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CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y MOLECULAR DE AISLAMIENTOS DE

Monilinia fructicola OBTENIDOS DE FRUTOS DE DURAZNO [Prunus persica

(L.) Batsch] EN MEXICO Y PRUEBAS DE AGRESIVIDAD SOBRE DURAZNO,
PERA'Y MANZANA.

Leticia Robles Yerena, MC.
Colegio de Postgraduados, 2010.
Existen tres especies de Monilinia reportadas como causantes de la pudricion café
de los frutos de hueso: M. fructigena y M. laxa de origen Europeo y M. fructicola de
origen Americano. En este trabajo 50 cultivos monospdricos de Monilinia spp. de
frutos de durazno provenientes de los Estados de Aguascalientes, Chihuahua,
Michoacéan, Morelos y Zacatecas, México colectados durante el 2008-2009. La
caracterizacion molecular se hizo mediante PCR e ITS y se confirmé a Monilinia
fructicola con base en la banda de 500 pb y la amplificacion de la region interna ITS-
1 e ITS-2. Para la caracterizacion morfolégica PDA y agar-durazno (AD,) fueron
seleccionados. Las colonias fueron color gris marrén, de crecimiento continuo
uniforme y los méargenes de las colonias fueron lobulados, formaron abundantes
masas estromaticas y desarrollaron circulos de crecimiento. Los conidios midieron
en un rango de 22.96 — 27.34 pm por 15.66 - 18.59 um. La agresividad de los 50
cultivos monosporicos se midio con base en diametro de las lesiones desarrolladas
en frutos de durazno variedad Diamante, desde los dos hasta los cinco dias
después de la inoculaciéon (ddi). Un cultivo monosporico representativo de cada
Estado fue probado para la patogenicidad en frutos de manzana variedad Golden y
en pera variedad Mantequilla. La esporulacién y la necrosis gradual de la epidermis
fue similar en los tres frutos con cada cultivo monosporico. Anillos concéntricos de
masas de esporodoquios se desarrollaron en durazno y pera; masas de
esporodoquios en manzana tuvieron un crecimiento aleatorio, no concéntrico. Los
cultivos monosporicos mostraron diferencias significativas (P=0.05) en agresividad
en los tres frutos. Los 50 cultivos monosporicos se caracterizaron como M.

fructicola; no se observo la presencia de otra especie de Monilinia.

Palabras clave: Monilinia fructigena, pudricion café, postcosecha, medios de
cultivo, PCR.



MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION ISOLATES OF
Monilinia fructicola OBTAINED FROM FRUITS OF PEACH [Prunus persica (L.)
Batsch] IN MEXICO AND TESTING OF AGGRESSION ON PEACH, PEAR AND

APPLE.

Leticia Robles Yerena, MC.
Colegio de Postgraduados, 2010.
Three species of Monilinia have been reported as causal agents of brown rot of
stone fruits: M. fructigena and M. laxa, of European origin, and M. fructicola, of
American origin. In this study, 50 Monilinia spp. monosporic cultures obtained from
peach fruits originating in the States of Aguascalientes, Chihuahua, Michoacan,
Morelos and Zacatecas, Mexico were selected during 2008-2009. The molecular
characterization was carried out through PCR and ITS and Monilinia fructicola was
confirmed based on a 500 bp band obtained with species-specific primers and on the
amplification of internal regions ITS1 and ITS2. For the morphological
characterization PDA and peach-agar (PA,) were selected for use out of 8 culture
media. The colonies on PDA were grey-brown, of uniform and continuous growth,
with undulated edges. They formed abundant stromatic masses and developed
growth rings. The conidia size ranged from 22.96 — 27.34 um per 15.66 - 18.59 um.
The aggressiveness of the 50 monosporic cultures was determined based on the
diameter of lesions developed on peach fruits variety Diamante ages two to five days
after inoculation. A representative monosporic culture from each state was tested for
pathogenicity on apple fruits variety Golden and pear fruits variety Mantequilla. The
sporulation and the gradual necrosis of epidermis were similar on the three fruits for
each monosporic culture. Concentric rings of masses sporodochia developed on
peach and pear, while on apple the masses sporodochia had a random growth. The
isolates showed significant differences on aggressiveness (P=0.05) to the three
fruits. The 50 monosporic cultures were characterized as M. fructicola; the presence

of another species of Monilinia was not observed.

Key words: Monilinia fructigena, brown rot, postharvest, media cultures, PCR.



INTRODUCCION GENERAL

El duraznero, [Prunus persica L. Batsch], es originario de china donde se cultiva
desde hace 3,000 afios. Los duraznos fueron traidos probablemente a Persia a
través de las rutas comerciales por las montafas, llegé a ser conocido como fruta
pérsica, de ahi el nombre pérsica, esto llevo al error de que los melocotones eran
originarios de Persia (Ogawa et al., 1999). Durante la conquista, los espafoles
trajeron semillas de este frutal a México, de donde se dispersé a Florida y California
(Aceves, 1983). Juscafresca (1978), Vidal (1979) y Tamaro (1979) mencionan que el
durazno es originario de China en donde se cultivo en épocas remotas; en China
este es venerado, se considera el arbol del bien y del mal; es muy cultivado pero

sus frutos son de mala calidad.

Rodriguez y Pérez (1980) indican que el durazno fue introducido por los arabes, del
Norte de Africa a Espafia; de aqui los espafioles lo introdujeron a América. En
México, en el siglo XV se extendio en los lugares mas reconditos que presentaban
posibilidad de adaptacién; después de sucesivas generaciones, se origino una

amplia gama de fenotipos que persisten hasta la actualidad.

De acuerdo con Rodriguez y Pérez (1980) y Demenech (1981), el durazno (Prunus
pérsica L. Bats.) pertenece al Reino Vegetal, Divisidbn Tracheophyta, Subdivisién
Angiospermae, Clase Dicotiledoneae, Subclase Cloripetalas, Orden Rosales y

Familia Rosaceae.

Al durazno se le denomina también bresquilla, prisco, albérchigo, alporche, prescal,
nectria y melocoton (Juscafresca, 1978). El durazno es un frutal que tienen gran
importancia en la economia del pais, debido a la extensién cosechada y volumen de
produccion (40,252.84 ha y 190,960.64 ton SIACON 2008) y su demanda en el
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mercado, esta ampliamente difundido en las regiones templadas de México. El fruto
tiene amplia aceptaciéon en el mercado y es complemento alimenticio de gran
utilidad, porque contiene calcio, proteinas, azucares y vitaminas A, B y C (Aceves,

1983; Manzanares, 1993 y SIACON, 2008).

Los principales paises productores de durazno, en orden de importancia, son
Estados Unidos, Italia y Francia. En México destacan por sus volimenes de
cosecha, se cultiva en 26 estados del pais, siendo sus principales productores:
Zacatecas, Michoacan, Puebla, Morelos, Chihuahua, Tlaxcala, Aguascalientes,
Guanajuato, México, Jalisco, Nuevo Leon, Oaxaca, Guerrero y Sonora (Aceves,
1983). Las principales regiones donde se cultiva el durazno es en la region Centro,

Centro Occidente, NorEste y NorOeste (SIACON, 2008).

Entre los principales problemas que afectan la produccion del duraznero, se
encuentran diversas plagas y enfermedades causadas por hongos, bacterias y virus.
Las enfermedades del duraznero mas comiunmente observadas en México debido a
condiciones climaticas que favorecen la incidencia de enfermedades fungosas
aéreas son: la verrucosis (Thaprina deformans Berk. y Tul.), tiro de municién
(Coryneum beijerinckii Lev, y Janch.), cenicilla (Sphaeroteca panosa Wally. y Lev.) y
la pudricion café (Monilinia spp. Wint.), las cuales atacan ramas, hojas, flores y
frutos de los arboles en sus diferentes etapas fonologicas y provocan dafios severos
gue afectan significativamente la produccion y calidad del durazno (Manzanares,

1993).

El organismo causal es Monilinia spp, un hongo superior perteneciente a la Familia

Sclerotiniaceae, Orden Heliotales, Serie Discomycetes, Subclase Euascomycetidae,



Clase Ascomycete, Subdivision Eumycotina y Division Mycota. Produce dos tipos de
esporas: ascosporas de origen sexual, contenidas en ascas en cuerpos fructiferos
denominados apotecios y conidios en cadenas en esporodoquios, de origen asexual

(Manzanares, 1993 y Mondito, 2002).

La pudricion café, parda, marrén, morena o momificado de los frutos es causada por
Monilinia spp. enfermedad de hongos mas importante y destructiva de las frutas de
hueso (Prunus spp.). Su importancia radica en el ataque a flores, brotes y frutos
ocasionando la decadencia de los mismos. Es una enfermedad de dificil control
cuando ocurren condiciones favorables a su desarrollo. Los cultivares utilizados son
susceptibles a la misma y las condiciones climaticas de nuestro pais favorecen su
desarrollo en primavera a través de las ascosporas y conidios producidos en las
momias infectadas (Holtz et al., 1998 y Luo et al., 2001). Desarrollan conidios a
partir de flores infectadas, los cuales producen infecciones latentes secundarias en
los frutos jovenes (Luo y Michailides, 2001). Estos frutos pueden ser retirados o
caerse naturalmente y mantenerse en el huerto donde puede producirse numerosos
conidios cuando la humedad es alta (Hong et al., 1997 y Luo et al. 2001). Cuando
se producen condiciones favorables, el potencial del inoculo en los huertos, es un
factor importante que afecta la flor y provoca infecciones latentes que pueden dar
lugar a la pudricion de la fruta causando importantes pérdidas en pre y post-cosecha

(Luo y Michailides, 2001 y Ma et al., 2003).

La identificacion de estas especies con base en las caracteristicas morfolégicas en
medios de cultivo es imprecisa pues hay variacion entre los aislados de una misma

especie. Las técnicas moleculares basadas en el analisis del ADN son muy



especificas y sensibles. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se ha
desarrollado para detectar, identificar y clasificar patbgenos de plantas, especies de
Monilinia se han identificado con técnicas moleculares (Martin et al., 2000; Hughes

et al., 2000).

En México son escasos los trabajos dirigidos al estudio de las caracteristicas
morfolégicas, fisioldgicas y moleculares de las poblaciones de Monilinia spp. que
ocurren en durazno. Por lo anterior, la presente investigacion se enfocé a evaluar
estas caracteristicas. Este tipo de informacion debe ayudar a entender el impacto de
las medidas de control y permitir el desarrollo de nuevas y mejores estrategias para
combatir la pudricion café del durazno. Por tal motivo, se plantearon los siguientes

objetivos:

Objetivos

e Determinar la etiologia de la pudricion café del durazno en México.

e Determinar la variaciébn morfolégica y molecular del agente causal de la
pudricién café del durazno en México

e Evaluar la agresividad de los cultivos monosporicos de la pudricion café de
los cinco Estados en frutos de durazno variedad Diamante, pera variedad
Mantequilla y manzana variedad Golden.

e Determinar la identidad y variacibn molecular del agente causal de la

pudricion café



Hipodtesis
e Cultivos monospéricos de los estados de Aguascalientes, Chihuahua,

Michoacan, Morelos y Zacatecas pueden variar a nivel morfoldgico,

agresivamente y molecularmente.
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CAPITULO I. CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y MOLECULAR DE
Monilinia fructicola DE DURAZNO [Prunus persica (L.) Batsch] EN MEXICO.

Leticia Robles Yerena, MC.

Colegio de Postgraduados, 2010.

La pudricién café de los frutos de hueso es causada por varias especies de el
género Monilinia. La enfermedad limita hasta en un 100 % la produccion y la calidad
de frutos en campo y en postcosecha. Existen tres especies reportadas del género
Monilinia muy relacionadas entre si: M. fructigena y M. laxa de origen Europeo y M.
fructicola de origen Americano. En el presente trabajo se seleccionaron 50 cultivos
monosporicos de Monilinia aislados de frutos de durazno, 10 aislados para cada uno
de los Estados de Aguascalientes, Chihuahua, Michoacan, Morelos y Zacatecas
durante el 2008-2009.Para la caracterizacion morfologica se seleccionaron, de ocho
medios de cultivo, PDA y agar-durazno (AD;). Se evalu6 la produccion de masas
estroméaticas, la coloracion de la colonia, la forma de los méargenes y la presencia de
anillos concéntricos a los 7 dias después de la incubaciéon (ddi) y a los 12 ddi se
evaluo 50 conidios por cultivo monospdrico para cada uno de los cinco Estados que
se evaluaron. Los mejores medios de cultivo de los ocho probados para el rapido
crecimiento de Monilinia spp a los 8 ddi fueron PCA, AD; y ». Todos los 50 cultivos
monosporicos de Monilinia spp crecieron mas rapido en AD,, independientemente
de la entidad de donde se aislaron. PDA sirvi6 para evaluar las caracteristicas
morfolégicas. Las colonias fueron color gris marrén, de crecimiento uniforme y
continuo, los méargenes de las colonias lobulados, formaron abundantes masas
estromaticas y desarrollaron circulos de crecimiento en PDA y AD,. Los conidios
midieron 23 - 27.3 x 15.7 - 18.6 um. La PCR confirmé la especie de Monilinia
fructicola con base en la banda de 500 pb y la amplificacion de la regién interna del
genoma ITS (ITS-1 e ITS-2). Todos los cultivos monosporicos en el presente trabajo
se identificaron molecularmente como M. fructicola; otras especies de Monilinia no

fueron identificadas.

Palabras clave: Monilinia fructicola, Monilinia fructigena, Monilinia laxa, pudricion

café, Prunus persica, medio de cultivo, morfologia, PCR.
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MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF Monilinia
fructicola FROM PEACHES [ Prunus persica (L.) Batsch] IN MEXICO

Leticia RoblesYerena, M.Sc.

Colegio de Postgraduados, 2010.

Brown rot of stone fruits is caused by various species of the genus Monilinia. This
disease limits up to 100% of the production and quality of the fruits in the field and
after harvest. There are three reported species of the genus Monilinia which are
closely related: M. fructigena and M. laxa, originally from Europe, and M. fructicola
from America. For this research work, 50 monosporic cultures of Monilinia were
isolated from peach fruits, 10 isolates from each of the states of Aguascalientes,
Chihuahua, Michoacan, Morelos, and Zacatecas during 2008 and 2009. PDA and
peach - agar (PA;) were selected from eight culture media for morphological
characterization. The variables evaluated were: stroma mass production, colony
color, the shape of the margins, and the presence of concentric rings at 7 days after
incubation (dai). At 12 dai 50 conidia per monosporic culture from each of the five
states were measured. The best culture media, out of eight tested, for quick growth
of Molinilia spp at eight dai were PDA, PA; and PA,. All 50 monosporic cultures of
Monilinia spp grew faster in PA,, independently from the state from which they were
isolated. PDA was used to evaluate the morphological characteristics. The colonies
were gray-brown, with uniform and continuous growth, their margins were lobulated,
they formed abundant stroma masses, and developed growth circles both in PDA
and PA,. Conidia measured 23-27.3 x 15.7 66-18.6 um. PCR confirmed the species
as Monilinia fructicola based on the 500 pb band, and the amplification of the internal
region of the ITS genome (ITS-1 and ITS-2). All the monosporic cultures in this work
were molecularly identified as M. fructicola; no other species of Monilinia was
identified.

Key words: Monilinia fructicola, Monilinia fructigena, Monilinia laxa, brown rot,

Prunus persica culture medium, morphology, PCR.
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INTRODUCCION

El cultivo de durazno [ Prunus persica (L.) Bats. ] estd ampliamente distribuido en
las regiones templadas de México. El fruto tiene amplia aceptacién en el mercado y
es complemento alimenticio de gran calidad, porque contiene calcio, proteinas,
azucares y vitaminas A, B y C. Diversos factores limitan y reducen la produccién de
durazno en el mundo, las enfermedades fungosas importantes son: la verrucosis
(Thaprina deformans Berk y Tul.), el tiro de municion (Coryneum beijerinckii Lev y
Janch.), la cenicilla (Sphaeroteca pannosa Wally y Lev) y la pudricion café (Monilinia
spp. Wint.), las cuales atacan las ramas, hojas, flores y frutos y pueden afectar
significativamente la producciéon y la calidad del durazno (Manzanares, 1993 y
Guang et al., 2002). La pudricion café, como nos referiremos en este estudio,
producida por Monilinia spp., puede ocasionar pérdidas importantes de produccion
en diversas especies de rosaceas: Prunus spp., durazno [Prunus pérsica L.],
manzano [Pyrus malus L.] y peral [Pyrus communis L.]. Tres especies de Monilinia
spp. se han identificado: M. laxa (Aderhold & Ruhland) Honey, M. fructigena
(Aderhold & Ruhland) Honey y M. fructicola (Winter) Honey y un anamorfo, Monilia
polystroma van Leeuwen (Visarathanonth et al., 1988, Fulton y Brown, 1997, Agrios,
2002 y Muiios et al., 2008). Las especies M. laxa y M. fructigena, de origen europeo,
consideradas del Viejo Mundo presentan distribucién mundial (Batra, 1991), pero M.
fructicola, de origen americano (Mufios et al., 2008). Por otro lado Fulton y Brown
(1997) menciona que M. fructicola se presenta en el América, Sudafrica y
Australasia; no esta presente en Europa en donde esta clasificado como un
patégeno de cuarentena. M. fructicola ha desarrollado resistencia de campo a

fungicidas en EE. UU, cuenta con capacidad de adaptacion y variabilidad,
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posiblemente se explique para una mayor frecuencia de la fase sexual. Monilinia
polystroma soOlo se ha encontrado en Japén. En América del Norte la pudricion
parda se debe principalmente a M. fructicola y en menor medida a M. laxa (Van
Leeuwen et al., 2002).

Los principales hospederos de M. fructicola son melocotén (Prunus persica [L.]
Batsch), nectarina (Prunus persica var. nectarina [Aiton] Maxim.), albaricoque
(Prunus armeniaca L.) y ciruela (Prunus domestica L.).M. fructigena es mas
frecuente en manzanas (Pyrus malus L.), peras (Pyrus communis L.) y cerezas
(Prunus avium L.) (Batra, 1991).

M. laxa prefiere albaricoques, almendros (Prunus dulcis [Mill.] D.A. Webb) y cerezos.
y M. polystroma infecta manzano, peral y membrillo (Cydonia oblonga Mill.).

M. laxa afecta preferentemente flores y ramillas mientras que M. fructigena tiene
mayor incidencia en frutos (Byrde y Willetts, 1977 y Mufios et al., 2008). M. fructicola
es un patogeno de frutales de hueso capaz de atacar flores, frutos y ramas (Ogawa
y English, 1960, Ogawa et al., 1999 y Malvarez et al., 2001). Es dificil identificar a
estas especies con base en las caracteristicas morfolégicas y en la tasa de
crecimiento miceliar en medios de cultivo, pueden variar entre los aislados de una
misma especie. Las técnicas moleculares basadas en el analisis del ADN, son muy
Utiles porque son altamente especificos y sensibles. La reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) se ha desarrollado para detectar, identificar y clasificar patdgenos
de plantas (Martin et al., 2000 y Hughes et al. 2000). Se han utilizado Amplificacion
al Azar de la DNA Polimérfico. (RAPD) (Welsh y McClelland, 1990; Williams et al.,
1990), Amplificacién de la Longitud del Fragmento Polimérfico (AFLP) (Majer et al.,
1996), amplificacion de la region ITS y digestion posterior con enzimas de restriccion

(Snyder y Jones, 1999; Forster y Adaskaveg, 2000) y otros tipos de marcadores
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moleculares, basados en pequefias variaciones intraespecificas y un bajo
polimorfismo interespecifico en la region ITS. Loos y Frey (2000) desarrollaron
parejas de iniciadores especificos para cada especie. Fulton y Brown (1997), Forster
y Adaskaveg, (2000), Boehm et al. (2001) disefiaron iniciadores especificos para M.
fructicola. Fulton y Brown (1997) identificaron un intrén del grupo-I en la (subunidad
pequefia) SSU del rDNA de M. fructicola el cual no esta presente en M. fructigena y
M. laxa. C6té et al. (2004) observaron que el producto de la PCR que contiene el
intron no se amplifica en algunos aislados de M. fructicola, lo cual indica variabilidad
genética entre los aislados de dicha especie. Se han desarrollado iniciadores que
permiten la diferenciacion inequivoca de M. laxa, M. fructigena y M. fructicola en una
Unica reaccion de PCR (Malvarez et al., 2001 y Coété et al., 2004), lo cual agiliza la
deteccion de estas especies. Estas técnicas han sido utilizadas para diferenciar
Monilinia fructicola de otras especies (Ma et al., 2003). Los objetivos del presente
trabajo fueron identificar la o las especies de Monilinia que atacan al durazno en
México, ya que existe un estudio en Tlaxcala, México por Santiago et al., (2008). Por
ello los cultivos monosporicos obtenidos a partir de frutos infectados seran
caracterizados por medio de la técnica de PCR e ITS con iniciadores universales
gue usados en una Unica reaccion permitiran distinguir la especie dependiendo del
tamafno del producto de amplificacion obtenido, esto nos ayudara a determinar la

especie presente en México.
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MATERIALES Y METODOS

En el aflo 2008-09 se colectaron en la central de Iztapalapa México frutos de
durazno, de diversos cultivares, provenientes de Aguascalientes, Chihuahua,
Michoacdn, Morelos y Zacatecas (Fig.1). Una caja de cada Estado con
aproximadamente 250 frutos se observdé en el laboratorio y se separaron los
primeros 10 frutos con sintomas y signos de la pudricion café, de donde se hicieron

aislamientos y cultivos monosporicos.

Aguascalientes

Figura 1. Sitios de origen de durazno en México de donde se aislé6 M. fructicola,
2008-20009.
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Identificacidén del patdogeno

De los frutos de durazno con sintoma y signos de la pudricion café, considerados de
las cajas por estado se dejaron en observacion. De los cuales se considero el
desarrollo y crecimiento del cuerpo fructifero caracteristico de Monilinia spp. en

microscopio electronico y estereoscopico.

Identificacién de un medio de cultivo selectivo para Monilinia spp.

En cajas de Petri de 90 x 15 mm, ocho medios de cultivo se probaron para obtener
uno que favoreciera a Monilinia spp. Los medios de cultivo fueron: 1) Agar-durazno
(AD1, 200 gr de durazno licuado, 20 gr de Agar-Agar en 1000 mL de agua destilada
estéril), 2) Agar-durazno (AD,, igual que el anterior pero los 200 gr de durazno en
cuadros), 3) Agar-durazno (ADs3, igual que el anterior pero con solo 20 gr de durazno
en cuadros), 4) Papa-Dextrosa-Agar Bioxon (PDA, 39 g L™ en 1000 mL), 5) PDA
natural (PDAN, 200 gr papa, 15 gr Dextrosa y 20 gr Agar-Agar en 1000 mL de
agua), 6) Agar Malta Acidificado (AMA, 2 % Extracto de Malta, 33.6 gr en 1000 mL
de agua), 7) Papa-Zanahoria-Agar (PCA;, 200 gr de papa, 200 gr de zanahoria 'y 18
gr de Agar-Agar en 1000 mL de agua) 8) Papa-Zanahoria-Agar (PCA,, 20 gr de

papa, 20 gr de zanahoria y 18 gr de Agar-Agar en 1000 mL de agua).

Fragmentos de Monilinia de 5 mm de diametro obtenidos del margen de la colonia
sobre PDA del aislamiento MoMo10 del estado de Morelos, fueron colocados en el
centro de cuatro cajas de Petri de los diferentes medios de cultivo, las placas se

incubaron a temperatura ambiente 23 £ 1 °C y se evaluaron cada 24 h, por 8 dias.
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La diferencia entre los diametros medios de la colonia del aislado de Monilinia spp.
en los ocho medios, se evalu6 mediante un analisis de la varianza y una prueba de
Tukey P=0.05 a los 8 dias de incubacion, utilizando el programa SAS System

Windows Version 9.0, 2002.

Aislamiento del patégeno

Fragmentos de tejido enfermo o una suspension de conidios de frutos con sintomas

y signos de la pudricion café se colocaron en medio de cultivo Agar-durazno (AD5).

Fragmentos de frutos de durazno de los estados de Morelos y Michoacan con
sintomas de pudricion café se desinfestaron por inmersion con hipoclorito de sodio
al 1 % durante un minuto, seguidamente de dos pasos en agua destilada estéril, se
retiro la humedad de los fragmentos y se sembraron 4 piezas en cajas de Petri con
Agar-Durazno (AD,, 200 gr durazno, 20 gr Agar en 1000 mL agua destilada).
Cuando los aislados esporularon, se realizé una suspension de conidios con agua
destilada estéril en AD,. Las cajas se incubaron durante 48 h a 23 + 1 °C. Las
colonias fungosas predominantes fueron transferidas a nuevas cajas con AD; y se
purificaron mediante cultivos monospoéricos para realizar pruebas de patogenicidad
e identificacion molecular. Los cultivos monosporicos fueron conservados en aceite

mineral, tiras de papel y en cajas de Petri con medio AD».

Diez cultivos monosporicos se conservaron de cada uno de los cinco Estados (Tabla

1).
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Tabla 1. Cultivos monospoéricos de M.
identificada, cultivar afectado, procedencia de la muestra, y fecha de aislamiento,

fructicola, clave asignada, especie

2008-2009.
Cultivos Fecha
Monosporicos Cultivar Localidad aislamiento
durazno

MoMol Diamante Morelos 12/01/08
MoMo2 Diamante Morelos 12/01/08
MoMo3 Diamante Morelos 12/01/08
MoMo4 Diamante Morelos 12/01/08
MoMo5 Diamante Morelos 12/01/08
MoMo6 Diamante Morelos 12/01/08
MoMo7 Diamante Morelos 12/01/08
MoMo8 Diamante Morelos 12/01/08
MoMo9 Diamante Morelos 12/01/08
MoMo10 Diamante Morelos 12/01/08
MoMi1l Diamante criollo Michoacan 02/07/08
MoMi2 Diamante criollo Michoacan 02/07/08
MoMi3 Diamante criollo Michoacan 02/07/08
MoMi4 Diamante criollo Michoacan 02/07/08
MoMi5 Diamante criollo Michoacan 02/07/08
MoMi6 Diamante criollo Michoacan 02/07/08
MoMi7 Diamante criollo Michoacan 02/07/08
MoMi8 Diamante criollo Michoacan 02/07/08
MoMi9 Diamante criollo Michoacan 02/07/08
MoMi10 Diamante criollo Michoacan 02/07/08
MoC1 Prisco Chihuahua 02//08/08
MoC2 Prisco Chihuahua 02//08/08
MoC3 Prisco Chihuahua 02//08/08
MoC4 Prisco Chihuahua 02//08/08
MoC5 Prisco Chihuahua 02//08/08
MoC6 Prisco Chihuahua 02//08/08
MoC7 Prisco Chihuahua 02//08/08
MoC8 Prisco Chihuahua 02//08/08
MoC9 Prisco Chihuahua 02//08/08
MoC10 Prisco Chihuahua 02/08/08
MoAl Diamante Aguascalientes 27/07/08
MoA2 Diamante Aguascalientes 27/07/08
MoA3 Diamante Aguascalientes 27/07/08
MoA4 Diamante Aguascalientes 27/07/08
MoA5 Diamante Aguascalientes 27/07/08
MoAG6 Diamante Aguascalientes 27/07/08
MoA7 Diamante Aguascalientes 27/07/08
MoAS8 Diamante Aguascalientes 27/07/08
MoA9 Diamante Aguascalientes 27/07/08
MoA10 Diamante Aguascalientes 27/07/08
MoZ1 Criollo Zacatecas 26/08/08
MoZ2 Criollo Zacatecas 26/08/08
MoZ3 Criollo Zacatecas 26/08/08
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MoZz4 Criollo Zacatecas 26/08/08

MoZ5 Criollo Zacatecas 26/08/08
MoZ6 Criollo Zacatecas 26/08/08
MoZ7 Criollo Zacatecas 26/08/08
MoZ8 Criollo Zacatecas 26/08/08
MoZ9 Criollo Zacatecas 26/08/08
MoZ10 Criollo Zacatecas 26/08/08

2MoMo Monilinia aislado de Morelos, MoMi Monilinia de Michoacan, MoC Monilinia de Chihuahua, MoA Monilinia
de Aguascalientes y MoZ Monilinia de Zacatecas.

Caracterizacion morfoldgica

Discos de 5 mm de diametro obtenidos del margen de colonias de Monilinia spp. de
7 dias de crecimiento en medio de cultivo AD,, fueron transferidos en tres cajas de
Petri con PDA y tres con AD, que se incubaron 23 = 1 °C. El diametro de
crecimiento de la colonia del hongo se midi6 cada 24 h hasta los 6 dias de
incubacion. Las caracteristicas morfoldgicas evaluadas a los 7 dias después de la
incubacion (ddi) fueron: 1) forma de los margenes de la colonia, 2) presencia de
masas estromaticas de esporodoquios, 3) formacién de anillos concéntricos de
crecimiento y 4) coloraciéon de la colonia. La medicion de 50 conidios por cultivo

monospoarico de cada Estado se realiz6 utilizando el programa Motic plus, version 2.

Los valores del diametro de crecimiento de las colonias a los 2 y 6 dias después de
la incubacién fueron sometidos a un andlisis de varianza y las medias obtenidas
fueron analizadas en una prueba de Tukey al (p<0.05). Se utilizo el programa SAS

System Windows Version 9.0, 2002.

19



Caracterizacion molecular

El DNA de cada uno de los 50 cultivos monosporicos se aislé con el DNeasy® Mini

Kit (QUIAGEN).

Protocolo de extraccion del ADN (Mini Kit).

De cada cultivo monosporico con crecimiento micelial se tom6 una muestra de
Monilinia spp., se transfirié a un tubo eppendorf, se macer6 con una aguja de cristal,
se adicion6 400 pyL de Buffer AP1 y 4 pL RNasa, se agitd ligeramente, luego las
muestras fueron incubadas en bafio Maria por 10 min a 65 °C, se hizo una agitacion
por inversion aproximadamente cada 2 min. Posteriormente se adicion6 a la
muestra 130 pL del Buffer AP2, y se incubd por 5 min en hielo. La mezcla se colocé
en la columna QlAshredder Mini spin lila y se centrifugé por 2 min a 14,000 rpm. Se
retir6 el sobrenadante para colocarlo en un nuevo tubo eppendorf, al que se le
adicion6 675 pL del Buffer AP3/E. La mezcla fue colocada en un tubo DNeasy Mini
spin, sometiéndolos a centrifugacion por 1 min a 8 000 rpm. En seguida la columna
fue reemplazada por otra suplementaria del protocolo, se agreg6é 500 uL del Buffer
AW en la membrana del Mini spin DNeasy y se centrifugé por 1 min a 8 000 rpm.
Nuevamente se cambié la columna con el filtrado, se le adicioné a la membrana 500
pL del Buffer AW y se centrifugd por 2 min a 14, 000 rpm, con el propdsito de lavar
al ADN. Finalmente, se transfirio la columna DNeasy Mini spin a un tubo eppendorf,
directamente en la membrana se le adicion6 100 pL del Buffer AE del DNeasy, se
incubo por 5 min a temperatura ambiente y se centrifugd por 1 min a 8 000 rpm

(QIAGEN, 2006). Las muestras fueron conservadas en refrigeracion hasta su uso.
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Amplificacion del ADN mediante PCR

Los cultivos fueron identificados utilizando con una PCR usando iniciadores
universales de las regiones internas ITS1 e ITS2, ubicadas en los genes
ribosomales (rDNA) localizadas entre la subunidad pequeiia 18S - 5.8S y la
subunidad larga 5.8S - 28S, que fueron amplificados con la combinacion de
iniciadores ITS5 (GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG) / ITS4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC). La amplificacion se realiz6 de acuerdo a los
protocolos de Ahrens y Seemiller (1992) con la siguiente combinacién de agua
estéril ionizada (12.145 pL), solucion amortiguadora TBE 1X (4 L), MgCl,a 1.5 mM
(2.75 L), dNTP’s a 0.2 mM (1.375 uL), Tag DNA-polimerasa 1.5 unidades (0.33
ML), iniciadores ITS4 e ITS5 a 10 pM (2 L) por cada uno y muestra de ADN a una
concentracion de 20 ng (1 pL). La reaccion de amplificacion se realizd en un
termociclador Perkin Elmer con el siguiente programa: desnaturalizacion inicial a 95
°C durante 2 min por 30 ciclos, alineamiento y extension a 95 °C por 1 min, 50 °C
por 30 segundos, 72 °C por 2 min y una extensién final a 72 °C por 10 min (While et

al., 1990). El producto se purificé con el método y reactivos de QIAquick para PCR.

El producto de PCR se secuencio en la empresa MACROGEN (Taiwan). Las
secuencias fueron comparadas usando la herramienta blast en NCBI. La mayor
similitud de las secuencias del banco fueron utilizados para la identificacion. La
secuencias obtenidas de los cultivos monosporicos estaban alineados. Las
secuencias se compararon por UPGMA con bootstrap 1000 replicas usando el

programa Mega 4 (Tamura et al., 1993-2008), para obtener el dendograma.
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Microscopia electrénica de barrido

Cinco segmentos de 5 mm? de un fruto inoculado con una suspension de 2.4 x 10*
conidios de Monilinia sp, y otros cinco segmentos de un cultivo monospaérico en AD,
se fijaron con gluteraldehido al 2.5 % por 24 h; se enjuagaron 3 veces por cinco min
con el amortiguador de fosfatos Sorensen’s 0.1 M pH 7.2. Después el material se
deshidraté con etanol a diferentes concentraciones (30, 40, 50, 60, 70 80 y 90 %)
por una hora y finalmente se repitié tres veces en una concentracion de etanol al
100 % por 20 min. Las muestras se colocaron + 40 min en una secadora
semiautomatica de punto critico (Sandri-780A®), después los fragmentos se
pusieron en porta muestras con cinta conductiva adhesiva de cobre y en una
ionizadora (lon Sputter JFC-1100, Jeol, Fine Coat®) se recubrieron con oro por
cuatro minutos. La observacion de muestras se realizO en un Microscopio

Electrénico de Barrido (JEOL JSM 6390®) a 10 Kv.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacién del patégeno

De los frutos con signos observados en preparativos al microscopio, se observo la
produccion de esporodoquios compuestos por cadenas de conidios hialinos,
limoniformes, unicelulares y de hifas septadas, hialinas. Se identifico Monilinia spp.
a nivel género en base a Barnett y Hunter (1998). Los frutos con sintoma de
Monilinia sp. fue un color café oscuro en la epidermis del fruto, de consistencia

ligeramente suave y que posteriormente se momificé (Fig. 2).




Figura 2. A) Sintoma de la pudricién café por Monilinia sp., B) Fruto momificado, C) Esporulacion
café tipica del patdgeno en la epidermis del fruto, D) Cadenas de conidios ramificados sobre
conidioforos hialinos, E) Conidios hialinos, unicelulares, cortos, limoniformes y F) Hifas septadas,

hialinas.

Identificacién del medio de cultivo selectivo para Monilinia.

Los mejores medios de cultivo para el rpido crecimiento de Monilinia sp. fueron

PCA, AD 1y, alos 8 dias después de la siembra (Tabla 2).

Figura 3. A) Monilinia sp., cultivo monospdrico de durazno en el medio de cultivo AD,, B)
medio de cultivo MA y C) AD3; donde Monilinia sp. tuvo un menor crecimiento a los 8
dias.

Los medios de cultivo que no favorecieron el crecimiento del hongo fueron PCA,,

MA 'y ADj3, este ultimo con un crecimiento de 1.25 cm (Tabla 2 y Fig. 3).

Tabla 2. Crecimiento de Monilinia sp. en 8 medios de cultivo a los 8 dias de la
siembra.

Medio de cultivo Crecimiento (cm) a los 8 dias
PCA; (200 gr-1000 mL). 5.67 a
AD; (200 gr -1000 mL molido). 5.62 a
AD; (200gr-1000 mL cuadros). 5.17a
PDAN (200 gr papa-1000 mL). 4.37ab
PDA (39 gr-1000 mL). 3.67bc
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PCA; (20 gr-1000 mL). 3.10bc
MA (33.6 gr-1000 mL). 2.80c
AD3 (20 gr-1000 mL). 1.25¢c

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (Tukey, P=0.05).

Caracterizacion morfoldgica

Diametro de crecimiento de las colonias y caracteristicas morfoldgicas de los
cultivos monospoérico

La tasa de crecimiento de las colonias en medios de cultivo se usa para la
separacion de especies. Batra (1979) establecié que M. laxa podia diferenciarse de
M. fructigena y de M. fructicola por su menor tasa de crecimiento. El crecimiento de
Monilinia sp. fue superior en AD, respecto a PDA, a los 2 y 6 dias de la siembra
(Tabla3yFig. 6y 7).

Tabla 3. Caracteristicas morfologicas de 50 cultivos monospéricos de Monilinia sp.
aisladas de durazno, procedentes de cinco Estados de México, observadas a los 7

dias de crecimiento en PDA y AD,, diametro de las colonias a los 2 y 6 dias y
dimension de los conidios a los 12 dias, 2009.

Cuivos ~ Didmetro de colonias en cm Dimensiones de los
monosporicos 2 dias 6 dias MLY MEX ccV  acY AC en ACenAD," conidios pm en AD,
PDA  AD, PDA AD, pDAY

MoMil 2.72 3.38 7.50 8.44 1 1 Mg 1 10 8 24.60+0.77x16.22+0.41
MoMi2 2.44 2.73 6.46 8.45 1 1 Mg 1 8 7 26.37+0.90x17.13+0.44
MoMi3 2.37 3.10 7.41 8.45 1 1 Mg 0 0 0 25.09+1.12x17.50+0.51
MoMi4 2.27 3.16 6.48 8.46 1 1 Mg 0 0 5 24.71+0.82x17.93+0.58
MoMi5 1.97 3.37 6.82 8.45 1 1 Mg 1 5 5 23.82+0.89x17.35+0.52
MoMi6 2.43 2.50 7.92 8.46 1 1 Mg 1 4 8 24.02+0.82x15.66+0.44
MoMi7 1.73 2.73 4.76 8.43 1 1 Mg 1 5 7 26.78+1.33x18.00+0.44
MoMi8 1.93 3.24 4.75 8.45 1 1 Mg 1 4 4 25.43+1.06x18.01+0.75
MoMi9 2.80 3.16 7.92 8.45 1 1 Mg 1 6 7 23.29+0.72x17.67+0.56
MoMi10 2.03 2.66 4.99 8.32 1 1 Mg 1 8 9 27.03+0.76x16.12+0.51
MoMo1 2.36 2.94 4.99 7.79 1 1 Mg 1 4 7 25.44+0.82x18.92+0.41
MoMo2 1.50 2.76 4.70 8.21 1 1 Mg 1 7 7 25.80+0.75x17.75+0.45
MoMo3 1.87 3.16 5.24 8.46 1 1 Mg 1 7 6 23.80+0.83x16.94+0.46
MoMo4 1.36 2.90 4.12 8.41 1 1 Mg 1 6 6 24.54+0.85x17.57+0.42
MoMo5 2.31 3.56 6.19 8.45 1 1 Mg 1 5 4 24.64+0.81x18.59+0.44
MoMo6 1.94 3.33 3.88 8.46 1 1 Mg 1 2 4 25.29+1.03x16.51+0.48
MoMo7 1.65 3.17 4.72 8.45 1 1 Mg 1 5 6 22.96+0.82x16.06+0.49
MoMo8 2.53 2.74 7.23 8.46 0 1 Mg 1 6 8 23.91+0.70x16.94+0.41
MoMo9 141 2.70 4.00 8.45 1 1 Mg 1 6 6 25.19+0.87x16.87+0.64
MoMo10 2.24 2.60 5.50 8.46 1 1 Mg 1 8 8 25.65+0.70x16.25+0.45
MoC1 2.20 3.36 5.97 8.46 1 1 Mg 1 10 6 25.64+1.16x16.44+0.56
MoC2 2.18 2.87 5.45 8.47 1 1 Mg 1 8 8 26.47+0.84x16.39+0.57
MoC3 2.80 3.61 8.46 8.46 1 1 Mg 1 6 5 25.54+0.86x17.47+0.55
MoC4 2.13 3.53 6.28 8.46 1 1 Mg 1 3 5 25.28+1.10x16.53+0.59
MoC5 2.23 2.96 5.01 8.52 1 1 Mg 1 8 10 25.32+1.15x16.51+0.56
MoC6 2.04 2.96 5.15 7.59 1 1 Mg 1 10 4 26.23+0.88x16.76+0.40
MoC7 2.14 3.26 5.93 8.46 1 1 Mg 1 4 7 23.45+0.88x16.26+0.50
MoC8 2.05 2.83 5.45 7.12 1 1 Mg 1 10 8 25.03+0.86x16.37+0.40
MoC9 2.13 2.84 5.42 7.82 1 1 Mg 1 8 10 25.19+8.77x16.41+0.55
MoC10 2.30 3.43 4.35 8.46 1 1 Mg 1 8 5 26.18+1.08x16.07+0.53
MoA1 2.47 2.89 7.17 8.46 1 1 Mg 1 10 6 26.18+0.72x18.33+0.47
MoA2 2.01 2.53 6.12 8.46 1 1 Mg 1 8 8 27.26+0.63x18.43+0.48
MoA3 2.04 3.15 6.18 8.46 1 1 Mg 1 9 8 27.34+0.73x18.93+0.51
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MoA4 1.79 3.02 4.72 8.46 1 1 Mg 1 8 5 25.33+0.73x17.79+0.49
MoA5 1.90 2.89 5.26 8.4 1 1 Mg 1 8 5 25.69+0.80x18.10+0.43
MoA6 1.97 2.86 5.51 8.47 1 1 Mg 1 9 7 26.00+0.65x16.90+0.52
MoA7 1.90 2.63 5.30 8.47 1 1 Mg 1 8 10 25.57+0.85x17.01+0.45
MoA8 1.83 2.85 5.32 8.47 1 1 Mg 1 11 7 23.29+0.82x16.00+0.51
MoA9 2.57 2.84 8.36 8.6 1 1 Mg 1 2 9 24.15+0.88x16.89+0.47
MoA10 1.81 251 4.73 7.66 1 1 Mg 1 7 10 25.24+0.82x16.83+0.49
MoZzZ1 2.76 3.21 8.46 8.46 1 1 Mg 1 4 7 25.60+0.88x18.24+0.51
Moz2 2.56 3.04 7.69 8.45 1 1 Mg 1 7 12 26.60+0.75x17.36+0.44
MoZ3 2.43 2.68 5.33 8.53 1 1 Mg 1 6 9 26.60+0.92x17.53+0.50
Moz4 2.74 3.19 8.46 8.46 1 1 Mg 1 4 5 24.22+0.96x18.07+0.59
MoZz5 2.20 2.65 5.72 8.47 1 1 Mg 1 7 9 25.31+1.05x17.19+0.76
MozZ6 2.14 3.17 6.11 8.46 1 1 Mg 1 4 7 25.17+0.66x17.29+0.41
Moz7 2.52 3.09 8.41 8.45 1 1 Mg 1 3 5 25.76+0.88x18.20+0.48
MoZ8 2.66 3.14 8.12 8.47 1 1 Mg 1 4 7 24.50+0.83x17.34+0.48
MoZz9 2.63 2.90 8.15 8.47 1 1 Mg 1 4 9 24.91+0.96x17.73+0.54
MoZ10 2.35 2.95 8.45 8.46 1 1 Mg 1 3 6 24.40+0.79x18.00+0.62

“MoMo Monilinia aislado de Morelos, MoMi Monilinia de Michoacan, MoC Monilinia de Chihuahua, MoA Monilinia
de Aguascalientes y MoZ Monilinia de Zacatecas.

YMargenes lobulados (ML). 1 lobulados; 0 no lobulados.

*Presencia de masas estromaticas (ME). 1 presencia; 0 ausencia.

" Coloracion de la colonia (CC). C Crema; Mg Marron grisaceo.

¥ Anillos de crecimiento (AC). 1 presencia; 0 ausencia.

Y Anillos de crecimiento en papa dextrosa agar (AC en PDA); Anillos de crecimiento en agar-durazno (AC en AD).

Los 50 cultivos monospéricos de Monilinia sp. fueron morfolégicamente similares en

margenes lobulados, presencia de masas estromaticas, color de la colonia y anillos

de crecimiento en los medios de cultivo PDA 'y AD; (Fig. 4).

Figura 4. M. fructicola con abundante esporulacion y anillos de crecimiento en medio
de cultivo AD, A) y en PDA B), a los 8 dias después de la siembra.
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La tabla 3, (Fig. 5) a los 2 dias y (Fig. 6) a los 6 dias indican que los 50 cultivos

monospoéricos de Monilinia sp. crecieron mas rapido en AD, que en PDA,

independientemente de la entidad de donde se aislaron.

En la figura 5, se puede observar que los cultivos monospoéricos de menor

crecimiento en PDA son MoMo4 con 1.36 cm y MoMo9 con 1.41 cm del mismo

estado; 6 aislamientos con mayor crecimiento MoC3 y MoMi9 con 2.8 cm. Cultivos

monosporicos de menor crecimiento en AD, son MoA10 con 2.51 cm y MoMi6 con

2.5 cm; 6 aislamientos con mayor crecimiento MoC3 con 3.61 cm y MoMo5 con 3.56

cm. También se observd monospoéricos que mantienen su ritmo de crecimiento

mayor en ambos medios, como el MoC3 con 2.8 cm en PDAy 3.61 cm en AD..
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Figura 5. Evaluacion de los 50 cultivos monospéricos de Monilinia sp.
PDA y AD, (agar-durazno) a los 2 dias de crecimiento 2009.
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A los 6 ddi el crecimiento de los cultivos monospdricos en PDA, fue menor que en
AD:. A los 6 dias en PDA hubo crecimientos de 3.88 a 8.46 cmy en AD, de 7.11 cm

a 8.59 cm.

Hubo cultivos monosporicos con crecimiento igual en PDA y AD, (MoC3, MoZ1 y
MoZ4), aislamientos de crecimiento lento en PDA y rapido en AD, fueron MoMo9,
MoMo6 y MoMo4. El cultivo monosporico MoZ4 tuvo crecimiento lento en PDA y

AD; a los 2 dias de evaluacion y rapido crecimiento a los 6 dias (Fig. 6).

BPDA BAD

1
= rwwrns

EEERER
7]

T ]
S TR

Iy 7 7 L 1]

O ECICCECETENTS
Y IEEEEECECCE RS

FEERERENERARAERD

N T Y T L)

T T T T T T L]

Y Y 7 T L L L L LE]

TENENNEECEEEE A AN ERRR

S RN AR RAAA AN R AR

7
EOETECE AR N AR R

CEEEEERRARARRANLE

AR KRR RARENE AR R]
BT

L FTTrTTTErrereys

EER-
PR R TR R ECET R
S RN RRCECNART
TSR R R AR R
TS
S R RERAS N RO AR
)
o
A EREEEEEERTEACRRERRE
R

O TS

U SRR ERAAAAR]

U SRR RN AR ANAA AR AR

S R E R KRN R RRS

AR R R

T )
S R EETTCA T E AR TN EEE Rl

Diametro de crecimiento (cm).
N W A OO N O ©

1-
O-
Y 2L:2 5586883832952 58888
%%%%%22222%%%%%oooooooooo

Cultivos monospéricos

Figura 6. Evaluacién de los 50 cultivos monospdéricos de Monilinia sp. obtenidos de
durazno en los medios PDA y AD; a los 6 dias de crecimiento, 2009.

Las diferencias en el diametro de crecimiento de los cultivos monospéricos de
Monilinia sp. a los 2 y 6 dias de incubacion fue significativo (P=0.05). Los

monosporicos de Zacatecas (MoZ) fueron los de mejor crecimiento en ambas fechas
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de evaluacion. Otros variaron, por ejemplo los de Chihuahua (MoC) a los 2 dias

fueron segundo en mejor crecimiento, pero a los 6 dias fue el cuarto (Tabla 4).

Tabla 4. Comparacién del crecimiento en centimetros de los cultivos monospéricos
de Monilinia sp. de los cinco Estados en PDA y AD, a los 2 y 6 dias de la siembra.

Estado 2 dias 6 dias
Zacatecas 2.75a 7.98a
Chihuahua 2.69ab 6.96b
Michoacéan 2.64abc 7.47ab
Morelos 2.45bc 6.71b
Aguascalientes 2.42c 7.13b

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (Tukey, P=0.05).

El mejor medio de cultivo para el crecimiento de Monilinia sp. fue AD, (Tabla 5).

Tabla 5. Comparacién del crecimiento en centimetros de los cultivos monospéricos
de Monilinia sp. en PDAy AD; a los 2 y 6 dias de la siembra.

Medio de cultivo 2 dias 6 dias

AD, 2.99a 8.37a
PDA 2.19b 6.13b

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (Tukey, P=0.05).

Los 50 cultivos monospéricos de M. fructicola tuvieron mayor crecimiento que M.
laxa y M. fructigena, a los 4 dias de evaluacion en AD, con una media de
crecimiento minimo de 4.8 + 0.84 cm y un maximo de 7.7 + 0.42 cm. A los 6 dias en
PDA obtuvieron, una media de crecimiento minimo de 3.88 + 0.08 cm y maximo de
8.46 + 0.01 cm. El crecimiento minimo de M. fructicola fue menor comparado con el
M. laxa (4.70 + 3.08) (desviacion estandard muy alta, con 22 aislados) y M.

fructigena (6.86 = 0.70, con 6 aislados) registrados por Mufios et al. (2008). Sin
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embargo, el crecimiento maximo de M. fructicola fue superior a las otras dos
especies. M. fructicola tuvo mayor crecimiento en AD, que en PDA (Tabla 6).
Batra (1979) establecio que M. laxa podia diferenciarse de M. fructigena y de M.

fructicola por su menor tasa de crecimiento.

Tabla 6. Comparacion del crecimiento en centimetros de colonias de Monilinia laxa y
M. fructigena evaluados a los 4 y 7 dias (Mufios et al., 2008) y a los 6 dias en la
presente investigacion con 50 cultivos monospdéricos de M. fructicola, 2009.

Medio-dias M. laxa M. fructigena M. fructicola
22 aislados 6 aislados 50 cultivos monospdricos

PDA-4 1.76+£0.41-5.90+0.71  4.19+0.40-4.62+0.85 2.2+0.53- 6.1+0.7

AD, X= 4.34+0.51
4.8+0.84- 7.7+0.42
X=6.12+0.39

PDA-6 _ o 3.88+0.08 - 8.46+0.01

AD X=6.13+1.39

2 7.11+0.3 - 8.59+0.22

Xx=8.37+0.28

PDA-7 4.70+3.08- 7.86+1.08 6.86+0.70-7.83+0.78

Hubo variacion en la produccion de anillos de crecimiento de los -cultivos
monospoéricos en los medios PDA y AD,, por ejemplo: el monospérico MoMil
produjo 10 anillos en PDA y ocho anillos en AD,, MoMi6 produjo cuatro anillos en
PDA y ocho en AD,, MoMi5, tuvo cinco anillos tanto en PDA como en AD, y MoMi3
no presentd anillos en ambos medios (Tabla 3). Mufios et al. (2008) al evaluar
aislados de M. fructigena y M. laxa a los 15 dias de incubacion, observé para M.
laxa colonias color marrén grisaceo, poco prominentes, margenes ondulados, anillos
de crecimiento oscuros; en M. fructigena observé colonias color crema, crecimiento
uniforme y continuo, margenes de la colonia no lobulados y abundante micelio aéreo
en correspondencia con zonas de mayor esporulacién. También mencion6é que
algunas especies de M. fructigena se asemejaban a las de M. laxa por su aspecto

en forma de roseta y la presencia de circulos de crecimiento y que la formacién de
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abundante masa estromatica en M. fructigena solo se observo en un aislamiento de
M. laxa. En nuestro caso, M. fructicola desarrollé colonias parecidas a M. fructigena.
M. fructicola esporuld con abundantes estromas y spermacios y margenes de la
colonia no lobulados a los tres dias en malta agar. El crecimiento en PDA al 2%, con
luz diurna permitié distinguir M. laxa de M. fructicola; M. fructicola se desarrollo
rapidamente, con aros concéntricos de muchas esporas, M. laxa crecid6 mas
despacio y las colonias fueron lobuladas con pocas esporas (CABI y EPPO, 1990).
En nuestro caso, M. fructicola también produjo aros concéntricos de esporulaciéon y
margenes de la colonia lobulados en PDA y AD,. Los cultivos de ambas especies
bajo luz continta esporularon profusamente, especialmente sobre agar con tomate o
harina de avena y sobre trozos de melocotdn, albaricoque o pera. Ogawa (1999)
afirmo que otro método de diferenciacion fue inocular pera verde madura donde M.
fructicola esporulé abundantemente, mientras que la esporulacion de M. laxa fue
escasa. La esporulacion profusa en nuestro medio AD, que contiene trozos de

durazno, coincidio con lo registrado por Ogawa (1999).

Las medidas de los conidios en el presente trabajo fueron de 23 - 27.3 x 15.7 - 18.6
pum, a los 12 dias de la siembra en AD, a temperatura 23 + 1°C y luz ambiental, no
coincidieron con las de CABI y EPPO (1990): 14.5- 16 x 9.5 - 11 pum a los 3 dias en
malta agar y luz continua, Ogawa (1999): 8 - 28 um por 6 - 19 um en PDA al 2% con
luz continua o con Santiago (2008): 8.9-11.2 x 4.5-4.9 um en PDA con temperatura
de 24 °C a los 4 dias de la siembra. La diferencia de las medidas de los conidios
pudieran explicarse por los medios empleados, las condiciones de incubacion y el

origen geografico de los conidios.
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La colonia de Monilinia sp. fue de forma circular concéntrica, con abundante
producciéon de masas estromaticas en grupos o ramilletes (esporodoquios),
conformados de cadenas de conidios hialinos, cortos, elipticos o limoniformes,
unicelulares, ramificados sobre conidioforos hialinos y cortos, con hifas septadas,
hialinas y bifurcadas, produce microconidios (espermacios 0 gametos masculinos)
que en medio de cultivo forman cadenas sobre conidioforos en forma de botella, que
al parecer intervienen en la fecundacién del hongo en la produccion de apotecios
(Fig.7). Estas observaciones coincidieron con Mendoza y Pinto (1985), Manzanares

(1993), Barnett y Hunter (1998) y Agrios (2002).
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10kV X150 100pm

5pm CP-UME

10kV  X6,500

10kV X1,300 10pm

Figura 7. A) Crecimiento caracteristico anillado de Monilinia fructicola aislado de
durazno, B) agrupacién de esporodoquios C) formacion de cadenas de conidios D)
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conidios hialinos, limoniformes, cortos, unicelulares de fruto inoculado y D1) de
medio AD,, E) presencia de hifas septadas, hialinas y bifurcadas y F) microconidios
(espermacios) circulares sobre conidiéforo en forma de botella.

Hubo diferencia en la forma de los conidios de Monilinia sp. obtenidos por
Microscopia Electrénica de Barrido, la base de los conidios obtenidos en AD, fue

mas ancha (Fig. 3D1), comparada con los obtenidos del fruto inoculado (Fig. 3D),

esta diferencia posiblemente a las condiciones en que se desarrollo el patégeno.

Lane (2002) mencion6 que la identificacibn morfolégica y cultural de las diferentes
especies presenta dificultades por las diferencias cualitativas y cuantitativas de las
colonias entre los aislados de una misma especie. Tjasa et al. (2007) afirmé que la
morfologia de diferentes especies es similar. Mufos et al. (2008) indic6 que no hay
un caracter morfolégico especifico que permita separar las distintas especies, por lo
gue sugiere usar métodos moleculares, Ogawa (1999) probé la diferenciacion de
especies mediante electroforesis y la serologia. Malvarez et al. (2001) propusieron
iniciadores especificos para la identificacion rapida y fiable de las especies de
Monilinia. La identificacién molecular puede detectar directamente al patégeno en el
huésped sin necesidad de aislarlo y cultivarlo (Fulton y Brown, 1997 y Tjasa et al.,

2007).

La comparacion de las variables de la tabla 3, mediante un analisis multivariado con
apoyo del programa Minitab, dio como resultado un dendograma de similaridad. La
mayoria de los cultivos monosporicos se agruparon con una similaridad aproximada
de 83 %. Se observé que los cultivos monosporicos MoMi4, MoMo9, MoMil y MoZ2
fueron agrupados con un 77 % de similaridad, MoC9 con un 70%, MoMi3 con 60% y

MoMo5 con 33.07 % aproximadamente (Fig. 8).
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Figura 8. Dendograma de la caracterizacion morfolégica de los 50 cultivos
monosporicos de M. fructicola, aislados de durazno de cinco entidades de México,

2009.

Caracterizacion molecular

Una banda de 500 pb fue obtenida por PCR para cada cultivo mosnospérico (Fig. 9),
Ma et al. (2003) obtuvieron una banda de 500 pb a partir de conidios de M.
fructicola, con cuatro iniciadores (EMfF + EMfR y IMfF + IMfR) aislados o
combinados. C6té et al.,, (2004) combind los iniciadores disefiados, [(M0368-5
(TGGAAGTTTTGACACCT), MO368-8R (TCAAACATCGTCCATCT), MO368-10R
(GTACCAGGG), laxa-R2 (CTTCAG)], para la amplificacion de las bandas de la

misma region gendémica de M. fructicola y M. laxa resultando un producto de 402 pb
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para M. fructigena, de 535 pb para M. fructicola, de 351 pb para M. laxa y de 425 pb
para M. polystroma aislados de manzana, pb que se encuentran ligeramente por
arriba de los obtenidos para M. fructicola. Fulton y Brown (1997) localizaron un
grupo intron | de 418 pb en la subunidad pequefia (SSU) del ADNr de M. fructicola
gue esta ausente en M. laxa y M. fructigena y con una PCR especifica, amplificaron
un producto de 444 pb para M. fructicola, aislada de ciruela. El disefio de iniciadores
especificos para M. fructicola ha sido utilizado con éxito (Férster y Adaskaveg,

2000).

SOOPb %. 0------———;3-—57. .

Figura 9. Producto de PCR obtenido mediante la amplificacion con iniciadores
universales para Monilinia sp. M: marcador de 100 pares de bases.

Los DNA de 45 de los cultivos monospéricos de Monilinia spp. fueron depositados
en el GenBank® de NCBI para su homologacién dando como resultado Monilinia
fructicola con numero de acceso FL515894 siendo el valor mas alto de identidad.
Todos los cultivos monosporicos se agruparon con la especie Monilinia fructicola, y

se separaron de las especies de M. fructigena, M. laxa y M. polystroma (Fig. 10).
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Fulton et al. (1999) citado por C6été et al. (2004) mencionaron la presencia de un
intron ribosomatico en la subunidad pequefia. Carbone y Kohn (1993), Arne et al.
(1997) y Fulton et al. (1999) observaron que dentro de las secuencias de los
espacios internos ribosomaticos trascritos (ITS) de las regiones de las especies se
ha notificado el intrén, lo cual revela un alto nivel de similitud entre aislados de
misma especie. Fulton y Brown (1997) diseiaron iniciadores que amplifican
diferencialmente M. fructicola, los iniciadores mfs-3 y NS5 amplificaron un fragmento
de 444 pb correspondiente al intrén | de la region 18 S. El intron no es producto de
PCR amplificado en algunos aislados de M. fructicola lo que sugiere que algunas
cepas carecen del intron (Fulton et al., 1999, Forster y Adaskaveg, 2000, Hughes et
al., 2000 y C6té et al., 2004,). Forster y Adaskaveg (1999) consiguieron resultado
positivo en 7 de 21 aislamientos como M. fructicola, debido a la variabilidad genética
entre aislados a consecuencia del intrén | en el rDNA lo cual lo confirmaron por
analisis de RAPD con otros iniciadores que todos eran M. fructicola. Es por ello que
Penrose et al. (1976), citado por Coté et al. (2004), indicaron que la identificacion
morfologica es dificil ya que el intron varian entre aislamientos dentro de las
especies 0 de una misma especie. Probablemente por ello en la figura 9, se
observan diferentes agrupamientos dentro de la misma especie,

independientemente de la region geografica de origen (Fig. 10).
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Agrupamiento de M. fructicola
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Figura 10. Dendograma obtenido de las secuencias de 45 cultivos monosporicos de
M. fructicola de durazno de cinco entidades de México, comparadas con las
especies M. polystroma, M. fructigena y M. laxa que son las tres del extremo
izquierdo, 20089.
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CONCLUSIONES

El hongo causante de la pudricion café en los estados de Aguascalientes,
Chihuahua, Michoacan, Morelos y Zacatecas fue Monilinia fructicola, con base
morfoldgica y molecular. Monilinia crecié un 100 % mas rapido en AD; que en PDA a
los 7 dias. M. fructicola, expres6 una mayor variabilidad morfolégica en PDA. La
morfologia de los cultivos monosporicos provenientes de los cinco Estados fue

similar.
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CAPITULO II. AGRESIVIDAD DE Monilinia fructicola in vitro SOBRE DURAZNO,
PERA'Y MANZANA.

Leticia Robles Yerena, MC.

Colegio de Postgraduados, 2010.

La pudricion café es la enfermedad de mayor importancia del durazno en
precosecha y postcosecha. Causando pérdidas de 50 al 100 % en los huertos, y
durante el transporte y comercializacién. El objetivo del presente trabajo fue
caracterizar la agresividad de 50 cultivos monospéricos de Monilinia fructicola, 10 de
cada uno de los Estados de Aguascalientes, Chihuahua, Michoacan, Morelos y
Zacatecas durante el 2008 - 2009. Frutos de durazno Diamante criollo fueron
inoculados, y a los 2 y 5 dias después de la inoculacion (ddi) el didmetro de las
lesiones se evalud. Los frutos desarrollaron necrosis gradual de la epidermis y
anillos concéntricos de esporulacion café. Diferencias en agresividad de los cultivos
monosporicos no fue significativa (P=0.05). Frutos inoculados de peras y manzanas
mostraron sintomas y signos similares a los frutos de durazno. Manzanas desarroll6
masas de esporodoquios de crecimiento aleatorio, no concéntrico. La agresividad de
M. fructicola a los 8 ddi fue significativamente mayor en pera que en manzana
(P=0.05). A mayor periodo de incubacién mayor el diametro de lesion en pera y

manzana (P=0.05).

Palabras clave: Pudricion café, patogenicidad, postcosecha.
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AGGRESSIVENESS OF Monilinia fructicola ON PEACH, PEAR, AND APPLE.

Leticia Robles Yerena, M.Sc.
Colegio de Postgraduados, 2010.

Brown rot is the most important disease of peach, before and after harvest causing
losses from 50% to 100%, in the orchards, and during transport and marketing. The
objective of the present work was to characterize the aggressiveness of 50
monosporic cultures of Monilinia fructicola, 10 from each of the states of
Aguascalientes, Chihuahua, Michoacan, Morelos, and Zacatecas, during 2008 and
2009. Diamante peach fruits were inoculated, and 2 to 5 days after inoculation (dai)
the diameter of the lesions was evaluated. The fruit epidermis developed gradual
necrosis, as well as brown and concentric spore rings. Differences in aggressiveness
of the 50 were not significant (P=0.05). Inoculated Pear fruits inoculated with five
monosporic cultures, one from each state, showed symptoms and signs similar to
those of peach fruits. Apples differed in developing random growing, non-concentric
sporodochia masses. The aggressiveness of M. fructicola, 8 dai, was significantly
higher in pear than in apple (P=0.05). The longer incubation period the larger lesion

diameter in pear and apple (P=0.05).

Key words: Brown rot, pathogenicity, post-harvest.
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INTRODUCCION

Monilinia fructicola es uno de los patégenos mas importantes de las especies de
frutas de hueso en donde causa la pudricion café (Ogawa e English, 1991, citado
por Ogawa et al., 1999). Esta enfermedad ocurre en todos los paises donde se
cultivan frutales de hueso. La enfermedad ocurre en zonas con primaveras y
veranos humedos y calidos, en donde se dificulta su control y puede ocasionar
grandes pérdidas durante la maduracion de los frutos y en su comercializacion
(Mondino, 1997, Malvarez et al., 2001, Agrios, 2002 y Fruticultura y Diversificacion,
2007). En infecciones severas y deficiente control, del 50 al 75% de los frutos se
pudren en los huertos y en la comercializacién (Agrios, 2002, Luo y Michailides,
2003 vy Fruticultura y Diversificacion, 2007). Michailides y Morgan (1997)
mencionaron infecciones de un 43 a 69 % de la pudricion café (M. fructicola o M.
laxa) en frutos contiguos en comparacion con frutos solitarios, los conidios de M.
fructicola germinaron mas abundante y rapidamente.

El rendimiento disminuye también porque el hongo induce atizonamiento en flores,
puede permanecer en un estado de reposo en la epidermis de frutos inmaduros
hasta la madurez de cosecha, produciendo infecciones latentes que se activan para
dar lugar a la colonizacion y destruccion de la fruta (Prusky, 1996). Ibbotson-
Darhowerx et al. (1998) y Luo y Michailides, (2001) observaron que la fruta es mas
susceptible aproximadamente dos semanas antes de madurez completa. Las frutas
momificadas en los arboles o en el suelo son importantes fuentes de indculo
secundario (Landgraf y Zehr, 1982, Biggs y Northoyer, 1985, Ogawa e English, 1991
citado por Ogawa et al., 1999; Northoyer y Biggs, 1995, Holtz et al.,, 1995,

Michailides y Morgan 1997 y Hong et al., 1997).
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Los sintomas en los frutos aparecen cuando se aproximan a su madurez, pequefias
manchas circulares de color café, que se extienden con rapidez en todas
direcciones y, dependiendo de la humedad, se cubren con ramilletes de conidios de
color cenizo, los cuales brotan a través de la cascara del fruto y se esparcen en
anillos concéntricos sobre la superficie del fruto. Los frutos infectados se momifican
y permanecen colgados del &rbol o caen en el suelo. En ocasiones aparecen
cancros sobre ramas que se secan y mueren (Agrios, 2002, Fruticultura y

Diversificacion, 2007).

Los primeros organos atacados son las flores; luego de invadir los estambres,
pistilo, el ovario, los pétalos o sépalos y el pedunculo la infeccion avanza sobre el
brote. Las flores marchitas quedan cubiertas por una masa de conidios y pueden
caerse o permanecer adheridas a la rama. El brote floral muere y también el resto
de las flores, que luego son invadidas por otras especies de hongos. Los frutos
pueden ser infectados inmediatamente después del cuajado, manifestandose la
enfermedad antes o después de la cosecha. La infeccion del fruto se produce
directamente a través de la cuticula, en la base de los tricomas o a través de

rajaduras y heridas (Silvera et al., 2004 y Fruticultura y Diversificacion, 2007).

El factor mas importante para que ocurra infeccion es la humedad, con 100 % de
HR todos los organos florales son atacados. Los conidios se forman con
temperaturas entre 5y 30 °C, con un optimo de 20 a 25 °C, se dispersan por la lluvia
y el viento, y para que la infeccion tenga éxito se requieren de 27 o 29 horas de
humedad, independientemente de la temperatura (Agrios, 2002 y Silvera et al.,

2004).
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Las infecciones latentes de M. fructicola ocurren en la floracion y en frutos
inmaduros, y después de un periodo de inactividad, que puede durar varias
semanas, se manifiestan cuando los frutos maduran (Jenkins et al., 1965, Northover

y Cerkauskas, 1994 y Hong et al., 1997 citado por Leeuwen et al., 2000).

Van Leeuwen et al., (2000) demostraron que las conidias de M. fructigena son
facilmente esparcidas en cortas distancias, facilitando la diseminacion dentro de un
arbol, aunque la infeccion final depende de la presencia de lesiones en la cascara
de la fruta para la penetracion. Bannon et al., (2008) mencionaron que las heridas
son requisito para la infeccibn de M. fructigena, independientemente de la
concentracion de conidios en la epidermis del fruto. Esta especie se extiende solo
en las frutas almacenadas contiguas, a través de los poros corticales o lenticelas
(Luo y Michailides, 2003 y Plantpro, 2009). Por ello las pérdidas causadas por M.
fructigena en pre-cosecha son menores que las causadas por M. fructicola, que no

requiere de heridas (Leeuwen et al., 2000).

Las perdidas por M. fructigena no exceden al 5 % en pre-cosecha y aumenta
gradualmente en postcosecha. Esta especie provoca la pudricion de manzanas y
peras maduras. La infeccién ocurre por heridas mecanicas, granizadas, insectos,
aves y polillas de la hoja de la manzana (Leeuwen et al., 2000). M. fructigena causo
en Europa pérdidas del 5 % al 35 % en manzanas, peras Yy ciruelas, en veranos
calurosos (Mackie et al., 2005). M. laxa f. mali causa la marchitez de flores y cancro
en arboles de manzana (Leeuwen et al., 2000). M. fructicola y M. laxa solo afectan

Prunus spp. (Malvarez et al., 2001).
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Con base en los trabajos revisados se observd que M. fructicola muestra
variabilidad en agresividad en frutos dependiendo de las condiciones ambientales,
por ello, el objetivo del presente estudio fue evaluar la agresividad de cultivos
monosporicos de M. fructicola provenientes de diferentes Estados de México sobre
frutos de durazno variedad Diamante. Lo anterior permitiria ajustar las estrategias

de manejo de la enfermedad.
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MATERIALES Y METODOS

Area de muestreo

En el afio 2008-09 se colectaron en la central de lztapalapa, México frutos de
durazno, de diversos cultivares, provenientes de Aguascalientes, Chihuahua,
Michoacan, Morelos y Zacatecas (Fig.1). Una caja de cada Estado con
aproximadamente 250 frutos se observé en el laboratorio y se separaron los
primeros 10 frutos son sintomas y signos de la pudricion café, de donde se hicieron

aislamientos y cultivos monospdéricos.

Zacatecas

Figural. Sitios de origen de durazno en México de donde se aislé M. fructicola,
2008-2009.
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Aislamiento del patégeno

Fragmentos de tejido enfermo o una suspension de conidios de frutos con sintomas

y signos de la pudricion café se colocaron en medio de cultivo Agar-durazno (AD>).

Fragmentos de frutos de durazno de los estados de Morelos y Michoacan con
sintomas de pudricion café se desinfestaron por inmersion con hipoclorito de sodio
al 1 % durante un minuto, seguidamente de dos pasos en agua destilada estéril, se
retiro la humedad de los fragmentos y se sembraron 4 piezas en cajas de Petri con
Agar-Durazno (AD,, 200 gr durazno, 20 gr Agar en 1000 mL agua destilada).
Cuando los aislados esporularon, se realizé una suspension de conidios con agua
destilada estéril en AD,. Las cajas se incubaron durante 48 h a 23 + 1 °C. Las
colonias fungosas predominantes fueron transferidas a nuevas cajas con AD; y se
purificaron mediante cultivos monospoéricos para realizar pruebas de patogenicidad
e identificacion molecular. Los cultivos monospéricos fueron conservados en aceite

mineral, tiras de papel y en cajas de Petri con medio AD».

Diez cultivos monospdricos se conservaron de cada uno de los cinco estados (Tabla
1).
Tabla 1. Cultivos monospéricos de M. fructicola, clave asignada, especie

identificada, cultivar afectado, procedencia de la muestra, y fecha de aislamiento,
2008-20009.

Cultivo Especie Cultivar Localidad Fecha
monosporico” durazno aislamiento
MoMol M. fructicola Diamante Morelos 12/01/08
MoMo2 M. fructicola Diamante Morelos 12/01/08
MoMo3 M. fructicola Diamante Morelos 12/01/08
MoMo4 M. fructicola Diamante Morelos 12/01/08
MoMo5 M. fructicola Diamante Morelos 12/01/08
MoMo6 M. fructicola Diamante Morelos 12/01/08
MoMo7 M. fructicola Diamante Morelos 12/01/08
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MoZ8 M. fructicola Criollo Zacatecas 26/08/08
MoZ9 M. fructicola Criollo Zacatecas 26/08/08
MoZ10 M. fructicola Criollo Zacatecas 26/08/08

MoMo Monilinia aislado de Morelos, MoMi Monilinia de Michoacan, MoC Monilinia de Chihuahua, MoA
Monilinia de Aguascalientes y MoZ Monilinia de Zacatecas.

Prueba de agresividad de M. fructicola sobre durazno

La agresividad de los 50 cultivos monospéricos de M. fructicola se evalud sobre
frutos de durazno variedad Diamante que es susceptible a M. fructicola. Los frutos
inoculados fueron previamente seleccionados por su madurez fisioldgica
homogénea, lavados en agua corriente, asperjados con etanol al 70 % durante un
minuto, y después se retiro etanol con agua destilada estéril. Seis frutos fueron
colocados sobre toallas humedas estériles en charolas individuales de unicel

cubiertas con una bolsa de plastico a manera de camara humeda.

Un fragmento del cultivo monospérico se transfiri6 a AD, y después de 10 dias se
elaboré una suspension de 2.4 x 10* conidios por mL, que se inoculé sobre frutos de

durazno variedad Diamante.

Cada cultivo monospérico se inoculé en tres frutos, a los que se les hizo dos
punciones de 1mm diametro y 3 mm profundidad por fruto. En cada puncién se
introdujeron 480 conidios (20 pL de la suspensién de conidios). Los frutos testigo
recibieron 20 yL de agua destilada estéril. La prueba de agresividad se repitié6 dos

veces.
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El material inoculado se incub6 en cdmara hiumeda a 23 + 1 °C, 100% de HR y
fotoperiodo de 12 horas luz-oscuridad, durante 6 dias. A los 48, 72, 96 y 120 horas
después de la inoculacion se midi6 el diametro de las lesiones; la abundancia de
esporulacion se evalud visualmente y se comparo la formacion de anillos y la
necrosis de la epidermis (Fig. 2). De los frutos inoculados se hicieron reaislamientos
gue se incubaron a 23 °C para reidentificar a M. fructicola y confirmar los Postulados

de Koch.
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Figura 2. A) Inoculacién de frutos de durazno variedad Diamante con M. fructicola,
B) colocacion de frutos en camara humeda, C) evaluacion de sintomas en frutos
inoculados y D) medicion del diametro de lesion, 2009.

La agresividad de los cultivos monospoéricos de M. fructicola sobre duraznos cv
Diamante se evalu6 comparando los diametros de crecimiento a los dos y cinco dias

ddi. Las medias obtenidas se compararon con una prueba de Tukey (P=0.05).

Inoculacion en frutos de manzanay pera
Frutos de pera variedad Mantequilla y manzana variedad Golden, se inocularon con
un cultivo monosporico de M. fructicola de cada Estado. La inoculacion por puncion

y condiciones de incubacion fueron similares a la de los duraznos (Fig. 3).

Figura 3. Inoculacion de M. fructicola en pera variedad Mantequilla A) y manzana
variedad Golden B), 2009.

La patogenicidad de los cultivos monospoéricos de M. fructicola sobre pera y

manzana se evalu6 comparando los didmetros de crecimiento a los 2 y 8 ddi. El
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area bajo la curva de crecimiento de la enfermedad también se midid. Las medias
obtenidas se compararon con una prueba de Tukey (P=0.05), utilizando el programa

SAS System Windows Version 9.0, 2002.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Prueba de agresividad sobre frutos de durazno (Diamante)

Todos los cultivos monosporicos de M. fructicola fueron agresivos en los frutos de
durazno inoculados. Los frutos manifestaron sintomas tipicos de la pudricion café
desde las 24 h después de la inoculacion. En los frutos se formaron lesiones café,
conceéntricas con abundante y moderada esporulacion alrededor del area inoculada,
produciendo una necrosis en la mayoria de los frutos al término del ensayo (Fig. 4);

lo cual concord6 con (Ogawa 1999 y Fruticultura y Diversificacion, 2007).
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Figura 4. A) Frutos de durazno inoculados con M. fructicola mostrando abundante
esporulacion café concéntrica y necrosis de la epidermis B) moderada esporulacion
y sin necrosis de la epidermis, a los 10 dias después de la inoculacion, 2009.

El 82 % de los frutos inoculados presentaron anillos concéntricos, el 62 % mostraron
abundante esporulacion y el 70 % mostraron necrosis de la epidermis (Tabla 2). La
necrosis posiblemente se debe a micotoxinas que aceleran la descomposiciéon del

tejido del fruto (Tjasa et al., 2007). Un alto nivel de acido fendlico en la superficie de
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la fruta podria suprimir la producciéon de cutinasas por M. fructicola (Luo y
Michailides, 2002). Concentraciones altas de los acidos clorogénico y fendlicos en la
epidermis del fruto se asocian con un alto nivel de resistencia a M. fructicola
(Bostock et al., 1999). La mayoria de los frutos de durazno inoculados presentaron
una severa necrosis y donde no, probablemente fue debido a la presencia de estos
acidos.

Tabla 2. Caracteristicas morfologicas de 50 cultivos monospoéricos de M. fructicola

inoculados en frutos de durazno a los 11 dias y diametro de lesiones evaluadas a
los 2 y 5 dias despues de la inoculacion, 2009.

Cultivo Diametro de lesién (cm)

monosporico” 2 dias 5 dias EY AC* CcE"
MoMo4 1.86+0.09 5.43+0.48a 1 1 1
MoC3 2.61+0.18 5.42+0.19a 1 1 0
MoMi4 1.64+0.30 5.41+0.13a 1 1 1
MoA2 1.99+0.14 5.37+0.19a 1 1 1
MoA5 1.19+0.18 5.37+0.26a 0 1 1
MoAG6 1.66+0.16 5.37+0.14a 1 1 1
MoC5 1.90+0.09 5.29+0.26a 1 1 1
MoC7 1.55+0.15 5.29+0.26a 0 1 2
MoC9 1.88+0.29 5.25+0.25a 1 1 1
MoC6 1.93+0.16 5.25+0.30a 0 1 2
Moz4 1.94+0.66 5.25+0.19a 1 0 1
MoZ5 2.14+0.34 5.25+0.21a 1 0 0
MoA9 1.49+0.88 5.25+0.06a 1 0 0
MoMo?2 2.16+0.35 5.24+0.15a 1 1 2
MoC10 1.87+0.27 5.23+0.28a 0 0 0
MoAl 1.33+0.29 5.22+0.27a 1 0 0
MoMi6 1.09+0.22 5.18+0.15a 1 1 1
MoMo6 1.80+0.39 5.18+0.13a 0 1 0
MoA7 1.55+0.49 5.17+0.23a 1 1 0
MoMo8 0.95+0.26 5.17+0.12a 1 1 0
MoMi7 1.53+0.51 5.17+0.18a 0 1 2
MoZ1 1.91+0.53 5.17+0.27a 0 1 1
MoZ3 2.14+0.22 5.16+0.25a 1 1 1
MoMo9 1.23+0.56 5.15+0.55a 1 1 1
MoZ8 1.98+0.25 5.09+0.20a 1 1 1
MoMol 1.81+0.38 5.09+0.24a 0 1 1
MoMo7 1.74+0.63 5.08+0.03a 1 1 1
MoMi8 1.57+0.22 5.08+0.67a 1 1 1
MoMo5 2.31+0.14 5.07+0.10a 0 1 2
MoC1 2.37+0.32 5.06+0.15a 1 1 1
MoZ10 1.18+0.50 5.06+0.52a 0 1 1
MoMi5 1.56+0.26 5.05+0.15a 1 0 0
MoA4 1.26+0.45 5.03+0.59a 0 1 1
MoMil10 1.50+0.46 5.03+0.67a 0 1 1
MoMo3 1.10+0.63 5.02+0.18a 0 1 1
MoC4 2.51+0.27 4.98+0.19ab 0 1 1
MoA3 1.98+0.29 4.97+0.27ab 0 1 1
MOoAS8 1.71+0.19 4.95+0.22ab 1 1 1
MoZ2 2.26+0.22 4,94+0.12ab 1 0 1
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MoC2 0.79+0.35 4.92+0.12ab 1 1 0
MoMi9 1.39+0.68 4.91+0.77ab 0 1 1
MoMo10 2.12+0.17 4.80+1.28ab 1 1 1
MoMil 1.30+0.39 4.70+0.80ab 1 0 1
MoZ6 0.82+0.60 4.57+0.38abc 1 1 1
MoA10 1.18+0.13 4.56x0.23abc 1 1 1
MoMi3 1.82+0.19 4.53+0.56abc 0 0 1
MozZ7 1.82+1.11 4.44+1.23abc O 1 1
MoC8 1.26+0.30 4.27+1.11abc O 1 1
MoZ9 1.50+0.56 3.76x1.63 bc 1 1 1
MoMi2 0.66+0.01 3.33+1.56 ¢ 1 1 1

“MoMo Monilinia aislado de Morelos, MoMi Monilinia de Michoacan, MoC Monilinia de Chihuahua, MoA
Monilinia de Aguascalientes y MoZ Monilinia de Zacatecas.

v Esporulacién (E). 0 esporulacién moderada; 1 esporulacién abundante.

* Anillos de crecimiento (AC). 0 ausencia; 1 presencia.

Y Necrosis de la epidermis (CE). 0 ausente; 1 presente; 2=necrosis parcial.

La agresividad de los 50 cultivos monospéricos inoculados sobre los frutos de
durazno fue variable (Tabla 2 y Fig. 5). Los cultivos monosporicos mas agresivos
fueron MoC3 con un didmetro de lesion de 2.61 cm a los 2 ddi y el MoMo4 con 5.43
cm a los 5 ddi, mientras que el monosporico MoMi2 fue el menos agresivo en ambas
fechas de evaluacion. Hubo cultivos monospéricos, como el MoC4 con un didmetro
de lesion 2.51 cm a los 2 ddi y que a los 5 ddi el tamafio de la lesion incremento

escasamente con 4.98 cm.
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Cultivos monospéricos

Figura 5. Agresividad de los cultivos monospéricos de M. fructicola inoculados sobre

frutos de durazno variedad Diamante a los 2 y 5 dias después de la inoculacién,

2009. Destacan el MoMo4 por su rapido crecimiento y el MoMi2 por su lento

crecimiento a los 5 ddi.

Los resultados anteriores muestran que los cultivos monospadricos de M. fructicola

obtenidos de durazno, difieren en su capacidad para dafiar frutos de durazno del

filo de las lesiones provocadas sobre los

con base en el tama

cultivar Diamante

frutos.

ducido por los 50 cultivos monospéricos de

Considerando el diametro de lesion pro

M. fructicola a los 2 dias, fue posible agruparlos en altamente, moderadamente y

menos agresivos. Esto se realizé transformando a porcentaje el diametro de las

lesiones causadas por los cultivos monospoéricos en cada fecha de evaluacion. El

cultivo que mostré el maximo valor de diametro de lesion en la evaluacién fue MoC3
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y se le asigné el 100 % y al resto de los cultivos monospdricos se les asignd un

porcentaje con base a su valor (Fig. 6).

De esta forma cultivos monosporicos que mostraron didmetros de lesion mayor del
81.2 % fueron considerados como altamente agresivos, entre 76.24 y 41.76 %

moderadamente agresivos y diametros menores de 36.3 % como menos agresivos

(Fig. 6).
3
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Cultivos monosporicos

Figura 6. Grado de agresividad de 50 cultivos monospéricos de M. fructicola
obtenidos de frutos de durazno provenientes de los Estados de Chihuahua (MoC),
Morelos (MoMo), Aguascalientes (MoA), Michoacan (MoMi), Zacatecas (MoZ) a los
2 dias después de la inoculacion sobre frutos de durazno, 2009.

El 18 % de los cultivos monosporicos a los 2 ddi causaron una lesion de mayor

didmetro y fueron considerados como altamente agresivos, sobresaliendo el MoC3,
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el 74% de los cultivos monospaéricos fueron considerados moderadamente agresivos
y los cultivos monosporicos MoC2, MoMo8, MoMi2 y MoZ6 con 8 % fueron
considerados como los menos agresivos debido a que causaron menor diametro de
lesion (Fig. 5). Todos los frutos testigo permanecieron asintomaticos y no se
observo ningun sintoma asociado con la pudricion café.

Las diferencias en agresividad de los cultivos monospoéricos no fue significativa

(P=0.05) entre los cinco Estados de origen, ni a los 2 ni a los 5 ddi (Tabla 3).

Tabla 3. Diametros de lesion causados en frutos de durazno por los cultivos
monosporicos de M. fructicola provenientes de cinco Estados a los 2 y 5 dias
después de la inoculacion.

Estado Crecimiento (cm) a los 2 dias Crecimiento (cm) a los 5 dias
Chihuahua 1.86a 5.09a
Zacatecas 1.76a 4.86a
Morelos 1.70a 5.12a
Aguascalientes 1.53a 5.12a
Michoacén 1.40a 4.83a

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (Tukey, P=0.05).

Se cumplieron los postulados de Koch, lo que ratificé a M. fructicola como el agente

causal de la pudricién café.

Inoculacion en frutos de manzanay pera

Se demostrd la patogenicidad de los cultivos monospéricos de M. fructicola al ser
inoculados sobre frutos de manzana y pera en las cuales estd demostrado que son
susceptibles por la especie Monilinia fructigena, que en este caso demostraron ser

susceptible a M. fructicola.
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Los frutos de pera y manzana inoculados manifestaron sintomas tipicos de la
pudricién café desde los 2 ddi. Los frutos presentaron manchas circulares color cafe,
con esporulacion agrupada de esporodoquios distribuidos aleatoriamente en
manzana, mientras que en pera los esporodoquios, en mayor concentracion, se
distribuyeron en anillos concéntricos (Fig. 7). Estos sintomas coincidieron con los
registrados por Plantpro (2009), Mufios et al. (2008) y Mackie et al. (2005). Monilia
laxa también causa pudricion en frutos de manzana bajo condiciones de atmosferas
controladas Bricefio (2006). Corbin (1963) citado por Leeuwen et al. (2000) y
Bannon et al. (2008) mencionaron la importancia de heridas, como requisito para la
infeccion por M. fructigena en frutas de pepita; lo cual coincide con nuestros

resultados con M. fructicola en manzanas y peras inoculadas con heridas.

Figura 7. A) Abundante esporulacion café, concéntrica y necrosis de la epidermis en
pera inoculada con M. fructicola y B) esporodoquios distribuidos aleatoriamente y
necrosis en manzana, a los 10 dias después de la inoculaciéon, 2009.

Van Leeuwen et al. (2000) encontraron que manzanas sin lesiones no se infectaron

con M. fructigena a pesar de haberse inoculado con una alta concentracion de
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conidios e incubado a 16 - 18 ° C y 90 — 100 % de HR, durante 7 - 10 dias. Balla y
Holb (2007) mencionaron que las pérdidas de frutas de manzana dependen de las
condiciones de almacenamiento y sanidad de los frutos almacenados; la decadencia
de la fruta sin heridas fue significativamente menor en comparacion con fruta
heridas y en contacto con un fruto infectado con M. fructigena. Durazno, manzana,
pera, membrillo, ciruela, cereza, y nectarino son hospedantes de M. fructigena

(Mackie et al., 2005).

La agresividad de M. fructicola a los 8 ddi fue significativamente mayor en pera que
en manzana (P=0.05). MoC1 fue el mas agresivo con una media de 5.67 unidades
bajo la curva de crecimiento (UBC) en frutos de pera y 4.66 UBC en manzana;
mientras que el MoA1l fue el menos agresivo, con una media de 5.14 UBC en frutos
de pera y 2.25 UBC en frutos de manzana. Las diferencias en agresividad entre

cultivos monospoéricos de cada Estado fueron significativas (P=0.05) (Tabla 4).

Tabla 4. Diametros de lesion en unidades bajo la curva de crecimiento (UBC)
obtenidos de la inoculacion de cultivos monospéricos de M. fructicola provenientes
de cinco Estados sobre frutos de pera y manzana a los 8 dias de la inoculacion.

Cultivos Pera Manzana
monosporicos”

MoC1 5.67a 4.66a
MoZ1 5.47ab 3.47b
MoMil 5.39b 3.11b
MoMol 5.38bc 3.50b
MoA1l 5.14c 2.25¢

Medias seguidas con las mismas letras no son estadisticamente diferentes (Tukey, P=0.05).
Z MoMo=Monilinia aislado de Morelos, MoMi=Monilinia de Michoacan, MoC=Monilinia de Chihuahua,
MoA=Monilinia de Aguascalientes y MoZ=Monilinia de Zacatecas.
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A mayor tiempo de incubacion M. fructicola provoco un didmetro de lesion
significativamente mayor en pera y manzana (P=0.05) y también se mantuvo la
agresividad en pera con una media promedio de 5.41 UBC que fue estadisticamente

superior (P=0.05) a la de manzana (3.39 UBC) (Tabla 5).

Tabla 5. Agresividad de cultivos monospdricos de M. fructicola y su relacion con
dias de incubacion sobre frutos inoculados de pera y manzana.

Dias Pera Manzana
3 2.42e 0.92f

4 3.89d 1.87e

5 5.33c 2.98d

6 6.42b 3.95¢

7 7.09a 4.92b

8 7.32a 5.74a
Media’ 5.41a 3.39b

Medias seguidas con las mismas letras no son estadisticamente diferentes (Tukey, P=0.05).
?Para el caso de la media general de poblaciones la media se obtuvo por fila, por una prueba de t con muestras
emparejadas (P=0.05).

La agresividad de M. fructicola a los tres ddi en pera (Tabla 5) fue similar a la

registrada por Mufios et al., (2007) con M. fructigena y M. laxa en manzana.

Las diferencias en agresividad entre los cultivos monospoéricos de los cinco Estados
también se midio con base en el area bajo la curva del progreso de la enfermedad.
El monospdrico del Estado de Chihuahua (MoC1) en manzana, a los 8 ddi, fue el
mas agresivo con 28.01 unidades bajo la curva acumulado (UBCA) comparado con
el menos agresivo, Aguascalientes (MoAl) con 13.51 UBCA (Fig. 8 y Tabla 6). M.
fructicola fue mas agresivo en pera que en manzano (Tabla 6). Todos los frutos

testigo permanecieron asintomaticos.
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Agresividad de M. fructicola en manzana.
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Figura 8. Agresividad acumulada de cinco cultivos monospdricos de M. fructicola
provenientes de cinco Estados Morelos (MoMo), Michoacan (MoMi), Chihuahua
(MoC), Zacatecas (MoZ) y Aguascalientes (MoA),) inoculados en frutos de manzana
del dia 2 al dia 8 después de la inoculacion, evaluada con base en el Area bajo la
curva de los didmetros de lesion.

Tabla 6. Crecimiento acumulado de cinco cultivos monospéricos de M. fructicola
provenientes de cinco Estados (Morelos, Michoacan, Chihuahua, Zacatecas,
Aguascalientes) inoculados en frutos de pera y manzana en 6 periodos de
incubacion del dia 2 (D2) al dia 8 (D8) después de la inoculacién, evaluado con
base en el area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE) de los
diametros de la lesion.

Cultivo ABCPE1 ABCPE2 ABCPE3 ABCPE4 ABCPE5 ABCPEG6
monospéricoZ
Pera D2-D3 D2-D4 D2-D5 D-D6 D2-D7 D2-D8
MoMo1l 2.27 6.07 11.33 17.69 24.84 32.33
MoMil 2.42 6.25 11.56 18.06 25.18 32.36
MoC1 2.76 6.97 12.56 19.20 26.49 34.02
MoZ1 2.70 6.83 12.29 18.71 25.68 32.84
MoAl 1.98 5.46 10.49 16.67 23.63 30.88
Manzana

MoMo1l 0.87 2.71 5.80 9.98 15.10 21.01
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MoMil 0.42 1.76 4.27 7.97 12.89 18.70

MoC1 1.85 5.06 9.63 15.19 21.41 28.01
MoZ1 1.08 3.14 6.28 10.31 15.22 20.87
MoAl 0.40 1.34 2.99 5.29 8.74 13.51

“ MoMo=Monilinia aislado de Morelos, MoMi=Monilinia de Michoacan, MoC=Monilinia de Chihuahua,
MoA=Monilinia de Aguascalientes y MoZ=Monilinia de Zacatecas.

Esta informacion confirma a Monilinia fructicola como patdgeno de la pudricion café
del durazno en México; hay un solo registro previo en durazno en México (Santiago
et al., 2007 XXXV Congreso Nacional de Fitopatologia, Monterrey N.L, México) y en

manzano y pera en Checoslovaquia por Duchoslavova et al. (2008).
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CONCLUSIONES

Los 50 cultivos monospodricos de M. fructicola inoculados en durazno, pera y
manzana fueron patogénicos y agresivos. Con el tiempo los frutos se tornaron
necroéticos, presentaron anillos concéntricos de esporulacién abundante en durazno
y pera al incrementarse la madurez de los frutos, pero en frutos de manzana se

presento esporulacion agrupada de esporodoquios distribuidos aleatoriamente.
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CONCLUSIONES GENERALES

El hongo causante de la pudricion café en los Estados de Aguascalientes,

Chihuahua, Michoacan, Morelos y Zacatecas fue Monilinia fructicola, con base

morfologica y molecular.

Monilinia crecio un 100 % mas rapido en AD, que en PDA a los 7 dias.

M. fructicola, expres6 una mayor variabilidad morfolégica en PDA.

La morfologia de los cultivos monospdéricos provenientes de los cinco Estados fue

similar.

Los 50 cultivos monospdricos de M. fructicola inoculados en durazno, pera y

manzana fueron patogénicos y agresivos.

La agresividad en frutos de durazno inoculados fue independiente del lugar de
origen de los cultivos monospéricos y del crecimiento morfolégico de la colonia en

medios de cultivo.

Con el tiempo los frutos inoculados se tornaron necroticos, presentaron anillos

conceéntricos de esporulacion en durazno y pera al incrementarse la madurez de los

frutos.
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