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RESUMEN

La floricultura representa una actividad agricola clave en el Ecuador, destacandose la produccion
de rosas como una de las méas rentables para exportacion. En este contexto, el presente estudio se
centrd en la identificacion del hongo fitopatogeno Botrytis spp. en las variedades Explorer y Pink
Expression en el cantdn Latacunga, Parroquia Eloy Alfaro, debido a la alta incidencia de esta
enfermedad, la cual compromete tanto la calidad como el volumen de exportacion de flores. La
investigacion se Ilevo a cabo en el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Técnica de
Cotopaxi, campus Salache, empleando un enfoque experimental con recoleccion de muestras en
campo Yy posterior aislamiento del patdgeno en condiciones controladas. Se recolectaron muestras
vegetales de dos especies de rosas Explorer y Pink Expression para el aislamiento e identificacion
morfologica de Botrytis spp. La germinacion de conidias del patdgeno fue evaluada frente a tres
fungicidas quimicos: Procymidona, Difenoconazol y Procloraz en ensayos in vitro en distintas
concentraciones, dando como resultado una inhibicion de la germinacion de conidias de 37.8 frente
al tratamiento control que mostro un total de 246 conidias germinadas. Esta investigacion aporta
informacion relevante para establecer estrategias de manejo fitosanitario mas efectivas, que
contribuyan a la sostenibilidad de la floricultura de exportacion en zonas productoras clave de la
provincia de Cotopaxi.

Palabras clave: Botrytis spp., germinacion de conidias, sensibilidad, fungicidas, Procymidona, Difenoconazol,
Procloraz.
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THEME: “IDENTIFICATION OF BOTRYTIS IN EXPORT ROSES (Rosa spp.) EXPLORER AND
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ABSTRACT

Floriculture is a key agricultural activity in Ecuador, with rose production being one of the most
profitable sectors for exportation. Within this context, the present study focused on the
identification of the phytopathogenic fungus Botrytis spp. in the Explorer and Pink Expression rose
varieties cultivated in the Eloy Alfaro Parish, Latacunga Canton, due to the high incidence of this
disease, which significantly affects both the quality and volume of flower exportation. The research
was conducted in the Microbiology Laboratory of the Technical University of Cotopaxi, Salache
Campus, using an experimental approach that involved field sample collection and subsequent
isolation of the pathogen under controlled laboratory conditions. Plant samples were collected from
both rose varieties for the isolation and morphological identification of Botrytis spp. The
germination of conidia was evaluated in vitro against three chemical fungicides: Procymidone,
Difenoconazole, and Prochloraz, each at various concentrations. The results showed an inhibition
of conidial germination, averaging 37.8 conidia, compared to the control treatment, which recorded
a total of 246 germinated conidia. This research provides relevant information for establishing
more effective phytosanitary management strategies, contributing to the sustainability of export
floriculture in key production areas of Cotopaxi Province.

Keywords: Botrytis spp., conidia germination, sensitivity, fungicides, Procymidone, Difenoconazole,
Prochloraz.
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Expression en el cantdn Latacunga, parroquia Eloy Alfaro.
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Universidad Técnica de Cotopaxi

Facultad que auspicia

Facultad de Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales.

Carrera que auspicia:

Ingenieria Agrondémica.

Proyecto de investigacion vinculado:

Metabolitos secundarios en defensa de las plantas contra enfermedades y plagas.

Equipo de Trabajo:

Tutora: Ing. Diana Elizabeth Toapanta Gallegos, MSc.
Investigador: Sr. Irvin José Sinchiguano Guanotufia
Lector 1: Ing. Wilman Paolo Chasi Vizuete, MSc.
Lector 2: Ing. Johanna Valentina Arévalo Granda, MSc.

Lector 3: Ing. Jorge Fabian Troya Sarzosa, Ph.D.
Area de Conocimiento:
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Linea de investigacion



Anélisis, conservacion y aprovechamiento de la biodiversidad local.

1.2 Lineal

Produccién agricola sostenible.

1.3 Linea de vinculacion

Gestion de recursos naturales, biodiversidad, biotecnologia y genética para el desarrollo
humano social.

2. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

La floricultura representa una de las principales actividades econémicas no petroleras del
Ecuador, destacandose la produccion y exportacion de rosas de alta calidad. Sin embargo, la
presencia de enfermedades fungicas como el moho gris, causado por Botrytis spp., afecta
significativamente la productividad y calidad de las flores, generando pérdidas econdmicas
considerables. Estudios han reportado que la incidencia de Botrytis spp. puede alcanzar hasta el
60% en cultivos de rosas, especialmente en etapas de poscosecha, comprometiendo la

comercializacion del producto (Amaya, 2020)

La caracterizacion de Botrytis en las variedades Explorer y Pink Expression cultivadas en
el canton Latacunga es fundamental para comprender la dindmica de esta enfermedad en
condiciones locales. Este conocimiento permitird desarrollar estrategias de manejo integrado mas

efectivas y sostenibles, adaptadas a las particularidades de la region y las variedades en estudio.

La investigacion contribuird al entendimiento de la interaccion entre Botrytis y las
variedades susceptibles de rosas, asi como a la identificacion de posibles mecanismos de

resistencia o susceptibilidad. Los resultados beneficiaran a los productores locales al proporcionar



informacion clave para la implementacion de medidas de control mas eficientes, reduciendo el
numero de aplicaciones de fungicidas quimicos y promoviendo practicas agricolas mas sostenibles

(Soto et al., 2008).

El estudio ayudard a determinar la susceptibilidad de ciertas variedades de rosas de
exportacion a Botrytis, lo cual ayudara a disefiar estrategias de manejo para mejorar la calidad de
los tallos florales, fortaleciendo la competitividad de las rosas ecuatorianas en los mercados
internacionales. Ademas, al fomentar el uso de métodos de control biol6gico y practicas agricolas
responsables que contribuyan a la proteccion del medio ambiente y la salud de los trabajadores

agricolas (Corredtor Perilla et al., 2007).

En resumen, la caracterizacion de Botrytis spp. en las variedades Explorer y Pink
Expression en el canton Latacunga es una investigacion pertinente y necesaria, con aportes
significativos tanto en el &mbito cientifico como en el desarrollo sostenible de la floricultura

ecuatoriana.

3. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO

3.1. Beneficiarios directos

Los beneficiarios directos seran los 449 productores de Productores de Rosas del canton
Latacunga tanto de pequefia como de gran escala, quienes podrian aprovechar los resultados
obtenidos como alternativas y enfoques innovadores para avanzar en estudios relacionados con el

control bioldgico de patégenos mediante el uso de microorganismos.

3.2. Beneficiarios indirectos
Los principales beneficiarios de esta investigacion seran los aproximadamente 320

estudiantes de la carrera de Ingenieria Agronomica de la Universidad Técnica de Cotopaxi, quienes



podran utilizar los hallazgos obtenidos como base para futuras investigaciones enfocadas en el
desarrollo de estrategias innovadoras para el manejo de Botrytis. Esta informacion contribuira a
fomentar un enfoque mas eficiente y sostenible en el control de esta enfermedad, en concordancia

con las exigencias actuales del sector agricola y de la floricultura ornamental.

4. PROBLEMATICA
La floricultura en Ecuador constituye una de las principales actividades econémicas no

petroleras, especialmente por la exportacion de rosas de alta calidad. En 2024, las exportaciones
de flores superaron los 1.000 millones de ddlares, consolidando al pais como uno de los mayores
proveedores de rosas a nivel mundial (Prado & Vanel, 2020). No obstante, uno de los principales
desafios para el sector floricola es la presencia de enfermedades fungicas, entre ellas el moho gris,
causado por Botrytis, patégeno que afecta considerablemente la calidad y cantidad de la produccién

(Toro Zurita, 2012).

Botrytis spp. es un hongo necrotréfico de gran importancia econdémica debido a su amplia
distribucion y capacidad de infeccion en mas de 200 especies de plantas, especialmente flores
ornamentales como la rosa (Rosa sp.) (Benito et al., 2000). Esta enfermedad favorecida por
condiciones climéaticas humedas y de baja ventilacion, puede ocasionar pérdidas de hasta el 60 %
en la produccién de flores, en especial durante el transporte y almacenamiento (Larios-Palacios et

al., 2020).

En el canton Latacunga, provincia de Cotopaxi, se cultivan variedades comerciales como
Explorer y Pink Expression para exportacion. A pesar de su valor en el mercado internacional,
estas variedades han mostrado susceptibilidad a Botrytis spp., sin que existan estudios recientes de
caracterizacion local del patdégeno. Esta carencia de informacién cientifica impide establecer

programas de manejo integrado que incluyan practicas especificas y sostenibles para cada variedad.



Ademas, el uso excesivo e indiscriminado de fungicidas quimicos ha generado resistencia
en cepas de Botrytis spp., dificultando el control de la enfermedad (Fernandez Acero, 2006). En
consecuencia, la necesidad de caracterizar el patdgeno en las condiciones agrocliméticas de
Latacunga se vuelve prioritaria para implementar medidas de control mas eficaces, basadas en

datos cientificos.

La relevancia del problema radica no solo en las pérdidas econémicas que la enfermedad
genera, sino también en el impacto sobre la calidad del producto destinado a exportacion.
Asimismo, abordar esta problematica contribuiria con soluciones sostenibles que beneficien tanto

a productores como a estudiantes e investigadores del ambito agronémico.

5. OBJETIVOS
5.1. OBJETIVO GENERAL

Identificar Botrytis spp en rosas de exportacion (Rosa spp.) variedades Explorer y Pink Expression
en el canton Latacunga, Parroquia Eloy Alfaro.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

 Identificar morfol6gicamente aislamientos de hongos fitopatégenos obtenidos de material
vegetal de rosas de exportacion.

» Evaluar la sensibilidad de Botrytis en ensayos in vitro frente a diferentes concentraciones
fungicidas usados para su control.

+ ldentificar morfoldgicamente hongos fitopatdgenos de muestras de suelo en las variedades

Explorer y Pink Expression.

6. ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION A LOS OBJETIVOS
PLANTEADOS

Tabla 1. Actividad y sistema de tarea de los objetivos
OBJETIVO 1 ACTIVIDAD 1.1 METODOLOGIA RESULTADOS




Identificar
morfol6gicament
e aislamientos de
hongos
fitopatdgenos
obtenidos de
material vegetal
de rosas de
exportacion.

Coordinacion con
productores de rosa
(variedades Explorer
y Pink Expression).

Visitas a campo

Recoleccion de tejido
vegetal sintomatico
(hojas, botones,
tallos)

Identificacion visual
de sintomas
compatibles con
Botrytis spp.

Transporte en

Obtencion de muestras
representativas de
tejidos vegetales

infectados con
sintomatologia de
Botrytis, provenientes
de las variedades en
estudio del canton

condiciones Uso de cajas estériles Latacunga.
adecuadas al y refrigeradas.
laboratorio.
Registro de Etiquetado y ficha
informacion por finca. | técnica por muestra.
ACTIVIDAD 1.2 METODOLOGIA RESULTADOS

Limpiezay
desinfeccion del
tejido vegetal
recolectado.

Desinfeccion
superficial
(hipoclorito de sodio
+ enjuague estéril).

Siembra en medio de

Siembra en

Obtencidn de cultivos

cultivo PDA. condiciones estériles. puros de hongos
fitopatogenos (Botrytis
Incubacién y Incubacion  a spp.) a partir del
monitoreo de 25+2°C por 5-7 material vegetal
crecimiento fingico. |dias. infectado.
Subcultivo para Alslam|ent_o por
., . transferencia de
obtencion de cultivos .
colonias a nuevo
puros. .
medio.
ACTIVIDAD 1.3 METODOLOGIA RESULTADOS




Descripcion
macroscopica (color,
textura, forma de
crecimiento).

Observacion con
lupa estereoscopica y
microscopio optico.

Identificacion
aislamientos de

Botrytis spp.
Observacion Identificacién
microscopica de mediante claves
estructuras (conidios, taxdénomicas
hifas).
OBJETIVO 2 [ACTIVIDAD METODOLOGIA RESULTADOS
Preparacion de medio
PDA con fungicidas .
. Ensayos in vitro
en diferentes
concentraciones.
Evaluar la
sen5|b!lldad de Siembra de discos de Deterr_nl_nar el
Botrytis en fungicida y

ensayos in vitro
frente a
diferentes
concentraciones
fungicidas
usados para su
control.

micelio en medio de
cultivo con fungicidas
Procloraz,

Incubacion a 25 °C

Procymidona y por 6 dias.
Difenocodasol a
diferentes
concentraciones.
Un disefio

Medicion diaria del

experimental
completamente al

concentracion mas
efectiva para inhibir el
crecimiento de Botrytis
spp. in vitro,
estableciendo posibles
alternativas de manejo.

OBJETIVO 3

crecimiento. .
azar con disefio
factorial (DCA).
ACTIVIDAD METODOLOGIA RESULTADOS

Identificacion
morfologica de
hongos
fitopatdgenos de
muestras de suelo
en las variedades
Explorer y Pink
Expression.

Recoleccion de
muestras de suelo
rizosférico.

Extraccion en campo
a 10 cm de
profundidad

Preparacion de
diluciones seriadas.

Serie decimal desde
10! hasta 10 en
agua destilada estéril.

Aislamiento de hongos
con potencial
fitopatdgeno presentes
en el suelo.




. ) Técnica de siembra
Siembra en medio .
en superficie con
PDA. , . .
espatula esteéril.
Incubacién a 25
+2°C durante 5a7
Incubacién e dias. Observacion de
identificacién caracteristicas
morfoldgica. morfoldgicas (color,
textura, tipo de
esporulacion).

7. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA

7.1. Introduccién a la Floricultura en Ecuador y el Cultivo de Rosas

Ecuador es uno de los principales exportadores mundiales de flores, destacando en la
produccion de rosas de alta calidad, gracias a condiciones climaticas favorables, altitud, y técnicas
de cultivo avanzadas (Jarrin, 2013). El cantdn Latacunga, situado a mas de 2860 msnm, representa

una zona estratégica para el cultivo de rosas por su clima templado y luminoso (Espin et al., 2022).

Las variedades Explorer y Pink Expression son ampliamente cultivadas debido a su alta
demanda en mercados internacionales, pero como toda produccion agricola, enfrentan desafios
fitosanitarios, siendo Botrytis spp uno de los principales agentes patdégenos que afecta la calidad

de las flores.

El género Rosa pertenece a la familia Rosaceae y comprende alrededor de 150 a 200
especies, muchas de las cuales han dado origen a un gran ndmero de hibridos y variedades
comerciales. Las rosas son arbustos que presentan tallos lefiosos con espinas, hojas compuestas de
disposicion alterna, y flores hermafroditas de gran valor ornamental (Soria & Basualdo, s.f.). La
floracion es continua en las variedades comerciales, lo que favorece su cultivo intensivo (Yong,

2004a).



Taxonomia

* Reino: Plantae

+ Division: Magnoliophyta
» Clase: Magnoliopsida

* Orden: Rosales

» Familia: Rosaceae

» Género: Rosa
» Especie: Rosa hybrid
El fruto de la rosa es conocido como cinorrodon, y aungue no es de interés comercial en la

floricultura, tiene relevancia en otros sectores como el alimenticio y medicinal debido a su

contenido de vitamina C ( Weldt Carmona, 2008).

El desarrollo adecuado de las rosas depende de condiciones ambientales especificas. Estas
plantas requieren temperaturas moderadas, entre 15 °C y 25 °C, con buena luminosidad para lograr
una floracién de calidad (Lee-Espinosa et al., 2022). La produccion se ve favorecida por ciclos de
luz que estimulan el crecimiento y la formacion de botones florales, siendo cultivos sensibles tanto

al déficit como al exceso de iluminacion (Gomez et al., 2017).

El manejo adecuado del riego y la nutricidn es crucial para obtener tallos largos, gruesos y
flores de tamafio uniforme. Se ha determinado que el nitrégeno, fésforo, potasio, calcio y magnesio
son nutrientes esenciales para un buen desarrollo vegetal y calidad de flor (Fainstein, 2000).
Ademas, el control del ambiente dentro de invernaderos permite optimizar estos factores,

generando productos altamente competitivos (Agroforum, s.f.).

La propagacion de rosas en condiciones comerciales se realiza mayoritariamente mediante

injertos, donde se utiliza un portainjerto vigoroso y resistente que garantiza el desarrollo adecuado
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del cultivar seleccionado (Yong, 2004b). Este método proporciona mayor uniformidad en la

produccidn, facilita el manejo y prolonga la vida util del cultivo.

El cultivo de rosas requiere un manejo agronomico preciso, que incluye la poda, el
desbotone y la eliminacion de brotes laterales. La poda es una practica esencial que permite renovar
la planta, controlar su tamafio, y mejorar la calidad de la flor (Ricaldi Malqui, 2018). Asimismo,
el desbotone contribuye a concentrar la energia de la planta en el boton floral principal, mejorando

las caracteristicas comerciales del producto final.

Las rosas constituyen uno de los principales productos de exportacion en paises como
Ecuador, que ocupa un lugar destacado en el mercado internacional por la calidad de sus flores,
caracterizadas por colores intensos, tallos largos y durabilidad poscosecha (Gallegos, Beltran,
Calderon, & Guerra, 2020). Este sector genera importantes ingresos y empleo, siendo fundamental

para la economia de las regiones productoras (Castro-Acosta et al., 2024).

7.2 Enfermedades en rosas.

El cultivo de rosas (Rosa spp.) es una de las actividades agricolas mas importantes dentro
de la floricultura a nivel mundial. Sin embargo, su produccién se ve afectada por diversas
enfermedades que pueden impactar significativamente la calidad de la flor y la productividad del
cultivo (Leghari et al., 2016). EI manejo fitosanitario adecuado es fundamental para mantener la

competitividad en mercados internacionales (Heredia & Aldas, 2023).

7.2.1 Oidio (Ceniza)
Nombre cientifico: Podosphaera pannosa

El oidio, causado por el hongo Podosphaera pannosa, es una de las enfermedades mas

frecuentes en el cultivo de rosas. Se manifiesta como un polvillo blanco o ceniciento que cubre
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hojas, tallos, botones florales y, en ocasiones, los pétalos. Este hongo afecta el desarrollo normal
de la planta, provocando el enrollamiento de las hojas, deformacion de los brotes jovenes y una
notable disminucion en la calidad de las flores. Las condiciones ambientales calidas, himedas y

con baja ventilacion favorecen su rapida proliferacion (Badillo Tituafia, 2017)

El oidio se disemina principalmente a través del viento y puede sobrevivir en residuos
vegetales y yemas latentes, lo que dificulta su erradicacion si no se realizan buenas préacticas de
higiene. El manejo integrado de esta enfermedad incluye la eliminacién de las partes afectadas, la
mejora de la ventilacion, la reduccion de la humedad y la aplicacion de fungicidas especificos.
Ademas, se recomienda el uso de variedades resistentes y la implementacion de productos

bioldgicos que disminuyan la presion del patdgeno en el cultivo (InfoAgro, 2020)

7.2.2 Mancha Negra
Nombre cientifico: Diplocarpon rosae

La mancha negra, provocada por el hongo Diplocarpon rosae, es considerada una de las
enfermedades mas destructivas en rosas ornamentales y de exportacion. Se caracteriza por la
aparicion de manchas redondas y oscuras con bordes irregulares y halos amarillos en las hojas.
Cuando la infeccion es severa, las hojas caen prematuramente, debilitando a la planta y reduciendo
su vigor, lo que afecta la produccion y la calidad de las flores. Este patdgeno se desarrolla

principalmente en condiciones de alta humedad y lluvias frecuentes (Buczacki, 1999).

El hongo sobrevive en hojas infectadas caidas al suelo y se disemina por salpicaduras de
agua y viento. La prevencion de la mancha negra requiere una adecuada eliminacion de residuos
vegetales, un buen manejo del riego para evitar el exceso de humedad, y la aplicacion oportuna de

fungicidas preventivos y curativos (Michigan State University, 2015). También es importante
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mantener una correcta distancia entre plantas para favorecer la aireacion y reducir el tiempo de

mojado foliar.

7.2.3 Roya
Nombre cientifico: Phragmidium mucronatum

La roya, causada por el hongo Phragmidium mucronatum, es una enfermedad que afecta
principalmente a las hojas de la rosa. Su sintoma caracteristico es la aparicion de pustulas
anaranjadas o amarillas en el envés de las hojas, que pueden dispersarse rapidamente en
condiciones de humedad elevada. La roya provoca la caida prematura de las hojas, lo que debilita

a la planta y la hace mas susceptible a otras enfermedades y plagas (Pillajo et al., 2019).

El ciclo de la roya comienza con la germinacion de esporas sobre las hojas mojadas, por lo
que el control de la humedad es clave para su prevencion. EI manejo de la roya incluye la
eliminacién de hojas infectadas, la regulacion del riego y la aplicacién de fungicidas especificos
para el control de hongos basidiomicetos. Es recomendable realizar monitoreos constantes en
épocas de alta humedad para detectar los primeros signos de la enfermedad y actuar de manera

oportuna (Benner, 2023).

7.2.4 Mildiu
Nombre cientifico: Peronospora sparsa

El mildiu en rosas es causado por el hongo Peronospora sparsa y se presenta
principalmente en ambientes frios y con alta humedad relativa. Los sintomas iniciales incluyen
manchas irregulares de color marron o parpura en la parte superior de las hojas y la presencia de
un moho grisadceo en el envés. Esta enfermedad puede causar defoliacion rapida y afectar

significativamente la produccion y calidad de la flor (Alvarez Romero et al., 2018).
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El mildiu es un patégeno que puede sobrevivir en restos vegetales y se propaga mediante
esporas transportadas por el viento y el agua. El control cultural incluye la eliminacion de hojas
infectadas, evitar el riego por aspersion y mejorar la ventilacion. También es fundamental realizar
aplicaciones preventivas de fungicidas especificos y emplear un monitoreo riguroso durante las

épocas de alta humedad para reducir los dafios (Intagri, 2019).

7.2.5 Virus del Mosaico
Nombre cientifico: Virus del mosaico (diversos virus)

El virus del mosaico en rosas afecta principalmente las hojas, donde provoca manchas
amarillas irregulares y patrones de mosaico que reducen la capacidad fotosintética de la planta.
Este virus puede causar un crecimiento reducido, deformaciones foliares y pérdida de vigor
general. Su presencia impacta negativamente en la calidad comercial de las flores (Campovere, y

otros, 2024).

El mosaico es una enfermedad sistémica que se transmite principalmente mediante injertos
contaminados y herramientas sin desinfeccion. No existe un tratamiento curativo para los virus,
por lo que las estrategias de manejo se basan en la prevencion: usar material vegetal certificado
libre de virus, realizar desinfeccion rigurosa de herramientas y eliminar plantas visiblemente

infectadas para evitar la propagacion (Yard & Garden, 2023).

7.3 Generalidades de Botrytis spp.
Botrytis spp. es un hongo fitopatdogeno de distribucién cosmopolita, ampliamente
reconocido por causar la enfermedad conocida como "moho gris" en mas de 200 especies

vegetales. Se caracteriza por ser un organismo necrotrofico, es decir, ataca tejidos debilitados,
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envejecidos o lesionados, donde encuentra condiciones 6ptimas para su desarrollo y colonizacion

(Romero & Granados, 2018).

Este patogeno afecta principalmente los 6rganos reproductivos de la planta como botones
y pétalos, lo que genera pérdidas significativas en cultivos de flores de corte como la rosa, debido
a la reduccion de la calidad estética, disminucién de la vida poscosecha y rechazo en los mercados

internacionales (T. Chen et al., 2023).

7.3.1 Caracteristicas Taxonomicas y Bioldgicas
Taxonomia
La clasificacion taxondmica de Botrytis spp. es la siguiente:

« Reino: Fungi

+  Division: Ascomycota

+ Clase: Leotiomycetes

+ Orden: Helotiales

« Familia: Sclerotiniaceae

« Género: Botrytis«  Especie: Botrytis cinerea
Hospedero: Rosa spp.

Este hongo presenta una gran capacidad de adaptacion a distintos ambientes y puede
infectar tanto en campo como en condiciones de almacenamiento y transporte. Ademas, su rapido
ciclo de vida y alta tasa de reproduccion le confieren un potencial agresivo de diseminacion

(Cheung et al., 2020).
7.3.2 Ciclo de Vida de Botrytis spp

El hongo Botrytis spp., conocido por causar la enfermedad denominada moho gris, tiene
un ciclo de vida complejo que le permite adaptarse y sobrevivir en diversas condiciones

ambientales. Este patogeno es clasificado como un hongo necrotrofico, es decir, se alimenta de
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tejidos muertos o debilitados, lo que le facilita establecerse en plantas ya afectadas por otras causas

0 que presentan dafios mecanicos (Koppert, s.f.).

El ciclo de Botrytis spp. inicia con la produccion de esporas llamadas conidios, las cuales
son las principales estructuras de diseminacion. Estos conidios son transportados por el viento, las
salpicaduras de agua, el contacto con herramientas contaminadas o incluso por el manejo de las
plantas. Cuando las esporas encuentran un ambiente favorable —alta humedad relativa y
temperaturas entre 15 y 25 °C— germinan rapidamente sobre la superficie de la planta,
especialmente en tejidos senescentes, flores, hojas heridas o restos organicos (Latorre & Rioja,

2002).

Una vez que los conidios germinan, el hongo forma hifas que penetran el tejido vegetal,
preferentemente a través de estomas, heridas o directamente por la cuticula si las condiciones son
propicias. La infeccion se desarrolla generando lesiones acuosas que luego se tornan marrones,
seguidas de la formacion del caracteristico micelio grisiceo que le da nombre al moho gris (Wang
et al., 2018). Durante esta etapa, Botrytis spp. produce enzimas que degradan las paredes celulares

de la planta, facilitando la descomposicién del tejido y la obtencion de nutrientes.

A medida que la infeccion avanza, el hongo continla liberando grandes cantidades de
conidios sobre la superficie afectada, lo que facilita nuevas infecciones secundarias en la misma
planta o en plantas cercanas. Cuando las condiciones ambientales dejan de ser favorables, por
ejemplo, baja humedad o temperaturas extremas Botrytis spp. entra en una fase de resistencia
mediante la formacién de estructuras de reposo denominadas esclerocios. Estos esclerocios son
masas compactas de micelio que pueden sobrevivir en restos vegetales, suelo o estructuras del

cultivo durante largos periodos (Mosqueda-Lazcares et al., 2012).
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Los esclerocios permanecen latentes hasta que las condiciones vuelven a ser dptimas,
momento en el cual germinan y reinician el ciclo de infeccion. De esta manera, Botrytis spp. puede
persistir de una temporada a otra, lo que convierte a esta enfermedad en un desafio constante para
los productores. EI control exitoso del ciclo de vida de este hongo requiere un enfoque integral que
combine précticas culturales, manejo adecuado de la humedad, eliminacion de residuos infectados

y aplicacion oportuna de fungicidas especificos (Piraquive Riveros, 2019).

7.4 Factores Predisponentes
El desarrollo y diseminacion de Botrytis cinerea se ve favorecido por varios factores:

« Alta humedad relativa: El exceso de humedad es el principal desencadenante de la
germinacion de esporas y la esporulacion.

« Temperaturas moderadas: El rango 6ptimo de desarrollo se sitda entre 15 °C y 23 °C,
aunque puede crecer en temperaturas cercanas a los 5 °C.

« Presencia de material vegetal senescente o dafiado: Los tejidos envejecidos o lesionados
son puntos de entrada para el patégeno.

- Alta densidad de plantacion: Reduce la ventilacion interna y favorece la condensacion
de humedad.

« Manejo inadecuado en la postcosecha: La acumulacién de humedad en empaques o

camaras de almacenamiento propicia el desarrollo del hongo.
(T. Chenetal., 2023)
7.5 Sintomas en Rosas

La infeccién por Botrytis spp., causante del moho gris, se caracteriza por una serie de
sintomas visibles que afectan distintas partes de la planta de rosa, impactando negativamente su
salud y calidad. Los primeros indicios de la enfermedad suelen observarse en los tejidos florales,
especialmente en los botones florales y flores abiertas. En estas zonas, se forman manchas acuosas,

blanquecinas o grisaceas, que con el tiempo se expanden y se tornan de color marrén, acompanadas
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del desarrollo del micelio grisaceo caracteristico, que es una masa algodonosa compuesta por hifas

y conidios del hongo (Mosqueda-Lazcares et al., 2012).

Las hojas también pueden presentar sintomas, aunque generalmente el hongo prefiere los
tejidos mas tiernos o dafiados. En las hojas, las lesiones suelen comenzar como pequefias manchas
marrones que rapidamente aumentan de tamarfio y se fusionan, provocando necrosis y marchitez.
Estas lesiones pueden generar la caida prematura de las hojas, lo que reduce la capacidad
fotosintética de la planta y la debilita progresivamente. Ademas, las zonas infectadas pueden
desarrollar una capa pulverulenta gris que contiene las esporas del hongo, facilitando su dispersion

(Romero & Granados, 2018).

En los tallos, la infeccion se manifiesta mediante lesiones necréticas que pueden ser
hundidas y de color marron oscuro o negro. Estos dafios comprometen la circulacion de agua y
nutrientes dentro de la planta, provocando el marchitamiento de las ramas afectadas y, en casos
severos, la muerte regresiva del tallo desde el punto de infeccion hacia la base. La aparicién de
grietas o fisuras en los tallos puede observarse como consecuencia del avance del patdgeno, lo que

facilita aun mas la entrada y colonizacion del hongo (Sanabria, 2009).

Las condiciones ambientales juegan un papel clave en la expresion de los sintomas. Altos
niveles de humedad relativa y temperaturas moderadas favorecen la rapida expansion de las
lesiones y la produccion masiva de conidios en la superficie de las areas infectadas. En contraste,
en condiciones mas secas o de temperaturas extremas, los sintomas pueden ser menos evidentes o
el desarrollo del hongo mas lento, aunque el patdégeno puede permanecer latente esperando

condiciones favorables para su reactivacion (Piraquive Riveros, 2019).
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7.6. Medidas Culturales

Requiere un enfoque integral en el que las medidas culturales juegan un papel fundamental
para reducir la incidencia y evitar su propagacion en el cultivo. Estas practicas buscan crear un
ambiente desfavorable para el desarrollo del hongo y minimizar las fuentes de indculo que puedan

generar nuevas infecciones.

Una de las practicas mas importantes es la eliminacion sistematica de restos vegetales
infectados y flores marchitas, ya que estas partes actian como reservorios de esporas que pueden
dispersarse facilmente (Williamson et al., 2007). La recoleccion y destruccion adecuada de estos
residuos contribuye a reducir significativamente la cantidad de in6culo presente en el campo. Es
recomendable implementar un programa de limpieza frecuente para evitar la acumulacion de

material muerto o enfermo (Legard et al., 2002).

Las podas sanitarias regulares son fundamentales para mejorar la ventilacion dentro del
cultivo, ya que un buen flujo de aire disminuye la humedad relativa y reduce el tiempo que las
superficies foliares permanecen mojadas, condiciones que favorecen la germinacién y crecimiento
del hongo. Las podas deben realizarse con herramientas desinfectadas para evitar la transmision
de esporas entre plantas y deben eliminarse los tallos y hojas afectados para impedir la

diseminacion (Mosqueda-Lazcares et al., 2012).

Regular la densidad de plantacion también es crucial para evitar ambientes humedos y
sombreados. Una plantacién demasiado densa genera microclimas favorables para el desarrollo de
Botrytis spp., ya que dificulta la circulacion del aire y la penetracion de la luz solar, elementos que
ayudan a secar el follaje y a reducir la viabilidad del patdégeno. Mantener un espaciamiento
adecuado entre plantas favorece un microclima méas seco y menos propicio para el hongo (Certis

Belchim, 2023).
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El manejo adecuado del riego es otra medida esencial. Evitar el riego por aspersion que
moja directamente las hojas y flores, especialmente durante las horas de la tarde o noche, reduce
la humedad superficial que el hongo necesita para germinar. En cambio, se recomienda el riego
por goteo o al suelo, y realizarlo preferentemente en horas tempranas del dia para que las plantas

tengan tiempo suficiente para secarse antes de que caiga la noche (Latorre & Rioja, 2002).

Finalmente, es importante mantener un monitoreo constante de las condiciones
ambientales, especialmente la temperatura y la humedad relativa dentro del invernadero o campo
de cultivo. Contar con sistemas que permitan medir y controlar estos pardmetros facilita la toma
de decisiones oportunas para evitar condiciones que favorezcan al patdgeno. En casos necesarios,
se pueden implementar medidas adicionales como la ventilacion mecanica, calefaccion o

deshumidificacion para modificar el microclima y limitar la infeccion (Wang et al., 2018).

7.7 Control Quimico

El control quimico representa una herramienta fundamental dentro de las estrategias para
manejar Botrytis spp., el hongo causante del moho gris en cultivos de rosas. Aunque las medidas
culturales son la base para reducir la incidencia de la enfermedad, el uso adecuado y oportuno de
fungicidas permite minimizar pérdidas significativas en la produccion y garantizar la calidad de

las flores, especialmente en cultivos comerciales y de exportacion ( Sparks, 2018).

Los fungicidas utilizados para el control de Botrytis spp. deben ser aplicados
preventivamente o en las primeras etapas de la infeccion, dado que el hongo puede desarrollarse
rapidamente bajo condiciones favorables. Entre los grupos quimicos mas efectivos se encuentran
los fungicidas que contienen ingredientes activos como fenhexamida, iprodiona, boscalida,
pirimetanil y fludioxonil, los cuales actdan inhibiendo el crecimiento del micelio o la germinacion

de conidios (Koppert, s.f.).
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Es importante rotar fungicidas con diferentes modos de accion para evitar la aparicion de
cepas resistentes del patdgeno, una practica recomendada por expertos en fitopatologia. La
resistencia a fungicidas es uno de los principales desafios en el manejo quimico de Botrytis spp.,
por lo que el seguimiento estricto de las dosis recomendadas, intervalos de aplicacion y periodos

de carencia es fundamental para preservar la eficacia de los productos (Romero & Granados, 2018).

Ademas, la aplicacion debe realizarse con equipos bien calibrados que aseguren una
cobertura uniforme sobre las flores, hojas y tallos, puntos donde el hongo se instala y desarrolla.
La frecuencia de aplicacion varia segun la presion de la enfermedad y las condiciones ambientales,
pero en general, se recomienda aplicar fungicidas cada 7 a 14 dias en periodos criticos de humedad

alta o durante fases sensibles del cultivo, como la floracion (Michigan State University, 2020).

Finalmente, es esencial integrar el control quimico con las practicas culturales para lograr
un manejo integral y sostenible de la enfermedad. El uso indiscriminado o excesivo de fungicidas
puede generar impactos negativos en el medio ambiente, afectar organismos benéficos y aumentar
los costos de produccion. Por ello, se sugiere siempre complementar el control quimico con
técnicas preventivas, monitoreo constante y manejo adecuado del microclima del cultivo

(Agroforum, s.f.).
7.7.1 Triazoles

Los fungicidas pertenecientes al grupo de los triazoles, actian inhibiendo la enzima
Cl4desmetilasa (CYP51), responsable de una etapa clave en la biosintesis del ergosterol, un
componente fundamental de la membrana celular de los hongos. Al interrumpir este proceso, se
produce una alteracion en la estructura y la permeabilidad de la membrana, lo que limita el
crecimiento y la reproduccion del hongo, provocando un efecto fungistatico o fungicida

dependiendo de la dosis aplicada. Este modo de accidn especifico convierte a los triazoles en una
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herramienta eficaz para el manejo de enfermedades causadas por hongos patégenos como Botrytis

spp. (Almeida Lima et al., 2023).

El difenoconazol es una molécula que pertenece al grupo quimico de los triazoles,
clasificados en el grupo 3 segun el Comité de Accion contra la Resistencia a Fungicidas (FRAC).
Este fungicida actta principalmente mediante un mecanismo sistémico y posee propiedades tanto
preventivas como curativas. Su modo de accién consiste en la inhibicion de la enzima
Cl4demetilasa, la cual es clave en la sintesis del ergosterol, un componente esencial para la
integridad y funcionalidad de la membrana celular de los hongos fitopatégenos. Al interrumpir este
proceso, el fungicida impide la formacion de membranas celulares adecuadas, afectando la

viabilidad, crecimiento y reproduccion del hongo (FRAC, 2018).

Difeconazol es absorbido por el tejido foliar y se redistribuye a través del Xxilema,
protegiendo las partes nuevas de la planta y ofreciendo una barrera interna frente a infecciones.
Esta movilidad sistémica lo convierte en una herramienta eficaz contra patégenos como Botrytis
spp, el agente causal del moho gris en rosas, una enfermedad que se desarrolla con rapidez en
condiciones de alta humedad y bajas temperaturas. Gracias a su accion prolongada, puede prevenir
la esporulacion y el desarrollo micelial del hongo incluso después de haberse iniciado la infeccion,

siempre que se aplique en las fases iniciales de la enfermedad (Syngenta, 2022).

7.7.2 Ciflufenamida

La Ciflufenamida, pertenece al grupo quimico de las fenilacetamidas, clasificado por el
Comité de Accidn para la Resistencia a Fungicidas (FRAC) dentro del grupo U6. Su modo de
accion es unico y se diferencia claramente de los triazoles, ya que no actla sobre la sintesis del
ergosterol, sino que interfiere directamente en los procesos morfogenéticos del hongo,

especialmente en la germinacién de esporas, el crecimiento del tubo germinativo y el desarrollo
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micelial temprano. Este mecanismo impide la colonizacion efectiva del patogeno, lo que confiere
a la Ciflufenamida un efecto preventivo y curativo sobre enfermedades como Botrytis cinerea.
Ademas, presenta buena redistribucion sobre la superficie vegetal y actividad translaminar, lo que

mejora su eficacia en el control de hongos con desarrollo superficial (Sano et al., 2007).

Procymidona perteneciente al grupo quimico de las dicarboximidas, clasificado dentro del
grupo FRAC 2. Su mecanismo de accion se basa en la inhibicion del proceso de germinacion de
las esporas flngicas, interfiriendo directamente en la division celular y el desarrollo del tubo
germinativo del hongo. La procymidona actia bloqueando la accién de la enzima succinato
deshidrogenasa en la cadena respiratoria mitocondrial, lo que impide la produccion de energia
(ATP), necesaria para el crecimiento micelial y la esporulacién de hongos fitopatdgenos como

Botrytis spp (Edifarm, s.f.).

A diferencia de los fungicidas sistémicos, no se trasloca dentro de la planta, lo que significa
que su accion se limita a las superficies tratadas. Por ello, su aplicacion debe realizarse de manera
uniforme y oportuna para lograr un control eficaz, especialmente en cultivos como Rosa sp., donde
la flor y los tejidos tiernos son altamente susceptibles a infecciones por Botrytis en condiciones de
alta humedad y ventilacion deficiente. Su accion preventiva lo hace adecuado para aplicaciones
programadas en fases de mayor riesgo epidemioldgico, y suele ser parte de programas de manejo
integrado de enfermedades en floricultura bajo invernadero, donde se busca minimizar el uso
excesivo de fungicidas sistémicos y retrasar la aparicién de resistencia flngica (Liao, y otros,

2023).

7.7.3 Imidazoles
Los imidazoles, como el Procloraz, también pertenecen al grupo 3 del FRAC, debido a que

comparten el mismo modo de accidn que los triazoles. Procloraz actGa inhibiendo la sintesis del
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ergosterol al bloguear la enzima C14-desmetilasa, comprometiendo la formacion de membranas
celulares estables en los hongos. Este efecto se traduce en la interrupcion del crecimiento micelial,
la inhibicion de la reproduccion y, en concentraciones adecuadas, en la muerte del patdégeno. Su
accion sistémica lo convierte en una herramienta eficaz para el manejo preventivo y curativo de

enfermedades fangicas como Botrytis spp. (Zhang et al., 2021).

Procloraz es un fungicida sistémico perteneciente al grupo quimico de los imidazoles
(FRAC grupo 3), cuya principal caracteristica es su capacidad para ser absorbido por los tejidos de
la planta y translocarse, proporcionando proteccion tanto preventiva como curativa frente a
infecciones fungicas. Su mecanismo de accion consiste en la inhibicion de la enzima lanosterol
14a-desmetilasa (CYP51), un citocromo P450 esencial para la biosintesis de ergosterol,
componente clave de la membrana celular de los hongos. Al interrumpir este proceso, Procloraz
altera la permeabilidad y funcionalidad de la membrana celular, lo que provoca la detencién del

crecimiento micelial y la muerte del hongo (FRAC, 2018).

Este fungicida es altamente eficaz contra hongos patdégenos como Botrytis spp,
especialmente en condiciones donde la presion de la enfermedad es alta, como ocurre en
invernaderos con alta humedad relativa y escasa ventilacion. Su accién prolongada y sistémica
permite proteger tanto tejidos tratados como no tratados directamente, lo que lo convierte en una
herramienta valiosa dentro de programas de manejo integrado de enfermedades en cultivos
ornamentales como Rosa sp. No obstante, su uso continuo debe ser controlado, ya que la inhibicién
de un solo sitio de accion aumenta el riesgo de generar resistencia en poblaciones de Botrytis spp.,
por lo cual se recomienda su rotacion con fungicidas de diferentes grupos FRAC (Kretschmer et

al., 2009).
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7.8. Especies del género Botrytis

El género Botrytis agrupa hongos filamentosos patdégenos con gran importancia agricola y
ornamental. Aunque Botrytis cinerea es la especie mas conocida y generalizada, el género incluye
varias otras especies que afectan diferentes plantas, mostrando particularidades en su biologia,
rango de hospedantes y comportamiento patogénico. Estas diferencias determinan la forma en que
cada especie se dispersa, infecta y expresa la enfermedad en los cultivos afectados (Dean et al.,

2012).

7.8.1 Botrytis cinerea

Botrytis cinerea es la especie mas comun y un patégeno generalista que infecta una enorme
variedad de plantas, desde cultivos alimentarios hasta ornamentales, incluyendo las rosas. Se
caracteriza por su alta capacidad de adaptacion a distintos ambientes, siendo capaz de sobrevivir
en una amplia gama de temperaturas, aunque su 6ptimo esté entre 15 y 25 °C. Este hongo produce
conidios asexuados que se dispersan facilmente por el viento y el agua, permitiendo una rapida
propagacion de la enfermedad. Ademas, puede sobrevivir en forma de esclerocios en restos
vegetales, lo que garantiza su persistencia en el campo durante periodos desfavorables (Williamson

et al., 2007).

La expresion de la enfermedad causada por B. cinerea en rosas se manifiesta con manchas
acuosas en flores y hojas, necrosis y un micelio grisaceo que cubre las areas infectadas, dando
lugar al nombre comun de "moho gris". Este patdgeno puede provocar la caida de botones florales,
lo que afecta la produccién y calidad de las flores de exportacion. La resistencia de B. cinerea a
diversos fungicidas es una preocupacion creciente, por lo que su manejo requiere un enfoque
integrado que combine practicas culturales, monitoreo y uso racional de fungicidas

(FernandezOrtufio et al., 2008).
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7.8.2 Botrytis elliptica

Esta especie tiene una preferencia marcada por plantas ornamentales, principalmente del
género Lilium, aunque también puede afectar algunas variedades de rosas. A diferencia de B.
cinerea, Botrytis elliptica suele presentar sintomas mas localizados y especificos, con manchas
foliares bien delimitadas y necrosis que afectan principalmente hojas y flores. Se desarrolla mejor
en condiciones de clima templado y fresco, y su infeccion esta fuertemente influenciada por

periodos prolongados de humedad y bajas temperaturas (Salazar & de Garcia, 2005).

La dispersion de B. elliptica se da principalmente por conidios que se liberan en masas de
esporas grisaceas y se propagan a través del viento, salpicaduras de agua o mediante la
manipulacion de plantas. Su ciclo de vida y comportamiento patogénico, aunque similares a los de
B. cinerea, muestran adaptaciones que hacen que esta especie sea especialmente problematica en
zonas con climas mas frescos, donde el hongo puede persistir y causar dafios significativos en

cultivos ornamentales sensibles (Williamson et al., 2007).

7.8.3 Botrytis pseudocinerea

Botrytis pseudocinerea es una especie emergente que se diferencia genéticamente de B.
cinerea, aungue produce sintomas muy similares, como manchas necréticas y moho gris en tejidos
vegetales. Su distribucién es mas restringida, y se ha detectado principalmente en cultivos de
plantas ornamentales y frutales en areas especificas. Esta especie presenta un patron de resistencia
a fungicidas diferente al de B. cinerea, lo que hace que su manejo sea un reto para los productores,

ya que no siempre responde a los tratamientos convencionales (Gémez, 2013).

La dispersion de B. pseudocinerea también se realiza mediante conidios, pero su ciclo de
vida puede incluir etapas adicionales de supervivencia en forma de micelio latente en residuos

vegetales. Debido a su menor conocimiento y distribucion, se recomienda mantener un control
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riguroso con monitoreos frecuentes para detectar sintomas y evitar su establecimiento en los
cultivos, complementando las medidas quimicas con précticas culturales que reduzcan la humedad

y el indculo (Dean et al., 2012).

7.8.4 Otras especies relevantes

Ademas de las especies mencionadas, el género Botrytis incluye otros patdgenos mas
especializados, como Botrytis fabae y Botrytis allii, que afectan cultivos especificos como habas y
ajo, respectivamente. Aungue no son comunes en rosas, su estudio es importante para comprender
la diversidad y adaptaciones de este género. Estas especies presentan sintomas caracteristicos de
podredumbre y necrosis, pero su rango de hospedantes limitado la diferencia de las especies

generalistas (Fernandez-Ortufio et al., 2008).

La dispersion y supervivencia de estas especies sigue un patron similar al de las otras:
produccién de conidios para la dispersion aérea y formacion de estructuras de resistencia como
esclerocios en restos de plantas. El conocimiento de estas especies contribuye a disefiar estrategias
de manejo integradas y especificas para cada patégeno dentro del complejo Botrytis (Elad &

Fillinger, 2016).

8. VALIDACION DE LAS PREGUNTAS CIENTIFICAS O HIPOTESIS

8.1 Hipotesis afirmativa

Los fungicidas seleccionados tienen capacidad de control para Botrytis spp. en condiciones de
laboratorio.

8.2 Hipotesis nula

Los fungicidas seleccionados no tienen capacidad de control para Botrytis spp. en condiciones de

laboratorio.
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9. METODOLOGIA Y DISENO EXPERIMENTAL
9.1 Tipos de investigacion

9.1.1 Cualitativa

Se utiliz6 un enfoque cualitativo para la identificacion morfol6gica de Botrytis spp. aislada
de material vegetal de rosas de exportacion en las variedades Explorer y Pink Expression. Este
proceso incluyd la descripcion de caracteristicas macroscopicas y microscépicas tales como la
morfologia de micelio, conidios, esclerocios, coloracion y tamafio, que permitieron una primera

clasificacion del hongo en condiciones de laboratorio.

9.1.2 Cuantitativa
La investigacion adopté un enfoque cuantitativo a través de diferentes ensayos
experimentales. El primer ensayo consistio en la evaluacion de la inhibicion del crecimiento del

micelio de Botrytis aislado de botones de las variedades Explorer y Pink expression.

El segundo ensayo estuvo orientado a la evaluacion in vitro de la sensibilidad de Botrytis
spp. frente a distintas concentraciones de fungicidas empleados en el control de la enfermedad,
determinando la concentracion inhibitoria minima (CIM) mediante el conteo de conidias

germinadas en caja petri.

Para el andlisis estadistico de los datos cuantitativos se empleé el software INFOSTAT
2022, utilizando analisis de varianza (ANOVA) y la prueba de comparacion de medias de Tukey

con un nivel de significancia del 5 %.
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9.2 Tipo de método

9.2.1 Experimental

Esta investigacion fue de tipo experimental debido a que se realizé en laboratorio el
aislamiento, identificacion y caracterizacion del hongo. Asimismo, se analizaron variables como
las concentraciones de fungicidas para evaluar su efecto sobre el crecimiento del micelio de

Botrytis spp. aislado de rosas (Maldonado Guerrén, 2018).

9.3 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

9.3.1 Observacion directa
Se utilizé la observacion directa para evaluar en campo los sintomas caracteristicos de
Botrytis en las variedades Explorer y Pink Expression, asi como para seleccionar muestras con

dafio visible para el aislamiento del hongo.

9.3.2 Muestreo y aislamiento
Se recolectaron muestras de botones florales y tallos a partir de los cuales se realizo el
aislamiento de hongos fitopatdgenos en medio PDA. Posteriormente se realizé una observacién

microscopica para la caracterizacion morfoldgica de los aislamientos.

9.4 Localizacion

La investigacion se desarroll6 en el cantdon Latacunga, provincia de Cotopaxi, area
reconocida por su produccion intensiva de rosas de exportacion. Los analisis de laboratorio se
llevaron a cabo en el laboratorio de Microbiologia del Campus Salache de la Universidad Técnica

de Cotopaxi.
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9.5 Colecta de material vegetal parroquia Eloy Alfaro
La colecta de material vegetal de las variedades Explorer y Pink Expression de rosas en el

cantén Latacunga Parroquia Eloy Alfaro, se realizo el 13 de junio del 2025.

La toma de la muestra se realiz6 durante horas de la mafiana en una plantacion de extension
50 ha, la temperatura ambiente fue 20,9 °C y de humedad relativa 100%. Para la colecta se utilizd
una tijera de podar desinfectada con alcohol al 70 % para no generar entre cada corte una
contaminacion. Se cortaron tallos afectado o lesionado con presencia de Botritys spp y se colocaron
en una bolsa ziploc para su transporte de este modo no se genera una contaminacion cruzada entre

cada variedad y muestra.

De cada variedad se tomaron 5 botones florales, que fueron trasladados al laboratorio y
colocados en camaras de humedad. Estas se elaboran con un recipiente plastico de 30 cm de alto y
20 cm de ancho colocando una capa de algodon en la base del recipiente, humedecido con 10 ml
agua destilada. Sobre el algodén humedecido se coloc6 una malla metéalica de 10 cm de largo y
10 cm ancho. Sobre la malla se colocaron los botones florales, los cuales se mantuvieron durante
13 dias a una humedad relativa de 56% y a una temperatura de 19°C, bajo las condiciones del

laboratorio.
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Figura 1. Material vegetal (Eloy Alfaro)
9.6 Aislamiento de hongos fitopatdgenos de material vegetal Eloy Alfaro (fase laboratorio)
Las muestras vegetales que presentaban sintomas visibles de infeccion por Botrytis spp.
fueron seleccionadas y segmentadas en fragmentos de 3 cm (pétalos). Estas secciones fueron
desinfectadas mediante inmersion en una solucion de hipoclorito de sodio al 3% durante un minuto,
seguida de tres lavados con agua destilada estéril, con el proposito de eliminar posibles
contaminantes externos. Todo el procedimiento se llevé a cabo dentro de una camara de flujo

laminar marca BIOBASE.

Segun lo descrito por (Segretin, 2006), tras la etapa de desinfeccion, el material vegetal fue
recortado en segmentos de 0,5 cm y transferido a cajas Petri que contenian medio de cultivo Agar
Papa Dextrosa (PDA). Para preparar este medio, se diluyeron 15,8 g en 400 ml de agua destilada,
y una vez que la temperatura del medio descendio por debajo de los 50 °C, se incorporaron 0,5 ml
de acido lactico como agente antibiético. De acuerdo con (Géanzle, 2015), el acido lactico actla
disminuyendo el pH del medio, lo cual inhibe el desarrollo de bacterias indeseadas y promueve el

crecimiento del hongo.

Transcurridos los siete dias de incubacion a 27 °C en una incubadora marca REBELK, se
procedio a la seleccion de colonias puras, verificando que el micelio no presentara contaminacion
con bacterias u otros hongos. Finalmente, se realizé un subcultivo con el fin de purificar el

aislamiento, conforme a lo mencionado por (Gepp, 2009)

Tabla 2. Origen de muestras vegetales tomadas pertenecientes a la provincia de Cotopaxi (Eloy
Alfaro)

N° Simbologia Origen Parroquia Coordenadas

[Aislamient S w
0
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1 Botdn Tercio-Pétalo Eloy Alfaro  0°59'49" S 78°36'20"
Floral P 1.1

2 Botdn Tercio-Pétalo Eloy Alfaro  0°59'49" S 78°36'20"
Floral P1.2

3 Boton Tercio-Pétalo Eloy Alfaro  0°59'49" S 78°36'20"
Floral P1.3

4 Boton Tercio-Pétalo Eloy Alfaro  0°59'49" S 78°36'20"
Floral P 1.4

5 Botdn Tercio-Pétalo Eloy Alfaro  0°59'49" S 78°36'20"
Floral P 1.5

6 Botdn Tercio-Pétalo Eloy Alfaro  0°59'49" S 78°36'20"
Floral E 2.1

7 Boton Tercio-Pétalo Eloy Alfaro  0°59'49" S 78°36'20"
Floral E 3.1

8 Botdn Tercio-Pétalo Eloy Alfaro  0°59'49" S 78°36'20"
Floral E 3.2

9 Botdn Tercio-Pétalo Eloy Alfaro  0°59'49" S 78°36'20"
Floral E 4.1

10 Boton Tercio-Pétalo Eloy Alfaro  0°59'49" S 78°36'20"
Floral E 4.2

9.7 Re-aislamiento de hongos fitopatdgenos de muestras de material vegetal

Una vez obtenidas las colonias fungicas con caracteristicas compatibles con Botrytis spp.,
se procedio a realizar subcultivos para su purificacion. Este proceso consistio en tomar pequefias
porciones del micelio activo, preferiblemente del borde de crecimiento donde se concentran las
células jovenes, y transferirlas a nuevas placas Petri que contenian medio PDA estéril (Maghsoodi,

Taheri, & Tarighi, 2025). La eleccion del borde del micelio es fundamental, ya que esta zona
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presenta menor probabilidad de estar contaminada con otros microorganismos que puedan crecer

en el centro de la colonia original.

Los subcultivos fueron incubados bajo las mismas condiciones de temperatura y tiempo
previamente establecidas (25 + 2 °C por 5-7 dias) para asegurar el crecimiento éptimo del hongo
y facilitar la observacion de su morfologia (Watanabe, 2002). El objetivo principal de este
procedimiento fue garantizar la obtencion de cultivos axenicos, es decir, libres de otros
organismos, lo cual es indispensable para realizar estudios de identificacién precisa, ya sea
mediante observacion microscopica de estructuras reproductivas como conidios, hifas y
esclerocios (White et al., 1990). Ademas, el uso de cultivos puros minimiza el riesgo de sesgos en
ensayos de sensibilidad a fungicidas o pruebas de patogenicidad, aumentando la confiabilidad de

los resultados obtenidos.

9.8 Aislamiento de hongos fitopatdgenos de muestras de suelo

El aislamiento de hongos a partir de muestras de suelo, se inicié con la colecta el 23 de
abril durante la mafiana con una temperatura de 24,9 °C y humedad del 100%. Se tomaron dos
muestras de suelo de cada variedad Explorer y Pink Expression, 100 gramos de suelo risozférico a
10 cm de profundidad. Las muestras se colocaron en una bolsa estéril tipo ziploc y se llevaron al
laboratorio. Se prepararon las disoluciones mezclando 1 gramo de suelo con 9 mL de agua destilada
estéril, agitando la mezcla durante un minuto para asegurarse su homogenizacion
(Pfenning & Abreu, 2011). Después, se realizan diluciones seriadas decimales, desde 10 hasta
104, transfiriendo 1 mL de la disolucion anterior a9 mL de agua destilada estéril, y agitando antes
de cada transferencia (Agrios, 2005). De cada dilucion, se siembran 0.1 mL en cajas Petri que
contienen medio Papa Dextrosa Agar (PDA) con un 0.2% de &cido lactico, para prevenir el

crecimiento de bacterias (Gepp, 2009). Las cajas se incuban a una temperatura de 25-28 °C durante
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un periodo de 5 a 7 dias. Finalmente, se observan las colonias de hongos que han crecido y se
aislan aquellas que presentan caracteristicas morfoldgicas diferentes, utilizando repiques en

medios frescos para su identificacion posterior (FRAC, 2018).
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Figura 2. Muestras de suelo para disoluciones seriadas (Eloy Alfaro)

Tabla 3. Origen de las muestras tomadas de suelo pertenecientes a la provincia de Cotopaxi
(Eloy Alfaro)

N° Simbolog Origen Dilucion  Parroquia Coordenadas
ia/Aislam S W
iento
1 Pink. E Suelo -1 Eloy 0°59'49"  78°36'20"
11 Alfaro
2 Pink. E Suelo -1 Eloy 0°59'49" 78°36'20"
12 Alfaro
3 Pink. E Suelo -1 Eloy 0°59'49" 78°36'20"
13 Alfaro
4 Pink. E Suelo -1 Eloy 0°59'49" 78°36'20"
14 Alfaro
5 Pink. E Suelo -1 Eloy 0°59'49" 78°36'20"
15 Alfaro
6 Pink. E Suelo -2 Eloy 0°59'49" 78°36'20"
Alfaro

2.1




7 Pink. E Suelo -2 Eloy 0°59'49" 78°36'20"
29 Alfaro

8 Pink. E Suelo -2 Eloy 0°59'49" 78°36'20"
23 Alfaro

9 Pink. E Suelo -2 Eloy 0°59'49" 78°36'20"
24 Alfaro

10 Pink. E Suelo -2 Eloy 0°59'49" 78°36'20"
25 Alfaro

11 Pink. E Suelo -3 Eloy 0°59'49" 78°36'20"
31 Alfaro

12 Pink. E Suelo -3 Eloy 0°59'49" 78°36'20"
3.2 Alfaro

13 Pink. E Suelo -3 Eloy 0°59'49" 78°36'20"
33 Alfaro

14 Pink. E Suelo -3 Eloy 0°59'49" 78°36'20"
34 Alfaro

15 Pink. E Suelo -3 Eloy 0°59'49" 78°36'20"
35 Alfaro

16 Pink. E Suelo -4 Eloy 0°59'49" 78°36'20"
41 Alfaro

17 Pink. E Suelo -4 Eloy 0°59'49" 78°36'20"
4.7 Alfaro

18 Pink. E Suelo -4 Eloy 0°59'49" 78°36'20"
43 Alfaro

19 Pink. E Suelo -4 Eloy 0°59'49" 78°36'20"
44 Alfaro

20 Pink. E Suelo -4 Eloy 0°59'49" 78°36'20"
Alfaro

4.5

34



21  Explorer Suelo -1 Eloy 0°59'49" 78°36'20"
11 Alfaro

22 Explorer Suelo -1 Eloy 0°59'49" 78°36'20"
12 Alfaro

23 Explorer Suelo -1 Eloy 0°59'49" 78°36'20"
13 Alfaro

24 Explorer Suelo -1 Eloy 0°59'49" 78°36'20"
14 Alfaro

25  Explorer Suelo -1 Eloy 0°59'49" 78°36'20"
15 Alfaro

26  Explorer Suelo -2 Eloy 0°59'49" 78°36'20"
21 Alfaro

27  Explorer Suelo -2 Eloy 0°59'49" 78°36'20"
29 Alfaro

28  Explorer Suelo -2 Eloy 0°59'49" 78°36'20"
23 Alfaro

29  Explorer Suelo -2 Eloy 0°59'49" 78°36'20"
24 Alfaro

30  Explorer Suelo -2 Eloy 0°59'49" 78°36'20"
25 Alfaro

31  Explorer Suelo -3 Eloy 0°59'49" 78°36'20"
31 Alfaro

32 Explorer Suelo -3 Eloy 0°59'49" 78°36'20"
32 Alfaro

33 Explorer Suelo -3 Eloy 0°59'49" 78°36'20"
33 Alfaro

34  Explorer Suelo -3 Eloy 0°59'49" 78°36'20"
Alfaro

3.4

35
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35  Explorer Suelo -3 Eloy 0°59'49" 78°36'20"
35 Alfaro

36  Explorer Suelo -4 Eloy 0°59'49" 78°36'20"
41 Alfaro

37  Explorer Suelo -4 Eloy 0°59'49" 78°36'20"
492 Alfaro

38  Explorer Suelo -4 Eloy 0°59'49" 78°36'20"
43 Alfaro

39  Explorer Suelo -4 Eloy 0°59'49" 78°36'20"
44 Alfaro

40  Explorer Suelo -4 Eloy 0°59'49" 78°36'20"
45 Alfaro

9.9 Conteo de conidias.

Se empleo un aislamiento de Botrytis spp. obtenido de tejidos de rosa con sintomas visibles
de infeccion. De cada aislamiento se prepararon cuatro placas replicadas, cultivadas en medio
Potato Dextrose Agar (PDA) suplementado con 4cido lactico al 0,2 %, en placas de Petri de 90 mm
x 15 mm, con el fin de inhibir el crecimiento bacteriano (Ganzle, 2015). Las placas fueron
incubadas a 25 °C durante 7 dias, periodo suficiente para garantizar el esporulado del hongo

(Williamson et al., 2007).

Para la preparacion de la solucion madre, el contenido micelial y conidial de las cuatro
placas de cada aislado fue suspendido en 50 ml de agua destilada esteéril, agitado manualmente para
favorecer la liberacion de conidios (Elad & Fillinger, 2016). Posteriormente, se realizaron
diluciones seriadas a partir de esta solucién hasta obtener una concentracién adecuada para el
conteo. La cuantificacion se llevo a cabo mediante el uso de una camara de Neubauer, bajo un

microscopio Optico OLYMPUS CX23. El conteo de conidios se realizo utilizando los cuatro
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cuadrantes de la camara, determinando un promedio por campo observado (Williamson et al.,

2007).

La concentracidn de conidias por mililitro (conidias/ml) se estimé mediante la siguiente formula:

Promedio conidias contadas X Factor de dilucion
Concentracion conidios/ml =

0,0001 ml

Este procedimiento permitié determinar la concentracion final de conidias en cada uno de
los tres aislados evaluados, cuyos valores se presentan en la Tabla 4. La homogeneidad en las
concentraciones permitio asegurar que la exposicion a los tratamientos fungicidas fuera

comparable entre unidades experimentales (Fernandez-Ortufio et al., 2008).

Tabla 4. Concentracion final de conidios en dosis a x108 (conidias/ml)

Conteo de conidias

N° Cl C2 Promedio TOTAL
Bl 261 265 263 2,63x108

9.10 Disefio Experimental (DCA con arreglo factorial)

El disefio experimental se establecio bajo un Disefio Completamente al Azar con arreglo
factorial (DCA), con el objetivo de evaluar la eficacia de tres fungicidas en el control in vitro de
Botrytis spp. aislado de rosas de exportacion. Se utilizaron cinco tratamientos, correspondientes a
diferentes concentraciones de cada fungicida, ademas de un control sin aplicacion. Cada
tratamiento fue replicado cinco veces, con un total de 75 unidades experimentales (3 fungicidas x

5 tratamientos x 5 repeticiones).

Los tratamientos consistieron en la aplicacion de los siguientes fungicidas:

- Difenoconazol
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« Procymidona
« Procloraz
Para el caso de los fungicidas Procymidona y Difenoconazol, las concentraciones aplicadas fueron:

« T1: 0 pg (control sin producto)

« T2:125ug
- T3:25ug
« T4:375ug
- T5:50 g

Para el caso del fungicida Procloraz, las concentraciones aplicadas fueron:

« T1: 0 pg (control sin producto)

- T2:5ug

- T3:10 ug
« T4:20 ug
- T5:40 g

Para la evaluacion, se prepararon placas Petri desde 60 mm x 15 mm con medio PDA
incorporado con las respectivas concentraciones de los fungicidas la dosis de PDA fue de 5ml.
Sobre la superficie de cada placa se aplic6 10 Ol a una concentracién de 2,63x108 conidias/ mL de
Botrytis spp. previamente, distribuyéndola de manera homogénea. Las placas fueron incubadas a
25+2°C, y tras 24 horas de exposicion, se realizd el conteo del nimero de conidias germinadas
por campo visual utilizando un microscopio 6ptico compuesto. Este método permitio determinar

el porcentaje de germinacion como variable de respuesta.
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Los datos fueron sometidos a analisis de varianza (ANOVA) y comparacion de medias

mediante la prueba de Tukey (p < 0.05), utilizando el software estadistico InfoStat 2022.

10. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

10.1 Analisis de cdmaras de humedad y Aislamientos

Al completarse el periodo de incubacion, se observd el desarrollo de sintomatologia
caracteristica de moho gris, como manchas acuosas, necrosis en pétalos, y la presencia de micelio
superficial de color grisaceo. En total, se identificaron cuatro botones florales con presencia de
Botrytis en la variedad Pink Expression y dos en la variedad Explorer, lo que indica una mayor
susceptibilidad en la primera variedad bajo las condiciones de humedad inducidas, con una

humedad relativa de 56% Yy a una temperatura de 19°C

De 4 muestras de Explorer y 2 de Pink Expression colectadas de material vegetal se logro

obtener 3 aislamientos de cada variedad, y un aislamiento que logr6 identificarse como Botrytis.

Este patron de infeccidn es coherente con lo sefialado por (Lee-Espinosa et al., 2022),
quienes destacan que Botrytis spp, presenta preferencia por érganos reproductivos, como flores
abiertas y botones florales, donde ocasiona lesiones visibles y micelio grisaceo caracteristico del

moho gris.

Como parte del proceso de aislamiento del hongo, se colocaron flores frescas de rosa en
camaras de humedad, bajo condiciones controladas, con la finalidad de favorecer la aparicién de
Botrytis spp. Luego del tiempo de incubacion, se empezaron a notar los primeros signos visibles
del patdgeno en las flores analizadas. En el caso de la variedad Pink Expression, se identificaron
sintomas en cuatro flores, mientras que en la variedad Explorer la presencia del hongo se detect6

en dos.
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Estas flores con signos claros de infeccion fueron utilizadas para llevar a cabo el
aislamiento y la purificacion del hongo en medio PDA. Si bien no se evalu6 en profundidad, la
diferencia en la cantidad de flores afectadas entre ambas variedades podria estar relacionada con
su nivel de susceptibilidad genética o con diferencias fisiologicas propias. En general, el uso de las
camaras de humedad fue una estrategia efectiva para inducir la manifestaciéon del hongo y
seleccionar muestras activas, lo cual permitié avanzar con seguridad hacia las etapas de

caracterizacion morfoldgica y microscopica en el laboratorio.

La muestra 1.1 corresponde a un botén floral de la variedad Pink Expression que present6
una mancha necrética en los pétalos, acompafiada de un crecimiento micelial denso de color gris
claro. Luego del aislamiento, el cultivo reveld una colonia bien definida con textura algodonosa.
En el analisis microscopico se observaron hifas septadas y conidias hialinas dispersas, lo cual

coincide con la morfologia tipica de Botrytis spp.

En la muestra 1.2 se evidencié un dafio mas avanzado: los pétalos estaban completamente
oscurecidos, flacidos y colonizados por micelio superficial. EI cultivo mostré un patrén radial con
micelio gris uniforme. Bajo el microscopio se observaron estructuras reproductivas activas, con
conidias agrupadas sobre conidiéforos ramificados, confirmando un estado de esporulacion

abundante.

La muestra 1.3, perteneciente a un boton floral seco de la variedad Explorer, presento
esporulacion evidente a simple vista. EI micelio se desarrollé extensamente sobre el tejido, lo que
se reflejo en un cultivo PDA denso y homogéneo. Al microscopio se identificaron hifas

entrelazadas y conidias de forma globosa, lo cual permitié confirmar la identidad del hongo.

En la muestra 1.4 se observo un botdn en etapa de descomposicion, recubierto por un

micelio blanquecino que evolucionoé répidamente a tonos grises. El aislamiento en PDA formo
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colonias circulares bien definidas. Microscopicamente, se distinguieron conidioforos delgados y

multiples conidias en fase de dispersion.

La muestra 2.1, correspondiente a una flor visiblemente colapsada, mostr6 un micelio
superficial bien desarrollado. El cultivo tuvo un crecimiento rapido y de textura lanosa. Bajo la
lupa del microscopio, se confirmd una abundante presencia de hifas y estructuras reproductivas

compatibles con el género Botrytis.

Por Gltimo, la muestra 2.2 revelé una flor en estado de senescencia avanzada, con sintomas
extensos de infeccion. En el medio de cultivo se formé una colonia densa de color gris. El andlisis
microscopico mostrd un entrecruzamiento de hifas septadas y un elevado nimero de conidias

maduras.

N° |Camara Humeda Aislamiento Microscopio N° |Camara Humeda

™

Aislamiento Microscopio

11

1.2

Microscopio

Figura 3. Camaras de humedad de botones florales colectados pertenecientes a la provincia de
Cotopaxi, parroquia Eloy Alfaro
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10.2 Identificacion Microscopica

Una vez obtenidos los cultivos puros, se procedio a la identificacion microscopica de
Botrytis spp. mediante la observacion de sus estructuras reproductivas y vegetativas. Para ello, se
prepararon montajes temporales con fragmentos del micelio tomados de zonas activas de las
colonias fungicas cultivadas en medio PDA. Estos fragmentos fueron colocados en portaobjetos
con una gota de azul de lactofenol, solucion que actia como fijador, conservante y agente
colorante, y luego cubiertos con cubreobjetos para su observacion al microscopio éptico

compuesto (Mukherjee & Ghorai, 2022).

La identificacion se basé en la morfologia de las hifas, conidioforos y conidios, estructuras
caracteristicas del género Botrytis. Los conidi6foros se observaron como estructuras ramificadas
con cabezas conidiales que portaban cadenas de conidios unicelulares, ovales o elipsoidales, de
paredes lisas y pigmentadas en tonalidades grisaceas (Dennis & Ellis, 1963). Esta informacion
permitié establecer una primera clasificacion taxonémica a nivel de género, sustentada en claves

morfoldgicas clasicas para hongos filamentosos (Watanabe, 2002)

En la imagen microscépica analizada, de Botrytis spp., se observa un micelio denso
compuesto por hifas hialinas, septadas y ramificadas, lo que indica un crecimiento activo y bien
desarrollado del hongo. Estas hifas se distribuyen de forma entrelazada, y entre ellas se distingue

la presencia de conidioforos, estructuras especializadas responsables de la formacion de conidias.

Los conidioforos observados presentan una disposicion ramificada, y en sus extremos
sostienen racimos de conidias de forma elipsoidal, hialinas y unicelulares, agrupadas en cadenas

cortas, caracteristicas morfoldgicas tipicas de Botrytis cinerea (Williamson et al., 2007).

La imagen también muestra estructuras esféricas refringentes que podrian corresponder a

vacuolas o inclusiones lipidicas, posiblemente asociadas a condiciones de estrés o0 a la maduracién
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del cultivo. Este tipo de andlisis microscopico permite confirmar la identidad del patégeno y su
estado fisiolégico, siendo una herramienta clave para la caracterizacion morfoldgica en estudios

fitopatoldgicos (Skiada & Papadopoulou, 2025).

-
4

Figura 4. Conidioforo tomado con el lente 40X Botrytis spp.
10.3 Anélisis de las muestras de suelo
La Tabla 4 presenta los resultados del analisis microbiolégico de suelos de rizosfera esto
se realizd el 23 de abril del 2025, donde se identificaron especies de hongos como Trichoderma
spp., Aspergillus spp. y Fusarium spp. El aislamiento de Trichoderma es especialmente importante
por su potencial como agente de biocontrol, debido a su capacidad de inhibir el crecimiento de
hongos fitopatdgenos como Botrytis spp. A través de las diferentes estrategias tales como:

competencia, antibiosis y micoparasitismo (Martinez Padron et al., 2017).

Tabla 5. Muestras de suelo pertenecientes a la parroquia Eloy Alfaro, provincia de Cotopaxi

N° Simbologia Origen Parroquia  Coordenadas
[Aislamient S wW
0
1 Pink. E2.3  Aspergillus Eloy-Alfaro  0°59'49" S 78°36'20"
2 Explorer 2.1 Fusarium Eloy-Alfaro  0°59'49" S 78°36'20"

3 Explorer 3.3 Trichoderma Eloy-Alfaro 0°59'49" S 78°36'20"
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Se obtuvo 3 aislamientos de suelo las cuales son Fusarium spp y Trichoderma spp, a su
vez La muestra 2.1, obtenida de suelo de cultivo de la variedad Explorer, mostré en medio PDA
un micelio algodonoso de crecimiento rapido, con una tonalidad blanco-rosada y la presencia de
colonias concéntricas. Bajo el microscopio, se observaron hifas septadas, delgadas, hialinas y de
crecimiento ramificado. Se destacaron estructuras fusiformes multicelulares con septos
transversales, correspondientes a macroconidias tipicas de Fusarium spp., asi como microconidias
ovaladas agrupadas en falsas cabezas. Esta morfologia concuerda con lo descrito por (Nikitin et

al., 2023) para especies fitopatogenas del género Fusarium.

Por otra parte, la presencia de Thicoderma spp. En la muestra 3.3, correspondiente al suelo
de una planta de la variedad Pink Expression, el cultivo en PDA presentd un micelio inicialmente
blanco, que con el tiempo desarrollé una tonalidad verde intensa en la zona central de la colonia,
caracteristica de especies del género Trichoderma. En el analisis microscopico, se observaron hifas
hialinas septadas, abundantes conidiéforos ramificados de forma irregular, y conidias elipticas o
subglobosas agrupadas en cadenas cortas. Estas estructuras son consistentes con la morfologia
tipica de Trichoderma spp., reconocido por su capacidad antagonista frente a fitopatdgenos y su

rapido crecimiento en medios de cultivo (Asghar, y otros, 2024).

Es ampliamente conocido por su impacto negativo como patdgeno agricola, ciertas cepas
no patdgenas han mostrado potencial como agentes de biocontrol, compitiendo con hongos
fitopatdgenos y estimulando respuestas de defensa en las plantas. Estas cepas pueden colonizar la
rizosfera sin causar dafio, contribuyendo a la salud del suelo y reduciendo la incidencia de
enfermedades como la marchitez vascular (Chen et al., 2019). El hallazgo de Aspergillus, si bien
comun en suelos agricolas, puede estar asociado a condiciones de desequilibrio edafico o mal

manejo de residuos organicos (Garcia, 2008).
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La diversidad de hongos detectados indica un ecosistema microbiano complejo en la
rizosfera, que puede actuar tanto de forma simbiotica como antagonica frente a patégenos. La
presencia de Trichoderma spp. sugiere una oportunidad concreta para desarrollar estrategias de
manejo integrado de enfermedades (MIP) usando hongos nativos, disminuyendo asi el uso de
fungicidas sintéticos (Elad & Fillinger, 2016).
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Figura 5. Aislamientos obtenidos de diluciones seriadas de las muestras de suelo

10.4 Anélisis estadistico del efecto de fungicidas y dosis sobre la germinacion de conidias de
Botrytis spp.

En la Tabla 5 se presentan los resultados del analisis de varianza, donde se observan
diferencias altamente significativas (p < 0,0001) para todos los factores evaluados: tipo de
fungicida, dosis, asi como su interaccion (fungicida x dosis), lo cual indica que tanto el tipo de
producto como la cantidad aplicada influyen de manera significativa en la germinacion de conidias.
Asimismo, se destaca un valor de Rz de 0,99, lo cual indica que el modelo estadistico explica el 99
% de la variabilidad total observada en los datos, denotando una alta precision del analisis, como

lo indican autores como (Muljowati & Hikam, 2023) y (Cong et al., 2019).

La interaccion significativa entre fungicidas y dosis (F = 99,17; p < 0,0001) sugiere que el
efecto de cada fungicida varia segun el nivel de concentracion, lo cual refuerza la necesidad de

establecer combinaciones 6ptimas para maximizar el control de Botrytis spp. (Ayoub et al., 2018).

Tabla 6. Analisis de la varianza para la germinacién de conidias de Botrytis spp.

Fuente de variacion SC gl cM F p-valor
Modelo 784486,56 18 43582,59 413,82(<0,0001*
Fungicida 288570,99 2| 144285,49 1370(<0,0001*

Dosis 411734,35 4| 102933,59 977,36/<0,0001*
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Fungicida x Dosis 83555,41 8 10444,43 99,17(<0,0001*
Repeticion 625,81 4 156,45 1,49 0,2189
Error 5897,79 56 105,32
Total 790384,35 74

Variable N R? R%ajustado| CV (%)
Conidias 75 0,99 0,99 9,34

En la Tabla 6 se muestran las medias de germinacion de conidias para cada fungicida. La
Procymidona mostr6 la mayor media (196,92 conidias germinadas), formando el grupo
estadisticamente mas alto (grupo A). Por su parte, el Difenoconazol (76,04) y el Procloraz (56,76)
mostraron medias significativamente menores, lo que evidencia una mayor eficacia de estos
altimos en la inhibicién del patégeno. Esto concuerda con lo reportado por (Castellano, Granja,
Luzdn, & Escobar, 2025), quienes destacan el efecto inhibitorio de fungicidas con accion sistémica

sobre hongos necrotroficos como Botrytis spp.

Tabla 7. Comparacion de medias de fungicidas mediante la prueba de Tukey (o. = 0,05)

Fungicida Media n E.E. esil;i‘Jizt(;co
Procymidona 196,92 25 2,05|A
Difenoconazol 76,04 25 2,05|B
Procloraz 56,76 25 2,05|C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05).

El efecto de la dosis fue igualmente relevante. Como se observa en la Tabla 7, la dosis 1
mostro una germinacion promedio de 248,20 conidias, siendo significativamente mayor a las
demas. A medida que la dosis aumentd, se observd una disminucion significativa de la
germinacion, alcanzando los menores valores en las dosis 3, 4 y 5. Estos resultados demuestran
que el incremento en la concentracion de los fungicidas genera una mayor inhibicion del hongo, lo
que es respaldado por lo expuesto por (Shah et al., 2009), en su estudio de sensibilidad in vitro.
Tabla 8. Comparacion de medias de dosis mediante la prueba de Tukey (o = 0,05)

Grupo
estadistico

2,65|A

Dosis Media n E.E.

1 248,2 15




2 126,53 15 2,65(B
3 63,2 15 2,65|C
4 58,13 15 2,65|C
5 53,47 15 2,65|C
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05).
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La interaccion fungicida x dosis también fue significativa (p < 0,0001), lo que indica que

la respuesta del patdgeno depende del tipo de fungicida aplicado y la concentracion utilizada.

Destacaron combinaciones como Procloraz en dosis 3, 4 y 5, y Difenoconazol en dosis 4 y 5, las

cuales mostraron una inhibicion total de la germinacién de conidias (0,00 conidias germinadas),

agrupadas dentro del grupo estadistico "F", lo que confirma su alta eficacia (Hatem et al., 2023).

En contraste, la Procymidona en todas las dosis mantuvo un nivel considerable de germinacion, lo

que sugiere una menor efectividad antifangica frente a Botrytis spp.

Estos resultados permiten concluir que el uso de fungicidas como Procloraz vy

Difenoconazol en concentraciones adecuadas puede representar una estrategia eficaz para reducir

la germinacion de conidias de Botrytis spp., contribuyendo asi al manejo integrado de esta

enfermedad en la produccidn de rosas de exportacion.

Tabla 9. Interaccion fungicida * dosis mediante la prueba de Tukey (o = 0,05)

. . . Grupo
Fungicida Dosis Media n E.E. ..
estadistico

Procymidona 252 4,59|A
Difenoconazol 246,6 4,59|A
Procloraz 246 4,59|A
Procymidona 216,2 4,59(B
Procymidona 181,6 4,59|C
Procymidona 174,4 4,59|C
Procymidona 160,4 4,59|C
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Difenoconazol 2 125,6 5 4,59(D
Procloraz 2 37,8 5 4,59|E
Difenoconazol 3 8 5 4,59(F
Difenoconazol 5 0 5 4,59(F
Procloraz 3 0 5 4,59(F
Procloraz 4 0 5 4,59(F
Procloraz 5 0 5 4,59(F
Difenoconazol 4 0 5 4,59(F

Interaccion Fungicida x Dosis (Medias) por Tratamiento

Fungicida
s Procymidona
B Difenoconazol
B Procloraz
200

150

Media de conidias

50

o
S
o
S

lo
)
o
)
o
S

Procymidona 1
Difenoconazol 1
Procloraz 1
Procymidona 2
Procymidona 3
Procymidona 4
Procymidona 5
Difenoconazol 2
Procloraz 2
Difenoconazol 3 f ¢
Difenoconazol 5
Procloraz 3 I
Procloraz 4
Procloraz 5 I
Difenoconazol 4

Figura 6. Interaccion fungicida x dosis

11. IMPACTOS (TECNICOS, SOCIALES, AMBIENTALES O ECONOMICOS)

La presente investigacion genera un impacto significativo en multiples niveles dentro del
sistema productivo floricola del Ecuador, especialmente en lo referente al manejo fitosanitario del
cultivo de rosas de exportacion, rubro que representa uno de los principales ingresos no petroleros
del pais (Castro-Acosta et al., 2024). La caracterizacion morfologica y microbioldgica de Botrytis

spp. en condiciones de campo y laboratorio, asi como la identificacion de hongos benéficos y
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patdgenos en el suelo rizosférico, permite establecer una base cientifica solida para la toma de

decisiones a nivel técnico, académico, econdmico y ambiental.

11.1 Impacto técnico y cientifico

Desde el punto de vista técnico, este estudio aporta informacion precisa y localizada sobre
las estructuras vegetativas y reproductivas mas vulnerables a la infeccion por Botrytis spp., lo que
posibilita el disefio de planes de manejo preventivo ajustados a las condiciones agroecoldgicas de
Latacunga. La identificacion de los sectores del tallo (tercio bajo, medio y zona de union) y de
los petalos (tercio externo) como zonas de mayor incidencia permite focalizar las acciones de
control, como la poda sanitaria, inspeccion rutinaria y el uso de fungicidas de contacto o

sistémicos en los puntos criticos de la planta (Ullah, y otros, 2024).

Ademas, la caracterizacién morfoldgica del patdgeno bajo condiciones de laboratorio, junto
con la presencia de antagonistas como Trichoderma spp. en el suelo, refuerza la importancia del
control biol6gico como estrategia complementaria o alternativa al uso de fungicidas quimicos. Este
aporte es relevante para avanzar hacia practicas mas sostenibles, en linea con las exigencias del
comercio internacional, que cada vez penaliza mas los residuos quimicos en flor cortada (Elad &

Fillinger, 2016).

Desde el punto de vista cientifico, este estudio enriquece el conocimiento local sobre la
distribucion de Botrytis spp. en zonas floricolas especificas del Ecuador, aportando datos que
pueden servir para investigaciones posteriores, como estudios de resistencia varietal,
compatibilidad con biocontroladores o evaluacién de précticas agronémicas que reduzcan la

incidencia del hongo.
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11.2 Impacto economico

El impacto econdmico de este trabajo se manifiesta principalmente en la posibilidad de
reducir pérdidas poscosecha y de exportacion, las cuales, segun datos de la Asociacién Nacional
de Productores y Exportadores de Flores del Ecuador (Expoflores), pueden alcanzar hasta el 30 %
de la produccion debido a enfermedades fungicas como el moho gris (Botrytis spp) (Castro-Acosta

etal., 2024).

La implementacion de estrategias basadas en la informacion generada por esta
investigacion permitira mejorar los indices de flor exportable, reducir los costos por tratamientos
repetitivos con fungicidas y evitar rechazos por calidad en mercados exigentes como el europeo o
estadounidense. Asimismo, la deteccion de cepas benéficas como Trichoderma podria fomentar el
desarrollo de bioinsumos locales, lo cual genera oportunidades econémicas tanto para pequefios

productores como para empresas formuladoras de productos agricolas (Chen et al., 2019).

11.3 Impacto ambiental

Uno de los aportes méas relevantes de esta investigacion es la identificacion de un
microorganismo antagonista del género Trichoderma spp. en el suelo, lo cual permite considerar
su uso potencial en programas de manejo integrado de enfermedades (MIP). El uso de
biocontroladores contribuye a la reduccion del uso indiscriminado de fungicidas sintéticos, que
pueden generar residuos toxicos, resistencia en los patdgenos y desequilibrios en la microbiota

edafica (Martinez Padron et al., 2017).

Adicionalmente, los resultados del presente trabajo orientan a los productores hacia
practicas agricolas mas amigables con el medio ambiente, como la desinfeccion con productos

naturales, la rotacion de cultivos no hospedantes y el monitoreo constante de condiciones de
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humedad, factores clave para evitar la diseminacién del patdgeno sin recurrir a quimicos

contaminantes.

11.4 Impacto académico y formativo

Esta tesis también tiene un impacto directo en el ambito académico, al contribuir a la
formacion de profesionales en fitopatologia y manejo de cultivos ornamentales, con competencias
para identificar, analizar y proponer soluciones ante problematicas reales del sector floricola.
Ademas, constituye un referente investigativo para futuras tesis, proyectos de investigacion
aplicada y extension universitaria, especialmente en zonas productoras como Cotopaxi, Pichincha

y Azuay.

Se consolida asi una vinculacion entre la academia y el sector productivo, lo que es esencial
para la innovacién agraria y la transferencia de tecnologia, elementos clave para la competitividad

del sector floricola ecuatoriano.

12. PRESUPUESTO DEL PROYECTO

Tabla 10. Presupuesto del proyecto

Materiales/Insumos |Cantidad |Unidad Costo Total
Cajas Petri 20 $ 60,00
Medio (PDA) 1|g $ 70,00
Parafilm 1 $ 20,00
Mechero 1 $ 5,00
Alchol 96% 1|galon $ 2,50
Alumion 5 $ 5,00
Papel plastico 5 $ 5,00
Papel de cocina 1 $ 3,00
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13. CONCLUSIONES

«  Se logrd identificar la presencia del hongo fitopatdgeno Botrytis spp. en ambas variedades
de rosa analizadas, Explorer y Pink Expression, mediante la caracterizacion morfologica
en laboratorio. Logrando tener 4 aislamientos de Explorer y 2 de Pink Expression
identificando morfol6gicamente como Botrytis spp.

- Enlas pruebas de sensibilidad in vitro, el fungicida Procloraz demostré la mayor capacidad
de inhibicion de la germinacién de conidias dando como resultado una inhibicion de la
germinacion de conidias de 37.8 frente al tratamiento control que mostr6 un total de 246
conidias germinadas. de Botrytis spp., Esto indica que el uso de Procloraz, en
concentraciones de 10 pg, 20 pg, 30 pg,40 pg adecuadas, representa una alternativa
efectiva para el manejo quimico del hongo.

« Se logro obtener 3 hongos fitopatdgenos del suelo los cuales son Trichoderma spp,

Fusarium spp y Aspergillus

RECOMENDACIONES

» Se recomienda establecer sistemas de vigilancia y diagnoéstico temprano de Botrytis spp.,
especialmente durante épocas humedas, para evitar la propagacion del moho gris en
cultivos de exportacion, priorizando la revision de botones florales y tejidos reproductivos.

» Considerando su efectividad demostrada en laboratorio, el fungicida Procloraz debe ser
incluido en los planes de manejo fitosanitario, asegurando su rotacion con otros principios
activos para evitar la aparicion de cepas resistentes del hongo.

» Se sugiere mejorar la ventilacion dentro de los invernaderos, realizar podas sanitarias
frecuentes y evitar el riego por aspersion en horas de poca evaporacion, como medida
preventiva para limitar la infeccion por Botrytis spp.

» Debido a la deteccion de Trichoderma spp. y Fusarium spp. en el suelo, se recomienda
investigar y promover el uso de este hongo como agente de biocontrol, reduciendo la

dependencia de fungicidas quimicos y fortaleciendo la sostenibilidad de la produccion.
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