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Abstract

The presence of foliar phytopathogenic fungi causes severe damage to leave and fruits of peach (Prunus persica L.), in producing areas of
southern Chihuahua, Mexico, which has caused a decrease in production by 30%. The objective of this work was to identify morphologically
and molecularly the foliar phytopathogenic fungi associated with the peach tree crop, evaluating the pathogenicity in one-year-old plants
against Trichoderma asperelloides. Leaves with brown and brown lesions were collected from mummified fruits on the plant from 19
commercial peach orchards distributed in three municipalities of regional and national production in the State of Chihuahua, Mexico.
Fungal identification of four representative isolates was performed using morphological methods. characterization and phylogenetic
analysis based on the internal transcribed spacer region (ITST and ITS4) of ribosomal DNA, part of the translation elongation factor 1-alpha
(TEF) a second secondary primer for each of the genera for, Collectotrichum ACT-512F and ACT-583R, Fusarium with EF1. For plant
confrontations, a concentration of 1x10° conidia was inoculated. mL-1 of pathogens such as T. asperelloides, evaluating leaf diameter and
length, height, severity and incidence. It was possible to identify the presence of Fusarium sambucinum, Collectotrichum gleosporoides and
Monilinia fruticola, in addition the B-F-M1-A2-ACCH-3 strain of £. Sambucinum obtained the highest values in the inhibition of the response
variables and in severity Monilinia fruticola presented 61.23% as the highest value. It is recommended to use strain 3 as a biological control
of foliar phytopathogens.

Keywords: Molecular analysis; biocontrol; plant confrontation; fungus; identification; T. asperelloides.

Resumen

La presencia de hongos fitopatégenos foliares ocasiona severos dafios en hojas y frutos de durazno (Prunus persica L.), en zonas
productoras del sur de Chihuahua, México, lo que ha ocasionado una disminucion en su produccion en un 30%. El objetivo de este trabajo
fue identificar morfolégica y molecularmente los hongos fitopatdégenos foliares asociados al cultivo del duraznero evaluando la
patogenicidad en plantas de un afio contra Trichoderma asperelloides. Se recolectaron hojas con lesiones color café y marrén en frutos
momificados en planta de 19 huertos comerciales de durazno distribuidos en tres municipios de produccion regional y nacional en el
Estado de Chihuahua México. La identificacién de hongos de cuatro aislamientos representativos se realizd utilizando métodos
morfoldgicos. caracterizacion y analisis filogenético basado en la region espaciadora transcrita interna (ITS1 e 1TS4) de ADN ribosomal,
parte del factor de elongacién de traduccion T-alfa (TEF) un segundo cebador secundario por cada uno de los géneros para,
Collectotrichum ACT-512F y ACT-583R, Fusarium con EF1. Para las confrontaciones en planta se inoculo una concentraciéon de 1x10°
conidios. mL" de patbgenos como de T. asperelloides, evaluando el didmetro y longitud de hoja, altura, severidad e incidencia. Se logré
identificar la presencia de Fusarium sambucinum, Collectotrichum gleosporoides y Monilinia fruticola, ademas la cepa B-F-M1-A2-ACCH-3
de F. Sambucinum obtuvo los valores mas altos en la inhibicion de las variables de respuesta y en severidad Monilinia fruticola presentd
61,23% como el valor més alto. Se recomienda usar la cepa 3 como control biolégico de fitopatdgenos foliares.

Palabras clave: Anélisis molecular; biocontrol; confrontacion en planta; hongo; identificacion; 7. asperelloides.
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1. Introduccién

El melocotdn (Prunus persica (L.) Batsch) es un arbol
0 arbusto de hoja caduca de la familia de las
Rosaceas gque se cultiva en todo el mundo (Luo et
al., 2022), sus frutos son en forma de drupa y sin
hueso se consumen popularmente por su sabor
dulce y su valor nutricional (Ren et al., 2019). Re-
cientemente este frutal ha disminuido su produc-
cién en un 30% en la Ultima década a nivel mundial
(Manganaris et al., 2022) atribuyéndose a que
alberga naturalmente un reservorio de hongos y
bacterias sin causar enfermedades visibles (Gununu
etal,, 2019), por lo que pueden afectar significativa-
mente el rendimiento y la calidad de la fruta y la
longevidad de los arboles (Luo et al.,, 2022).

Por mencionar algunos se encuentran la pudricion
parda causada por Monilinia spp, la mancha bacte-
riana causada por Xanthomonas arboricola pv.
pruni (Xap), pudricion de la raiz por Armillaria, can-
cro bacteriano causado principalmente por Pseu-
domonas syringae y mildid polvoriento causado por
Podosphaera pannosa (Luo et al., 2022).

Los principales sintomas causados por Monilinia
spp. es tizéon de las flores, cancros de las ramitas, en
algunos casos, las infecciones de las ramitas pro-
gresan hasta la muerte regresiva ademas las flores
infectadas (es decir, el tizon floral) normalmente se
vuelven marrones y se marchitan, seguido de la in-
feccion y colonizacion de los brotes (Luo et al.,
2022). De igual manera Collectotrichum spp. es un
hongo que por su parte afecta la produccion y ren-
dimiento en el cultivo del melocotén causando
grandes pérdidas econdmicas, las cuales infectan
principalmente la fruta, pero también pueden cau-
sar lesiones en hojas o ramitas. Las lesiones en los
frutos aparecen como areas firmes, marrones y
hundidas, con anillos concéntricos y pequefios
acervolos anaranjados ocasionado que los frutos
no alcancen la madurez adecuada (Tan et al., 2022).
Por otro lado, se han identificado especies de
Fusarium spp. que ocasionan la pudricién de las
raices, tronco, flores, ramas vy frutos. Infecta princi-
palmente el sistema vascular, se agrupan y destru-
yen los tejidos y producen toxinas, lo que provoca
el marchitamiento y en Ultima instancia, la muerte
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de los hospedantes (Dong et al., 2023), ademas se
considera la especie de F.sambucinum como el pri-
mer reporte afectando al cultivo de durazno en
México, asi como C. gloesporoides afectando el tallo
de la planta, de igual manera se reporta Alternaria
como la primer reporte en el sur de la entidad fe-
derativa del sur de Chihuahua afectando a frutales
con hueso. Por lo tanto, el objetivo de este estudio
fue identificar morfolégica y molecularmente los
hongos fitopatdgenos foliares asociados al cultivo
del duraznero evaluando la patogenicidad en
plantas de un afio de edad contra Trichoderma
asperelloides.

2. Metodologia

2.1. Recoleccién de muestras. Se recolectaron hojas
y frutos del cultivo del duraznero con sintomas tipi-
cos de hongos fitopatdgenos en nueve huertos de
consumo local, regional e internacional de durazno
distribuidos en los municipios de Morelos, Balleza y
Batopilas, ubicados en el sur de Chihuahua, México.
Se tomaron las lecturas del GPS (Tabla 1) y las co-
lecciones se llevaron al laboratorio en bolsas de
plastico Ziplock.

2.2. Aislamiento y purificacién. Las hojas sintométi-
cas se lavaron con jabon neutro y se esterilizo la
superficie con alcohol al 96% durante 30 s. Los tro-
z0s de hojas (5 mm?) de los margenes entre los te-
jidos necroéticos y sanos se esterilizaron superficial-
mente con hipoclorito de sodio al 1% durante 60 s.
Los trozos de hoja se lavaron con agua destilada
estéril y el exceso de liquido se elimind con papel
de filtro estéril. Los trozos de hojas se colocaron en
placas de PDA y se incubaron a 27 °C durante 9
dias en oscuridad. Los tapones de micelio del borde
de las hifas fungicas que se desarrollaron a partir de
los tejidos se transfirieron asépticamente a PDA
fresco y se incubaron a 27 °C durante 9 dias en
oscuridad (Gerardo-Lugo et al., 2020).

Para realizar las purificaciones monoconidiales se
utilizd el método descrito por Battistini et al. (2022).
Se prepararon suspensiones de conidios a partir de
las cajas Petri con hongos fitopatdgenos y se dilu-
yeron a una concentracién de 106 conidios/mL.

Ubicacién de sitios de recoleccion frutos y hojas sintomaéticas en diferentes municipios del estado de Chihuahua, México

Variedad Identificacién de los aislados Localidad, municipio Localizacién geografica
Criollo B-F-M1-A2-ACCH-3 Balleza, Balleza 26° 56" 48.8" N, 106° 21" 17,3" W, 3100 msnm
Criollo B-F-M1-A3-AACH-5 Balleza, Balleza 26° 56 54.7" N, 106° 21" 07,2" W, 3100 msnm
Blanco LJ-M2-H-ACCH-7 Las Joyitas, Morelos 26° 37" 453" N, 107° 44" 37,9" W 1238 msnm
Amarillo Y-M1-F-ACCH-8 Yoquivo, Batopilas 27° 00 58.4" N, 107° 32" 31,7" W, 2800 msnm.

Identificacion de aislados: B: Balleza, LJ: Las Joyitas, Y: Yoquivo. F: Fruto, M1.M2: Ndmero de muestra, A, A2, A3=NUmero de aislado en aislamiento, H: Hoja,
ACCH: Angel Ceballos Chavez, 3,5,7,8: Nimero de aislado identificado molecularmente.
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Las suspensiones se extendieron sobre cajas de
PDA y los conidios individuales se transfirieron con
una aguja de diseccion esterilizada a cajas Petri con
PDA nuevas. Cada colonia cultivada a partir de co-
nidios individuales se consideré un aislado mono-
conidial. Los cultivos purificados se almacenaron en
tubos con PDA cubiertos con aceite mineral estéril
y papel filtro almacenandose a 4 °C (Gerardo-Lugo
et al,, 2020).

2.3. Caracterizacién morfolégica y tasa de creci-
miento micelial. Para la identificacion de las ca-
racteristicas macroscopicas y microscépicas de los
50 aislamientos representativos de los géneros
Monilinia, Fusarium y Collectotrichum de sitios de
recoleccion de durazno en Chihuahua, se deter-
mind la tasa de crecimiento micelial de cada ais-
lado, se tomaron discos con micelio de 6 mm de
diametro de cultivos de 10 dias y se colocaron en
PDA.

Las cajas se incubaron a 27 °C en oscuridad reali-
z&ndose ocho réplicas de cada aislado y se exami-
naron diariamente durante 9 dfas. La tasa de creci-
miento (TC) se calculd con la funciéon de creci-
miento lineal. Umax= mm/t (dias) donde umax es
la velocidad de crecimiento, t es el tiempo y mm es
el crecimiento (Ifliguez-Moreno et al., 2023) y se ex-
presdé en mm desde el dia 1. Después de 9 dias de
crecimiento se identificaron las caracteristicas de
crecimiento de las colonias, incluido el color de la
colonia frontal y reverso y presencia de micelio
aéreo. El experimento se realizd por duplicado.
Para los caracteres macromorfoldgicos de los coni-
dios, clamidosporas, fialides, macroconidios, micro-
conidios, mesoconidios, largo y ancho de micelio,
asi como presencia o ausencia de septos en cada
uno de los géneros analizados, se prepararon di-
versos medios de cultivo para la observacion de las
estructuras de resistencia del género Fusarium se
utilizd agar hojas clavel (CLA), durante 4 dias de in-
cubacion, Collectotrichum y Monilinia se usé agar
dextrosa papa (PDA) con 7 dias y 12 dias de creci-
miento en caja Petri, todo el material fungico se
mantuvo a una temperatura de + 27 °C con 14 ho-
ras luz y 10 horas obscuridad. Para la observacion
en microscopio se prepararon montajes con glice-
rina, azul de algoddn, safranina y aceite de inmer-
sion (Agu & Chidozie, 2021), mismos que fueron fo-
tografiados por un microscopio compuesto (Imager
M2) (n = 50) se visualizaron con el software ZEN.

2.4. Extraccion de ADN, amplificacién por PCR y
secuenciacion. El ADN gendmico total se extrajo de
micelio de hongos frescos, raspados del margen de
cada una colonia, cultivado en cajas Petri con PDA,
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incubado a + 27 °C, con el reactivo DNAzol (Invi-
trogen), siguiendo las instrucciones del fabricante
(Rios-Hernandez et al., 2021). Para la identificacion
molecular se amplificd el espaciador transcripto
interno (ITS) y el gen parcial de factor de elongacién
1 alfa (TEF), mediante PCR utilizando los cebadores
ITST (5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") / ITS4 (5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") para todos los gé-
neros (White, 1990) y se utilizé un segundo cebador
secundario por cada uno de los géneros, es decir
para, Collectotrichum ACT-512F (5'-
ATGTGCAAGGCCGGTTTCGC-3") y ACT-583R (5'-
TACGAGTCCTTCTGGCCCAT-3") (Huang et al.,
2013), Fusarium con EF1 (5'-
ATGGGTAAGGARGACAAGAC-3") (Karlsson et al.,
2016) respectivamente, para el caso de Monilinia se
consider¢ utilizar el ITS1 e ITS4 ya que en ambos
experimentos se tuvo 100% de identidad con el gé-
nero y especie. La reaccion de PCR se realizd en un
volumen final de 25 uL, los cuales contenian 1 ulL de
ADN gendmico, Buffer 1X, 1.25 mM de MgCl,, 0,2
mM de cada iniciador, 0,2 mM de dNTP’s y 1U de
Tag polimerasa (Invitrogen). Las condiciones de
amplificacion fueron las siguientes; desnaturaliza-
cion inicial fue a 95 °C durante 5 min, con 35 ciclos
de desnaturalizacién por 95 °C y 1 min, el anilla-
miento por 55 °C por un lapso de T min (ITS) / 59
°C a 1,5 min, extension a 72 °C por 40 s (ITS) / 1,5
min (TEF), con una extension final de 72 °C durante
5 min. La visualizacién de los fragmentos amplifica-
dos fue en gel de agarosa al 1%, fue tefiido con
bromuro de etidio, en un fotodocumentador (BIO-
RAD). Una vez obtenidos los productos amplifica-
dos se secuenciaron utilizando Macrogen (Corea)
los cuales se anclan en los ADNr.

2.5. Anélisis filogenéticos. Para editar las secuencias
se utilizd el software BioEdit versidon 7.0.5.3 (Hall,
1999), se compararon con la base de datos
GenBank, empleando el algoritmo BLASTn. Las ca-
denas de cada gen/region fueron alineadas a un set
de cadenas de referencia de los géneros Monilinia,
Collectotrichum 'y Fusarium 'y la cadena de
Protocrea farinosa CBS 121557 en ITS1 e ITS4 y para
los marcadores secundarios se utilizd Anabaena
variabilis ABO 16520.7 para con el alineador MUSCLE
(Edgar, 2004) e implementado con MEGAT1 (Zhan
et al. 2018). Los alineamientos concatenaron en
MEGA vy la matriz resultante se analizd en
PartitionFinder version 1.1.1 (Lanfear et al, 2012)
para determinar el mejor esquema de particiones.
Con respecto al arbol filogenético se llevd a cabo
por el método de Maxima Verosimilitud en RAXML
version 7.2.8 (Stamatakis, 2006; Voglmayr et al.,
2016), empleando el modelo GTRGAMMAI y 1000
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réplicas Bootstrap. Se utilizo el software FigTree
version 1.4.0 para editar el filograma.

2.6. Confrontacion en planta. Se realizé una prueba
de confrontacién en planta de los 4 aislamientos
seleccionados con base a un anélisis filogenético
inicial de, Fusarium spp. (dos aislados),
Collectotrichum sp. (un aislado) y Monilinia sp. (un
aislado) contra la cepa 3 de Trichoderma
asperelloides previamente identificada (3=SP-M-
M5-R-T), las inoculaciones de los fitopatdgenos se
realizaron mediante la suspension de esporas de
1x10° conidios. mL™ dando ventaja de 3 dias de cre-
cimiento de los patdgenos para posteriormente
inocular el antagonista, mediante la técnica de as-
persion de acuerdo con Udhayakumar et al. (2019),
usando atomizadores diferentes para cada aislado
sobre plantas de durazno variedad prisco inocu-
lando de 3-4 hojas desarrolladas durante un afio de
crecimiento. Las plantas inoculadas permanecieron
en condiciones de camaras himedas en invernadero
durante el transcurso de la prueba de confrontacion
(27 + 2 °C) con HR 85%, haciendo observaciones
cada 24 horas después de la inoculacion (ddi)
durante 60 difas (Moreno et al, 2018). Cada
combinacion (fitopatdgeno-Trichoderma) contd con
Cuatro repeticiones mas un testigo por tratamiento,
sembradas en bolsas de polietileno de kg.

2.7. Valoracién de las variables de respuesta. Los
factores estudiados fueron diametro de hoja (cm),
longitud de hoja (cm) altura (cm) medidos con un
vernier  digital  (marca:  LEIDSANY  serie:
BO9XQ987RZ), la severidad se clasificd mediante la
escala propuesta por Arafat et al. (2021), en cuatro
grados (Tabla 2) con variabilidad de porcentajes.
La severidad se estimo por la formula:

DSl (o/0): severidad promedio: X (v * n) 100

N*V

Donde v: valor numérico de la enfermedad escala
de indice, n: numero de plantas asignadas a la
escala del indice de enfermedad, N: nimero total
de las plantas, y V: valor numérico de la escala de
indice de enfermedad mas alta.
El nivel de incidencia de cada tratamiento se calificd
por el porcentaje de esporulacion después de 7
dias de evaluacion de acuerdo con la escala pro-
puesta por Ozer et al. (2021) considerando el 0%
extremadamente sensible, 0,1% - 5,0% altamente

Tabla 2
Escala de severidad en planta de durazno variedad prisco
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resistente, 51% - 25% resistente, 251% - 50%
sensible, 50,1% - 75% muy sensible y = 75%
extremadamente sensible, para la resistencia de la
hoja con la misma cantidad de inoculo.

2.8. Andlisis estadistico

Para determinar la severidad e incidencia en plantas
de un afio se utilizd un disefio completamente al
azar de 4 aislados x 4 repeticiones (mas los contro-
les), los datos obtenidos se sometieron a un anélisis
de varianza (ANOVA) vy para la comparacion de
medias se determind de acuerdo con la prueba de
Tukey-Kramer (p < 0,05), empleando el programa
estadistico SAS version 9.4. (Statistical Analisis
Sistem - SAS Institite Inc., 2022).

3. Resultados y discusién

3.1. Aislamientos de hongos. El aislamiento de
frutos y hojas de durazno sintomaticas resultd en
numerosos hongos, siendo los aislados similares a
Fusarium, Monilinia y Collectotrichum 1os més
comunes, basado en la caracterizacion fenotipica
inicial, siguiendo los rasgos morfoldgicos descritos
por Yikilmazsoy & Tosun, et al. (2021), Baltazar et al.
(2023) y Silva-Neto et al. (2023). Los sintomas
observados por Fusarium fueron marchitamiento y
amarillamiento sobre las hojas y en el fruto se
observd puntos de color café a oscuro, asi como
descomposicion completa (Figura 1a), coincidiendo
con lo reportado por Dong et al. (2023) al realizar
pruebas de patogenicidad en rama y varetas de
durazno, al presentar lesiones ovaladas de color
marrén en la herida de las ramas del durazno con
micelio denso en la superficie de las lesiones.

Género Hoja

Fruto

-

Fusarium sp

Colletotrichum sp.

Monilinia sp.

lc

Figura 1. Sintomas en fruto y hoja de durazno asociados a hongos
fitopatdgenos foliares observados en campo.

Grado Numero de lesiones

Porcentaje de afectacion

1 1-3

Se produjeron manchas graduales entre el 1y el 25 % de las hojas.

2 4-6 Se produjeron manchas graduales en el 26-50 % de las hojas.
3 7-9 Se produjeron manchas graduales en el 51-75 % de las hojas.
4 >10 Se produjeron manchas graduales en el 76-100 % de las hojas.
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También se pudieron identificar sintomas prelimi-
nares de Monilinia con momificacién de frutos so-
bre la superficie del suelo como en la parte aérea
de la planta y en algunos casos pudricién café sobre
los mismos, asi como atizonamiento (necrosis) de
las hojas con presencia de micelio blanquecino so-
bre el haz (Figura 1c) mismos a los que hacen refe-
rencia los investigadores Igbal et al. (2022) quienes
mencionan los sintomas principales causados por
este género suelen ser cancros en las ramas, pudri-
cién en los frutos y tizén en las flores. De igual ma-
nera se pudo observar magulladuras circulares
hundidas de color negro sobre el fruto y pequefias
lesiones color café sobre las hojas con un halo color
amarillento lograndose identificar el género de
Collectotrichum (Figura 1b), sin embargo, se han
observado anillos concéntricos 'y  pequefios
acérvulos anaranjados los cuales producen conidios
que se propagan principalmente por la lluvia y las
salpicaduras (Tan et al., 2022).

3.2. Caracteristicas Morfolégicas y Culturales. Las
caracteristicas culturales de las colonias en agar
medio papa dextrosa (PDA) mostré variacion entre
diferentes aislados. Se lograron obtener cuatro
aislados con caracteristicas morfoldgicas y
culturales tipoldgicas de los géneros Fusarium
sambucinum (B-F-M1-A2-ACCH-3 y B-F-M1-A3-
AACH-5,), Collectotrichum gloesporoides (LJ-M2-H-
ACCH-7) y Monilinia fruticola (Y-M1-F-ACCH-8).

Al principio, las cepas de F. sambucinum se mostra-
ron de color blancas con micelio aplanado, después
de nueve dias de incubacion el micelio alcanzo el
borde del agar cubriendo completamente la caja
Petri, apareciendo de marrén a rojizo, formando
manchas sélidas con diferentes tonalidades, espe-
cialmente en el centro en un punto de crecimiento

2a 2b 2¢
2t 2¢g
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0 en zonas concéntricas se formd el micelio de co-
lor blanguecino aéreo sobre la superficie del medio
empleado, diferenciado de las cepas obtenidas por
Yikilmazsoy & Tosun (2021) quienes obtuvieron
cepas de F. sambucinum aisladas de tubérculo de
Solanum tuberosum con caracteristicas especificas
de coloracion rosa blanco con abundante micelio
algodonoso sobre la caja Petri, con formacién de
macroconidios, microconidos tipos de fidlides y
presencia de clamidosporas. Las cepas aisladas en
el sur de Chihuahua mostraron un crecimiento
promedio de 13,42 mm/dia”' en la cepa B-F-M1-A2-
ACCH-3 y 16.75 mm/dia™! en la cepa B-F-M1-A3-
AACH-5. Este género formé micelio septado de
6,38 de ancho y 17,99 um de largo y estructuras
conidiales en forma de platano de diferente
crecimiento de macroconidios y microconidios de 1
a 3 septos y 2,32 de ancho y 4,64 um de largo,
mesoconidios, con de 4 a 6 septos con 2,0 de
ancho y 5,32 um de largo distribuidos en cadena y
de forma libre en ambas ambos aislados, con
fidlides en forma alargada de 5,60 de anchoy 12,97
pum de largo, con formacién de conidiéforos y
esporodoquios ramificados de 29,42 um de largo
asi como el crecimiento de clamidosporas
filamentosas en cadena de forma circular a ovoide
de 32,64 um de diametro (Figura 2). Es importante
mencionar que esta especie de hongo se puede
crecer en medio de cultivo de diferente coloracion
de blanco a rosa, de blanco a crema y de blanco a
rojo con crecimiento con formacion de
esporodoquios de color naranja, con crecimiento
de 2 cm por dia y formacion de conidios de 24,8 —
35,3 um de largo y 3,67 — 4,46 um de ancho con
septos de tres a cinco por conidio, sin presencia de
microconidios ni formaciéon de clamidosporas
(Almaraz-Sanchez et al., 2018).

2h 2i

Figura 2. Morfologfa de F. sambucinum a-b) colonia de frente y reverso, c) micelio septado, d) macro y microconidios, e) Mesoconidios, f)
fidlides, g) conidi¢foros en cadena, h) conididforos ramificados y esporodoquios, i) clamidosporas y filamentos.
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El aislado de C. gloesporoides, desarrollé una for-
macion de micelio blanco-gris claro, ligeramente
algodonoso, con abundantes masas de conidios
naranja brillante en circulos concéntricos, algunos
de ellos produjeron un micelio blanco con pocas
masas conidiales cubriendo la caja Petri en 7 dias
de incubacién, mostrando un crecimiento prome-
dio de 18,33 mm/dia, de igual manera Da Silva Neto
et al. (2018) reportaron diversidad de coloracion en
aislados de C. gloesporoides aislados de Magnifera
indica los cuales produjeron colonias ligeramente
grisaceas sin masa conidial visible, otros desarro-
llaron masa micelial gris con masa conidial oscura
en el centro y las regiones oscuras laterales, asi
como un color ligeramente salmon con masa
conidial anaranjada y oscura en el centroy el Ultimo
grupo de asilados mostraron micelio ligeramente
grisaceo con poca masa conidial anaranjada visible
coincidiendo esta Ultima descripcién con los aisla-
dos obtenidos del cultivo de durazno en el sur de
Chihuahua.

Se identificaron diversos morfotipos de estructuras
de supervivencia de este hongo el cual desarrolld
micelio liso con formacion de células granuladas
con dimensiones de 5,87 de ancho y 19,50 um de
largo, ademas de formar conidios hialinos en forma
de lobulados y alargados de 6,29 de ancho y 15,26
um de largo, ademés de formar peritecios esféricos
y agrupados a los 28 dias de crecimiento y creci-
miento de conidiomas que dan lugar la formacion
de ascas con ascosporas en proceso de madura-
cion desarrolladas en conjunto o libres con un dia-
metro de 16,18 um (Figura 3), asi mismo se han
identificado conidios rectos con forma cilindrica con
extremos ampliamente redondeados de (14,8 -)

Ceballos-Chavez et al.

16,7 = 17,3 (= 19,5) x (4,3 —) um, con apresorios
simples 0 en un grupo pequefio, subglobosos o
elipsoides y rara vez irregulares de (5,2 =) 6,7 - 7,6
(- 89) x (2,7 =) um (Wang et al., 2020).

Por otro lado, la cepa de M. fruticola presentd un
aspecto pulverulento con colores beige a café obs-
curo con margenes ondulados y formacién de ani-
llos dispersos después de los 21 dias de crecimiento
formando estromas de color blanquecinos a naran-
Jjas con abundante micelio aéreo de color blanco-
grisaceo desarrollando un crecimiento promedio
de 16,00 mmy/dia”. Estos resultados coinciden con
los reportados por Yin et al. (2021) al aislar M.
fruticola del cultivo de Eriobotrya japonica y desa-
rrollaron colonias de gris a marrén con abundante
coloracion. Ademas, las colonias aisladas en el sur
de Chihuahua se observaron conidios son de forma
ovalada o elipsoide globosa y medianos de 23.15
um de diametro, estructurados en cadena, con cre-
cimiento de micelio liso hialino después de madurar
a torna a color oscuro, también se encontré cade-
nas ramificadas agrupadas de color gris a oscuro y
formacion de apotecios pedicelados en forma de
copa rellenas de ascosporas en proceso de madu-
racion (Figura 4), estas caracteristicas son especifi-
cas de este género (Yin et al., 2020).

3.3. Filogenia. Al comprar la secuencia de la region
ITS, de la base de datos de GenBank, presento 99%
de igualdad con las especies del género; Monilinia
fruticola (LC312668, MK834756) (Baltazar et al,
2023), ademés las especies de C. gloesporoides
mostraron 100% de similitud (JN887343, MK569271)
(Grano-Maldonado et al, 2021), y Fusarium
sambucinum mostré  100% con respecto a

OP125543 y X65482 (Figura 5a).

Figura 3. Morfologia de C. gloesporoides a-b) colonia de frente y reverso, c) micelio liso granulado, d) conidios, e) conidiomas, f) peritecios,
g) ascas con ascosporas, h) ascosporas inmaduras durante la division, i) ascosporas maduras libres.
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4d
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Figura 4. Morfologfa de M. fruticola. a-b) colonia de frente y reverso, c) micelio liso hialino, d) conidios en cadena e) formacion de apotecios

relleno de ascosporas.

Al comparar las secuencias parciales del gen EF1,
los resultados mostraron un 99% de similitud de
todas las cepas con Fusarium sambucinum
(KX632088.1:18-614 y KX632088.1:24-612) (Dong et
al, 2023) y para C. gloesporoides mostrd 99%
(KT282614. 1:86-275) de similitud (Figura 5b y ¢). El
analisis filogenético multigen confirmd que las
cepas de Monilinia, Fusarium y Collectotrichum
estudiadas, pertenecen a las especies de M.
fruticola, F. sambucinum y C. gloesporoides con
Bootstrap de 84%.

3.4. Confrontacién en plantas de un afio de edad
3.4.1. Diametro de hoja. Los analisis de varianza
(ANOVA) indican el efecto del crecimiento de
didmetro de hoja entre los tratamientos y las
diferencias significativas con respecto al testigo,
entre la inhibicién de T. asperelloides versus
Fusarium sambucinum, Collectotrichum
gloesporoides 'y Monilinia  fruticola,  siendo
altamente significativo (p < 0,05) con R? de 0,0770
para la cepa B-F-M1-A2-ACCH-3, correspondiente
al género F. Sambucinum y la cepa LJ-M2-H-
ACCH-7 de C. gloesporoides. En la Figura 6 se
observa gque todos los tratamientos tuvieron un
efecto similar sobre el control de los patégenos,
favoreciendo el crecimiento de la planta de Prunus
persica.

3.4.2. Longitud de hoja. En la Figura 7 se muestran
los resultados de la prueba de medias de Tukey de
los datos correspondientes a la longitud de hoja
obtenido en cada tratamiento del experimento, con
un crecimiento promedio de 3.326 cm para la cepa

de B-F-M1-A2-ACCH-3, correspondiente al género
F. Sambucinum y la cepa LJ-M2-H-ACCH-7 de C.
gloesporoides con 3.206 ¢cm, mostrando diferencia
significativa con respecto al testigo con una R? de
0.988.

3.43. Altura. La evaluacion realizada entre los
diferentes tratamientos demostré la eficiencia de la
cepa de T. asperelloides sobre las cepas de los
patégenos confrontados, pudiéndose demostrar el
efecto sobre las tres cepas de F. sambucinum, C.
gloesporoides y M. fruticola, con excepciéon de la
cepa B-F-M1-A3-AACH-5 de F. sambucinum
(Figura 8), la cual mantuvo una estrecha correlacion
de 81,674 ¢cm con respecto al testigo arrojando
diferencias significativas con una R? de 0,935.

3.4.4. Severidad. Las hojas inoculadas desarrollaron
lesiones irregulares de color marrén con abundante
clorosis y marchitamiento sobre la planta, 38 dias
después de la inoculacion las lesiones se volvieron
negras y se comenzdé a observar destruccion foliar
leve y necrosis sobre el mismo sintoma similares a
los observados en hojas de durazno naturalmente
infectadas. Por otro lado, las hojas del testigo se
mantuvieron sin sintomas. La severidad promedio
en hojas de durazno inoculadas artificialmente se
observan en la Tabla 3. Los aislados mostraron dife-
rencias significativas (P 0.05) con respecto al testigo.
Algunos investigadores han reportado el biocontrol
de T. asperelloides vs F. Oxysporum en planta de
Solanum lycopersicum de 47% de reduccion de sin-
tomas en sobre las ramas de la hortaliza (Ramirez-
Carifio et al., 2020).
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Figura 5. Arbol filogenético de los géneros Monilinia, Fusarium y Collectotrichum, a) inferido por Méxima Verosimilitud a partir del
alineamiento concatenado de la zona ITS y b, ¢) la cadena parcial del gen caracteristico del factor de elongacion (TEF). La escala representa
las sustituciones del promedio por sitio. Los datos bootstrap >84% se muestran arriba de las ramas, junto a los internodos. Las especies

estudiadas en esta investigacion se exponen en negritas y subrayadas.
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Figura 6. Didmetro de hoja por género evaluado vs T. asperelloides
en condiciones controladas. *Letras diferentes, entre filas, indican
diferencias significativas segun la prueba de Tukey-Kramer (p <
0,05).
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Figura 7. Longitud de hoja por género evaluado vs T. asperelloides
en condiciones controladas. *Letras diferentes, entre filas, indican
diferencias significativas segun la prueba de Tukey-Kramer (p <
0,05).
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sambucinum sambucinum gloesporoides  fruticola

Figura 8. Altura por género evaluado vs T. asperelloides en
condiciones controladas. *Letras diferentes, entre filas, indican
diferencias significativas segun la prueba de Tukey-Kramer (p <
0,05).

Ademas, se ha encontrado la reduccion de la
invasion de Rhizoctonia solani en respuesta a T.
asperelloides sobre el cultivo de tomate inhibiendo
significativamente en dos bioensayos de 83,3%
evaluando los efectos con escala de severidad e
incidencia 'y evaluacion microscopica  sobre
micoparasitismo (Heflish et al., 2027).

3.4.5. Incidencia. En cuanto a la incidencia de los
fitopatdgenos (4 aislados), éstos presentaron
micelio color blanco y después de los siete dias se

Ceballos-Chavez et al.

torno a color grisaceo sobre la hoja v tallo, lesiones
de color marrén al inicio durante el desarrollo de
maduracién del hongo reaparecieron coloraciones
café obscuro generando necrosamiento en la parte
foliar (Figura 9), desarrollando un 100% en los
bioensayos, por lo que son considerados extrema-
damente sensibles para el cultivo del duraznero de
la zona sur de Chihuahua. Cabe resaltar que, en
Puebla, México se reportd el género M. fruticula
afectando en cosecha del duraznero entre 33% vy
70% (Huilotl-Luna, 2024). Ademas, Dini (2021)
explica que los brotes y las ramas atacadas por M.
fruticola presentan cancros y la muerte de la
porcion distal desde el cancro al apice y las hojas
ubicadas en brotes afectados mueren, quedando
adheridas al mismo. Asi mismo se han encontrado
estudios sobre el efecto de T. asperelloides y T.
asperellum sobre C. gloesporoides en plantulas de
chile desarrolladas en laboratorio para atacar
antracnosis manteniendo una incidencia de 62,07%
(Boukaew et al., 2024), por otro lado especies de
Trichoderma han reducido la podredumbre de raiz
en 87,5% de F. solani en el crecimiento radicular del
Duraznero (Mannai & Boughalleb-M’Hamdi, 2022).

Figura 9. Sintomas por fitopatdgenos en planta de durazno de un afio a) lesiones en hoja por C.
gloesporoides b) necrosis sobre el follaje por M. fruticola, c¢) amarillamiento de hoja por F.
sambucinum d) invasion micelial de tallo y lesiones sobre la hoja por F. sambucinum.

Tabla 3

Porcentaje de severidad en hoja
Aislado Género Grado de escala Numero de lesiones Severidad (%)
B-F-M1-A2-ACCH-3 Fusarium sambucinum 1 2 11.25 bc
B-F-M1-A3-AACH-5 Fusarium sambucinum 2 5 32.8ab
LJ-M2-H-ACCH-7 Collectotrichum gleosporoides 1 3 22.7Db
Y-M1-F-ACCH-8 Monilinia fruticola 3 7 61.23 a
Testigo Test 0 0 Oc

*Letras diferentes, entre filas, indican diferencias significativas segin la prueba de Tukey-Kramer (p < 0,05).
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4. Conclusiones

Las cuatro cepas de los fitopatdgenos aisladas de
hoja y fruto de plantas de durazno (Prunus persica)
en el sur de Chihuahua, fueron caracterizados
morfolégica y molecularmente, y se determind que
pertenecen a las especies de  Fusarium
sambucinum, — Collectotrichum  gleosporoides 'y
Monilinia fruticola.

En cuanto al diametro y longitud de hoja se pre-
sentd mayor crecimiento en la cepa B-F-M1-A2-
ACCH-3 de F. sambucinum y en la cepa de LJ-M2-
H-ACCH-7 correspondiente a C. gloesporoides
mostrando diferencia significativa respecto al tes-
tigo, en cambio en la altura se destaca que T.
asperelloides no promovio el desarrollo de la planta,
con respecto a la cepa B-F-M1-A3-AACH-5 de F.
Sambucinum, ya que se mostrd similar o menor
crecimiento al testigo sin inoculacion. Todos los ais-
lados mostraron incidencia en todas las unidades
experimentales evaluadas en condiciones de inver-
nadero, ademas de presentar de dos hasta siete le-
siones ubicandose en la escala de severidad 1-3,
considerando a Monilinia fruticola como uno de los
hongos con mayor afectacion al cultivo del
duraznero.

La cepa 3 de T. asperelloides presenta un alto po-
tencial para el control in vivo frente a los fitopaté-
genos foliares en plantas de durazno de un afio.
Se recomienda probar como biocontrol T
asperelloides en floracion, produccion de frutos y
aceleracion en el proceso de germinacion de semi-
llas, asi como en el crecimiento radicular contra
patdgenos de suelo y foliares, ademas de probar la
patogenicidad en otros frutales de importancia
econdmica.
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