux se presentaron valores pro-
medio de 1.50 cm hasta las 120 horas, razén por
la cual se seleccionaron los dos dltimos dos pro-
ductos para la realizacién de las pruebas en tallos
de rosa (Figura 1).

Redes de Ingenieria
ISSN: 2248-762X ¢ Vol. 9, No. 1 (enero-junio 2018). 39-45



Evaluacién de tres desinfectantes contra el moho gris causado por Botrytis cinerea en el cultivo de rosa

Pursue
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D. Végétaux
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Diametro de colonia (cm)
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48 72 96 120 144
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24

Figura 1. Crecimiento de B. cinerea a través del tiempo en
un modelo de evaluacién in vitro en presencia de tres de
desinfectantes.

Fuente: elaboracién propia.

Al observar los resultados, los dos desinfectantes
evaluados reducen claramente la longitud de le-
sion, los cuales alcanzan en el dia doce valores
para el caso de D. Microserre de 0.64 cm y de
1.42 cm para el producto D. Végétaux, en con-
traste con los valores promedio alcanzados en el
dia doce para el control, siendo estos de 3,0 cm
(Figura 2).
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Figura 2. Longitud de lesién producida por B. cinerea a tra-
vés de tiempo en una prueba in vivo en presencia de dos
desinfectantes.

Fuente: elaboracién propia.

Esta tendencia también se observa en los resultados
de los promedios de area bajo la curva del progreso
de la enfermedad (ABCPE) producidos por B. ciné-
rea, en la cual los valores de ABCPE son significati-
vamente mayores para el control al ser comparados
con los obtenidos de los productos D. Microserre y
D. Végétaux, los cuales no presentaron diferencias

[43]

estadisticamente significativas (p<0,05) como s
observa en la Figura 3.
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[
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o
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ABCPE (longitud de lesion )

C

D. Microserre D. Végétaux Control

Figura 3. Area baja la curva del progreso de la enfermedad
(ABCPE), correspondiente a la longitud de lesion (cm).
Fuente: elaboracién propia.

Nota: Los tratamientos con la misma letra no presentan dife-

rencias estadisticamente significativas (DMS, p<0,05).

Al evaluar la longitud de esporulacién causada por
B. cinerea se puede observar que a los doce dias el
tratamiento control presenta valores promedio de
2.3 cm, los cuales son superiores a los obtenidos
con los productos D. Végétaux y D. Microserre que
alcanzaron valores de 0,70 y 0,40 cm respectiva-
mente (Figura 4).
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Figura 4. Longitud de la esporulacién producida por B. cine-
rea a través de tiempo en tallos de rosas.

Fuente: elaboracién propia.

Los valores de ABCPE correspondientes a la longi-
tud de esporulacién presentan, acorde con lo an-
teriormente presentado, valores significativamente
mayores en el control, en comparacién con los
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observados de los dos desinfectantes; sin embar-
go, estos productos no presentan diferencias esta-
disticamente significativas entre si en cuanto a sus
valores promedios de ABCPE (Figura 5).

12

-
S)

)

ABCPE (longitud de esporulacion)

b

D. Microserre D. Végétaux Control

Figura 5. Area baja la curva del progreso de la enfermedad (AB-
CPE), correspondiente a la longitud de la esporulacién (cm).
Fuente: elaboracién propia.

Nota: Los tratamientos con la misma letra no presentan dife-

rencias estadisticamente significativas (DMS, p<0,05).

En laTabla 3 se observan los valores de eficacia para
los dos desinfectantes evaluados a los seis dias, los
cuales son altos y restringen la manifestacion de sin-
tomas y signos del moho gris en los tallos de rosa; sin
embargo, a los doce dias la eficacia de los productos
evaluados empez6 a disminuir de forma importante,
en especial para el producto Désogerme Végétaux.

Tabla 3. Porcentajes de eficacia in vivo de dos desinfectantes

contra B. cinerea.

Producto Seis dias Doce dias
Désogerme Végétaux 95,0 53,1
Désogerme Microserre 95,0 79,0

Fuente: elaboracién propia.
DISCUSION

Los tres desinfectantes utilizados en las pruebas in
vitro reducen significativamente el crecimiento de
B. cinerea, ya que estos son a base de amonios
cuaternarios, los cuales son comdnmente utiliza-
dos como fungicidas, bactericidas y viricidas; pue-
den desnaturalizar las proteinas constitutivas de los

[44]

microrganismos mencionados, afectan la actividad
de las enzimas relacionadas con el metabolismo
energético y desestabilizan algunas moléculas de
la membrana celular [9]. Sin embargo, los desinfec-
tantes Désogerme Microserre y Désogerme Végé-
taux, fueron los que mas retrasaron el crecimiento
de B. cinerea en el ensayo in vitro, esto se puede
explicar debido a que resisten cargas proteinicas
altas, las cuales estaban presentes en el medio Sa-
bouraud Dextrose Agar (Oxoid); este Gltimo presen-
ta dentro de su composicion peptona, compuesto
rico de estas moléculas, siendo esta condicién la
que pudo interferir con el cloruro de benzalconio,
ingrediente activo del producto Purseu [6].

En las pruebas con tallos de rosas los dos desinfec-
tantes presentaron a los seis dias altos valores de
eficacia que decayeron a los doce dias, especial-
mente con el desinfectante Désogerme Végétaux,
a pesar de que ambos desinfectantes presentaban
como ingrediente activo el amonio cuaternario de
cuarta generacion, cloruro de amonio benzil dime-
til alquil; sin embargo, el producto Désogerme Mi-
croserre posee ademas la molécula glutaraldehido,
la cual permite una desinfeccién profunda y actia
especialmente sobre la viabilidad de los conidios
de los hongos [10], como se pudo establecer en el
crecimiento de longitud de lesién correspondiente al
avance en esporulacion de B. cinerea en el dia doce,
el cual fue inferior al observado con el producto Dé-
sogerme Végétaux en el mismo periodo de tiempo.

A pesar de que en la prueba in vivo el producto
Désogerme Végétaux no mantuvo un alto nivel de
control de B. cinerea a las doce horas, en la prueba
de evaluacion in vitro si presentd alta inhibicién de
microrganismos patégenos, debido posiblemente a
que uno de sus ingredientes activos —el cloridrato
de polihexametileno biguanida (PHMB)—, ha sido
descrito por tener excelente actividad contra una
amplia gama de bacterias grampositivas y gramnega-
tivas, hongos filamentosos y hongos levaduriformes,
siendo particularmente efectivo contra bacterias del
género Pseudomonas que son dificiles de controlar
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[11]. Por otra parte, este agente quimico, ademas
de presentar un amplio espectro de control de mi-
crorganismos en comparacion con los ingredientes
activos convencionales, es muy eficaz para la desin-
feccion de infraestructuras utilizadas en los sistemas
de produccién cervecero y de otras bebidas [12].

CONCLUSIONES

Los desinfectantes que presentaron mayor inhibicién
del crecimiento in vitro de B. cinerea, fueron los des-
infectantes Désogerme Microserre y Désogerme Vé-
gétaux, de los cuales el primero redujo por mayor
tiempo los sintomas y signos producidos a raiz del
moho gris en tallos de rosa a una dosis de 1.0 ml*|",
por lo que se podria emplear este producto para la
desinfeccién de tijeras en las labores de podas es-
pecialmente relacionadas con extraccion de tocones
y otro material infectado en las camas de cultivo.
Su uso se podria también emplear en poscosecha
y labores de desinfeccion de superficies tales como
mesas de clasificacién de la rosa, cuartos frios y en-
seres relacionados con este proceso.
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