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Resumen. La cenicilla del rosal causada por Po-
dosphaera pannosa afecta todas las partes aéreas
de la planta, lo que repercute en su calidad como
principal componente de la pérdida economica. En
el presente trabajo, se confirm6 la identidad del
agente causal de la cenicilla en rosa y se evaluo el
efecto del fosfito de potasio (K,PO,), silicio, qui-
tosano y acetato de dodemorf sobre la incidencia y
severidad de la enfermedad, asi como, su respuesta
en la calidad de tallos florales. Se realizaron dos en-
sayos (febrero-abril y mayo-julio). Las caracteris-
ticas morfométricas y moleculares del agente cau-
sal de la cenicilla correspondieron a Podosphaera
pannosa. El K,PO,, silicio y quitosano redujeron
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Abstract. Rose powdery mildew caused by
Podosphaera pannosa affects all aerial parts of
the plant, which affects their quality as a major
component of economic loss. In this work, the
causal agent of powdery mildew of rose was
identity and confirmed, the effect of potassium
phosphite  (K,PO,), silicon,
dodemorph acetate on the incidence and severity of

chitosan and

the disease was evaluated, as well as their response
in the quality of flower stalks. Two trials (February
to April and from May to July) were performed.
The morphometric and molecular characteristics
of the causal agent corresponded to Podosphaera
pannosa. The K,PO,, silicon and chitosan they
reduced incidence and severity compared to the
control for both assays, however, only the K,PO,
and silicon, exhibited a control similar to provided
by the fungicide dodemorph acetate. The treatment
with chitosan increased the length and diameter of
the stem and flower bud in contrast to K,PO, and
silicon, but was not significant to the control in both
tests. Based on the results, the K,PO,, silicon and
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la incidencia y severidad con respecto al testigo
para ambos ensayos; sin embargo, solo el K,PO,
y silicio manifestaron un control similar al propor-
cionado por el fungicida acetato de dodemorf. El
tratamiento con quitosano incremento6 la longitud
y diametro del tallo y del boton floral en relacion
con K,PO,y silicio, pero no fue diferente del tes-
tigo en ambos ensayos. Con base a los resultados
obtenidos, el K,PO,, silicio y quitosano pueden ser
alternativas en el manejo de la cenicilla del rosal
bajo condiciones de invernadero.

Palabras clave: Podosphaera pannosa, Rosa spp.,
severidad, incidencia, inductores.

La Rosa spp., es una de las especies ornamenta-
les de mayor importancia econémica a nivel mun-
dial (Debener y Linde, 2009) con una produccién
anual estimada de 18 billones de tallos cortados,
60-80 millones de rosas en maceta y 220 millo-
nes de rosas para jardin (Pemberton et al., 2003).
No obstante, es susceptible a un gran nimero de
enfermedades (Horst y Cloyd, 2007) como la ce-
nicilla causada por Podosphaera pannosa (Wallr.:
Fr) de Bary, una de las enfermedades mas destruc-
tivas que se presenta tanto en rosas cultivadas al
aire libre como en invernadero (Leus et al., 2006;
Suthaparan et al., 2012). El hongo puede infectar
todas las partes aéreas de la planta y bajo condi-
ciones favorables provoca la distorsion de hojas y
defoliacion prematura (Shetty et al., 2012), lo que
ocasiona pérdidas economicas significativas en la
productividad, calidad y por ende en la comerciali-
zacion (Suthaparan et al., 2010).

El control de P. pannosa se basa principalmente
en la aspersion de fungicidas a intervalos de 7-14
dias (Debener y Byrne, 2014). Aplicaciones conti-
nuas de estos quimicos incrementan los costos de
producciéon y pueden generar seleccion de pobla-
ciones resistentes de P. pannosa (Daughtrey y Ben-
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chitosan are alternatives for the rosebush powdery
mildew management under greenhouse conditions.

Keywords: Podosphaera pannosa, Rosa spp.,
severity, incidence, inductors.

The Rosa spp. is one of the ornamental species
of the highest economic importance worldwide
(Debener and Linde, 2009) with a yearly
production estimated in 18 trillion stems cut, 60-
80 million roses in pots, and 220 million garden
roses (Pemberton et al., 2003). However, it is
vulnerable to a large number of diseases (Horst and
Cloyd, 2007) such as powdery mildew, caused by
Podosphaera pannosa (Wallr.: Fr) de Bary, one of
the most destructive diseases for roses grown in
the open air and greenhouses (Leus et al., 2006;
Suthaparan et al., 2012). The fungus can infect all
the aerial parts of the plant, and under favorable
conditions, causes the distortion of leaves and
premature defoliation (Shetty et al., 2012),
which causes significant economic losses in the
productivity, quality, and therefore, in marketing
(Suthaparan et al., 2010).

The control of P. pannosa is bases mainly on
the spraying of fungicides at intervals of 7-14 days
(Debener and Byrne, 2014). Continuously applying
these chemicals increase production costs and may
bring about selections of resistant P. pannosa
populations (Daughtrey and Benson, 2005); also,
the need to minimize the use of fungicides leads
to search for control alternatives such as the use of
defense inducers. Such is the case of silicon, that has
proven to have potential to improve the structural
and biochemical potential for resistance to diseases
such as powdery mildew in different crops such
as cucumbers (Liang et al., 2005), strawberries
and grapes (Botta ef al., 2011), as well as in pot
roses (Shetty et al., 2012). Likewise, phosphites
are capable of controlling diseases in diverse crops,
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son, 2005); ademas la necesidad de minimizar el uso
de fungicidas conduce a la busqueda de alternativas
de control como el uso de inductores de defensa;
tal es el caso del silicio, que ha mostrado su poten-
cial para mejorar los componentes estructurales y
bioquimicos de resistencia a enfermedades como la
cenicilla en diferentes cultivos como pepino (Liang
et al., 2005), fresa y uva (Botta et al., 2011) y en
rosas para maceta (Shetty et al., 2012). Asi mismo,
los fosfitos tienen la capacidad de controlar enfer-
medades en diversos cultivos, actuando directa-
mente sobre el patdégeno e indirectamente mediante
la estimulacion de respuestas de defensa del hospe-
dante (Deliopoulos et al., 2010); al respecto, se re-
portd que el fosfito de potasio induce resistencia en
el cultivo de papa a Phytophthora infestans (Mont)
de Bary (Machinandiarena et al., 2012) y reduce
significativamente la incidencia y severidad de Oi-
dium sp. en pepino (Cucumis sativus L.) (Yafiez et
al.,2012), en plantulas de cacao (Theobroma cacao
L.) tuvo un efecto antifungico inhibiendo la ger-
minacion de conidios de Verticillium dahliae Kleb.
(Ribeiro et al., 2006). Otra molécula inductora es
el quitosano, un derivado de la desacetilacion de
la quitina, considerado como un biopolimero efi-
caz en la prevencion de enfermedades fingicas, al
interferir directamente sobre el crecimiento de los
hongos o mediante la activacion de defensas en las
plantas (Iriti ef al., 2011). Borkowski y Szwonek
(2004), reportan que el quitosano presenta una alta
efectividad en el control de la cenicilla del tomate
(Oidium Iycopersicum Cooke & Massee), y cuan-
do se aplica sobre follaje de cebada (Hordeum
vulgare L.), induce resistencia contra Blumeria
graminis (DC.) Speer. f. sp. hordei (Faoro et al.,
2008). Por su parte, Moret et al. (2009) reportan
que la aplicacion de quitosano a concentraciones
de 1 y 2.5 % reducen la severidad de Sphaero-
theca fuliginea Schlecht ex Fr. Poll. y Erysiphe
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acting directly upon the pathogen, and indirectly, by
the stimulation of defense responses from the host
(Deliopoulos et al., 2010); in this regard, potassium
phosphite was reported to induce resistance in
potato to Phytophthora infestans (Mont) from Bary
(Machinandiarena et al., 2012) and significantly
reduces the incidence and severity of Oidium sp.
In cucumber (Cucumis sativus L.) (Yanez et al.,
2012), in cocoa plantlets (Theobroma cacao L.), it
had an antifungal effect, inhibiting the germination
of Verticillium dahliae Kleb. (Ribeiro et al., 2006)
conidia. Another inducing molecule is chitosan, a
derivative of the deacetylation of chitin, considered
an efficient biopolymer in the prevention of fungal
diseases, since it interferes directly on fungal
growth or by activating defenses in plants (Iriti et
al., 2011). Borkowski and Szwonek (2004) report
that chitosan displays high levels of effectiveness
in the control of powdery mildew in tomato plants,
(Oidium lycopersicum Cooke & Massee), and when
applied on the leaves of barley (Hordeum vulgare
L.), it induces resistance against Blumeria graminis
(DC.) Speer. f. sp. hordei (Faoro et al., 2008). On the
other hand, Moret et al. (2009) report that applying
chitosan at concentrations of 1 and 2.5 % reduces
the severity of Sphaerotheca fuliginea Schlecht ex
Fr. Poll. and Erysiphe cichoracearum DC. ex Merat
in cucumber (Cucumis sativus L.).

Despite these compounds showing potential in
disease control, the information of these products in
treating powdery mildew in ornamental plants, and
particularly in rose crops, is limited. Therefore, the
aims of this study were to verify the morphometric
and molecular identity of the rosebush powdery
mildew, evaluate the effect of silicon, potassium
phosphite, chitosan and dodemorph acetate on the
incidence and severity of the pathogen under study,
and quantify its effect on the length and diameter of
the stem and floral bud.
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cichoracearum DC. ex Merat en pepino (Cucumis
sativus L.).

A pesar de que estos compuestos han mostra-
do potencial en el control de enfermedades, la in-
formacion de estos productos en el manejo de la
cenicilla en plantas ornamentales, y especialmente
sobre el cultivo de rosa, es limitada. Por lo que los
objetivos de este estudio fueron verificar la identi-
dad morfométrica y molecular del agente causal de
la cenicilla del rosal, evaluar el efecto del silicio,
fosfito de potasio, quitosano y acetato de dodemorf
sobre la incidencia y severidad del patégeno en es-
tudio y cuantificar su efecto en la longitud y didme-
tro del tallo y botén floral.

MATERIALES Y METODOS

Caracterizacion morfométrica. En abril de 2014
se colectaron en invernadero, hojas jovenes de plan-
tas de rosa var. Samourai® con sintomas y signos de
cenicilla en el municipio de Tenancingo, México.
Estructuras de la reproduccion asexual como hifas,
conidioforos y conidios, fueron desprendidos de la
superficie de hojas jovenes y con ellas se realizaron
preparaciones permanentes y temporales con cinta
Scotch en agua destilada e hidréxido de potasio al
3 % (Braun y Cook, 2012), en estas se observaron y
midieron en el microscopio compuesto (marca Carl
Zeiss®) con el objetivo de 40X, las caracteristicas
morfométricas de 30 repeticiones para cada es-
tructura: diametro del micelio, tamafio y forma de
los conidios, presencia de cuerpos de fibrosina en
conidios, caracteristicas del conidioforo (tamaio y
forma del pie de la célula, posicion del septo basal),
forma de los apresorios sobre las hifas y la posicion
de los tubos germinativos conidiales, siguiendo la
clave taxonomica de Braun y Cook (2012). Para la
observacion de los tubos germinativos conidiales
se inocularon catafilas de cebolla con conidios del
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MATERIALS AND METHODS

Morphometric Characterization. In April 2014
young Samourai® variety rose leaves with symptoms
and signs of powdery mildew were gathered in a
greenhouse in the municipality of Tenancingo,
Mexico. Structures of asexual reproduction such as
hyphae, conidiophores, and conidia were detached
from the surfaces of young leaves, and they were
used for permanent and temporary preparations
with Scotch tape in distilled water and potassium
hydroxide at 3 % (Braun and Cook, 2012). In
these, observations and measurements were taken
in the compound microscope (Carl Zeiss®), using
a 40X lens, of the morphometric characteristics
of the 30 repetitions for each structure: diameter
of the mycelium, size and shape of conidia,
presence of fibrin bodies in conidia, characteristics
of the conidiophore (size and shape of the cell
base, position of the basal septum), shape of the
appresoria on the hyphae and the position of the
conidial germ tubes, following the taxonomical key
by Braun and Cook (2012). Pfor the observation
of the conidial germ tubes, onion cataphylls were
innoculated with fungal conidia (To-anun et al.,
2005).

Scanning Electron Microscopy (SEM). Sections
of young leaves (0.5 c¢cm?) from a rosebush
with signs of powdery mildew were fixed in
glutaraldehyde at 3 % for 24 h, and were later
washed with Sorensen’s phosphate buffer (0.2 M).
The samples were dehydrated by sinking them in
ethanol at gradual concentrations (30, 40, 50, 60,
70, 80, 90 %) for 40 min each, and at 100 % three
times for 20 min. Next, they were dried with CO,
in a Samdri-780A® critical point dryer for 40 min,
placed on a copper specimen rack and coated in
gold in a JFC-1100® ionizer for 1 min. Finally, the
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hongo (To-anun et al., 2005).

Microscopia electronica de barrido (MEB).
Fragmentos de hojas jovenes (0.5 cm?) de rosa con
signos de cenicilla se fijaron en glutaraldehido al
3 % durante 24 h, posteriormente se lavaron con
buffer de fosfato Sorensen’s (0.2 M). Las muestras
se deshidrataron mediante la inmersion en etanol a
concentraciones graduales (30, 40, 50, 60, 70, 80,
90 %) por 40 min cada uno y al 100 % tres veces
por 20 min. Posteriormente se secaron con CO, en
un desecador de punto critico Samdri-780A® por
40 min, se montaron en portamuestras de cobre y se
recubrieron con oro en una ionizadora JFC-1100®
por 1 min. Finalmente, las preparaciones se obser-
varon y fotografiaron en un microscopio electroni-
co de barrido JEOL® JSM-6390.

Caracterizacion molecular. La extraccion de
ADN se realiz6 a partir de hojas con signos del
hongo, mediante el kit de extraccion Plant DNAzol
Reagent® (Invitrogen™) de acuerdo al protocolo
descrito por el fabricante, con modificaciones para
evitar el efecto de fenoles, por lo que se realizaron
cinco lavados con 300 pL de etanol al 75 %. La
integridad del ADN se observo en un gel de aga-
rosa (Ultrapure™) al 1 %, las bandas de ADN se
visualizaron en un transiluminador Syngene® mo-
delo GVM20, la calidad y la concentracion se de-
terminaron en un biofotdmetro Eppendorff® mode-
lo D-5000-3000. E1 ADN obtenido se resuspendid
en 50 uL de agua grado biologia molecular y se
almaceno a -20 °C para su uso posterior.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Para
la prueba de PCR se utilizaron los primers ITS1F
(5’-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3’)
(Gardes y Bruns, 1993) e ITS4 (5’-TCCTC-
CGCTTATTGATATGC-3’) (White et al., 1990).
Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen
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preparations were observed and photographed in a
JEOL® JSM-6390 scanning electron microscope.

Molecular Characterization. DNA was extracted
from leaves with signs of having the fungus,
using the Plant DNAzol Reagent® (Invitrogen™)
extraction kit, according to the protocol described
by the manufacturer, with modifications to avoid
the efect of phenols; for this reason, five washings
were carried out with 300 pL of ethanol at 75 %.
DNA integrity was observed in an agarose gel
(Ultrapure™) at 1 %, the DNA strands were
seen in a Syngene® GVM20 transiluminador,
quality and concentration were determined using
an Eppendorff® D-5000-3000 biophotometer.
The DNA obtained was resuspended in 50 uL of
molecular biology degree water and stored at -20 °C
to be used later.

Polymerase Chain Reaction (PCR).
For the PCR  test, primers ITSIF
(5’-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3’)
(Gardes and Bruns, 1993) and ITS4
(5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) were used
(White et al., 1990). The PCR reactions were
carried out in a final volume of 20 pL de la mezcla:
6.60 uL de agua estéril desionizada (Gibco®),
10 pL of 2X Phire Plant PCR Buffer (includes
200 uM of every dNTP and 1.5 mM of MgCl), 1
pL of each ITS1F and ITS4 primer at 10 pmol, 1
uL of ADN, 0.4 uL of DNA Polymerase (Phire®
Hot Start II). Amplification was carrried out in
an MJ ResearchThermal® PTC-100 thermocycler,
according to the procedure described by Leus et
al. (2006). The product of the amplification was
verified by electrophoresis at 90 V for 30 min
in agarose gel at 1 % and stained with 1 pL of
ethidium bromide, visualization was carried out
in a Syngene® GVM20 transilluminator. The DNA
was purified using the DNA Clean & Concentrator
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final de 20 pL de la mezcla: 6.60 puL de agua estéril
desionizada (Gibco®), 10 uL de 2X Phire Plant PCR
Buffer (incluye 200 uM de cada dANTP y 1.5 mM
de MgCl)), 1 pL de cada primer ITSIF e ITS4 a
10 pmol, 1 uL. de ADN, 0.4 uL de DNA Polimerasa
(Phire® Hot Start II). La amplificacion se realizo en
un termociclador MJ ResearchThermal®, modelo
PTC-100, de acuerdo al procedimiento descrito por
Leus et al. (2006). El producto de la amplificacion
se verifico mediante electroforesis a 90 V por
30 min en gel de agarosa al 1 % y tincién con 1 pL
de bromuro de etidio, la visualizacion se realizo en
un transiluminador Syngene®, modelo GVM20. El
ADN se purifico con el kit comercial DNA Clean
& Concentrator ™-5 (Zymo Research®). Posterior-
mente, los fragmentos amplificados mediante la
PCR fueron secuenciados en ambas direcciones en
un analizador genético ABI Prism 3130XL. La se-
cuencia obtenida fue alineada en la base de datos
del National Center for Biotecnology Information.
La secuencia se deposito en la base del GenBank.
Un cladograma se obtuvo utilizando el método
Neighbor-Joining con el programa Mega 6.0.

Experimentos en invernadero. En plantas de rosa
var. Samourai®, cultivadas bajo condiciones de in-
vernadero se realizaron dos ensayos: el primero en
los meses de febrero-abril y el segundo de mayo-
julio de 2014, ambos se condujeron bajo un disefio
de bloques al azar con cinco tratamientos y cuatro
repeticiones, se utilizaron 20 unidades experimen-
tales; cada unidad experimental consistio de una
parcela de 2.70 m de largo por 1 m de ancho con 27
plantas de rosa distribuidas en hilera. Mediante una
poda se estimul6 la produccion de brotes de forma
homogénea, sobre los cuales se evaluaron los tra-
tamientos.

Tratamientos. Estos fueron: fosfito de potasio,
quitosano, silicio como inductores de resisten-
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™_5 (Zymo Research®) commercial kit. Later, the
fragments amplified using the PCR were sequenced
in both directions in an ABI Prism 3130XL genetic
analyzer. The sequence obtained was aligned in
the National Center for Biotecnology Information
database. The sequence was deposited in the base
of the GenBank. A cladogram was taken using the
Neighbor-Joining method with the program Mega
6.0.

Experiments in Greenhouses. In Samourai®
variety rose bushes planted
conditions, two trials were carried out: the first,
in the months of February-April, and the second,
from May-July 2014; both were carried out under a
randomized block design with five treatments and
four repetitions, and 20 experimental units were
used. Each experimental unit consisted of a plot of
land 2.70 m long by 1 m wide, and contained 27
rose bushes distributed in rows. By trimming the
bushes, a homogenous production of sprouts was
stimulated, on which the treatments were evaluated.

in greenhouse

Treatments. These were potassium phosphite,
chitosan, silicon as resistance inductors; the
fungicide dodemorph acetate and a control
(distilled water) (Table 1). Treatments were
assigned at random to each experimental unit;
its application began eight days after trimming,
and afterwards, at weekly intervals until reaching
cutting point. Application was carried out using a
motorized spray pump (Maruyama, MS072H) with
a fan-shaped nozzle, during the early hours of the
morning, covering the entire foliage (usage of 0.5
L per plot).

Variables. Ten stems were chosen at random in
each experimental unit for the evaluation of the
incidence and severity of the disease, length and
diameter of the sten and floral bud.
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Cuadro 1. Tratamientos evaluados en plantas de rosa var. Samourai

® para el manejo de Podosphaera pannosa.

Table 1. Treatments evaluated in rose bushes var. Samourai® for handling Podosphaera pannosa.

Tratamiento Nombre comercial Concentracion
Testigo Aguadestilada | e ---
[Fosfito de potasio Nutriphite magnum® 2%N,40% PO, 16 % K O 2
Quitosano Biorend® 2.5 % poly-d-glucosamina 2.5
Silicio Armurox® 2 % complejo de péptidos con silicio soluble 3
IAcetato de dodemorf  [Meltatox® 400 g i.a L' de dodemorf 2

*Dosis recomendadas por el fabricante / *Dose recommended by the manufacturer.

cia; el fungicida acetato de dodemorf y un testigo
(agua destilada) (Cuadro 1). Los tratamientos se
asignaron al azar a cada unidad experimental, su
aplicacion inicio ocho dias después de la poda, y
posteriormente a intervalos semanales hasta lle-
gar al punto de corte. La aplicacion se realizé con
una bomba de aspersion motorizada (Maruyama,
MS072H) con boquilla de abanico, durante las pri-
meras horas de la mafiana, realizando una cobertu-
ra total del follaje (gasto 0.5 L por parcela).

Variables. Se seleccionaron 10 tallos al azar por
unidad experimental para la evaluacion de la in-
cidencia y severidad de la enfermedad, longitud y
diametro del tallo y boton floral

Evaluacion de incidencia y severidad de P. pan-
nosa.

Para favorecer el desarrollo natural de la ceni-
cilla durante el experimento se incrementd la tem-
peratura (25-33 °C) durante el dia y la humedad
relativa por la noche (70-90 %) mediante el mane-
jo de las ventilas del invernadero. La incidencia y
severidad se evaluaron inmediatamente después de
la aparicion de los sintomas y signos, evaluaciones
posteriores se realizaron semanalmente. El porcen-
taje de incidencia se calculd contabilizando el nu-
mero de tallos con sintomas y signos con relacion
a los 10 tallos evaluados por unidad experimental.
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Evaluation of Incidence and Severity of P.
pannosa.

To enhance the natural growth of the mildew
during the experiment, the temperature was raised
(25-33 °C) during the day, and relative humidity by
night (70-90 %) using the vents in the greenhouse.
Incidence and severity were evaluated immediately
after the apprearance of signs and symptoms. Later
evaluations were performed on a weekly basis.
The percentage of incidence was calculated by
counting the number of stems with symptoms and
signs in relation to the 10 stems evaluated for each
experimental unit.

The severity of the disease was determined
using the Horsfall and Barratt scale (1945), with the
classes: 0= No symptoms, 1=1-2.5 %, 2=2.6-5 %,
3=6-10 %, 4=11-25 %, 5=26-50 %, 6=51-75 %, and
7=76-100 % of the surface of the leaf damaged. The
values were converted to percentages of severity
using the Townsend and Heuberger equation:

2% oo

(N*i)

Where: P= percentage of damage; n= total number
of leaves for each class on the scale; v=respective
degree of the scale; N= total number of leaves
evaluated; and i= highest degree of the scale.
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La severidad de la enfermedad se determind me-
diante la escala de Horsfall y Barratt (1945), con
las clases: 0= No sintomas, 1=1-2.5 %, 2=2.6-5 %,
3=6-10 %, 4=11-25 %, 5=26-50 %, 6=51-75 % y
7=76-100 % de la superficie dafiada de la hoja. Los
valores se transformaron a porcentaje de severidad
mediante la ecuacion de Townsend y Heuberger:

B >(n*v) 3
P_—(N*i) 100

Donde: P=porcentaje de daio; n=ntimero de hojas
por cada clase en la escala; v= grado respectivo de
la escala; N= numero total de hojas evaluadas y i=
mayor grado de la escala.

Los datos de incidencia y severidad se trans-
formaron a area bajo la curva del progreso de la
enfermedad (ABCPE), aplicando el método de in-
tegracion trapezoidal (Campbell y Madden, 1990),
partiendo directamente de los porcentajes de los ta-
llos y hojas enfermas en cada fecha de evaluacion.

Evaluacion de longitud y diametro de tallo y de
botén floral. Al término del experimento se mi-
di6 la longitud del tallo (cm), desde la base hasta
el apice del mismo. El didmetro se determiné con
un vernier digital CALDI-6MP mediante la toma
de la lectura a un centimetro por arriba de la base
del tallo. La longitud y diametro del botdn floral se
midieron en punto de corte con vernier digital.

Analisis de datos. Los datos de las variables fueron
sometidos a un analisis de varianza y comparacion

de medias de Tukey (0=0.05 %) mediante el progra-
ma estadistico InfoStat, version estudiantil 2015.

RESULTADOS
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Incidence and severity data were converted into
Area under the disease progress curve (AUDPC),
applying trapezoidal integration method (Campbell
and Madden, 1990), starting directly from the
percentages of the diseased stems and leaves in
each evaluation dates.

Evaluation of Length and Diameter of Stem and
Floral Bud. At the end of the experiment, the length
of the stem was measured (cm), from the base to
the apex. The diameter was determined using a
CALDI-6MP digital caliper, taking the reading one
centimeter bove the base of the stem. The length
and diameter of the floral bud were measured in the
cutting point using a digital caliper.

Data Analysis. Data of the variables underwent
a variance analysis and a Tukey comparison of
averages (a=0.05 %) using the statistical program
InfoStat, student version 2015.

RESULTS

Characterization of Symptoms. The symptoms
were characterized by the sporadic development
of reddish to purple stains on the underside of
the leaves. In the second trial, the leaves were
completely colonized by the signs of the pathogen,
which caused the leaflets to become deformed into
a curved and/or twisted shape (Figure 1A). Some
stems and peduncles showed sings of the disease
(Figure 1B).

Morphometric Characterization. The causative
agent of the disease characteristically produced
mycelia, superficial and hyaline, 3-8 pm in
diameter; almost indistinguishable appresoria as
protuberances; erect conidiophores up to 115 um
long emerging from the surface of the hyphal
mother cells, centrally or not; straight basal cells,
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Caracterizacion de sintomas. Los sintomas se
caracterizaron por el desarrollo esporadico de
manchas de color rojizo a purpura en el envés de
las hojas; en el segundo ensayo las hojas fueron co-
lonizadas totalmente por los signos del patégeno,
lo que provoco la deformacion de foliolos presen-
tando una apariencia curveada y/o retorcida (Figu-
ra 1A). Algunos tallos y pedinculos presentaron
los signos de la enfermedad (Figura 1B).

Caracterizacion morfométrica. El agente causal
de la enfermedad se caracterizo por producir mi-
celio, superficial y hialino, de 3-8 um de didmetro;
apresorios casi indistintos como protuberancias;
conidioforos erectos, de hasta 115 um de largo, sur-
giendo de la superficie de las células madres hifa-
les, central o no centralmente; células basales rec-
tas, subcilindricas, de 31-88 x 7-11 um, seguidas
por 1-2 células basales cortas, formando conidios
catenescentes, elipsoidales a doliformes, de 20-35
x 11-18.7 um con cuerpos de fibrosina; tubos ger-
minativos £ terminales a laterales, de 3.75-4 um
de ancho, del tipo Fibroidium, subtipo Orthotubus
(Figura 1C-1F). De acuerdo a lo anterior, las carac-
teristicas corresponden a P. pannosa.

Microscopia electréonica de barrido (MEB). La
superficie de la pared de los conidios de P. pan-
nosa fue lisa (Figura 2A), presentando en algunas
ocasiones ondulaciones finas; en la parte terminal
de los mismos, la cual representa la ubicacion del
septo que separa a los conidios cuando forman ca-
denas, se observaron anillos concéntricos tenues
(Figura 2B y 2C). En conidios parcialmente colap-
sados, la pared externa presentd un arrugamiento
que dio origen a lineas sinuosas longitudinales y
transversales (Figura 2D).

Caracterizacion molecular. Mediante la ampli-
ficacion por PCR con los primers ITS1F e 1TS4,
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60 pm

Figura 1. A). Deformacion de foliolos causados por P. pan-
nosa en rosa var. Samourai®. B). Hojas y pedunculo
con signos del hongo. C). Conidiéforo emergiendo
de la célula madre de la hifa con catenulacion de
conidios. D). Conidios elipsoidales a doliformes
con cuerpos de fibrosina. E). Patron de germinacion
conidial sobre catafilas de cebolla. F). Apresorios
casi indistintos como protuberancias sobre las hi-
fas.

Figure 1. A). Deformation of leaflets caused by P. pannosa
Samourai® var. rose bushes. B). Leaves and pe-
duncle with signs of the fungus. C). Conidiophore
emerging from the mother cell of the hyphae with
a catenulation of conidia. D). Elipsoidal to doli-
formed Conidia with fibrin bodies. E). Conidial
germination patterns on onion cataphylls. F). Al-
most indistinguishable appressoria as protuber-
ances on the hyphae.

subcylindrical, 31-88 x 7-11 um, followed by 1-2
short basal cells, forming catenescent conidia,
elipsoidal to doliform, 20-35 x 11-18.7 pm with
fibrin bodies; germ tubes =+ terminal to lateral,
3.75-4 um wide, of the type Fibroidium, subtype

30



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA

Figura 2. Morfologia de conidios de P. pannosa. Microscopia
electronica de barrido. A). Pared lisa del conidio, B
y C). Parte terminal del mismo con anillos concén-
tricos tenues, D). Conidio parcialmente colapsado
con ondulaciones longitudinales y transversales.

Figure 2. Morphology of P. Pannosa conidia. Scanning elec-
tron microscopy. A). Smooth wall of conidium, B
and C). Terminal part of the conidium with thin
concentric rings, D). Conidium partially collapsed
with longitudinal and transversal ondulations.

se obtuvo una secuencia de nucledtidos de 574 pb.
Al comparar la secuencia de nucledtidos de este
estudio (Numero de deposito KP902716), con las
depositadas en el GenBank, el analisis BLAST
mostré un 100 % de identidad con las accesio-
nes AB525939 (P. pannosa en Rosa maltiflora),
AB022348 (P. pannosa en Rosa sp.), DQ139410
(P. pannosa en Rosa sp.) y KF753690 (P. pannosa
en Rosa sp.) y 99 % con las accesiones AF011323
(P. pannosa en Rosa sp.), AF298543 (P. pannosa
en Rosa sp.), AB525938 (P. pannosa en Rosa ru-
biginosa), HQ852205 (P. pannosa en Rosa rugosa)
y KM001668 (P. pannosa en Rosa sp.) (Figura 3).

Evaluacion de incidencia y severidad de P. pan-
nosa. El ABCPE de la incidencia varid significa-
tivamente (P>0.05) entre los diferentes tratamien-
tos. En el primer ensayo, las plantas tratadas con
quitosano, silicio y fosfito de potasio presentaron

VOLUMEN 34, NUMERO 1, 2016

Orthotubus (Figura 1C-1F). According to this,
characteristics correspond to P. pannosa.

Scanning Electron Microscopy (SEM). The
surface of the wall of the P. pannosa conidia was
smooth (Figure 2A), with occasional fine waviness;
in the terminal section of these, which represents
the location of the septum that separates the conidia
when they form chains, slight concentric rings were
observed (Figure 2B and 2C). In partially collapsed
conidia, the external wall presented wrinkiling that
produced sinuous longitudinal and transversal lines
(Figure 2D).

Molecular Characterization. By amplification by
PCR with the primers ITS1F and ITS4, a sequence
of nucleotides was obtained of 574 pb. When
comparing the sequence of nucleotides in this study
(Deposit number KP902716), with those deposited
in the GenBank, the BLAST analysis showed a
100 % of identification with accessions AB525939
(P. pannosa in Rosa maltiflora), AB022348 (P.
pannosa n Rosa sp.), DQ139410 (P. pannosa in
Rosa sp.), and KF753690 (P. pannosa in Rosa sp.),
and 99 % with accesions AF011323 (P. pannosa
in Rosa sp.), AF298543 (P. pannosa in Rosa sp.),
AB525938 (P. pannosa in Rosa rubiginosa),
HQ852205 (P. pannosa in Rosa rugosa), and
KMO001668 (P. pannosa in Rosa sp.) (Figure 3).

Evaluation of Incidence and Severity of P
pannosa. The AUDPC of incidence varied
significantly  (P>0.05) different
treatments. In the first trial, the plants treated
with chitosan, silicon, and potassium phosphite
presented low
different to the control. For the second trial, only
plants treated with silicon and potassium phosphite
were significantly different (P>0.05) to the control.
The best treatment to reduce the incidence of the

between

incidence rates, significantly
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ABS525938 - Argentina
——AF011323 - USA
AF298543 - Suiza
ABS525939 - Japén
— AB022348 - Japon
DQ139410 - Bélgica
KF753690 - VG - México

KP902716 - Tenancingo - México
KMO001668 - Sonora - México
HQ852205 - Korea

0.02

Leveillula taurica GQ167201

Figura 3. Cladograma de Podosphaera pannosa. Leveillula taurica fue la raiz. VG= Villa Guerrero, México.
Figure 3. Cladogram for Podosphaera pannosa. Leveillula taurica was the root. VG= Villa Guerrero, Mexico.

indices bajos de incidencia significativamente dife-
rentes respecto al testigo. Para el segundo ensayo,
unicamente las plantas tratadas con silicio y fosfi-
to de potasio fueron significativamente diferentes
(P>0.05) al testigo. El mejor tratamiento para re-
ducir la incidencia de la enfermedad fue el acetato
de dodemorf el cual presenté un ABCPE de 70.0 y
1400.0 para el primer y segundo ensayo, respecti-
vamente (Cuadro 2).

En lo que se refiere a la severidad, las plantas
tratadas con quitosano, fosfito de potasio y silicio;
mostraron una reduccion del 60.3, 83.7 y 93.5 %
respectivamente, en el primer ensayoy 63.1,77.2y
73.9 % en el segundo ensayo, esto comparando con
el testigo (Cuadro 2). En ambos ensayos, las plan-
tas tratadas con silicio y fosfito de potasio fueron
estadisticamente iguales (P>0.05) con el fungicida
acetato de dodemorf, quien presentd la menor se-
veridad.

Evaluacion de la longitud y diametro del tallo y
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disease was dodemorph acetate, which presented a
AUDPC of 70.0 and 1400.0 for the first and second
trials, respectively (Table 2).

In terms of severity, plants treated with chitosan,
potassium phosphite, and silicon displayed a
reduction of 60.3, 83.7, and 93.5 % respectively
in the first trial, and 63.1, 77.2, and 73.9 % in
the second, in comparison to the control (Table
2). In both trials, the plants treated with silicon
and potassium phosphite were statistically equal
(P>0.05) with the fungicide dodemorph acetate,
which displayed the least severity.

Evaluation of the Length and Diameter of the
Stem and Floral Bud. The treatment with chitosan
showed an increase in stem length of 9.4 % and
20.1 % in the first and second trials, respectively,
constrasting with the potassium phosphite, which
induced the shortest length, with 66.7 and 64.7
cm for the first and second trials, respectively.
However, the treatment with chitosan was not
significantly different to the control (Table 3). In
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Cuadro 2. Area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE) para la incidencia y severidad de la cenicilla
(P. pannosa) en el cultivo de rosa.

Table 2. Area under the disease progress curve (AUDPC) for the incidence and severity of powdery mildew (P.
pannosa) in rose plantations.

Tratamiento I nvcidencia _—— S GG ——
febrero-abril * mayo-julio ¥ febrero-abril ¥ mayo-julio”
Testigo 3517.54 2450.0 A 1246.94 1522.54
Quitosano 2415.0® 1977.5%8 4953°® 561.88
IFosfito de potasio 1207.5 ¢ 1610.0 B¢ 203.0 B¢ 347.4 B¢
Silicio 568.8 <P 1680.0 B¢ 81.4°¢ 398.1 B¢
IAcetato de dodemorf 70.0° 1400.0 © 7.0¢ 203.9°¢

Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes, Tukey (P>0.05), * Primer ensayo, ¥ Segundo
ensayo / Averages with a letter in common are not significantly differen, Tukey (P>0.05), * First trial, ¥ second trial.

boton floral. El tratamiento con quitosano mostro
un incremento en la longitud de tallos de 9.4 % y
20.1 % en el primer y segundo ensayo respectiva-
mente, contrastando con el fosfito de potasio, que
indujo la menor longitud con 66.7 y 64.7 cm para
el primer y segundo ensayo respectivamente. Sin
embargo, el tratamiento con quitosano no fue signi-
ficativamente diferente respecto al testigo (Cuadro
3). En lo que respecta al didametro del tallo, con el
testigo se obtuvo el mayor didmetro con 8.0 mm y
fue estadisticamente diferente (P>0.05) al diametro
de las plantas tratadas con fosfito de potasio (7.3
mm) en el primer ensayo. Para el segundo ensayo,
las plantas tratadas con fosfito de potasio y silicio

regard to the stem diameter, the control showed
the greatest diameter, with 8.0 mm, and it wa
statistically different (#>0.05) to the diameter in
plants treated with potassium phosphite (7.3 mm)
in the first trial. For the second trial, plants treated
with potassium phosphite and silicon displayed
lower stem diameters with 6.4 mm, whereas the
treatment with chitosan showed the greatest stem
diameter with 7.8 mm and no significant differences
(P>0.05) with the contol (Table 3).

Regarding the length of the floral bud, potassium
phosphite and silicon were significantly different
(P>0.05) to the rest of the treatments and displayed
the shortest bud length with 35.6 and 37.1 mm

Cuadro 3. Efecto de los tratamientos en la longitud y diametro de tallo floral en rosa variedad Samurai®.
Table 3. Effect of the treatments on the length and diameter of the stem of the Samurai® variety rose.

Diametro de tallo

Longitud de tallo

Tratamiento

febrero-abril * mayo-julio¥ febrero-abril* mayo-julio¥
[Testigo 76.1 £1.74 80.4+2.0 A 8.0+0.24 7.7£0.24
Quitosano 73.7+£1.54 81.1+1.44 8.0+0.2 4 7.840.14
Acetato de dodemorf 7131458 70.5¢1.18 7.9+0.14 7.0+0.2 8
Silicio 67.0£1.3°¢ 66.1£1.3 B¢ 7.540.1 A8 6.440.1 €
Fosfito de potasio 66.7£1.6 © 64.7£1.2°¢ 7.3+0.1 8 6.4+0.1 ¢

Los resultados son el promedio de 10 plantas por tratamiento. = Error estandar. Valores con una letra en
comun no son significativamente diferentes, Tukey (P>0.05). * Primer ensayo, ¥ Segundo ensayo / Results
are the average of 10 plants per treatment. + Standard Error. Values with a letter in common are not signifi-
cantly different, Tukey (P>0.05). *First trial, ¥ second trial.
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presentaron los menores diametros del tallo con 6.4
mm, por otra parte, el tratamiento con quitosano
mostré el mayor diametro de tallo con 7.8 mm sin
diferencias significativas (P>0.05) respecto al tes-
tigo (Cuadro 3).

Respecto a la longitud de botdn floral, el fosfito
de potasio y silicio fueron significativamente dife-
rentes (P>0.05) con el resto de los tratamientos y
presentaron la menor longitud de botéon con 35.6
y 37.1 mm respectivamente, en el primer ensayo.
Pero en el segundo ensayo, el quitosano mostro
un incremento sobre la longitud del boton de hasta
29.5 %, con relacion al fosfito de potasio que indujo
la menor longitud de botéon con 34.6 mm (Cuadro
4). El didmetro de boton floral, con el tratamiento
de fosfito de potasio fue de 21.6 mm para el primer
y 21.2 mm en el segundo ensayo, y fué estadistica-
mente significativo (P>0.05) con el quitosano que
mostr6 diametros de 27.8 y 26.5 mm para el primer
y segundo ensayo respectivamente. Sin embargo, el
quitosano no present6 diferencia estadistica con el
testigo en ambos ensayos (Cuadro 4).

DISCUSION

respectively in the first trial. However, in the
second trial, chitosan displayed an increase on bud
length of up to 29.5 % in relation to the potassium
phosphite, which induced the shortest bud lengt,
with 34.6 mm (Table 4). The diameter of the floral
bud, with the potassium phosphite treatment, was
21.6 mm in the first treatment and 21.2 mm in the
secon, and was statistically different (P>0.05) to
the chitosan that showed diameters of 27.8 and
26.5 mm for the first and second trials, respectively.
However, chitosan dis not show any significant
difference with the control in trials (Table 4).

DISCUSSION

Based on the results of this investigation
Podosphaera pannosa (Wallr. Fr.) de Bary was
identified as the causing agent of the powdery
mildew in roses; the morphometric characteristics
were similar to those reported by Braun and
Cook (2012). However, the number of basal cells
observed in this study were 1-2 short cells, which
is different to reports by Havrylenko (1995) and
Félix-Gastélum et al. (2014). These differences
may be due to diverse factors such as temperature

Cuadro 4. Efecto de los tratamientos en la longitud y diametro de boton floral en tallos florales de rosa va-

1®

riedad Samurai®.

Table 4. Effect of the treatments on the length and diameter of floral buds on stems of the Samurai® variety

rose.

Longitud de boton floral

febrero-abril* mayo-julio?

Diametro de boton floral
febrero-abril* mayo-julio?

Testigo 45.240.6 A 44.0+0.6 27.2+0.6 A 26.2+0.4 A
Quitosano 452405 44.8+0.7* 27.8+0.3 4 26.5+0.5*
IAcetato de dodemorf 44.8+0.8 4 40.9+0.7 B 26.5+0.3 4 25.2+0.3 A8
Silicio 37.1£0.7 8 39.6+£0.9 ® 23.4+0.5° 23.9+0.5 "
Fosfito de potasio 35.6£1.3°8 34.6+0.7 © 21.6+0.8 ® 21.2+0.5 ¢

Los resultados son el promedio de 10 plantas por tratamiento. = Error estandar. Valores con una letra en co-
mun no son significativamente diferentes, Tukey (P>0.05). * Primer ensayo, ¥ Segundo ensayo / Results are
the average of 10 plants per treatment. & Standard Error. Values with a letter in common are not significantly
different, Tukey (P>0.05). *First trial, ¥ second trial.
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En base a los resultados de la presente inves-
tigacion se identificdé a Podosphaera pannosa
(Wallr. Fr.) de Bary como el agente causal de la
cenicilla del rosal, las caracteristicas morfométri-
cas fueron similares a las reportadas por Braun y
Cook (2012). Sin embargo, el numero de células
basales que se observaron en este estudio fueron
de 1-2 células cortas, lo que difiere con lo reporta-
do por Havrylenko (1995) y Félix-Gastélum et al.
(2014). Las diferencias pueden deberse a diversos
factores incluyendo la temperatura y humedad, el
hospedero (variedad), edad de las hojas y el perio-
do de muestreo (Salmon, 1900). Los primers ITS1F
e [TS4 amplificaron un producto de 574 pb que co-
rresponde a P. pannosa; de manera similar, Félix-
Gastélum et al. (2014) y Romberg et al. (2014) uti-
lizaron los mismos primers para la identificacion y
deteccion de P. pannosa en el cultivo de Rosa spp.
y Catharanthus roseus (L) G. Don, respectivamen-
te. La comparacion de la secuencia de nucleotidos
obtenida (KP902716), con las depositadas en el
GenBank, mostrd una identidad del 99 al 100 %
con accesiones de P. pannosa presentes en Rosa sp.
en México, Bélgica, EE.UU., Japon y Suiza (Saenz
y Taylor, 1999; Mori et al., 2000; Cunnington et
al., 2003; Leus et al., 2006; Félix-Gastélum et al.,
2014), en Rosa maltiflora Thunberg ex Murray de
Japon, Rosa rubiginosa L. de Argentina (Takamat-
su et al., 2010) y en Rosa rugosa Thunb. de Korea
(Lee et al., 2011).

Con la aplicacion de los inductores silicio (Si),
fosfito de potasio (K,PO,) y quitosano se obtuvo
una reduccion de la incidencia y severidad de la ce-
nicilla en condiciones de invernadero; sin embargo,
estos tratamientos no fueron efectivos como el fun-
gicida acetato de dodemorf que mostro6 los valores
mas bajos de incidencia y severidad de la enfer-
medad en ambos ensayos. Su efecto se debe a que
es un fungicida sistémico con absorcion acropétala
que actua inhibiendo la sintesis del ergosterol y la
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and humidity, the host (variety), age of the leaves,
and the sampling period (Salmon, 1900). Primers
ITSIF and ITS4 amplified a product of 574 pb,
corresponding to P. pannosa; similarly, Félix-
Gastélum et al. (2014) and Romberg et al. (2014)
used the same primers to identify and detect P.
pannosa in the Rosa spp. crop and Catharanthus
roseus (L) G. Don crops, respectively. The
comparison of the nucleotide sequence obtained
(KP902716), with thse deposited in the GenBank
showed an identity of 99 to 100 % with P. pannosa
accessions presents in Rosa sp. in Mexico, Belgium,
the United States, Japan and Switzerland (Saenz
and Taylor, 1999; Mori et al., 2000; Cunnington
et al., 2003; Leus et al., 2006; Félix-Gastélum et
al., 2014), in Rosa maltiflora Thunberg ex Murray
from Japan, Rosa rubiginosa L. from Argentina
(Takamatsu et al., 2010), and in Rosa rugosa
Thunb. from Korea (Lee et al., 2011).

With the application of the inducers sillicon
(Si), potassium phosphate (K,PO,) and chitosan,
there was a reduction in the incidence and severity
of powdery mildew under greenhouse conditions.
However, these treatments were not as effective as
the dodemorph acetate fungicide, which displayed
the lowest values for incidence and severity of the
disease in both trials. Its effect is due to it being a
systemic fungicide with acropetal absorption that
acts inhibiting the ergosterol and protein syntheses,
affecting the permeability of the membrane (Brent
and Hollomon, 2007). Likewise, Benyagoub and
Bélanger (1995), report that applying dodemorph
acetate affects the integrity of hyphae, resulting
in the collapse of conidiophores and conidia. On
the other hand, there are reports claiming that
applying dodemorph acetate can generate toxicity
in rose plants (Bélanger ef al., 1994), although in
our results,the fungicide displayed an excellent
control of the disease and caused no loss of vigor
in plants.
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sintesis de proteinas, afectando la permeabilidad de
la membrana (Brent y Hollomon, 2007). Asi mismo
Benyagoub y Bélanger (1995), reportan que la apli-
cacion de acetato de dodemorf afecta la integridad
de las hifas, resultando en un colapso de conidiéfo-
ros y conidios. Por otra parte, se reporta que la apli-
cacion de acetato de dodemorf puede generar fito-
toxidad en plantas de rosa (Bélanger et al., 1994),
pero en nuestros resultados el fungicida mostr6é un
excelente control de la enfermedad sin causar per-
dida en el vigor de las plantas.

Dentro de los inductores, el tratamiento con Si a
dosis de 3 mL L redujo significativamente la inci-
dencia y severidad de P. pannosa y fue estadistica-
mente igual con el fungicida acetato de dodemorf.
Al respecto, Shetty et al. (2012), reportaron que la
aplicacion de 3.6 mM de Si (100 ppm) suministra-
do en solucidn nutritiva, reduce la severidad de P.
pannosa hasta un 48.9 % dependiendo del geno-
tipo del hospedante, de igual forma Datnoff ez al.
(2006), demostraron que la aplicacion de Si reduce
significativamente la severidad de la cenicilla hasta
en un 57 % en rosas de maceta. Estos reportes su-
gieren que la aplicacion de Si desempena un papel
importante en la supresion de la cenicilla del rosal,
lo cual puede ser explicado por un incremento en la
concentracion de compuestos fenodlicos antimicro-
bianos y flavonoides en respuesta a la infeccion por
P. pannosa (Shetty et al., 2011).

También se ha demostrado que la aplicacion
de Si tiene efectos benéficos sobre el crecimiento
y calidad de las rosas (Hwang et al., 2005; Reezi
et al., 2009). Sin embargo, en el presente estudio,
la aplicacion de Si indujo una reduccion sobre la
longitud y diametro de los tallos y del boton floral,
en relacion con el testigo, lo cual puede estar rela-
cionado con la dosis de aplicacion, tal como lo re-
portan Reezi et al. (2009), quienes observaron que
a dosis altas de Si (150 ppm), hubo notable reduc-
cion sobre la longitud y diametro de tallos en rosa.
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Within the inductors, the treatment with Si
at doses of 3 mL L' reduced significantly the
incidence and severity of P. pannosa and was
statistically equal to the dodemorph acetate
fungicide. Regarding this, Shetty et al. (2012)
reported that applying 3.6 mM of Si (100 ppm)
in a nutrient solution reduces the severity of de P.
pannosa inup to 48.9 %, depending on the genotype
of the host, as Datnoff et al. (2006), demonstrated
that applying Si reduces the severity of powdery
mildew significantly, in up to 57 % in roses in
pots. These reports suggest that the application of
Si plays an important part in suppressing powdery
mildew in rose bushes, which could be explained
by an increase in the concentration of antimicrobial
phenolic compounds and flavonoids in response to
the infection with P. pannosa (Shetty et al., 2011).

It has also been shown that applying Si has
benefitial effects on the growth and quality of the
roses (Hwang et al., 2005; Reezi et al., 2009).
However, in this study, applying Si induced a
reduction of the length and diameter of stems and
floral bud in relation to the control, as reported by
Reezi et al. (2009), who observed that with high
doses of Si (150 ppm), there was a noticeable
reduction in the length and diameter of rose stems.
Likewise, it has been documented that applying
potassium silicate (200 mg L") in sunflower
(Helianthus annuus L.) causes deformity in flowers
and hinders growth (Kamenidou et al., 2008),
whereas applying sodium silicate (150 mg L)
reduces the length of stems and causes deformity in
gerbera flowers (Kamenidou et al., 2010). Another
possible explanation is that the addition of Si in
plants could improve biotic or abiotic stress or
alter their morphology (Ma and Yamaji, 2006), as
observed in thie present study.

Phosphites are commonly used to control
oomycetes in different crops. Their efficiency
has been proven against species such as Oidium
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Asi también, se ha documentado que la aplicacion
de silicato de potasio (200 mg L") en girasol (He-
lianthus annuus L.) provoca la deformacién de
flores y retrasa el crecimiento (Kamenidou ef al.,
2008), mientras que cuando se aplica silicato de so-
dio (150 mg L) disminuye la longitud de tallos y
causa deformacion en flores de gerbera (Kameni-
dou et al., 2010). Otra posible explicacion es que el
suministro de Si en las plantas puede beneficiar en
la mejora a la resistencia al estrés bidtico o abidtico
o altera la morfologia de las mismas (Ma y Yamaji,
20006), tal como se observo en este estudio.

Los fosfitos se usan comtinmente para el con-
trol de oomicetes en diferentes cultivos, su efica-
cia ha sido demostrada contra numerosas especies,
como, Oidium sp. (Yanez et al., 2012), Erysiphe
polygoni D.C. (Salamanca-Carvajal y Alvarado-
Gaona, 2012), Penicillium expansum Link. (Amiri
y Bompeix, 2011), Phytophthora cactorum (Lebert
y Cohn) Scrét (Rebollar-Alviter ef al., 2010) y Pe-
ronospora sparsa Berkeley (Rebollar-Alviter ef al.,
2012). En este estudio, el tratamiento con K,PO, a
dosis de 2 mL L' disminuy¢ significativamente la
incidencia y severidad de P. pannosa. Resultados
similares han sido reportados por Chavarro-Carrero
etal. (2012), quienes demostraron que aplicaciones
periodicas de fosfito de potasio sobre rosa variedad
Bingo White® reducen la incidencia hasta un 35 %
y la severidad en 6.3 % de P. sparsa, con una efec-
tividad biologica del 93.4 % contra el 14.8 % de
un fungicida a base de cymoxanil + hidréxido de
cobre + mancozeb. Es importante destacar que el
éxito que tienen los fosfitos en el control de algunas
enfermedades se debe a su accion sistémica, por lo
que acttian en todas las partes de la planta. Varios
autores reportan que el fosfito exhibe un complejo
modo de accidn, actuando directamente en el desa-
rrollo del patogeno, inhibiendo el crecimiento del
micelio y la sintesis de la pared celular (King et al.,
2010), o indirectamente mediante la estimulacion
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sp. (Yafiez et al., 2012), Erysiphe polygoni D.C.
(Salamanca-Carvajal and Alvarado-Gaona, 2012),
Penicillium expansum Link. (Amiri and Bompeix,
2011), Phytophthora cactorum (Lebert and
Cohn) Scrot (Rebollar-Alviter et al., 2010), and
Peronospora sparsa Berkeley (Rebollar-Alviter
et al., 2012). In this study, the treatment with
K,PO, at doses of 2 mL L' significantly reduced
the incidence and severity of P. pannosa. Similar
results have been reported by Chavarro-Carrero
et al. (2012), who demonstrated that applying
potassium phosphite regularly on Bingo White®
variety roses reduce incidence by up to 35 % and
severity by 6.3 % de P. sparsa, with a biological
effectiveness of 93.4 % against 14.8 % of a
fungicide based on cymoxanil + copper hydroxide
+ mancozeb. It is important to highlight that
the success of phosphites in the control of some
diseases is due to its systemic action, which is why
they act upon all areas of the plant. Several authors
report that phosphite displays a complex form of
action, acting directly on the development of the
pathogen, inhibiting the growth of the mycelia
and the cell wall synthesis (King et al., 2010), or
indirectly by the stimulation of the plants’ defense
responses, such as the production of phytoalexins
(Lovatt and Mikkelsen, 2006; Lobato et al., 2011),
deposition of callose, reactive species of oxygen
and the induction of proteins related to pathogenesis
(Eshraghi et al., 2011; Machinandiarena et al.,
2012).

There have been reports on the fungistatic effect
of phosphites, but also on their ability to increase
flowering, yield, fruit size, total of soluble solids,
and concentration of anthocyanins in some crops
(Lovatt and Mikkelsen, 2006). However, in this
study the potassium phosphite reduced the length
and diameter of stems and floral buds in comparison
to the control in both trials, which could be due to
the doses applied, since there is evidence that shows
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de respuestas de defensa de las plantas como la pro-
duccion de fitoalexinas (Lovatt y Mikkelsen, 2006;
Lobato et al., 2011), deposicion de calosa, especies
reactivas de oxigeno y la induccion de proteinas
relacionadas con la patogénesis (Eshraghi et al.,
2011; Machinandiarena et al., 2012).

Se ha documentado que ademas del efecto fun-
gistatico, los fosfitos pueden incrementar floracion,
rendimiento, tamafno de fruta, total de solidos so-
lubles y concentracion de antocianinas en algunos
cultivos (Lovatt y Mikkelsen, 2006). Sin embargo,
en este estudio el fosfito de potasio redujo la longi-
tud y diametro de tallos y de boton floral respecto al
testigo, esto en ambos ensayos, lo cual pudo deber-
se a la dosis de aplicacion, debido a que existe evi-
dencia que demuestra que a altas concentraciones
de fosfitos se induce fitotoxicidad, lo cual afecta
el rendimiento (Lovatt y Mikkelsen, 2006). Resul-
tados similares fueron reportados por Yafez et al.
(2012), quienes documentaron que la aplicacion de
sales minerales incluyendo al fosfito de potasio, no
mostraron efectos significativos que repercutieran
en la longitud y el nimero de hojas en plantas de
pepino.

Por otra parte el quitosano, un polisacarido ca-
tionico de alto peso molecular extraido de la des-
acetilacion de los exoesqueletos de cangrejos, es un
biopolimero biodegradable y no téxico, eficaz en la
prevencion de enfermedades de hongos al interferir
directamente en su desarrollo (Bautista-Bafios et
al., 2006) o en la activacion de procesos bioldgicos
en tejidos del hospedante (Bautista-Bafios et al.,
2006; Iriti et al., 2011). En este trabajo la aplica-
cion de quitosano a 0.013 % disminuyo la inciden-
cia hasta un 31.2 y 19.3 % en el primer y segundo
ensayo respectivamente, la severidad también fue
reducida en 60.3 % en el primer y 63.1 % en el
segundo ensayo con relacion al testigo. Wojdyla
(2001), reportd que la aplicacién de quitosano a
una concentracion de 0.025 a 0.2 % redujo el desa-
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that high concentrations of phosphites lead to plant
toxicity, which affects yield (Lovatt and Mikkelsen,
2006). Similar results were reported by Yanez et
al. (2012), who documented that applying mineral
salts, including potassium phosphite, showed no
significant effects with reprecussions on the length
and number of leaves in cucumber plants.

On the other hand, chitosan, a heavy cationic
polysaccharide taken from the deacetylation of the
exoskeletons of crabs, is a biodegradable and non/
toxic biopolymer, efficient in preventing diseases
caused by fungi, since they interfere directly
in their growth (Bautista-Bafios et al., 2006) or
in the activation of biological processes in host
tissues (Bautista-Bafios et al., 2006; Iriti et al.,
2011). In this investigation, applying at 0.013 %
reduced incidence in up to 31.2 and 19.3 % in the
first and second trials, respectively, and severity
was also reduced by 60.3 % in the first and 63.1
% in the second trial in comparison to the control.
Wojdyla (2001) reported that applying chitosan
at a concentration of 0.025 to 0.2 % reduced the
development of powdery mildew in roses between
43.5 and 85.4 %, similar to the chemical treatment
with triforine (0.03 %). When used on P. sparsa,
its efficiency varied between 50 and 73 %, and
on Botrytis cinerea Pers: Fr. at concentrations
of 0.1 and 0.2 %, severity decreased by 5 and
35 %, respectively. Related results indicate that
weekly applications of chitosan (Biochikol 020
PC), increase tolerances to Diplocarpon rosae
Wolf from 18 to 60 %, yet in chrysanthemums, at
a concentration of 0.01 to 0.05 % the control of
Oidium chrysanthemi DC. was from 69 to 79 %,
whereas with Puccinia horiana Henning, it was
from 54 to 97 % (Wojdyla, 2004).

In the present study, it has been shown that
applying chitosan increases the length and diameter
of the stem and floral bud in relation to silicon and
potassium phosphite. Some reports have shown that
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rrollo de la cenicilla del rosal en un rango de 43.5
a 85.4 % similar al tratamiento quimico con trifori-
ne (0.03 %). Cuando se aplic6 contra P. sparsa su
eficacia vari6 del 50 a 73 % y al utilizarlo contra
Botrytis cinerea Pers: Fr. a concentraciones de 0.1y
0.2 % se redujo la severidad en un 5 y 35 %, respecti-
vamente. Resultados relacionados indican que apli-
caciones semanales de quitosano (Biochikol 020
PC), incrementan la tolerancia contra Diplocarpon
rosae Wolf de un 18 a 60 %, pero en crisantemo a
una concentracion de 0.01 a 0.05 % el control de
Oidium chrysanthemi DC. fue de 69 a 79 %, mien-
tras que con Puccinia horiana Henning fue de 54 a
97 % (Wojdyla, 2004).

En el presente estudio queda evidenciado que
aplicaciones de quitosano incrementan la longitud
y didmetro de tallo y de boton floral en relacion con
el silicio y fosfito de potasio. Algunos reportes han
demostrado la eficacia del quitosano para proteger
plantulas contra plagas y enfermedades, mejorar la
germinacion de semillas, promover el crecimiento
de plantas y por ende aumentar el rendimiento del
cultivo. En ornamentales, la aplicacion de quito-
sano influyd positivamente en gladiola (Gladiolus
spp.) al incrementar la brotacion de cormos, ma-
yor niimero de flores por espiga y extendio la vida
de florero (Ramos-Garcia et al., 2009), en cormos
de fresias (Freesia spp.) mostro una rapida emer-
gencia y disminuy¢ su ciclo vegetativo (Startek et
al., 2005), mientras que en orquideas (Dendobrium
phalaenopsis Fitzg.) influy6 en el crecimiento de
brotes meristematicos en cultivo de tejidos (Nge et
al.,2006) y en Lilium spp. mostr6 un incremento en
la vida de florero cuando los tallos fueron sumer-
gidos o asperjado con una solucion de quitosano
+ nano particula coloidal pura AG + ion (Kim et
al., 2005). Otras evidencias, tales como la descrita
por Ohta et al. (2001), quienes reportaron que se-
millas de lisianthus (Eustoma grandiflorum (Raf.)
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the efficiency of chitosan to protect plantlets against
pests and diseases, improve seed germination,
enhance plant growth, and therefore, increase crop
yield. In ornamental plants, chitosan had a positive
influence on gladioli (Gladiolus spp.), since it
increases the sprouting of corms, as well as the
number of flowers per spike and prolongued its vase
life (Ramos-Garcia et al., 2009); in freesia (Freesia
spp.) corms it showed a fast emergence and reduced
its vegetative cycle (Startek et al., 2005), whereas
in orchids (Dendobrium phalaenopsis Fitzg.) it
influenced the growth of meristematic sprouts in
tissue culture (Nge et al., 2006), and in Lilium spp.
It displayed an increase in vase life when the stems
were submerged in, or sprayed with, a solution of
chitosan + pure AG colloidal nanoparticle + ion
(Kim et al., 2005). There is other evidence, such as
that described by Ohta et al. (2001), who reported
that seeds from lisianthus (Eustoma grandiflorum
(Raf.) Shinners) submerged in chitosan at 1 % for
one hour, and applying it onto the soil, significantly
increased the number of flowers and the length and
diameter of the stem.

CONCLUSIONS

Morphometric and molecular characterizations
confirmed that Podosphaera pannosa is the agent
related to the powdery mildew in rose bushes in
the municipality of Tenancingo, Mexico. Applying
silicia and potassium phosphite reduced the
incidence and severity of Podosphaera pannosa,
and are therefore considered feasible alternatives
that can be incorporated in the integrated
management of this disease. Chitosan can be an
alternative in handling rose plantations, since it has
positive effects on the length and diameter of the
stem-and-foral bud. Dodemorf acetate~presented
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Shinners) sumergidas en quitosano al 1 % durante
una hora y su aplicacioén en suelo aumentd signi-
ficativamente el nimero de flores y la longitud y
diametro del tallo.

CONCLUSIONES

La caracterizacion morfométrica y molecular,
confirmaron que Podosphaera pannosa es el agen-
te asociado con la cenicilla del rosal en el munici-
pio de Tenancingo, México. Las aplicaciones con
silicio y fosfito de potasio redujeron la incidencia
y severidad de Podosphaera pannosa, por lo que
se consideran alternativas viables que pueden ser
incorporadas en el manejo integrado de esta enfer-
medad. El quitosano puede ser una alternativa en el
manejo del cultivo de rosa puesto que tiene efectos
positivos sobre la longitud y didmetro del tallo y
boton floral. El acetato de dodemorf mostrd un ex-
celente potencial para el control de P. pannosa y
buena selectividad en el cultivo.
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