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RESUMEN

La podredumbre morena causada por Monilinia sp es la enfermedad fúngica más importante que afecta al
cultivo de duraznero (Prunus sp.). Existen tres especies: Monilinia  fructigena,  M.  fructicola y M. laxa.  En
Uruguay están reportadas las dos últimas. No obstante, la identificación de las especies es un tema muy
complejo. Es necesario conocer qué especies se encuentran presentes, cuál es su distribución y qué rol juegan
en la producción de atizonado de flores y podredumbre de frutos. Para ello este trabajo se planteó evaluar un
método para identificar de forma inequívoca las especies que atacan al cultivo en el país. Los aislamientos
obtenidos a partir de frutos infectados fueron caracterizados por medio de la técnica de PCR con los primers
MO368-5, MO368-10R, MO368-8R, MO368-12R, que usados en una única reacción permiten distinguir las
3 especies dependiendo del tamaño del producto de amplificación obtenido. La técnica resultó ser efectiva,
amplificando diferencialmente las tres especies. A pesar de las diferencias culturales (carácter utilizado para la
diferenciación de las tres especies), todos los aislamientos analizados, resultaron ser M. fructicola independien-
temente de la variedad de durazno a partir de la cual fue realizado el aislamiento o del monte donde se obtuvo
la fruta.
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SUMMARY

The brown rot disease caused by Monilinia sp is the most important fungal disease in peach (Prunus sp). There
are three species: M. fructigena, M. fructicola and M. laxa. In Uruguay, only two of them have been reported.
The identification of the species is a very complex subject. It�s necessary to know which are the species
present, their distribution and their incidence in flower blight and fruit rotting. In order to achieve this, the
present research�s aim was to evaluate a method to identify in a precise way the species attacking peach in our
country. The isolates from infected fruit were characterized through PCR with specific primers (MO368-5,
MO368-8R, MO368-10R, MO368-12R). These primers used in a single reaction allow to distinguish among
the three species depending on the size of the amplification product obtained. The technique proved to be
effective, amplifying differentially the three species. Despite the cultural differences (character used to separate
the three species), all the isolates analyzed, were M. fructicola independently of the peach variety or the
collection place.
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INTRODUCCIÓN

La producción de duraznos (Prunus persica)  en Uru-
guay ocupa un área  de 3.047  hás., representando el 35,6
% de la producción de frutales de hoja caduca
(DIEA-MGAP 1999).

La podredumbre morena causada por Monilinia sp. es
la enfermedad fúngica más importante que afecta al culti-
vo  produciendo atizonado de flores, muerte de ramas y
podredumbre de fruta. Es el principal problema en la post-
cosecha pudiendo provocar pérdidas de hasta el 100 %
(Tálice et al., 1970; Snowdon 1990). Es una enfermedad de
difícil control cuando ocurren condiciones favorables.

En el mundo se han identificado tres especies de
Monilinia: M.  fructicola,  M. fructigena y M. laxa. Una
diferencia importante entre ellas es el hecho de que M.
fructigena incluye entre sus hospederos al manzano
(Malus pumila) mientras que las restantes solamente afec-
tan Prunus spp.  Una segunda diferencia, de importancia
epidemiológica, es que  M. laxa afecta preferentemente las
flores mientras que M. fructicola tiene mayor incidencia
sobre los frutos. (Byrde y Willetts, 1977).

En Uruguay han sido citadas las tres especies en enu-
meraciones de patógenos sin hacer referencias a la meto-
dología utilizada para su identificación. (Herter, 1933; Bertelli
y Carrión, 1941; Koch y Boaso, 1955 a, b; Koch et al., 1981)

Hasta el presente la identificación de las especies de
Monilinia se basó en características culturales y
morfológicas, los procedimientos son lentos y la identifi-
cación puede ser no conclusiva (Fulton y Brown, 1997,van
Leeuween, y van Kesteren, 1998).

En estudios epidemiológicos  recientes realizados por
la Cátedra de  Fitopatología (Facultad de Agronomía) (da-
tos no publicados) se utilizaron métodos de identificación
basados en características morfológicas y culturales.  Los
métodos utilizados fueron: morfología de colonias, tama-
ño de los conidios, ramificación de los tubos germinativos,
desarrollo sobre peras verdes maduras (Byrde y Willetts,
1977). De esta manera se identificaron aislamientos  con
las características típicas de Monilinia fructicola y de
Monilinia laxa. Uno de estos aislamientos, A31, identifi-
cado como M. laxa por todos los métodos utilizados,  fue
seleccionado  como referencia para realizar una prospec-
ción de las especies presentes en la zona de producción
mediante el método de interacción de micelios creciendo
en medio Agar Avena (AA) (Sonoda et al., 1982) y en tra-
bajos posteriores de control biológico (Leites et al., 1998).

La interacción del aislamiento A31 con los aislamientos
provenientes del muestreo  dio como resultado la apari-
ción de líneas de interacción diferentes a las esperadas, no
lográndose una identificación concluyente de las espe-

cies. A partir de estos resultados un grupo de 15 aislamien-
tos (incluyendo el A31) fueron enviados al laboratorio de
la Agencia Canadiense de Inspección de Alimentos
(Canadian Food Inspection Agency, CFIA). para verificar
su identificación por métodos moleculares.

Todos los aislamientos enviados fueron caracterizados
como M. fructicola (Coté, com. pers) en contraposición a
los resultados obtenidos hasta el momento, evidenciando
la necesidad de contar con una herramienta confiable, sen-
sible y rápida que permita diferenciar entre las especies de
Monilinia.

El advenimiento de la biología molecular en general y
de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) en particu-
lar, ha facilitado enormemente el análisis de
microorganismos, aportando una capacidad superior para
caracterizar y clasificar cepas y facilitar el estudio la diver-
sidad genética de poblaciones (Lows et al., 1999). Los
marcadores genéticos, particularmente aquellos basados
en el ADN, son una herramienta útil para determinar la
diversidad genética entre individuos. Estudios como  los
RAPD-PCR (Random Amplified Polymorphic  DNA)
(Lanfranco et al., 1993; Tommerup et al., 1995), amplifica-
ción del ADN ribosomal (Henrion et al., 1992, 1994), RFLP
(Restriction Fragment Lenght Polymorphism) (Armstrong
et al., 1989), AFLP (Amplified fragment Lenght
polymorphism)(Majer et al., 1996) microsatélites (Sastry et
al., 1995) y otros tipos de marcadores basados en ADN se
han convertido en populares para este propósito.

El factor clave de la aplicación de la técnica de PCR para
la caracterización de microorganismos y hongos en parti-
cular es la determinación de oligonucleótidos iniciadores
(primers) específicos para la identificación de los límites
del sitio a amplificar. Usando primers adecuados, pueden
ser estudiados diferentes aspectos en diferentes niveles
taxonómicos (Nylund et al., 1995). El taxón o especie se-
leccionado puede ser también caracterizado o identificado
en materiales mixtos como el caso de hongos fitopatógenos
o los simbióticos (micorrízicos) donde el hongo y el mate-
rial vegetal están mezclados (Gardes y Bruns, 1993; Egger,
1995).

Para el caso específico de Monilinia sp. han sido utili-
zados algunos de estos métodos  como ser la amplifica-
ción  con primers específicos para una de las tres espe-
cies, M. fructicola (Fulton y Brown, 1997; Forster y
Adaskaveg ,1999). Este método permite determinar si un
aislamiento es M. fructicola cuando hay un producto de
amplificación o si no lo es, cuando el resultado es negati-
vo (no hay amplificación). Por otro lado, y con un espectro
mayor de aplicaciones, está la utilización de primers espe-
cíficos para cada una de las especies, lo cual permite deter-
minar si un aislamiento pertenece al género Monilinia o
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no y a la vez determinar a cuál de las tres especies pertene-
ce (Coté, com. pers).

El objetivo  del presente trabajo fue el ajuste y evalua-
ción de este último método, PCR con primers específicos,
para la caracterización de aislamientos de Monilinia pro-
venientes de frutos de durazno infectados, para contar
con una herramienta rápida y precisa para estudios
epidemiológicos de la enfermedad en nuestro país.

MATERIALES Y MÉTODOS

Para la caracterización de las especies de Monilina sp.
el hongo fue aislado a partir de frutos con indicios de
infección por Monilinia o de frutos momificados obteni-
dos de montes de duraznero de la zona de Melilla. Se rea-
lizaron aislamientos a partir de frutos de diferentes varie-
dades de durazno y nectarines (Cuadro 1). El hongo fue
aislado en medio Agar Malta Acidificado (2% Extracto de
Malta, 2% Agar, pH 4.5, Streptomicina 0,2mg/ml) y repica-
do a medio PDA (Potato Dextrose Agar). Como control se
utilizaron cultivos de cepas de colecciones internaciona-
les (Cuadro 2) de cada una de las tres especies. Los culti-
vos de las cepas de colección fueron cedidos por la Dra.

M.J. Coté de la Agencia Canadiense de Inspección de Ali-
mentos (CFI A).

Extracción de ADN

Las extracciones de ADN fueron realizadas a partir del
micelio de una placa de 7 días de crecimiento (crecimiento
sobre el total de la placa). La extracción se realizó según el
método de Paoloci et al. (1999) con algunas modificacio-
nes. El mismo consistió en una maceración del material e
incubación en  buffer de lisis (200mM Tris HCl, pH 7,5;
250mM NaCl; 25mM EDTA; 0,5% SDS) a  65ºC durante 30
minutos. Posterior a la incubación fue centrifugado por 10
minutos a 10000 rpm.  Para la precipitación del ADN fue
utilizado isopropanol, a �20ºC durante 30 minutos y nue-
vamente centrifugado a 10000 rpm, por 5 minutos. El ADN
fue resuspendido en 50 ml de buffer TE (10mM TRIS, 1 mM
EDTA, pH 8).

Para comprobar la presencia de ADN, las muestras fue-
ron corridas en gel de agarosa 1%, con 0,3 mg de bromuro
de etidio/ml. Para ajustar la cantidad de ADN a utilizar en la
reacción de amplificación, el ADN extraído fue cuantifica-
do en espectrofotómetro a 260 nm (DO = 1  equivale aproxi-
madamente a 50 mg de ADN doble hebra).

Amplificación

Para la reacción de amplificación (PCR), fueron utiliza-
dos los primers específicos para cada una de las tres espe-
cies de Monilinia: MO368-8R (M. fructigena), MO368-
10R (M. fructicola) y MO368-12 (M. laxa) en combinación
con el primer MO368-5, común a las tres especies. (Coté,
com. pers).  Las secuencias de los primers son las siguien-
tes:

Cuadro 2.  Aislamientos de colecciones internacionales de
las tres especies de Monilinia utilizados como controles
para la identificación de las especies.

    Especie Nomenclatura

M. fructícola DAOM 208467
M. fructícola DAOM 208461
M. fructícola CBS 203.25
M. fructígena CBS 494.50
M. fructígena CBS 231.57
M. fructígena ATCC 38358
M. laxa ATCC 9961
M. laxa CBS 5488.50
M. laxa CBS 202.25

Malvárez G. et al.

Cuadro 1.  Aislamientos de Monilinia obtenidos de
Prunus  spp de la zona de Melilla.

Código Variedad       Monte Nº de aislamientos

MB June gold Arocena 18
Solari 3
Mori 7
Gastaldi 19
Rambal 14
Mauro 10

MD Rey del Monte Mori 14
Rambal 13

MF Pavia Rambal 19
Borga 22
Arocena 34
Solari 27

MK Flor da King Moisso 19
MN No determinada Rambal 15
MP Pelón Perasa 13
MS San Francisco Perasa 11
MX Dixiland RedyAr 9

Borga 23
MM Bruneto Matrelli 15

Briano 7

Total 312
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MO368-8R: 5�-AGATCAAACATCGTCCATCT-3�
MO368-10R: 5�-AAGATTGTCACCATGGTTGA-3�
MO368-12: 5�-GACTGCAATCCACACCGTCG-3�
MO368-5: 5�-GCAAGGTGTCAAAACTTCCA-3�
Las condiciones de la reacción fueron: buffer 1x,

nucléotidos 0,2 mM; MgCl
2
 2,5mM; primers 0,1 mM de

cada uno; BSA 0,5 mg/ml, Taq polimerasa 0,5 U (GIBCO-
BRLâ).

Las condiciones de la amplificación fueron las siguien-
tes:

95 ºC por 30 segundos, 60ºC por 60 segundos, 72 ºC por
30 segundos durante 5 ciclos. Y 95 ºC por 30 segundos,
58ºC por 60 segundos 72 ºC por 30 segundos durante 35
ciclos con una extensión final de 5 minutos a 72 ºC.

Los productos de la reacción fueron corridos en gel de
agarosa 1,5% (0,3mg de bromuro de etidio/ml) para deter-
minar, según el tamaño de la banda obtenido a cuál de las
especies correspondía cada muestra. Los tamaños espera-
dos de banda son: 534bp para M. fructicola, 400pb M.
fructigena y 333 pb para M. laxa.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

La técnica de identificación de las diferentes especies
de Monilinia con primers específicos resultó ser efectiva,
amplificando diferencialmente las tres especies. Los resul-
tados de la reacción de amplificación permiten distinguir
claramente entre las tres especies de Monilinia según el
tamaño del producto obtenido. En la Figura 1 pueden ob-
servarse las diferencias en el tamaño de la banda según
sea la especie, 534bp para M. fructicola, 400pb M.
fructigena y 333 pb para M. Laxa en este caso para cepas
de colección.

Entre los más de 300 aislamientos obtenidos para la
zona de Melilla, se presentaron diferentes morfologías de
colonia en PDA. En la Figua  2 se presentan algunas de las
morfologías más frecuentes.

A pesar de las diferencias en las morfologías (carácter
utilizado para la diferenciación de las tres especies), todos
los aislamientos analizados, resultaron ser M. fructicola
independientemente de la variedad de durazno a partir de
la cual fue realizado el aislamiento o del monte donde se
obtuvo la fruta.

En la Figura 3 se muestra el resultado de la amplifica-
ción del ADN de los aislamientos representados en la Foto
2 como morfologías representativas de las encontradas.
Puede observarse que todos los aislamientos (carriles 5 a
10) son M. fructicola al tiempo que se corrobora la especi-
ficidad de la técnica con los productos de amplificación
obtenidos para las cepas de colección (carriles 2 a 4).

El hecho de poder utilizar todos los primers en la misma
reacción potencia la utilidad de la técnica. El uso de estos
primers especie específicos en una única reacción de am-
plificación se presenta como una técnica simple y precisa
para la identificación de las tres especies y presenta sus
ventajas frente a otros métodos utilizados como ser la am-
plificación de la región ITS (Internal Transcribe Spacer)
del rDNA y posterior digestión con enzimas de restricción
como la realizada para hongos micorrízicos  en cultivo o
en simbiosis con vegetales (Malvárez, 1999). A pesar de
que las especies pueden ser determinadas por ambos
procesos, una única reacción presenta ventajas en cuanto
a tiempo y costo.

Respecto al uso de primers específicos se han realizado
otras experiencias. Tal es el trabajo realizado por Fulton y
Brown (1997) que diseñaron primers que amplifican,
diferencialmente M. fructicola (no amplificando las otras
especies). Los primers mfs-3 y NS5 amplifican un fragmen-
to de 444 pb correspondiente al intron I de la región 18S

Identificación de especies de Monilia spp.

Figura 1. Foto de la corrida electroforética en gel de
agarosa de los productos de PCR de la reacción con los
primers MO368-5 en combinación con MO368-10R y
MO368-12R para la cepas de colección.. Carril 1 y 10: mar-
cador de peso molecular pGem; carril 2: M. fructícola
DAOM 208461, carril 3: M. fructícola DAOM 208467, carril
4: M. laxa CBS 202.25, carril 5: M. laxa ATCC 9961, carril 6:
M. laxa CBS 5488.50, carril 7: M. fructígena CBS 494.50,
carril 8: M. fructígena ATCC 38358, carril 9: M. fructígena
CBS 231.57.
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más 26 pb adicionales. Estos primers amplificaron
específicamente aislamientos de M. fructicola, siendo ne-
gativo el resultado para M. laxa y M. fructigena. Pero por
otro lado, utilizando  los mismos primers, Forster y
Adaskaveg  (1999), solo consiguieron resultados positi-
vos en 7 de los 21 aislamientos de M. fructicola en estu-
dio. Esto se debió a la variabilidad genética entre los aisla-
mientos de M. fructicola consecuencia de la presencia o
ausencia del intrón I en el rDNA lo cual fue confirmado por
análisis de RAPD.

Para el presente trabajo, fueron analizados solo aisla-
mientos procedentes de la zona de Melilla, a seguir serán
analizados aislamientos procedentes de otras zonas
frutícolas para confirmar la ausencia de M. laxa y M.
fructigena en duraznero en nuestro país.  Dado que la
técnica ha demostrado ser suficientemente específica, am-
plificando solo el ADN fúngico y resultando productos de
diferente tamaño según la especie en cuestión, en evalua-
ciones futuras se plantea aplicarla directamente sobre teji-
dos de la fruta con evidencia de infección, sin proceder al
aislamiento y cultivo del hongo. En caso de lograrse este
objetivo se podrá contar con una herramienta rápida y pre-
cisa que puede ser utilizada como control en fruta importa-
da de países que presentan las tres especies del patógeno.

Figura 2. Aislamientos de Monilinia sp. crecidos en PDA. Parte superior: A: MB47; B: MD23; C: MD25.
Parte inferior: D: MX5; E: MX8; F: MF3.

A B C

E FD

Figura 3. Foto de la corrida electroforética en gel de
agarosa de los productos de PCR de la reacción con los
primers MO368-5 en combinación con MO368-8R y
MO368-12R para varios aislamientos de Monilinia. Carril
1: marcador de peso molecular pGem; carril 2: M. fructígena
CBS 231.57, carril 3: M. laxa  ATCC 9961, carril 4: M.
fructícola CBS 203.25,  carril 5: MF3, carril 6: MD23 , carril
7: MD25, carril 8: MX5, carril 9: MX8 y carril 10: MB47.

Malvárez G. et al.
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