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USO DE LUZ UV-C PARA MEJORAR LA CALIDAD POSTCOSECHA DE ROSA
(Rosa hybridaL.)

Eduardo Zalatiel Espejel Maycotte, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2019

RESUMEN

El moho gris (Botrytis cinerea) es una de las enfermedades que mayores pérdidas
econdmicas causa a las rosas de corte. Diversos tratamientos se han utilizado para
reducir su incidencia, sin embargo, los tratamientos quimicos son los mayormente
utilizados, causando el desarrollo de resistencia. La aplicacion de luz UV-C (254
nm) es un tratamiento que ha probado ser efectivo en el control de patégenos en
equipo y alimentos, debido a que la luz UV-C es capaz de dafiar el ADN afectando
su reproduccion, ademas de estimular el metabolismo secundario de las plantas,
que le permitira defenderse de los patdégenos. En este estudio se aplicaron tres
dosis de luz UV-C (~1.0, ~1.5 y ~2.0 KJ m™) sobre el crecimiento micelial y la
germinacion de los conidios de B. cinerea. Los resultados mostraron un efecto
fungicida de la luz UV-C, al inhibir el 100% del crecimiento del micelio por 4 d y mas
del 90% la germinacion de los conidios in vitro. De la misma forma al inocular tallos
de dos cultivares de rosa (“Proud” y “Polar Star”), con conidios irradiados la infeccién
por B. cinerea se redujo significativamente. Por otro lado, al irradiar los tallos de
rosa con dosis de ~1.0, ~ 1.5 y ~ 2.0 kJ m* e inocularse con conidios viables, la
infeccion alcanzo un grado de severidad en los pétalos, similar a los tallos testigo,
pero con diferencias significativas entre cultivares, pues en el cultivar “Polar Star”
los dafios se manifestaron en menor tiempo. Al realizar los cortes histolégicos de
ambos cultivares, se observo que los pétalos de “Proud”, tienen mayor grosor en la
epidermis adaxial y abaxial ademas de mostrar numerosas papilas en la epidermis
adaxial. Estos resultados muestran las limitaciones de la aplicacion de luz UV-C en

el manejo postcosecha de flores de corte.
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USE OF UV-C LIGHT TO IMPROVE THE POSTCOSECHA QUALITY OF ROSA
(Rosa hybrid L.)

Eduardo Zalatiel Espejel Maycotte, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2019

ABSTRACT

Gray mold (Botrytis cinerea) is one of the diseases that causes a high economic
losses in cut roses. Various treatments have been used to reduce its incidence,
however chemical treatments are the most used, and causing fungi resistance. The
application of UV-C light (254 nm) is a treatment that has proven to be effective in
the control of pathogens used in food and equipment, because the UV-C light is
capable of damaging the DNA affecting the reproduction of the organism, and in
plants, an increase of secondary metabolism activity, which will allow them to defend
against pathogens. In this study, three doses of UV-C light (~ 1.0, ~1.5and ~ 2.0 kJ
m2) were applied on the mycelial and conidia of B. cinerea. The results showed a
fungicidal effect of the UV-C light, by inhibiting 100 % of the mycelial growth by 4 d
and more than 90 % the germination of the conidia in vitro. Moreover when
inoculating stems of two rose cultivars ("Proud" and "Polar Star"), with irradiated
conidia the infection by B. cinerea was significantly reduced. On the other hand when
irradiating the stems of rose with doses of ~ 1.0, ~ 1.5 and ~ 2.0 kJ m* and inoculated
with viable conidia, the infection reached a high severity in the petals, similar to the
control stems, but with differences significant among cultivars, because the damage
in the cultivar "Polar Star” manifested in less time. The histological tissues in both
cultivars, it was observed that the petals of "Proud”, have greater thickness in the
adaxial and abaxial epidermis besides showing numerous papillae in the adaxial
epidermis. These results show the limitations of the application of UV-C light in the

postharvest handling of cut flowers.

Keywords: Phenolic compounds, susceptibility, grey mold, cut roses.
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INTRODUCCION

La produccion de rosa (Rosa hybrida L.) de corte reportada en México para 2016
fue de 7.6 M de gruesas, ubicando a esta especie en el primer lugar de importancia
comercial (SIAP, 2017). El estado de México es el mayor productor de esta especie,
con una participacion de 6.8 M de gruesas, representando el 75.5 % del volumen
total. El volumen exportado, fue de solo 2,953 toneladas, que generaron divisas por
6.4 M de dolares, siendo el destino principal Estados Unidos (99.4 %) (SIAP, 2018).

Sin embargo, durante todo el proceso de produccion, el cultivo del rosal es afectado
por Botrytis cinerea (moho gris), causando graves pérdidas econdémicas. Se ha
reportado que en los centros de subasta de flores en Holanda la infeccién por
Botrytis spp., redujo la vida de florero hasta por tres dias rosas de corte, con
pérdidas de hasta € 1.3 millones a nivel mundial (Elad et al., 2016b; Vrind, 2003).

En la actualidad el método més comun para minimizar el dafio causado por Botrytis,
es el uso de fungicidas con buenos resultados cuando se inicia la aplicacion. Sin
embargo, el uso continuo y sin control de estas sustancias quimicas, generan
resistencia del microorganismo (Fillinger y Walker, 2016). Ademas el uso
indiscriminado de estos productos pone en riesgo la salud de los trabajadores y

consumidores, ademas de la contaminacién al medio ambiente.

Por tal motivo, es importante encontrar métodos amigables con el ambiente y que
no generen resistencia, y puedan ser utilizados en flores de corte, para reducir la

incidencia de Botrytis cinerea.

Algunos métodos usados para reducir la incidencia de esta enfermedad son: agua
caliente, aire caliente, radiofrecuencia, microondas, atmosferas controladas y la luz
UV entre otras, sin embargo, no todas pueden ser utilizadas en flores de corte, por

su alta susceptibilidad al manejo (Usall et al., 2016).

De acuerdo con Urban et al., (2016) el uso de luz UV-C (254 nm) es una opcién
viable y segura como método para controlar enfermedades fungosas, debido a que

afecta la reproduccion celular, porque dafia el ADN de los microorganismos ademas

1



de inducir estrés en la planta, que estimula la biosintesis de compuestos de defensa
como las fitoalexinas, por lo que es un método de control de la enfermedad que
puede usarse en plantas ornamentales (Darras et al., 2014). Por lo anterior el
objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de la dosis de luz UV-C en el
crecimiento y germinacion de Botrytis cinerea inoculada en tallos florales de Rosa
hybrida.



REVISION DE LITERATURA

Importancia econémica del cultivo de rosal (Rosa hybrida L.)

La rosa (Rosa hybrida L.) es una especie ornamental destaca en el comercio
internacional, como flor de corte, asi como en la industria cosmética, farmaceéutica
e incluso en la gastronomia exética, seguida de otras especies ornamentales como
son los crisantemos (Chrysanthemum x morifolium), claveles (Dianthus sp.) y
tulipanes (Tulipa sp.). La produccidon de estas especies ornamentales se obtiene
ante un mercado cada vez es mas exigente en cuanto a la calidad, inocuidad y
variedad del producto (Yong, 2004; SIAP, 2018).

El cultivo del rosal en especial los cultivares del tipo “hibridos de té” (Rosa x hybrida),
es producido bajo invernadero e injertado sobre un patron como “Manneti” o “Natal
Brian”. El tipo de rosal llamado “hibrido de té” es un arbusto ornamental de porte
abierto, tallo lefioso, normalmente espinoso, con longitud entre 50 y 90 cm, hojas
pinnadas, con estipula, caducas, ovaladas, compuesta por tres, cinco o mas foliolos,
la flor suele ser grande y solitaria. Las flores son con o sin fragancia, de diferentes
tamafos, formas y colores, actualmente la floraciébn se produce sin requerimiento
de horas frio, logrando producir hasta tres cosechas al afio, como resultado del
mejoramiento genético a traveés de cruzamientos, hibridaciones y selecciones que
aumentan afio tras afio debido a la gran demanda (Rodriguez y Flérez, 2006; Yong,
2004).

En México para 2017 la produccion fue de 9,011,683 gruesas en comparacion con
6,558,964 gruesas en el afio 2012. Los principales estados productores, por
volumen de produccion fueron: México, Morelos, Puebla, Querétaro, Jalisco, entre
otros. La produccion se concentra en ciertos meses del afio: 16.1% en febrero, 13.2
% en marzo, 10.4 % en mayo y 14.6 % en diciembre, mientras que la produccion

mas baja se observa en enero con 1.6%.



Principales enfermedades en el cultivo de rosa (Rosax hybrida)

Durante el proceso de produccion de la rosa, la calidad es afectada severamente
por el ataque de hongos fitopatégenos que causan graves dafios al follaje y a la flor.
Las enfermedades fungicas mas importantes son: la mancha negra (Diplocarpon
rosae Wolf) (Dong et al., 2017), la roya del rosal, (Phragmidium mucronatum (Pers.)
Schitd. 1824) (Gado et al., 2016), el mildiu polvoriento, (Podosphaera pannosa
(Wallr.:Fr) de Bary 1870) (Chandran y Sriram, 2017), el mildiu velloso (Peronospora
sparsa) (Salazar et al., 2018) y el moho gris (Botrytis cinerea) (Liu et al., 2018).

Sin embargo, una de las especies que ha sido mas dificil de controlar en el rosal es
Botrytis spp. pues ataca tanto en pre como en postcosecha. Tiene un amplio
espectro de ataque (aproximadamente 1400 huéspedes) que incluyen especies de
mas de 170 familias de plantas cultivadas. Algunas especies de este patdgeno
tienen comportamiento enddfito al poder permanecer en el tejido vegetal sin mostrar
sintomas de la enfermedad. Las plantas hospederas del patégeno, son desde
especies de climas tropicales hasta de regiones frias tanto en lugares humedos
como en secos, a la intemperie o en invernadero, en espacios cerrados o durante

el almacenamiento en camaras frias (Elad et al., 2016).

También, Botrytis cinerea es un hongo de comportamiento necrotréfico al destruir
las células que componen los tejidos vegetales, para posteriormente alimentarse,
ademas de que después de infectar y causar la muerte del tejido del hospedante,
tiene la capacidad de sobrevivir y esporular como sapréfito, pudiendo producir
esclerocios, como estructuras de supervivencia (Figura 2). El patégeno se dispersa
principalmente por el aire y herramientas de uso comun a través de los conidios
(micro y/o macroconidios) asexuales que una vez maduros invaden al hospedante
(Holz et al., 2007; Carisse, 2016) (Figura 1y 2).
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Figura 1. Epidemiologia y aerobiologia de Botrytis spp. (Carisse, 2016).

Independientemente de la ruta del inoculo para dispersarse y depositarse, (Figura
2), la germinacion de los conidios es fuertemente influenciada por la humedad del
medio, que a 93% es esencial tanto para la germinacion como para la penetracion.
A una temperatura optima (15 a 20 ° C) la infeccién tarda por lo menos 4 h (Carisse,
2016).

En Botrytis spp, se forman se forman estructuras como las clamidiosporas que son
células terminales o intercaladas por transformacion de partes de micelio vegetativo
y se liberan por desintegracion hifal comunmente observadas en lesiones viejas del
hospedante, de diversas formas como estructuras de supervivencia en periodos
cortos desfavorables para el hongo (Elad et al., 2016) (Figuras 2 y 3).

En general las especies de Botrytis spp., producen numerosas esporas en las
puntas de los conidioforos ramificados (Figura 2), su tamafio depende de cada
especie y su supervivencia es mediada por la temperatura, humedad, actividad
microbiana y exposicion a la luz solar. El desarrollo de microconidios resulta de la

exposicion del hongo a condiciones adversas, y pueden encontrarse en zonas viejas



donde ha estado el hongo a través de sus diferentes estructuras como el tubo
germinativo de los propios macroconidios, hifas maduras, etc. (Dewey y Grant-
Downton, 2016; Elad et al., 2016).

En invierno el patégeno sobrevive como micelio o esclerocios en tejido de plantas
en descomposicion. Algunas especies desarrollan la etapa teleomorfica (Botryotinia
Whetz) en la cual producen apotecios que surgen de esclerocios fertilizados y que

posteriormente liberan ascosporas (Dewey y Grant-Downton, 2016) (Figura 2 y 3).
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Figura 2. Ejemplo de ciclo de vida de Botrytis spp. (Agrios, 2006).

Los microesclerosios (Figura 2 y 3) al estar compuestos de micelio rodeado por una
corteza melanizada y B-glucanos, logran sobrevivir durante la sequia, la exposicion
a luz UV y al ataque microbiano; aun asi dichos factores adversos pueden disminuir
la poblacion del patégeno. Sin embargo, una pequefia cantidad de esclerocios

generalmente tienen potencial de inoculo significativo (Carisse, 2016).



Una vez que el patdgeno se ha depositado sobre el huésped, la interaccién planta-
patégeno, desencadena la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) en
la planta como mecanismo de defensa, que el patdbgeno modula, al poseer un
sistema sensible al estrés oxidativo para defenderse del ROS. B. cinerea tiene la
capacidad de producir metabolitos secundarios como el &cido botrial y el &cido
botcinico, dos fitotoxinas inespecificas caracteristicas del comportamiento
necrotrofico y polifago del patdégeno, capaces de matar las células del hospedante
(Collado y Viaud, 2016).
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Figura 3. Ciclo de desarrollo sexual y asexual de Botrytis (Dewey y Grant-Downton,
2016).

Botrytis sp. tiene la capacidad de adaptarse a cualquier situacion adversa durante
los procesos de infeccion, pues modula la reaccion del hospedante por el patégeno,
por ejemplo, el patdgeno puede secretar ARNs a las células del hospedante, y son
capaces de silenciar los genes de defensa del huésped mediante el secuestro del

sistema de interferencia de ARN de la planta (Gonzalez et al., 2016).



Para el control de Botrytis cinerea se recomiendan diferentes métodos culturales y
reducir la humedad del entorno, junto con la aplicacion de productos quimicos como
los benzimidazoles (benomil, carbendazim, tiabendazol, entre otros). Los fungicidas
de carbamato de metil bencimidazol (MBC) se introdujeron en el mercado a
principios de los afios 70 y se utilizaron ampliamente en la agricultura. Los MBC son
potentes inhibidores de la polimerizacion de la tubulina y ejercen sus actividades
antifungicas dirigiéndose a la subunidad B-tubulina de los microtubulos, lo que
resulta en la detencion de la formacion de microtubulos y un fallo en la division

celular de los hongos, que conduce a la muerte celular (Fillinger y Elad, 2016).

Sin embargo, el uso de fungicidas se ha restringido, debido al impacto que generan
hacia el ambiente y a los residuos en la cosecha y al desarrollo de resistencia, ya
gue Botrytis tienen la capacidad de modificar sus sitos de accidn ante la presencia
de los fungicidas, y muta en las posiciones de aminoacidos 198 y 200 en el gen de
la B-tubulina (Banno et al., 2008). Ademas ha desarrollado resistencia a inhibidores
de la enzima succinato deshidrogenas, como los son los fungicidas: fluopyram,

carboxin, isopyrazam, entre otros (FRAC, 2018).

En los Ultimos afios se han desarrollado agentes de control bioldgico y otros
bioplaguicidas, como son los extractos de plantas, minerales y compuestos
organicos para el control de enfermedades provocadas por Botrytis spp. También
se han usado microorganismos vivos de los géneros, Pseudomonas, actinomicetos
(Streptomyces), levaduras (Aureobasidium) y hongos (Trichoderma) para el control
bioldgico, asi como aceites minerales y acidos organicos como aceite parafinico y
aceite de neem (Elad et al., 2016).

Métodos fisicos para el control de Botrytis cinerea

De acuerdo con Usall et al. (2016), algunas de las tecnologias usadas como
tratamientos fisicos para el control de enfermedades en postcosecha son: agua o
aire caliente, radiofrecuencia, microondas, presion hipobarica e hiperbarica, las
atmosferas controladas y la luz UV entre otras; sin embargo, no todas pueden

aplicarse a plantas ornamentales.



La radiacion UV es radiacion electromagnética con longitudes de onda entre 400 y
nm, aungue tiene una longitud de onda mas larga que los rayos X, es mas corta que
la luz visible. De manera natural la radiacion UV representa el 10 % de la energia
irradiada por el sol. La atmosfera bloquea el 77 % de la radiacion UV, por lo que a
la superficie terrestre solo incide el 3 % de UV. De esta, la radiacion UV-C es el tipo
de luz UV que tiene mas energia pero no atraviesa la atmosfera terrestre
(Helmenstine, 2017).

De manera artificial la luz UV puede ser producida por lamparas de vapor de
mercurio. De acuerdo con la norma ISO-21348 la radiacion UV se clasifica en UV-
A con longitudes de onda de 315 a 400 nm (luz negra) la cual no es absorbida por
el ozono; UV-B con longitudes de onda de 280-315 nm la cual es mayormente
absorbida por el ozono; y UV-C con longitudes de onda de 100 a 280 nm la cual es
completamente absorbida por el ozono (Helmenstine, 2018).

El uso de radiacion UV-C es una tecnologia emergente para el control de
enfermedades fungosas en postcosecha. El principio de accién se basa en el efecto
nocivo que produce sobre el ADN de los organismos, generando una reaccion
fotoquimica en las timinas del ADN, formando dimeros entre ellas que inhiben su
replicacion de forma normal, afectando la germinacion de esporas y el crecimiento
micelial del hongo. Ademés la radiacion UV-C tiene un efecto inductivo de
resistencia sobre el huésped, por ejemplo, la estimulacién de compuestos quimicos
de defensa como las fitoalexinas. Este tipo de radiacion concentra su poder
germicida entre los 250 y 270 nm, siendo los 254 nm el pico de emisién de mejor
efecto germicida (Usall et al., 2016; Millan et al., 2015).

La aplicacion de radiacion UV-C a 254 nm en la agricultura se ha realizado
principalmente sobre la superficie de diversos frutos a dosis en un intervalo de 0.2
hasta 20 kJ m2a una distancia de la superficie o producto a irradiar de 10 a 40 cm
con resultados significativos sobre el control de enfermedades fungosas como
Botrytis cinerea ademas de inducir la sintesis de metabolitos secundarios como los
fenoles y prolongar la vida de anaquel (Millan et al., 2015; Quintero et al., 2013). En

cambio, son pocas las investigaciones en cultivos ornamentales.



Por ejemplo, Darras et al. (2012) al aplicar luz UV-C en flores de gerbera de corte,
los didmetros de las lesiones se redujeron en un 92 a 95 % en comparacion con las
no irradiadas. La calidad de las flores de “Intenza” y “Ophir” no se vio afectada por
el uso de luz UV-C, por el contrario los porcentajes de germinacion de los conidios
de Botrytis cinerea tratados con dosis de 0.5, 1, 2.5 0 5.0 kJ m™ se redujeron
significativamente en comparacion con los conidios no irradiados, el crecimiento del

micelio en PDA, se retraso al primer, segundo y tercer dia.

Marquenie et al. (2002) observaron que al colocar 100 pL de solucion con B. cinerea
a una concentracion de 10°a 10°® conidios por ml en medio de cultivo agar de rosa
de bengala (ARB) y Monilinia fructigena, en extracto de malta agar (EMA), y
posteriormente irradiadas con radiaciéon UV-C, los conidios de Botrytis cinerea no
sobrevivieron a dosis de 1.0 J cm?, mientras que conidios de Monilinia fructigena
se inactivaron por completo a una dosis de 0.50 J cm. La distancia entre las cajas

de Petriy las lamparas fue de 14 cm.

Latorre et al. (2012) observaron un efecto de control sobre la supervivencia de
conidios de B. cinerea con radiacion UV-A, UV-B y UV-C en donde la viabilidad
media de los conidios fue de 38, 31 y 19% respectivamente, resaltando que la
inhibicién completa del crecimiento se obtuvo con 80 y 110 mJ cm™ de irradiacion
con luz UV-C.

De acuerdo con Quintero et al. (2013) la aplicaciéon de radiacion UV-C en la
agronomia es un método efectivo para el control de hongos fitopatégenos; ademas,
funciona como un elicitor, es capaz de estimular la biosintesis de compuestos que
confieren resistencia al producto y mejoran la calidad del producto (aumento en la
vida de anaquel y de compuestos antioxidantes). Es una tecnologia de facil acceso,
bajos costos y facil instalacion: es una oportunidad de control de enfermedades en
auge para los productores, y que ofrecen productos microbiologicamente estables

para el consumo humano.
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MATERIALES Y METODOS

Aislamiento e identificacion morfolégica

El material vegetal fue proporcionado por la empresa PROFLOSETEQ. S. P. R. de
R. L. ubicada en la comunidad de Tequexquinahuac, municipio de Texcoco, Estado
de México. La empresa produce tallos de rosa (Rosa hybrida L.) para corte bajo
invernadero tipo cierra (Figura 4). La cosecha de los tallos se realizé de enero 2018
a junio 2019, en condiciones ambientales aproximadas de 15 ° C de temperatura

media anual y 48 % de humedad relativa media anual.

Inicialmente se tomaron pétalos del cultivar Polar Star® con sintomas caracteristicos
del moho gris (Ferrada et al., 2016), posteriormente se desinfestaron con cloro (1.5
%) por 2 min, se enjuagaron dos veces con agua destilada estéril y se secaron con
sanitas estériles, para después colocarlos en condiciones de 100 % de humedad
relativa (HR) a una temperatura de 23 £ 2 °C monitoreadas con un Data Logger
(HOBO® U12), fin de promover el desarrollo de la enfermedad, hasta observar la

formacion de estructuras del patégeno.

Figura 4. A) Cultivo bajo invernadero de rosa (Rosa hybrida L.); B) Tallos de rosa
con sintomas caracteristicos de infeccién por moho gris
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Seis dias después se observo la formacién de conidiéforos con conidios con un
estereoscopio (American Optical® 569). Con una aguja de diseccion estéril se
recolectaron las esporas y se depositaron en una caja Petri de 60 x 15 mm de
plastico estéril con medio de cultivo agua-agar (2%), e inmediatamente se tapo y
sellé6 con Parafiim® colocandola en obscuridad a 23 + 2 °C para promover su

desarrollo.

Cuatro dias después se extrajo parte del micelio por el método de punta de hifa
(Figura 5) para resembrar en cinco cajas de Petri de 90 x 15 mm de plastico estériles
con medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA), colocando una hifa en la superficie
del medio, e inmediatamente se sellaron con Parafim® y después, sin
sobreponerlas, se colocaron en una incubadora a 23 + 2 °C con fotoperiodo de 12-
12 h, proporcionado por una lampara lineal fluorescente (Plus Lighting PL-FL-T8)
de 32 W / de 6000 K.

Figura 5. Purificacion de la cepa del moho gris por punta de hifa (flecha) de
micelio hialino

De un aislamiento puro de 4 d de edad, con ayuda de un saca bocados estéril, se
extrajeron 5 discos de 5 mm de diametro para colocarlos en el centro de cinco cajas
Petri con medio de cultivo PDA, las cajas se sellaron e inmediatamente se colocaron
sin sobreponerlas en una cadmara incubadora e iluminada (B.O.D®, SHEL LAB®
LI15), a una temperatura de 23 + 2°C con fotoperiodo de 12-12 h aplicado por una
lampara lineal fluorescente (Plus Lighting PL-FL-T8) de 32 W / de 6000 K.
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Se observaron las colonias cada dia después de la siembra con un microscopio
compuesto (Wilozyt® V365) y un estereoscopio (AO Eichert 569) para medir con un
vernier digital el crecimiento tomando como referencia dos diametros
representativos, debido a un crecimiento concéntrico del micelio. Después de 10 d,
de las colonias con crecimiento homogéneo, se tomaron pequefios trozos de micelio
con formacién de estructuras, para realizar preparaciones permanentes con glicerol-
agua (50 %).

Para la caracterizacién de las estructuras se midieron 100 conidios por caja,
realizando 3 repeticiones por cada una, haciendo un total de 300 conidios. Las
evaluaciones se realizaron con la ayuda de un microscopio compuesto
(ROSSBACH® MG-11T) con una camara CANON® 5D MARK Il y el software
ENTANGLE® 0.7.2 para digitalizar las imagenes. Una vez capturadas las imagenes,
las estructuras se identificaron, con ayuda de las claves taxon6micas de Barnett y
Hunter, (1998).

Identificacién molecular

Para corroborar la identificacién, se secuencid un aislamiento puro de 3 d de edad
en el laboratorio de diagndsticos del Colegio de Postgraduados. La extraccion del
ADN se realiz6 por el método de bromuro de cetil trimetil amonio (BCTA),
posteriormente la muestra de ADN se mando al Instituto de Biotecnologia (IBt) de
la Universidad Autonoma de México (UNAM), donde se realizé la secuenciacion.
Los iniciadores universales para la amplificacion de la region ITS fueron Forward
(9351.113BM.ITS4abl) y Reverse (9352.113BM.ITS5abl) éstos se limpiaron y
ensamblaron con el software FinchTV® 1.4.0 y una vez obtenida la secuencia
consenso, se comparé con la base de datos del GeneBank® [National Center for
Biotechnology Information (NCBI)], con el software Basic Local Alignment Serch
Tool (BLAST®).
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Preservacidon de Botrytis cinerea para su posterior manejo

Se realizd la preservacion de cinco aislamientos por punta de hifa en tubos
inclinados con PDA, en donde se coloco fragmentos de micelio. Una vez que se
observé la formacion de esporas se procediéo a colocar 5 mL de aceite mineral
estéril, hasta cubrir el medio de cultivo. Los tubos fueron sellados y colocados a

temperatura ambiente.

Prueba de Patogenicidad (Postulados de Koch)

En la prueba de patogenicidad se utilizd una solucién de esporas de la cepa de
Botrytis cinerea en agua destilada estéril con formacion de conidiéforos y conidios,
y se ajustd a una concentracion de 1x10% conidios por ml, el conteo se realizé en

camara de Neubauer.

Para corroborar el desarrollo de la enfermedad se inocularon tallos florales de rosa
gue fueron asperjados con la solucién de esporas (5 mL/ tallo floral), posteriormente
se cubrieron con una bolsa de plastico, colocando al pie de las macetas un
nebulizador de 5L VUH-5 VITALLYS®, y manteniendo condiciones de 20-25°C y
100% de HR. Se observaron diariamente los pétalos inoculados hasta la aparicion

de sintomas (Figura 6).

Figura 6. A) Cajas Petri con conidi6foros en esporulacion. B). Flor de rosa inoculada
con conidios de Botrytis sp. C). Camara humeda para el desarrollo de la
enfermedad.
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Material vegetal

Se utilizaron dos cultivares blancos de rosa: Polar Star® y Proud® (Figura 7). Los
tallos de “Polar Star®’son de longitud promedio del tallo de 50 a 80 cm, nimero de
pétalos promedio de 26 a 40, productividad de tallos por planta por mes de 1.3, vida
en florero de 12 a 14 dias y dimensién de la flor de 5 a 7 cm (Rosen Tantau®, 2018).
Para el cultivar Proud® la longitud de la flor es de 50 a 55 mm, niimero promedio de
pétalos de 40 a 45, tallo de 50 a 70 cm, moderada presencia de espinas, vida en
florero de 9 a 11 dias, produccién por m? por afio de 180 a 120 tallos (DeRuiter®,
2018). A fin de evaluar la efectividad de la luz UV-C sobre el crecimiento e infeccion

de Botrytis sp. en rosa, la investigacion se dividié en tres fases.

Figura 7. Cultivares de rosa evaluados A) Polar Star® y B) cultivar Proud®

FASE |

Aplicacion de luz UV-C in vitro sobre el crecimiento de Botrytis cinerea

Los aislamientos mantenidos en aceite mineral se reactivaron tomando una porcion
de PDA con micelio, se lavaron repetidas veces con agua destilada estéril, después
se sembraron en medio de cultivo PDA y posteriormente se resembraron para

eliminar los residuos de aceite.
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De cultivos de Botrytis cinerea de cuatro dias de edad, se tomaron discos de 5 mm
de didmetro y se colocaron en cajas Petri (90 mm) con medio de cultivo PDA para

su posterior irradiacion (Figura 9) con un total de 96 cajas.

La irradiacion con UV-C se realiz6 dentro de una camara de acero inoxidable de
100 x 60 x 60 cm, con seis lamparas lineales Philips® (TUV 8WG8 T5) con un pico
de emision de 254 nm colocadas en la parte superior y una rejilla de acero
inoxidable a una distancia de 18.3 cm de las lamparas. Los tratamientos fueron los
siguientes: TO=0kJ m?; T1l=~1kIJm?, T2=~1.5kIJm?y T3=~ 2 kJ m?(el signo
~ significa aproximadamente). Por cada tratamiento se colocaron 8 cajas realizando

el experimento por triplicado.

Para alcanzar la dosis adecuada y uniforme las lamparas se encendieron 10 min
antes de iniciar el experimento (Janisiewicz et al., 2016). Las cajas Petri se
colocaron de manera equidistante; la dosis de irradiacién se midioé con un radiometro
Lutron (Model UVC-245™).

Las cajas Petri se irradiaron sin tapa a la dosis correspondiente e inmediatamente
se sellaron con Parafilm® y se mantuvieron en obscuridad a una temperatura de 21
+ 2°C.

Posteriormente cada 24 h se midi6 el crecimiento radial micelial con la ayuda de un
vernier digital midiendo dos didmetros representativos de la circunferencia formada
por el crecimiento del micelio. El experimento se repiti6 dos veces. Los datos
generados se graficaron para su andlisis con ayuda del software Graph Pad Prism®,
version 5.03. La tasa de crecimiento se calculé de acuerdo con férmula utilizada por
Benitez et al. (2007):

_Cf—Ci
CTf-Ti

Tc

Donde:

Tc: Tasa de crecimiento

Cf: Diametro final expresado en cm

Cf: Didmetro inicial (dia uno) expresado en cm
Tf: Dia en que termina el crecimiento fangico
Ti: Dia uno
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Aplicacion de radiacion UV-C in vitro durante la germinacién de Botrytis
cinerea

Se prepard una suspension de 1x10% conidios por mL de Botrytis cinerea de 28 d de
edad. Se tomaron 25 mL y se colocaron en una caja Petri de 180 x 15 mm de vidrio
y se irradié con UV-C para cada una de las siguientes dosis: 0 kdm2, 1.0 kI m?, 1.5
kJ m2y 2.0 kJ m2. De la suspension irradiada (Figura 10) se tomaron tres alicuotas
de 10 pL y se colocaron en una caja Petri (60 x 15 mm) con medio de cultivo PDA,
dejando secar por 10 min. A fin de determinar el efecto de la irradiacion con UV-C
en la germinacion de los conidios, se seleccionaron 100 conidios por alicuota y se
observaron en microscopio compuesto, siguiendo el mismo procedimiento descrito
para la caracterizacion morfolégica del patdgeno. La evaluacién se realiz6 por
duplicado. Los datos generados se graficaron para su analisis con ayuda del

software Graph PadPrism®, version 5.03.

FASE Il

Inoculacion de rosa con suspensién de Botrytis cinerea irradiada

Se prepard una suspension de Botrytis cinerea a una concentracion de 1x10%
conidios por mL de 28 d de edad y se tomaron 250 mL, que se dividi6 en 4 partes
iguales y se colocaron en cajas Petri de vidrio para irradiarse a la dosis

correspondiente.

Por otro lado, en la mafana (7:00 am) se cosecharon 25 tallos florales de cada
cultivar de rosa en punto de cosecha AA (al menos 2 a 3 pétalos parcialmente
separados), e inmediatamente se llevaron al laboratorio, los tallos se cortaron a una
longitud de 31.5 cm desde el punto de union del pedunculo con el botén floral y se
colocaron en botellas de vidrio de 355 mL previamente desinfestadas con cloro al 5
%, conteniendo 300 mL de agua destilada cada una (Figura 8 A).
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La suspension de conidios de cada dosis de irradiacién con UV-C se colocé en un
aerégrafo BADGER® 250-2 fijo y centrado en una base de madera colocado a una
distancia de 28 cm del botdn floral. Con el fin de realizar una inoculacion homogénea
(Figura 8 C) la botella con el tallo floral se coloc6 en una base giratoria fija con una
velocidad de 54 rpm (Figura 8 B). La inoculacion se realizé a una presion constante

de 13.3 psi durante 30 s con un gasto de 5 ml por flor

Figura 8. Punto de corte (AA 1/2) en las rosas de ambos cultivares (A), inoculacion

de las flores (B) y homogeneidad de la aspersion (C).

Una vez inoculados los tallos, se colocaron en una cuarto a 85-90 % HR (Elad, 2016)
de 23 a 26 °C y con fotoperiodo de 12-12 h con dos lamparas lineales fluorescentes
General Electric® de 75 W. Con el fin de determinar el grado infeccion se realizé una
escala diagramatica de la enfermedad con base al estudio de Bautista et al. (2016).
La evaluacion se realiz6 por duplicado. Los datos generados se graficaron para su

andlisis con ayuda del software Graph Pad Prism®, version. 5.03 (Figura 9).
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Figura 9. Escala diagramética de severidad de la infeccién de Botrytis cinerea sobre

los pétalos de los cultivares de rosa (Rosa hybrida L.) Polar Star® y Proud®.

El indice de severidad fue calculado mediante la férmula desarrollada por Dick et al.

(1999) y citado por Bautista et al. (2016):

S = 0(n0)+1(n1)+2(n2)+3(n3)+4(n4)
B n0+nl+n2+n3+n4
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De donde:

IS = indice de Severidad

nO = Numero de flores afectadas en el Nivel 0 de severidad
nl = Numero de flores afectadas en el Nivel 1 de severidad
n2 = Numero de flores afectadas en el Nivel 2 de severidad
n3 = Numero de flores afectadas en el Nivel 3 de severidad
n4 = Numero de flores afectadas en el Nivel 4 de severidad

FASE IlI

Irradiacion de tallos de rosa con luz UV-C e inoculadas con Botrytis cinerea

Siguiendo el procedimiento de irradiacion previamente descrito, se tomaron cinco
tallos florales de ambos cultivares y se irradiaron para cada dosis (0, 1, 1,5, 2.0 kJ
m-2), posteriormente se inocularon con conidios viables de Botritys cinerea (1x104
conidios por mL) de 28 d de edad. El indice de corte fue el mismo que la evaluacién

anterior (Figura 13).

Posteriormente se comproboé si las dosis de irradiacion afectaban el contenido de
compuestos fendlicos, para ello se tomaron 12 tallos florales de “Polar Star” y se
irradiaron a una dosis de 1 kJ m? y posteriormente se inocularon con Botrytis
cinerea (1x10* conidios mL™). Los tratamientos fueron: TO: (Tallos florales sin
irradiar y sin inocular), TOz (Tallos florales sin irradiar, pero inoculados), T1 (Tallos
irradiados e inmediatamente inoculados), T2 (Tallos irradiados e inoculados 6 h
después) y T3 (Tallos irradiados e inoculados 12 h después). De los 12 tallos
irradiados por tratamiento, se seleccionaron 4 tallos sin inocular para medir la
concentracion de fenoles después de la irradiacién. Los datos generados se

graficaron para su andlisis con ayuda del software Graph Pad Prism®, v. 5.03.

Cuantificacion de fenoles

Se tomaron tres muestras de 0.5 g de pétalos (Figura 14) por tratamiento y se
maceraron en un mortero agregando gradualmente 10 mL de metanol (80 %) y se

colocaron en tubos de ensayo, se mantuvieron a 4°C por 24 h, y después se
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centrifugaron por 5 min a 5000 rpm. Posteriormente en tubos de ensayo nuevos se
colocaron por tubo, 40 pL de extracto mas 1.56 ml de agua bidestilada y 100 pL de
FolinCicalteu (1 N) y se agitd. Después de 3 min, se agregaron 300 pL de Naz COs3
(20 %), se agitaron y se dejaron reposar por una hora. Después de la reaccion la
solucién se leyo la absorbancia con un espectrofotometro (Génesis 10 UV) a 765
nm. Los datos generados se graficaron para su analisis con ayuda del software
Graph Pad Prism®, v. 5.03.

Andlisis histolégico de los pétalos de ambos cultivares

Pétalos sanos recién cosechados de “Proud” y “Polar Star”, se enviaron al
laboratorio de Histopatologia del Colegio de Postgraduados para realizar cortes
histoldgicos transversales permanentes (Figura 15). Para ello se tomaron porciones
de pétalo que se fijaron en solucién de FAA (formaldehido: &cido acético: etanol:
agua). Posteriormente se deshidrataron, incluyeron en parafina y se montaron en
trozos de madera para cortarse en el micr6tomo. Los cortes realizados se colocaron
en un portaobjetos. Después de secarse, los portaobjetos se colocaron en una
estufa de 50 a 52 °C por 24 h para poder desparafinarse con concentraciones
ascendentes de xilol y alcohol. Finalmente, los cortes se tifieron con safranina verde
rapido y se observaron al microscopio 6ptico. Para esto se seleccionaron tres
botones florales por cada cultivar, tomando 3 pétalos exteriores de cada botdn, y
por cada pétalo se realizaron 4 laminillas, con 4 cortes cada uno, en el cual se
visualizaron 2 campos, haciendo un total de 288 campos para cada cultivar. De cada
campo seleccionado se realizaron 3 mediciones de grosor, 3 de aerénquima y se
midieron 20 células de la parta adaxial y 20 de la abaxial del corte. Con los datos
obtenidos se realiz6 un andlisis de varianza y separacion de medias de Tukey (P,
0.05; con el programa SAS® version 9.0 (2002).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion e identificacion morfoldgica del patégeno

El micelio mostr6 un crecimiento ramificado, septado, hialino hasta los 8 d,
posteriormente se tornd blanco, después gris claro y finalmente (18 d) a marrén
obscuro. El crecimiento en el medio de cultivo fue concéntrico. Los conidioforos se
desarrollaron directamente a partir del micelio, eran rectos septados y ramificados
en el apice en forma de racimo de uvas. El micelio aéreo era algodonoso. Algunas
colonias formaron microesclerocios cerca de la periferia de caja Petri después de
30 d de crecimiento. Los conidios midieron 9.1 pum de longitud y 5.5 pum de ancho
con forma de ovoide y hialinos. Cuyas caracteristicas se identifican como Botrytis
cinerea de acuerdo con las claves taxonémicas de Barnettt y Hunter (1998) (Figuras
10,11y 12).

Estas caracteristicas coinciden con las descritas por Polat et al. (2018), que
estudiando cincuenta cepas de Botrytis sp. colectadas en plantas de pimiento de
diferentes zonas de Turquia y comparadas con el aislamiento estandar B05.10
observaron que éstas presentaron micelio ramificado, septado, color hialino a
marrén. Los conididforos surgian directamente de los micelios o de los esclerocios,
eran rectos, septados y a menudo ramificados en el apice de forma dicotémica o
tricotomica. Los conidioforos y conidios se observaron en forma de racimo de uva.
La estructura de los conidios fue celularizada con forma de huevo hialino. Las
condiciones en las que crecieron las colonias fueron en medio de cultivo PDA a 20
°C bajo luz. El micelio aéreo era algodonoso, polvoriento con patrén tanto compacto
como radial. Las colonias se caracterizaron por un color blanco, blanco sucio,
grisaceo o hialino, que se volvio gris claro o gris oscuro a marron oscuro después
de una semana, estas caracteristicas determinaron que se trataba de Botrytis

cinerea.
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Apolonio et al. (2017) mencionan que cepas aisladas de Botrytis sp. en pimiento
morrdn cultivadas en medio avena agar (MCAVA) acidificado, con acido lactico al 25
% (v/v), y pH 4.5 incubadas a 26 £ 2 °C durante 8 d, tuvieron un crecimiento micelial
conceéntrico, de consistencia afelpada y color blanco que siete dias después, se
torno color gris. Observaron conidiéforos largos, septados, pigmentados, con pared
lisa, ramificados apicalmente y con racimo de conidios. Los conidios fueron
unicelulares, ovoides, lisos, hialinos y de 8-15 x 6-9 um correspondiendo todas las
caracteristicas al patégeno Botrytis cinerea de acuerdo con la descripcién de Ellis
(1971).

Plasencia et al. (2012), incubaron cepas de Botrytis cinerea, colectadas de frutos de
fresa infectados, en medio de cultivo PDA a 18 °C durante 48 h, reportando micelio
gris, con crecimiento al ras del medio de cultivo, presentando también esclerocios
de forma irregular y de color negro en cultivos con un tiempo de dos semanas de
desarrollo. La velocidad de crecimiento fue de 96 h de incubacion para cubrir toda
la placa Petri. ElI micelio presenté conidioforos altos, septados, hialinos y
ramificados, sobre los cuales se desarrollaron los conidios con forma ovoide

generalmente y agrupados con aspecto de racimo de uvas.

Ferrada et al. (2016) aislaron cepas de Botrytis cinerea de flores de ciruela japonesa
en plena floracion en Chile, y las incubaron a 20° C por 5 d en obscuridad en medio
de cultivo PDA (2 %) y observaron micelio color blanco a gris, con micelios aéreos
€esponjosos, y crecid a un ritmo de 27.4 + 1.1 mm por dia a 25 °C. La produccion
de esclerocios se observo de 5° a 20 °C. Los conidios eran en su mayoria ovoides,
hialinos a ligeramente coloreados, lisos, con un hilio ligeramente protuberante, su
longitud (media) fue de 9.6 + 1.1 ym en un rango de 7.4-12.8 ym, mientras que su
ancho (media) fue de 7.3 £ 0.7 ym en un rango de 5.2-10.0 ym con una relacion

longitud/anchura de, 1.3 a 0.003 pm.
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Figura 10. Cepa pura de 4 dias de edad a partir del método punta de hifa (A) y
crecimiento concéntrico de micelio que formo esclerocios negros (B).

Figura 11. Colonia de 15 dias de edad (A cara superior, B cara inferior) y C, colonia
de mas de un mes de edad.

Figura 12. Conidioforo ramificado con conidios (A) y conidios con forma ovoide (B).
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Identificacién molecular

De acuerdo con las secuencias ITS obtenidas a partir de un aislamiento puro, y
comparadas con otras secuencias de la base de datos en NCBI con el BLAST

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) se identific6 como Botrytis cinerea, con lo

cual se obtuvo el nimero de acceso: MK064242.

Prueba de Patogenicidad (Postulados de Koch)

En la prueba de patogenicidad los sintomas se hicieron evidentes a los 6 dias
después de la inoculaciébn, como manchas marrén, formacion de micelio gris y
conidiéforos en los pétalos, sintomas caracteristicos de Botrytis cinerea. Se obtuvo
el aislamiento a partir de estos sintomas, por lo que considerd que la prueba de

patogenicidad fue positiva para Botrytis cinerea en rosa.

FASE |
Aplicacion de radiacién UV-C in vitro sobre el crecimiento de Botrytis cinerea

De acuerdo con la Figura 13, la aplicacion de radiacion UV-C (254 nm) tuvo un
efecto fungicida sobre el micelio, ya que, en todas las dosis aplicadas (1.0, 1.5,y 2
kJ m?), no se observo crecimiento alguno hasta el cuarto dia, en comparacion, con
el tratamiento testigo cuyo crecimiento del micelio fue de 24.3 mm por dia, cubriendo
la caja Petri en 96 h (4 d) (Figura 15 A). Hosen et al. (2010), observaron el
crecimiento de 10 cepas de Botrytis cinerea aisladas en garbanzos en Bangladesh,
en PDA con crecimiento promedio de 25.3 mm por dia, similar al crecimiento
observado en esta investigacion. Las condiciones de crecimiento fueron de 23 + 2
°C y pH del medio de 6.0. Hosen et al., (2010), observaron que el pH del medio del
cultivo es determinante en el crecimiento, siendo el pH éptimo 4.5, mientras que las

cepas no crecieron a pH de = 6.5. La temperatura 6ptima de crecimiento de las
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cepas evaluadas por esos autores, fue 20 °C, mientras que el crecimiento a 5 °C se
redujo significativamente, mientras que a 35 °C se inhibid.

En todas las cajas que se sometieron a irradiacion UV-C, independientemente de
las dosis evaluadas, no se presentd crecimiento, aun 15 d después de cambiarlas
a un medio nuevo de PDA (Figura 14 Ay B), lo que demuestra su efecto sobre la
divisién celular afectando su reproduccion. De acuerdo con Gonzales et al. (2009)
y Kielbassa et al. (1997) la radiacion UV, al ser absorbida por los acidos nucleicos,
proteinas y aminoacidos (triptofano y la tirosina), NADH, y quinonas, entre otras
moléculas cromoforas, desencadena una cascada de reacciones que dafia a los

organismos produciendo efectos citotdéxicos y genotoxicos.

Por ejemplo, como respuesta a la radiacion UV-C se generan especies reactivas al
oxigeno (ROS) que pueden dafiar las proteinas lipidos y carbohidratos de las
células. También la produccion de especies reactivas genera exceso de radicales
libres, desencadenando el deterioro progresivo de las estructuras y funciones

celulares, por lo que se inhibe el crecimiento micelial.

Akgiin y Unliturk (2017) mencionan que el efecto germicida de la radiacién UV-C
(200-280 nm) se basa en la formacion de dimeros que inhiben la transcripcion y
replicacion de la célula, afectando la replicaciéon y transcripcion del ADN con la
produccion de dimeros de dipirimidina, hidratos de pirimidina o enlaces cruzados
entre proteinas y ADN, lo cual afecta la capacidad de reproduccion de los
organismos, a pesar que esta puede repararse, por ejemplo, por la enzima fotoliasa

entre otros mecanismos (Gonzales et al., 2009 y Kielbassa et al., 1997).

Darras et al. (2012), mencionan un retraso significativo (P< 0.05) del crecimiento
radial del micelio de una cepa de Botrytis cinerea aislada de gerberas (Gerbera
jasmonii), e irradiadas a dosis de 0.5, 1.0, 2.5 o0 5.0 kJ m? en medio PDA

comparado con el testigo, que llené la caja Petri a los 3 d.

Como se muestra en la Figura 15 B, en los tratamientos con irradiacion (0.5, 1.5y
2.0 kJ m) se observo que algunas cajas tuvieron crecimiento del micelio a partir de

los 8 d después de la irradiacion, en menos del 5% del total de las cajas,
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posiblemente atribuido a un micelio aglomerado que protegié zonas profundas en
las cuales parte del micelio sobrevivié asi como una posible homogeneidad en la

incidencia de la irradiacion, ademas de una resistencia natural de la especie.

Bokhari et al. (2013), al evaluar el efecto de la aplicacion de UV-C (254 nm) sobre
el crecimiento del micelio de Colletotrichum musaea con tiempos de exposicion de
15, 30, 45, 60, 75, 90, 105 y 120 min, observaron que a partir de 45 min y hasta los
120 min, el crecimiento del micelio se inhibié por completo en comparacion con la
exposicién a UV-A y UV-B donde las colonias sobrevivieron, mostrando que la luz
UV-C tuvo mayor efecto fungicida desde los 45 min.

Por otro lado, Canale et al. (2011), observaron una reduccién significativa en el
crecimiento micelial de Guignardia citricarpa a dosis de 3.13 y 15.66 kJ m™. Sin
embargo, ningun tratamiento logré inhibir por completo el crecimiento de las cepas

después de tres dias de incubacion.
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Figura 13. Diametro de la cepa del micelio de Botrytis cinerea cultivado in vitro,
después de irradiarlos con UV-C (254 nm) a las dosis de 0.0 kJ m? (TO, @), 1.0 kJ
m2(T1, ©), 1.5 kI m? (T2, 4)y 2.0 k] m2 (T3, ¥). La barra en cada punto
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representa la desviacion estandar. Modelo lineal para TO: y = 0.1049 x — 1.56 (n =
48, R?=0.99). “X” es el tiempo (h); “y” es el diametro de la cepa (cm).

Figura 14. Prueba fungicida de discos de PDA con micelio de Botrytis cinerea
irradiado A) ~ 1.0 kJm2,B) ~1.5kIJm? yC) ~ 2.0 kI m? y colocados en nuevo
PDA.

Figura 15. Crecimiento del micelio de Botrytis cinerea a: TO0 =0 kJ m2; T1=~ 1.0
kJ m?, T2=~1.5kJ m?2y T3=~ 2.0 kJ m?, A) Crecimiento de micelio a los 4 d
después de irradiaciéon, y B) Crecimiento del micelio a los 8 d.
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Aplicacion de radiacion UV-C in vitro durante la germinacién de Botrytis
cinerea

El efecto de la radiacion UV-C sobre la germinacion de los conidios a las dosis
indicadas, se inhibié el 94 % a una dosisde 1 kJm2,96 % a1.5kJm?2y98 % a 2.0
kJ m-2 comparados con el testigo que mostr6é un porcentaje de germinacion del 4 %
después de 60 min, 30 % a los 90 min, 86 % a los 180 min, hasta los 270 min cuando

logro el germinar el 99 % (Figura 16).

Veinticuatro horas mas tarde, se observaron los campos de vision con 100 conidios
en cada tratamiento, en donde se encontré que los pocos conidios que lograron
germinar se inhibieron por completo ya que no se observé crecimiento del tubo
germinativo, en contraste con los conidios del tratamiento testigo que ya formaba
micelio abundante (Figura 17). Darras et al. (2012), observaron que los porcentajes
de germinacion de conidios de Botrytis cinerea aislada de Gerberas jasmonii, se
afectd significativamente (P <0.05) cuando éstos fueron irradiados con UV-C a 0.5,
1.0, 2.5, 0 5.0 kJ m? comparado con los conidios no irradiados. El porcentaje de
germinacion conidial de los cultivos fue 10 veces menor a la dosis de 2.5 kJ m en

comparacién con el tratamiento no irradiado.

Marquenie et al. (2003), al evaluar pulsos de radiacion UV-C en aumento, sobre
conidios de Botrytis cinerea, observaron que tiempos menores a 40 s no produjeron
inactivacion. Sin embargo, el aumento de 40 y 100 s resulté en incremento de la
inactivacién en 2 unidades logaritmicas, y a mas de 100 s, solo lograron pequefios
cambios en la inactivacion. Asi mismo, Marquenie et al. (2002), observaron que la
inactivaciéon conidial de Botrytis cinerea aument6 de manera gradual al incrementar
las dosis de UV-C de 0.01 a 1.5 kJ m2, inhibiendo por completo su sobrevivencia a

la dosis de 1 kJ m=.
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Figura 16. Porcentaje de germinacion conidial de Botrytis cinerea cultivados in vitro
(10%conidios / mL), después de irradiarlos con UV-C (254 nm) a las dosis de 0.0 kJ
m2 (TO, ®),1.0kIm?2(T1, ©), 1.5kIm?(T2, 4)y2.0kIm?(T3, ¥).Labarra
en cada punto representa la desviacion estandar. Modelo de regresion (DR-Hill-
Zerobackground) para TO: y = 100.076 * x* 3.9437 / (113.660" 3.9437 + x" 3.9437)
(n = 300, R? = 0.96). “X” es el tiempo (min); “y” es el porcentaje de conidios

germinados.

30



00:30 h 01:00 h 01:30 h 02:00 h 02:30h 03:00 h 03:30h
g

. v / 4 v
° 2 " a ¢ J a v a
oy Ve o Yeu v Yy - (] @“ ¢ 0“
TO .OO l:. ..' . £y s iy .00 e .0° u“‘ ... ... ...I ".
U, il e 8, ¢ e Qe % Q. e % Q. T e 00 Be.
Y o ° 0 ¢ ¢
) ] ] 4 & ¢
Se NS LY ." o .._. Se ,00 LY 090 S Doo LS Daa %o
S . ° 9 .. TN 'y L s L 2 LS - L
T1 v v L v = L. » » B > »
° ) ° ° e ° °
(1 ° . a [ ]
. L] s
0 ‘o 00 ‘o B ® ‘0 0 ‘e e 0 LB LB
o ° ~ - - » - b
0 0 ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢
0 A ° @ ’ @ 9 @ . @ . ¢ A w . o
T2 g o $ ° $ - $ ° $ ® L - e ° % ¢
@ @ % @ “ % % @
° ° . ° o . ° e
a L o X - ~ =) 5 & = ) ~ e 9 WY
0T YA e e o R R g AR ¢
5 9 o
e %9 Al 0.0 al ® ° 0 ® \ 23 0 ° b o B b 0 ° ¢ gu . ik
T3 o @ <) e “ 2 ® “ 0 @ L) 0 & & ol Coal @ a @ b
=% i > 58 T * >0 - 1 a8
¥ o o B 0 ° b $ o @ L
\ ° ’ o \ ° \0 o ’0 ° '0 Q ® ° | e

Figura 17. Germinacion de conidios B. cinerea, con diferentes tiempos y dosis de
irradiacion de luz UV-C (TO=0kIm?; T1=~1.0kJm?Z T2=~15kI m?2y T3=~
2.0 kI m?).

FASE Il
Inoculacion de flores de rosa con suspension de Botrytis cinerea irradiada

El efecto de la luz UV-C sobre los conidios y posteriormente asperjados en los
cultivares in vivo de “Polar Star”, mostré un retraso en el grado de infeccién en el
tallos floral. En el tratamiento inoculado con conidios viables, alcanz6 un grado de
severidad de 2 al cuarto dia, mientras que los tallos inoculados con conidios
irradiados a 2 kJ m? el mismo dafio se present6 al dia 7 de vida de florero, un dia

menos que los tallos sin inocular (Figura 18).
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Figura 18. Indice de severidad del dafio en flores de “Polar Star” después de
inocularlas con 10% conidios mL* de Botrytis cinerea irradiados con UV-C a las dosis
de 0.0 kI m? (T02,0), 1.0 kI m2?(T1,4),1.5kIm?(T2,4)y2.0kI m2(T3, ¢ ). El
tratamiento TO1 (®) representa el testigo relativo (severidad del dafio natural
causado por las esporas de Botrytis cinerea en el invernadero). Modelo racional
para TO1, TO2, T1, T2y T3: y = (a+b*x) / (1 + c*x + d*x"2) (n = 10). “X” es el tiempo
en florero (d); “y” es el indice de severidad de acuerdo con la escala de severidad

descrita.

Al dia siguiente de la aplicacion de los conidios sobre los tallos florales del cultivar
“Proud”, se observé grado 1 de severidad hasta el segun dia con excepcion del
tratamiento T1, que alcanzo mas del 1 de severidad al segundo dia, del tercer al
quinto dia la mayoria de los tratamientos permanecieron por debajo de 1, excepto
T1l y el testigo TO2 (conidios viables). Posteriormente este comportamiento
permanece por debajo del indice 2 para estos tratamientos hasta el onceavo dia,
mientras que T1 y TO2 aumenta hasta el indice 3, alcanzando estos ultimos la

categoria 4 a los 15 dias (Figura 19). Los botones florales de “Polar Star”
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presentaron una mayor severidad en menor tiempo en comparaciéon con “Proud”.
Todos los tratamientos en “Polar Star” alcanzaron finalmente la categoria 4 mientras
que “Proud” se mantuvo por debajo del indice 3, con excepcion, del tratamiento T1
y testigo TO2. En general se observa que el cultivar Proud mostré mayor resistencia

a la infeccion.

Indice de severidad
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Figura 19. indice de severidad del dafio en flores de “Proud” después de inocularlas
con 10% conidios mL* de Botrytis cinerea irradiados con UV-C a las dosis de 0.0 kJ
m=2 (T02,0), 1.0 kI m?2(T1,4), 1.5 kI m?(T2,8 )y 2.0 kJ m2(T3, ¢ ). TO1 (@)
representa el testigo relativo (severidad del dafio natural causado por las esporas
de Botrytis cinerea en el invernadero). Modelo racional para T02: y =
(0.07808+0.3031*x) / (1+ (-0.02545*x+0.002494*x"2)) (n = 10, R?=0.87). “X” es el
tiempo en florero (d); “y” es el indice de severidad de acuerdo con la escala de

severidad descrita.

Darras et al. (2012) evaluaron el desarrollo de la lesion de Botrytis cinerea aplicada
sobre los flésculos de flores de gerbera (Gerbera jamesonii) cvs. Helado y Ecco
midiendo los diametros de las lesiones, y observaron que, después de inocular con

B. cinerea (10 pL; 10° conidios por mL) previamente irradiados (dosis de 0.5y 5.0
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kJ m?) en el cv Helado redujo en un 55 % y 48 % el diametro de las lesiones, en
comparacion con los flésculos inoculados con suspensiones de colonias no
irradiadas, mientras que en el cultivar Ecco, se redujeron hasta en un 70 %, lo que

muestra las diferencias en susceptibilidad entre cultivares.

De manera natural los tallos de rosa tienen una vida de florero de mas de 10 dias a
pesar de estar infectados, los tallos de “Proud” mostraron 99 % de las flores
turgentes durante el periodo de evaluacion mientras que “Polar Star” el 95 % a los
10 dias, siendo los tratamientos mas afectados el T02, T1y T2 a partir del onceavo
dia mientras que los tallos de T3 permanecieron turgentes. Después de 15 dias, las
flores se marchitaron o el pedunculo se rompié de forma drastica con excepcion de
T01 en “Proud” mientras que en “Polar Star” TO1 ya tenia categoria 4 de severidad

entre los 12 y 14 dias de vida de florero.

FASE IlI

Irradiacion con UV-C de flores de rosa e inoculadas con Botrytis cinerea

En esta fase del experimento, tallos florales de rosa de ambos cultivares se
irradiaron y posteriormente se inocularon con conidios viables a la misma
concentracion de 1x10% conidios por mL. Los tallos florales de “Polar Star” se
cosecharon (dia uno), se irradiaron al segundo dia y al tercer dia se inocularon. Se
observé que al dia siguiente de la inoculacion, la mayoria de los tratamientos
alcanzaron la categoria 1 con excepciéon del testigo TO1l. Al segundo dia de
inoculacién o quinto dia después de cosecha, la mayoria de los tratamientos
alcanzaron el indice 2. Al quinto dia después de la inoculacién la mayoria de los
tratamientos han alcanzado la categoria 4, mientras que el tratamiento T1 tuvo un

indice de severidad de 3 (Figura 22).

34



Inidice de severidad

-

0 2 4 6 8 10
Dias en florero

12 14

Figura 20. indice de severidad del dafio en flores de “Polar Star” irradiadas con UV-
C alas dosis de 0.0 kJ m? (T02,0), 1.0 kI m2(T1,4), 1.5kIm2(T2,8)y 2.0k m
2(T3, # ), posteriormente inoculadas con 10* conidios / mL de Botrytis cinerea. TO1
(®) representa el testigo relativo (severidad del dafio natural causado por las
esporas de Botrytis cinerea en el invernadero). Modelo de regresion (DR-Hill-
Zerobackground) para TO1, T02, T1, T2 y T3: y = theta*x"eta / (kappa”eta + x"eta)

(n=10). “x” es el tiempo en florero (d); “y” es el indice de severidad de acuerdo con

la escala de severidad descrita.

Para “Proud” los tallos se mantuvieron por 2 dias la categoria 1 de severidad
después de la inoculacién, con excepcion del testigo TO1, con nivel O de severidad
hasta el dia 9 de vida de florero (Figura 21, 22). Los tallos de “Proud” mostraron

mayor resistencia al ataque de Botrytis cinerea que los de “Polar Star”.
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Figura 21. indice de severidad del dafio en flores de “Proud” irradiadas con UV-C a
las dosis de 0.0 kJ m? (T02,0), 1.0kJ m?(T1,4),1.5kIm2(T2,4)y2.0kI m?(T3,
4 ), posteriormente inoculadas con 10% conidios mL* de Botrytis cinerea. TO1 (@)
representa el testigo relativo (severidad del dafio natural causado por las esporas
de Botrytis cinerea en el invernadero). Modelo de regresion (DR-Hill-
Zerobackground) para T01, T02, T1, T2 y T3: y = theta*x"eta / (kappa”eta + x"eta)
(n=10). “x” es el tiempo en florero (d); “y” es el indice de severidad de acuerdo con

la escala de severidad descrita.

Urban et al. (2016), mencionan que a altas dosis de irradiacion de luz UV-C pueden
afectar las células de los tejidos vegetales a nivel de los cloroplastos y mitocondrias
y de manera general las membranas. Por ejemplo, dosis excesivas de luz UV-C
destruye directamente las plastoquinonas en los cloroplastos ademas de dafar la
integridad de los tilacoides y la membrana lamelar afectando gravemente el
trasporte de electrones durante la fotosintesis, debido al dafio en la membrana y la
produccion asociada de ROS vy radicales peroxilo, ROO". Debido a esto los tejidos
vegetales quedan expuestos a la infeccion del patégeno. Sin embargo, al irradiar a

ciertas dosis sobre las plantas, se produce un estrés oxidativo y de sefalizacion que
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ayuda, a la produccién de metabolitos secundarios que defienden a la planta de los

patégenos.

En la evaluacion de vida en florero, el nimero de flores turgentes no fue afectado
durante el periodo de evaluacién. Menos del 5 % presentaron ruptura o doblez del
pedunculo floral independientemente del valor en el indice de severidad de dafio,
ya que aun con categorias altas (2, 3 0 4), los tallos florales estaban turgentes y
erectos. Sin embargo, la vida de florero de algunos tallos florales de “Polar Star” en
la categoria 4 fue afectada severamente en contraste con lo observado en tallos
florales de “Proud”. Se observd que solo el 20 % de los tallos de “Polar Star” en T2
guedaron turgentes a los 10 d de vida de florero. Solo uno o dos tallos florales en
TO2 y T1 alos 12 d estaban turgentes (20 %), mientras que en T3, el 100 % de los
tallos florales estaban turgentes pero bajo la categoria 4, mientras que los tallos
florales a los 14 d en T1 permanecian turgentes aunque presentaban la categoria 4

de severidad.

En el cultivar “Proud”, solo 20 % de los tallos florales en TO1l presentaban la
categoria 4 de severidad a los 15 d de evaluacion. En comparacion con T01, los
tallos florales mas dafiados y con menor vida de florero (hasta solo por 4 d) con 50
% de tallos florales no turgentes fueron: TO2 vy los irradiados T1 y T2. Los tallos
florales a los 10 d de florero en T3 presentaban la categoria 4 de severidad aunque
el 80 % de los tallos florales estaban turgentes. Se debe notar que la vida de florero
fe mayor en los tallos florales cosechados que no fueron irradiados con UV-C e
inmediatamente colocados en agua destilada e inoculados, que en los tallos
cosechados colocados en agua destilada, al segundo dia irradiados y al tercer dia

inoculados.

Darras et al. (2011) observaron un efecto positivo sobre la vida en florero de flores
de Gerbera jamesonii al irradiarlas con 1.0 kJ m?en “Ice cream” y 10 kJ m para
“Ecco” promoviendo mayor vida en florero de manera significativa (P <0.05) en 1.8
y 2.4 dias respectivamente, mas que los tallos testigo. También el rompimiento de
los tallos se retrasé al irradiar los cultivares a 1.0 o0 10 kJ m2?en 3.3y 1.3 d

respectivamente, reduciéndose en un 43 % en “Ice cream” a 1.0 kJ m?2y 29 % para
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“Ecco” adosis de 1.0, 2.5, 5.0y 10.0 kJ m2, mientras que los tallos testigos ruptura

alos 13y 11.7 d respectivamente.

Sgroppo y Sosa (2009) lograron extender la vida en almacenamiento de Cucurbita
moschata D, “Zapallo” hasta por 14 d asegurando su calidad sensorial al irradiar el
fruto a 0, 2.08 y 3.14 kJ m?y posteriormente almacenarlos a 5 °C, en comparacion,

con el testigo que perdi6 la calidad a los 10 d.

También Andrade et al. (2010) lograron aumentar la vida de carambola (Averroha
carambola L.) minimamente procesada en rebanadas hasta por 21d a dosis de 13.0
kJ m? almacenada a 5 °C, en comparaciéon con el testigo que presentd dafios
severos a partir de los 7 d. Ademas, el contenido de los compuestos fendlicos en el
tratamiento testigo fue menor (1.4 mg g tejido) en comparacién con los frutos

irradiados (1.9 mg gt hasta 2.6 mg g') a los 21 d.

Janisiewicz et al. (2016), lograron extender la vida util de Fragaria spp. cvs. Albion
y Monterey, inoculados con B. cinerea y posteriormente irradiados por 60 s seguido
de 4 h en obscuridad, hasta por 7 d con 0 % de dafio de manera significativa (P

<0.05), mientras que el control ya presentaba mas del 25 % de dafio a los 3 d.

En contraste con Darras et al. (2009) al irradiar inflorescencias de Freesia x hybrida
Baile, ‘Cote d’ Azur’, a dosis de 0.5 1 0 2.5 kJ m*2la vida de florero se mantuvo
aproximadamente igual que las no irradiadas. Mientras que dosis de 5 kJ m?la vida
en florero se redujo significativamente (P <0.05) en comparacion con las no
irradiadas y las expuestas a 0.5 y 1 kJ m, sin embargo, la irradiacién a 2.5y 5 kJ

m-2 provoc6 sintomas de fitotoxicidad después de 3 d de incubacion.

Nigro et al. (1998), observaron que al irradiar con UV-C las bayas de Vitis viinifera
L. “Italia”, a una dosis de 1 kJ m, éstas sufrieron dafios al presentar una coloracién
marron y formando manchas de margen irregular principalmente junto al pedicelo.
Esto dio como resultado una mayor severidad al inocular las bayas con B. cinerea
apareciendo los sintomas de 3 a 4 y de 7 a 10 d después del tratamiento con
radiacion UV-C almacenandolas a 21 °C y 3 °C respectivamente.
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Figura 22. Grado de severidad en botones florales de rosa “Polar Star” (A) y “Proud”
(B) 8 d después de la inoculacién con conidios B. cinerea irradiados a diferentes
dosis. Y grado de severidad de botones florales irradiados de “Polar Star” (C) y
“Proud” (D) y posteriormente inoculados con conidios viables de B. cinerea, 8 d

después de tratamiento.
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Efecto del tiempo de irradiacién de los tallos de rosa y su respuesta a la

infeccidén con Botrytis cinerea

Después de irradiar los tallos de “Polar star” (Figura 23), con 1.0 kJ m? e inoculados,
se observo que al segundo dia no mostraron ningun sintoma, sin embargo, al tercer
dia la mayoria habia alcanzado el nivel 1.0 de severidad manteniéndose hasta el
cuarto dia. Al quinto dia los tallos alcanzaron el nivel 2 de severidad y a partir de
este dia hasta el séptimo, siendo el mas afectado el tratamiento T3. La velocidad
de severidad fue mas lenta en comparacion con las pruebas anteriores. Cabe
mencionar que pasado los tiempos de evaluacion en todos los experimentos, la
enfermedad sigue progresivamente afectando los tejidos vegetales necrosando

todos los pétalos de la flor para ambos cultivares.
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Figura 23. indice de severidad del dafio en flores de “Proud” irradiadas con UV-C a
~ 1 kJ m?2 y posteriormente inoculadas con conidios viables de Botrytis cinerea 0, 6
y 12 horas después de la irradiacion. TO1 es el testigo relativo y T02 el testigo

absoluto.
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Darras et al., (2009) mencionan que la aplicacion de radiaciéon UV-C (0.5, 1,2.505
kJ m~2) seguida de la inoculacién con B. cinerea (10* conidios mL™?), redujo la
severidad de la infeccidbn comparada con la irradiacion antes de la inoculacién en
inflorescencias de Freesia hybrida L. La irradiacion después de la inoculacion, la
gravedad de la infeccion y el nimero de lesiones en las inflorescencias se redujeron
enun 44,70, 74, and 59 % en comparacion con la irradiacion antes de la inoculacion
por 37, 62, 68, and 60 % respectivamente. Sin embargo, en algunos casos al irradiar
las inflorescencias de freesia con 0.5 0 1 kJ m™ de UV-C antes de la inoculacién
con Botrytis, se observé menor numero de lesiones significativamente (P < 0.05) en
comparacion con el tratamiento testigo. Asi mismo observaron que inocular Botrytis
después de irradiar UV-C a las dosis de 2.5y 5 kJ m™2, la severidad del dafio fue
mayor en comparacion con los testigos, probablemente debido a que las células de

los pétalos se dafiaron a estas dosis.

Por otra parte Darras et al. (2012) probaron diferentes dosis de 0.5, 1.0, 2.5y 5.0 kJ
m~2 de UV-C sobre flores de gerbera y posteriormente inoculadas con B. cinerea a
dosis de 5x10° conidios mL™, y observaron que las lesiones fueron menores en 40,
42, 27 y 34 %, respectivamente para cada dosis.

Darras et al. (2014), en plantas de Pelargonium x hortorumplants en los cultivares
“Victory” y “Glacis”, justifica el uso de la luz UV-C para el control del patégeno B.
cinerea al reducir significativamente (P<0.05) los diametros de las lesiones en
ambos cultivares, a las dosis de 0.5, 1.0, 2.5, 5.0 or 10.0 kJ m~2, en donde “Victory”
respondié mejor a las dosis, las lesiones en las hojas se redujeron en un 50 %,

mientras que para “Glacis” la reduccion fue del 38 %.

Latorre et al. (2012) muestran la efectividad de la luz UV-C en patégenos como:
Botrytis cinerea, Cladosporium cladosporioides, C. herbarum y Pestalotiopsis
clavispora, en arandano (Vaccinium corymbosum), las dosis evaluadas fueron 0.0,
40,80y 110 mJ cm2, los resultados mostraron cierta resistencia de los patégenos.
C. cladosporioides y C. herbarum pues tuvieron 78 % y 80 % de supervivencia
entre dosis de 40 y 110 mJ cm? para ambos patégenos, mientras que en B. cinerea,

fue del 19 % logrando una inhibiciéon completa a dosis de 80 y 110 mJ cm2, mientras
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que para P. clavispora fue del 34 %. La resistencia de Cladosporium spp. a la
radiacion UV-C se atribuye a que sus conidios tienen naturalmente coloracién
oscura debido a los altos contenidos de melanina, la cual absorbe la radiacion UV y
protege a los conidios, mientras que B. cinerea presenta conidios hialinos y no

melanizados lo cual los hace susceptibles a la irradiacion con UV-C.

Cuantificacién de fenoles

Las plantas de manera natural producen metabolitos secundarios para defenderse
del ataque de microorganismos como Botrytis cinerea, lo cual se observo entre los
cultivares, mostrando diferencias significativas en el contenido de fenoles totales
(“Polar star” = 10.905 mg gy “Proud” = 8.058 mg g'). Sin embargo, a pesar de que
las flores de “Polar star” tienen mayor contenido de fenoles son mas susceptibles al
ataque de Botrytis cinerea. Ademas puede observarse que la irradiacién con UV-C
estimul6 un incremento en el contenido de compuestos fendlicos en los pétalos de
“Polar Star”, 0, 6 y 12 horas después de la irradiacion con UV-C, con un incremento
del 16.9 % (Figura 24).
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Figura 24. Contenido de fenoles totales (mg g?!) en pétalos de “Polar Star” después
de 0, 6 y 12 h de irradiar las flores con luz UV-C a 1 kJ m-2.

Por lo tanto, se puede apreciar que el contenido de compuestos fendlicos no fueron
un factor determinante en incrementar la resistencia del tejido vegetal y reducir la
infeccion de Botrytis cinerea, puesto que los tallos de “Polar Star” siempre
presentaron un mayor indice de severidad de dafio con relacién a “Proud” (Figura
22).

Urban et al. (2016) mencionan los efectos benéficos de irradiar ciertas dosis de UV-
C en diferentes 6rganos vegetales, como por ejemplo la produccién de compuestos
fendlicos por la induccion de la actividad de la enzima fenilalanina amonialiasa (PAL)
a nivel postranscripcional, lo cual protege a la planta de la radiaciéon UV, y ademas
provee de propiedades antioxidantes. Este estrés abiodtico provocado en las plantas
estimula la produccién de ROS quienes también participan en las defensas de las
plantas contra las plagas y enfermedades debido a que se acumulan en el sitio de
ataque del patégeno, y son compuestos téxicos para el patébgeno, como las
fitoalexinas, pudiendo activar otras vias de sefalizacion responsables de la

activacion de otros mecanismos de defensa.

Darras et al., (2012), probaron la irradiacién de flores de Gerbera jamesonii “Ice
cream” y “Ecco” a dosis de 0.5, 1.0, 2.5 or 5.0 kJ m~?, y observaron que el contenido
de los fenoles totales del tratamiento testigo en “Ice cream” fue de 530 g kgt durante
48 h hora en almacenamiento a 20 °C, mientras que el tratamiento con 0.5 kJ m™2
indujo un ligero aumento a las 48 h. Sin embargo, en las flores no irradiadas de
“Ecco”, los fenoles totales disminuyeron de manera rapida de 1,050 a 700 g kg
durante las primeras 12 h, posteriormente se estabilizaron. Ademas la irradiacion
aumento la actividad de la enzima polifenol oxidasa en todos los tratamientos en
comparacion con las flores no irradiadas, con 188 Unidades g pf aproximadamente
para el cultivar Ice cream y 265 Unidades g pf para “Ecco” a las 48 h, mientras que

los testigos fueron de 232 y 240 Unidades g pf respectivamente.
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Andrade et al. (2010) observaron que al irradiar frutos de Averrhoa carambola L. en
rebanadas a la dosis de 13 kJ m2, el desarrollo de microorganismos flngicos se
presentd a los 21 d de almacenamiento a 5 °C, mientras que en los frutos del
tratamiento testigo se observo a los 14 d. Ademas, el contenido de fenoles totales
(FT) aument6 gradualmente a partir de séptimo dia hasta el dia 21 de
almacenamiento de 1.9 mg g a 2.7 mg g, respectivamente, a diferencia de lo que
se observo en el tratamiento testigo con el cual se mantuvo constante y en menor
concentracion (menos de 1.5 mg g*?) el contenido de FT de los frutos. Ademas, se
indujo la actividad del sistema enzimético antioxidante al evaluar la actividad de la
enzima superodxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y la peroxidasa (POX).

Sgroppo y Sosa (2009) reportan que la aplicacion de luz UV-C sobre trozos de
Cucurbita moschata irradiados a 2.08 y 3.14 kJ m no produjo variabilidad alguna
en el contenido de carotenoides totales con rangos entre 31.57 + 7.65 a 51.61 +
0.35 pg B-caroteno g* pf, en los frutos irradiados y testigo. Ademas con base al
recuento inicial de hongos y levaduras de 2.68 log UFC g7, los trozos irradiados a
3.14 kJ m? mostraron una reduccion de mas de 1 log UFC g, mientras dosis de
2.04 kJ m sélo redujeron el 10 % de la poblacién microbiana inicial (2.59 log UFC
gl). Estos ejemplos muestran que la radiacion UV-C (254 nm) afecta diferentes
procesos fisioldgicos en los tejidos vegetales que a dosis adecuadas pueden inducir
tolerancia al ataque de diferentes patégenos a través del estimulo de biosintesis de
compuestos fendlicos, toxicos para los patégenos (Gonzélez et al., 2005). Los
metabolitos secundarios fendlicos son formados a partir del acido shiquimico y el
acido malonico derivados del metabolismo primario, su estructura se basa en un
anillo aromatico unido en al menos un grupo oxhidrilo formando por ejemplo el &cido
benzoico o de manera mas compleja el acido cumarico, los cuales tienen

propiedades bactericidas, fungicidas y antivirales (Bedascarrasbure et al., 2004).

Pataro et al. (2015), al evaluar la aplicacién de luz UV-C a2y 4Jcm?(1y 2 h),
sobre tomates verdes cosechados y posteriormente almacenados por 0, 7, 14y 21
d a 20 £ 2 °C, observaron gue la cantidad de fenoles totales mostré una tendencia

creciente para todos los tratamientos con valores iniciales de 266.3 + 37.5 mg GAE
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/ kg pf, con incrementos hasta 408 mg GAE / kg pf en el tejido tratado con UV-C a
2 J cm2,1.3 veces mayor que el control. Los autores concluyeron que la irradiacion
favorecié la acumulacion de compuestos fendlicos. Estos ejemplos muestran que
el estimulo que puede dar la luz UV-C en la produccién de compuestos de defensa
puede tomar un periodo de tiempo considerable, sin embargo, en el caso de las
flores la germinacion de los conidios toma minutos, y debido a que no tienen

estructuras de defensa, como los frutos, la infeccion se propaga rapidamente.

Andlisis histolégico de los pétalos de ambos cultivares

La infeccion del patégeno sobre el tejido vegetal depende de muchos factores
ambientales, metabdlicos, genéticos y fisicos naturales durante la relacion
patdogeno-hospedante, entre las cuales, la epidermis adaxial y abaxial como
barreras fisicas protegen al tejido del ataque de patégenos (Holz et al., 2007). Al
medir la longitud de cortes transversales (Figura 25) se observé un grosor total del

pétalo semejante en ambos cultivares sin diferencias significativas.

El espesor del parénquima también fue similar, observando mas espacios de aire
en los pétalos de “Polar Star” que en los de “Proud”. Sin embargo, al analizar los
grosores de la epidermis adaxial y abaxial, se observaron diferencias significativas,
ya que el cv Proud generalmente fue de mayor grosor, con una epidermis adaxial
con numerosas papilas en forma de cono alargadas de diferentes formas, mientras
que en los pétalos de “Polar Star” se observd una epidermis adaxial plana (Cuadro
1; Figura 25).

De acuerdo con Zuraw et al. (2015), el grosor de los pétalos de las especies de
rosa R. canina L., R. gallica L., R. rugosa Thunb., and R. x damascena Mill varié de
120 a 374 pm. Los pétalos de R. x damascena fueron mas gruesos mientras que
las papilas mas grandes se observaron en R. gallica con 28 um de altura. Las
papilas estan comprendidas en la epidermis adaxial del pétalo, capa que es
normalmente mas delgada que la epidermis abaxial, y pueden presentar diferentes

tamafios y producir compuestos volatiles.
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Feng et al. (2008), reportan que los pétalos Red rosea tienen una longitud de la
papila de 7 um, esta superficie es super hidrofébica con una gran fuerza adhesiva
al agua, que muestra un inusual estado de impregnacion, debido a que poseen
micro y nanoestructuras jerarquicas que le proporcionan cierta rugosidad y gran
fuerza adhesiva con el agua. Una gota de agua en la superficie de estos pétalos es
de forma esférica, que no puede rodar incluso cuando el pétalo se da vuelta.

Bergougnoux et al., (2007), menciona que las células de ambas capas epidérmicas
de pétalos de rosa tienen morfologias distintas; con forma conica papilada en la
epidermis adaxial, y en contraste con la epidermis abaxial la cual tiene una cuticula
altamente estriada. Cuando la flor aun estaba en botdn, se observé que las células
epidérmicas eran mas o menos rectangulares, la parte central del pétalo estaba
comprendido por un parénquima esponjoso, formado por células unidas
holgadamente con grandes espacios intercelulares. Las células de la epidermis
abaxial generalmente son méas grandes y rodeadas por una pared celular y una

cuticula mas gruesa que las células de la epidermis adaxial.

Cuadro 1. Caracteristicas histolégicas de dos cultivares de rosa

Cultivar Grosor pétalo Grosor Epidermis  Epidermis
(um) parénquima abaxial adaxial
(Lm) (Lm) (LM
Proud 494.864 a* 411.282 a 42.0913 a 24.4836 a
Polar Star 482.546 a 401.842 a 40.5181 b 21.1172 b

*Medias (Tukey P<0.05) con la misma letra no son significativamente diferentes
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Figura 25. Cortes histolégicos de pétalos externos de flores de “Polar Star” (A) y
“Proud” (B)

Por lo anterior, posiblemente las caracteristicas morfolégicas de los tallos de “Proud”

contribuyeron mas a proteger al pétalo de la infeccion por B. cinerea, a pesar de

gue en el cultivar Polar Star, tuvo mayor contenido de fenoles.

47



CONCLUSIONES

La irradiacion con luz UV-C (254 nm) a dosis de ~ 1.0 kI m?2; ~1.5 kI m2y ~ 2.0 kJ
m-? afecto significativamente el crecimiento micelial y el porcentaje de germinacion
de conidios de Botrytis cinerea aislados de tallos de rosa de corte, al inhibir 100 %
del crecimiento del micelio hasta los 4 d asi como la germinacion de los conidios
durante las 4 h y 24 h de evaluacion respectivamente. En las pruebas in vivo se
observo que al asperjar conidios irradiados en las mismas dosis sobre los pétalos,
la infeccion se presenté pero de forma mas lenta. Por otro lado, al irradiar los
pétalos en las mismas dosis, éstos sufrieron dafio en los pétalos a ~1.5 ki m?y ~
2.0 kJ m2debido a que alcanzaron grados mas altos de severidad, con diferencias
significativas entre cultivares, mostrando mayor resistencia los pétalos de “Proud”.
El efecto de hormesis aumentd levemente los niveles de fenoles totales en un 16.9
% en “Polar Star", pero no suficiente para generar resistencia a la infeccién. Por lo
que el estimulo de la luz UV-C para la produccion de mas compuestos fendlicos, no
es suficiente. Finalmente se concluye que las diferencias en la resistencia de los
cultivares de rosa a la infeccion de B. cinerea, se atribuye a sus caracteristicas
morfologicas. Por lo anterior, el uso de luz UV-C en postcosecha para el control de
enfermedades tiene limitaciones en flores de corte debido a que solo se requiere un
porcentaje muy bajo para provocar la infeccion, ademas que el estimulo para la
produccion de compuestos fendlicos requiere de tiempos prolongados que una flor

de corte no puede alcanzar dada su corta vida de florero.
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