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Abstract

Monilinia spp.is a phytopathogen that affects peach crops in the Ecuadorian highlands cau-
sing a disease known as brown rot. This disease represents a limiting factor in the crop’s
yield, producing losses of up to 50 %. The aim of this study wasto evaluate the efficiency
of five commercial fungicides used for the control ofMonilinia in 4 Ecuadorian provin-
ces (Carchi, Imbabura, Pichincha and Tungurahua). For thispurpose, fungi were isolated
from peach fruits presenting the typical disease symptoms,and 21 samples were positively
identified asMonilinia by morphological analysis (mycelium stain and spore shape). To
evaluate the fungicide efficiency, the EC50 value (the effective fungicide concentration at
which 50 % of the conidial germination is inhibited) was determined using samples from
Imbabura, Carchi and Tungurahua. It was found that the five fungicides tested (Bravo, Mer-
tec, Rovral, Tilt and Switch) were very efficient in controlling this phytopathogen (EC50
<0.01µg/ml). This research presents a useful approach for the establishment of strategies to
control and preventM. fructicola in 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 durazno en laSierra Ecuatoriana es pro-
ducida por el hongoMonlinia spp.; se la conoce como podredumbre morena o parda y
constituye un factor limitante del rendimiento de esta fruta, ya que produce pérdidas mayo-
res al 50 %. El objetivo de este trabajo fue evaluarin vitro la eficiencia de cinco fungicidas
comerciales usados para el control de la enfermedad. Para esto se aisló el hongo de frutos
de durazno que presentaban la sintomatología de la enfermedad, obteniéndose un total de
21 aislamientos los cuales fueron escogidos mediante análisis morfológico (coloración de
micelio y forma de esporas). La evaluación de los fungicidasse hizo mediante la determi-
nación del EC50 (concentración de fungicida a la que el 50 % de las esporas delhongo deja
de germinar) en aislamientos de Imbabura, Carchi y Tungurahua; se encontró que los cinco
fungicidas (Bravo, Mertec, Rovral, Tilt y Switch) utilizados para este experimento resulta-
ron ser muy efectivos (EC50 <0.01µg/ml) para el control del fitopatógeno. Los resultados
de esta investigación pueden contribuir a establecer métodos eficientes para el control y
prevención deMonilinia tanto en cultivos de durazno, como en otros frutales sensibles a
este fitopatógeno.

Palabras Clave.Monilinia spp., podredumbre morena, fungicida, EC50

Introducción

El durazno (Prunus persica) es un árbol deciduo, origi-
nario del Oeste de China, que pertenece a la familia Ro-
saceae. Puede alcanzar una altura de 8 metros, su fruto
se caracteriza por presentar un endocarpio endurecido y
un mesocarpio carnoso [1]. Este frutal puede llegar a te-
ner una vida media de 12 a 17 años, alcanzando su edad
productiva a partir del sexto o séptimo año. La floración

del árbol es inducida por la acumulación de entre 600
a 900 horas frío, las mismas que varían de acuerdo a la
variedad de durazno. En los países tropicales, la nece-
sidad de horas frío se compensa mediante la aplicación
de compuestos hormonales [2].

En el mercado mundial el durazno se comercializa de
forma fresca y en productos procesados, como conser-
vas, pulpas, mermeladas, jugos y jaleas [3]. En el Ecua-
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dor se estima que la producción de durazno alcanza los
3.125 TM anuales, con aproximadamente 650 hectáreas
de tierra cultivadas [4]. A pesar de que la producción
de esta fruta se ha incrementado en los últimos años, el
abastecimiento nacional es limitado por diferentes fac-
tores, entre los más importantes están las enfermedades
causadas por hongos, especialmente la que es producida
porMonilinia spp.Este hongo provoca la podredumbre
morena o “Brown rot” que ataca a las plantas en la eta-
pa de floración, madurez del fruto y especialmente en
la etapa post - cosecha (transporte, almacenamiento y
venta en el mercado); sin un manejo adecuado las pér-
didas pueden superar el 80 %. La podredumbre morena,
conocida de esta forma por atizonar las inflorescencias,
ramas y el fruto, provoca una condición en el fruto de
durazno denominada “momia” o fruto momificado, el
mismo que constituye el principal reservorio de esporas
[5].

Monilinia spp.está clasificada dentro de los hongos su-
periores y pertenece a la subdivisión de los Ascomyce-
tos. La fase asexual del hongo se denomina Monilia y se
produce cuando las hifas terminan en conidios, los cua-
les son las esporas asexuales externas. La fase sexual
consiste en la formación de ascosporas, que son grupos
de ocho esporas dentro de un saco [5]. Estas ascas tie-
nen la apariencia de copa, por lo que se agrupan dentro
de la clase Discomycetes.Monilinia pertenece al orden
Helotiales y a la familia Sclerotiniacea. Actualmente se
conocen cuatro especies deMonilinia: M. laxa, M. fruc-
tigena, M. fructicola y M. polystroma[6].

Para controlar la infección que causa este hongo se en-
cuentran disponibles en el mercado diferentes tipos de
fungicidas, algunos son sistémicos y otros de contacto.
Los primeros son absorbidos y diseminados por los te-
jidos de la planta, brindándole mayor protección contra
la colonización del hongo [7]. Mientras que los fungi-
cidas de contacto, protegen a la planta en la superficie
donde han sido rociados, evitando que los esporangios
germinen y penetren en las células [8]. A nivel mundial
los fungicidas más utilizados para prevenir la disemina-
ción de esporas y controlar la enfermedad son: captan,
dicarboximidas, benzimidazoles e IBE. En el Ecuador
se utilizan otros principios activos como el Fludioxinil,
Ciprodinil, Tiabenzanol, Iprodine, Propiconazole y Car-
bendazin (Tabla 2) [9].

El objetivo de esta investigación fue determinarin vi-
tro la eficacia de cinco fungicidas: Rovral, Tilt, Mertec,
Bravo y Switch (Tabla 2), utilizados en el control de la
podredumbre morena, identificando la dosis letal media
(EC50) de cada uno de ellos en tres muestras deMonili-
nia spp.de la Sierra Ecuatoriana. Esto ayudará a diseñar
de manera eficiente las estrategias de control del hongo,
especialmente en la elección del fungicida a ser utiliza-
do y la dosificación de las aplicaciones, contribuyendo
de esta manera a reducir los costos y el impacto sobre el
ambiente.

Total de Muestras positivas
Provincia Muestras Identificación

Colectadas Morfológica
Carchi 4 3

Imbabura 9 7
Pichincha 7 5

Tungurahua 14 6
Total 34 21

Tabla 1: Número de muestras colectadas e identificadas comoMo-
nilinia en cada provincia. Se presenta el total de muestras colec-
tadas en cada provincia y el número de aislamientos identificados
comoMonilinia spp. mediante observación morfológica.

Producto
Principio Tipo de

Activo Fungicida
Mertec Tiabendazol Sistemático

Tilt Propiconazole Sistemático

Switch
Fludioxinil Sistemático y
Ciprodinil Contacto

Bravo Cloratalonil Contacto
Rovral Iprodione Contacto

Tabla 2: Fungicidas utilizados para determinar in vitro la efectivi-
dad de su principio activo contraMonilinia . Se indica el principio
activo de cada producto y el tipo de fungicida.

Materiales y métodos

Material Vegetal

El material biológico fue colectado en 34 localidades
del Ecuador (Tabla 1). En cada plantación se colectaron
entre 1 y 8 frutos de durazno que presentaban sintoma-
tología típica de la enfermedad, algunos con indicios de
infección y otros completamente momificados. Los fru-
tos momificados, fueron colectados tanto del suelo co-
mo de las ramas del árbol. Adicionalmente, se compra-
ron frutos de durazno con indicios de la sintomatología
en 5 mercados: 3 en Tungurahua y 2 en Imbabura. To-
das las muestras fueron colocadas individualmente en
recipientes de plástico con tapa para su transporte al la-
boratorio. La colección se realizó entre febrero y julio
de 2010.

El aislamiento del hongo y la evaluaciónin vitro de fun-
gicidas fueron realizados en el laboratorio de Biotecno-
logía Vegetal de la Universidad San Francisco de Quito.
La nomenclatura usada, para identificar las muestras co-
lectadas y posteriormente los aislamientos, correspon-
de a un código formado por la inicial de la provincia
de procedencia, seguida de un número ordinal de colec-
ción (ejemplo: C01, corresponde al primer aislamiento
colectado en Carchi).

Para la evaluaciónin vitro de fungicidas se escogieron
los tres aislamientos que presentaron mayor tasa de es-
porulación, ya que a partir de éstos se pudo obtener más
fácilmente cultivos monospóricos. Además por cuestio
nes logísticas fue importante no aumentar el número de
muestras ya que cada una fue testeada con cinco fungi-
cidas y tres réplicas. Entonces, se trabajó con un aisla-
miento de Tungurahua (T04) ya que esta provincia es el
centro tradicional de cultivo de durazno en el país y con
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dos muestras del norte de la Sierra Ecuatoriana, Carchi
(C03) e Imbabura (I03), donde actualmente el cultivo de
este frutal se ha expandido.

Aislamiento de Monilinia

Dentro de una cámara de flujo laminar (Thermo Forma),
se realizó el aislamiento del hongo de dos formas dife-
rentes, dependiendo del estado de afectación del fruto.
Los frutos que presentaban sintomatología leve de la en-
fermedad fueron desinfectados externamente, siguiendo
la metodología estandarizada previamente en el labora-
torio [9, 10]. Brevemente, se lavó los frutos de durazno
con agua de la llave, se obtuvo segmentos rectangula-
res del pericarpio de manera que una mitad estuviera
afectada por el hongo y la otra sana, se sumergió los
segmentos en agua destilada estéril por 30 segundos,
posteriormente se los mantuvo en hipoclorito de sodio
2.5 % por 30 segundos, se los lavó en agua estéril, y se
los secó en papel absorbente autoclavado. Luego se los
colocó en medio de cultivo V8-MA [8] y se incubó a
25oC por 4 días en oscuridad. Posteriormente se hizo
varias rondas de purificación mediante subcultivos has-
ta obtener colonias típicas deMonilinia. En el caso de
los frutos momificados se los colocó en cámaras húme-
das y se los incubó a 25oC, entre 4 y 6 días, para inducir
esporulación 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 días a
25oC en oscuridad.

Identificación de Monilinia spp.

Tanto el micelio como las esporas fueron observados al
microscopio óptico mediante tinción con azul de metile
no. Los aislamientos que presentaban esporas caracte-
rísticas deMonilinia por su forma (conidios de forma
ovoide truncados en sus extremos), tamaño (12–16 x 8–
11 µm) y disposición ramificada en los cuerpos fructí-
feros del hongo y que además mostraban el micelio con
un aspecto y coloración propios del hongo (coloración
de micelio gris o crema) [11, 12] fueron conservados en
medio V8-MA y PDA. Se realizaron subcultivos cada
tres semanas para mantener el material viable y poste-
riormente realizar cultivos monospóricos.

Adicionalmente se realizó una confirmación de los ais-
lamientos escogidos para la evaluación, mediante mar-
cadores SCAR y regiones ITS, utilizando protocolos pre-
viamente estandarizados en el laboratorio [10].

Preparación de cultivos monospóricos

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

Los 21 aislamientos del hongo identificados comoMoni
linia spp. fueron sometidos a continuos subcultivos en
medio V8-MA (3-5 veces) para inducir mayor esporu-
lación. Los tres aislamientos que presentaban abundante

esporulación fueron utilizadas para realizar los cultivos
monospóricos.

Se colocó las cajas que contenían el hongo dentro de la
cámara de flujo laminar y se añadió 5000µl de agua des-
tilada estéril, con el fin de resuspender las esporas en el
líquido. Paralelamente, se colocaron 900µl de agua des-
tilada estéril en 6 tubos eppendorf de 1,5 uL, para reali-
zar diluciones seriadas desde 10−1 hasta 10−6. Para esto
se tomó con una micropipeta 100µl de cada caja de Pe-
tri que contenía esporas en suspensión y se añadió en el
primer tubo de 10−1, luego se tomó 100µl de esta última
solución y se transfirió este volumen al tubo eppendorf
de 10−2 y así sucesivamente hasta llegar a la dilución
10−6. Se sembró 50µl de cada dilución de esporas en
una caja de Petri diferente con medio V8-MA, distribu-
yéndola uniformemente con un asa de vidrio previamen-
te flameada. Las cajas así tratadas se incubaron a 25oC
por 7 días. Las colonias que provenían de esporas indivi-
duales y que habían tenido un crecimiento independien-
te, fueron sembradas individualmente en nuevas cajas
de Petri con medio V8-MA e incubadas bajo las mis-
mas condiciones de cultivo mencionadas anteriormente.

Determinación in vitro del EC50 de cinco fungicidas
para el control de Monilinia

A fin de establecer una ecuación de regresión que permi-
ta derivar los valores de Ec50 para cada uno de los fungi-
cidas en estudio (Tilt, Bravo, Mertect, Switch, y Rovral)
(Tabla 2), se preparó cuatro concentraciones (1, 10, 100
y 1000µg/ml) más el control (0µg/ml) de los cinco fun-
gicidas en medio de cultivo V8-MA [13]. Se distribuyó
20 ml del medio preparado en cada caja de Petri. Se
usó tres aislamientos deMonilinia, de las provincias de
Tungurahua (T04), Imbabura (I03) y Carchi (C03). Se
realizaron tres repeticiones por cada concentración de
fungicida. Con la cámara de Neubauer se ajustó la con-
centración de la solución de esporas de los aislamientos
de Monilinia a 105 esporas/ml y se sembró 100 ul en
cada caja [14]. Finalmente, las cajas fueron incubadas
a 25oC. Al séptimo día se tomaron los datos de germi-
nación usando un estéreo-microscopio (Thomas Scien-
tific) (40X), contando el número de esporas germinadas
en tres campos ópticos en cada caja y luego se obtuvo el
promedio de las tres lecturas.

Análisis de datos

Los datos de germinación de esporas fueron tomados en
cada repetición para las diferentes concentraciones de
fungicidas y luego fueron promediados y utilizados para
obtener los valores logit (Logit = ln(p/(1-p)), dondep =
probabilidad) [7], y con ellos establecer una ecuación
de regresión lineal para derivar el valor EC50 de cada
fungicida en cada uno de los aislamientos deMonilinia
analizados.
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Resultados y Discusión

Colección de frutos infectados y aislamiento
del hongo

Se colectaron frutos de durazno que presentaban sin-
tomatología de las primeras fases de infección causada
por Monilinia, así como frutos momificados, en 34 lo-
calidades de cuatro provincias: 4 en Carchi, 9 en Imba-
bura, 7 en Pichincha y 14 en Tungurahua (Tabla 1). De
estas muestras se obtuvieron 21 aislamientos que tenían
las características descritas para el géneroMonilinia en
las claves taxonómicas utilizadas [9, 10]. La eficiencia
en el aislamiento deMonilinia a partir de frutos parcial-
mente infectados fue menor (32,35%) comparado con
el aislamiento del hongo proveniente de frutos momifi-
cados (53,8%). Esto pudo deberse a que existen otros
fitopatógenos comoGlomerella cingulataque producen
la misma sintomatología deMonilinia fructicola en las
primeras etapas de la infección en el pericarpio del du-
razno (manchas cafés) [15], lo cual pudo haber causado
confusión en el momento de la recolección. Por otro la-
do, se conoce que los frutos momificados constituyen el
principal reservorio de conidios (fase asexual del hon-
go) [16]. Esto podría explicar por qué el porcentaje de
eficiencia al aislarMonilinia fue mayor usando frutos
momificados que frutos recientemente infectados. Otra
observación fue que los frutos momificados de los cua-
les se pudo aislarMonilinia fueron los que se colectaron
directamente de las ramas de los árboles y no de los que
se recogieron del suelo, lo que sugiere que estos últimos
pudieron haber estado contaminadas con otros hongos,
lo que habría complicado el aislamiento deMonilinia, a
pesar de que la literatura menciona que los frutos mo-
mificados mantienen los conidios deMonilinia viables
por largos períodos [17].

Específicamente en la provincia de Tungurahua, la efi-
ciencia de aislamiento del hongo fue más baja que en
las otras provincias, lo cual se debió quizá a las condi-
ciones ambientales en la época de muestreo (finales de
febrero e inicios de marzo del año 2010) que no fue-
ron favorables para el desarrollo deMonilinia, ya que
la región soportó un periodo extenso de sequía, baja hu-
medad y a esto se sumó la presencia de ceniza volcánica
por la erupción del Volcán Tungurahua [18]. Este fito-
patógeno se desarrolla en temperaturas que oscilan entre
20 y 25oC en el día y noches frescas, con requerimientos
altos de humedad [7].

Determinación del EC50 de los cinco fungicidas

El objetivo de este experimento fue determinar la con-
centración de fungicida a la cual el 50 % de las esporas
del hongo estudiado dejaba de germinar (EC50). Aco-
giendo la recomendación de Obanor y colaboradores
[19], para este estudio se consideró que el valor EC50

<1µg/ml correspondía a un fungicida efectivo para el
control del patógeno.

En cada concentración (1, 10, 100 y 1000µg/ml) de
fungicida se sembró 100 ul de una solución de 105 es-
poras/ml de cada aislamiento. El número de esporas que

Figura 1: Concentración efectiva (µg/ml) de los cinco fungicidas
utilizados donde el 50 % de las esporas dejan de germinar (EC50)
utilizando los tres distintos aislamientos deMonilinia : T04 (Tun-
gurahua), I03 (Imbabura) y C03 (Carchi).

germinaron en las cuatro concentraciones de los cinco
fungicidas se registró al tercero, quinto y séptimo días,
pero para el análisis solo se tomaron en cuenta los datos
que corresponden al día séptimo, debido a que la mayo-
ría de aislamientos tuvo un crecimiento evidente en este
tiempo.

Se esperaba que los fungicidas más efectivos fueran Bra-
vo (Clorotalonil), Rovral (Iprodione) y Tilt (Propicona-
zole), porque en un estudio realizado por Adaskaveg y
sus coloboradores [20], se encontró que los principios
activos más efectivos para el control de la podredumbre
parda eran el IBE (Inhibidores de Biosíntesis del Ergos-
terol), el captan, los dicarboximidas, los triazoles y los
benzimidazoles. Estos principios activos corresponden
al mismo grupo químico al que pertenecen los princi-
pios activos probados en este estudio. Los fungicidas
que mejores resultados mostraron para controlar la ger-
minación de esporas deMonilinia fueron Tilt, Bravo y
Mertec (Figura 1).

El fungicida Tilt no es específico para el control deMo-
nilinia pero su uso ha aumentado en los últimos años en
las plantaciones de durazno en el Ecuador (Tobar José,
comunicación personal). El principio activo de Tilt es el
Propiconazole que proviene del mismo grupo químico
de los triazoles [19]. Se determinó que el Propiconazo-
le al tener un EC50 menor a 1,15 x 10−5

µg/ml es muy
efectivo inhibiendo la germinación de esporas deMoni-
linia, los resultados son similares a los descritos en es-
tudios conPhaeomoniella chlamydospora, en donde los
triazoles obtuvieron un valor menor a 0,3µg/ml [21].

El fungicida Bravo es específico para el control deMo-
nilinia [22]. El principio activo de este fungicida es el
clorotalonil, el cual fue efectivo previniendo la germi-
nación de las esporas aisladas deMonilinia con un EC50
menor a 1,14x10−5

µg/ml. Para el control deSpilocaea
oleagina, en Nueva Zelanda, se encontró que el EC50

del clorotalonil fue menor a 0,06µg/ml [19]. Estos re-
sultados muestran que el principio activo del fungicida
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Bravo es de amplio espectro, a pesar de que se lo use
específicamente para inhibir el crecimiento deMonili-
nia. El clorotalonil tiene la capacidad de intervenir en la
síntesis de las enzimas provocando que el hongo no se
desarrolle y muera [23].

Mertect es un fungicida sistémico y su principio activo
es el tiabenzanol, el mismo que pertenece al grupo quí-
mico de los benzimidazoles. El valor EC50 usando este
fungicida fue menor a 1,19x10−5

µg/ml. Existen otros
estudios que reportan valores similares paraSclerotinia
homeocarpay Botritis cinerea[24, 25]. La efectividad
del tiabendazol puede deberse a que es un fungicida re-
lativamente nuevo en el mercado ecuatoriano, y se lo
utiliza muy poco para la fumigación de los cultivos de
durazno (José Tobar, comunicación personal).

Con el fungicida Rovral, las esporas de los tres aisla-
mientos utilizados (Imbabura, Carchi y Tungurahua) ger-
minaron hasta una concentración de 1µg/ml, y el EC50
fue menor a 4x10−2

µg/ml (Figura 1). En otros estu-
dios, realizados con diferentes fitopatógenos de interés
agronómico comoSclerotinia homoeocarpay Botrytis
cinérea, en donde se evaluó al principio activo de este
fungicida Rovral, (dicarboximidas), se encontraron va-
lores de sensibilidad parecidos a los obtenidos en este
estudio conMonilinia [24, 25, 26, 27, 28].

En el Ecuador el fungicida Switch no es utilizado ma-
yormente para inhibir la germinación deMonilinia, se
lo usa más para control deBotritis [22]. Se sabe que
este fungicida se lo aplica para hacer lavados de postco-
secha (José Tobar, comunicación personal). A pesar que
es un fungicida usado para otro tipo de hongo se pudo
determinar que si es un fungicida eficaz para inhibir el
crecimiento deMonilinia.

Tanto Switch como Rovral no mostraron mayor eficien-
cia comparados con Mertect, Bravo y Tilt, porque las
esporas de los tres aislamientos deMonilinia germina-
ron a una concentración de 1µg/ml y su EC50 fue menor
a 2,8x10−2

µg/ml. Los valores obtenidos en este estudio
se parecen a los de Hilber y Schuepp, donde se estudió
la susceptibilidad deBotritis hacia el fungicida Switch
[25].

Al realizar las pruebas de germinación de esporas de
los aislamientos deMonilinia en las diferentes concen-
traciones de fungicidas se pudo determinar que los fun-
gicidas utilizados en este experimento resultaron ser efi-
caces para inhibir la germinación de esporas deMonili
nia, llegando a tener EC50 menores a 0,01µg/ml (Figura
1) en los aislamientos utilizados para la evaluación. Los
fungicidas más efectivos para el control deMonilinia
fueron Mertect, Bravo y Tilt, pues inhibieron la germi-
nación de esporas en concentraciones sumamente bajas
en los tres aislamientos utilizados.

Es importante que se aumente el número de muestras y
se realicen pruebas de campo para evaluar el EC50 de
estos fungicidas y corroborar los resultados obtenidos
en este estudio, ya que la eficiencia de estos productos

puede variar por factores externos como el viento, tem-
peraturas, humedad e insectos [24, 25].

Este estudio es una base para establecer estrategias efec-
tivas de control para la podredumbre morena en los cul-
tivos de duranzo del país, al igual que retardar el apa-
recimiento de resistencias a los fungicidas que se están
utilizando actualmente.
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