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EVALUACION DEL ACIDO JASMONICO Y y-AMINOBUTIRICO EN FRUTOS
DE DURAZNO (Prunus persica) Y SENSIBILIDAD DE AISLAMIENTOS DE
Monilinia fructicola A FUNGICIDAS

RESUMEN GENERAL

El durazno (Prunus persica L.) es de los cultivos frutales mas importantes a nivel mundial,
se cultiva en lugares con climas templados y para México representa un aporte de
3,231,021.82 miles de pesos (SIAP, 2023), ademas, en el ultimo ciclo productivo reportado
el pais se posicion6 en el décimo primer lugar entre los paises con mayor produccion a nivel
mundial (FAOSTAT, 2024). El cultivo es susceptible a diversas enfermedades, sin embargo,
la pudricién café se describe como de las mas importantes debido a las pérdidas que causa
antes y después de la cosecha. El uso de fungicidas quimicos se considera el método
predominante para el manejo de la enfermedad. Sin embargo, existen otras alternativas como
la activacion de los mecanismos de defensas de las plantas, que se ha extendido en el manejo
postcosecha de la pudricion café mediante la aplicacion de productos exdgenos llamados
inductores de resistencia. Por lo anterior, el objetivo principal se centrd en caracterizar
morfoldgica e identificar molecularmente los patdgenos asociados a la pudricion café en los
Estado de México, Michoacén y Puebla; evaluar el efecto de los acidos jasmonico (AJ) y v-
aminobutirico (AGAB) como inductores de resistencia en frutos de durazno (Prunus
persica); y realizar pruebas de sensibilidad de Monilinia spp. a diferentes fungicidas
quimicos. Se realizaron muestreos en diferentes huertos de durazno, los aislamientos se
purificaron mediante la técnica de cultivo monospoérico y se realizaron preparaciones
semipermanentes para la caracterizacion morfoldgica, para la identificacion molecular se

realizd extraccion de ADN con el método CTAB. Para evaluar la induccidn de resistencia en



frutos de durazno se utilizaron los 4cidos jasmoénico (AJ) y y-aminobutirico (AGAB); los
frutos fueron atomizados con 0.4, 0.8 y 1.2 mM de AJ y 25, 50 y 75 mM de AGAB y
posteriormente inoculados con una concentracion de esporas de M. fructicola (1x10°). El
experimento se repitid dos veces, en la segunda evaluacion se utilizd unicamente Al y se
amplio el rango de concentraciones. Para la prueba de sensibilidad se utilizaron los fungicidas
benomil, tiabendazol boscalid+piraclostrobin e iprodione; y como fungicidas con actividad
multi-sitio captan y oxicloruro de cobre, se probaron cinco dosis por fungicida mediante la
técnica de medio enmendado con fungicida y se determin6 la concentracion efectiva 50
(CEso). En la prueba de inductores se encontré que los acidos en promedio fueron mejores
que el testigo y la concentracion mas alta de 1.2 mM de AJ en la primera prueba y 2.0 mM
de AJ en la segunda reportaron la menor severidad en los frutos. Para la prueba de
sensibilidad los resultados indicaron que los aislamientos reportados en este trabajo fueron
sensibles a los fungicidas. Aunque el uso de inductores puede ser una alternativa prometedora
para el manejo de enfermedades en postcosecha se subraya la necesidad de realizar mas
estudios que permitan validar mejor el uso de estos productos, y se recomienda el monitoreo
constante de la sensibilidad del patdgeno a los fungicidas utilizados en su control para

descartar o corroborar el desarrollo de resistencia.

Palabras clave: Pudricion café, postcosecha, resistencia inducida, severidad, fungicidas,

CEso.
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EVALUATION OF JASMONIC ACID AND y-AMINOBUTYRIC ACID IN PEACH
FRUIT (Prunus persica) AND SENSITIVITY OF AISLAMENTS OF Monilinia
fructicola TO FUNGICIDES

ABSTRACT

The peach (Prunus persica L.) is one of the most important fruit crops worldwide, grown in
temperate climates. In Mexico, it represents a contribution of 3,231,021.82 thousand pesos
(SIAP, 2023). Additionally, in the last reported production cycle, the country ranked eleventh
among the counties with the highest production worldwide (FAOSTAT, 2024). The crop is
susceptible to various diseases; however, brown rot is described as one of the most significant
due to the losses it causes both pre- and post-harvest. The use of chemical fungicides is
regarded as the predominant method for disease management. However, there are other
alternatives, such as activating plant’s defense mechanisms, which have gained attention in
postharvest brown rot management through the application of exogenous products known as
resistance inducers.

Therefore, the main objective of this study was to morphologically characterize and
molecularly identify the pathogens associated with brown rot in the states of Mexico,
Michoacan, and Puebla evaluate the effect of jasmonic acid (JA) and y-aminobutyric acid
(GABA) as resistance inducers in peach fruits (Prunus persica); and conduct sensitivity tests
of Monilinia spp. to different chemical fungicides.

Sampling was carried out in different peach orchards, and isolates were purified using the
single-spore culture technique. Semi-permanent preparations were made for morphological
characterization. For molecular identification, DNA extraction was performed using the
CTAB method. To evaluate resistance induction in the peach fruits, jasmonic acid (JA) and

y-aminobutyric acid (GABA) were applied. The fruits were sprayed with 0.4, 0.8, and 1.2



mM of JA and 25, 50, and 75 mM of GABA, then inoculated with M. fructicola spores at a
concentration of 1 x 10°. The experiment was repeated twice; in the second evaluation, only
JA was used, and the concentration range was expanded.

For the sensitivity test, fungicides benomyl, thiabendazole, boscalid + pyraclostrobin, and
iprodione were used, as well as multi-site fungicides captan and copper oxychloride. Five
doses per fungicide were tested using the fungicide-amended medium technique, and the
effective concentration 50 (ECso) was determined.

The results showed that, in the inducer test, on average, the acids performed better than the
control, and the highest concentrations 1.2 mM of JA the first trial and 2.0 mM of JA in the
second resulted in the lowest disease severity in the fruit. Regarding the sensitivity test,
results indicated that the isolates analyzed in this study were sensitive to the tested fungicides.
Although the use of inducers appears to be a promising alternative for postharvest disease
management, further studies are needed to better validate their effectiveness. Additionally,
constant monitoring of pathogen sensitivity to fungicides is recommended to confirm or rule

out the development of resistance.

Key words: Brown rot, postharvest, induced resistance, severity, fungicides, ECso.
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INTRODUCCION GENERAL

El durazno (Prunus persica L.) es el cultivo frutal de zonas templadas mas importante a nivel
mundial después de la manzana (Manganaris ef al., 2022). México se posiciona en el décimo
primer lugar en el ranking de los principales productores de durazno a nivel mundial segiin
datos del ciclo productivo 2022 (FAOSTAT, 2024). De acuerdo con los datos del SIAP,
(2023) el cultivo se siembra en una superficie de 34,279.05 ha con un valor de la produccion
de 3,231,021.82 miles de pesos.

La susceptibilidad del cultivo a enfermedades fungicas es uno de los problemas fitosanitarios
mas importantes ya que pueden afectar el rendimiento, la calidad de la fruta y la longevidad
de los arboles (Luo et al., 2022). La produccion de durazno se ve afectada por varias
enfermedades (Gura et al., 2023), de las cudles, la pudricion café causada por Monilinia spp.
se describe como de las mas importantes ya que afecta flores, brotes nuevos, frutos jovenes,
hasta llegar a colonizar parcial o totalmente la fruta madura (Schnabel y Brannen, 2022).
Ademis, es responsable de importantes pérdidas en postcosecha (Alvarez-Garcia et al. 2023).
Por ello, se requiere un diagndstico preciso y oportuno para determinar las mejores practicas
de manejo y prevenir futuras pérdidas (Gauthier, 2020). El uso de fungicidas sintéticos se
considera el método predominante para el manejo de las enfermedades fungicas (Zhang et
al., 2018). Entre los grupos mas utilizados para el control de Monilinia spp. se encuentran
los benzimidazoles, las dicarboximidas, los inhibidores de la demetilacion (Egilien et al.,
2014) y los inhibidores de la respiracion, estos ultimos se han utilizado para controlar la
enfermedad en todo el mundo (Durak et al., 2021).

La activacion de los mecanismos de defensas de las plantas mediante la induccion de
diferentes vias de sefializacion es otra alternativa para el manejo de las enfermedades (Kamle

et al., 2020; Vlot et al., 2021). En algunos estudios se ha reportado que la utilizacion del



acido B-aminobutirico y acido jasmonico inducen resistencia a enfermedades, incluyendo el
aumento en la transcripcion de genes y la actividad de enzimas relacionadas con la defensa,
de manera general, se mejora el sistema de defensas de las plantas reduciendo el crecimiento
del patégeno (Wang et al., 2018; Ezzat et al., 2021). En otras investigaciones, para el manejo
postcosecha de las enfermedades, se demostrd que la resistencia inducida por el jasmonato
de metilo (MeJA) y el 4cido B-aminobutirico (ABAB) mejora las actividades enzimaticas y
la expresion génica relacionadas con la defensa (Yang ef al., 2017; Pan et al., 2020). Por lo
anterior, el objetivo principal en la presente investigacion fue caracterizar morfoldgica e
identificar molecularmente los patégenos asociados a la pudricion café en los Estado de
Meéxico, Michoacan y Puebla; evaluar el efecto de los 4cidos jasmonico (AJ) y v-
aminobutirico (AGAB) como inductores de resistencia en frutos de durazno (Prunus
persica); y realizar pruebas de sensibilidad de Monilinia spp. a diferentes fungicidas

quimicos.



Justificacion

Mas del 50% de las perdidas postcosecha en durazno a nivel mundial se atribuyen a Monilinia
spp., llegando incluso a mas del 60% (Obi et al., 2018). El principal problema en el manejo
quimico de Monilinia spp. se debe a la aparicion de cepas resistentes (Ons et al., 2020). Por
lo anterior es necesario realizar pruebas de sensibilidad a los fungicidas mas utilizados, para
determinar la resistencia, aptitud y competitividad de los aislados obtenidos en campo a los
fungicidas mas utilizados (Egiien ef al., 2014). A la par, se deben buscar alternativas en el
manejo de las enfermedades y la activacion de los mecanismos de defensa (Shine et al., 2019)
es de las mas importantes. Ya que, las plantas tienen la capacidad defensiva frente a los
patogenos (De kesel et al., 2021) y estas defensas se pueden activar mediante la aplicacion
exdgena de compuestos artificiales (Honig et al., 2023). Se encuentran diversos reportes que
las enfermedades postcosecha pueden manejarse mediante la induccion de resistencia con la
aplicacion de productos que activan la expresion de genes relacionados con la defensa y
desencadenan mayor actividad enzimadtica. Sin embargo, en México la informacion es
limitada. Por lo tanto, el objetivo general fue caracterizar morfolégica e identificar
molecularmente los patdgenos asociados a la pudricion café en los Estado de México,
Michoacan y Puebla; evaluar el efecto de los acidos jasmoénico (AJ) y y-aminobutirico
(AGAB) como inductores de resistencia en frutos de durazno (Prunus persica); y realizar

pruebas de sensibilidad de Monilinia spp. a diferentes fungicidas quimicos.



Objetivo general

Caracterizar morfologica e identificar molecularmente los patdogenos asociados a la pudricion
café en el Estado de México, Michoacan y Puebla; evaluar el efecto de los 4cidos jasmoénico
(AJ) y y-aminobutirico (AGAB) como inductores de resistencia en frutos de durazno (Prunus
persica) y realizar pruebas de sensibilidad de Monilinia spp. a diferentes fungicidas

quimicos.

Objetivos especificos

Caracterizar morfoldgica y molecularmente el agente causal de la pudricion café del

durazno, en el Estado de México, Puebla y Michoacan.

e Evaluar la aplicacion de 4cido jasmonico (AJ) y y-aminobutirico (AGAB) sobre la
reduccion de la severidad en frutos de durazno en postcosecha.

e Realizar pruebas de sensibilidad de aislados de Monilinia spp. a fungicidas de

diferentes grupos quimicos.

e Determinar la CEso de los fungicidas evaluados.

Hipotesis

Los acidos evaluados disminuirdn el porcentaje de severidad causado por Monilinia spp. en
frutos de durazno en postcosecha.

Los fungicidas probados inhibiran el crecimiento micelial de Monilinia spp. al compararlos
con un tratamiento control.

La CEso calculada sera diferente para los fungicidas utilizados.
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CAPITULO 1. REVISION DE LITERATURA

1.1.1. Descripcion general del cultivo

El durazno (Prunus persica L. Batsch) pertenece a la familia de las rosaceas y se cree su
origen fue en China hace aproximadamente 8000 afios, aunque se pensaba que era originario
de Persia (Hans ef al., 2020). A Persia los duraznos se introdujeron a través de la Ruta de la
Seda y gradualmente se extendieron a la India, Grecia, Roma, Egipto, Europa y América
(Ezzat et al., 2024). En América, su ingreso acontecid junto con las expediciones de Colon,
se extendi6 desde los Estados Unidos y México hasta la totalidad del continente (Lambaré y
Pochettino, 2012). China al ser el centro de origen del durazno, cuenta con una enorme
poblacion de parientes silvestres y razas locales, ademas, posee la mayor diversidad genética
que cualquier otro pais (Li y Wang, 2020).

La produccion de duraznos es un desafio en muchos paises debido a la susceptibilidad del
cultivo a muchas enfermedades fungicas que afectan el rendimiento, la calidad de la fruta y
la longevidad de los arboles. Por lo tanto, para la produccion de duraznos de buena calidad

se requiere de un eficiente manejo de las plagas y enfermedades (Luo et al., 2022).

1.1.2. Importancia del cultivo

El durazno es una fruta popular e importante que se produce ampliamente en todo el mundo
(Luo et al., 2022), en términos de produccion es el segundo cultivo frutal de clima templado
mas importante del mundo solo después de la manzana (Manganaris et al., 2022).
Anualmente méas de 70 paises realizan encuestas sobre la produccion de duraznos y
nectarinas; su cultivo es principalmente por su fruta la cual se consume fresca, cocida, seca

o congelada (CABI, 2019). China lidera la produccion mundial de durazno, sin embargo,
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ocupa el noveno lugar en cuanto al rendimiento obtenido por ha'!, en rendimiento, lo superan
paises como Jordania, Iran, Grecia, Egipto y Chile (FAOSTAT, 2024).

Meéxico ocupa el noveno lugar dentro de los paises con mayor superficie cosechada, sin
embargo, se posiciond en el décimo primer lugar en cuanto produccion a nivel mundial en el
ciclo productivo 2022 (FAOSTAT, 2024). De acuerdo con los datos del SIAP, (2023) en
Meéxico, el cultivo se siembra en una superficie de 34,279.05 ha; de las cuales 32,252.84
fueron cosechadas con una produccién de 257,773.88 t y un valor de la produccion de
3,231,021.82 miles de pesos. De acuerdo con los datos reportados del 2022 al 2023 hubo un
aumento en el rendimiento del cultivo; en el 2022 el rendimiento fue de 7.26 (t/ha) y para el
2023 se reportd un rendimiento de 7.99 (t/ha). Los estados con mayor superficie sembrada
fueron Zacatecas, Michoacan y Puebla; pero Aguascalientes, Estado de México y Sonora
fueron los estados con mejores rendimientos. El durazno tiene gran demanda en el pais y en
otros paises, ya que, puede ser consumido en fresco o bien utilizado para la industrializacion.
El consumo anual per capita en México es de 1.5 kg incluyendo el consumo en fresco o bien
industrializado (Procuraduria Federal del Consumidor, 2022).

El cultivo representa una actividad con implicacion econdémica y social. Demanda mano de
obra, es una importante fuente de ingresos y puede llegar a ser mas rentable que los cultivos

anuales (Arroyo et al., 2023).
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1.1.3. Clasificacion taxondmica, caracteristicas botanicas y taxondomicas

Superreino Eukaryota
Reino: Plantae
Subreino Viridiplantae
Phylum Streptophyta
Superdivision Embriofita
Division Traqueofitas
Subdivision Spermatophytina
Clase Magnoliopsida
Superorden Rosanae
Orden Rosales
Familia Rosaceas
Genero Prunus L.
Especie Prunus persica (L.) Batsch

(NCBI1, 2024).
Prunus persica es un arbol caducifolio, restringido a condiciones climaticas de regiones
templadas célidas o inviernos frescos, pero no severos. Los arboles pueden alcanzar una
altura maxima de 7.6 m con copa densa y ancha, aunque generalmente se mantienen por
debajo de los 4.5 m mediante poda. Las hojas son simples, color verde obscuro, lanceoladas
a elipticas con margen aserrado, son caducas, de 7.6 a 15.2 cm de largo, dispuestas de forma
alterna en las ramas. Las ramitas son ramificadas y glabras, las flores surgen de ramas largas.
La flor tiene forma de copa, con el céliz en forma de tubo campanulado, pentalobulado y con

pétalos rosados (CABI, 2019). Los frutos son jugosos y de forma que varia de picuda a
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redonda plana, de color amarillo a rojo, con cdscara que presenta pubescencia, envuelven una
semilla grande y dura en el centro. Los duraznos pueden clasificarse en dos tipos: los de

hueso suelto y de hueso adherido (Hans et al., 2020).

1.1.4. Principales enfermedades que afectan al durazno

Dentro de los factores limitantes en la produccion de durazno, las enfermedades pueden
causar una grave reduccion del rendimiento y disminuir la calidad de la produccion, por lo
que la deteccion e identificacion rapida y oportuna son de gran importancia (Yao et al., 2021).
Las condiciones climaticas durante la temporada de crecimiento del cultivo suelen ser las
Optimas para las infecciones, por lo que el manejo de las enfermedades es un aspecto
importante para la produccion de fruta de calidad (Schnabel y Brannen, 2022).

El durazno es invadido por diversos patdgenos, las enfermedades fungicas econdémicamente
mas importantes descritas en varios paises son: pudricion café (Luo ef al., 2022) verrucosis
del durazno, tiro de municidn, mildiu polvoroso o cenicilla, sarna, rofia 0 mancha negra del

fruto, roya, cancros y la podredumbre de la raiz y corona (Khan et al., 2021).

1.1.4.1. Verrucosis del durazno

Agente causal: Taphrina deformans (Burk.) Tulasne

La enfermedad no se ve favorecida por altas temperaturas, por lo que puede estar presente en
todas las areas que se cultive durazno, excepto en los tropicos, sin embargo, en las regiones
subtropicales donde se producen variedades de durazno con poco requerimiento de frio,
puede hacerse presente en los meses mas frios de la temporada de crecimiento (CABI, 2021).

Los sintomas se caracterizan por la produccion de tumores en hojas y frutos debido a la
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hiperplasia e hipertrofia celular, ademas se incluye manchas y enrollamiento en las hojas,
frutos deformes y escobas de bruja (Svetaz et al, 2017). Los sintomas se observan
aproximadamente un mes después de la floracion (CABI, 2022) o a principios de primavera,
se forman zonas rojizas en las hojas en desarrollo, estas hojas se engrosan, enroscan y
deforman, las hojas afectadas se vuelven amarillas o marrones y mueren, las flores se
deforman, se arrugan y no suelen cuajar (Rossi et al., 2007). T. deformans tiene bajo impacto
econdmico en huertos con buen manejo, pero, en casos graves puede llegar a ocurrir pérdida
total del rendimiento debido a una defoliacion extensa, lo que retrasa el crecimiento y

provoca la muerte de los arboles (CABI, 2021).

1.1.4.2. Tiro de municion

Agente causal: Wilsonomyces carpophilus (Lev.) Adaskaveg, Ogawa y Butler

W. carpophilus tiene presencia mundial y afecta a todas las especies de Prunus (Khan et al.,
2021). Causa la enfermedad de tiro de municién, manchas necréticas y lesiones necrdticas
en las hojas, ramitas y frutos en arboles de durazno (Khalilabad y Fotouhifar, 2023). En las
hojas, las lesiones aparecen como pequefias areas de color purpura que progresivamente se
expanden hasta convertirse en manchas de color marrén de 3 a 10 mm de didmetro (OEPP,
2004) los tejidos infectados se caen dando la apariencia de un agujero. La infeccion en el
fruto suele aparecer como pequefias manchas purpuras que se convierten en lesiones blancas
o grises, a menudo acompanadas de gomosidad (Evans et al., 2008) se desarrollan
principalmente en la parte superior, que se vuelve dspera y corchosa. En los brotes, pueden

desarrollarse lesiones que formen cancros abiertos que produzcan gomas (OEPP, 2004). La
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utilizacion de fungicidas y la identificaciéon de hongos antagoénicos contra W. carpophilus

pueden controlar eficazmente la enfermedad (Chen et al., 2021).

1.1.4.3. Mildiu polvoroso o cenicilla

Agente causal: Sphaerotheca pannosa (Wallr. Ex. P) Lev. Podosphaera tridactyla (Wallr.)
de Bary. Podosphaera clandestina (Wallr. Ex. P.) Lev. Podosphaera leucotricha (E1l. Y Ev.)
Salmoén

La enfermedad estd presente en todo el mundo donde se cultiva durazno y es una de las
enfermedades econdmicamente mas importantes del durazno (Khiavi et al., 2021). Afecta
arboles y plantulas en etapa de vivero donde el problema se agrava. La identificacion del
oidio es dificil porque se ha encontrado a mas de una especia de hongos causantes de la
enfermedad en frutales de hueso (Khan et al., 2021). Podosphaera pannosa es ampliamente
reconocido como el causante del mildit polvoroso en el durazno (Marimén et al., 2020). El
hongo infecta hojas, brotes jovenes y frutos (Melgarejo et al., 2010). Las hojas infectadas se
cubren de micelio blanco y harinoso y pueden enroscarse y atrofiarse (Illinois, 2017). En la
fruta, la enfermedad aparece en forma de manchas redondas y blanquecinas las cuales crecen
hasta que cubren gran parte del fruto. Las manchas blancas son producidas por el micelio del
hongo y sus esporas (Crassweller et al., 2006). Cuando los dafios son graves en la fruta la
hacen inaceptables para la industria, lo que provoca pérdidas econdémicas significativas

(Marimén et al., 2020).
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1.1.4.4. Sarna, rofia 0 mancha negra del fruto

Agente causal: Telo: Venturia carpophila EE Fisher. Ananorfo: Cladosporium carpophilum
(Thuemen) y Cladosporium tenuissimum (Cooke).

C. carpophilum es un hongo especifico del durazno que se distribuye en todo el mundo (Zhou
et al., 2021). En México, se reportd la especie C. tenuissimum como el agente causal de la
enfermedad (Nativitas et al., 2023). El dafio que causa el hongo a la fruta hace que no sea
comercializable, por lo tanto, se considera una enfermedad econdmicamente importante en
el durazno (Schnabel y Layne, 2004). En los brotes jovenes se desarrollan lesiones circulares
a ovaladas, verdosas de 3 a 6 mm, que se vuelven marrones con un borde elevado de ptrpura
a marrén oscuro (Khan et al., 2021). La rofia es una enfermedad muy prevalente, se observa
principalmente en la fruta en etapas medias o tardia del desarrollo, produce lesiones de color
marrén oscuro a negro, puede provocar el agrietamiento de la fruta lo que la vuelve
susceptible a otras enfermedades, como la pudricion café (Schnabel y Brannen, 2022). Las
lesiones son mas notorias en el extremo del tallo de la fruta, donde las esporas se lavan desde
las areas infectadas de las ramitas hacia la fruta. A diferencia de la mancha bacteriana, no
hay picaduras en la piel ni sintomas en las hojas (Peter, 2023). Las practicas sanitarias como
la poda y la eliminacion de ramitas sintomaticas ayudan a reducir el indculo durante el
invierno (Douglas, 2003). Sin embargo, la aplicacion de fungicidas es el principal método de

control para la enfermedad en todo el mundo (Zhou et al., 2021).

1.1.4.5. Roya

Agente causal: Tranzschelia discolor (Fuckel) Tranzschel y Litv.

19



T. discolor es el patogeno asociado como agente causal de la roya en el durazno (Sun et al.,
2023). La roya es una enfermedad foliar importante ya que puede causar defoliacion severa
en los arboles infectados (Nesi et al., 2014). T. discolor es un hongo heteroico que requiere
dos huéspedes no relacionados para completar su ciclo de vida. Las especies de Prunus se
conocen como huéspedes primarios. El patégeno es un hongo macrociclico que desarrolla
cinco estadios de esporas diferentes: basidiospora, picniospora, aeciospora, urediniospora y
teliospora, se dispersa por el viento, lluvia e insectos (Osinaga y Antezana, 2012). Los
sintomas de la enfermedad ocurren en las superficies inferiores de las hojas infectadas y
consisten en pustulas de color marréon anaranjado con urediniosporas, ademads, en la
superficie superior se pueden observar manchas angulares de color verdoso palido a
amarillento clorético (Chitta et al, 2023). El manejo de la enfermedad se realiza
principalmente con aplicaciones de fungicidas quimicos (Khan et al., 2021); ademas, se
recomienda realizar podas para eliminar las ramas infectadas y aplicar caldo bordelés después

de cada poda y antes de la floracion (Osinaga y Antezana, 2012).

1.1.4.6. Cancros

Agente causal: Leucostoma cincta (fr. Ex. Fr.) Hohn Sin. Valsa cincta (fr. Ex. Fr)

Ana. Leucocitospora cincta (Sacc.) Leucostoma persoonii Hohn.

Sin. Valsa leucostoma (Pers. Ex. Fr.) Ana. Leucocytospora leucostoma (Pers.) Hohn

El cancro por Cytospora, cancro de valsa o cancro por Leucostoma, también conocido como
cancro perenne es una enfermedad importante presente en todo el mundo principalmente en
las zonas templadas, los sintomas en el durazno dependen de la parte infectada, en las ramitas

aparecen areas hundidas y descoloridas, los tejidos infectados se oscurecen con el tiempo y
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producen una goma de color &mbar hasta que la ramita muere. La expresion mas visible de
la enfermedad se observa en el tronco principal, las horquillas de las ramas, las ramas
principales y las ramas viejas, en donde se aprecian pequefias manchas necroticas que se
agrandan longitudinalmente, lo que provoca la formacion de un area ovalada eliptica de color
marron y hundida que se rodea de tejido calloso elevado y que posteriormente se vuelve de
color oscuro. Finalmente, la corteza se arruga y desprende lo que expone la madera muerta

(Khan et al., 2021).

1.1.5. Pudricion café (Monilinia spp.)

Agente causal: Monilinia fructicola (Wint.), Monilinia fructigena (Aderh. y Ruhl.) y
Monilinia laxa (Aderh. y Ruhl.).

Se relacionan, principalmente, a tres especies del patdgeno asociados con la pudricion café
(Jia et al., 2024). M. fructicola es el hongo de la pudricion café¢ americano y se ha extendido
a Australia y Asia oriental, M. laxa es el hongo de la pudricion café europeo que se ha
extendido a gran parte de las zonas productoras de durazno junto a M. fructigena el otro
hongo europeo (CABI, 2021). Estas especies se distribuyen diferente en el mundo y
unicamente se encuentran juntas en el area de origen de los arboles de Prunus L. en Asia

central y oriental (Abate et al., 2018).

1.1.5.1. Importancia, distribucion mundial y nacional

Actualmente las mayores pérdidas del durazno estan asociadas a la pudricion café causada
por Monilinia spp. por lo tanto, se describe como el patdogeno mdas importante en las
principales areas de produccion de durazno a nivel mundial (Manganaris et al., 2022), ya que

estd presente en todas las areas de produccion de durazno (Palwasha y Fahim, 2022). Las
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pérdidas pueden ocurrir en pre y postcosecha, se atribuye que mas de la mitad de las pérdidas
en postcosecha en el mundo es a causa de esta enfermedad (Igbal et al., 2022; Shan et al.,
2024) llegando a alcanzar hasta un 80 % (Lyousfi et al., 2024).

El patégeno es policiclico, se producen muchos ciclos secundarios de infeccion y puede
permanecer afos en la plantacion y sobrevivir al invierno lo que se traduce en que siempre
haya presencia de inoculo, de ahi la importancia (Kreidl et al., 2015).

M. fructicola se describe como la especie que crece mas rapido, esporula mas abundante,
tiene mejor y mayor capacidad de diseminacion, ademads, es mas propensa a desarrollar
resistencia a los fungicidas (Papavasileiou et al., 2016). M. fructicola es una plaga Al de la
EPPO, ademads, es plaga cuarentenaria para la IAPSC en Europa, el area mediterrdnea y
Sudafrica donde no se encuentra presente este hongo, también presenta riesgo para oriente
Medio y China. M. laxa se encuentra presente en la mayoria de las areas en riesgo por M.

fructicola, por lo que se busca prevenir la presencia de los dos hongos (CABI, 2021).

1.1.5.1. Clasificacion taxonomica
Teleomorfo: Sclerotinia fructicola (Winter) Rehm
Phylum: Ascomycota
Class: Leotiomycetes
Order: helotiales
Family: Sclerotiniaceae
Genus: Monilinia
Species: Monilinia fructicola.

NCBI (2024).
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1.1.5.2. Caracteristicas de las colonias

M. fructicola crece en medio de cultivo PDA, con un crecimiento medio de 13 mm en 24
horas a 22°C, presenta abundante esporulacion, en anillo concéntricos, la colonia es de color
grisacea, marron claro a gris ceniza, con produccion abundante de conidios, los margenes de
la colonia son enteros (crecimiento radial uniforme) y la superficie es uniforme (sin rosetas
con arcos negros) a medida que las colonias envejecen se puede formar sobre la superficie

del agar costras estromaticas irregulares y esclerocios (EPPO, 2020).

1.1.5.3. Descripcion morfologica

Presenta hifas primarias de paredes finas de mas de 250 pm de largo y 7-10 um de ancho con
una o mas ramas iniciadas antes del primer septo, las ramas secundarias y posteriores suelen
ser mas estrechas. Los conidios son unicelulares, blasticos y se encuentran formados en
cadenas ramificadas, de 8-28 x 5-19 pm (en su mayoria de 12-16 x 8-11 pum) hialinos de
color gris amarillento/beige en masa, con la espora mas joven en el extremo distal, u
ocasionalmente artica, elipsoide, ovoide o limniforme a menudo los extremos son truncados.
Los microconidios son unicelulares de 2 um de didmetro, se forman en fiadlides con forma de
botella que nacen en microconidiéforos, los microconidios pueden producirse en frutos
momificados como en medio de cultivo. Los esclerocios son discretos, pero en frutos
infectados desarrollan estromas substratales secos en los que las capas estromaticas
sustituyen a la mayor parte del pericarpio. Los apotecios se forman erraticamente en los frutos

momificados del suelo (EPPO, 2020; EPPO, 2024).
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1.1.5.4. Sintomas

El hongo produce una reduccion grave del rendimiento, puede infectar flores, ramitas y frutos
(Shan et al., 2024). Los primeros sintomas aparecen en primavera. Cuando las flores se
infectan se marchitan, se vuelven marrones y permanecen unidas al arbol. El hongo puede
producir masas de esporas bronceadas en las flores muertas. La enfermedad puede progresar
desde las flores enfermas hasta las ramitas dando lugar a cancros de color marrdn rojizo que
se marcan y matan las ramitas (Li, 2020). La podredumbre del fruto se considera la fase mas
destructiva de la enfermedad, aunque es mas comun en frutos maduros también afecta a frutos
inmaduros, los sintomas inician como pequefias manchas circulares de color marrén claro,
las cuales se expanden rapidamente hasta cubrir a todo el fruto, mientras la enfermedad
avanza se puede observar la esporulacion del hongo de color gris ceniciento sobre la
superficie de la lesion (Khan et al., 2021). La podredumbre se desarrolla muy rapido, en dias
la fruta se vuelve blanda y se pudre, la fruta podrida cae al suelo o cuelga del arbol formando
momias marchitas y secas (Bost, 2015). Los mismos sintomas aparecen después de la cosecha
provocando la pérdida de la fruta (Manganaris et al, 2022). En casos graves
aproximadamente entre 50 y el 75% del fruto puede pudrirse en el huerto y el resto infectarse

antes de llegar al mercado (Oliver, 2024).

1.1.5.5. Ciclo bioldgico

Monilinia fructicola forma ascosporas (esporas sexuales) y conidios (esporas asexuales). Las
momias caidas producen estructuras bronceadas en forma de copa, llamadas apotecios, la
superficie interior de cada apotecio contiene ocho ascosporas, los apotecios se forman

erraticamente por lo que las ascosporas no siempre causan la infeccion primaria (Bost, 2015).
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El hongo hiberna en frutos momificados o en tejidos infectados como ramitas, pedunculos y
cancros de las ramas, los conidios se producen en primavera en condiciones de humedad y
se dispersan por el viento (EPPO, 2020). El tizon de la flor es la infeccion primaria, inicia
en primavera y se desarrolla cuando las esporas del hongo se posan y penetran las flores,
posteriormente proporcionan el inoculo para infectar otras partes del arbol y arboles vecinos
(Byrde y Willetts, 2013). Con las condiciones climaticas favorables la enfermedad avanza
rapidamente, las fuertes lluvias en la floracion, temperaturas de 20 a 25 °C y bajas
temperaturas nocturnas son las condiciones ideales para el patdogeno (EPPO, 2020). El tizon
de la ramita y los cancros suelen ser la infeccion secundaria, el hongo crece desde las partes
florales hasta las ramitas, estas se extienden gradualmente hacia arriba y abajo de la ramita,
el cancro en los tallos se desarrolla a partir de ramitas de frutos marchitos por crecimiento
del micelio en las ramas mas grandes del arbol. Los frutos verdes son menos susceptibles al
hongo, aunque pueden infectarse al inicio de la temporada después de los sintomas en la flor,
la pudricién de la fruta se considera la fase mas destructiva de la enfermedad a medida que
la fruta madura, la infeccion se propaga de una fruta enferma a otras sanas hasta alcanzar la
momificacion del fruto el cual puede quedar adherido a los arboles o caer al suelo donde
permanece en los meses de invierno (Byrde y Willetts, 2013). Durante una temporada, puede
haber muchos ciclos de infecciones secundarias en flores, ramas y frutos, lo que da lugar a
una mayor propagacion de la enfermedad. Los dafios causados por aves, insectos y lesiones

mecanicas en los frutos los hacen mas vulnerables a la podredumbre de la fruta (Li, 2020).
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1.1.5.6. Manejo de la enfermedad

El mejoramiento genético para la resistencia a las enfermedades del durazno, entre ellas la
pudricion café, debe ser un objetivo primario. Actualmente la mayoria de los genes de
resistencia estan ausentes del material genético (Li y Wang, 2020). Entre los métodos de
control se describe la eliminacion y destruccion de las partes infectadas de la planta incluidas
las momias con el propdsito de reducir la fuente de indculo, realizar podas para la buena
circulacion del aire y la penetracion de luz solar ayuda a prevenir las condiciones que
favorecen el desarrollo de la enfermedad (Khan er al., 2021). Se ha explorado alternativas
como la induccioén de resistencia, en China cepas bacterianas de Bacillus licheniformis,
indicaron que la bacteria aument6 la actividad enzimatica antioxidante y aumentd la
expresion de genes relacionados con la defensa (Ji et al., 2020). Pseudomonas protegens
inhibid el crecimiento micelial de M. fructicola y en vivo se redujo la pudricion café en frutos
de durazno inoculados con el hongo (Shan et al., 2024). En México, un estudio con Bacillus
subtilis indic6 que podria utilizarse en el biocontrol de M. fructicola, alcanzando niveles altos
de inhibicion del patogeno (Patifio-Pacheco y Fonseca-Carrefio, 2024).

Las aplicaciones de fungicidas en pre y postcosecha es el método que se utiliza generalmente
para controlar Monilinia spp. (Jia et al., 2024). Los fungicidas especificos del sitio de accion
como los Methyl Benzimidazole Carbamates (MBC) (Fisher et al., 2023) en donde se incluye
el tiofanato de metilo (Gura et al, 2023), ademas de los fungicidas inhibidores de la
desmetilacion (DMI) siguen siendo importantes en el control de la pudricion café, entre ellos
el propiconazol (Gura et al., 2024), el grupo de los inhibidores externos de quinona (Qol)
(May-De Mio et al., 2011), los inhibidores de la succinato deshidrogenasa (SDHI) y
fungicidas con actividad multi sitio tienen buena actividad inhibitoria sobre la germinacion

de esporas de M. fructicola (Song et al., 2021).

26



LITERATURA CITADA

Abate,

D., Pastore, C., Gerin, D., De Miccolis Angelini, RM, Rotolo, C., Pollastro, S., y
Faretra, F. (2018). Caracterizacion de poblaciones de Monilinia spp. en frutas de
hueso en el sur de Italia. Plant  Disease, 102 (9), 1708-1717.

https://doi.org/10.1094/PDIS-08-17-1314-RE

Akhoon, B. A., Gupta, S. K., y Dhar, M. K. (2023). Dissecting the genome, secretome, and

effectome repertoires of Monilinia spp.: The causal agent of brown rot disease: A

comparative analysis. Postharvest Biology and Technology, 195, 112120.

Arroyo, P. M. G., Aguilar, A. J., Santoyo, C. V. H., Torres, A. A., Mufioz, R. M., Salas, G.

J. M.y Sagarnaga, V. L. M. (2023). Economic viability of peach plantations (Prunus
persica L. [Batsch]) with different technological levels in three regions of Mexico.

Revista de Geografia agricola, 70. https://doi.org/10.5154/r.rga.2023.70.02

Bost, S. (2015). Plant Diseases Brown Rot of Stone Fruits. University of Tennessee. 2 p.

Byrde,

CABI,

CABI,

CABI,

CABI,

R. J. W., y Willetts, H. J. (2013). The brown rot fungi of fruit: their biology and
control. Elsevier.
(2019). Prunus persica (peach). CABI Compendium.

https://doi.org/10.1079/cabicompendium.44340.

(2021).  Monilinia  fructicola ~ (brown  rot).  Compendio = CABIL

https://doi.org/10.1079/cabicompendium.34746.

(2021). Taphrina deformans (peach leaf curl). CABI Compendium.

https://doi.org/10.1079/cabicompendium.5273

(2022). Taphrina deformans (peach leaf curl). PlantwisePlus Knowledge Bank.

Technical Factsheet. https://doi.org/10.1079/pwkb.species.527.

27


https://doi.org/10.1094/PDIS-08-17-1314-RE
https://doi.org/10.5154/r.rga.2023.70.02
https://doi.org/10.1079/cabicompendium.44340
https://doi.org/10.1079/cabicompendium.34746
https://doi.org/10.1079/cabicompendium.52739
https://plantwiseplusknowledgebank.org/action/doSearch?SeriesKey=plantwise
https://doi.org/10.1079/pwkb.species.52739

Chen, S. K., Xiao, M., Dlinur, Sun, T. Q., Aierxiding, A., y Ma, R. (2023). Indoor fungicide
screening and identification of antagonistic strains against Wilsonomyces
carpophilus.Journal of Fruit Science, 40(10), 2229-2240.

DOI : 10.13925/j.cnki.gsxb.20230201

Chitta, P., Nontajak, S., Mabangkhru, N. y Bussaban, B. (2023). Transzchelia discolor as the
Causal Agent of Rust on Nectarine, Peach, and Japanese Plum in Highland Areas of
Northern Thailand. Plant Disease, 107(8), 2316-2319. https://doi.org/10.1094/PDIS-
11-22-2715-SC

Crassweller, R. M., Demchak, K. y Sanchez, E. (2006). Fruit Production for the Home
Garder. College of Agricultura sciences. 192 p.

Douglas, S. M. (2003). Disease control for home peach orchards. Department of Plant
Pathology and Ecology, The Connecticut Agricultural Experiment Station. § p.

EPPO. (2020). PM 7/18 (3) Monilinia fructicola. Bulletin 50(1), 5-18. DOI: 10.1111/epp.
12609.

EPPO. (2024) Monilinia fructicola. EPPO datasheets on pests recommended for

regulation. https://gd.eppo.int (accessed 2024-10-11).

European and Mediterranean Plant Protection Organization (EPPO). (2004). Stone fruits.
Boletin n°34. Pp. 427-438.

Evans, K., Frank, E., Gunnell, J., Pace, M. y Shao, M. (2008). Coryneum or Shothole Blight.
Published by Utah State University Extension and Utah Plant Pest Diagnostic

Laboratory. 3 p.

28


https://doi.org/10.13925/j.cnki.gsxb.20230201
https://doi.org/10.1094/PDIS-11-22-2715-SC
https://doi.org/10.1094/PDIS-11-22-2715-SC
https://gd.eppo.int/

Ezzat, M., Zhang, W., Amar, M., Nishawy, E., Zhao, L., Belal, M., Han, Y. y Liao, L. (2024).
Origins and Genetic Characteristics of Egyptian Peach. International Journal of
Molecular Sciences, 25(15), 8497. doi.org/10.3390/ijms25158497

Fischer, J. M. M., Dutra, P. S. S., de Araujo, H. E., Glienke, C., y May de Mio, L. L. (2023).
Aislamientos de campo de Monilinia fructicola cambian el patron de resistencia a una

mayor sensibilidad al tiofanato-metilo en poblaciones recientes. Eur J Plant

Pathol 166 , 51-64. https://doi.org/10.1007/s10658-023-02640-z

Gura, W. P., Gelain, J., Sikora, E. J., Vinson, E. L., Brannen, P. M., y Schnabel, G. (2023).
Low frequency of resistance to thiophanate-methyl in Monilinia fructicola
populations from southeastern United States peach orchards. Pesticide Biochemistry

and Physiology, 197, 105642. https://doi.org/10.1016/j.pestbp.2023.105642

Gura, W. P., Gelain, J., Sikora, E. J., Vinson, E. L., Brannen, P. M., y Schnabel, G. (2024).
Reevaluation of Sensitivity of Monilinia fructicola Isolates to the DMI Fungicide
Propiconazole in the Southeastern United States and Investigation of the Genetic
Element Mona. Plant Disease, 108(2), 375-381. https://doi.org/10.1094/PDIS-04-23-
0778-RE

Hans, M., Shah, M. A., y Bansal, R. (2020). Peach. Antioxidants in fruits: Properties and
health benefits, 449-459.

Igbal, S., Abbas, A., Mubeen, 1., Sathish, M., Razaq, Z., Mubeen, M., ... y Ahmed, M. A.
(2022). Taxonomy, distribution, epidemiology, disease cycle and management of
brown rot disease of peach (Monilinia spp.). Notulae Botanicae Horti Agrobotanici

Cluj-Napoca, 50(1), 12630-12630.

29


https://doi.org/10.3390/ijms25158497
https://doi.org/10.1007/s10658-023-02640-z
https://doi.org/10.1016/j.pestbp.2023.105642
https://doi.org/10.1094/PDIS-04-23-0778-RE
https://doi.org/10.1094/PDIS-04-23-0778-RE

Ji, Z. L., Peng, S., Zhu, W., Dong, J. P., y Zhu, F. (2020). Induced resistance in nectarine
fruit by Bacillus licheniformis W10 for the control of brown rot caused by Monilinia
fructicola. Food Microbiology, 92, 103558.
https://doi.org/10.1016/j.fm.2020.103558

Jia, F., Chen, M., Liu, C., Chen, S., Liu, W., Huang, K., Sun, X., Ma, G., y Chen, G. (2024).
Streptomyces rapamycinicus HCD1-10: An effective biocontrol actinomycetes
against postharvest Chinese flat peach brown rot caused by Monilinia
fructicola. Scientia Horticulturae, 327, 112836.

Khalilabad, A. A., y Fotouhifar, K. B. (2023). First detection of Wilsonomyces carpophilus
causing leaf spot and shot hole disease on Vitis vinifera. Plant Health
Progress, 24(1), 4-8. https://doi.org/10.1094/PHP-02-22-0014-SC

Khan, N.A., Bhat, Z.A., y Bhat, M.A. (2021). Diseases of Stone Fruit Crops. In: Mir, M.M.,
Igbal, U., Mir, S.A. (eds) Production Technology of Stone Fruits. Springer,

Singapore. https://doi.org/10.1007/978-981-15-8920-1 14

Khiavi, H. K., Masoumi, S. Y. S., Pirayesh, A., y Jolfaei, H. K. (2021). Evaluation of
resistance of different nectarine cultivars to causal agent of peach powdery mildew
Podosphaera pannosa. Journal of Novel Researches on Plant Protection, 10(2).

Kreidl, S., Edwards, J.., Villalta, O. N. (2015). Assessment of pathogenicity and infection
requeirements of Monilinia species causing brown rot of stone fruit in Australian
orchards. Australasian Plant Pathology, 44(4), 419-430.

Lambaré, P. y Pochettino, L. (2012). Diversidad local y practicas agricolas asociadas al
cultivo tradicional de duraznos, Prunus persica (Rosaceae), en el noreste de

Argentina. Darwiniana. 50(2): 174-186.

30


https://doi.org/10.1016/j.fm.2020.103558
https://doi.org/10.1094/PHP-02-22-0014-SC
https://doi.org/10.1007/978-981-15-8920-1_14

Li, Y. (2020). Brown rot of stone fruits. The Connecticut Agricultural Experiment Station.
Department of Plant Pathology and Ecology. 2 p.

Li, Y.,y Wang, L. (2020). Genetic resources, breeding programs in China, and gene mining
of peach: a review. Horticultural Plant Journal, 6(4), 205-215.

Luo, C. X., Schnabel, G., Hu, M., y De Cal, A. (2022). Global distribution and management
of peach diseases. Phytopathology Research, 4(1), 30.

Lyousfi, N., Blenzar, A., Taoussi, M., Laasli, S. E., y Lahlali, R. (2024). Brown Rot Disease
Caused by Fungal Pathogens Monilinia spp.: A Serious Threat to Pome and Stone
Fruit Production Worldwide and Current Threat in Morocco. Recent Advances in
Postharvest Technologies, Volume 2: Postharvest Applications, 129-166.

Manganaris, G. A., Minas, L., Cirilli, M., Torres, R., Bassi, D., y Costa, G. (2022). Peach for
the future: A specialty crop revisited. Scientia Horticulturae, 305, 111390.

Marimon, N., Eduardo, 1., Ledén, M. Berbegal, M., Armengol, J. y Luque, J. (2020). A qPCR-
based method for the detection and quantification of the peach powdery mildew
(Podosphaera pannosa) in epidemiological studies. Eur J Plant Pathol 158, 1005—

1016 (2020). https://doi.org/10.1007/s10658-020-02136-0

May-De Mio, LL, Luo, Y., y Michailides, TJ (2011). Sensibilidad de Monilinia fructicola de
Brasil al tebuconazol, azoxistrobina y tiofanato-metil e implicaciones para el manejo
de enfermedades. Plant disease , 95 (7), 821-827. https://doi.org/10.1094/PDIS-07-
10-0511

Melgarejo, N. P., Garcia-Jiménez, J., Jord4, G. M. C., Lopez, G. M. M., Andrés, Y. M. F. y
Duran-Vila, N. (2010). Patdégenos de plantas descritos en Espafia. Ministerios de

Medio Ambiente y Medio Rural y Marino. 2da Edit. Pp. 716.

31


https://doi.org/10.1007/s10658-020-02136-0
https://doi.org/10.1094/PDIS-07-10-0511
https://doi.org/10.1094/PDIS-07-10-0511

National Center for Biotechnology Information (NCBI). Taxonomy Browser.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi. Fecha de consulta:

septiembre del 2024.

Nativitas-Lima, 1., Leyva-Mir, S. G., Tovar-Pedraza, J. M., Leyva-Madrigal, K. Y.,
Nativitas-Lima, R., Cabrera-Hidalgo, A. J. y Camacho-Tapia, M. (2023). First repost
of peach scab caused by Cladosporium tenuissimun in México. Plant disease. Disease
Note. 1 p.

Nesi, C. N., Alves, G., Ribeiro, P. J., y May De Mio, L. L. (2014). Heterogeneity of peach
rust disease progress within the tree canopy. European journal of plant

pathology, 139, 663-677. https://doi.org/10.1007/s10658-014-0421-x

Osinaga, C. y Antezana, O. (2012). Roya del duraznero: Tranzschelia discolor. CABI
PlantwisePlus. Hojas volantes para agricultores.

https://doi.org/10.1079/pwkb.20127801120

Palwasha, y Fahim, M. (2022). Significance and implications of farming practices,
knowledge and methods of disease management in developing countries: a case study

of peach farmers in Pakistan. DOI: 10.17582/journal.sja/2022/38.2.595.610

Papavasileiou, A., Madesis, P. B., y Karaoglanidis, G. S. (2016). Identification and
differentiation of Monilinia species causing brown rot of pome and stone fruit using
High-Resolution Melting (HRM) Analysis. Phytopathology, 106(9), 1055—

1064. https://doi.org/10.1094/PHYTO-01-16-0016-R

Patifio-Pacheco, M. J., y Fonseca-Carrefio, J. A. (2024). Biological control of Monilinia
fructicola (G. Winter) Honey using two isolates of Bacillus subtilis on
peaches. Revista Colombiana de Ciencias Horticolas, 18(1).

https://doi.org/10.17584/rcch.2024v18i1.16733

32


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi
https://doi.org/10.1007/s10658-014-0421-x
https://doi.org/10.1079/pwkb.20127801120
https://doi.org/10.17582/journal.sja/2022/38.2.595.610
https://doi.org/10.1094/PHYTO-01-16-0016-R
https://doi.org/10.17584/rcch.2024v18i1.16733

Peter, K. A. (2023). Enfermedad del melocoton: sarna. Disponible en:

https://extension.psu.edu/peach-disease-scab. Fecha de consulta: 10 de octubre del

2023.

Procuraduria Federal del Consumidor (2022). Durazno. Terciopelo en tu boca. Disponible
en: https://www.gob.mx/profeco/documentos/durazno-terciopelo-en-tu-
boca?state=published. Fecha de consulta: 18 de septiembre del 2024.

Rossi, V., Bolognesi, M. y Giosué, S. (2007). Seasonal Dynamics of Taphrina deformans
Inoculum in Peach Orchards. Ecology and Epidemiology. 97(3): 352-358.

Schnabel, G. y Brannen, P. M. (2022). Biology, epidemiology, and management of diseases
of peach driving the spray program in the southeastern United States. Scientia

Horticulturae, 295, 110818. https://doi.org/10.1016/j.scienta.2021.110818

Schnabel, G., y Layne, D. R. (2004). Comparison of reduced-application and sulfur-based
fungicide programs on scab intensity, fruit quality, and cost of disease control on
peach. Plant Dis, 88(2), 162-166. https://doi.org/10.1094/PDIS.2004.88.2.162

Shan, X., Zhang, C., Li, J., Duan, Y., y Huang, Y. (2024). Pseudomonas protegens controlled
brown rot (Monilinia fructicola) on peach fruit in postharvest by suppressing fungal
development and inducing plant defense-related genes. Postharvest Biology and

Technology, 213, 112971. https://doi.org/10.1016/j.postharvbio.2024.112971

Song, H. W., Xu, N. N., Gao, D. L., Hu, Z. J., Zhuang, Z. G., Liu, Y., Wu, X., y Zhuang, Z.
X. (2021). Inhibitory effects of sixteen fungicides on mycelial growth and spore
germination of Monilinia fructicola. Plant Diseases and Pest, 12(1), 31-35.

DOI: 10.19579/j.cnki.plant-d.p.2021.01.007

33


https://extension.psu.edu/peach-disease-scab
https://doi.org/10.1016/j.scienta.2021.110818
https://doi.org/10.1094/PDIS.2004.88.2.162
https://doi.org/10.1016/j.postharvbio.2024.112971
https://doi.org/10.19579/j.cnki.plant-d.p.2021.01.007

Sun, X., Yuan, S., Shen, S., Geng, H., Liu, J., Cui, Z., ... y Wang, H. (2023). First Report of
Rust Caused by Tranzschelia discolor on Peach Leaves in Shenzhou, China. Plant

Disease, 107(4), 1235. https://doi.org/10.1094/PDIS-07-22-1667-PDN

Svetaz, L., Bustamante, C. A., Goldy, C., Rivero, N., Muller, G. L., Valentini, G. H., Fernie,
A. R., Drincovich, M. F. y Lara, M. V. (2017). Unravelling early events in the
Taphrina deformans—Prunus persica interaction: an insight into the differential
responses in resistant and susceptible genotypes. Plant, Cell, and Environment
40(1):1456-1473.

University of Illinois. (2017). Powdery mildew of stone fruits. Report on Plant disease. 3 p.

Yao, N., Ni, F., Wang, Z., Luo, J., Sung, W. K., Luo, C., & Li, G. (2021). L2ZMXception: an
improved Xception network for classification of peach diseases. Plant Methods, 17,
1-13. https://doi.org/10.1186/s13007-021-00736-3

Zhou, Y., Fan, F., Chaisiri, C., Zhu, Y. T., Zhao, Y., Luo, M. K., L1, X. C., Yin, L. F., Yin,
W. X., y Luo, C. X. (2021). Sensitivity of Venturia carpophila from China to five
fungicides and characterization of carbendazim-resistant isolates. Plant
Disease, 105(12), 3990-3997. https://doi.org/10.1094/PDIS-04-21-0694-RE

Zhou, Y., Zhang, L., Fan, F., Wang, Z., Huang, Y., Yin, L., Yin, W. y Luo, C. (2021).
Genome Sequence of venturia carpophila, the Causal Agent pf Peach scab. MPMI

34(7), 852-856. https://doi.org/10.1094/MPMI-11-20-0321-A

34


https://doi.org/10.1094/PDIS-07-22-1667-PDN
https://doi.org/10.1094/PDIS-04-21-0694-RE
https://doi.org/10.1094/MPMI-11-20-0321-A

CAPITULO II. EFECTO DEL ACIDO y-AMINOBUTIRICO (AGAB) Y ACIDO
JASMONICO (AJ) EN LA INDUCCION DE RESISTENCIA A Monilinia
fructicola, EN FRUTOS DE DURAZNO

RESUMEN

Las enfermedades postcosecha representan una amenaza significativa para la produccién de
durazno. En las ultimas décadas, se han evaluado diversas alternativas para su manejo,
incluyendo el uso de inductores de resistencia. En este estudio se evalud la aplicacion
exdgena de acido y-aminobutirico (AGAB) y acido jasmonico (AJ) en frutos de durazno
inoculados con Monilinia spp. Los frutos fueron atomizados con diferentes concentraciones
y el testigo fue tratado con agua destilada estéril. Posteriormente, se les realizaron heridas
con una aguja de insulina en las dos direcciones perpendiculares alrededor de la seccion
ecuatorial y se inocularon con una suspension de esporas (1x10°) del patogeno. Los frutos
fueron almacenados en camaras himedas, y se registrd la severidad de la enfermedad
midiendo el didmetro de la lesion en las dos direcciones.

Se realizaron dos experimentos, en el primer aflo se usaron las concentraciones de 0.4, 0.8 y
1.2 mM de AJy 25, 50 y 75 mM de AGAB. En el segundo solo se utilizo AJ con dosis de
0.25,0.50,0.75, 1.0, 1.25, 1.5, 1.75 y 2.0 mM, ademas se incluyeron evaluaciones de fenoles
totales. En el primer afio, los resultados indicaron que la aplicacion de 1.2 mM de AJ redujo
la severidad de Monilinia en un 48.6%, y resultd ser el mejor de los tratamientos. En el
segundo afio las concentraciones con 1.5, 1.75 y 2.0 mM de AJ fueron los mejores
tratamientos, redujeron la severidad contra Monilinia, entre 61.7 a 69.7%. Ademds de
aumentar la acumulacion de fenoles totales entre 81.5 a 92. 7% en comparacion con el testigo.
Aunque el uso de inductores puede ser una alternativa prometedora para el manejo de
enfermedades en postcosecha, se resalta la necesidad de estudios adicionales para optimizar

la aplicacion de estos productos y validar su eficacia en condiciones comerciales.

Palabras clave: Postcosecha, resistencia, severidad, inoculacion, AJ, AGAB.
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2. 1. Introduccion

Las enfermedades fungicas representan una amenaza para la produccion de alimentos
(McLaughlin et al., 2023). En durazno, gran parte de la pérdida de la fruta se da en la etapa
postcosecha por el hongo Monilinia spp. (Lyousfi et al., 2024). Tradicionalmente los
fungicidas han sido el principal medio para controlar estos patdogenos (McLaughlin et al.,
2023). Sin embargo, el uso excesivo puede provocar la aparicion de cepas de patogenos
resistentes (Ons et al., 2020). Ademads, durante la ultima década fungicidas utilizados en
postcosecha se han retirado del mercado. Por lo tanto, se deben encontrar alternativas para el
control de la descomposicion postcosecha de productos frescos (Romanazzi et al.,, 2016).
Entre otras alternativas se encuentra la activacion de los mecanismos de defensa (Shine et
al., 2019).

Al percibir ciertos estimulos, las plantas desarrollan un estado condicionado de mayor
capacidad defensiva frente a patdgenos, lo que da lugar a la "resistencia inducida" (RI) (De
kesel et al., 2021). Las plantas pueden activar sus procesos metabolicos (resistencia
inducida), mediante el reconocimiento de inductores de resistencia (RI) (Sandroni et al.,
2020). El uso de inductores de resistencia puede proporcionar una estrategia mas amigable
con el medio ambiente, prevenir la pérdida de cultivos y reducir la dependencia a fungicidas
sintéticos (Conrath ef al. 2015).

Los efectos benéficos de la induccion de resistencia en postcosecha se han demostrado hace
tiempo (Romanazzi et al., 2016). Por ejemplo, estudios como el efecto de la luz solar en
mango confirmaron que el color rojo que le confiere a la cascara no indica maduracion
avanzada, pero si mayor resistencia a lesiones por frio y al ataque de patdgenos (Sivankalyan
et al., 2016). Mas reciente, se ha demostrados que inductores como compuestos de origen

biolégico y productos quimicos sintéticos se consideran una estrategia sostenible para el
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manejo postcosecha de frutas y verduras (Romanazzi ef al., 2016). Se ha encontrado que la
aplicacion de quitosano en uvas y fresas indujo genes relacionados con la defensa y protegio
a la fruta contra la infeccion de Botrytis cinerea a través de la sefializacion del acido
jasmonico (AJ) (Peian et al., 2021). Este ultimo suele ser producido por la planta después del
dafo ocasionado por patdégenos y estd involucrado en la resistencia (Laredo-Alcalé et al.,
2017). También, se ha demostrado que su derivado el metil jasmonato es beneficioso para
controlar la podredumbre blanda (Botryosphaeria dothidea) en frutos postcosecha de kiwi
(Pan et al., 2020). Mas reportes indican que el acido jasmonico o la via de sefal del acido
jasmonico en frutos de fresa hacen que la fruta sea resistente a Botrytis cinerea (Jia et al.,
2016). Por otro lado, otros productos estudiados en la induccion de resistencia ha sido los
derivados del acido butirico; el B-aminobutyric (ABAB) y-aminobutyric (AGAB), este
ultimo se acumula rapidamente en plantas expuestas a diversos tipos de estrés (Ji et al., 2018)
y se ha reportado que la aplicacion exdgena de AGAB mejora la resistencia contra
Colletotrichum gloeosporioides en frutos de mango postcosecha (Chen et al., 2024). Por lo
anterior, el objetivo fue evaluar el efecto de la aplicacion exdgena del 4cido y-aminobutirico
(AGAB) y acido jasmonico (AJ) en la severidad de Monilinia spp. en frutos de durazno y el

incremento de fenoles totales en frutos.
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2.2. MATERIALES Y METODOS

2.2.1. Aislamiento del patégeno y material vegetal

El experimento se realizé con frutos de durazno en madurez comercial, los frutos fueron
cosechados a mano y trasladados al laboratorio de Parasitologia Agricola de la Universidad
Auténoma Chapingo. El aislamiento de Monilinia spp. se realizd de frutos con sintomas
tipicos de pudricion café en frutos de durazno, se utiliz6 la técnica de cultivo monosporico
para la purificacion del aislado, y se preparé una suspension de conidios (1x10°) para la
posterior inoculacion.

2.2.2. Experimento 1: Pruebas con acido y-aminobutirico (AGAB) y acido jasmonico
(AJ).

En septiembre del 2023 se recolectd de Tepeyahualco, Puebla, frutos de durazno, los cuales
se seleccionaron por tamafio, color, libres de enfermedades y lesiones mecanicas y se
dividieron en siete grupos. Se definieron las concentraciones (Cuadro 1) y se probaron dos
metodologias para la aplicaciéon tomando como referencia lo reportado en trabajos previos
de Yao y Tian (2005), Quaglia (2011), Wang et al., (2018), Wang et al., (2019, 2020) y Ezzat
etal., (2021).

Cuadro 1. Concentraciones y tratamientos propuestos de acido jasmodnico (AJ) y acido -
aminobutirico (AGAB) en frutos de durazno en el experimento 1, afio 2023

Tratamiento Acido Concentracion (mM)

T1 Control: Agua destilada esterilizada+ etanol.

T2 AGAB* 25
T3 AGAB 50
T4 AGAB 75
T5 Jasmonico 0.4
T6 Jasmonico 0.8
T7 Jasmonico 1.2

*: Acido y-aminobutirico
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Para realizar la dilucién de los acidos se utilizd etanol y agua destilada estéril en una
proporcion 1:10, para homogenizar los tratamientos, al control se le adiciond etanol. Se
realiz6 una solucion stock de los &cidos y posteriormente se hicieron diluciones para llegar a

la concentracidn utilizada.

2.2.2.1. Primera metodologia de aplicacion

Se utilizaron quince frutos por tratamiento, se considerd un fruto por repeticion, los frutos se
desinfestaron con hipoclorito de sodio al 2%, se enjuagaron dos veces con agua destilada
estéril, y se dividieron en siete grupos. Después de dejarlos secar, cada durazno se inyecto en
dos lados alrededor de la seccion ecuatorial con 30 uL. de cada concentracion y se colocaron
en camara hiimeda, después de doce horas los frutos se inocularon con 15 pL de una
suspension de esporas (1x10°) de Monilinia spp., la inoculacion se realizd en las heridas
previamente provocadas.

Se observaron sintomas 24 h después de la inoculacion, y se evalu6 la severidad, con un
vernier digital (Truper®), se midié dos diametros perpendiculares de la lesion a las 24, 30,
36 y 48 h después de la inoculacion, las muestras se conservaron en nitrogeno liquido para

posteriores analisis.

2.2.2.2. Segunda metodologia de aplicacion

Se utilizaron cuatro frutos por tratamiento, un fruto por repeticién, previamente
seleccionados, debido a la disponibilidad del recurso. Los frutos se desinfestaron con
hipoclorito de sodio al 2%, se enjuagaron dos veces con agua destilada estéril, y se dividieron

en siete grupos. La aplicacion de los acidos se realizd con un atomizador y se cubrid
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completamente al fruto, posteriormente se colocaron en camara humeda, 24 h después en los
frutos se hicieron dos heridas alrededor de la seccidn ecuatorial, con una aguja para insulina,
y se inocularon con 15 pL de suspension de esporas de Monilinia spp. de (1x10°). Cada 24 h
después de la inoculacion se tomaron los datos de severidad, con un vernier digital (Truper®),
se midid dos didmetros perpendiculares de la lesion hasta obtener cinco registros. Se

conservaron las muestras en nitrogeno liquido para posteriores analisis.

2.2.2.3. Analisis estadistico

En las dos metodologias, los tratamientos se arreglaron bajo un disefio completamente al
azar, ya que al realizarse bajo condiciones controladas de laboratorio no se requirié controlar
fuentes de variacion externas.

Para la severidad, primero se realizd una prueba de bondad de ajuste para determinar si se
podia utilizar estadistica paramétrica clasica en los analisis, 0 en su caso si era necesario
realizar algunas transformaciones y/o utilizar estadistica no paramétrica, o modelo lineal
generalizado con alguna distribucién como la Poisson o Binomial Negativa y funcion de
enlace el logaritmo.

Se utilizd el Modelo Lineal General para el Andlisis de Varianza y la prueba de
comparaciones multiples de medias con el método de la diferencia significativa honesta de
Tukey; y contrastes ortogonales para probar los efectos promedios de las dosis de acido
jasmonico vs. las dosis de dcido butirico, asi como los efectos promedios del testigo vs. las

dosis de acido jasmonico, y testigo vs. acido butirico, respectivamente.
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2.2.3. Experimento 2: Pruebas con acido jasmoénico

En septiembre del 2024 se recolecté de Tepeyahualco, Puebla, frutos de durazno de la
variedad diamante, se seleccionaron por tamano, color, libres de enfermedades y lesiones
mecanicas y se dividieron en nueve grupos. Se definieron las concentraciones y metodologia
de aplicacion en base a los resultados del primer experimento (Cuadro 2).

Se realizé una solucion stock de 10 mL a una concentracion de 118.89 mM del acido
jasmonico, se utilizo etanol y agua destilada estéril para la diluciéon en una proporcion 1:10,
para homogenizar los tratamientos, al control se le adiciono etanol, posteriormente se hizo
diluciones para llegar a las concentraciones utilizadas.

Cuadro 2. Concentraciones y tratamientos propuestos de acido jasmoénico (AJ) en frutos de
durazno en el experimento 2, afio 2024

Tratamiento Concentracion (mM)
T1 Control*
T2 0.25
T3 0.50
T4 0.80
TS 1.00
T6 1.25
T7 1.50
T8 1.75
T9 2.00

*Agua destilada + etanol

Se utilizaron ocho frutos por tratamiento, un fruto por repeticion, se seleccionaron los frutos
por tamano, color, libres de enfermedades y lesiones mecénicas. Se desinfestaron con
hipoclorito de sodio al 2%, se enjuagaron dos veces con agua destilada estéril, y se dividieron
en nueve grupos. Se atomiz6 cada fruto con la concentracion evaluada y se colocaron en
camara humeda. Seis horas después se realizé dos heridas alrededor de la seccion ecuatorial

con una aguja para insulina y se inoculd con 15 pL de suspension de esporas (1x10°) de
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Monilinia spp. se observaron sintomas 36 h después de la inoculacion y se realizo la primera
evaluacion, se evalu6 la severidad con un vernier digital (Truper®) cada 12 h, se midi6 dos
didmetros perpendiculares de la lesion hasta obtener cuatro datos. Las muestras se

conservaron en nitrégeno liquido.

2.2.3.1. Fenoles totales

Se midio los fenoles totales en dos ensayos usando el método Folin y Ciocalteu descrito por
Waterman y Mole (1994) con ligeras modificaciones. Se peso 0.1 g de tejido fresco de frutos
de durazno, previamente conservados en nitrégeno liquido, y se colocd en viales a los cuales
se les agrego6 5 ml de alcohol etilico absoluto al 70%, las muestras se homogenizaron durante
10 a 20 segundos o hasta que fue necesario. Las muestras se dejaron reposar en refrigeracion
durante 24 h. Transcurrido el tiempo de reposo, se tomo6 300 pL. de muestra y se deposito en
frascos de fondo plano y se llevd a 4 mL con agua destilada estéril, posteriormente se agrego
250 pL de folin (Sigma-Aldrich®) y se agité hasta homogenizar las muestras, después de
agitar, se dejo reposar durante 9 min, transcurrido el tiempo se agregd 750 pL de Na,CO; al
20 %, se agitod vigorosamente hasta homogenizar por completo y se dejo reposar durante 2 h
en obscuridad, desde que se agreg6 el NaxCOs. Se tomo las lecturas de absorbancia en un
espectrofotometro (Genesys 10S Thermo Scientific®, EE.UU.) en el rango de 760 nm, el
blanco fue H>O destilada. La cuantificacion de fenoles totales se realizé estableciendo una
curva de patron del 4cido gélico, la cual mostrd un ajuste con una r>=0.9977, los resultados

de fenoles totales se registraron como mg.g™! pf.

2.2.3.2. Analisis estadistico
Al igual que en el experimento 1, los tratamientos se arreglaron bajo un disefo

completamente al azar, ya que, no se requiri6 controlar fuentes de variacion externas.
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Nuevamente para la severidad primero se realiz6 una prueba de bondad de ajuste y el andlisis
utilizando un Modelo Lineal General. Adicionalmente se calculo el area bajo la curva del
progreso de la enfermedad. Se realiz6 un Andlisis de Varianza y una prueba de
comparaciones multiples de medias con el método de la diferencia significativa honesta de

Tukey.

2.3. RESULTADOS

2.3.1 Experimento 1: Pruebas con acido y-aminobutirico (GAB) y acido jasmonico

Para la severidad evaluada se encontré diferencia estadistica altamente significativa (p <
0.0001) en la segunda y tercera evaluacion entre los tratamientos probados. En el contraste
entre los grupos de tratamientos no se encontrd diferencia estadistica entre el acido butirico
vs. acido jasmonico (p=0.2911), pero si en la comparacioén del testigo vs. acido butirico
(p<0.0001) y el testigo vs. acido jasmoénico (p=0.0001), los acidos en promedio fueron

mejores que el testigo.

Numéricamente el tratamiento con acido jasmonico a 1.2 mM redujo la severidad de los
frutos inoculados, la agrupacion de medias con el método Tukey mostrd que los tratamientos
sometidos a la aplicacion de inductores fueron estadisticamente no diferentes, excepto con el

testigo en donde se obtuvo la mayor severidad (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Efecto de los diferentes tratamientos de acido jasmoénico (AJ) y y acido -
aminobutirico (AGAB) sobre la severidad de M. fructicola en frutos de durazno, en tres
evaluaciones del experimento 1, afio 2023

Evaluaciones

Tratamiento 1 2 3
Testigo 571  A*** 2042 A 2576 A
25 mMB 296 AB 1781 AB 1797 B
50 mMB 345 AB 1443 BC 1551 B
75 mMB 2.55 B 1260 C 1474 B
0.4 mMJ 518 AB 1721 AB 19.84 AB
0.8 mMJ 425 AB 1510 BC 19.10 AB
1.2 mMJ 2.60 B 1183 C 1324 B

Prob.* 0.0039 <0.0001 <0.0001

DSH** 2.973 3.852 6.807

*: Probabilidad de error tipol en el Andlisis de Varianza. **: Diferencia Significativa Honesta de Tukey.

**%*: Medias con la misma letra, por columnas, son estadisticamente no diferentes (Tukey, p=0.05).

2.3.2. Experimento 2: Pruebas con acido jasmoénico

Los primeros sintomas se observaron a las 36 h post-inoculacion, siendo el testigo y los
tratamientos con 0.25, 1.5, 0.8, 1.0 y 2.0 mM de 4cido jasmonico los primeros en manifestar
sintomas de infeccion. Las posteriores evaluaciones indicaron que, desde un punto de vista
estadistico, la severidad de la enfermedad fue muy similar entre los tratamientos, sin
embargo, el testigo y la concentracién mas baja (0.25 mM) presentaron consistentemente la
mayor severidad. Para la Giltima evaluacion, tanto el testigo como el tratamiento de 0.25 mM
de 4cido jasmoénico continuaron mostrando el mayor dafio en los frutos. En contraste, el
tratamiento con 2.0 mM report6 la menor severidad, lo que sugiere fue el mas eficiente en
reducir el dafio. Sin embargo, este tratamiento mostré un comportamiento estadisticamente
igual a los tratamientos 1.5 y 1.75 mM de 4cido jasmonico, lo que indica que estas

concentraciones también son ttiles para reducir la severidad de la enfermedad (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Efecto de los diferentes tratamientos con acido jasmonico (AJ) sobre la severidad
de M. fructicola en frutos de durazno, en cuatro evaluaciones del experimento 2, afio 2024

Evaluaciones
Tratamiento 1 2 3 4
Testigo 574 A*** 716 AB 1621 AB 25.06 A
025mMJ] 443 AB 794 A 17.89 A 23.74 AB
0.5 mMJ - - 638 ABC 1289 BC 2094 BC

0.8 mMJ 3.07 B 626 ABC 1187 CD 1849 CD
1.0 mMJ 3.06 B 593 ABC 1053 CDE 16.05 D
1.25 mMJ - - 3.12 C 948 DEF 1274 E
1.5 mMJ 3.39 B 3.39 C 8.09 EF 8.95 F
1.75 mMJ - - 353 BC 6.17 FG 9.58 F
20mMJ 274 B 477 ABC 423 G 7.58 F
Prob.* 0.0005 0.0002 <0.0001 <0.0001
DSH** 2.030 3.708 3.349 3.158

*: Probabilidad de error tipol en el Andlisis de Varianza. **: Diferencia Significativa Honesta de Tukey.
**%*: Medias con la misma letra, por columnas, son estadisticamente no diferentes (Tukey, p=0.05).

Efecto en el contenido de fenoles

El andlisis de varianza reveld diferencia estadistica altamente significativa (p<0.0001) en el
contenido de fenoles totales entre los tratamientos probados (Cuadro 5). Los valores mas
bajos se registraron sin la aplicacion y en la concentracion mas baja de AJ (0.25 mM). En
cambio, los tratamientos con las concentraciones mas altas de AJ presentaron los niveles mas
altos de fenoles.

Cuadro 5. Contenido de fenoles totales (mg g-1 PF), en frutos de durazno tratados con
diferentes concentraciones de 4cido jasmonico (AJ) a través de la combinacion de los
ensayos, afo 2024

Evaluaciones
Tratamiento 1 2 3
Testigo 17.48 E*** 1845 D  17.96
0.25 mM 19.58 E 1985 D 19.71
0.5 mM 24.74 D 2495 C 2484
0.8 mM 2573 CD 2603 BC 25.88
1.0 mM 28.48 C 2933 B 28.91

Q0 oOmm
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1.25mM 3148 B 3277 A 3213 B
1.5 mM 3457 A 3466 A 3462 A
1.75mM 3222 AB 3296 A 3259 B
2.0 mM 34.81 A 3297 A 3389 AB
Prob.*  <0.0001 <0.0001 <0.0001
DSH** 2.843 3.443 1.888

*: Probabilidad de error tipol en el Andlisis de Varianza. **: Diferencia Significativa Honesta de Tukey.
**%*: Medias con la misma letra, por columnas, son estadisticamente no diferentes (Tukey, p=0.05).

El modelo de regresion lineal simple aplicado en el ensayo 1 (Cuadro 6) mostré diferencia
estadistica altamente significativa (p<0.0001) para el coeficiente de regresion, con un
coeficiente de determinacion de R?>=0.91. El modelo ajustado se expresé como: Fenoles
totales (mg g! PF) = 18.76 + 8.87x(mM 4cido jasmonico). Este resultado indica por cada
incremento de 1 mM en la concentracion de acido jasmoénico, la concentracion de fenoles se
incremento en 8.87 mg ¢! PF.

En el ensayo 2 (Cuadro 6), se obtuvo un comportamiento similar, con una diferencia
estadistica altamente significativa (p<0.0001) y un coeficiente de determinacion de R?>=0.85.
El modelo ajustado fue: Fenoles totales (mg g! PF) =19.69 + 8.26 x(mM &cido jasmonico).
Es decir, por cada mM de 4cido jasmonico aplicado, la concentracion de fenoles se
incremento en 8.26 mg g™ PF.

Cuando se consideraron ambos ensayos de manera conjunta en un analisis combinado
(Cuadro 6), el modelo de regresion lineal simple también mostré una diferencia altamente
significativa (p<0.0001), con un coeficiente de determinacion de R?=0.88. El modelo
ajustado fue: Fenoles totales (mg g-1 PF) =19.22 + 8.57x (mM acido jasmonico).

Estos resultados evidencian que por cada mM de 4cido jasmonico aplicado, la concentracion
de fenoles se incrementé en 8.57 mg g'! PF. En consecuencia, el contenido de fenoles fue

directamente proporcional a las dosis crecientes de dcido jasmonico.
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Cuadro 6. Regresion lineal simple de los fenoles totales en los frutos de durazno tratados
con acido jasmoénico (AJ) en los ensayos individuales y a través de los ensayos, afio 2024

Ensayo Bo* BrH* Prob.(B1) *** R

1 18.75 8.87 <0.0001 0.91

2 19.69 8.26 <0.0001 0.85
Combinado 19.22 8.57 <0.0001 0.88

*Intercepto; **Coeficiente de regresion; ***Probabilidad; ****Coeficiente de Determinacion.

2.4 DISCUSION

Existen muchos reportes del uso de inductores de resistencia en postcosecha, por lo tanto,
también diferentes metodologias, Wang y colaboradores (2018), utilizaron acido pB-
aminobutirico para inducir resistencia a frutos de durazno postcosecha contra Rhizopus, para
la aplicacion los frutos fueron perforados alrededor de la seccion ecuatorial e inyectados con
30 uL de la concentracion a evaluar. En otro trabajo los frutos de durazno fueron sumergidos
en una solucion con las concentraciones de metil jasmonato (MeJA) y acido salicilico (AS)
durante una hora (Ezzat et al., 2021), igual lo hicieron Zhao y colaboradores (2021), solo que
sumergieron los frutos durante 30 segundos. Ambas metodologias reportaron una mejora en
el sistema de defensa, redujeron la severidad de la enfermedad y activaron enzimas
relacionadas con la defensa, asi como una mayor actividad enzimatica (Wang et al., 2018;
Ezzat et al., 2021; Zhao et al., 2021). Cuando se us6 la primera metodologia desde el
principio existieron dificultades, se realizaron las heridas en los frutos y al intentar
inyectarlos, las gotas quedaban en la superficie y en la mayoria de los casos se rompia la
tension superficial, por lo tanto se escurrian, con esta metodologia no se puede confirmar si
realmente el productos aplicado tendra efecto en el fruto al ser absorbido o de lo contrario se
perdera por escurrimiento, se decidido no utilizar la informacién obtenida por esta

metodologia, porque no se vio efecto en las concentraciones. La metodologia propuesta por
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Ezzat y colaboradores (2018) result6 ser mejor y mas practica para cuando se utilizan muchos
frutos, solo se hicieron ligeras modificaciones.

Como se ha descrito las hormonas vegetales o fitohormonas regulan la defensa de las plantas
contra patdgenos, asi como el desarrollo y crecimiento (Berens ef al., 2017). El acido
jasmonico (AJ) es una hormona vegetal implicada en la defensa de las plantas contra el estrés
bidtico y abidtico (Ghorbel et al., 2021). Se ha reportado que la aplicacion de metil jasmonato
(MeJA) en durazno promueve la sefializacion de AJ (Chen et al., 2019). Es por lo que en
muchos estudios se ha utilizado el MeJA como precursor para activar la defensa de las plantas
mediada por AJ. Se probo la eficacia de 200 umol L!de metil jasmonato MeJA y
Cryptococcus laurentii, solos y en combinacion, los resultaron indicaron que combinando C.
laurentii a 5 x 10 7 UFC ml! con MeJA se obtiene un menor diametro de lesion de
podredumbre parda y moho azul causados por M. fructicola'y P. expansum (Y ao et al., 2005).
Ademas, se ha comprobado que MeJA promueve la degradacion de la clorofila en los frutos
y la acumulaciéon de antocianina, la mejora de los compuestos volatiles retrasa el
ablandamiento del fruto y promueve mayor actividad enziméatica (SOD, POD, CAT, PPO) lo
que se traduce en el aumento del antiestrés y reduce el contenido de etileno endoégeno en la
fruta (Wei et al., 2017). Otros trabajos donde se ha utilizado AJ directamente, se ha reportado
que la inmersion en soluciones a 30 umol L' durante 30 s controla el dafio por frio en el fruto
de durazno y mantiene el contenido de azucar soluble (Zhao et al, 2021). Estas
investigaciones pueden validar el uso de inductores de resistencia en frutos de durazno
postcosecha ya sea sometidos a estrés bidtico o abiotico, y justifica lo encontrado en la
presente investigacion donde todos los tratamientos en los que se utiliz6 AJ y AGAB
redujeron el crecimiento de Monilinia en comparacion con el testigo, aunque

estadisticamente no se pudo determinar el mejor tratamiento. Con 1.2 mM de AJ se obtuvo

48



la menor severidad de Monilinia, este resultado puede explicarse con lo reportado por Cheng
y colaboradores (2023), quienes sometieron frutos de durazno a la infeccion por Monilinia
fructicola, y confirmaron que tras las primeras 12 h de infeccion los duraznos respondieron
mediante AJ como molécula sefial, pero después de 48 h la molécula senal fue éacido
salicilico. Los resultados en el segundo experimento, donde solo se utilizo AJ, se encontrd
que los tratamientos con 1.50, 1.75 y 2.0 mM redujeron la severidad de Monilinia en
comparacion con el testigo y las dosis bajas. Ji y colaboradores (2021), confirmaron que la
aplicacion de 10 uM de MeJA redujo la incidencia y severidad de la infecciéon por
podredumbre blanda en frutos de durazno y se sugiere que MeJA indujo resistencia contra R.
stolonifer al regular la biosintesis de AJ en el fruto, MeJA aument6 la expresion de los genes
biosintéticos de AJ. Este ultimo trabajo demuestra que MeJA activo los genes involucrados
en la via biosintética de AJ lo que llevd a mayor produccion de esta hormona, por lo tanto,
Al estuvo involucrado en la respuesta de defensa, con esta explicacion se puede entender los
resultados obtenidos en el primer y segundo experimento, donde con la aplicacion directa de
AlJ hubo reduccion de la severidad en las dosis mas altas, sin embargo, es necesario precisar
que este analisis se hace tinicamente tomando como referencia los resultados obtenidos de
severidad, y que para entender mas a fondo es necesario analisis como expresion de genes y
enzimas relacionadas con la defensa. Sin embargo, si se integré prueba de fenoles totales, los
resultados indicaron que, con las dosis mas altas de AJ, se estimul6 la acumulacion de fenoles
a diferencia del control y las dosis bajas. Se ha mencionado que la produccion de enzimas y
metabolitos en el durazno cosechado esta relacionada con la resistencia a enfermedades como
Monilinia fructicola, la aplicacion externa de inductores de resistencia como el 6xido nitrico
incremento significativamente el contenido total de compuestos fendlicos en el durazno (Li

et al., 2016). Al igual lo hizo la aplicacion de MeJA al reducir significativamente las
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enfermedades postcosecha, potencializo la actividad de las enzimas al igual que el nivel de
fenoles totales en la fruta tratada, y fue mayor que en el testigo (Jin et al, 2009). Xiey
colaboradores (2024), demostraron que la aplicacion de MeJA exogeno promueve la
acumulacion de compuestos fendlicos. Es importante sefialar que aunque el aumento en la
acumulacion de fenoles se dio a través de la aplicacion de MeJA, este MeJA exogeno
aumenta el contenido de AJ enddgeno al mejorar la expresion de genes para la biosintesis de
AJ, ademads, mejora la resistencia a enfermedades al activar la expresion de genes de

transduccion de senales de AJ (Xie ef al., 2024).

2.5. CONCLUSIONES

El uso de inductores AJ y AGAB redujo la severidad de Monilinia fructicola, y promovi6 la
acumulacion de fenoles totales en los frutos tratados en comparacion con el testigo. No
obstante, no fue posible determinar si esta reduccion se puede asociar con la activacion de
genes involucrados en la defensa, o con incremento en la actividad enzimatica, se requiere
de estudios adicionales para su confirmacion. Aunque el uso de inductores puede ser una
alternativa prometedora para el manejo de enfermedades en postcosecha, en este estudio los
mejores tratamientos lograron reducir la severidad en un 48.6 % con la dosis de 1.2 mM de
Al en el primer experimento, y 50.8% y 69.7 % con la dosis de 1.25 mM y 2.0 mM de AJ,
respectivamente, en el segundo experimento. Estos resultados indican niveles altos de
severidad en los frutos tratados, lo que subraya la necesidad de realizar més estudios con los

que se permita validar mejor el uso de estos productos.
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CAPITULO II1. SENSIBILIDAD DE Monilinia spp. A FUNGICIDAS DE
DIFERENTES GRUPOS QUIMICOS

RESUMEN

La pudricién café, causada por el género Monilinia spp. es de las enfermedades mas
importantes en durazno, ademas de afectar en precosecha e infectar ramitas, flores y frutos,
el dafio que causa en postcosecha es bastante considerable. Aunque se buscan alternativas
para el manejo de la enfermedad, el principal método de control sigue siendo las aplicaciones
de fungicidas. Grupos como los Carbamatos Metil Benzimidazoles (MBC); Inhibidores del
Succinato Deshidrogenasa (SDHI); Inhibidores de la Quinona Exterior (Qol);
Dicarboxamidas y con actividad multi-sitio, han sido utilizados alrededor del mundo para el
manejo de la enfermedad. Por lo anterior, el objetivo consistio en caracterizar
morfoldgicamente e identificar molecularmente los patogenos asociados a la pudricion café
en el Estado de México, Michoacan y Puebla, caracterizar las colonias y realizar pruebas de
sensibilidad de Monilinia spp. a diferentes fungicidas quimicos. Para ello se realizaron
muestreos de frutos con sintomas tipicos de la enfermedad, las muestras se procesaron
realizando raspados directos los cuales se colocaron en medio de cultivo PDA, para la
purificacion de los aislamientos se utiliz6 la técnica de cultivo monospoérico y posteriormente
se realizoé la extraccion de ADN para la identificacion molecular. Adicional, los aislamientos
se caracterizaron a las temperaturas de 19, 21 y 30+ 1°C durante 7 dias y se evaluaron
parametros como color de la colonia, tasa de crecimiento, esporulacion, formacion de anillos
concéntricos y tipo de margen. Se probaron los fungicidas benomil, tiabendazol,
boscalid+piraclostrobin, iprodione, captan y oxicloruro de cobre, se utilizd la técnica de
medio enmendado con fungicida y para evaluar el efecto se midio el crecimiento micelial en

dos direcciones, con los datos se calculd el porcentaje de inhibicién y se determind la
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concentracion efectiva que inhibe el 50% (CEso) del crecimiento micelial. Los resultados
mostraron colonias de color avellana, crema y gris-olivaceo, en la mayoria de las cepas y a
las diferentes temperaturas se observo abundante esporulacidon, pero rara vez hubo la
formacion de anillos concéntricos y predominé el margen lobulado.

En las pruebas de sensibilidad, los resultados para benomil y tiabendazol la CEso estuvo en
un rango de 0.021 a 0.061 mg L' y 0.145 a 0.411 mg L', respectivamente; para
boscalid+piraclostrobin la CEso se encontré en un rango de 0.068 a 0.239 mg L', y en
iprodione la CE50 estuvo entre 0.60 a 0.242 mg L-'. Con captan y oxicloruro de cobre la
CEso determinada fue de 10.343 a 34.280 y 92.071 a 137.805 mg L', respectivamente. Los
datos indicaron que todos los aislamientos fueron sensibles a los fungicidas probados, sin
embargo, al estar clasificados con alto riesgo para el desarrollo de resistencia, se recomienda
el monitoreo constante, o bien la combinacion con grupos de bajo riesgo como captan y

oxicloruro de cobre.

Palabras clave: Pudricion café, resistencia, benomil, boscalid+piraclostrobin, iprodione,

tiabendazol, multi-sitio.
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3. 1. Introduccion

Monilinia fructicola es el patogeno mas destructivo del género Monilinia (Hrusti¢ et al.,
2018), es la especie responsable de causar la pudricion café en América del Sur (Abate et al.,
2018) incluido México. El patogeno puede infectar flores, ramitas y frutos lo que ocasiona
importantes pérdidas en pre y postcosecha (Shan et al., 2024). La pudricion de la fruta se
considera la fase mas destructiva de la enfermedad (Byrde y Willetts, 2013), ya que infecta
a los frutos de durazno en cualquier etapa de crecimiento (Vall-Llaura et al., 2020). El
principal método de control de la pudricion café es mediante aplicaciones de fungicidas
quimicos en pre y postcosecha (Jia et al., 2024). El uso de fungicidas especificos del sitio de
accion es una estrategia efectiva para controlar la enfermedad, pero se recomienda el
monitoreo constante del desarrollo de la resistencia (Dardani et al., 2023).

Entre los grupos mas utilizados para el control de Monilinia, se encuentran los fungicidas
inhibidores de la respiracion (IR) (Durak et al, 2021) principalmente el grupo de los
inhibidores externos de quinona (Qol), los Carbamatos Metil Benzimidazoles (MBC), los
fungicidas inhibidores de la desmetilacion (DMI) y los inhibidores del succinato
deshidrogenasa (SDHI) (Chen et al., 2014).

Los Qol, estan clasificados por la FRAC en el grupo 11 e incluyen azoxistrobin,
piraclostrobin, fenamidone, entre otros. Los MBC se encuentran en el grupo 1 e incluyen
benomilo, tiabendazol, carbendazin, fuberidazole, y tiofanato de metilo como ingredientes
activos. Los DMI se encuentran en el grupo 3, un grupo amplio entre los que se incluyen
prochloraz, ciproconazol, propiconazol y tebuconazol. Los SDHI se encuentran en el grupo
7 e incluyen boscalid, mepronil, carboxin, entre otros. Las dicarboximidas clasificadas en el
grupo 2 y donde se incluye iprodione (FRAC, 2024). Estos fungicidas, con un modo de

accion especifico provocan un nivel de toxicidad mas favorable, sin embargo, el hongo puede
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modificar o sobre expresar el gen objetivo y volverse mds tolerante o incluso resistente, en
cambio, el uso de fungicidas multi-sitio atacan al hongo en varios sitios que hace sea menos
probable el desarrollo de resistencia, sin embargo, se utilizan dosis mads altas y se puede
presentar menos eficacia, ejemplos incluyen captan, cobre y azufre (Schnabel y Brannen,
2022).

Reportes indican que es posible que Monilinia spp. haya desarrollado resistencia a los IR,
especificamente a azoxistrobina (Durak et al., 2021), y a los MBC (Chen et al., 2014). En
otros paises M. fructicola ha sido menos sensible a fungicidas como iprodiona, tebucanozol,
clorotalonil, azoxistrobina, fluopiram y boscalid en comparacidn con otras especies
pertenecientes al mismo género (Hrusti¢ et al., 2018), en Espana de 535 aislamientos
colectados de M. fructicola, el 50 % fueron resistentes a iprodione (Eglien et al., 2015).

En un estudio realizado por Akhoon et al., (2023), se descubrié que varios efectores de
Monilinia spp. evolucionan bajo la presion de seleccion positiva, lo que sugiere que el
patogeno puede pronto volverse mas resistente a los fungicidas. Por lo que la determinacion
de los niveles de sensibilidad de las poblaciones aisladas a través de analisis in vitro es uno
de los puntos claves para determinar el nivel de resistencia/sensibilidad de los aislamientos
y poder definir el uso mas eficiente de estos productos (Durak et al., 2021). Por lo tanto, el
objetivo de esta investigacion fue caracterizar morfologicamente e identificar
molecularmente los patdogenos asociados a la pudricion café en el Estado de México,
Michoacan y Puebla, y realizar pruebas de sensibilidad de Monilinia spp. a diferentes

fungicidas quimicos.
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3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Aislamiento y caracterizacion morfologica de Monilinia spp.

A finales de febrero de 2024 se recolectaron frutos con sintomas tipicos de pudricion café en
huertos de durazno en Zitdcuaro, Mich. (19° 26' 35" N, 100° 18' 58" O), y a inicio de los
meses de junio y julio de 2024 se realizaron muestreos en Temascaltepec, Edo. de México
(19° 2' 57" N, 99° 58' 50" O) y Tepeyahualco, Pue. (19° 31' 28" N, 97° 31' 14"),
respectivamente. Se realizé raspado directo a los frutos colectados, los cuales tenian
esporulacion tipica del patégeno y se colocaron en cajas Petri con medio de cultivo PDA
(papa dextrosa agar MCD LAB®), para la purificacion de los aislados, se realizo la técnica
de cultivo monosporico. A partir del crecimiento micelial de los cultivos puros se realizaron
preparaciones semipermanentes para realizar la caracterizacion morfologica, las
preparaciones se observaron bajo el microscopio de contraste de fases con camara integrada
(modelo DS-Ri2, Nikon ECLIPSE Ni®) a 40x y se tomaron fotografias de los conidios
(n=50) con el software integrado NIS-Elements F 4.60, se midid el tamafo (largo y ancho)

de los conidios con el programa Motic images Plus 3.0.

3.3.2. Postulados de Koch

Para corroborar la patogenicidad de los aislados se realizo los postulados de Koch, se
utilizaron frutos de durazno en madurez comercial los cuales se desinfestaron previamente
con hipoclorito de sodio al 1.5% durante minuto y medio, se lavaron dos veces con agua
destilada estéril y se secaron al aire libre, posteriormente se colocaron en camara himeda. A
los frutos se les hicieron dos heridas alrededor de la seccion ecuatorial con una aguja de

insulina previamente esterilizada. Para la inoculacion se realiz6 una suspension de esporas
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entre un rango de 3.8x10% a 3.2x107 y se colocd 20 uL de la suspension en cada herida. En
algunos aislamientos en los que la esporulacion de M. fructicola fue muy dificil se us6 un
tapon micelial (3 mm) colocando el micelio en contacto con la fruta.

Los frutos inoculados se mantuvieron en las cajas de plastico selladas herméticamente
durante 7 dias en los cuales se observo la aparicion de sintomas tipicos de M. fructicola.
Posteriormente se realizaron raspados directos a las frutas inoculadas y se colocaron en cajas

Petri con PDA para re-aislar y cumplir con los postulados de Koch.

3.2.3. Identificacion molecular

Para la identificacién molecular se realizd extracciéon de ADN con el método CTAB, con
aislados de a partir de siete dias de crecimiento. De cada aislado se raspd la superficie con
una espatula estéril de acero inoxidable, el micelio se depositd en un mortero estéril y se le
agreg6 nitrégeno liquido, se macero6 con un pistilo y se transfirié a un tubo de microcentrifuga
de 1.5 mL con 500 pL de buffer de extraccion (Tris 100 mM, EDTA 10 mM, 2% SDS, 0.2
mg/ml de proteinasa K), se mezcld en el vortex por 10 s y se incub6 por 30 min a 65 °C.
Posteriormente se agregé 700 uL de Cloroformo-alcohol isoamilico (24:1v/v), se pasoé por
vortex durante 10 s y se centrifugd (Centrifuge 5810 R Eppendorf) a 13,000 g durante 10
minutos. El sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo de microcentrifuga de 1.5 mL y se
agreg6 700 pL de isopropanol. Los tubos se mezclaron por inversion de cuatro a cinco veces
y se almacenaron a -20 °C durante 10 minutos, transcurrido el tiempo se centrifugo6 a 13,000
g durante 10 minutos, para sedimentar el ADN y desechar el sobrenadante. Se agreg6 a cada
tubo 500 pL de etanol al 70 %, se centrifugd a 13,000 g por 5 minutos y nuevamente se

desecho el sobrenadante. En papel absorbente se colocaron los tubos hacia abajo para escurrir
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el etanol y cuando la pastilla estuvo seca se agreg6d 100 pL de agua estéril libre de ADNsa 'y
ARNGsa. La calidad y concentracion del ADN se cuantifico mediante un espectrofotometro

Nanodrop Lite (Thermo Scientific ®, EE.UU.), y finalmente el DNA se almacen¢ a -20°C

para su uso posterior.

Para la PCR se amplific6 el espacio transcrito 2 con el uso de los primers ITS 1 (TCC GTA
GGT GAA CCT GCG G) y 4 (TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC) (White et al., 1990), la
mezcla de reaccidon se prepard a un volumen final de 25 pL, buffer de PCR 1x, 2.5 mM
MgCl2, 0.2 mM dNTP, 0.8 uM de cada primer, 0.04 U ADN polimerasa (Promega, EE.UU.)
y 4 ng de ADN. La PCR se llevo a cabo en un termociclador C-1000 (Bio-Rad, EE.UU.), con
una desnaturalizacion inicial de 95 °C por 3 min, 35 ciclos de 95 °C por 30 s, 55 °C por 30 s,
72 °C por 1 min; y una extension final de 72 °C por 10 min. Los productos amplificados se
verificaron por electroforesis en gel de agarosa al 1 % con buffer de corrida TAE 1X. Se
usaron 5 pL del producto de PCR y 3 puL de buffer de carga, para llevar a electroforesis a 90
volts. El gel se analiz6 con luz ultravioleta en un transiluminador M-26X usando un sistema
de imagenes GelDoc-ItTM 300 (UVP, EE.UU.).

Los fragmentos amplificados con los primers ITS I/ITS 4, se purificaron mediante el
protocolo de DNA clean & concentratorTM-5 (Zymo Research, EE. UU.). Los fragmentos
de ADN purificados se mandaron a secuenciar a Corea a la empresa Macrogen®. Las
secuencias obtenidas se alinearon con la base de datos en NCBI (National Center for
Biotechnology Information) con el BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Posteriormente se registré en la misma base de

datos para obtener el nimero de acceso.
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3.2.4. Caracterizacion de las colonias de Monilinia spp.

Se realiz6 la caracterizacion de las colonias (color, tasa de crecimiento, esporulacion,
formacion de anillos concéntricos y margen) y se evalud in vitro el efecto de la temperatura
en el crecimiento de ocho aislados de Monilinia spp.

A partir de aislamientos de ocho dias de crecimiento se tomd discos miceliales (5 mm de
diametro) de los margenes de crecimiento activo y se depositd en el centro de las cajas Petri
que contenia medio de cultivo PDA (papa dextrosa agar MCD LAB®), las cajas se incubaron
en una incubadora (modelo RL 115, redLINE by BINDER®) a tres diferentes temperaturas
(19, 21 y 30 £ 1°C) por siete dias durante los cuales se midid perpendicularmente dos
diametros con un vernier digital (Truper®), con los datos obtenidos del diametro diario de
cada colonia se calculd la tasa de crecimiento (didmetro en mm dia™') mediante un analisis
de regresion lineal. Después de la séptima medicidn, se evalué mediante observacion directa
los parametros restantes, color de la colonia, esporulacion, formacion de anillos concéntricos

y margen (lobulado o rosetado).
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3.2.5. Fungicidas evaluados en las pruebas de sensibilidad

Se probaron formulaciones comerciales de diferentes fungicidas utilizados en el control de la pudricion café, los cuales se describen en

el cuadro 7.

Cuadro 7. Fungicidas evaluados en la sensibilidad de M. fructicola (FRAC, 2024).

Cédigo Nombre Nombre i.at MOA? Sitio de accion Nombre del grupo Grupo
FRAC comiin comercial quimico
1 Benomil Promyl® 500 gi. B: Citoesqueleto y B1 MBC Benzimidaz
a. kg proteina motora. Tubulin polymerization Methyl Benzimidazole oles
Carbamates
7 Boscalid + CabrioC® 380 g C.respiracion C2 SDHI Pyridine-
11 piraclostrobin La/kg Complex II: succinate- (Succinate- carboxamide
dehydro- dehydrogenase S,
genase inhibitors)
= Methoxy-
Complex III: cytochrome Qol carbamates
bel (Quinone outside
(ubiquinol oxidase) at Inhibitors)
Qo site (cyt b gene)
M 04 Captan Captan 500 gi. M: Chemicals with Multi-site contact phthalimides Phthalimides
50% WP® a./kg  multi-site activity activity (electrophiles)
2 Iprodione Rovral ® 500 g i. E: signal transduction E3 dicarboximides Dicarboximi
a. /kg MAP/Histidine- Kinase des
in osmotic
signal transduction (os-1,
Dafl)
M 01 Oxicloruro de Cupravit® 500 gi. M: Chemicals with Multi-site contact inorganic Inorganic
cobre a. /kg multi-site activity activity (electrophiles)
1 Tiabendazol Tecto ®60 600 gi. B: Cytoskeleton and B1 MBC Benzimidaz
a. /kg motor protein Tubulin polymerization (Methyl oles
Benzimidazole
Carbamates)
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3.2.6 Prueba de sensibilidad in vitro con la técnica de medio enmendado con fungicida
Las pruebas de sensibilidad se llevaron a cabo utilizando un ensayo de inhibicion del
crecimiento micelial. Antes de iniciar las pruebas se prepard para cada fungicida una solucion
stock con base a la cantidad de ingrediente activo y utilizando como solvente 40 mL de agua
destilada estéril.

En el analisis in vitro se utilizdo como medio de cultivo PDA (MCD LAB®), a una proporcion

de 40 g/litro de agua destilada, el medio se esterilizo a 15 libras de presion durante 15 min 'y
se enfrio a temperatura ambiente, posteriormente se agregéd la concentracion del fungicida
(Cuadro 8) y se vacio en cajas Petri. Se realiz6 un andlisis preliminar para determinar las
cinco concentraciones de cada fungicida. Las cajas Petri modificadas (medio de cultivo +
fungicida) se prepararon 24 h antes del establecimiento del ensayo.

A partir de cultivos de nueve dias de crecimiento se tomaron discos miceliales (5 mm) de
los margenes de crecimiento activo y se colocaron en el centro de las cajas Petri, se utilizaron
tres repeticiones por concentracion. Para conocer la respuesta de Monilinia spp. a los
diferentes fungicidas se midi6é dos diametros perpendiculares del crecimiento micelial de las
colonias cada 24 h hasta que el testigo llen6 la caja.

Cuadro 8. Fungicidas y concentraciones utilizadas en las pruebas de sensibilidad de
aislamientos de M. fructicola

Ingrediente activo Concentraciones (mg L)
Benomil 0.01 0.05 0.08 0.09 0.10
Boscalid+piraclostrobin 0.10 020 050 1.00 1.75
Captan 10 20 40 60 70
Iprodione 0.10 030 050 0.70 0.80
Oxicloruro de cobre 50 100 150 200 250
Tiabendazol 0.05 0.10 020 0.30 0.40
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3.2.7. Analisis estadistico
3.2.5.1 Caracterizacion de las colonias
Para evaluar la tasa de crecimiento diaria (didmetro en mm dia™') se utilizd un modelo de

regresion lineal simple a partir de las mediciones promedio del didmetro de cada colonia.

3.2.5.1 Pruebas de sensibilidad

Para el analisis de los datos, el diametro de la colonia se ajusto restando el disco micelial de
5 mm. Se evalu6 el crecimiento micelial, porcentaje de inhibiciéon y CEso. Se realiz6 un
andlisis de varianza y un andlisis con un modelo de regresion logistica para determinar la

concentracion efectiva 50 (CEso).
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3.3. RESULTADOS

3.3.1. Aislamientos y caracterizacion de Monilinia spp.

Se obtuvieron ocho aislamientos, en todos se observo conidios unicelulares, blasticos
formados en cadenas ramificadas, el tamafio de los conidios estuvo en un rango de 5.39-8.12
% 9.53-16.45 um consistentes con M. fructicola (EPPO, 2020) (Cuadro 9). Se obtuvieron
secuencias de la region 5.8 S del ARN ribosomal, con tamafio de 512 pb, las secuencias
obtenidas se analizaron con la herramienta BLASTn del NCBI (GenBank) y se encontrd

100% de similitud y cobertura con M. fructicola (nimero de acceso: PQ529939).

Cuadro 9. Caracteristicas de los aislamientos de M. fructicola obtenidos de Prunus persica
en diferentes localidades

Aislamientos Lugar Planta Tamafio de conidios (um) Especie
hospedera
MM-1 Zitacuaro, Mich. P. persica 6.19-7.13 X 9.53-16.45 M. fructicola
MM-3 Zitacuaro, Mich. P. persica 7.42-7.88 x 8.15-13.58 M. fructicola
MP-1 Tepeyahualco, Pue. P. persica 6.18-8.12 x 8.85-15.74 M. fructicola
MP-2 Tepeyahualco, Pue. P. persica 6.23-7.13 x 9.34-13.35 M. fructicola
MP-3 Tepeyahualco, Pue. P. persica 6.78-9.2 x 10.74-13.04 M. fructicola
MT-4 Temascaltepec, Edo. Mex. P. persica 5.92-8.25 x 9.67-15.86 M. fructicola
MT-5 Temascaltepec, Edo. Méx. P. persica 5.39-8.12 x 9.53-14.98 M. fructicola
MT-6 Temascaltepec, Edo. Méx. P. persica 6.51-10.03 x 9.7-14.04 M. fructicola

3.3.2. Postulados de Koch

Después de 4 dias post-inoculacion de M. fructicola en frutos de durazno, se observd
sintomas tipicos de la enfermedad en cinco de las cepas inoculadas, lesiones circulares color
café claro que cubrian gran parte del fruto y en las cuales se observé abundante esporulacion
de color gris, a excepcion de algunas cepas en las cuales se observaron lesiones de menor

tamano igualmente de color café claro, pero con poca o casi nula esporulacion de color crema
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(Figura 1). A los 7 dias post-inoculacion se observo sintomas en todas las cepas inoculadas,
los frutos cubiertos de pudricion café con abundante esporulacion, esto en la mayoria de las

cepas, a excepcion de algunas en las cuales las lesiones tardaron en desarrollarse (Figura 2).

Figura 1. Frutos 4 dias post-inoculacion. A). Zitdcuaro, Mich. (MM-3). B). Temascaltepec,
Edo. Mex. (MT-4). C). T Temascaltepec, Edo. Mex. (MT-6). D). Tepeyahualco, Pue. (MP-
3). E). Temascaltepec, Edo. Mex. (MT-5). F). Testigo

Figura 2. Frutos 7 dias post-inoculacion. A). Zitdcuaro, Mich. (MM-3). B). Temascaltepec,
Edo. Mex. (MT-4). C). Temascaltepec, Edo. Mex. (MT-6). D). Tepeyahualco, Pue. (MP-3).
E). Temascaltepec, Edo. Mex. (MT-5). F). Tepeyahualco, Pue. (MP-2). G). Tepeyahualco,
Pue. (MP-1). H). Testigo
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3.3.3. caracterizacion de las colonias

Las colonias de M. fructicola en medio PDA tuvieron una tasa de crecimiento media diferente
para cada temperatura, a 19°C crecieron entre 9-11.6 mm (Cuadro 11), a 21°C crecieron entre
9.6-14.3 mm (Cuadro 12) y a 30°C tnicamente de entre 1.9-6.6 mm dia! (Cuadro 13). Se
observo colonias de color avellana, crema y gris-olivaceo. En casi todas las cepas y en las
diferentes temperaturas se observo abundante esporulacion, pero rara vez hubo la formacion
de anillos concéntricos y predomind el margen lobulado (Figura 3, 4 y 5).

El andlisis estadistico, indicé que el crecimiento en las temperaturas de 19 y 21°C en cada
aislamiento fueron estadisticamente similares entre si, pero diferentes a la temperatura de
30°C donde se observd el menor crecimiento micelial (Cuadro 10). Por lo tanto, los
resultados indicaron que las cepas son sensibles a altas temperaturas donde el crecimiento
micelial es menor, aunque se sigue observando esporulacion, las temperaturas de 19 a 21+

1°C resultaron ser Optimas para el crecimiento del patdgeno.

Cuadro 10. Crecimiento micelial de los aislamientos de M. fructicola incubados a diferentes

temperaturas
Aislamientos
T°C MM-I MM-3 MP-1 MP-2 MP-3 MT-4 MT-5 MT-6

19 47.54 A=+ 4057 A 37.65 A 38.05 A 3744 A 4644 A 4339 A 39.67
21 4599 A 4590 A 4271 A 3996 A 3663 A 4212 A 3585 A 32.59
30 27.00 B 2662 B 1906 B 2199 B 209 B 1381 B 17.66 B 12.14
Prob.*  0.0059 0.0203 0.0014 0.0105 0.0132 <.0001 <.0001 <.0001
DSH** 13.529 13.498 12.712 12.375 12.051 12.693 11.165 10.025

*: Probabilidad de error tipol en el Andlisis de Varianza. **: Diferencia Significativa Honesta de Tukey.
**%*: Medias con la misma letra, por columnas, son estadisticamente no diferentes (Tukey, p=0.05).
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Cuadro 11. Caracterizacion de las colonias de M. fructicola

MM-1 MM-3 MP-1 MP-2 MP-3 MT-4 MT-5 MT-6
Color de la colonia Avellana Crema Avellana Crema Crema Crema-Avellana Gris-olivaceo Gris-olivaceo
Tasa de crecimiento 11.6 mm 11.1 mm 10.1 mm 10.4 mm 10.6 mm 11.6 mm 10.0 mm 9.1 mm
Esporulacion Abundante  Abundante Escasa Escasa Escasa Abundante Abundante Abundante
Anillos concéntricos No Si No No No No No No
Margen Lobulado Lobulado  Lobulado Lobulado Lobulado Lobulado Lobulado Lobulado
Crecimiento de las colonias en PDA a 19 + 1°C incubadas durante siete dias.
Cuadro 12. Caracterizacion de las colonias de M. fructicola
MM-1 MM-3 MP-1 MP-2 MP-3 MT-4 MT-5 MT-6
Color de la colonia Crema- Crema- Crema- Gris- Gris- . C're,rna— Gris-
e . ., o, o Crema-grisaceo Grisaceo/ .,
grisaceo grisaceo Olivaceo Olivaceo Olivaceo olivaceo Olivaceo
Tasa de crecimiento 13.4 mm 13.9 mm 14.3 mm 12.4 mm 11.7 mm 13.1 mm 10.7 mm 9.6 mm
Esporulacion Abundante Abundante abundante Abundante = Abundante Abundante Abundante Abundante
Anillos concéntricos No No Si Si No Si No No
Margen Lobulado  Lobulado  Lobulado  Lobulado Rosetado Lobulado Lobulado Rosetado
Crecimiento de las colonias en PDA a 21 + 1°C incubadas durante siete dias.
Cuadro 13. Caracterizacion de las colonias de M. fructicola
MM-1 MM-3 MP-1 MP-2 MP-3 MT-4 MT-5 MT-6
Color de la colonia Grisaceo/  Grisaceo/  Crema/ Crema/ Avellana/ . Avellana/
. . ., ., Grisaceo Avellana .
olivaceo avellana  Olivaceo  Olivaceo Olivaceo olivaceo
Tasa de crecimiento 6.6 mm 6.3 mm 4.2 mm 5.6 mm 5.5 mm 1.9 mm 3.9 mm 2.4 mm
Esporulacion Abundante Abundante  Escasa Escasa Escasa Abundante Escasa Escasa
Anillos concéntricos No No No No No No No No
Margen Lobulado  Lobulado Lobulado Lobulado Lobulado Lobulado Lobulado Lobulado

Crecimiento de las colonias en PDA a 30 + 1°C incubadas durante siete dias.
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Figura 3. Crecimiento de colonias de M. fructicola en PDA a 19 + 1°C incubadas durante
siete dias. A). Zitdcuaro, Mich. (MM-1). B). Zitacuaro, Mich. (MM-3). C). Tepeyahualco,
Pue. (MP-1). D). Tepeyahualco, Pue. (MP-2). E). Tepeyahualco, Pue. (MP-3). F).
Temascaltepec, Edo. Mex. (MT-4). G). Temascaltepec, Edo. Mex. (MT-5). y H).
Temascaltepec, Edo. Mex. (MT-6).
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Figura 4. Crecimiento de colonias de M. fructicola en PDA a 21+ 1°C incubadas durante
siete dias. A). Zitdcuaro, Mich. (MM-1). B). Zitacuaro, Mich. (MM-3). C). Tepeyahualco,
Pue. (MP-1). D). Tepeyahualco, Pue. (MP-2). E). Tepeyahualco, Pue. (MP-3). F).
Temascaltepec, Edo. Mex. (MT-4). G). Temascaltepec, Edo. Mex. (MT-5). y H).
Temascaltepec, Edo. Mex. (MT-6).
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Figura 5. Crecimiento de colonias de M. fructicola en PDA a 30+ 1°C incubadas durante
siete dias. A). Zitdcuaro, Mich. (MM-1). B). Zitacuaro, Mich. (MM-3). C). Tepeyahualco,
Pue. (MP-1). D). Tepeyahualco, Pue. (MP-2). E). Tepeyahualco, Pue. (MP-3). F).
Temascaltepec, Edo. Mex. (MT-4). G). Temascaltepec, Edo. Mex. (MT-5). H).
Temascaltepec, Edo. Mex. (MT-6).
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3.3.4. Pruebas de sensibilidad

3.3.4.1. Porcentaje de inhibicion

En las cepas de Zitdcuaro, Michoacan; en el andlisis de varianza se encontrd diferencia
significativa en las concentraciones probadas (p< 0.0001) para todos los fungicidas y para
ambas cepas MM-1 y MM-3.

En la comparacion de medias con el método Tukey se encontr6 que las cinco
concentraciones de benomil para las dos cepas, fueron estadisticamente diferentes (Cuadro
14); para boscalid+piraclostrobin las concentraciones mas altas fueron estadisticamente
similares entre si, pero diferentes a las concentraciones mas bajas; con los fungicidas captan
e iprodione los resultados fueron muy similares en ambas cepas, diferencias no significativas
entre las concentraciones altas y significativas entre las mas bajas; con tiabendazol y
oxicloruro en la cepa MM-1 todas las concentraciones fueron estadisticamente diferentes, y
para la cepa MM-3 en tiabendazol las dos concentraciones mas bajas fueron estadisticamente

similares y significativamente diferentes entre las mas altas (Cuadro 14).
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Cuadro 14. Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial en aislamientos de M. fructicola de Zitacuaro, Michoacén, en respuesta a
diferentes fungicidas

Benomil Boscalid+pira Captan Iprodione Tiabendazol Oxicloruro de cobre
Conc. %inhib. Conc. %inhib. Conc. %inhib. Conc. %inhib. Conc. %inhib. Conc. %inhib.
0.01 2442 E*** 0.1 5565 C 10 033 D 0.1 528 D 005 000 E 50 0.00 C
VM. 005 5452 D 02 7275 B 20 1056 C 03 7131 C 0.1 1778 D 150 7050 B
. 0.08  64.55 C 05 8893 A 40 6537 B 05 82.77 B 02 4829 C 250 78.19 A
009 7769 B 1 8894 A 60 9447 A 07 8622 AB 03 7426 B
0.1 87.77 A 175 9488 A 70 9625 A 0.8 9031 A 04 9876 A
Prob*. <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
DSH**  9.68 6.01 3.86 7.18 9.39 2.63
0.01 18.96 E*** 0.1 4547 D 10 918 C 0.1 5360 C 0.05 2412 D 50 0.00 C
005 64.17 D 02 5954 C 20 2323 B 03 81.01 B 0.1 3095 D 150 6693 B
MM 0.08  86.68 C 05 7772 B 40 9093 A 05 8859 A 02 6278 C 250 74.00 A
: 0.09  92.78 B 1 9205 A 60 9818 A 0.7 8636 A 03 7476 B
0.1 9936 A 1.75 9353 A 70 9594 A 08 848 A 04 9934 A
Prob.* <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
DSH**  5.70 12.12 10.61 4.32 7.66 5.54

*: Probabilidad de error tipol en el Andlisis de Varianza. **: Diferencia Significativa Honesta de Tukey.
**%*: Medias con la misma letra, por columnas, son estadisticamente no diferentes (Tukey, p=0.05).
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Para las cepas de Tepeyahualco, Puebla se encontr6 diferencia estadistica significativa en el
efecto de las concentraciones (p<0.0001) en todos los fungicidas y cepas. La agrupacion de
medias (Cuadro 15) indic6 que con benomil en MP-1, MP-2 y MP-3 las concentraciones
fueron estadisticamente diferentes, excepto en las dos concentraciones mas altas donde el
porcentaje de inhibicidon fue muy similar.

Para boscalid-+piraclostrobin se encontré que en las tres cepas las concentraciones fueron
estadisticamente diferentes y el porcentaje de inhibicion fue aumentando conforme lo iban
haciendo las concentraciones, la concentracion mas baja rondé entre un 30 a 35 % de
inhibicion y la mas alta arriba del 70%. Con captan la dosis mas baja fue la tUnica
estadisticamente diferente al resto, en las tres cepas, a partir de la segunda dosis el porcentaje
de inhibicion no tuvo diferencia estadistica con respecto al incremento de las
concentraciones.

Para iprodione MP-2 y MP-3 tuvieron un comportamiento muy similar, conforme la
concentracion aumento el porcentaje de inhibicion también, por lo tanto, hubo diferencia
estadistica en todas las concentraciones, sin embargo, con la cepa MP-1 a partir de la tercera
dosis mas alta no se vio diferencia estadistica con respecto al porcentaje de inhibicion. Con
el fungicida oxicloruro de cobre conforme la concentracion aument6 el porcentaje de
inhibicion también y todas las concentraciones fueron estadisticamente diferentes en las
cepas MP-1 y MP-3, y para MP-2 las dosis mas altas fueron estadisticamente similares.

Por ultimo, con tiabendazol, las tres cepas y en las concentraciones mas bajas no hubo
diferencia estadistica con respecto al porcentaje de inhibicidon, sin embargo, a partir del
incremento en las dosis se observo que el porcentaje de inhibicion hizo lo mismo, por lo
tanto, a partir de las dosis mas altas se encontrd en la agrupacion de medias que las

concentraciones tuvieron diferencia estadistica significativa (Cuadro 15).

78



Cuadro 15. Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial en aislamientos de M. fructicola de Tepeyahualco, Puebla, en respuesta a
diferentes fungicidas

Benomil Boscalid+piraclostrobin Captan Iprodione Oxicloruro Tiabendazol
Conc. %inhib. Conc.  %inhib. Conc. %inhib. Conc. %inhib. Conc. %inhib. Conc. %inhib.
MP-1  0.01 6.68 D*** 0.1 35.62 E 10 2562 B 0.1 2870 C 50 1252 E 005 7.08 C
0.05  23.37 C 0.2 39.51 D 20 9132 A 03 51.68 B 100 3946 D 0.1 1256 C
0.08  77.25 B 0.5 51.21 C 40 100.00 A 0.5 6654 A 150 6761 C 0.2 23.64 BC
0.09  94.37 A 1 62.76 B 60 100.00 A 0.7 71.06 A 200 7556 B 03 3844 B
0.1 98.06 A 1.75 71.06 A 70 100.00 A 0.8 7277 A 250 81.64 A 04 7687 A
Prob.* <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.0001
DSH**  9.21 3.46 12.38 7.69 5.73 20.07
MP-2  0.01 422 C*¥*x 0.1 29.08 D 10 1297 B 0.1 1778 E 50 769 D 005 182 C
0.05 17.60 C 0.2 36.52 D 20 8423 A 03 4504 D 100 3827 C 0.1 3.18  C
0.08  63.18 B 0.5 45.45 C 40 9545 A 05 5826 C 150 6595 B 02 1274 BC
0.09  82.06 A 1 60.20 B 60 100.00 A 0.7 69.74 B 200 7273 AB 03 2129 B
0.1 82.10 A 1.75 7434 A 70 100.00 A 0.8 7491 A 250 7957 A 04 8134 A
Prob.* <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
DSH** 17.00 8.36 25.11 3.86 7.53 14.30
MP-3  0.01 472 D*** 0.1 30.24 E 10 2934 B 0.1 1935 E 50 1215 E 0.05 000 D
0.05  20.57 C 0.2 35.99 D 20 100.00 A 03 4329 D 100 27.10 D 0.1 331 CD
0.08  60.01 B 0.5 47.17 C 40 100.00 A 0.5 5583 C 150 6376 C 0.2 891 BC
0.09  93.79 A 1 63.18 B 60 100.00 A 0.7 6664 B 200 7349 B 03 1437 B
0.1 90.56 A 1.75 83.85 A 70 100.00 A 0.8 72.00 A 250 7785 A 04 4501 A
Prob.* <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
DSH**  9.89 4.71 8.24 2.58 3.64 6.72

*: Probabilidad de error tipol en el Andlisis de Varianza. **: Diferencia Significativa Honesta de Tukey.
*#%*: Medias con la misma letra, por columnas, son estadisticamente no diferentes (Tukey, p=0.05).
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Para las cepas de Temascaltepec, edo. de México; el comportamiento en el efecto de las
concentraciones fue similar a las cepas de Michoacan, en las tres cepas MT-4, MT-5, y MT-
6 se encontr¢6 diferencia estadistica altamente significativa en las concentraciones para todos
los fungicidas (p<0.0001). En la agrupacion de medias con el método de Tukey (Cuadro 16),
se encontrd6 que para benomil en MT-4 y MT-6, hubo diferencia estadistica en las
concentraciones excepto para 0.08 y 0.09 mg/L"'. En MT-5 las concentraciones mas bajas no
fueron estadisticamente diferentes e inhibieron 0% el crecimiento del patdégeno (Cuadro 16).
Para boscalid+piraclostrobin todas las concentraciones en la cepa MT-6 fueron
estadisticamente diferentes, pero MT-4 y MT-5 las concentraciones mas bajas
estadisticamente tuvieron el mismo porcentaje de inhibicion, asi como las mas altas.

En captan, las cepas MT-4 y MT-5 tnicamente las dos concentraciones mas bajas fueron
estadisticamente diferentes al resto, para la cepa MT-6 las tres concentraciones mas bajas
fueron estadisticamente no diferentes. Para iprodone se encontrd un comportamiento similar
en la agrupacion de las medias en MT-4 y MT-6, en la cepa MT-5 la concentracién mas baja
fue estadisticamente diferente al resto y donde se obtuvo el porcentaje mas bajo de inhibicion.
Con oxicloruro de cobre la dosis mas baja se obtuvo 0 % de inhibicién en MT-4, MT-5 y un
minimo porcentaje de inhibicion para MT-6, estadisticamente el comportamiento de las
concentraciones fue muy similar en las cepas MT-4 y MT-6, a diferencia de MT-5 en donde
las concentraciones mas altas fueron estadisticamente no diferentes entre si, alcanzando con
la concentracion mas alta arriba del 70 % de inhibicion. Por tltimo, con tiabendazol las cepas
MT-4 y MT-5 la dosis mas baja inhibi6 0 % el crecimiento del patdogeno y solo para la cepa
MT-5 este resultado fue estadisticamente similar a la segunda concentracién mas baja; con
la concentracién mas alta en ambas cepas el porcentaje de inhibicion estuvo arriba del 80 %

y para MT-6 solo se logré un 66 % de inhibicion (Cuadro 16).
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Cuadro 16. Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial en aislamientos de M. fructicola de Temascaltepec, estado de México, en
respuesta a diferentes fungicidas

Benomil Boscalid+piraclostrobin Captan Iprodione Oxicloruro de cobre Tiabendazol

Conc. %inhib. Conc.  %inhib. Conc. %inhib. Conc. %inhib. Conc. %inhib. Conc. %inhib.
0.01 347 D** 0.1 42.28 C 10 2095 C 0.1 4988 D 50 000 E 0.05 0.3
0.05  40.76 C 0.2 47.97 C 20 80.01 B 03 7551 C 100 13.06 D 0.1 12.11
MT-4 0.08  85.02 B 0.5 79.99 B 40 9930 A 05 8163 B 150 5170 C 0.2 4230
0.09 89.05 AB 1 8691 BA 60 99.05 A 0.7 90.02 A 200 6882 B 03 84.22
0.1 92.43 A 1.75 97.61 A 70 99.00 A 08 9276 A 250 79.02 A 04 8947

Prob.* <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
DSH**  5.22 12.31 14.80 3.21 10.18 11.16
0.01 0.00 D*** 0.1 39.13 B 10 2012 C 0.1 2949 C 50 0.00 D 0.05 0.00
0.05 0.72 D 0.2 53.15 B 20 4595 B 03 5651 B 100 36.14 C 0.1 2.78
MT-5 0.08  43.37 C 0.5 79.06 A 40 86.57 A 05 6350 B 150 5636 B 02 3221
0.09  52.00 B 1 85.86 A 60 98.13 A 0.7 79.08 A 200 6833 AB 0.3 46.06
0.1 68.750 A 1.75 86.13 A 70 98.03 A 08 81.05 A 250 7406 A 04 8279

Prob.* <0.0001 0.0008 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
DSH** 743 19.49 19.37 7.09 15.89 13.94
0.01 436 D*** (.1 34.26 E 10 11.04 D 0.1 4337 D 50 37 E 0.05 8.73
0.05  28.11 C 0.2 42.64 D 20 3835 C 03 5742 C 100 1549 D 0.1 2374
MT-6 0.08  58.05 B 0.5 65.10 C 40 88.11 B 05 66.05 B 150 4245 C 02 3455
0.09 63.74 B 1 76.86 B 60 98.02 A 07 8172 A 200 6939 B 03 4348
0.1 73.25 A 1.75 90.07 A 70 98.65 A 08 8215 A 250 7243 A 04 6566

Prob.* <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
DSH**  5.72 7.08 9.11 5.22 3.03 8.61

> ww a0 > > W Q-

> w O O m

*: Probabilidad de error tipol en el Andlisis de Varianza. **: Diferencia Significativa Honesta de Tukey.
**%*: Medias con la misma letra, por columnas, son estadisticamente no diferentes (Tukey, p=0.05).
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3.3.4.2. Crecimiento micelial

Los resultados para Zitacuaro, Michoacén, en el analisis combinado del crecimiento micelial
entre las cepas MM-1 y MM-3 se encontrd diferencia estadistica altamente significativa
(p<0.0001) en todos los fungicidas a través de las horas de evaluacion. Con la agrupacion de
medias por el método de Tukey se encontr6 a las primeras 96 h que los fungicidas benomil,
boscalid+piraclostrobin, captan, iprodione y tiabendazol fueron estadisticamente no
diferentes, a excepcion de oxicloruro de cobre que fue diferente al resto, al final de la
mediciéon 192 h tiabendazol tuvo el mayor crecimiento micelial y fue el unico
estadisticamente diferente al resto (Cuadro 17). Los fungicidas boscalid+piraclostrobin,
iprodione y captan tuvieron el menor crecimiento micelial, por lo tanto, con las

concentraciones probadas resultaron ser los mejores (Figura 6).

Cuadro 17. Analisis combinado a través de las dos cepas de Zitacuaro, Michoacan (MM-1 y
MM-3), del crecimiento micelial para cada hora de evaluacion

Horas de evaluacion

Fungicidas 48 72 96 120 144 168 192
Benomil 6.0132 B*** 748 B 907 B 1233 B 1660 AB 2171 B 29.69 BC
Boscalid+ 663 B 826 B 1022 B 1230 1435 B 1646 B 18.17
piraclostrobin

Captan 6.61 840 B 1085 B 1375 AB 1601 AB 20.17 B 21.99
Iprodione 601 B 764 B 1005 B 1334 AB 1740 AB 2014 B 2154 C
Ochclgf)‘rl;"de 959 A 1580 A 1994 A 2025 A 21.15 AB 2448 B 2626 BC
Tiabendazol 605 B 855 B 1253 B 1823 AB 2247 AB 2691 B 4017 A
Prob.* <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001  <0.0001
DSH** 1.18 2.99 4.98 7.09 9.18 11.08 14.43

*: Probabilidad de error tipol en el Andlisis de Varianza. **: Diferencia Significativa Honesta de Tukey.

**%*: Medias con la misma letra, por columnas, son estadisticamente no diferentes (Tukey, p=0.05).
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Figura 6. Crecimiento micelial, analisis combinado de las cepas de Zitacuaro, Michoacan
(MM-1 y MM-3) para cada hora de evaluacion
En Tepeyahualco, Puebla, se encontrd diferencia estadistica altamente significativa
(p<0.0001) para todos los fungicidas. Con la agrupacion de medias (Tukey) se observo desde
el inicio de las evaluaciones que tiabendazol era diferente estadisticamente al resto teniendo
el mayor crecimiento micelial, a las 120 h captan obtuvo el menor crecimiento micelial y
resultd ser estadisticamente diferente al resto, y para el final de la evaluacion a 1as192 h
tiabendazol obtuvo el mayor crecimiento micelial y fue estadisticamente diferente al resto,
los fungicidas benomil, boscalid+piraclostrobin, iprodione y oxicloruro de cobre tuvieron un
crecimiento micelial estadisticamente no diferente entre si. Al final el fungicida que tuvo el
menor crecimiento micelial fue captan (Cuadro 18). Esto se corrobora visualmente en la

figura 7 donde captan resulto ser el mejor fungicida.

83



Cuadro 18. Analisis combinado a través de las cepas de Tepeyahualco, Puebla (MP-1, MP-
2 y MP-3) del crecimiento micelial (mm) para cada hora de evaluacion

Horas de evaluacion

Fungicidas 48 72 96 120 144 168 192
Benomil 317 C*** 762 B 1227 C 1643 C 2286 B 28.06 B 3609 B
Bosalid 599 ¢ 918 B 1623 B 2285 B 2887 B 3414 B 3705 B

+piraclostrobin
Captan 0.85 C 203 C 4.00 D 604 D 893 C 11.62 C 1335 C

Iprodione 3.21 C 7.87 B 1332 BC 1936 BC 2515 B 3084 B 3579 B

Oxicloruro 660 B 1265 A 1668 B 2176 B 2789 B 3308 B 3611 B
de cobre

Tiabendazol 7.08 AB 1440 A 2272 A 3134 A 4129 A 5120 A 6060 A

Prob.* <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
DSH** 1.2072 2.5959 3.8972 5.0429 6.3328 7.2891 9.6591
*: Probabilidad de error tipol en el Andlisis de Varianza. **: Diferencia Significativa Honesta de Tukey.
**%*: Medias con la misma letra, por columnas, son estadisticamente no diferentes (Tukey, p=0.05).
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Figura 7. Crecimiento micelial, analisis combinado entre las cepas de Tepeyahualco, Puebla
(MP-1, MP-2 y MP- 3) para cada hora de evaluacion
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Para Temascaltepec, Edo. de México, en el andlisis combinado a través de todas las cepas se
encontro diferencia estadistica altamente significativa (p<0.0001) en todos los fungicidas, en
la comparacion de medias a las 120 h el oxicloruro de cobre tuvo mayor crecimiento micelial
seguido por tiabendazol y fueron estadisticamente no diferentes, a su vez tiabendazol
compartié agrupaciéon con benomil y boscalid+piraclostrobin, los fungicidas captan e
iprodione tuvieron el menor crecimiento micelial y estos también fueron estadisticamente no
diferentes a benomil y boscalid+piraclostrobin. En la evaluacion final a las 192 h oxicloruro
de cobre presentd el mayor crecimiento micelial y el tnico que fue estadisticamente diferente
a iprodione, captan, benomil y boscalid+piraclostrobin, pero estadisticamente no diferente a
tiabendazol. Los demas fungicidas no fueron estadisticamente diferentes entre si. En general,
en el crecimiento micelial en todos los fungicidas no existio mucha diferencia (Cuadro 19)
pero los fungicidas resultaron ser los mejores fueron iprodione,

que captan,

boscalid+piraclostrobin y benomil (Figura 8).

Cuadro 19. Analisis combinado a través de las cepas de Temascaltepec estado de México
(MT-4, MT-5 y MT-6), del crecimiento micelial para cada una de las horas de evaluacion

Horas de evaluacion

Fungicidas 48 72 96 120 144 168 192
Benomil 400 BC** 646 BC 829 BC 1070 CD 13.68 BC 1676 BC 2081
pifa‘(’jgzgggm 233 CD 491 CD 813 BC 1126 CD 1450 BC 1720 BC 20.18
Captan 0.91 D 2060 D 368 C 594 D 836 C 1114 C 13.90
Iprodione 237 CD 414 CD 547 C 699 D 892 C 108 C 13.10
O(;;iccl(‘)’;léo 7.57 A 1325 1767 A 2267 AB 2718 A 3210 A 3597
Tiabendazol ~ 4.88 B 887 B 1162 B 1626 BC 2065 AB 2468 AB 29.79

Prob.*  <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
DSH** 1.74 3.28 473 6.42 8.18 9.72 11.12

BC
BC

C
C

A
AB

*: Probabilidad de error tipol en el Andlisis de Varianza. **: Diferencia Significativa Honesta de Tukey.

**%*: Medias con la misma letra, por columnas, son estadisticamente no diferentes (Tukey, p=0.05).
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Figura 8. Crecimiento micelial, analisis combinado entre las cepas de Temascaltepec, Edo.
de México (MT-4, MT-5 y MT-6) para cada hora de evaluacion

3.3.4.3. Concentracion efectiva 50

Se determind la CEso para cada lugar de muestreo. Los valores medios en Zitacuaro,
Michoacan, fueron 0.026, 0.072, 31.86, 0.076, 113.53 y 0.146 mg L', para benomil,
boscalid+piraclostrobin, captan, iprodione, oxicloruro de cobre vy tiabendazol,
respectivamente. En Temascaltepec, Edo. de México, los valores de la CEs fueron de 0.045,
0.114, 17.63, 0.107, 126.68 y 0.218 mg L', para benomil, boscalid+piraclostrobin, captan,
iprodione, oxicloruro y tiabendazol, respectivamente. Para Tepeyahualco, Puebla los valores
fueron 0.056, 0.213, 14.072, 0.214, 9825 y 0.352 mg L' para benomil,
boscalid+piraclostrobin, captan, iprodione, oxicloruro y tiabendazol, respectivamente

(Figuras 9y 10).

86



o

e 8
x i

BENOMILO

0.072

m Mich. medo.Méx

0.114

CE50 (mg L?)

0.213

BOSCALID+PIRACLOSTROBIN

Pue.

0.352

0.214

0.108

0.076

©

—
N
o

©

<

=

o

IPRODIONE TIABENDAZOL

Figura 9. Concentracion efectiva que inhibe el 50% (CEso) para los fungicidas que actuan
en un sitio de accion
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Figura 10. Concentracion efectiva que inhibe el 50% (CEso) para los fungicidas con accién

multi-sitio
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En el analisis general de las CEso para todas las cepas sin discriminar los estados, se encontrd
que en benomil la CEsp estuvo en un rango de 0.021 a 0.061 mg L' con una media de 0.045
mg LL. Con el fungicida boscalid+piraclostrobin el rango de la CEso fue de 0.068 a 0.239
mg L' con una media de 0.141 mg L-!. Con iprodione la CEso media obtenida tuvo un valor
de 0.140 mg L', y el rango reportado de todos los aislamientos estuvo entre 0.060 a 0.242
mg L!. En tiabendazol la CEsyo media reportada fue de 0.250 mg L', y el rango en que
rondaron los valores estuvo entre 0.145 a 0.411 mg L' (Figura 11).

En captan se encontrd una CEso media de 20.681 mg L', y el rango de los valores en todos
los aislamientos rondo entre 10.343 a 34.280 mg L!. Para oxicloruro de cobre la CEso media
reportada fue de 112.734 mg L', y los valores estuvieron entre un rango de 92.071 mg L' a

137.805 mg L! (Figura 12).
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Figura 11. Concentracion efectiva que inhibe el 50% (CEso) media y rango en que se
encontraron los valores para los fungicidas que actian en el sitio de accién, en el andlisis de
los aislados obtenidos en los estados de Michoacan, Estado de México y Puebla.
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Figura 12. Concentracion efectiva que inhibe el 50%(CEso) media y rango en que se
encontraron los valores para los fungicidas multi-sitio, en el andlisis de los aislados
obtenidos en los estados de Michoacan, Estado de México y Puebla.

Cuadro 20. Concentracion efectiva que inhibe el 50% (CEso) del crecimiento micelial de M.

fructicola.
Michoacan Estado de México Puebla
CE50 (mg L) CE50 (mg L) CE50 (mg L)

Fungicidas MM-1  MM-3 MT-4 MT-5 MT-6 MP-1 MP-2  MP-3

Benomilo 0.021 0.031 0.049 0.040 0.046 0.052 0.056 0.061
Boscalid+pira  0.068 0.076 0.114 0.081 0.147  0.173  0.239  0.227
Captan 29.449 34280 10.343 23337 19.212 11.737 16.408
Iprodione 0.060 0.092 0.079 0.152 0.092 0.164 0.235 0.242
Oxicloruro  111.754 115.308 137.805 119.035 123.219 92.071 99.527 103.152
Tiabendazole  0.146 0.145 0.190 0.242 0223  0.264 0.382 0411
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2. 4. DISCUSION

La pudricion café es de las enfermedades mas importantes en el durazno, hay varias especies
asociadas a esta enfermedad, sin embargo, es M. fructicola la especie reportada en América
del Norte y del Sur (Abate et al., 2018). Lo que coincide con la especie encontrada en este
estudio. La caracterizacion de las colonias incubadas a 21°C concuerda con lo reportado por
la EPPO (2020), la cual dice que el hongo crece en medio de cultivo PDA. A 22°C forma
colonias con abundante esporulacion y con anillos concéntricos, el color puede ser desde
avellana (rojo/marrén a verde/marron) a palido amarillo o grisaceo palido, el margen en su
mayor parte es con crecimiento radial uniforme y raramente forma colonias rosetadas.
Unicamente se observo diferencia con los aislamientos MP-3, MT-5 y MT-6 donde el
crecimiento radial no fue uniforme.

En la respuesta del patdgeno a la temperatura se ha reportado en M. fructicola las
temperaturas Optimas de crecimiento van de los 20 a 26°C (Abate et al., 2018). Entre los
resultados se confirmo que el patdgeno es sensible a temperaturas altas, a 30°C existi6 la tasa
de crecimiento micelial mas baja consistente con lo reportado con (Abate ef al., 2018), pero
existio esporulacion, tal como menciona Angeli et al., (2017) donde se ha probado que la
germinacion de conidios sucede en un amplio rango de temperatura hasta los 30°C.

La tasa de crecimiento de M. fructicola a las temperaturas de 19 y 21°C, estuvo en el rango

reportado (9-20 mm dia™!) por la EPPO (2020).

Para el control quimico, los fungicidas MBC, benomil, carbendazin, tiabendazol y tiofanato
de metilo controlan eficazmente a M. fructicola (Bai et al., 2023). En México se ha reportado
el uso de benomil a una dosis de 1.21 g o ml/L"!, superando la dosis recomendada de 0.50 g

o ml/L"! (Huilotl-Luna et al., 2024).
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En otros paises como en California, USA, se encontrd que la CEso de aislamientos sensibles
a benomil oscila entre 0.02531 y 0.04827 ug ml ~!. Aislamientos que fueron clasificados con
baja resistencia presentaron una CEso de 0.6097 a 0.9579 ug ml !y aislamientos con niveles
altos de resistencia crecieron a 500 pg ml ~' (MA et al., 2003). Con esta tltima informacion
se puede considerar que los aislamientos obtenidos en este estudio fueron sensibles al
benomil. Respecto a las dosis aplicadas en México se ve que sobre pasa la recomendada, por
lo que estudios como este puede apoyar en el manejo eficiente de estos productos. La
eficiencia de los MBC para el control de M. fructicola, hace que estén en la mira debido a
que la resistencia a estos productos esta surgiendo (Chen ef al., 2014). En otros estudios se
ha confirmado resistencia multiple de M. fructicola a los grupos de fungicidas MBC (Dutra
et al.,2024). Y se menciona que la resistencia a este grupo se estd volviendo cada vez mayor
a medida que aumenta el tiempo de uso (Bai ef al., 2023). Con respecto a tiabendazol, no se
encontro estudios especificos con Monilinia spp, sin embargo, para diferentes especies de
Botryosphaeriaceae se ha reportado que la CEso no supera los 1.15 pg ml ~!, pero en algunos
aislados de B. dothidea y N. parvum la CEs alcanzo niveles de 6.86 y 10.12 uyg ml ! En
general, la CEso media fue de 0.6 ug ml ! (Dos Santos et al., 2019). Para penicillium
digitatum se encontro el valor de la CEso fue menor a 1 pg ml ! para aislamientos sensibles
y, aislados resistentes la CEso fue mayor a 80 pg ml ! (Lee et al., 2011). Las CEso reportadas
para tiabendazol indica que todos los aislamientos fueron sensibles, incluso el que reporto el
valor mas alto de 0.411 mg L"!, por lo tanto, en ninguno de los aislamientos de este estudio

se ha detectado poca sensibilidad o bien resistencia a benomil y tiabendazol.

Otro de los fungicidas sistémicos utilizado para el control de M. fructicola es iprodione, en

Espana se report6 que la CEso de las curvas de respuesta de los aislados resistentes fue entre
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2.1y 3.5 ugml !, mientras que las CE 5o de los aislados sensibles fue entre 1.2 y 1.6 pg ml !
(Eglien et al., 2015). En Brasil se ha reportado que la CEso de los aislados a iprodione variaron
de 0.13 a 1.01 pug ml ! (Dutra ef al., 2019). En serbia las pruebas a 10 aislamientos
representativos de M. fructicola indicaron que la CEso de los aislamientos sensibles a
iprodione se encontro en un rango de 0.26 a 0.78 mg L', y los aislamientos clasificados como
moderadamente resistentes se encontraron entre 0.79 a 3.32 mg L' (Hrusti¢ ef al., 2018).
Todos los aislamientos obtenidos en este estudio demostraron ser sensibles a iprodione, la
CEso media obtenida se encuentra en el rango reportado para Brasil, y esta por debajo de lo
aislamientos clasificados como sensible en Espafia, se confirma atin més con lo reportado en
Serbia, ya que la CEso mas alta reportada en este estudio esta por debajo de los aislamientos
sensibles en aquel pais.

Los fungicidas inhibidores de la respiracion se han utilizado para el control de Monilinia spp.
en todo el mundo (Durak et al., 2021). Debido a lo anterior se han realizado pruebas de
sensibilidad a estos productos. En otros lugares como Estados Unidos se han reportado
valores medios de la CEso para boscalid+piraclostrobin, en un huerto sin antecedentes de
aplicacion de 0.09 pg ml !, aislamientos con aplicaciones previas la CEso fue de 0.13 y 0.17
ug ml ! en Carolina del sur y Georgia respetivamente (Amiri et al., 2010). Otro estudio
reporto valores de CEso para poscalid-+piraclostrobin (26.7 % boscalid, 6.7 % piraclostrobin)
entre un rango de 2.98 a 8.14 pug ml ! (Durak ef al., 2021). Aunque boscalid y piraclostrobin
tienen el mismo modo de accion, pertenecen a grupos diferentes (FRAC, 2024), por lo tanto,
hay pruebas de sensibilidad a las moléculas por si solas, se ha reportado en aislamientos
sensibles una CEso de 0.42 pg ml !, sensibilidad intermedia de 0.72 a 2.1 pg ml 'y
resistentes al boscalid con una CEso de > 2,1 pg ml ~! (Chen ez al., 2013). En los aislamientos

obtenidos se encontraron CEso en un rango de 0.068 a 0.239 mg L-!, la mas baja obtenida
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muy similar a los reportado en huertos donde no hay antecedentes del uso de
boscalid+piraclostrobin, y las mas alta solo poco por arriba de los reportado en huertos con
aplicaciones previas, sin embargo, segun reporta Chen y colaboradores (2013), todos los
aislamientos sometidos a prueba en este estudio pueden clasificarse como sensibles, y no se
encontro aislamientos que estuvieran en el rango de lo reportado con sensibilidad intermedia
o con resistencia. A pesar de que en ninguno de los aislamientos probados en este estudio se
encontrd poca sensibilidad o resistencia esto de acuerdo con las CEso reportadas por otros
autores, se recomienda el monitoreo constante de la resistencia a los fungicidas de las
poblaciones de Monilinia spp. porque se ha comprobado que el uso de fungicidas especificos
del sitio de accion continua siendo una estrategia efectiva para controlar la pudricion café
(Dardani et al., 2023).

Ademas del uso de productos especificos del sitio de accion, productos con actividad multi-
sitio también son utilizados en el manejo de la enfermedad, en México se reporta el uso de
captan a una dosis de 1.31 g o ml/L"y como preventivos se realiza la aplicacion de sulfato de
cobre 1.00 g o ml/L™!, (Huilotl-Luna et al., 2024). El rango de la CEso para captan y oxicloruro
de cobre estuvo entre 10.343 a 34.280 mg L' y 92.071 a 137.85 mg L'!, respectivamente, lo
encontrado estuvo por debajo de lo que se aplica en el manejo de la enfermedad. Sin embargo,
el captan al ser un producto con accidon multi-sitio, es un medio quimico que puede ayudar
en el manejo de la resistencia a otros fungicidas (Luo et al., 2022), y los estudios no estan
enfocados a determinar la CEso a estas moléculas, ya que su principal uso es como protectores
o en el manejo de la resistencia, ademds cuando se aplican en combinacion con otros
fungicidas pueden maximizar la proteccion.

Los resultados en este estudio indicaron que el patogeno es susceptible a estas moléculas y

pueden utilizarse en el manejo de la enfermedad. Como lo menciona May-De Mio et al
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(2008), el captan, ha demostrado ser eficiente en el control de Monilinia spp. ya sea en
manejo convencional con otros fungicidas o se recomienda en sistemas de produccion
integrado (Moreira et al., 2014). Es eficiente en el manejo postcosecha contra la podredumbre
de diversas frutas y hortalizas, sin embargo, la forma de aplicacion puede dejar residuos en

la fruta (Barkai-Golan, 2001).

2.5. CONCLUSIONES

Se determind que el patégeno causante de la pudricion café en México es M. fructicola, el
cual es susceptible a temperaturas que sobrepasan los 30°C. Se encontr6 una proporcion de
variabilidad de 1.5 a 3.5 veces en las CEso obtenidas de los aislamientos de los diferentes
estados; siendo Michoacan el que reportd las CEso mas bajas y Puebla las mas altas. Para
benomil estuvo en un rango de 0.021 a 0.061 mg L-!, para boscalid+piraclostrobin el rango
fue de 0.068 a 0.239 mg L', con iprodione el rango estuvo entre 0.060 a 0.242 mg L' y en
tiabendazol el rango de la CEs estuvo entre 0.145 a 0.411 mg L. Para captan y oxicloruro
de cobre el rango de la CEso estuvo entre 10.343 a 34.280 y 92.071 a 137.805 mg L,
respectivamente. Todos los aislamientos fueron sensibles a benomil, boscalid+piraclostrobin,
iprodione, tiabendazol, captan y oxicloruro de cobre, con lo cual se concluye que estos
fungicidas siguen siendo eficientes en el manejo de la enfermedad, pero no se descarta el
desarrollo de resistencia, ademads, se necesita disefiar programas de manejo estratégicos para
mejorar la eficacia del producto, de lo contrario el éxito en el manejo de la enfermedad a

través de fungicidas podria verse reducida.
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