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Resumen:

En esta investigacion se evalud la efectividad antifangica de diterpenos de Croton
morifolius como alternativa ecoldgica para el manejo de Botrytis cinerea en rosas
de corte de la variedad Samuréi. C. morifolius es una planta traqueofita de la familia
Euphorbiaceae conocida en México como palillo o vara blanca. Por su parte, B.
cinerea es un hongo fitopatégeno necrotréfico causante de la enfermedad del moho
gris, capaz de provocar pérdidas de hasta un 30% en la produccion de rosas de
corte y dafiar significativamente la calidad poscosecha. El estudio in vitro mostré
que la fraccién enriquecida de diterpenos (F3) puede inhibir el crecimiento micelial
hasta un 32% y el tratamiento quimico (Captan®) puede inhibir hasta un 72% a las
144 horas. En condiciones in situ, la fraccion F3 presenté la mayor actividad
biofungicida, reduciendo la incidencia de la enfermedad en un 56%; sin embargo,
este valor fue menor al alcanzado por el control quimico con Captan®, que logro
una reduccion del 69% a las 144 horas. En los analisis histopatologicos se observé
gue los pétalos tratados con diterpenoides conservaron su estructura vegetal, con
menor colapso celular, en contraste con los tejidos infectados. Ademas, la
acumulacion de especies reactivas de oxigeno fue considerablemente menor en los
tratamientos con diterpenos, lo que evidencia una reduccién del estrés oxidativo
inducido por B. cinerea. En cuanto a la calidad visual, los parametros colorimétricos
muestran mejoras en la luminosidad (L*) de los pétalos tratados, lo que sugiere que
los diterpenos no son fitotoxicos, sino que preservan la calidad del tejido floral. Los
resultados demuestran que los diterpenos de C. morifolius presentan actividad para
el control de B. cinerea, lo que aporta una alternativa para reducir el uso de
fungicidas sintéticos y promover practicas agronémicas mas sustentables en la

floricultura.

Palabras clave: Croton morifolius; Botrytis cinerea; biofungicida; sustentabilidad;

rosa de corte.
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1. Introduccion

La floricultura, disciplina de la horticultura, constituye un sector de gran relevancia
en los ambitos econdémico y social, especialmente en paises con alto desarrollo
productivo y exportador. Sin embargo, el panorama actual enfrenta grandes retos
relacionados con la sustentabilidad, la organizacion entre los actores del sector y la
necesidad de potenciar los procesos de produccidén y comercializacion. Ante este
escenario es resaltante el poder promover estrategias en el area econdémica, social
y ambiental (Arenas-Echeverri et al., 2023). Dentro de la floricultura, la rosa de corte
se destaca como una de las especies ornamentales de mayor importancia debido a
su alta demanda en el mercado (Tiasmalomo etal., 2025). Sin embargo, su
produccion requiere un manejo adecuado, ya que diversos factores pueden
comprometer su calidad tanto durante el cultivo como en la poscosecha. La
enfermedad conocida como moho gris, causada por el hongo Botrytis cinerea, es
uno de los principales problemas fitosanitarios que afectan la produccion de rosas
de corte. Este hongo fitopatdégeno puede estar presente desde el cultivo y en la
etapa de poscosecha, causando dafos fisiolégicos en la flor, como marchitez,
manchas y pérdida de la apertura floral (Ha et al., 2023). Ademas, su presencia
durante el almacenamiento y transporte se reduce la vida util de la flor y afecta su

aceptacion en el mercado floricola.

El control de B. cinerea se ha basado notablemente en la aplicacion de fungicidas
quimicos convencionales; sin embargo, con el paso del tiempo se han identificado
diversas desventajas, como la contaminacién del agua y suelo, la afectacién en
organismos no deseados y la resistencia de los patdgenos (Mahedi, 2025). En la
produccion ornamental se emplean de manera intensiva insecticidas y fungicidas,
lo que provoca grandes dafos en los ecosistemas, con mayor toxicidad en los
cultivos extensivos (Yin etal.,, 2023). Frente a esta problematica actual de la
agricultura, se ha tenido que implementar enfoques mas sostenibles, donde las

soluciones se planifiquen de manera escalonada a partir de los puntos criticos
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destacados y de la adaptacion a situaciones complejas, desarrollando asi practicas
que fortalezcan los sistemas agricolas haciéndolos mas resilientes y sostenibles
(Hazard et al., 2026). En este contexto, las regulaciones mas estrictas han limitado
el uso de fungicidas tradicionales, mientras que la resistencia de los patdégenos y
los efectos negativos sobre la salud humana y el medio ambiente se han vuelto cada
vez mas evidentes. Estas condiciones han impulsado la busqueda de biopesticidas
como alternativas sostenibles, capaces de actuar sobre fases iniciales del proceso
infeccioso, incluyendo la germinacion de esporas y la colonizacion de los tejidos
vegetales (Rezaee-Danesh et al.,, 2026). Investigaciones realizadas en distintas
especies de plantas traqueofitas del género Croton spp., han evidenciado que
producen una gran variedad de metabolitos secundarios, entre los que destacan
diterpenoides, sesquiterpenoides, alcaloides, cembranoides y limonoides (Coy-
Barrera et al., 2025). Entre ellos, el acido abiético es un diterpeno con actividad
antifingica. Este metabolito secundario puede alterar procesos clave en el
desarrollo de algunos hongos fitopatdgenos, como la sintesis de ergosterol y
aumento de peroxidacion lipidica, lo que compromete la integridad de la membrana
celular del fitopatdogeno (Adamczyk et al., 2023). Sin embargo, alin se conoce poca
informacion sobre como actian los diterpenos en condiciones reales de
poscosecha, particularmente cuando se aplican directamente a tejidos florales,

donde la respuesta puede ser distinta de la observada in vitro.

Por lo expuesto, resulta relevante evaluar la eficacia de los diterpenos de la planta
traqueofita C. morifolius (conocida como palillo o vara blanca) como alternativa al
control quimico del moho B. cinerea en rosas de corte. El uso de este tipo de
compuestos no solo representa una estrategia innovadora en el manejo fitosanitario,
sino que también contribuye al desarrollo de practicas mas sostenibles, orientadas

a reducir el impacto ambiental y a mejorar la inocuidad y la calidad de la floricultura.
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2. Antecedentes

Los compuestos bioactivos extraidos de diferentes 6érganos vegetales son

alternativas seguras y eficaces para proteger los cultivos (Godlewska et al., 2021).

Entre los metabolitos secundarios, los terpenos representan el grupo mas

abundante, por su papel clave en la proteccion de microorganismos, herbivoros y la

competencia con otras especies vegetales (Ninkuu et al., 2021). En la Tabla 1 se

describen algunos terpenos con propiedades fungistaticas.

Tabla 1. Uso de terpenos con actividad antifungica frente a hongos fitopatégenos

Material Tipo de _ ) Nombre Dosis / Efecto _
Fitopatogeno i . Referencia
vegetal terpeno comun concentracion reportado
. - . . . .. 65’9% de ~
Nicotiana  Diterpeno (a- Rhizoctonia Pudriciones / o Capdesufier
_ _ _ 2,5 pg/uL inhibicion
tabacum CBT diol) solani damping-off o et al. (2023)
in vitro
Citrus o
_ _ Inhibicién
sinensis _
Monoterpenos _ Mancha total del Quintana-
(mezcla _ Alternaria . o )
_ (D-limoneno, o foliar / falsa 80,946 ppm crecimiento Obreg6n
comercial tenuissima o
q 96.8%) cenicilla de esporas et al. (2017)
e
in vitro
terpenos)
_ Inhibicion
Citrus Monoterpenos o
_ . . Pudriciones / total del _
sinensis (limoneno, B- _ o Santiago
_ _ Fusarium sp.  hongos 3,5% (V/v) crecimiento
(aceite mirceno, a- o et al. (2022)
_ _ poscosecha radial in
esencial) pineno) _
vitro
Semillas _ o 50,58% de
Fusarium Pudricion de o Martinez
de Annona Caureno _ ) 1,000 mgL inhibicion
solani raiz o tallo o et al. (2024)
glabra in vitro
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3. Marco teodrico

3.1 Manejo agronémico

3.1.1. Descripcion del rosal

El rosal es un arbusto lefioso con espinas. Sus hojas son compuestas
imparipinnadas, formadas por 3, 5, 7 y 9 foliolos ovalados, caducas y nervadura
pinnada (Gonzalez-Fernandez etal.,, 2021). Presenta raiz pivotante, flores
completas (Yong Ania, 2004) y posee pseudofrutos (Mamma et al., 2025)

3.1.2. Propagacion de las rosas

La propagacion vegetal es una practica fundamental donde se aplican técnicas para
multiplicar plantas con caracteristicas similares. El injerto de yema es el método de
propagacion mas usado comercialmente, mientras que por semilla limita la

produccion (Portal fruticola, 2022).

3.1.3. Densidad de plantacién de las rosas

La densidad de plantacién de la rosa mejorando calidad y manejo se recomienda a

4.4 plantas/m? y maximizando productividad 6.7 plantas/m? (Pittaluga et al., 2003).

3.1.4. Riego

El manejo hidrico del cultivo de rosa se realiza mediante la aplicacion de laminas de
riego del 70 al 100% de la evapotranspiracion del cultivo (ETc). Ajustando niveles

de agua segun la relacion de la planta y variables climaticas (Arévalo-H et al., 2012).

3.1.5. Condiciones ambientales

Las rosas requieren temperaturas de 17-25 °C y humedades relativas de 70-80%.

Ademas, niveles de CO, cercanos a 1200 mg/L incrementan la produccion y
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mejoran la calidad de la flor (Yong Ania, 2004). Los rosales en agricultura protegida
demanda alta luminosidad, puede utilizarse luz artificial de 3000 lux por 16 horas
(Portal fruticola, 2022).

3.1.6. Nutricién de las rosas

En un cultivar de rosa de corte producido en condiciones de invernadero, su
rendimiento y comportamiento poscosecha dependen en gran medida de la
nutricion vegetal (Tabla 2), especialmente del suministro de hierro (Fe), calcio (Ca)
y zinc (Zn) (Rezai et al., 2025).

Tabla 2. Manejo nutricional de rosas mediante la solucion nutritiva de Hoagland

Concentracion Volumen de solucion _ _
) _ Concentracion final del
Compuesto de la solucién madre por litro de  Elemento
elemento (mgL™)

madre (gL™?) solucién final (mL)
KNO3 101.10 6.00 N 224
Ca(No3)2-
236.16 4.00 K 235
4H20
NH4H2Po4 115.08 2.00 Ca 160
MgSo4-7H20 246.49 1.00 P 62
S 32
Mg 24
KCI 1.86 2.00 Cl 1.77
H3Bo3 0.77 2.00 B 0.27
MnSo04-H20 0.17 2.00 Mn 0.11
ZnSo4-7H20 0.29 2.00 Zn 0.13
CuSo04-5H20 0.06 2.00 Cu 0.03
H2MoO4 (85%
0.04 2.00 Mo 0.05
MoQO3)
NaFeDTPA
30.00 3-1 Fe 1-3
(10% Fe)

Fuente: Khosravi et al. (2025)
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3.1.7. Poda de rosas

La poda es una préactica agricola que consiste en cortar ramas, tallos o partes de
tejido vegetal. En el rosal, uno de los principales propésitos es estimular la
produccién de nuevos brotes florales. Ademas, se pueden realizar con fines de
formacion, produccion, renovacion o sanidad del rosal. Esto se planifica conforme
al ciclo fenologico del cultivo y a las elevadas demandas del mercado (Yong Ania,
2004). El rosal debe ajustarse a la fuerza de cada planta; las débiles se podan mas
cortas. En los primeros afios se forman buenas ramas y raices. En climas
templados, se podan entre diciembre y febrero; en zonas con heladas tardias,
cuando brotan las primeras yemas, para evitar dafios por el frio (Gostincha et al.,
1954).

3.2 Diterpenoides del género Croton

En México, la familia Euphorbiaceae destaca por su notable diversidad: 43 géneros
y mas de 782 especies registradas. A nivel mundial, este grupo botanico se sitla en
el sexto lugar, con 8,700 especies distribuidas en mas de 300 géneros (Steinmann,
2002). En este contexto, el género Croton resalta por su composicion fitoquimica,
ya que contiene diversos metabolitos secundarios, entre los cuales destacan los
diterpenoides, estos presentan potencial bioactivo, destacando la actividad

antifangica (Liang et al., 2018).

3.3 Actividad antifungicay mecanismo de accion de los diterpenos

Los diterpenoides son metabolitos secundarios caracteristicos del género Croton y
presentan una elevada diversidad estructural. Diversos estudios han demostrado
gue estos compuestos presentan actividad antifangica, al inhibir el crecimiento de
mohos fitopatbgenos como Botrytis cinerea y Botryotinia fuckeliana, asi como de
oomicetos como Phytophthora cactorum y Phytophthora fragariae, ademas de

Mycocentrospora acerina y especies del género Cylindrocarpon (Adamczyk et al.,
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2023). Su accion se asocia principalmente a la alteracion de la membrana celular
fungica, mediante la inhibicion de la sintesis de ergosterol y el incremento del estrés
oxidativo (Mesa et al., 2019).

3.4 Importancia del cultivo de rosay problematica fitosanitaria

La rosa de corte es una produccion de gran importancia econémica en el mercado
mundial, la cual se ve afectada por la enfermedad micé6tica conocida como
podredumbre gris o tizon del rosal, causada por el moho Botrytis cinerea, que es
actualmente la principal limitante sanitaria a nivel mundial para la produccion de
rosa de corte, dado que se estima que produce pérdidas del 30% en la produccion
mundial de rosa de corte y contribuye a pérdidas globales estimadas entre 10 y 100

mil millones de dolares anuales (Ullah et al., 2024).

3.5 Botrytis cinerea

3.5.1. Taxonomia

Botrytis cinerea es un hongo fitopatdgeno necrotrofico, mata células del huésped y
posteriormente se alimenta de tejido muerto (Amselem et al., 2011). Es del reino
Fungi; filo: Ascomycota; subfilo: Pezizomycotina; clase: Leotiomycetes; orden:
Helotiales; familia: Sclerotiniaceae. Segun esta jerarquia taxondmica, el organismo

se denomina como: Género Botrytis; Especie cinerea (Cheung et al., 2020)

3.5.2. Caracteristicas morfolégicas

Botrytis cinerea desarrolla colonias de crecimiento rapido, con un micelio blanco al
inicio de su desarrollo que, con el avance, se torna gris debido a la gran produccién
de conidios. Su micelio es hialino y septado, lo que actia como una estructura
resistente. MicroscOpicamente, muestra conidioforos erectos, septados vy
ramificados, dispuestos en racimo caracteristico. Sus conidios son unicelulares,

ovoides u oblongos, de color que varia de gris a gris pardo y con agrupacion en
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masas pulverulentas consideradas caracteristicas del moho gris (Spada et al.,
2024).

3.5.3. Ciclo de vida

Botrytis cinerea presenta un ciclo de vida predominantemente asexual (Fig. 1). Las
condiciones favorables para su desarrollo permiten una rapida propagacion en la
rosa de corte. El hongo se dispersa mediante la produccion de conidios que infectan
los tejidos florales a través de heridas producidas por la cosechadora, heridas
naturales o tejido senescente, y puede pasar por una fase de incubacion latente.
Los niveles de humedad (80-90%) y las temperaturas Optimas, cercanas a 10 °C,
favorecen el desarrollo del hongo, especialmente en la poscosecha. El ciclo de la
enfermedad se inicia con la dispersion de conidios, que constituyen la principal
fuente de in6culo. Estos germinan sobre tejidos sanos y susceptibles cuando la
humedad relativa es elevada. La infeccion se produce tras una penetracion directa
o por medio de una herida preexistente, o bien a través de estructuras
especializadas como los apresorios; posteriormente, el patégeno coloniza al
hospedante (Poveda et al., 2020).
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Figura 1. Ciclo de vida de Botrytis cinerea.

Fuente: Ullah et al. (2024).

3.5.4. Mecanismos de patogenicidad

Durante este proceso, el hongo produce enzimas hidroliticas, toxinas y diversos
metabolitos fitotoxicos, entre los que se encuentran botrydial y botcinin, que
favorecen la necrosis y el avance de las lesiones. Una vez que el tejido colapsa, el
hongo produce una gran cantidad de conidios que actian como indculo secundario
y repiten el ciclo (Bi etal., 2023). En este estadio, el hongo secreta enzimas y
compuestos fitotéxicos que provocan muerte celular, maceracion del tejido y pérdida

de calidad comercial (Byung-Chun et al., 2021).
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3.6 Control de Botrytis cinerea

3.6.1. Control quimico

La aplicacion de fungicidas sintéticos es una herramienta esencial para el manejo
de Botrytis cinerea, ya que permite disminuir su desarrollo y severidad. No obstante,

el uso continuo repercute en mecanismos de resistencia (Islam et al., 2024).

Tabla 3. Fungicidas quimicos utilizados para el control de Botrytis cinerea

Familia quimica Ingrediente activo Concentracién % Formulacion Referencia

_ (Castellano-
Carboxamida + _ o )
S Boscalid + Cyprodinil No reportado SC Cafizares
Anilinopirimidin
et al., 2025)
o _ _ (Kim et al.,
Fenilpirrol Fludioxonil 20% SC
2016)
Ditiocarbamatos )
Metiram+ (Ullah et al.,
+ _ _ 55% + 5% WG
o Piraclostrobina 2024)
Estrobilurinas
Benzimidazoles _ (T. & C,,
o Benomilo + Captan 50% + 80% WP
+ Ftalimidas 2001)
Fenilpirroles + _ . (Larios-
S Fludioxonil + _
Anilinopirimidina . o 62.5% WG Palacios
Ciprodinil
S et al., 2020)

Nota. SC, suspensién concentrada; WP, polvo humectable; WG, granulado dispersable en

agua.

3.6.2. Control biolégico

Este control consiste en el uso de microorganismos vivos para el manejo de plagas
y enfermedades de importancia agronémica. Se indica que la bacteria Bacillus

subtilis (1x10*2 UFC/mL) puede emplearse para el control de Botrytis cinerea en la
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rosa. El tratamiento reduce la incidencia y severidad del moho gris, posiblemente a
través de antibiosis y produccion de lipopeptidos antifingicos (Morales & Meneses,
2025).

3.6.3. Control biorracional

Con respecto al control biorracional de Botrytis cinerea, se ha demostrado que el
extracto obtenido a partir del arbol neem (Azadirachta indica), muestra una
reduccion significativa del crecimiento micelial del moho gris una concentracion del
15% in vitro (Jatoi et al., 2022). El hongo fitopatégeno B. cinerea, mostré inhibicion
total del crecimiento micelial a la aplicacion de extracto de canela (Cinnamomum
verum), un arbol aromatico rico en metabolitos bioactivos como el trans-
cinamaldehido, a wuna concentracion de 800 pL/L en ensayos in vitro
(Déné & Valiuskaite, 2021).

3.6.4. Practicas culturales

Las practicas culturales son medidas de manejo mediante acciones fisicas e
integrales que regulan condiciones del cultivo. En los sistemas productivos de rosa
bajo agricultura protegida, Botrytis cinerea se controla regulando la humedad
relativa mediante un sistema de ventilacion adecuado que facilite el secado del
follaje, lo cual es fundamental para mantenerla por debajo del 80%. Los efectos de
la radiacion UV (300—400 nm) sobre la esporulacion y de la luz azul (380-530 nm)

sobre la conidiacion justifican el uso de cubiertas fotoselectivas. (Ullah et al., 2024).

3.7 Regulacion de bioproductos

3.7.1. Marco institucional

En México, la regulacion de los plaguicidas utilizados en la agricultura, incluidos los
de origen biologico, se realiza mediante la colaboracion de diversas instituciones.
Entre las principales se encuentran la COFEPRIS, la SEMARNAT y el SENASICA,
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qgue trabajan de manera coordinada para asegurar que estos productos cumplan
con los requisitos de seguridad fitosanitaria, de proteccion del medio ambiente y de
sanidad vegetal.

3.7.2. Normatividad aplicable

La evaluacion de la aplicacion foliar de diterpenos aislados de Croton morifolius para
el control de Botrytis cinerea en rosa se fundamenta en el marco normativo aplicable

a la investigacion y evaluacion de insumos fitosanitarios de origen vegetal.

Conforme a la NOM 059 SEMARNAT 2010, que establece las categorias de riesgo
para las especies nativas de flora silvestre en México, Croton morifolius
(Euphorbiaceae) no se encuentra listado en ninguna categoria de proteccion, por lo
gue su recoleccion y aprovechamiento con fines de investigacion cientifica no

implica restricciones derivadas de dicha norma (SEMARNAT, 2010).

En el contexto de estos lineamientos, Ley Federal de Sanidad Vegetal, se establece
gue se deben desarrollar e investigar métodos alternativos para el manejo de
fitopatdgenos de forma sustentada y biologicamente efectiva (DOF, 1994)

El Reglamento en Materia de Registros, Autorizaciones de Importacion y
Exportacion de Plaguicidas, Nutrientes Vegetales y Sustancias y Materiales Téxicos
o Peligrosos, para efectos del registro, considera a los insumos fitosanitarios
botanicos como plaguicidas botanicos, para los cuales, previamente a cualquier
registro, se debe justificar su eficacia frente al organismo objetivo (DOF, 2004).
Ademas, la NOM-082-SAG-FITO/SSA1-2017 establece que los cultivos
ornamentales, como la rosa, estan exentos del establecimiento de limites maximos
de residuos por no ser material destinado al consumo humano directo (DOF, 2017).
Finalmente, la Ley General de Salud establece los criterios generales para el control
sanitario que debe ejercer el hombre sobre este tipo de sustancias en relacion con
la salud humana (DOF, 1984).
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3.8 Importancia del uso de biofungicidas

El uso de biofungicidas en la floricultura representa una alternativa importante para
disminuir el impacto ambiental, ya que permite reducir la dependencia de los
fungicidas quimicos y, con ello, la contaminacion del suelo, del agua y del aire.
Ademas, promueve un sistema de produccién mas seguro y responsable al limitar
la presencia de residuos téxicos en las flores ornamentales y al proteger la salud de
quienes realizan labores agricolas. Por ultimo, el empleo de estos productos
favorece el acceso a mercados ecoldgicos y de exportacion, donde se reconoce y
valora cada vez mas la produccion sostenible basada en el uso de extractos

vegetales y compuestos de origen natural (Hernandez-Soto et al., 2024).

4. Justificacion

El moho gris, causado por Botrytis cinerea, es una de las causas principales de
pérdidas en la poscosecha de rosas de corte, debido a su rapida propagacién en
condiciones de humedad y temperatura habituales durante el transporte y el
almacenamiento (Ullah et al. 2024). Aunque el uso de fungicidas quimicos ha sido la
estrategia mas utilizada para su control, su aplicacion ha generado problemas
asociados a la resistencia del patdgeno, al impacto ambiental y a las limitaciones
regulatorias, lo que ha impulsado la busqueda de alternativas mas sostenibles y
compatibles con la floricultura moderna (Gutarra-Garcia et al., 2024). En este
contexto, los compuestos derivados de plantas constituyen una fuente relevante de
metabolitos con actividad antifungica. Los diterpenos, en particular, han demostrado
interferir en procesos esenciales del desarrollo fangico y poseen una amplia
diversidad estructural que favorece su potencial biologico (Sritharan et al. 2025). El
género Croton es reconocido por su riqueza fitoquimica y por la presencia de
diterpenoides (Coy-Barrera et al., 2025); sin embargo, existe informacion limitada

sobre su aplicacion y efecto directo en tejidos florales.
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La presente investigacion se justifica por la necesidad de evaluar el efecto de los
diterpenos identificados en Croton morifolius no solo sobre el desarrollo de B.
cinerea, sino también sobre la respuesta del tejido del pétalo, considerando la
integridad anatomica, el estrés oxidativo y la conservacion de la calidad visual de la
flor. Este enfoque permite generar informacion integral que contribuya al desarrollo
de estrategias alternativas de manejo poscosecha, orientadas a reducir la
dependencia de fungicidas sintéticos y a promover practicas mas sostenibles en la

produccion de rosas de exportacion.

5. Hipotesis

Los diterpenos identificados de Croton morifolius presentan actividad antifingica
contra Botrytis cinerea, reduciendo su crecimiento micelial, la incidencia y la
severidad de la enfermedad en pétalos de rosa, ademas de preservar la integridad
anatomica del tejido vegetal mediante la disminucion del estrés oxidativo y de la
colonizacion fungica, con una eficacia comparable o superior a la del fungicida

quimico.

6. Objetivos

6.1 Objetivo general

Evaluar el efecto antifangico de los diterpenos identificados de Croton morifolius
como alternativa sostenible al uso de fungicidas sintéticos aplicados en poscosecha

para el manejo de Botrytis cinerea en rosas destinadas a exportacion.

6.2 Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto de las fracciones enriquecidas de diterpenos de Croton

morifolius sobre el crecimiento micelial de Botrytis cinerea.
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2. Determinar la eficacia de los diterpenos de Croton morifolius en el control de
Botrytis cinerea en pétalos de rosa, mediante la cuantificacion de la
incidencia, la severidad y el area de lesién bajo condiciones simuladas de
transporte poscosecha.

3. Analizar la integridad anatomica de los pétalos de rosa tratados con
diterpenos de Croton morifolius, para evaluar el grado de dafio tisular y la
colonizacion fungica.

4. Evaluar la acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en pétalos
de rosa tratados con diterpenos de Croton morifolius y expuestos a Botrytis
cinerea.

5. Determinar el efecto de los diterpenos de Croton morifolius sobre la calidad
visual de los pétalos de rosa mediante andlisis colorimétrico en el sistema
CIELAB (L*, a*, b*, c*, h*).

7. Materiales y métodos

7.1 Obtencidon y caracterizacion de fracciones de Croton morifolius

Las fracciones (F1-F4) enriquecidas de diterpenos utilizadas en el presente estudio
fueron proporcionadas por el Centro de Investigaciones Quimicas de la Universidad
Autonoma del Estado de Hidalgo, la metodologia esta descrita por Veldzquez-
Jiménez et al., (2023). Estas fueron previamente obtenidas, fraccionadas e

identificadas por el grupo donante a partir de la especie C. morifolius (Figura 2).
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Figura 2. Diagrama del procedimiento de cromatografia en columna aplicado al

extracto metandlico de laraiz de C. morifolius.

Elaboracion propia BioRender ®.

7.2 Obtencion de rosa

Las rosas empleadas en el presente estudio se obtuvieron de una unidad de
produccién comercial ubicada en la localidad de Santa Inés, municipio de Mineral
del Chico, Hidalgo, México (20.218303, —98.808023) (Fig. 3). Santa Inés se sitta
en una franja altitudinal de aproximadamente 2,000 a 2,500 metros sobre el nivel
del mar (msnm). De acuerdo con la regionalizacion climatica, el area presenta un
clima C(m), templado himedo, con una temperatura media anual de 12 a 18 °C.
Durante el periodo mas frio del afio se registran temperaturas que oscilan entre —3,5

y 18 °C, mientras que en el mes mas calido permanecen por debajo de 22 °C. La
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precipitacion anual se sitia entre 800 y 1,200 mm, con un patrén de lluvias
predominante en la temporada de verano. EI mes méas seco presenta valores
inferiores a 40 mm, y la contribucion de las lluvias invernales representa entre 5y
10.2% del total anual (Garcia, 2001).

Figura 3. Area de produccion y de manejo poscosecha de rosas. Unidad comercial
ubicada en Santa Inés, Mineral del Chico, Hidalgo, México.

Fuente: autoria propia.

En cuanto a las caracteristicas edaficas y de uso del suelo, la zona estd dominada
por suelos de tipo Cambisol, principalmente asociados a la agricultura de temporal.
Asimismo, el rio Los Toros se destaca como la principal corriente superficial de la
localidad, de acuerdo con la informacion cartogréfica disponible del (INEGI, 2022).
Se utilizo la variedad de rosa de corte Samurai, ampliamente cultivada en sistemas
de produccion orientados a los mercados nacionales. Es una rosa de flor doble, con
pétalos de color rojo intenso, fragancia débil, tallos de longitud media y hojas verdes
oscuras y brillosas; ademas, es susceptible al moho gris (Botrytis cinerea), al oidio
(Sphaerotheca pannosa) y al mildiu velloso (Peronospora sparsa) (ICAMEX, 2025).
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Las flores fueron seleccionadas en estado de botdn comercial, descartando
aquellas que no presentaran dafios mecanicos visibles ni sintomas aparentes de
enfermedad. Las rosas fueron trasladadas a una caja refrigerada que simuld las
condiciones reales de transporte comercial a 23 + 2 °C y con humedades relativas
del 50-60%. Una vez dentro de la camara, se dividieron y se etiquetaron para aplicar

los distintos tratamientos experimentales.

7.3 Crecimiento micelial in vitro de Botrytis cinerea

La actividad antifungica de las fracciones (F1-F4) enriquecidas en diterpenos de la
especie Croton morifolius frente al crecimiento micelial de Botrytis cinerea se evalué
mediante ensayos in vitro con la técnica de medio envenenado. El aislamiento de
B. cinerea utilizado en este estudio fue donado por el laboratorio de Quimica

Agricola Ambiental (Fig. 4).

Figura 4. Aislamiento de Botrytis cinerea utilizado como in6culo experimental.
Fuente: autoria propia.
El medio de cultivo utilizado fue caldo dextrosa y papa comercial (MCD LAB). Para

el experimento, se prepar0 a una concentracion de 39 g/L. Después, el medio se

esterilizo en un autoclave electronico-quirargico LORMA®, modelo AV-07, utilizando
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agua destilada hasta el nivel operativo indicado por el fabricante, a 121 °C durante
15 minutos. Los tratamientos establecidos fueron: el control, en PDA sin adicion de
fracciones ni solventes; el tratamiento quimico con Captan® a una concentracion de
1:1000; y las fracciones de diterpenos de C. morifolius (F1-F4). Para cada fraccion
se disolvieron 2mg (Fig. 5) en 1 mL de hexano. Posteriormente, se afiadio
Tween 20® al 0,1% como agente surfactante, a fin de favorecer la dispersion
homogénea de las fracciones en el PDA.

Figura 5. Manipulacién y pesaje de fracciones.

Fuente: autoria propia.

Previo a la incorporacion de las fracciones, el medio PDA esterilizado se dejo enfriar
hasta alcanzar una temperatura inferior a 50 °C, a fin de evitar la degradacion
térmica de los compuestos bioactivos. La suplementacion del medio y el vertido en
placas se realizaron en condiciones de asepsia, en una campana de flujo laminar
Tequimec®. Posteriormente, el medio se distribuyd en cajas Petri estériles de
60 mm de diametro y se dejo solidificar a temperatura ambiente. Una vez solidificado
el medio, cada placa fue inoculada en el centro con un explante de 10 mm de
diametro, obtenido de cultivos activos de B. cinerea con 7 dias de crecimiento. Las

placas se incubaron en una incubadora Binder®, serie ED115, a 28°C, y el

20|Pagina



desarrollo del micelio se evalu6é durante un periodo total de 144 h. El crecimiento
fungico se determiné mediante la medicion del crecimiento radial del micelio (mm),
con registros cada 24 h, utilizando un vernier digital TRUPER® modelo CALDI-6MP

y tomando como referencia el didmetro de la colonia en cada caja Petri.

El crecimiento del hongo se calculé segun Hernandez-Soto et al., (2025):

. Py
% Crecimiento = — | x 100
Py

P, = didmetro del crecimiento del hongo en el tratamiento

P, = diametro del crecimiento del hongo en el control sin extracto

Con el valor anterior se determiné el porcentaje de inhibicion usando la expresion:
% GI = 100 — % crecimiento

% GI = grado de inhibicidon provocado por el tratamiento

7.4 Inoculacion y control in situ de Botrytis cinerea

La evaluacion in situ del efecto antifingico se realiz6 en pétalos de rosa bajo
condiciones simuladas de poscosecha (Fig. 6): Se establecieron cinco tratamientos
experimentales: Rs (rosas sanas), RBo (rosas inoculadas con Botrytis cinerea),
RBo+Cap (rosas inoculadas con Botrytis cinerea tratadas con Captan®), RBo+F3
(rosas inoculadas con Botrytis cinerea tratadas con la fraccion F3) y Rs+F3 (rosas
sanas tratadas con la fraccion F3). Para cada tratamiento se emplearon 12 rosas.
La seleccion de la fraccion 3 (F3) se basé en su mayor actividad fungistatica
observada en los ensayos in vitro, donde se present6 el mayor porcentaje de
inhibicion del crecimiento micelial en comparacion con las demas fracciones

evaluadas.
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Figura 6. Sistema de almacenamiento para rosas de la variedad Samurai. (A) Interior
del contenedor refrigerado Utility, modelo 2006, con ramos de rosas de la variedad Samurai
colocados en cubetas. (B) Difusor del sistema de refrigeracion Thermo King modelo SB

210, en el que se observa una temperatura de 22.8 °C. (C) Vista posterior.

Fuente: autoria propia.

Cada tratamiento se mantuvo separado mediante barreras plasticas para evitar la
contaminacion cruzada durante el desarrollo del experimento. La concentracién de
la suspension de esporas de B. cinerea se determiné mediante recuento directo en
una camara de Neubauer. La inoculacion del patégeno se realiz6 mediante la
aplicacion de una suspension de esporas de B. cinerea ajustada a una
concentracion de 1x10° esporas mL™1. Posteriormente, la suspension se diluy6 con
agua destilada estéril hasta obtener una concentracién final de 1 x 10°
esporas mL™1, utilizando la relacion de dilucion C,V; = C,V, (Scholz et al., 2023).
Para cada tratamiento se prepararon 5 mL de inoculo ajustado a dicha
concentracion. Tras la inoculacién, las muestras se mantuvieron bajo las
condiciones experimentales establecidas, incluyendo la aplicacion periddica de
nebulizacion fina para favorecer y mantener una humedad relativa aproximada del
50 + 2%, asi como una temperatura controlada de 23 = 2 °C, condiciones necesarias
para el desarrollo de B. cinerea. La fraccion enriquecida de diterpenos se aplicé en
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los tratamientos RBo+F3 y Rs+F3, mediante la formulacion de 20 mg de la fraccion
F3 en 10 mL de hexano, 5 mL de agua destilada estéril y 15 yL de Tween 20®
(Zerdoner et al., 2025, modificado). En los tratamientos que incluian la fraccion F3
y el fungicida Captan®, se realizaron dos aplicaciones foliares mediante
atomizacion, asegurando una cobertura uniforme del tejido floral, a las 48 y 96
horas. El monitoreo se efectu6 cada 24 horas durante un periodo total de 144 horas.
Los primeros signos y sintomas de infeccion comenzaron a observarse después de
72 horas de incubacién y se incrementaron progresivamente hasta las 144 horas,

momento en que se dio por concluido el experimento (Fig. 7).

Inoculacién y
termorefrigerado

Medicién y observacion

Figura 7. Diagrama del proceso experimental in situ.

Fuente: autoria propia, elaborado en Canva (2026).

7.4.1. Incidencia

La incidencia de la enfermedad se determiné mediante la evaluacion visual de los
signos y sintomas asociados a la infeccion por Botrytis cinerea en las rosas de cada

tratamiento experimental. Para este analisis se consideraron las 12 rosas asignadas
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a cada tratamiento, que fueron monitoreadas cada 24 horas durante las 144 horas
del periodo establecido para la evaluacion in situ. Se consideré como rosa afectada
aquella que presentd al menos un signo o sintoma visible de infeccion, tales como
lesiones necroéticas, manchas de color pardo-grisiceo, areas humedas o
colapsadas en los pétalos, o cualquier manifestacion caracteristica del desarrollo
del patdgeno. Las rosas que no presentaron alteraciones visibles en los pétalos se
clasificaron como no afectadas. La incidencia se expres6 como el numero total de
rosas con sintomas en relacioén con el total de rosas evaluadas por tratamiento, lo
que permiti6 comparar la frecuencia de aparicion de la enfermedad entre los
diferentes tratamientos y describir el efecto de la fraccién F3 y del fungicida quimico
Captan® sobre la presencia de B. cinerea en condiciones simuladas de

poscosecha.

La incidencia de la enfermedad en rosas se determin® mediante la ecuacion:
n
p= (ﬁ) x 100

P es la incidencia (%), n el nUmero de rosas con sintomas y N el total de rosas

evaluadas (Hernandez-Soto et al., 2025).

7.4.2. Severidad

La severidad de la enfermedad causada por Botrytis cinerea se determindé mediante
una evaluacién visual detallada del dafio en los pétalos de rosa (Tabla 4),
considerando tanto la intensidad como la progresion de los sintomas observados a
lo largo del periodo de monitoreo. Esta evaluacién permitié estimar el nivel de
afectacion del tejido vegetal en respuesta a la infeccién y a la aplicacion de los

distintos tratamientos.
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Tabla 4. Escala de severidad de sintomas en pétalos de rosa basada en el diametro

de las lesiones visibles

Grado de severidad | Descripcién del sintoma
0 Ausencia total de sintomas visibles en los pétalos.
Presencia de sintomas iniciales, evidenciados por
! una lesion incipiente con un diametro <1 mm.
Desarrollo de lesiones pequefias, con un diametro
2 comprendido entre 2— 5 mm.
Aparicién de lesiones de tamafio intermedio, con
3 diametros entre 6 y 10 mm.
Presencia de lesiones extensas, con un diametro
‘ aproximado de 11-17 mm.
Grado maximo de severidad, caracterizado por
> lesiones con un diametro igual o superior a =218 mm.

Fuente: Zerdoner et al. (2025).

Cada rosa fue evaluada de manera individual y clasificada conforme a esta escala
durante el periodo de observacion de 144 horas.

La severidad de la enfermedad en rosas se calcul6 utilizando la formula reportada
(Hernandez-Soto et al., 2025):

[S(NC x NPC) x 100%]
(NTP x CMA)

IS =
Donde IS es el indice de severidad, NC el niumero de clasificacion en la escala de

severidad, NPC el niumero de rosas en cada clasificacién, NTP el total de rosas

evaluadas y CMA la clasificacion maxima de la escala empleada.
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7.4.3. Area de lesién

El &rea de lesion en los pétalos dafiados se determiné mediante la medicion directa
de las lesiones visibles con un vernier digital Truper® modelo CALDI-6MP. Las
mediciones se realizaron cada 24 horas en los pétalos con sintomas de infeccion,
registrandose el tamafio de las lesiones en milimetros. Los datos obtenidos
permitieron cuantificar objetivamente el grado de expansion del dafio tisular
provocado por el patégeno en cada tratamiento y evaluar el efecto de la fraccion F3

y del tratamiento quimico en la reduccion del area afectada.

7.5 Parametros colorimétricos de los pétalos de rosa

Al concluir el periodo de incubacion bajo condiciones simuladas de poscosecha,
equivalente a 144 horas en la caja refrigerada, las rosas de cada tratamiento
experimental fueron trasladadas al Laboratorio de Quimica Agricola del Instituto de
Ciencias Agropecuarias para la evaluaciéon de los parametros de color (Fig. 8). Se
seleccionaron pétalos representativos de las rosas correspondientes a los
tratamientos Rs, RBo, RBo+Cap, RBo+F3 y Rs+F3, procurando la homogeneidad
del material vegetal. Durante la seleccion se evitd el uso de zonas con dafio
mecanico marcado o necrosis evidente, a fin de no interferir con las lecturas
instrumentales. La evaluacion del color se realiz6 mediante un colorimetro portatil
Linshang modelo LS173, previamente calibrado con un patrén blanco estandar
conforme a las indicaciones del fabricante. En cada pétalo se registraron los

pardmetros del sistema de color CIELAB,

Las mediciones se efectuaron seleccionando areas representativas. Para cada
tratamiento se obtuvieron 12 lecturas y los valores registrados en los distintos
puntos de medicion se promediaron para obtener un valor representativo por
tratamiento. Esta metodologia permitié evaluar objetivamente las variaciones en la
coloracién de los pétalos asociadas tanto a la infeccion por Botrytis cinerea como a
los tratamientos aplicados en condiciones poscosecha (Kim et al., 2023).
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Figura 8. Medicién de parametros de color.

Fuente: autoria propia.

Para complementar la interpretacion visual, los valores obtenidos se mostraron
mediante un generador de color en linea ToolsBox (2026), utilizado Unicamente para
representar el tono aproximado correspondiente a los valores L*, a* y b* de cada

tratamiento.

7.6 Histopatologia de pétalos de rosa

Con el fin de analizar la integridad anatdmica del tejido vegetal y detectar la
presencia de estructuras fingicas asociadas a la infeccion, se realizé un estudio
histolégico en pétalos de rosa. Se incluyeron cinco tratamientos: Rs (Rosa sana),
RBo (Rosa enferma), RBo+Cap (Rosa enferma tratada con Captan®), RBo+F3
(Rosa enferma tratada con la fraccion 3) y Rs+F3 (Rosa sana tratada con la fraccion
3), lo que permitié establecer comparaciones en la organizacion tisular y en el grado

de dafio estructural entre los tratamientos. Para ello, se seleccionaron pétalos de
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flores sin signos visibles de infeccion y otros con sintomas evidentes, lo que

garantizo una representacion adecuada de cada tratamiento.

Las muestras vegetales se fijaron en solucion FAA (formaldehido, alcohol etilico y
acido acético glacial) durante 24 horas a temperatura ambiente, con el propésito de
preservar la estructura tisular y prevenir la degradacion celular (Megias et al., 2025).
Posteriormente, los pétalos fueron procesados por el método de inclusion en
parafina (Prophet, 1995), para lo cual se colocaron en histocassettes (Fig. 9) y
fueron llevados al procesador automatico de tejidos (histokinette) marca Microm
TP1020, donde se realizaron de manera controlada las etapas de lavado
deshidratacion, aclaramiento e infiltracién necesarias para la inclusién en parafina
(Valdebenito et al., 2025).

El lavado se realizé con agua destilada, para eliminar el exceso de fijador; la
deshidratacion consistié en el paso del material vegetal por una serie ascendente
de soluciones de agua destilada y etanol al 70%, 80%, 95% y 100%, con una
permanencia de dos horas en cada concentracion, lo que permitié la eliminacion
gradual del agua presente en los tejidos. Posteriormente, las muestras fueron
sometidas a un proceso de aclaramiento mediante dos inmersiones consecutivas
en xileno, una de una hora y otra de dos horas, con el fin de sustituir el alcohol

residual y favorecer la infiltracion de parafina.
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Figura 9.Pétalo de rosa de la variedad Samurai siendo transferido a un

histocassette

Fuente: autoria propia

Una vez aclaradas, las muestras se infiltraron con parafina liquida a 60 °C y se
incluyeron en moldes metalicos, formando bloques sdlidos adecuados para el
seccionamiento histolégico. Los bloques se dejaron solidificar por completo antes

de proceder al corte (Fig. 10).

Figura 10. Bloques de parafina solidificados en moldes metéalicos.
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Fuente: autoria propia.

El corte se realiz6 con un micr6tomo rotatorio manual Leica RM2125RT,
obteniéndose cortes transversales de aproximadamente 20 ym (Fig. 11).

Figura 11. Obtencion de cortes histolégicos mediante el micrétomo rotatorio Leica
RM2125RT.

Fuente: autoria propia.

Los cortes se colocaron en un bafio de flotacion para tejidos (tissue floating bath
XH1001) que contenia agua destilada caliente a 37 °C adicionada con grenetina
comercial al 0,5%, lo que permitié una adecuada extension del tejido y la eliminacién
de pliegues. Posteriormente, las secciones se montaron sobre portaobjetos y se
dejaron secar a temperatura ambiente y en el hornillo a 60°C durante 1 min, en
intervalos, para asegurar su correcta adhesion antes del proceso de tincion. Previo
a la coloracién, los cortes fueron desparafinados mediante dos inmersiones
consecutivas en xileno y, posteriormente, rehidratados mediante una serie
decreciente de agua destilada con etanol al 100%, 95%, 80% y 70%, con un tiempo
de 2 min en cada concentracién. Finalmente, se realiz6 un lavado con agua
destilada (Megias et al., 2024).
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Para la diferenciacion de los componentes celulares se empled una tincion doble
con safranina y azul alcian (Megias et al., 2025). Antes de comenzar la tincion, los
tejidos se prepararon con etanol al 50% durante 1 minuto; posteriormente, las
secciones se tifieron con safranina al 1% durante 30 minutos, lo que permitié
resaltar las paredes celulares secundarias y los tejidos lignificados (Megias et al.,
2022). El exceso de colorante se elimind mediante cuatro lavados consecutivos en
agua destilada de 20 segundos cada uno, seguidos de una diferenciacién en etanol
al 96% durante 1 minuto. Posteriormente, se aplicdé azul alcian al 1 % durante un
intervalo de 2 a 15 segundos como colorante de contraste, lo que permiti6 visualizar

las paredes celulares primarias no lignificadas (Fig. 12).

Figura 12. Portaobjetos en fase de drenado tras la tincion con safraninay azul

alcian.
Fuente: autoria propia.
Finalmente, las preparaciones se deshidrataron en etanol al 96%, se aclararon en
xileno durante 1 minuto y se montaron con resina sintética como medio de montaje.

El andlisis microscépico se realiz6 en un microscopio Optico de campo claro

Olympus BX41 (Megias et al., 2024), utilizando un aumento total de 100X para la
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observacion general del tejido y de 400X para el analisis detallado de las capas

epidérmicas y subepidérmicas (Megias M. et al., 2024).

7.7 Determinacion de peroxidacion lipidica

La acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en pétalos de rosa se
determindé mediante la técnica de tincién con 3,3'-diaminobencidina (DAB; Sigma-
Aldrich, 296%), que permite evidenciar cualitativamente la presencia de peroxido de
hidrogeno (H,O-) en tejidos vegetales. Este procedimiento se utiliz para evaluar el
impacto de la infeccion por Botrytis cinerea y de los tratamientos aplicados en el
estado oxidativo del tejido floral en condiciones simuladas de poscosecha.
Para el analisis se seleccionaron pétalos representativos de los tratamientos
experimentales establecidos, que incluyeron pétalos sanos (Rs), pétalos sanos
tratados con la fraccién 3 (Rs+F3), pétalos infectados con B. cinerea (RB0), pétalos
inoculados con el hongo tratados con la fraccion 3 (RBo+F3) y pétalos inoculados
con el hongo tratados con Captan® (RBo + Cap).
La deteccion de H,O, en los pétalos se realizd6 mediante tincion con
3,3'-diaminobenzidina (DAB). Los pétalos previamente fijados fueron sumergidos en
una solucién de DAB a 1 mgmL™" ajustada a pH 3.8 e incubados durante 2 h bajo
iluminacién blanca (Saucedo-Garcia et al., 2025).
Una vez finalizada la incubacion, se retird la solucién y las muestras se colocaron
directamente en un bafio de agua a 90-95 °C durante 30 min, con el propdsito de
eliminar pigmentos residuales y estabilizar el precipitado. Posteriormente, los
pétalos se sometieron a tres lavados sucesivos con etanol al 74 % hasta la
eliminacién completa de las clorofilas y de los compuestos solubles.
Las muestras aclaradas se conservaron en una solucion de glicerol/agua/acido
acético (70/20/10, viviv), lo que permitid preservar la integridad del tejido y mejorar
el contraste en la documentacion fotografica. La presencia de H,O, se evidencio
mediante la formacion de un precipitado insoluble de color marrén-rojizo en las
zonas de mayor actividad oxidativa (Saucedo-Garcia et al., 2023).

32|Pagina



La evaluacion se realiz6 de manera comparativa entre los distintos tratamientos, lo
que permitié identificar diferencias en los patrones de tincién asociados tanto a la
infeccion fungica como a la aplicacién de la fraccion F3 y del fungicida quimico
Captan®. Este procedimiento permitid estimar cualitativamente la acumulacion
relativa de ROS en los pétalos de rosa bajo las condiciones experimentales

evaluadas.

7.8 Analisis estadistico

Para evaluar el efecto de los tratamientos sobre las variables de respuesta, se aplicé
un analisis de varianza multivariado de medidas repetidas (MANOVA), un método
estadistico que permite analizar distintas variables de respuesta simultaneamente,
considerando que se evaluaron repetidamente en los mismos individuos a lo largo
de cada experimento. Cuando el andlisis multivariado indicé diferencias
significativas entre tratamientos, se procedi6 a la comparacién de medias mediante
la prueba de Hotelling, con un nivel de significancia (a = 0.05), utilizando el software
InfoStat 2020.

8. Resultados

8.1 Andlisis estructural de clerodanos del extracto crudo de Croton

morifolius

Los espectros de resonancia magnética nuclear de protén (RMN-'H) de las
fracciones (F1-F4) del extracto metandlico de raiz de Croton morifolius fueron
analizados y comparados con lo reportado por Velazquez et al. (2023), con la
finalidad de caracterizar y determinar el grado de pureza de cada una de las
fracciones. El analisis de los espectros RMN de *H (Fig. 13), se observa entre las
sefales mas representativas, sefiales simples a un o1 de 9.20 ppm, caracteristicas

de un hidrégeno de grupo aldehido, sefiales que corresponden a hidrégenos de
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anillos de furano entre un 6n de 7.48 a 6.42 ppm, caracteristicas de compuestos tipo
diterpeno, otra sefial en du 3.70 corresponde a una sefial simple de un grupo
metoxilo. Adicionalmente, a frecuencias bajas sefales dobles y simples que
pertenecen a metilos secundarios y terciarios. El andlisis de espectros de las
fracciones permitié determinar de forma preliminar que su composicidén quimica es

principalmente de compuestos de tipo diterpenoide (Velazquez et al., 2023).
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Figura 13. Espectros de RMN-'H de las fracciones del extracto metanélico de C.

morifolius.

8.2 Evaluacion in vitro del efecto fungistatico de fracciones

enriquecidas de diterpenos sobre el crecimiento de Botrytis cinerea

Para evaluar el efecto inhibitorio de las fracciones de Croton morifolius sobre
Botrytis cinerea, se calculo el porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial (Fig.
14). En las primeras 24 horas se observo un efecto inicial: la fraccion F3 logré un

87% mas de inhibicibn que RBo+Cap, mientras que F4 aumentd un 32% de
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inhibicion frente a RBo+Cap; ademas, F3 superé a F4 en un 29%. Sin embargo,
este comportamiento temprano no se mantuvo a lo largo del ensayo. Al llegar a las
144 horas, el tratamiento con RBo+Cap se posicioné como el tratamiento mas
eficaz, con una inhibicién de un 56% respecto a F3 y de un 63% frente a la fraccion
F4. Aun asi, F3 mantuvo una ventaja constante sobre F4, alcanzando una diferencia

de 17% en la udltima evaluacion.

Ademas de las diferencias en la inhibicion, se observaron cambios en el color del
micelio y del medio PDA. En el tratamiento con Captan®, no se desarrollé Botrytis
cinereay el medio se mantuvo blanco. En las fracciones F3 y F4, el micelio present6
una tonalidad mas clara y blanquecina, mientras que el medio se observo
ligeramente mas intenso. En contraste, en el control y en las fracciones F1y F2 se
observo la coloracién grisacea de B. cinerea, y el medio no presenté cambios

relevantes.
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Figura 14. Inhibicién in vitro del crecimiento de Botrytis cinerea mediante el medio
PDA envenenado. (A) crecimiento micelial en cajas Petri correspondiente a los
tratamientos con fracciones (F1-F4), Captan® y el control; y (B) porcentaje de inhibicién del
crecimiento micelial de las fracciones (F1-F4) y de Captan ®. Se aplicé un analisis de
varianza multivariado de medidas repetidas (MANOVA). Diferentes letras indican
diferencias estadisticamente significativas, de acuerdo con la prueba de Hotelling (a = 0,05).

Se emplearon 5 réplicas por tratamiento.

8.3 Evaluacion in situ del efecto fungistéatico de los tratamientos sobre

Botrytis cinerea en pétalos de rosas

8.3.1. Incidencia de la enfermedad

Para evaluar el efecto de los tratamientos sobre la incidencia de B. cinerea en
pétalos de rosa, se realizé el monitoreo correspondiente (Fig. 15). Los resultados
de los tratamientos a las 96 horas: RBo+F3 redujo la incidencia en un 28% respecto

a RBo y RBo+Cap. Al finalizar el ensayo, a las 144 horas, RBo+Cap disminuyo la
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incidencia en un 23% frente a RBo; sin embargo, el tratamiento RBo+F3 disminuyd
la incidencia en un 33% respecto a RBo y disminuy0 la incidencia en un 19% en

comparacion con RBo+Cap.

8.3.2. Severidad de la enfermedad

La severidad de las rosas, debida al desarrollo de B. cinerea (Fig. 15), muestra que,
a las 96 horas, RBo aumento la severidad en un 39% con respecto a RBo+F3; el
tratamiento RBo+F3 disminuy6 la severidad en un 28% respecto a RBo+Cap,
mientras que, a las 144 horas, RBo+Cap disminuyé la severidad en un 23% frente
a RBo. El tratamiento RBo+F3 disminuy6 la severidad en un 33% respecto a RBo y

disminuy¢ la severidad en un 19% en comparacion con RBo+Cap.

8.3.3. Area de lesién de la enfermedad

Se evidenciaron lesiones causadas por B. cinerea (Fig. 15). A las 96 horas, el
tratamiento RBo+F3 mostré la mayor eficacia, con una reduccién del area de lesion
en un 44% respecto de RBo y en un 50% frente a RBo+Cap. A las 144 horas, el
tratamiento RBo+F3 mostro la mayor eficacia, con una reduccion del area de lesion
en un 65% respecto al RBo y en un 54% frente a RBo+Cap. Al finalizar la evaluacion,

RBo+Cap disminuyo el area lesionada en un 25% respecto a RBo.
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Figura 15. Incidencia, severidad y area de lesidn de los pétalos de rosa sobre el crecimiento de B. cinerea. (A) Apariencia de los pétalos de rosa de cada
tratamiento; (B) incidencia de la enfermedad (%); (C) severidad de la enfermedad (%); (D) area de lesion (mm). Rs (Rosa sana), RBo (Rosa enferma), RBo+Cap
(Rosa enferma tratada con Captan®), RBo+F3 (Rosa enferma tratada con la fraccion 3) y Rs+F3 (Rosa sana tratada con la fraccién 3) corresponden a los

tratamientos evaluados en pétalos de rosa. Se aplicé un analisis de varianza multivariado de medidas repetidas (MANOVA). Las distintas letras en los puntos de
las curvas indican diferencias significativas segun la prueba de Hotelling (a = 0,05); n = 12.
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8.4 Histopatologia de los pétalos de rosa

Los cortes histolégicos de pétalos de rosa tefiidos con safranina—azul alcian rapido
permitieron comparar la integridad anatémica entre los distintos tratamientos
evaluados. En la rosa sana (Rs), la arquitectura tisular se observé completamente
conservada. La epidermis adaxial presentd células papilosas, mientras que la
epidermis abaxial mostré células planas continuas en la parte inferior. En el mesdéfilo
petalar se observan el parénquima y vacuolas amplias. Los haces vasculares
tefiidos de rojo no estan delimitados (Figura 16). En las rosas sanas tratadas con la
fraccion 3 (Rs+F3), la epidermis adaxial y abaxial sin células papilosas, con capa
continua de células conservada, el mesofilo petalar con células parenquimatosas
isodiamétricas, paredes celulares bien definidas y abundantes espacios
intercelulares (Fig. 17). Los pétalos de la rosa inoculados con Botrytis cinerea (RBo)
presentaron pérdida de continuidad tisular, colapso celular y pérdida de continuidad
de la epidermis (adaxial y abaxial). En el meséfilo petalar se observa un colapso
celular, con células comprimidas y deformadas; no hay limites claros entre ellas,
probablemente debido al efecto de las enzimas pectinoliticas. Tejido irregular, con
zonas densamente tefiidas y células colapsadas (Fig. 18).

En los pétalos inoculados con B. cinerea tratados con la fraccién 3 (RBo+F3), se
observan células epidérmicas adaxiales y abaxiales, sin células papilosas, con
continuidad celular, ausencia de rupturas significativas y limites relativamente bien
definidos. Mesofilo petalar integro en su mayoria, con células reconocibles, paredes
celulares bien definidas y espacios intercelulares distinguibles. Lumenes celulares
visibles; no se observan zonas colapsadas ni tincion diferencial; arquitectura general
intacta (Fig. 19). En los pétalos inoculados con B. cinerea tratados con el fungicida
Captan® (Rbo+Cap), se distinguen las células papilosas de la epidermis adaxial;

ambas superficies epidérmicas estan intactas, con clara continuidad celular;
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El mesdfilo esta bien organizado, con limites celulares definidos, de forma
rectangular y espacios intercelulares conservados; el haz vascular central es
integro, con continuidad vascular, organizacibn compacta y ausencia de
deformaciones. Tincion (safranina) cargada hacia el limite inferior, posiblemente por

acumulacion celular o compuestos fenélicos (Fig. 20).

Figura 16. Rosa sana (Rs): pétalos de rosa sin tratamiento adicional. Ad — epidermis

adaxial; Ab — epidermis abaxial; P — parénquima; HV — haz vascular.
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Figura 17. Rosa sana + fraccion F3 (Rs+F3): pétalos de rosa sanos tratados con la
fraccion F3. Ad — epidermis adaxial; Ab — epidermis abaxial; P — parénquima; HV — haz

vascular.

20 pm

Figura 18. Rosa enferma (Rbo): pétalos de rosa inoculados con B. cinerea. Ad —
epidermis adaxial; Ab — epidermis abaxial; P — parénquima.
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Figura 19. Rosa enferma + fraccion F3 (Rbo+F3): pétalos derosarosainoculados con
B. cinerea tratados con la fraccion F3. Ad — epidermis adaxial; Ab — epidermis abaxial;

HV — haz vascular; M — mesofilo; P — parénquima.

20 ym

Figura 20. Rosa enferma + Captan® (Rbo+Cap): pétalos de rosa inoculados con B.
cinerea y tratados con el fungicida Captan®. Ad — epidermis adaxial; Ab — epidermis
abaxial; P — parénquima; HV — haz vascular.
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Los resultados se resumen en la Tabla 5, donde se clasifica la integridad tisular de

los pétalos bajo los diferentes tratamientos establecidos.

Tabla 5. Efecto de los tratamientos sobre la integridad tisular de pétalos de rosa

inoculados con Botrytis cinerea

Caracteristica Rs Rs+F3 RBo RBo+F3 RBo+Cap
Integridad Epidérmica Alta Alta Baja Alta Alta
Organizacion del Mesoéfilo Alta Alta Baja Alta Alta
Colapso celular Ausente Ausente Marcado Escaso Escaso
Continuidad Tisular Conservada Conservada Alterada Conservada Conservada
Haces vasculares Conservado Conservado Alterado Conservado Conservado
Evidencia de dafio por B. NoO No Alta Baja Baja

cinerea

8.5 Peroxidacion lipidica en los pétalos de rosa

En pétalos de rosa. La infeccion por Botrytis cinerea se asocia con un aumento de
las especies reactivas de oxigeno (ROS) y de la peroxidacion lipidica en el tejido
floral. Se evaluo el efecto de la fraccion F3 sobre la acumulacion de ROS en los
pétalos de rosa. Se empled la tincion con DAB para comparar el control y 4
tratamientos: pétalos sanos (Rs); pétalos sanos tratados con la fraccién F3 (Rs+F3);
pétalos inoculados (RBO0); pétalos inoculados tratados con la fraccién F3 (RBo+F3);
y pétalos inoculados tratados con Captan® (RBo+Cap). La tincibn mostr6é que los
pétalos sanos, tanto sin tratamiento como con la aplicaciéon de la fraccion F3,
presentaron una coloracién uniforme y sin sefales evidentes de oxidacion, lo que
indica niveles minimos de acumulacién de ROS en condiciones normales. En
contraste, los pétalos infectados sin tratamiento presentaron un oscurecimiento
marcado y generalizado, lo que refleja una elevada acumulacion de especies

reactivas de oxigeno y un deterioro tisular avanzado (Fig. 21).
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En los pétalos inoculados con el hongo y tratados con la fraccion F3, la intensidad
de la oxidacion disminuyé0 notablemente. El tejido conservd una mayor
homogeneidad en la coloracion y mostré un dafio menos pronunciado, lo que
sugiere que el compuesto contribuye a reducir la acumulacion de ROS inducida por
B. cinerea. Por su parte, el pétalo inoculado con el hongo tratado con Captan®
también presentd una reduccién del dafio respecto al pétalo infectado sin
tratamiento; sin embargo, la zona café fue mas amplia. En conjunto, la comparacion
visual de la Figura 21 indica que la infeccion por B. cinerea incrementa la oxidacion
en los pétalos, mientras que la fraccion F3 atenua dicho efecto. No obstante, el
patron de coloraciébn observado sugiere que cada tratamiento actia mediante
mecanismos distintos: la fraccion 3 parece proteger directamente al tejido frente al
estrés oxidativo, mientras que Captan® limita la progresion del hongo fitopatégeno,

pero deja una oxidacién mas evidente.
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Figura 21. Deteccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en pétalos de rosa
mediante tincion con 3,3'-diaminobencidina (DAB). Se muestran pétalo sano (Rs),
pétalo sano tratado con la fraccion 3 (Rs+F3), pétalo inoculado con B. cinerea (RBO0),
pétalos inoculados con la fraccibn F3 (Rbo+F3) y pétalos inoculados con Captan®
(Rbo+Cap).

8.6 Evaluacion de los parametros de colorimetria CIELAB en los

pétalos de rosa

Los parametros de color se evaluaron mediante el sistema CIELAB (Tabla 6): L*

representa luminosidad, cuya escala va de 0 (negro) a 100 (blanco); a* (eje negativo
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tiende a verde y positivo a rojo); y b* (eje negativo tiende a azul y positivo a amarillo)
(Zhang et al., 2025). Ademés de estos valores fundamentales, el equipo también

midi6 los pardmetros c* (saturacion) y h* (tono).

Tabla 6. Valores colorimétricos CIELAB de los pétalos de rosa segun el tratamiento

Tratamiento L* a* b* c* h*

Rs 33.67+0.348  41.25+0.47¢ 12.12+0.184 4295+ 0.4748 16.12 + 0.28
RBo 32.95+0.518 37.70+1.06® 10.76 £0.44° 39.21+1.13¢ 15.71 + 0.29/8C
RBo+Cap 34.52+0.51¢ 39.30+£0.79%¢ 11.22 +0.325C 40.87 £ 0.84BC  15.79 + 0.288C
RBo+F3 34.88+0.34¢ 40.51+0.57¢ 11.17 £0.268¢ 40.74 + 1.268¢  15.35 + 0.25¢
Rs+F3 36.92+0.314 44.02+0.504 11.85+0.22°B  45.45+0.47A 15.06 £ 0.25

Nota: Los tratamientos evaluados fueron: Rs (rosa sana), RBo (rosa enferma), RBo+Cap
(rosa enferma mas Captan®), RBo+F3 (rosa enferma mas la fraccion F3 y Rs+F3 (rosas
sanas mas fraccion F3). Se aplic6 un andlisis de varianza multivariado de medidas repetidas
(MANOVA). Las letras diferentes a las medias indican diferencias significativas entre

tratamientos segun la prueba de Hotelling (a = 0.05); n = 24.

La representacion cromatica (Tabla 7) obtenida a partir de los valores CIELAB
mostré resultados distintivos de cada tratamiento. Los pétalos del Control
conservaron caracteristicas de un tejido sano y, por ende, los pardmetros mas
estables, mientras que los pétalos inoculados con el hongo fitopatégeno
representaron valores ligeramente menores. El tratamiento rosa sana tratada con la
fraccion F3 (Rs+F3) evidencié los valores mas altos de L*, a* y C*. En conjunto
estos resultados muestran que al desarrollarse Botrytis cinerea en los pétalos de
rosa reduce la intensidad cromética del tejido, mientras que al aplicar la fraccion F3
enriquecida de diterpenos permiti6 mantener e incluso aumentar algunos de los
pardmetros. Los colores representan la conversion aproximada de los valores L*, a*

y b* (Tabla 7) utilizando el programa digital ToolsBox (2026).
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Tabla 7. Representacion del color de los pétalos de rosa tratados tras 144 horas

Horas/Tratamientos Rs RBo RBo+Cap RBo+F3 Rs+F3

L* a* b*

9. Discusioén

Los resultados in vitro indican que durante las primeras 24 a 48 horas de incubacion,
las fracciones F3 y F4 mostraron una inhibicion inicial del crecimiento de Botrytis
cinerea, siendo este efecto mas pronunciado en la fraccion 3, con una mayor
eficiencia asociada a los diterpenoides, los cuales son capaces de interferir en el
desarrollo del hongo fitopatogeno (Fig. 14). Ademas, los espectros de resonancia
magnética nuclear indican que las fracciones estan formadas principalmente por
diterpenoides, por lo que la mayor actividad antifungica observada podria estar
relacionada con un mayor grado de concentracién o de pureza del compuesto. Esta
respuesta puede asociarse a la presencia de metabolitos secundarios como:
flavonoides, taninos, esteroides, triterpenoides, alcaloides, leucoantocianidinas,
cumarinas y saponinas, con capacidad de interferir de forma temprana con procesos
clave del patdgeno, como la germinacion de conidias y el establecimiento del micelio
(Iparraguirre et al., 2025). Considerando este comportamiento, es posible que los
diterpenoides presentes en la fraccién F3 interfieran con el efecto fungistatico.
Ninkuu et al. (2021) reportan que los terpenos han sido identificados con funcién
fitoalexinica, participando en los mecanismos de defensa de las plantas frente a

hongos fitopatégenos en condiciones naturales.

Entre las 48 y las 96 horas se registro un cambio en la inhibicion micelial: disminuyo
en los tratamientos con la fraccion 3, lo que indica una pérdida gradual de la

efectividad. Esto podria explicarse por lo recientemente reportado de que B. cinerea
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puede adaptarse y detoxificar compuestos activos mediante transportadores de flujo
y enzimas metabolizadoras, lo que le permite recuperar su crecimiento tras una
inhibicién inicial (Bulasag et al., 2023). Sin embargo, la fraccion enriquecida de
diterpenos ha demostrado actividad antifungica, 1o que coincide con ejercer su
accion mediante la inhibicion de la sintesis de ergosterol y el incremento de la
peroxidacion lipidica, mecanismos que comprometen la integridad de la membrana
fungica y afectan directamente la germinaciéon y el desarrollo inicial del micelio
(Adamczyk et al.,, 2023). Ademas de estos mecanismos de accion, reportan
Hernandez-Soto et al. (2024) que los biofungicidas actian sobre diferentes rutas
fungistaticas, incluyendo: inhibicién de la sintesis de ADN y proteinas, alteracion de
la membrana y mitocondrias, inhibicion del transporte de electrones, dafio de hifas

y reduccion de la esporulacion.

Por otro lado, el tratamiento quimico con Captan® presentd un crecimiento reducido
debido a su accion fungicida, al perturbar mecanismos fisioldgicos clave de la célula
del hongo, lo que da como resultado la erradicacién del patégeno. Se indica que
este compuesto compromete el metabolismo energético mitocondrial, provoca
alteraciones estructurales en las membranas celulares y bloguea la actividad de
enzimas cuya funcion depende de grupos sulfhidrilo, procesos criticos para la
supervivencia flngica. La alteracion conjunta de estos sistemas vitales provoca la
pérdida de viabilidad del hongo y explica la eficacia fungicida observada (Vargas-
Hernandez et al., 2021). Provoca dafio en los tejidos, principalmente en el punto de
contacto, debido a su alta reactividad con las biomembranas. Durante esta
interaccioén, se liberan especies quimicas altamente reactivas, como el tiofosgeno,
que desencadenan citotoxicidad y alteraciones estructurales en las células

expuestas (Kluxen et al., 2022).

En la evaluacion in situ, se realizaron en una caja refrigerada de trailer, simulando
las condiciones reales de transporte comercial de rosas. Las flores de corte,

incluidas las rosas, se transportan comunmente en cadmaras o unidades refrigeradas

48| Pagina



para preservar su calidad poscosecha, manteniendo temperaturas entre 23 £ 2 °C
y una humedad relativa del 50 + 2% (Ha et al., 2023). En la Fig. 15, los tratamientos
Rs (Rosa sana) y Rs+F3 (Rosa sana tratada con la fraccion F3) no presentaron
presencia del fitopatdgeno en los tejidos florales de la rosa durante todo el periodo
experimental, lo que confirma que los pétalos sanos no desarrollan infeccion por el
patbgeno. En contraste, los tratamientos aplicados sobre pétalos previamente
infectados mostraron incrementos progresivos en el area de lesion, la incidencia y
la severidad, lo que confirma la actividad patogénica de B. cinerea, un hongo
fitopatdgeno oportunista con un estilo de vida necrotréfico, cuya infeccion se
caracteriza por la induccion de la muerte celular del hospedero mediante la
secrecion de enzimas degradativas y metabolitos con actividad téxica. Como
consecuencia, el patdogeno coloniza los tejidos ya afectados, lo que favorece el
aumento del tamafio de las lesiones y la progresion de la enfermedad (Canessa &
Ferrari, 2025).

El tratamiento RBo (rosa enferma) presenté el avance mas acelerado, con un
aumento continuo de la lesion desde las 72 horas. Este comportamiento coincide
con la biologia del patégeno. En estudios recientes se ha sefialado que, durante las
etapas iniciales de la infeccion, se observa una fase temprana no destructiva,
también conocida como criptobiética o biotréfica transitoria, en la cual el hongo
crece de manera limitada sobre el tejido vivo sin causar sintomas visibles
(Rajarammohan, 2021). El ciclo patolégico de B. cinérea y la planta hospedera se
inicia cuando los conidios asexuales del hongo se adhieren a la superficie del tejido
vegetal y germinan, dando lugar a la formacion de tubos germinativos. En esta etapa
temprana de la infeccion, las hifas pueden diferenciar apresorios simples y cojines
de infecciébn, que actian como estructuras especializadas que facilitan la
penetracion del patdogeno y funcionan como centros de produccion de factores de
virulencia (Choquer et al., 2021). Tras interpretar los datos, se observa que los
incrementos en incidencia, severidad y area de lesién entre las 120 y 144 horas

corresponden a la transicion natural de B. cinerea desde la fase criptobidtica inicial
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hacia la fase necrotrofica, donde el hongo secreta enzimas degradadoras de pared
celular (BcPG1, BcPG2, celulasas, xilanasas) y toxinas como botrydial y botcinin (Bi
et al., 2023). Las cuales contribuyen directamente a la necrosis del tejido vegetal.
Como resultado de este proceso, se forma una zona localizada de tejido muerto que
favorece la acumulacion de biomasa fungica. Lo cual responde al aumento
progresivo del dafio en los pétalos infectados. En los tratamientos aplicados a las
rosas con la fraccién F3 enriquecida de diterpenos, se observé un comportamiento
significativo que se puede explicar a partir de los mecanismos de accion atribuidos
al compuesto, los cuales coinciden con la actividad fungistatica de mdaltiples dianas;
ademas, pueden interferir con la formacién de biopeliculas para reducir la capacidad
de adhesion y limitar el desarrollo del hongo (Basilio-Heredia et al., 2026). En
conjunto, estos mecanismos explican la reduccién de la incidencia, la severidad y el
area de lesion observadas en los tratamientos RBo+F3 y Rs+F3 como se muestra
en la Figura 15. La fraccién 3 interfiere con procesos clave de supervivencia de B.

cinerea.

Los resultados histopatologicos obtenidos evidencian diferencias en la integridad
anatomica del pétalo de rosa bajo los distintos tratamientos, lo que permite analizar
el papel de las fracciones enriguecidas en diterpenos en la preservacion de la
estructura tisular frente a la infeccion por B. cinerea. En los pétalos sanos (Rs), la
epidermis adaxial papilosa, la epidermis abaxial continua y el mesofilo con células
isodiamétricas y vacuolas amplias reflejan un tejido fisiolégicamente estable, sin
colapso celular ni necrosis. Este patron también se observé en los pétalos tratados
con la fraccibn 3 (Rs+F3); mostraron una organizacion tisular conservada,
caracteristica de tejidos fisiologicamente estables. La ausencia de alteraciones
anatdmicas o de signos de fitotoxicidad en los pétalos sanos tratados con la fraccion
F3 sugiere que el compuesto no interfiere negativamente con la homeostasis celular

ni con la arquitectura del tejido floral (Yan et al., 2022).
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En contraste, los pétalos inoculados por B. cinerea (RBo) mostraron el deterioro
anatomico, reflejado en la desorganizacion del parénquima, el colapso de las células
y la ruptura de la epidermis. Esta interpretacién coincide con lo documentado por
Leisen et al. (2022), quienes demostraron que B. cinerea secreta multiples proteinas
inductoras de muerte celular y metabolitos toxicos, entre ellos poligalacturonasas,
botrydial y botcininas, que actian conjuntamente para generar necrosis y facilitar la
invasion del tejido vegetal. El tratamiento con Captan® (RBo+Cap) redujo
parcialmente el dafio tisular, preservando la continuidad epidérmica y la
organizacion del mesdfilo. Sin embargo, la presencia de zonas de tincién intensa y
la persistencia de éareas alteradas sugieren que, aunque el fungicida limita el
desarrollo superficial del patdgeno, no protege completamente la fisiologia del tejido
vegetal. Esto es coherente con la naturaleza de N-(triclorometiltio), que pueden
comprometer la integridad de membranas y proteinas, favoreciendo procesos de

estrés oxidativo y deterioro celular (EFSA, 2024).

En conjunto, estos mecanismos explican como la exposicion del tejido vegetal a
Captan® contribuye a las alteraciones histopatolégicas observadas. De manera
notable, los pétalos infectados tratados con la fracciéon 3 (RBo+F3) mostraron una
preservacion de la arquitectura tisular, la continuidad epidérmica, la definicién de las
paredes celulares y la ausencia de rupturas significativas. Este comportamiento
indica un efecto protector al inhibir el patégeno y apunta a un mecanismo activo de
conservacion tisular, dado que los diterpenos pueden ejercer una accion fungicida
directa al inhibir el crecimiento y la penetracion micelial; a nivel histopatologico, este
efecto se manifiesta con un menor dafio en el mesdéfilo y en la células epidérmicas,
lo gue conlleva una reduccion en la liberacion local de pectinasas, celulasas y otras
hidrolasas responsables de la degradacion de la matriz de la pared celular. Al
disminuir la actividad de estas enzimas, se evita la ruptura masiva de la pared, se
reduce la separacién intercelular y se previene el colapso del tejido, lo que explica

la conservacion histolégica observada en los pétalos tratados (Zhao et al., 2025).
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Estudios realizados en rosa han demostrado que genes de la familia terpene
synthase, involucrados en la biosintesis de terpenos, incluidos aquellos asociados
con la produccion de los diterpenos, presentan una expresion elevada en los
pétalos, particularmente en respuesta a condiciones de estrés. Este patron sugiere
que los diterpenos forman parte de una respuesta defensiva endégena del tejido
floral, orientada a proteger tanto la funcionalidad como la estructura del pétalo. El
efecto observado en los pétalos infectados tratados con la fraccién F3 es coherente
con esta funcion, ya que los diterpenos aplicados de manera exdgeno refuerzan
mecanismos de defensa que la planta normalmente activa de manera insuficiente o

tardia durante la inoculacion (Yan et al., 2022).

La preservacion de la estructura anatomica observada puede explicarse por las
funciones fisiolégicas atribuidas a los terpenoides en los tejidos vegetales. Camara
et al. (2024) sefalan que estos metabolitos, incluidos los diterpenos derivados del
geranilgeranil difosfato, participan en la estabilizacion de membranas, la modulacién
de la fluidez lipidica y la proteccién frente al estrés oxidativo, ademas de presentar
actividad antioxidante y antimicrobiana. Estas funciones resultan esenciales para
mantener la integridad celular, especialmente en tejidos delicados como los pétalos,
donde la pérdida de la continuidad membranal conduce rapidamente al colapso
celular y a la necrosis. De manera complementaria, Sritharan et al. (2025) reportan
que los diterpenos y otros terpenoides bioactivos pueden preservar la organizacion
celular, reducir el dafo oxidativo y limitar la degradacion tisular inducida por
patdgenos, lo cual concuerda con la menor invasién micelial y la conservacion del

parénquima observadas en los pétalos tratados.

En conjunto, los resultados histopatolégicos indican que la fraccion F3 actlua
mediante un doble efecto: por un lado, reduce la colonizacién y el avance del

patdbgeno y, por otro, preserva activamente la estructura tisular del pétalo al
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mantener la integridad celular, disminuir el colapso del mesofilo y conservar la
organizacion de las epidermis. Esta preservacion no responde Unicamente a un
efecto antifingico directo, sino también a la capacidad que poseen los diterpenos
para estabilizar el tejido vegetal frente al estrés bidtico, o que explica por qué los
pétalos tratados mantienen una arquitectura notablemente mas cercana a la de la

condicién sana.

Algunos estudios han demostrado que los terpenos, desempefian un papel clave en
la proteccidn frente al estrés oxidativo en los tejidos vegetales. Estos metabolitos
secundarios presentan propiedades antioxidantes que les permiten intervenir en la
regulacion del equilibrio redox celular, reduciendo la acumulacion excesiva de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y contribuyendo a la estabilidad de las
membranas (Camara et al., 2024). Este mecanismo resulta especialmente relevante
durante la interaccion con B. cinerea, ya que la sobreproduccion de ROS asociada
a la infeccion favorece procesos de peroxidacion lipidica. En este contexto,
Sritharan et al. (2025) indican que los diterpenos pueden amortiguar estos efectos
y contribuir a la preservacion de la estructura tisular bajo estrés bibtico. Estos
resultados también pueden explicarse por la respuesta oxidativa del tejido vegetal.
En los pétalos de rosa infectados con B. cinerea se observo la acumulacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que evidencia un estado de estrés oxidativo
asociado directamente por B. cinerea, (Herrera-Téllez etal.,, 2019). En los
pardmetros de color CIELAB. En particular, el tratamiento RBo (rosa enferma)
presentd los valores mas bajos de L* y c*, lo que indica un tejido mas oscuro. Este
comportamiento coincide con el avance de la necrosis, la degradacion de los
pigmentos y el colapso celular ocasionado por el hongo. El tratamiento con Captan®
también redujo el dafio en el pétalo infectado, debido a su funcién como fungicida
de contacto, que inactiva proteinas y el metabolismo del hongo; sin embargo, su

accion puede dafar el tejido vegetal por su reaccion con el grupo tiol de las
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moléculas bioldgicas (Gordon, 2010), lo que explica que, aunque mantenga el color,

no sea fisiolégicamente firme.

En los pétalos sanos, la tincion fue notablemente baja debido a la escasa
acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS). Esto coincide con el
funcionamiento normal del tejido vegetal, en el que las ROS se generan de manera
continua en organelos como los cloroplastos y las mitocondrias, pero son
rapidamente eliminadas por el sistema antioxidante enzimatico. En este sistema
participan enzimas como la superoxido-dismutasa, la catalasa y las peroxidasas,
que transforman radicales reactivos en moléculas menos dafiinas y evitan la
peroxidacién de los lipidos de la membrana (Rajput et al., 2021). Esta respuesta
también se refleja en los parametros colorimétricos, con valores intermedios de L*
y c*, lo que indica que, sin contacto con un fitopatégeno, mantienen la luminosidad
y la saturacion del color, asi como la autenticidad de los pétalos sanos, sin estrés

oxidativo.

De la misma manera, el tratamiento con pétalos sanos mas la fraccién 3, no resulté
oxidativo en el tejido del pétalo, sino que también repercutié en el color, donde se
observaron los valores mas altos de L*, c* y a*. Este comportamiento es relevante,
dado que los pétalos de rosa contienen metabolitos secundarios, como terpenos,
flavonoides y compuestos fenodlicos (Wang, 2023). Esta coincidencia estructural
permite que los diterpenos externos se integren sin generar estrés oxidativo. Se ha
reportado recientemente por Demurtas et al. (2023) que los terpenos se generan a
partir del apoplasto y se ha sefialado que los diterpenos pueden movilizarse
facilmente mediante la adaptacion de las membranas (Raza et al., 2023), lo que

explica la posibilidad de que el tejido petalar resultara estable.
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10. Conclusion

El presente estudio demuestra que las fracciones ricas en diterpenos, obtenidas de
Croton morifolius, ejercen un efecto fungistatico consistente frente a Botrytis cinerea
en rosas de corte, tanto en condiciones controladas como en escenarios simulados
de poscosecha. La reduccion del crecimiento micelial y de la incidencia de la
enfermedad en etapas criticas del desarrollo del patégeno indica que estos
metabolitos secundarios interfieren eficazmente en el establecimiento y la
progresién de la infeccién, lo cual es un aspecto clave para el manejo poscosecha
de este fitopatdgeno. El andlisis integral de los tejidos florales evidencié que el
tratamiento con diterpenos no solo limita el dafio causado por B. cinerea, sino que

también contribuye a preservar la integridad estructural del pétalo.

De manera complementaria, la reduccion de la acumulacion de especies reactivas
de oxigeno en los pétalos tratados indica que los diterpenos modulan la respuesta
oxidativa del tejido, lo que reduce el estrés asociado a la infeccién sin comprometer
la funcionalidad del érgano floral. Este efecto, aunado a la ausencia de alteraciones
en los parametros colorimétricos, confirma que el tratamiento no afecta
negativamente la calidad visual de la flor, un criterio esencial para su aceptacion
comercial. En conjunto, los resultados obtenidos posicionan a los diterpenos de C.
morifolius como compuestos con potencial para integrarse en estrategias
alternativas de manejo de B. cinerea en floricultura, particularmente en sistemas
orientados a reducir el uso de fungicidas sintéticos. Mas alla de su aplicacion
inmediata, este trabajo aporta evidencia sobre el valor de los metabolitos como
herramientas funcionales para la proteccion poscosecha y abre futuras lineas de
investigacion enfocadas en su mecanismo de accién, formulacion, movilizacién y

aplicacion a escala productiva.
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