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Abstract

Monilinia spp.is a phytopathogen that affects peach crops in the Ecuadoighlands cau-
sing a disease known as brown rot. This disease represeintitiag factor in the crop’s
yield, producing losses of up to 50 %. The aim of this study teasvaluate the efficiency
of five commercial fungicides used for the controlMbnilinia in 4 Ecuadorian provin-
ces (Carchi, Imbabura, Pichincha and Tungurahua). Foptiisose, fungi were Isolated
from peach fruits presenting the typical disease symptams 21 samples were positively
identified asMonilinia by morphological analysis (mycelium stain and spore shafe)
evaluate the fungicide efficiency, the EQvalue (the effective fungicide concentration at
which 50 % of the conidial germination is inhibited) was datmed using samples from
Imbabura, Carchi and Tungurahua. It was found that the fivgitides tested (Bravo, Mer-
tec, Rovral, Tilt and Switch) were very efficient in contiofj this phytopathogen (Ef
<0.01ug/ml). This research presents a useful approach for thblestement of strategies to
control and preveri¥l. fructicolain peach cultivars and other crops that may be susceptible
to this fungus in the country.
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Resumen

Una de las enfermedades que afecta al cultivo de duraznoSiarta Ecuatoriana es pro-
ducida por el hongdonlinia spp; se la conoce como podredumbre morena o parda y
constituye un factor limitante del rendimiento de estadfrya que produce pérdidas mayo-
res al 50 %. El objetivo de este trabajo fue evainaritro la eficiencia de cinco fungicidas
comerciales usados para el control de la enfermedad. Raraesaislé el hongo de frutos
de durazno que presentaban la sintomatologia de la enfadnebteniéndose un total de
21 aislamientos los cuales fueron escogidos mediantesandiorfolégico (coloracion de
micelio y forma de esporas). La evaluacion de los fungicgiakizo mediante la determi-
nacion del EG, (concentracién de fungicida a la que el 50 % de las espordmdgb deja
de germinar) en aislamientos de Imbabura, Carchi y Tungarae encontrd que los cinco
fungicidas (Bravo, Mertec, Rovral, Tilt y Switch) utilizas para este experimento resulta-
ron ser muy efectivos (Efg <0.01ug/ml) para el control del fitopatdgeno. Los resultados
de esta investigacion pueden contribuir a establecer megteficientes para el control y
prevencion deMonilinia tanto en cultivos de durazno, como en otros frutales sessibl
este fitopatégeno.

Palabras Clave.Monilinia spp, podredumbre morena, fungicida, &C

Introduccién del arbol es inducida por la acumulacién de entre 600
a 900 horas frio, las mismas que varian de acuerdo a la
El durazno Prunus persicpes un arbol deciduo, origi- ~ variedad de durazno. En los paises tropicales, la nece-

nario del Oeste de China, que pertenece a la familia Ro- sidad de horas frio se compensa mediante la aplicacién
saceae. Puede alcanzar una altura de 8 metros, su frutdl€ compuestos hormonales [2].

se caracteriza por presentar un endocarpio endurecido y

un mesocarpio carnoso [1]. Este frutal puede llegar a te- En el mercado mundial el durazno se comercializa de

ner unavida media de 12 a 17 afios, alcanzando su edadorma fresca y en productos procesados, como conser-
productiva a partir del sexto o séptimo afio. La floracién vas, pulpas, mermeladas, jugosy jaleas [3]. En el Ecua-
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dor se estima que la produccién de durazno alcanza los Total de Muestras positivas
3.125 TM anuales, con aproximadamente 650 hectareas  Provincia ~ Muestras Identificacién
de tierra cultivadas [4]. A pesar de que la produccion Colectadas Morfoldgica
de esta fruta se ha incrementado en los ultimos afios, el Carchi 4 3
abastecimiento nacional es limitado por diferentes fac- Imbabura 9 7

tores, entre los mas importantes estan las enfermedades Pichincha 7 5
causadas por hongos, especialmente la que es producida Tungurahua 14 6

por Monilinia spp.Este hongo provoca la podredumbre Total 34 21

morena o B.I’,OWI’I rot” que ataca a las planta}s en la eta- Tabla 1: Nimero de muestras colectadas e identificadas conlvio-
pa de floracion, madurez del fruto y especialmente en nilinia en cada provincia. Se presenta el total de muestras colec-
la etapa post - cosecha (transporte, almacenamiento ytadas en cada provincia y el niumero de aislamientos identifécios
venta en el mercado); sin un manejo adecuado las pér_comoMoniIinia spp. mediante observacion morfol6gica.

didas pueden superar el 80 %. La podredumbre morena, Principio Tipo de
conocida de esta forma por atizonar las inflorescencias, Producto Activo Fungicida
ramas y el fruto, provoca una condicion en el fruto de Mertec Tiabendazol _ Sistematico
durazno denominada “momia” o fruto momificado, el Tilt Propiconazole  Sistematico
mismo que constituye el principal reservorio de esporas ) Fludioxinil  Sistematico y
[3]. Switch Ciprodinil Contacto
Bravo Cloratalonil Contacto
Monilinia spp.esté clasificada dentro de los hongos su- Rovral Iprodione Contacto

periores y pertenece a la subdivision de _|OS Ascc_)myce— Tabla 2: Fungicidas utilizados para determinarin vitro la efectivi-

tos. La fase asexual d_el hongo_se denomm_a_Mon'“a Y S€ dad de su principio activo contraMonilinia.. Se indica el principio

produce cuando las hifas terminan en conidios, los cua- activo de cada producto y el tipo de fungicida.

les son las esporas asexuales externas. La fase sexual . i

consiste en la formacién de ascosporas, que son grupos Materiales y métodos

de ocho esporas dentro de un saco [5]. Estas ascas tie- .
Lo Material Vegetal

nen la apariencia de copa, por lo que se agrupan dentro

de la clase Discomycetelslonilinia pertenece al orden  E| material biolégico fue colectado en 34 localidades
Helotiales y a la familia Sclerotiniacea. Actualmente se de| Ecuador (Tabla 1). En cada plantacién se colectaron
conocen cuatro espeCieSMBni”nia: M. Iaxa, M. fruc- entre 1 y 8 frutos de durazno que presentaban sintoma-
tigena, M. fructicola y M. polystroms]. tologia tipica de la enfermedad, algunos con indicios de
infeccion y otros completamente momificados. Los fru-
Para controlar la infeccién que causa este hongo se en-tos momificados, fueron colectados tanto del suelo co-
cuentran disponibles en el mercado diferentes tipos de mo de las ramas del arbol. Adicionalmente, se compra-
fungicidas, algunos son sistémicos y otros de contacto. ron frutos de durazno con indicios de la sintomatologia
Los primeros son absorbidos y diseminados por los te- en 5 mercados: 3 en Tungurahuay 2 en Imbabura. To-
jidos de la planta, brindandole mayor proteccion contra das las muestras fueron colocadas individualmente en
la colonizacion del hongo [7]. Mientras que los fungi- recipientes de plastico con tapa para su transporte al la-
cidas de contacto, protegen a la planta en la superficie boratorio. La coleccion se realiz6 entre febrero y julio
donde han sido rociados, evitando que los esporangiosde 2010.
germineny penetren en las células [8]. A nivel mundial
los fungicidas mas utilizados para prevenir la disemina-
cion de esporas y controlar la enfermedad son: captan
dicarboximidas, benzimidazoles e IBE. En el Ecuador

El aislamiento del hongo y la evaluaciirvitro de fun-
gicidas fueron realizados en el laboratorio de Biotecho-
"logia Vegetal de la Universidad San Francisco de Quito.
se utilizan otros principios activos como el Fludioxinil, ll_atnczjmenclatu;a L_Jsada, {)alra |dgn|t|f|c§1r I?S muestras co-
Ciprodinil, Tiabenzanol, Iprodine, Propiconazole y Car- eéctadas y posteriormente 10s aislamientos, correéspon-
. de a un cédigo formado por la inicial de la provincia

bendazin (Tabla 2) [9]. : . , .

de procedencia, seguida de un numero ordinal de colec-
cion (ejemplo: C01, corresponde al primer aislamiento

El objetivo de esta investigacion fue determiimani- colectado en Carchi).

tro la eficacia de cinco fungicidas: Rovral, Tilt, Mertec,
Bravo y Switch (Tabla 2), utilizados en el control de la Para la evaluaciom vitro de fungicidas se escogieron
podredumbre morena, identificando la dosis letal media los tres aislamientos que presentaron mayor tasa de es-
(ECs0) de cada uno de ellos en tres muestrasidaili- porulacién, ya que a partir de éstos se pudo obtener mas
nia spp.de la Sierra Ecuatoriana. Esto ayudara a disefiar facilmente cultivos monospoéricos. Ademas por cuestio
de manera eficiente las estrategias de control del hongo,nes logisticas fue importante no aumentar el nimero de
especialmente en la eleccion del fungicida a ser utiliza- muestras ya que cada una fue testeada con cinco fungi-
do y la dosificacion de las aplicaciones, contribuyendo cidas y tres réplicas. Entonces, se trabajé con un aisla-
de esta manera a reducir los costos y el impacto sobre elmiento de Tungurahua (T04) ya que esta provincia es el
ambiente. centro tradicional de cultivo de durazno en el pais y con
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dos muestras del norte de la Sierra Ecuatoriana, Carchiesporulacién fueron utilizadas para realizar los cultivos
(C03) e Imbabura (103), donde actualmente el cultivo de monosporicos.
este frutal se ha expandido.

Se coloco las cajas que contenian el hongo dentro de la
camara de flujo laminar y se afiadio 5@00e agua des-

Dentro de una cdmara de flujo laminar (Thermo Forma), tilada esteéril, con el fin de resuspender las esporas en el
se realizé el aislamiento del hongo de dos formas dife- liquido. Paralelamente, se colocaron A0@e agua des-
rentes, dependiendo del estado de afectacion del fruto.tilada estéril en 6 tubos eppendorf de 1,5 uL, para reali-
Los frutos que presentaban sintomatologia leve de la en-Zar diluciones seriadas desde 1hasta 10°. Para esto
fermedad fueron desinfectados externamente, siguiendoSe tomo con una micropipeta 1p0de cada caja de Pe-

la metodologia estandarizada previamente en el labora-tri que contenia esporas en suspension y se afiadio en el
torio [9, 10]. Brevemente, se lavo los frutos de durazno Primer tubo de 10", luego se tom6 1Qd de esta Gltima

con agua de la llave, se obtuvo Segmentos rectangu|a-SO|UCién y se transfirié este volumen al tubo eppendorf
res del pericarpio de manera que una mitad estuvierade 102y asi sucesivamente hasta llegar a la dilucion
afectada por el hongo vy la otra sana, se sumergié los 107°. Se sembr6 5@l de cada dilucién de esporas en
segmentos en agua destilada estéril por 30 segundosUuna caja de Petri diferente con medio V8-MA, distribu-
posteriormente se los mantuvo en hipoclorito de sodio Yéndolauniformemente con un asa de vidrio previamen-
25% por 30 Segundos' se los lavd en agua estér”' y sete flameada. Las Cajas asfi tratadas se incubarofG 25
los secé en papel absorbente autoclavado. Luego se logPor 7 dias. Las colonias que provenian de esporas indivi-
colocd en medio de cultivo V8-MA [8] y se incub6 a dualesy que habian tenido un crecimiento independien-
25°C por 4 dias en oscuridad. Posteriormente se hizo te, fueron sembradas individualmente en nuevas cajas
varias rondas de purificacion mediante subcultivos has- de Petri con medio V8-MA e incubadas bajo las mis-
ta obtener colonias tipicas diéonilinia. En el caso de mas condiciones de cultivo mencionadas anteriormente.
los frutos momificados se los colocé en camaras hiime-
dasy se losincub6 a 26, entre 4 y 6 dias, para inducir
esporulacion del hongo sobre la superficie de la fruta
momificada. Las esporas que crecieron fueron sembra-
das en medio de cultivo V8-MA e incubadas 4 dias a

Aislamiento de Monilinia

Determinacién in vitro del EG, de cinco fungicidas
para el control de Monilinia

25°C en oscuridad. Afin de establecer una ecuacion de regresion que permi-
L o ta derivar los valores de Egpara cada uno de los fungi-
Identificacion de Monilinia spp. cidas en estudio (Tilt, Bravo, Mertect, Switch, y Rovral)

Tanto el micelio como las esporas fueron observados al (Tf(l))(l)%Z),/sel pre:parlo cu?tr(l) con/celnt(;a<|:|one_s (1’f10’ 100
microscopio 6ptico mediante tincion con azul de metile y. id pg/mi) rg_asde COTt.rO &/QéngA) 12 0; C'S.C(; .En' .

no. Los aislamientos que presentaban esporas caracte—g'(;:I allsder|1 med]O ecu 'Vg - c[i ] .ed'SFr)' uyoS
risticas deMonilinia por su forma (conidios de forma mi del medio preparado en cada caja de Petri. Se

. ~ uso tres aislamientos déonilinia, de las provincias de
ovoide truncados en sus exiremos), tamatio (12-16 X,8_Tungurahua (T04), Imbabura (103) y Carchi (C03). Se
11 um) y disposicion ramificada en los cuerpos fructi- . - ”
feros del hongo y que ademas mostraban el micelio con reah_za_lron tres repgthlones por cada conc_entrfflmon de
un aspecto y coloracién propios del hongo (coloracién fung|C|q§\. Conla camara de Neubauer se ajusto I"’.I con-
de micelio gris o crema) [11, 12] fueron conservados en centracién de la solucion de esporas de los aislamientos

medio V8-MA y PDA. Se realizaron subcultivos cada SZ d'\go(?;'glai] 1gn2‘7’£;ﬁse/ nl]zlag Sae'asse;ng;gnli?\?::jtl):;as
tres semanas para mantener el material viable y poste- J : ' I

. . . - a 2%C. Al séptimo dia se tomaron los datos de germi-
riormente realizar cultivos monospdricos. 9 . : : .
naciéon usando un estéreo-microscopio (Thomas Scien-
Adicionalmente se realizé una confirmacion de los ais- tific) (40X), contando el nimero de esporas germinadas
lamientos escogidos para la evaluacion, mediante mar- en tres campos opticos en cada caja y luego se obtuvo el
cadores SCAR y regiones ITS, utilizando protocolos pre- promedio de las tres lecturas.
viamente estandarizados en el laboratorio [10].

Preparacion de cultivos monospdricos Analisis de datos

Con el propdsito de contar con un cultivo homogéneo
del hongo para evaluar su respuesta a los fungicidas en
estudio, se procedio a realizar cultivos monospéricos de
cada aislamiento.

Los datos de germinacién de esporas fueron tomados en
cada repeticidn para las diferentes concentraciones de
fungicidasy luego fueron promediados y utilizados para
obtener los valores logit (Logit = Ip{(1-p)), dondep =

Los 21 aislamientos del hongo identificados cdvami probabilidad) [7], y con ellos establecer una ecuacion
linia spp.fueron sometidos a continuos subcultivos en de regresion lineal para derivar el valor fgQle cada
medio V8-MA (3-5 veces) para inducir mayor esporu- fungicida en cada uno de los aislamientosvmilinia
lacion. Los tres aislamientos que presentaban abundanteanalizados.
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Resultados y Discusion 004
Coleccién de frutos infectados y aislamiento 0035 1
del hongo 003 |
Se colectaron frutos de durazno que presentaban sin- E 0.025 - = Switch
tomatologia de las primeras fases de infeccion causada @ 0.02 Tilt
por Monilinia, asi como frutos momificados, en 34 lo- s
calidades de cuatro provincias: 4 en Carchi, 9 en Imba- § 0.015 N Bravo

i w

bura, 7 en Pichincha'y 1_4 en Tung_urahl_Ja (Tabla 1). D,e 0.01 - Mertect
estas muestras se obtuvieron 21 aislamientos que tenian
las caracteristicas descritas para el géMwailinia en 0.005 - M Rovral
las claves taxondmicas utilizadas [9, 10]. La eficiencia o -
en el aislamiento d&lonilinia a partir de frutos parcial- T4 102 O3

mente infectados fue menor (32,2% comparado con

el aislamiento del hongo proveniente de frutos momifi-

cados (53,86). Esto pudo deberse a que existen otros Figura 1: Concentracion efectiva {g/ml) de los cinco fungicidas

fitopatdgenos comGlomerella cingulatajue producen  Utilizados donde el 50 % de las esporas dejan de germinar (E4)

la misma sintomatologia ddonilinia fructicola en las utilizando los tres distintos alslamlento_s deMonilinia: T04 (Tun-
gurahua), 103 (Imbabura) y C0O3 (Carchi).

primeras etapas de la infeccion en el pericarpio del du-

razno (manchas cafés) [15], lo cual pudo haber causadogerminaron en las cuatro concentraciones de los cinco

confusién en el momento de la recoleccion. Por otro la- fungicidas se registré al tercero, quinto y séptimo dias,

do, se conoce que los frutos momificados constituyen el pero para el analisis solo se tomaron en cuenta los datos

principal reservorio de conidios (fase asexual del hon- que corresponden al dia séptimo, debido a que la mayo-

go) [16]. Esto podria explicar por qué el porcentaje de ria de aislamientos tuvo un crecimiento evidente en este

eficiencia al aislaMonilinia fue mayor usando frutos  tiempo.

momificados que frutos recientemente infectados. Otra

observacion fue que los frutos momificados de 10 cua- ge esperaba que los fungicidas mas efectivos fueran Bra-
les se pudo aislavonilinia fueron los que se colectaron 4 (Clorotalonil), Rovral (Iprodione) y Tilt (Propicona-

directamente de las ramas de los arboles y no de los 9qUe,gle), porque en un estudio realizado por Adaskaveg y

se rc_acogieron del suelo, lo que _sugiere que estos Ultimos g ;5 coloboradores [20], se encontré que los principios
pudieron haber estado contaminadas con otros hongos,,tiyos mas efectivos para el control de la podredumbre
lo que habria complicado el aislamientoMenilinia, a parda eran el IBE (Inhibidores de Biosintesis del Ergos-
pesar de que la literatura menciona que los frutos mo- erq)) el captan, los dicarboximidas, los triazoles y los
mificados mantienen los conidios ¥onilinia viables benzimidazoles. Estos principios activos corresponden
por largos periodos [17]. al mismo grupo quimico al que pertenecen los princi-
Especificamente en la provincia de Tungurahua, la efi- pios activos probados en este estudio. Los fungicidas
ciencia de aislamiento del hongo fue mas baja que en que mejores resultados mostraron para controlar la ger-
las otras provincias, lo cual se debi6 quiza a las condi- minacion de esporas ddonilinia fueron Tilt, Bravo y
ciones ambientales en la época de muestreo (finales deMertec (Figura 1).

febrero e inicios de marzo del afio 2010) que no fue-
ron favorables para el desarrollo Monilinia, ya que

la regién soportd un periodo extenso de sequia, baja hu
medad y a esto se sumo la presencia de ceniza volcanic
por la erupcion del Volcan Tungurahua [18]. Este fito-
patégeno se desarrolla en temperaturas que oscilan entr

20y 253C en el diay noches frescas, con requerimientos le al tener un EG, menor a 1,15 x 10° yig/ml es muy

altos de_ humedad (7} ) o efectivo inhibiendo la germinacién de esporadvimi-
Determinacion del EGso de los cinco fungicidas linia, los resultados son similares a los descritos en es-
El objetivo de este experimento fue determinar la con- tudios corPhaeomoniella chlamydospgmn donde los
centracion de fungicida a la cual el 50 % de las esporas triazoles obtuvieron un valor menor a Q,§/ml [21].

del hongo estudiado dejaba de germinar {fCAco- El fungicida Bravo es especifico para el controMie-
giendo la recomendacion de Obanor y colaboradores jjinia [22]. El principio activo de este fungicida es el
[19], para este estudio se considero que el valoxEC  ¢|orotalonil, el cual fue efectivo previniendo la germi-
<1ug/ml corres'pondla a un fungicida efectivo para el nacién de las esporas aisladasvtmilinia con un EG
control del patégeno. menor a 1,14x10° ug/ml. Para el control d&pilocaea
En cada concentracion (1, 10, 100 y 100g/ml) de oleaging en Nueva Zelanda, se encontr6é que ekEC
fungicida se sembré 100 ul de una solucion de ¢ del clorotalonil fue menor a 0,Q&/ml [19]. Estos re-
poras/ml de cada aislamiento. El nimero de esporas quesultados muestran que el principio activo del fungicida

El fungicida Tilt no es especifico para el controlMde-
_nilinia pero su uso ha aumentado en los Ultimos afios en
Aas plantaciones de durazno en el Ecuador (Tobar José,
comunicacion personal). El principio activo de Tilt es el
(fropiconazole que proviene del mismo grupo quimico
de los triazoles [19]. Se determiné que el Propiconazo-
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Bravo es de amplio espectro, a pesar de que se lo usepuede variar por factores externos como el viento, tem-
especificamente para inhibir el crecimientoMenili- peraturas, humedad e insectos [24, 25].

nia. El clorotalonil tiene la capacidad de intervenir en la Este estudi b tabl trategias ef
sintesis de las enzimas provocando que el hongo no se. ste 33 u |otes| una Iase gar:; es g ecerestra eglas elec—
desarrolle y muera [23], ivas de control para la podredumbre morena en los cul-

tivos de duranzo del pais, al igual que retardar el apa-

Mertect es un fungicida sistémico y su principio activo recimiento de resistencias a los fungicidas que se estan
es el tiabenzanol, el mismo que pertenece al grupo qui- utilizando actualmente.

mico de los benzimidazoles. El valor Efusando este
fungicida fue menor a 1,19x10 pg/ml. Existen otros
estudios que reportan valores similares [&eberotinia

del tiabendazol puede deberse a que es un fungicida re-Grants”, Universidad San Francisco de Quito.
lativamente nuevo en el mercado ecuatoriano, y se lo

utiliza muy poco para la fumigacion de los cultivos de Los autores agradecen a Carlos Ruales por su apoyo en
durazno (José Tobar, comunicacion personal)_ la identificacién morfolégica d&onilinia spp A Ber-

o ) nardo Gutiérrez por la ediciéon de este manuscrito es-
Con el fungicida Rovral, las esporas de los tres aisla- peciaimente en la redaccion del resumen en inglés, y a
mientos utilizados (Imbabura, Carchiy Tungurahua) ger- oo el grupo de investigacion del Laboratorio de Bio-
minaron hasta una concentracion degiml, y el EG tecnologia Vegetal.

fue menor a 4x10? pg/ml (Figura 1). En otros estu-
dios, realizados con diferentes fitopatégenos de interés
agronomico comdsclerotinia homoeocarpg Botrytis
cinéreg en donde se evalud al principio activo de este [1] Layne, D.and Bassi, D. 2008The Peach: Botany, pro-
fungicida Rovral, (dicarboximidas), se encontraron va- duction and uses’Biddles: Kings Lynn.

lores de sensibilidad parecidos a los obtenidos en este
estudio corMonilinia [24, 25, 26, 27, 28].
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