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RESUMEN

La enfermedad fungosa mds limitante del duraznero (Prunus pérsica, L. Batsch) en Colombia es la pudricién parda, Monilia spp., que
afecta flores, brotes y frutos, causando pérdidas hasta del 80%. El objetivo de la investigacion fue identificar el patégeno asociado a
pudricién parda en cuatro variedades: Dorado, Rubidoux, Diamante y Rey negro en el departamento de Boyacd. El estudio inicio con la
colecta de frutos enfermos en Jenesano, Paipa, Tuta, Sotaquird y Nuevo Coldn. En laboratorio se realizé la obtencidn, aislamiento y puri-
ficacién de los hongos presentes. Se realizé también caracterizacién morfoldgica de las colonias y conidias sobre cultivos monospdricos
y caracterizacién molecular mediante amplificacién por PCR del ADN ribosomal empleando iniciadores ITS4 e ITS5. Se obtuvieron 32
aislamientos del género Monilia y se identificaron tres especies presentes en la zona muestreada: Monilia fructicola, Monilia fructigena
y Monilia laxa, en 62,5%,25% y 12,5%, respectivamente. En la amplificacion de la regidn ribosomal se observaron diferencias entre las
dos primeras especies, en el tamafio de las bases amplificadas, siendo M. fructicola de 550 pb y M. fructigena de 545pb. Este trabajo
contribuye a la caracterizacién de las especies de Monilia que afectan al duraznero en varias regiones del departamento de Boyacd.
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Identification of the causal agent of brown rot in fruits of
peach trees (Prunus pérsica, L. Batsch) in Boyaca

ABSTRACT

The most limiting fungal disease in peach crop (Prunus pérsica, L. Batsch) in Colombia is brown rot, Monilia spp. that affects flowers,buds and
fruits, with economic losses of up to 80%. The objective of this work was to identify the pathogen associated with the brown rotin four varie-
ties: Dorado, Rubidoux, Diamante and Rey Negro in Boyacd department.The study started collecting symptomatic fruits in Jenesano, Paipa,
Tuta, Sotaquird and Nuevo Coldn.In laboratory were obtained,isolated and purified the fungi present.Also morphological characterization
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of colonies and conidia were done on monosporic cultures and molecular characterization through PCR amplification of the ribosomal
DNA using [TS4 and ITS5 primers. It were obtained 32 isolates of Monilia and three species were identified in the sampled area: Monilia
fructicola, Monilia fructigena and Monilia laxa,in a 62.5%, 25% and 12.5%, respectively. In the amplification of the ribosomal region, differences
could be observed between the first two species, in the size of the amplified bases, being M. fructicola of 550 bp and M. fructigena of 545
bp. This work contributes to the characterization of the Monilia species that affect the peach tree in several regions of Boyaca's department.
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Identificagao do agente causal da podridao parda em frutos de
pessegueiro (Prunus pérsica, L. Batsch) em Boyaca

REsumMo

O mais limitante péssego doenga fungica (Prunus persica L. Batsch) na Coldmbia é o da podriddo castanha, Monilia spp., Afectando flores,
botdes e frutos, causando uma perda de até 80%. O objetivo da pesquisa foi identificar o patégeno associado a podriddo parda em quatro
variedades: Dorado, Rubidoux, Diamante e Rey negro no departamento de Boyacd. O estudo comegou com a coleta de frutas doentes
em Jenesano, Paipa, Tuta, Sotaquird e Nuevo Coldn. No laboratério foi realizada a obtencdo, isolamento e purificagdo dos fungos presentes.
Caracterizagdo morfoldgica das coldnias e conidios em culturas de esporos e caracterizagdo molecular também foi realizado por amplificagdo
por PCR utilizando iniciadores de ADN ribossomal e ITS4 ITS5. 32 isolados foram obtidos género Monilia e trés espécies presentes na drea
amostrada identificado: Monilia fructicola Monilia laxa, Monilia fructigena e em 62,5%, 25% e 12,5%, respectivamente. Na amplificagdo da
regido ribossomais diferencas entre as duas primeiras espécies que foram observados no tamanho das bases amplificados, sendo 550bp
M. fructicola e M. fructigena de 545pb. Este trabalho contribui para a caracterizagdo das espécies de Monilia que afetam o pessegueiro em
diversas regides do departamento de Boyacd

PALAVRAS-CHAVE
Deciduo, Monilia, morfotipos, mumificagao, podridao.

Introduccion pitaciones anuales entre los 960 y 1.100 mm y brillo solar

anual de 1.700 y 1.774 h.lux' (Miranda y Carranza, 2013a).
El departamento tiene ventajas comerciales y productivas
en el duraznero y ciruelo (Puentes y otros, 2008).

El cultivo de duraznero (Prunus persica L. Batsch) es muy
representativo del trépico alto en Colombia (Castro y
Puentes, 2012). Las areas destinadas para la produccion de
duraznero se concentran principalmente en el departamen-
to de Boyaca, con una participacion del 60,5% de las zonas
productoras del pais. De acuerdo con la Sociedad Colom-
biana de Ciencias Horticolas (SCCH) en Colombia, el du-
razno es la especie de frutal de zona templada mas sobre-
saliente, en virtud que pueden programarse sus cosechas a
lo largo del ano, siendo uno de los cultivos mas productivos

De acuerdo con su volumen y generacién de ingresos, este
cultivo es significativo en su participacion en el mercado
nacional e internacional. En el departamento de Boyaca, las
variedades de duraznero mas cultivadas son: Dorado, Dia-
mante, Rubidoux y Rey negro (Miranda y Carranza, 2013b).

y competitivos de la region (SCCH, 2012 citado por Avila,
2013). Actualmente existen 833 hectareas sembradas con
un rendimiento cercano a las |12 ton.ha!, distribuidas en los
municipios de Sotaquira, Paipa, Tinjaca, Nuevo Coldn y Tuta
(MADR, 2015).

En Boyaca los cultivos de caducifolios se encuentran ubica-
dos en altitudes de 2.108 y 2.891 m, con una temperatura
que oscila entre 6 y 20°C, humedad relativa del 68%, preci-

No obstante, los frutos de durazno presentan susceptibili-
dad a distintos patogenos principalmente hongos que oca-
sionan grandes pérdidas (Agrios, 2005; Hernandez, 2009).
La podredumbre parda o momificacion de los frutos es una
enfermedad producida por hongos del género Monilia. Este
patégeno reduce la calidad y rendimiento en los frutales
afectados (Prunus spp.), y en especies de rosaceas (Ogawa,
1995) afecta los cultivos en etapas de floracion, fructifica-
cion y hasta pos-cosecha (Mendoza, 2010).
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La podredumbre parda se atribuye a diferentes especies de
Monilia. A nivel mundial se han identificado tres especies
que producen la enfermedad: M. laxa, M. fructigena y M. fruc-
ticola (Scatoni, 2010). Esta enfermedad sobresale en el cul-
tivo de caducifolios porque produce tizén de flores, muerte
de ramas y pudricion en los frutales, hasta su momificacion y
destruccion (Mondino, 2014). Hay registros donde se men-
ciona que sin un adecuado manejo y condiciones climaticas
favorables al patogeno causa pérdidas que superan el 80%
por dafnos en rendimiento y calidad de las cosechas (Mon-
dino, 2002; Coca, 201 1). Los ambientes que favorecen su
desarrollo son temperaturas entre los 12 a 25°C y humedad
relativas entre el 70 y 85%, presentandose un estado de
latencia sobre frutos momificados, siendo estos fuente de
inéculo en cada ciclo productivo (Agrios, 2004).

En EE.UU. y toda América del Sur M. fructicola causa la pu-
dricion parda del fruto del duraznero, reduce la productivi-
dad y su rentabilidad, (Agrios, 2004; Giayetto y otros, 2007).
En Japon, M. fructigena, afecta durazno y membrillo (Agrios,
2005). Se han reportado en zonas tropicales y subtropica-
les M. laxa 'y M. polystroma que ocasionan la pudricion de
frutos de duraznero (Mendoza, 2010), M. /axa que afecta
principalmente flores, mientras que M. fructicola tiene ma-
yor severidad en los frutos de duraznero (Mitidieri y otros,
2005; Coté, 2004).

Vol. 15 No. I,2019 (Enero - Junio)

En Colombia, la podredumbre parda ocasiona grandes pér-
didas en etapas de pre-cosecha y pos-cosecha afectando el
rendimiento y calidad de los frutos, por ello se establecio
como objetivo de este trabajo identificar mediante caracte-
res morfologicos y moleculares, las especies de Monilia spp.,
que causan la pudricion en frutales de duraznero en cuatro
variedades sembradas en el departamento de Boyaca.

I. Materiales y métodos
I.1. Muestreo y recoleccién de muestras

El trabajo inici6 con una colecta en huertos comerciales
de duraznero ubicados en los municipios de: Paipa, Sota-
quira, Tuta, Jenesano y Nuevo Coldn, en el departamento
de Boyaca (Colombia) (Tabla I). Las colectas se realizaron
en los meses de noviembre a enero de 2016. El muestreo
fue aleatorio, en forma de zigzag cada 5 metros de distancia,
identificando los focos de infeccion en donde se colecto
frutos, flores y ramas afectadas por pudricion, en las cuatro
variedades: Dorado, Diamante, Rubidoux y Rey negro (Pe-
troczy y Palkovics, 2009) (Figura I).

La segunda fase del trabajo se realizé en el Laboratorio de
Control Bioldgico (Grupo Manejo Bioldgico de Cultivos)

-Sri;l'iﬂ: <Ije colecta de muestras de duraznero (Prunus pérsica L. Batsch) en el departamento de Boyacd
Municipio Yoriedad N° muestras E:::g g‘:::)l'
Dorado Diamante Rey negro Rubidoux

Sotaquira 6 5 4 3 5 12

Paipa 5 4 3 4 18

Tuta 5 4 3 2 4 10

Nuevo Colén 3 2 3 0 2 6

Jenesano 3 0 3 0 2 10

Fuente: Autores
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Figura 1. Signos y sintomas de campo en frutos de cuatro variedades de duraznero afectados por la podredumbre parda (Monilia spp).A'y B Dorado; Cy D

Diamante; E y F Rey Negro; G y H Rubidoux.
Fuente: Autores

adscrito a la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Uni-
versidad Pedagégica y Tecnologica de Colombia en Tunja
(Boyacad). En cada muestra colectada se empleé una nomen-
clatura que corresponde a un cédigo formando por la inicial
de la provincia de procedencia, inicial de la variedad y segui-
da de un nimero ordinal de coleccion.

* Purificacion e identificacion morfolégica de
aislamientos

Las muestras colectadas con sintomas asociados a la pudri-
cion parda, se ubicaron en camara hiumeda durante ocho
dias en total oscuridad, para promover el crecimiento de los
microrganismos alli presentes. Se realizé el proceso de aisla-
miento de los hongos segun el protocolo de Salgado (2011).
Se cort6 un trozo de tejido sano y afectado (0,5 cm), se des-
infecto en una solucidn de hipoclorito de sodio al 0,5% por
30 segundos y posteriormente con alcohol al 70% por un
minuto. Finalmente, fueron lavados por triplicado con agua
destilada estéril (ADE). Los cortes desinfectados se sem-
braron en medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (DIFCO)
suplementado con cloranfenicol y se dejaron en incubacion
a una temperatura de 25 °C.

Posterior, al aislamiento de los hongos, se realizaron culti-
vos puros, tomando pequenas porciones del micelio, que se
inocularon en cajas Petri con medio PDA y cloranfenicol. Se
dejaron en incubacion durante 8 dias a 25 °C.

Una vez purificados los hongos, se realizéd la técnica para
obtencion de cultivos monosporicos siguiendo el protocolo
disehado por Canedo & Ames (2004).

En los cultivos monosporicos se procedio a la caracteri-
zacion morfolégica macroscépica de los aislamientos, de-
terminando caracteristicas de la colonia como coloracion,
crecimiento y formacion de pigmentos difusibles. Igualmen-
te se realizo la descripcion microscopica determinando el
tamano, color y forma de los conidios (Lane, 2002).

e Caracterizacion molecular

Esta caracterizacion se realizé a partir de los cultivos mo-
nospéricos de cada aislamiento empleandolos para la ex-
traccion de ADN flngico. Se utilizé el kit de aislamiento
de acidos nucleicos E.Z.N.A. ®Fungal DNA kit (Power Soil
DNA Isolation).

e Extracciéon del ADN

Se emplearon los aislamientos crecidos en PDA durante 8
dias a temperatura ambiente. Se realizé raspado del cultivo
y se suspendié en el buffer respectivo para la extraccion de
ADN fungico Buffer 2x CTAB (CTAB 10% 8 mL, Tris HCI
IM pH 8.0 4 mL, EDTA 0.5M pH 8.0 160 pl, NaCl 5M 5.6
mL, agua 22.24 mL con volumen final 40 mL) precalentado a
65°C. Se siguid el método de Garcés y Orozco (2003) con
algunas modificaciones.

Se adicion6 una solucion de lisis (100 mM Tris HCI, pH 8.0;
8.2 g NaCl;0.5 M EDTA 4 mL;0,5% SDS) a 65 °C por 30 mi-
nutos. El precipitado de ADN se centrifugé 10.000 rpm por
5 minutos a -20 °C, adicionando isopropanol frio. Se descar-
to el sobrenadante y se colecto el ADN, y se resuspendio
en 50 pl de buffer TE (5 mlTris,0.5 M EDTA 4 ml,pH 8) y se
centrifugd por |5 minutos, se descarto el sobrenadante y se
dejé secar el precipitado.

Para comprobar la pureza del ADN, las muestras fueron
corridas en un gel de agarosa 1.5%, con 0,3 mg.mL"' de bro-
muro de etidio.

El ADN extraido fue cuantificado mediante fluorometria

(DyNA Quant 200) siguiendo el protocolo de instrucciones
dadas en el mismo equipo.

* Amplificacion y secuenciacién

La amplificacion se realizé por PCR con los iniciadores ITS4
e ITS5 de la region del ADN ribosomal flingico.
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Se prepard un buffer Ix, nucleétidos 0,2 mM; MgCl, 2,5 mM;
primers 0,1 mM de cada uno; BSA 0,5 mg/ml, Taq polimerasa
0,5 U (GIBCO-BRLA3).

La amplificacion se realizé de la siguiente manera: desnatu-
ralizacién inicial de 5 min a 94 °C, 35 ciclos amplificacion
a 94°C, desnaturalizacién por 60 segundos, alineamiento a
55°C por 60 segundos y extension de 60 minutos durante
35 ciclos a 72 °C; por ultimo, extension final de 5 minutos
a 72 °C. Los productos de amplificacién, se separaron por
electroforesis en geles de agarosa 1.5% (p/v) en Tris-Aceta-
to-EDTA, 3 pl a 100V por una hora.

La purificacién del producto de PCR se realizé mediante
precipitacion alcohdlica, con secuenciacion y visualizacion
por electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (p/v).

La secuenciacion se llevé a cabo utilizando la region ITS, con
los oligonucleétidos ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATAT-
GC-3’) e ITS5 (5'- GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’)
(White y otros, 1990).

2. Resultados

2.1. Muestreo y recoleccion de muestras

En las fincas visitadas en la zona de estudio, la enfermedad
se observo en los durazneros, principalmente localizada en
el tercio medio y bajo del arbol.

Vol. 15 No. I,2019 (Enero - Junio)

En los frutos se observé una pudricion café a gris (masas
de micelio) que causaba la momificacion de estos. Las flores
presentaban atizonamiento y las ramas necrosis principal-
mente en los brotes mas jovenes (Figura 2).

Los sintomas observados en las muestras colectadas en
los huertos coinciden con las descripciones realizadas en
otros caducifolios afectados por este patdgeno (Michailides
y Spotts, 1990; Cardenas, 2013). En algunos paises se repor-
tan el estado sexual (Monilinia), pero en Colombia todavia
no hay reportes sobre su presencia (Buritica, 1999).

* Purificacion y aislamiento.

Los sintomas de pudricion de fruto se expresan como man-
chas de diversas tonalidades café. Estas manchas resultan de
una infeccion que inicia con el inoculo del patégeno (espo-
ras y micelio) cuando entra en contacto con el huésped y
su posterior propagacion afecta los tejidos terminando un
una pudricién parda.

Segln Arias y Piferos (2008), los factores de temperatura
y pH son importantes para aislar los microorganismos, ya
que provocan su crecimiento o inhibicion. En el presente
estudio las condiciones para el crecimiento de los hongos
encontrados en las muestras de durazno fueron de 25 °C
y pH de 3.5.

De las muestras colectadas se obtuvieron 54 aislamientos
de hongos, los cuales fueron identificados como Alternaria

Figura 2. Sintomas de Monilia en duraznero. A, flores con atizonamiento; B a H, ramas con necrosis sobre los brotes mds jévenes; E y H frutos con micelio gris

a café.
Fuente: Autores
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Figura 3. Caracteristicas morfoldgicas de Monilia fructicola en medio PDA. Aislamientos NUREY- | 64 (linea superior), JEDO-107 (linea media) y JEREY-166 (linea
inferior).Vista frontal (A, E, 1), vista posterior (B, F y ]), ramoconidias y conididforos (C, G y K), conidios con forma eliptica o de limén (D, H y L).

Fuente: Autores

Figura 4. Caracteristicas morfoldgicas de Monilia fructigena en medio PDA. Aislamiento SORU-164 (A) desarrollo micelial circular de color amarillo a café; (B)
micelio posterior mostrando una coloracién gris; (C) conidiéforos; (D) conidios con forma eliptica y de limdn.

Fuente: Autores

Figura 5. Caracteristicas morfoldgicas de Monilia laxa en medio PDA. Aislamiento NUDI- 104 A) desarrollo micelial circular de color marrdn a amarillo y micelio
abundante; (B) micelio posterior mostrando una coloracién café; (C) conidiéforos; (D) conidios con forma lobulada y de limdn.

Fuente: Autores

Spp- (22 aislamientos; 40,74 %) y Monilia spp. (32 aislamien-
tos; 59,25%), estos Ultimos afectando los frutos de durazne-
ro de las variedades muestreadas: Dorado, Diamante, Rey
negro y Rubidoux.

Las caracteristicas morfologicas para identificacion median-
te observacion, son utilizadas tradicionalmente en estudios

con hongos (Suaad, 2013). Todos los aislamientos corres-
pondientes a Monilia se caracterizaron morfologicamente
en el laboratorio. Los caracteres morfolégicos empleados
en la caracterizacion fueron el tipo de micelio, coloracion,
tamano de los conidios, estructura de conidiéforos y forma
de los conidios (Beales, 2012). La coloracion del micelio y
caracteristicas de los conidios y conidiéforos coincidieron
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con las claves taxonémicas para el género Monilia (Barnett
y Hunter, 2010; Agrios, 2005).

En las Figuras 3,4 y 5 se muestran ejemplos de las tres espe-
cies de Monilia encontradas en el presente estudio.

Monilia fructicola: Se identificaron 20 aislamientos de Mo-
nilia como M. fructicola, correspondiente al 62,5% de los
aislamientos. Wiley & Sons (2009) reportaron la misma for-
ma y estructura de conidiéforos y conidias. Las colonias de
los aislamientos JEREY-166, NUREY-164 y JEDO-107, con
micelio polvoso de color café a grisaceo. Los conidiéforos,
presentan hifas primarias con una o varias ramificaciones
antes del primer septo, formadas en cadenas, oscilan entre
12,0-9,21 pm. Los conidios son elipsoides, ovoides o alimo-
nados. Presentan abundante esporulacion de color crema.

Monilia fructigena: Se identificaron 8 aislamientos de Mo-
nilia como M. fructigena, lo que corresponde al 25%, de los
aislamientos.Van Leewen y otros (2002) reporto semejanzas
en las estructuras de conidiéforos y conidias observadas. El
aislamiento SORU- 138, mostré colonias de color amarillo a

Tabla 2.

Caracteristicas de las especies de Monilia crecidas sobre medio PDA a 25°C.

Vol. I5 No. [, 2019 (Enero - Junio)

café. El micelio hialino al envejecer forma una costra oscu-
ra. Los macroconidios son elipsoides, ovoides y su tamano
oscilo entre 12,72-10, 62 ., se encuentran cadenas ramifi-
cadas, agrupadas de color blanco crema a pardo.

Monilia laxa: Se identificaron 4 aislamientos de Monilia
como M. Jaxa, correspondiente al 12,5% de los aislamientos.
Neri y otros (2007) reporto semejanzas en las estructuras
de las cepas observadas como el aislamiento NUDI-104 de
color de marrén grisaceo. El micelio hialino al envejecer for-
ma costra oscura. Los macroconidios son elipsoides, ovoi-
des o alimonados, su tamano oscilo entre 14,28-6,12 uym.

En las Tablas 2 y 3 se resumen algunas caracteristicas macro
y microscopicas generales observadas y las especificas de
cada uno de los aislamientos de Monilia obtenidos.

Menciona Douglas (2003), que el clima es un factor muy
influyente en la aparicion de la pudricion, principalmente pe-
riodos de alta humedad, temperatura y abundantes lluvias.
Los resultados de la investigacion indican que las condicio-
nes climaticas en los municipios muestreados tienden a ser

Caracteristicas Monilinia fructicola

Monilinia fructigena Monilinia laxa

Morfologia de la colonia Color blanco a grisaceo

Desarollo micelial 8.30 cm/dia

Color de esporangios Verde se torno a café

Conidioforos 12,0 - 9,21 ym
Esporulacion Abundante

Forma de espora Conidios globosos

Color amarillo a café Color marrén a amarrillo

8,48 cm/dia 7.46 cm/dia
Crema a blanco Amarillo
12,72 - 10,62 pm 14,28 - 12 um

Escasa Escasa

Conidios ovoides Conidios lobulada

Temperaturas 25°C 25°C 25°C
Fuente: Autores
Tabla 3.
Caracteristicas morfoldgicas de aislamientos de Monilia spp obtenidos de frutos de durazno en Boyaca.
Caracter morfolégico
Descripcion microscépica - microscopicas
. Macroconidios Microcronidios .
Codigo Especie
Sexual Esporu- AT Forma
Tamaio Septos Forma . Color pol concén-  espora
apotecio lacién .
tricos
PARU-21 16,45-12,23 2 Delgado No Verde E No (0] M. fruticola
PADO-125 17,0-10,9 3 Delgado No Verde E No (0] M. fruticola
PAREY-126 17,21-10,2 2 Grueso No Gris A Si G M. fruticola
PAREY-127 17,06-14,13 3 Grueso No Gris A Si (0] M. fruticola

Continua en la siguiente pagina



PARU-145

PADI-146

PAREY-147

PADI-150

PARU-151

PADI-154

PADO-160

PAREY-180

SODI-22

SODO-24

SOREY-26

SOREY-28

SODO-29

SODO-113

SORU-138

SODO-140

SODO-144

SODO-148

SODI-153

SOREY-158

SODI-161

SOMEM-181

SODO-182

SOREY-183

SORU-184

TUDO-23

TUREY-25

TUREY-27

TURU-30

TUDI-120

TUREY-132

TURU-135

TUREY-155

TUDO-162

17,02-10,12
16,86-14,53
16,72-14,2
17,6-14,0
12,0-9,21
15,72-13,11
17,16-14,2 3
16,52-14,53
17,1-12,89
17,19-14,42
12,28-10,13
17,3-14,2
16,9-14,41
17,16-12,95
12,72-10,52
17,18-14,35
17,3-14,2
17,16-14,33
5,2-14,28
12,16-10,28
17,46-13,13
12,72-10,62
18,23-14,54
16,83-12,14
18,18-14,25
16,86-14,53
14,1-6,28
16,86-14,53
17,5-15,62
16,23-14,26
16,83-12,14
16,87-13,96
17,18-14,11

17,3-14,2
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TUDO-168 12,19-10,2 3 Grueso No
NUDO-100 16,96-14,30 2 Grueso No
NURU-102 17,20-13,9 2 Delgado No
NUDI-104 10,8-8,58 2 Delgado No
NUDI-105 14,28-6,12 2 Delgado No
NUREY-128  16,98-14,18 2 Grueso No
NUREY-129 14,1-6,12 2 Delgado No
NUREY-162 17,18-14,0 2 Grueso No
NUREY-164 12,3-10,14 2 Delgado No
JEDO-107 15,42-12,2 2 Grueso No
JERU-108 12,19-10,2 2 Grueso No
JERU-109 12,18-5,53 3 Delgado No
JEDI-110 17,0-10,9 2 Delgado No
JEDI-111 14,28-6,12 2 Delgado No
JEREY-130  16,66-12,93 2 Grueso No
JEREY-166 17,2-13,62 2 Grueso No
JEREY-169 14,28-6,2 2 Delgado No
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Crema A Si O M. fructigena
Gris A Si (0] M. fruticola
Verde E No O M. fruticola
Crema E No G M. fructigena
Blanco E No (6] M. laxa
Gris A Si (0] M. fruticola
Blanco E No O M. laxa
Gris A Si O M. fruticola
Crema E No (6] M. fructigena
Verde A Si (0] M. fruticola
Crema A Si (0] M. fructigena
Blanco E No O M. laxa
Verde E No (0] M. fruticola
Blanco E No (6] M. laxa
Gris A Si G M. fruticola
Marrén A Si O M. fruticola
Blanco E No G M. laxa

Fuente: Autores

Nota: Convenciones: Forma de macroconidios: D=Delgado, G= grueso; Esporulacién microconidos: E= Escasa, A= Abundante; Forma de espora: O= Ovalada,

G= Globosa

favorables para la aparicion de este fitopatogeno en el cul-
tivo de duraznero, esto en virtud de la presencia de las tres
especies de Monilia encontradas.

e Caracterizacion molecular

Se realizé la amplificacion con los oligonucleétidos de la
region ITS4 e ITS5 (Baldwin y Sanderson, 1995) de cada
especie, utilizando una PCR muiltiple, usando primers espe-
cificos en la region del DNA ribosomal flngico.

Los nimeros de acceso para M. fructicola y M. fructige-
na en el genbank NCBI fueron KM652455; KM652469 y
KM652466; KM652459, respectivamente.

M. fructicola amplifico 532 a 552 pb en 8 de 54 prototipos
analizados. M. fructigena provocé amplicones de 571 a 603
pb en 2 muestras de las 8 analizadas. M. /axa no amplificé en
ningln aislamiento.

Las cepas que se caracterizaron como M. fructicola proce-
dian de los municipios de Paipa, Nuevo Colén y Jenesano;
en el caso de M. fructijgena se obtuvieron en Nuevo Colon

y Sotaquira. Respecto a estas dos especies halladas en el
estudio, los datos morfoldgicos y moleculares fueron con-
sistentes con la descripcion previa de la especie (loos y Frey,
2000).

En el presente trabajo la comparacion en la base de da-
tos mostré que los aislamientos identificados como Mo-
nilia fructicola correspondieron a los codigos: PAREY-147
59-1,JEREY-166 59-3, JEDO-107 59-4, PARU-145 59-5, NU-
REY-164 59-7 y SOMEM-18159-9. Por otro lado, SORU-138
59-6 se identifico como M. fructigena y NUDI-104 59-2
como M. Jaxa.

Todos estos aislamientos analizados tuvieron una identidad
y cobertura del 99% (Figura 6).

Estudios registrados por Meng-Jun y otros (201 1) demos-
traron la presencia M. fructigenay M. fructicola en frutos de
durazno en China; las caracteristicas morfologicas, el tama-
fio de la espora, color de la colonia y la esporulacion fueron
similares a las obtenidas en el presente trabajo, apoyando la
evidencia que estas dos especies de Monilia son las causan-
tes de la pudricion parda de duraznero en Boyaca.
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Figura 6. Visualizacion de los productos de PCR en electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (p/v) en tampdn Tris-Acetato-EDTA. Se obseva la concentra-
cién y calidad de ADN gendmico extraido. Monilia fruticola: carril | - PAREY 147; carril 2 - NUREY-164; carril 3 - JEREY-166; carril 4 - JEDO-107; carril
5 - PARU-145 vy carril 6 -SOMEM-181. Monilia fructigena: carril 8-SORU-138. Monilia laxa: carril 9 - NUDI- 104

Fuente: Autores

La literatura reporta que las especies M. laxay M. fructigena
son de origen europeo y M. fructicola de origen americano
y frecuente en América (Malvarez y otros, 2004), Japon y
China (Zhu, 2005) y Australia y por primera vez en Europa
en Francia (OEPP, 2003). En Hungria, Italia y Espafha fue re-
portada por Petroczy y Palkovics (2009).

En el caso de América, en Uruguay se ha reportado en los
cultivos de duraznero como agente causal principal de la
podredumbre parda a M. fructicola (Malvarez y otros, 2004)
e igualmente se han hecho estudios con resultados similares
en Ecuador (Salgado, 201 1).

Aunque las caracteristicas morfoldgicas y moleculares, pue-
den presentar diferencias cualitativas y cuantitativas (Lane,
2002), de acuerdo con los resultados obtenidos, se corro-
boraria la presencia de M. fructicola y M. fructigena como
agentes causales de la podredumbre en duraznero en Bo-
yaca.

Malvarez et al. (2004) mencionan que algunas especies de
pueden pasar desapercibidas, si se encuentran en porcen-
tajes cercanos al 1%. No se descarta entonces que M. /axa
con un 12,5% de presencia, también esté afectando estos
frutales en Colombia, a pesar de encontrarse en porcentaje
menor respecto de las otras especies encontradas.

De acuerdo con los andlisis realizados, en este estudio se
determind que existen tres especies de Monilia en Boya-
cd, similar a lo reportado por Meng-Jun y otros (2011) y
Hrustié y otros (2015), quienes utilizando solo caracteriza-
cion morfoldgica, identificaron igualmente las tres especies
de Monilia: M. laxa, M. fructigena y M. fructicola como los
agentes causales de la pudricion en fruta de hueso en Serbia.

3. Conclusion

El muestreo en el cultivo de duraznero variedades Dora-
do, Diamante, Rey negro y Rubidoux del departamento de
Boyaca presentan incidencia de pudricion parda atribuible a
hongos del género Monilia.

La caracterizacion morfologica y molecular permitié identi-
ficar tres especies de Monilia afectando los cultivos: M. fruc-
ticola (62,5%), M. fructigena (25%) y M. laxa (12,5%). =
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